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山莨菪碱和己酮可可碱对内毒素诱导大鼠心肌组织 

细胞间黏附分子一1的抑制作用 

孙华 顾建军 李峰 周爱玲 胡亚娥 

【摘要】 目的 研究山莨菪碱(654—2)和己酮可可碱(PTX)对内毒素诱导大鼠心肌组织细胞间黏附分 

子一1(IcAM 一1)的抑制作用。方法 将健康 Wistar大鼠按随机数字表法分为对照组、模型组、654～2组、 

PTX组和 654—2+PTX组 ，每组各时 间点 6只 。经尾静脉注射脂多糖 (LPS)5 mg／kg制备动物模型 。于术后 

0、2、4、6、8和 10 h不同时间点分别处死大鼠取心肌组织，采用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测心 

肌组织 ICAM 一1蛋白的表达。结果 注射 LPS 6 h时大鼠心肌组织 ICAM 一1蛋白的表达明显升高(尸< 

0．01)，随后 ICAM一1蛋白的表达逐渐下降，至 10 h时仍有表达(P<O．05)。654—2及 PTX干预后均可减少 

心肌组织 ICAM 一1蛋白的表达(尸均<O．01)，且 654—2与PTX联合使用可使心肌组织 ICAM一1蛋白的表 

达减少更显著，与单用 654—2和PTX比较差异均有统计学意义(P均<O．05)。结论 654—2和 PTX联合使 

用可明显抑制内毒素诱导的大鼠心肌组织 ICAM一1蛋白的表达，从而起到对心肌组织的保护作用。 
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[Abstract] Objective To investigate the inhibitory effects of anisodamine(654—2)and pentoxifylline 

(PTX) on the expression of lipop0lysaccharide (LPS) 一 induced intercellular adhesion molecule 一 1 

(ICAM 一1)in rat cardiac muscle in vivo．Methods The animals were randomly divided into five groups 

(each n一6)：①normal control group，②model group，⑧654—2 treated group，④PTX treated group and 

⑤ 654—2+PTx treated group．The errdotoxemia model was reproduced by intravenous injection LPS 

5 mg／kg．The expression of ICAM 1 protein in rat cardiac muscle was assayed by Western blotting at 0，2， 

4，6。8。1 0 hours after intravenous LPS injection．Then the expression of ICAM 一1 protein in different 

groups was assayed at different time points．Results The changes in expression of ICAM 一1 in rat cardiac 

muscle after LPS injection were in a time—dependent pattern，gradually elevating to approach the peak at 

6 th。then it lowered，but it still appeared at 10 hours (尸< 0．05)．Western blotting also showed that 

ICAM 一1 protein with decreased with pre—treatment of 654—2 or PTX respectively(both尸< 0．01)．It was 

reduced to a much lower level when the animals were pretreated with a combination of 654—2 and PTX， 

compared with the group of 654—2 alone or PTX alone(both P< 0．05)．Conclusion The combination of 

654—2 and PTX may play a protective role in rat against injury to cardiac muscle induced by LPS in vivo via 

inhibiting the production of ICAM 一1 protein． 

[Key words】 anisodamine； pentoxifylline； lipopolysaccharide； cardiac muscle； intercellular 

adhesion molecI1le一] 

内毒素血症是严重烧伤、休克、手术患者的常见 

并发症，常伴有不同程度的心功能不全，它是感染性 

休克和多器官功能衰竭(MOF)的重要因素之一，也 

是影响患者预后的重要因素 。细胞间黏附分子一1 

(ICAM一1)是免疫球蛋白超家族的成员之一，存在 
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于多种细胞表面 ，与一系列炎症性疾病和状态有关， 

是炎症过程中的一种关键性黏附分子。ICAM一1在 

脂多糖(LPS)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)等作用 

下，冠状动脉内皮细胞、心肌细胞 ICAM一1表达增 

加 。文献报道己酮可可碱(PTX)可减少 LPS诱导 

心肌细胞 ICAM 一1的表达，通过核转录因子一KB 

(NF一．cB)途径对心肌细胞起保护作用 。山莨菪碱 

(654—2)广泛用于抗休克和平滑肌解痉治疗，研究 

发现 654—2具有抑制TNF—a、白细胞三烯等炎症 

介质的产生，改善g,J／烧伤后全身炎症反应综合征 

(SIRS)、脓毒症的作用H 。本研究拟通过制备内毒 
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素大鼠心肌损伤模型，观察其心肌组织 ICAM 一1 

