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裂素活化蛋白激酶／核转录因子一．cB转导通路在

脓毒症所致内皮细胞凝血功能障碍中的作用

粱英健马晓春李鑫

【摘要】目的探讨p38丝裂素活化蛋白激酶／核转录因子一pcB(p38MAPK／NF—roB)是否参与了脓毒症

所致的内皮细胞凝血功能障碍。方法选取22例脓毒症患者血浆刺激人脐静脉内皮细胞(HUVEC)，以8名

健康人血浆刺激HUVEC 60 min作为阴性对照，肿瘤坏死因子一a(TNF—a)作为阳性对照。用酶联免疫吸附法

(ELlSA)、蛋白质免疫印迹法(Western blotting)、免疫荧光法检测p38MAPK和NF—KB的磷酸化。结果脓

毒症患者血浆TNF—d水平(ng／L)明显高于健康对照者(155．68士89．74比5．oo士0．47，P<0．01)。与20％的

健康人血浆比较，用20％的脓毒症患者血浆刺激HUVEC后，组织因子(TF，pg／L)于180 min时达高峰

(5．87±0．14比1．25士0．ii，P<0．01)，血管性血友病因子(vWF，}lg／L)于120 sin达到高峰(9．59士0．07比

3．59士0．06，P<0．01)并随后下降。用20％的脓毒症患者血浆刺激HUVEC后p38MAPK和NF—KB发生活

化，p38MAPK的活化早于NF—KB(2 min比5 min)；加入p38MAPK特异性抑制剂SB239063后，NF—KB的磷

酸化和核移位受阻。结论p38MAPK／NF—KB转导通路在脓毒症引起的凝血功能障碍中具有一定的作用。

【关键词】脓毒症； 信号转导通路}p38丝裂素活化蛋白激酶； 核转录因子一gB；内皮细胞；凝血
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[Abstract] Objective To determine the activation status of p38 mitogen—activated protein kinase

(p38MAPK)／nuclear factor—KB(NF-KB)in coagulation disorders due tO endothelial injury induced by sepsis．

Methods Human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)were exposed to plasma obtained from

22 patients suffering from sepsis．Plasma was also obtained from 8 healthy individuals tO serve as negative

eontrol，and tumor necrosis factor—a(TNF一口)was used as positive contr01．Phosphorylation and activity of

p38MAPK and NF—KB were determined with enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)，Weatern

blotting，and immunofluorescence assay．Results The level of TNF一口(ng／L)in sepsis plasma was

significantly higher than that in healthy plasma(155．68士89．74 VS．5．00士0。47，P<O。01)．Compared with

healthy plasma in 20％concentration it was found when HUVECs were treated with sepsis plasma in 20％

concentration，tissue factor(TF，t“g／L)reached the peak at 180 minutes(5．87士O．14 VS．1．25士O．11，P<

O．01)，yon Willebrand factor(vWF，pg／L)reached the peak at 120 minutes(9．59士O．07 VS．3．59士O．06，

P<O．01)，then they began to decline．When HUVECs were treated with sepsis plasma in 20％concentration

increased phosphorylation and activity of p38MAPK and NF—KB，phosphorylation of p38MAPK occurred

before phosphorylation o{NF—KB(2 minutes vs．5 minutes)．When the inhibitor of p38MAPK(SB239063)

was added， NF一托B phosphorylation (activation) and NF—KB nuclear translocation were inhibited．

Conclusion This study demonstrates that p38MAPK／NF—KB transduction pathway plays an important role

in septic coagulopathy．

[Key words] Sepsis； Signal transduction pathway；p38 mitogen—activated protein kinase； Nuclear

factor—gB； Endothelial cell； Coagulation

脓毒症(sepsis)是由感染导致的全身炎症反应

综合征(SIRS)。感染后巨噬细胞被激活，产生各种

促炎细胞因子，这种过度的全身炎症反应导致脓毒
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症和致死性多器官功能衰竭[1≈]。脓毒症常伴有凝血

功能异常，其机制主要为组织因子(TF)的表达增加

和循环中天然抗凝蛋白减少[3】。凝血系统的活化也

促进了脓毒症的发展，TF—FⅦa复合物、活化的x

因子、凝血酶和纤维蛋白原都可以促进内皮细胞和

自细胞分泌促炎细胞因子，促进自细胞黏附分子及

血小板活化因子的合成与释放。在脓毒症患者引发

多器官功能障碍综合征(MODs)的过程中，内皮细

胞的活化一损伤起了重要的作用[4]。
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已知在炎症介质表达的调控中，核转录因子一娼

(NF—KB)被激活和核移位是关键的一步b{]。大多数

炎症介质，如细胞间黏附分子(ICAM)、内皮细胞

黏附分子(ECAM)、E一选择素、白细胞介素(IL一1、

IL一6、IL一8)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)以及诱导型

一氧化氮合酶(iNOS)等表达均有NF—KB参与调

控[6‘7]。p38丝裂素活化蛋白激酶(p38MAPK)是

MAPK家族成员之一，在肿瘤的发生、应激反应、炎

症、缺血／再灌注损伤以及免疫调控等领域发挥着重

要作用。炎性细胞接受各种刺激后可产生和释放炎

症介质，这一过程就是通过细胞内的信号转导途径

完成的。

信号转导通路是凝血与炎症相互影响的病理生

理基础。已有研究证实，通过p38MAPK／NF—KB通

路可使脓毒症诱导的心肌细胞进入炎症表型[8]。那

么在脓毒症引起的凝血功能障碍中是否也存在

p38MAPK／NF—KB通路调节内皮细胞的功能，至今

仍不明确。因此，探讨对凝血和炎症反应都具有重要

意义的信号转导机制，可能具有广阔的应用前景，成

为治疗脓毒症的新途径。

1资料与方法

1．1研究对象及血浆获取：选取腹腔感染患者

22例，均符合美国胸科医师协会／危重病医学会

(ACCP／SCCM)提出的SIRS诊断标准的全部或至

少2项。8名健康体检者为健康对照组。脓毒症患者

在发病24 h内采血10 m1，健康人采血5 ml。枸橼酸

钠抗凝，4℃离心15 rain，获得血浆，分装后一70℃

保存。本研究经医院伦理委员会批准，患者均填写了

知情同意书。

1．2内皮细胞培养：人脐静脉内皮细胞(HUVEC)

购自复旦大学医学部。细胞复苏后于含20％胎牛血

清的DMEM(美国Gibco公司)培养液中传代，所有

实验细胞在体外扩增均不超过15代。

1．3脓毒症患者血浆刺激HUVEC上清液的制

备：将HUVEC经胰蛋白酶消化后，调整细胞数为

5×105／ml，接种于24孔板中，培养箱中培养36～

48 h，换无酚红无血清的DMEM培养液培养24 h，

使细胞同步于GO期。阴性对照组加入健康人血浆；

脓毒症组分别加入10％、20％、30％的脓毒症患者

血浆；拮抗剂组分别加入p38MAPK特异性抑制剂

SB239063(美国Sigma公司)10 pmol／L或细胞外

信号调节激酶(ERK)阻滞剂U0126(美国Sigma公

司)25,umol／L，1 h后再加入20％的脓毒症患者血

浆。收集上清液，离心后分装，一70℃冻存。

1．4 TNF—a和TF、血管性血友病因子(vWF)检

测：采用酶联免疫吸附法(ELISA)测定。人TNF—a

ELISA试剂盒购自深圳晶美生物工程有限公司，人

TF、vWF ELISA试剂盒购自美国ADL公司，操作

严格按试剂盒说明书进行，每组样品做3个复孔。

1．5内皮细胞蛋白表达检测：应用蛋白质免疫印迹

法(Western blotting)检测健康人血浆及脓毒症患

者血浆和TNF—a刺激HUVEC后10、30、60、120、

180 rain的MAPK亚基和NF—KB蛋白表达。以健康

人血浆刺激HUVEC 60 rain为阴性对照，TNF—a

20腿／L为阳性对照。超声裂解HUVEC，提取蛋白，

二喹啉甲酸(BCA)法测定蛋白浓度。经10％十二烷

基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)分离

蛋白、转膜，再用含5％脱脂奶粉的吐温20三羧甲

基氨基甲烷缓冲盐溶液(TBST，含0．1％吐温20)