蛋 白表达 ，以及应用 654—2和 PTX干预对心肌组 

织 ICAM 一1蛋白表达的影响，探讨其可能的作用 

机制 。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 ：体重 250 g左右健康 Wistar大 鼠， 

由南通大学实验动物中心提供。按随机数字表法分 

组，每组各时间点 6只。①模型组：尾静脉注射 LPS 

5 mg／kg；②对照组：尾静脉注射生理盐水 2 ml／kg； 

③654—2组：注射LPS的同时予 654—2 10 mg／kg； 

④PTX组：注射LPS前 1 h，按 60 mg／kg注射PTX 

进行干预；⑤654—2+PTX组：注射LPS和 654—2 

前 1 h，按 60 mg／kg注射 PTX。于实验 0、2、4、6、8 

和 10 h分别检测各组 ICAM 一1表达 。 

1．2 观察指标与方法：于各时间点放血取心肌，采 

用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测。心肌 

组织 中 ICAM 一1蛋 白含量取 30 mg心肌组织 ，加 

入 0．5 ml细胞裂解液 [O．05 mol／L Tris—HC1，pH 

7．6，0．1 mol／L NaC1，0．001 mol／L 乙二胺 四乙酸 

(EDTA)，1 mg／L aprotinin，1 00 mg／L phenyl— 

methyl sulfonylfloride]，冰上匀浆。取小部分样品， 

采用改良的Lowry法进行总蛋白定量；其余样品加 

入等量 2×十二烷基硫酸钠(SDS)的加样缓冲液 

(O．1 mol／L Tris — HC1，pH 6．8，0．2 mol／L 

dithiothreitol，质量分数为 4 的 SDS，0．2 溴酚 

兰 ，体积分数为 2O 的甘油)。样品在 100℃下煮沸 

5 min，室温超声粉碎 1 rain，室温下 10 000×g离心 

10 rain，样 品 经 7 SDS一聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电泳 

(PAGE)凝胶分离，每份样品上样 5O g总蛋白，蛋 

白带全湿法 电转移到聚偏二氟 乙烯 (PVDF)膜上 。 

PVDF膜 室温下用 TTBS(0．1 mol／L Tris—HCl， 

pH 7．5，0．9 NaC1，0．1 吐温 2O)阻断 1 h，室温 

下用一抗(1：500)孵育 2 h。用 TTBS洗涤 3次，每 

次 10 rain，膜用 二抗 (1：1 500)室温 孵育 2 h，用 

TTBS洗涤 3次，每次10 rain，加入化学发光试剂， 

暗室中曝光 X线片 ，胶片经显影定影 ，蛋 白带用凝 

胶图像分析仪分析。 

1．3 统计 学处理 ：实验数据 均 以均数 ±标 准差 

(z±s)表示，数据处理采用 Stata7．0软件进行 t检 

验和方差分析，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 动物存活情况：模型组单纯注射LPS 5 mg／kg 

后，有 1只大鼠于注射 4 h时死亡，2只于注射 6 h 

时死亡；其余 4组中均没有大鼠死亡。 

2．2 LPS诱导心肌组织 ICAM 一1蛋白表达(图 1)： 

心肌组织静止时仅表达微量的ICAM一1蛋白；但注 

射 LPS后能明显诱导ICAM一1蛋白表达，且呈时间 

依 赖 性 。与 0 h 比较 ，LPS 5 mg／kg作 用 2 h， 

ICAM 一1蛋白的表达已开始升高，6 h时差异有统 

计学意义 (P<0．01)；至 10 h时 ICAM 一1蛋 白表 

达较6 h显著下降，差异有统计学意义(P<O．05)。 

95 ku 嘲 鲫 —_- ———— 镧■—■■ _嗍_* 

4 6 8 l0 

时间(h) 