室温下封闭1～2 h，然后加入一抗[兔抗磷酸化

p38MAPK(p—p38)多克隆抗体(多抗)，美国Cell

Signaling公司；兔抗p38MAPK多抗、兔抗ERKl

和ERK2多抗，小鼠抗磷酸化NF一出p65亚单位

(p—p65)多抗、小鼠抗NF—gB p65亚单位多抗，美国

Santa Cruz公司；兔抗磷酸化ERKl／2(p—ERKl／2)

多抗，美国ABZoom公司]，4℃孵育过夜，洗膜后用

二抗室温轻摇1 h，充分洗涤后用免疫印迹化学发

光法(ECL)显影、曝光、洗片。

1．6细胞免疫荧光染色：将制成的细胞悬液种植于

由明胶包被的玻片上培养24 h，换用无血清的

DMEM培养液培养24 h，使细胞同步于GO期。脓

毒症组加入20％的脓毒症患者血浆；拮抗剂组在加

入血浆前1 h加入SB239063 10弘mol／L或U0126

25 ttmol／L；经多聚甲醛水溶液固定、聚乙二醇辛基

苯基醚(Triton—i00)打孔、牛血清白蛋白(BSA)封

闭后，加入一抗p38MAPK和NF—KB抗体，4℃过

夜；磷酸盐缓冲液(PBs)冲洗干净后加入四甲基若

丹明异硫氰酸盐(TRITC)标记的二抗(北京中杉生

物试剂有限公司)孵育；在荧光显微镜下拍照。

1．7 统计学分析：数据以均数士标准误(z土￡)

表示，组间比较用one—way ANOVA和Newman-

Keuls—test多重比较t检验，双侧尸<0．05为差异

有统计学意义。

2结 果

2．1脓毒症患者和健康人血中TNF—a水平：脓毒

症组TNF—a水平(ng／L)明显高于健康对照组

(155．68士89．74比5．00士0．47，P<O．01)。

2．2 脓毒症患者血浆刺激HUVEC后TF和vWF

万方数据
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注：HUVEC,人脐静脉内皮细胞，TF：组织因子，vWF：血管性血友病因子，与20％的健康人血浆比较，-P<O．05，‘P<O．01

圈1脓毒症患者血浆刺激HUVEC不同时间点TF、vWF的变化

TNF一口：肿瘤坏死因子一口，HUVEC：人脐静脉内皮细胞，MAPK：丝裂素活化蛋白激酶，p-p38：磷酸化p38MAPK，

p-ERKl／2：磷酸化细胞外信号调节激酶1／2

圈2蛋白质免疫印迹法检测健康人血浆和脓毒症患者血浆、TNF-a分别刺激HUVEC不同时间点MAPK亚基表达

表达(图1)：分别用10％、20％、30％的脓毒症患者

血浆刺激HUVEC均可引起TF和vWF的升高

(P<o．05或P<O．01)。与20％的健康人血浆比较，

10％、20％、30％的脓毒症患者血浆刺激HUVEC

后TF(弘g／L)在180 rain达高峰(4．16士0．09、

5．87士0．14、6．43士0．09比1．25土0．11，均P<

0．01)，vWF(p．g／L)在120 min达高峰(7．29士

0．II、9．59士0．07、13．13±0．10比3．59土0．06，

均P<O．01)后随之下降。在一定范围和时间内，TF

和vWF的升高程度与脓毒症患者血浆刺激呈时

间、剂量依赖关系。

2．3脓毒症患者血浆刺激HUVEC后P—p38和

p-ERKl／2的表达(图2)：20％的脓毒症患者血浆刺

激HUVEC后，p-p38、P—ERKl／2在各时间点均有

不同程度的表达，30 rain时P—p38表达最明显。

2．4 p38MAPK参与脓毒症患者血浆引起的内皮

细胞损伤和凝血功能障碍(表1)：SB239063可减少

HUVEC中TF、vWF的含量(均P<0．01)，而

U0126无此作用。表明p38MAPK参与脓毒症的内

皮损伤和凝血功能障碍。

裹1拮抗剂对脓毒症患者血浆刺激HUVEC中

TF、vWF的影响(；士妄)

组别 样本数TF(／ug／L)vWF(／xg／L)

注,HUVEC,人脐静脉内皮细胞，TFz组织因子，vWF：血管性血

友病因子，SB239063：p38丝裂素活化蛋白激酶特异性抑翻

剂，U0126：细胞外信号调节激酶阻滞剂，与20％的脓毒症血

浆组比较，4P<O．01

2．5 NF—KB的活化：免疫荧光染色显示，用20％的

脓毒症患者血浆刺激HUVEC 10 rain即有NF一出

的活化(由胞质转移到胞核)；与健康人血浆比较，灰

度值明显增加(36．343士1．019比30．116士0．737，

P<0．01)，30 rain灰度值达到高峰(44．451士

0．714，P<O．01)。

2．6脓毒症患者血浆刺激HUVEC中NF—KB的活
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化(图3～4)：用20％的脓毒症血浆刺激HUVEC

2 rain p38MAPK开始活化，5 min时NF—KB活化。

加入SB239063后NF—KB活化受阻。说明NF—KB活

化依赖于p38MAPK。

HUVEC：人脐静脉内皮细胞，p38MAPK：p38丝裂素活化

蛋白激酶，NF—KB：核转录因子一柏，P—p38：磷酸化p38MAPK，

p-p65：磷酸化NF一·cB p65

圈3蛋白质免疫印迹法检测20％的脓毒症患者血浆

刺激HUVEC不同时间点p38MAPK、NF—KB的表达

SB239063：p38丝裂素活化蛋白激酶特异性拮抗荆，HUVEC：人脐

静脉内皮细胞，NF一加t核转录因子一KB，p-p65：磷酸化NF一心p65，

1、2：20％健康人血浆，3、4：20％脓毒症患者血浆，5、6：SB239063组

圈4蛋白质免疫印迹法检测SB239063对20％的脓毒症患者血浆

刺激HUVEC中NF—KB活化的影响

3讨论

MAPK主要包括p38MAPK、ERKl／2、c-Jun

氨基末端激酶(JNK)转导通路[9]，这3条途径均能

被炎症介质激活而产生炎症介质[1弘13]。p38MAPK

受到不同的细胞外刺激后通过磷酸化而被最终激

活[143，并进一步磷酸化下游的蛋白激酶和转录因

子，使p38MAPK信号扩大、增强。

脓毒症血浆富含细胞因子、趋化因子和其他炎

症介质，TNF—a处于其中的核心地位，能够刺激其

他各种促炎症细胞因子的生成n5d 6。。NF—KB、激活蛋

白一1(AP一1)、活化转录因子一2(AFT一2)等都是能与

TNF基因启动子和增强子结合而促进转录的转录

因子。NF—KB受到内毒素等刺激后，成为具有活性

的形式并迅速发生核移位，在细胞核中寻找特定靶

基因启动子区的·cB位点并与之结合，指导下游基

因表达调控[53。同时，TNF的活化又进一步激活各

种信号通路和转录因子，激活炎性细胞，两者互为因

果，进而形成炎症级联反应，造成炎症介质泛滥。有

实验证明，脓毒症血浆可以激活心肌细胞内的信号

转导通路，通过这些转导通路可使心肌细胞转为炎

症表型[8]。脓毒症血浆还可激活心肌细胞中的转录

因子NF—KB、转录激活子(STAT)，从而导致细胞凋

亡[1 7|。本研究中用脓毒症血浆刺激HUVEC，同时

用TNF—a作为阳性对照，得到了相同的结果。

研究表明，p38MAPK和ERK都能通过TNF

刺激的NF—KB途径构成另外的基因调控[18|，故本实

验中选取这两种MAPK亚基，观察它们在脓毒症

血浆刺激后的活化情况。结果显示，脓毒症血浆刺激

后二者均能产生磷酸化，但应用p38MAPK特异性

抑制剂SB239063和ERK阻滞剂U0126进行阻断

后，仅SB239063减轻了脓毒症血浆对内皮细胞的

损伤和凝血功能障碍，U0126却无此作用。表明只