注 ：与 0 h比较 ： P<0．05， P<0．01；与 6 h比较 ： P<0．05 

图1 LPS诱导大鼠心肌组织不同时间点 ICAM 一1蛋白的表达 

Figure 1 Expression of ICAM 一1 protein in cardiac muscle 

of rats induced by LPS at different tlme points 

2．3 654—2和 PTX对 LPS刺激 6 h后心肌组织 

ICAM 一1蛋 白表达的影响(图 2)：对照组大 鼠心肌 

组织 ICAM 一1蛋 白表达较微弱；而模型组注射 

LPS 6 h时 ICAM 一1蛋白表达显著增强，与对照组 

比较差异有统计学意义 (P<0．01)。用 654—2和 

PTX干预的大鼠心肌组织 ICAM 一1蛋 白表达均较 

模型组减弱(P均<0．01)；而联合 654—2和 PTX 

干预组 大 鼠心肌组 织 ICAM 一1蛋 白表达较单用 

654—2组和 PTX组均显著减弱(P均<0．05)。 

嚣 

娶
I 

吾 

对 照组 模 型组 654—2组 PTX组 654-2+ 

组别 PTx组 

注：与对照组比较： P-<O．01；与模型组比较： 

P-<O．01；与 654—2+PTX组比较：z~p<0．05 

图 2 654—2和 PTX对 LPS诱导大鼠心肌组织 ICAM 一1 

蛋白表达的影响 

Figure 2 Effects of 654—2 and PTX on the expression of ICAM 一1 

protein in cardiac m uscle of rats induced by LPS 
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3 讨 论 

革兰阴性(G一)菌感染在临床感染中占有重要 

地位，内毒素是其主要毒性物质，也是脓毒症的触发 

因素及引起炎症反应和休克的关键性介质之一。目 

前 已知，炎症因子如白细胞介素一113(IL一113)、 

ICAM一1是造成心功能损害的重要介质，而且心肌 

局部炎症因子的水平似与脏器损害程度有更直接的 

关系㈣。脓毒症患者常出现心肌收缩能力下降等心 

功能障碍，其严重程度与患者的预后密切相关㈨。若 

不及时治疗可导致类似心力衰竭的临床特征，甚至 

会进一步恶化为心源性恶病质。因此，有必要深入研 

究脓毒症对心肌的影响以及有效的干预措施。 

ICAM一1是一种细胞表面黏附分子，为单链跨 

膜糖蛋白，属于免疫球蛋白超基因家族，其相对分子 

质量为76 000 114 000。ICAM一1分布十分广泛， 

包括各种上皮细胞、血管内皮细胞、心肌细胞、成纤 

维细胞、单核细胞和淋巴细胞等，其在血管内皮表达 

最强。在正常动物体内心肌细胞 ICAM 一1呈极低 

表达 。ICAM 一1与一系列炎症性疾病和状态如烧 

伤、休克、感染性休克及其所引发的多器官功能障碍 

综合征(MODS)有关，其表达受 IL一1 、TNF—a、 
一 干扰素(IFN一 )等炎症介质、应激反应、H O 等 

的调节，在细胞因子作用下，心肌细胞 ICAM 一1表 

达增加∽ 。 

PTX是甲基黄嘌呤衍化物，是一种非选择性磷 

酸二酯酶抑制剂，能阻断cAMP转变为AMP，使细 

胞内cAMP和ATP浓度升高。作为血管扩张剂，曾 

用于治疗血管性疾病。有人发现其具有显著抗炎、抗 

免疫作用，对内毒素血症机体产生有益的保护作用， 

可阻止内毒素引起的发热，并显著提高动物存活 

率 。既往有报道 PTX可减少 LPS诱导的心肌细 

胞 IL一113、TNF—a等炎症介质表达；笔者研究也发 

现 PTX可减少 LPS诱导心肌细胞 ICAM 一1的表 

达，通过NF—xB途径抑制ICAM一1的表达而对心 

肌细胞起保护作用∞ 。 

654—2具有 M 受体的拮抗作用，通过解痉、改 

善微循环而广泛用于抗休克和平滑肌解痉治疗；进 
一 步研究发现，654～2具有拮抗钙内流和抗氧化作 

用，抑制细胞钙超载和生物膜的脂质过氧化，对组织 

细胞起保护作用；同时，654—2可抑制炎症介质，如 

前列腺素、白细胞三烯等产生，因而 654—2用于抗 

休克的同时，也用于各种原因所致的 MODS并取得 

良好疗效 。 

在本实验中，静脉注射 LPS后 2 h ICAM 一1蛋 

白表达已开始升高，6 h差异则有统计学意义，而用 

654—2或 PTX干预 的大 鼠心肌组织 ICAM 一1蛋 

白表达较模型组均有所减弱；且联合 654—2和 

PTX干预的大鼠心肌组织 ICAM一1蛋白表达较单 

用 654—2或 PTX组更显著减弱。表明 654—2和 

PTX对内毒素所致的心肌损害均有保护作用，而且 

联合使用可进一步减少心肌 ICAM一1蛋白表达。 

目前尚不知 654—2与PTX在内毒素所致心肌损害 

的保护过程中是否存在共同的保护机制，但本研究 

表明，654—2和 PTX联合使用可能比单一使用 

654—2或 PTX对内毒素血症中受损的心肌更有保 

护作用，说明两者至少存在协同作用。 
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