有p38MAPK参与了脓毒症的内皮损伤和凝血功

能障碍。SB239063是p38MAPK特异性抑制剂，对

p38MAPK有高度选择性(抑制p38MAPK的IC50

为0．44 t比mol／L；抑制促丝裂素活化蛋白激酶1／2

(MEKl／2)、ERKI／2、JNK的IC50>10 ttmol／L3[19J。

ERKl／2在脓毒症血浆刺激HUVEC中的作用尚不

十分清楚，有待于进一步研究。

多项研究表明，p38MAPK和NF—KB均能影响

凝血系统。Brooks等Ezo]报道，在内毒素马模型中，脂

多糖(LPS)诱导的二十烷类产物(血栓素)在临床内

毒素血症的早期通过p38MAPK活化直接作用于

血小板；活化蛋白C(APC)可通过抑制p38MAPK

的活性起到抑制炎症反应和调节凝血的作用[2妇；在

24名健康受试者中注射LPS，应用p38MAPK特异

性抑制剂减弱了纤溶系统的活性[2引。脓毒症时TF

表达增加[z3‘，并且在TF的启动子区内也包含一个

NF—KB结合位点＆4|，从而启动外源性凝血途径。

p38MAPK／NF一如转导通路在脓毒症引起的凝血

功能障碍中起重要作用。这有助于更好地认识脓毒

症，指导临床治疗。
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·启事·

中华医学会与北京万方数据股份有限公司续签“中华医学会系列杂志数据库”独家合作协议

中华医学会与北京万方数据股份有限公司(以下简称万方数据)达成的“中华医学会系列杂志数据摩”独家战略合作已成

功运行3年，新一轮的独家合作协议已于2010年6月底续签。中华医学会旗下遍布全国24个省、直辖市的123种医学期刊的

数字化信息网络传播权继续独家授予万方数据，双方将继续践行“传承百年经典，铸就精品中华期刊群；再现世纪华章，打造

医学信息新航母”的战略目标。

传媒产业数字化、信息化已经成为期刊业必须面对的重要问题。国家新闻出版总署对数字化出版的发展趋势高度关注，

出台了一系列政策引导传统出版行业积极利用新兴技术、有效融人数字化出版潮流，推动产业转型及升级。2008年中华医学

会与万方数据建立了。中华医学会系列杂志数据库”独家战略合作伙伴关系。作为国内信息资源提供方与信息服务商的首次

独家合作，不仅在传统出版领域解决了数字信息版权保护问题，而且避免了在迅速发展的信息内容服务业中由于版权保护制

度滞后产生的负面效应，给当时信息内容服务业者对数字信息版权保护的迷茫指明了发展方向。

在双方合作的3年中，万方数据开发完成了覆盖中西医学全领域的信息内容产品体系，搭建了开放、和谐、创新的医学知

识链接全开放平台——万方医学网。万方数据通过多渠道资源合作、互链等形式，整合文献数据、知识库资源和各类多媒体资

源打造了包括在线产品、镜像产品、移动产品、分析报告和光盘等其他产品的综合产品线，促进了以万方医学网为媒介的传统

媒体和新媒体的全媒体联动，从而为医护人员、医学科研人员、企事业用户以及普通大众提供了具有个性化的专业信息服务，

同时开拓性地致力于公众的健康信息素养培育。

中华医学会与万方数据战略合作协议的续签，顺应了国家新闻出版总署倡导和引导的数字传播发展方向和趋势，推动了

中华医学会系列杂志品牌化、集群化、数字化、国际化的发展进程。在未来的3年合作期中，我们不仅要巩固和发展已有的良好

合作局面，而且将更加坚定地同心携手，共同探求医学出版的未来之道。双方将会按照国家有关期刊改革的要求，建立逐步开

放和共享的医学专业信息平台，力争使我们的专业信息服务于更多的读者和作者，最终实现为医学科技创新体系建设、医学

科研信息评价等方面提供全方位、多层次、个性化的服务。
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