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琢- 黑素细胞刺激素及其新型类似物对内毒素血症
小鼠产生组织因子途径抑制物的调节作用

朱玉珍 武文 田野苹

【摘要】 目的 研究 琢 - 黑素细胞刺激素（琢-MSH）及其新型类似物 STY39 对内毒素血症小鼠产生组织

因子途径抑制物（TFPI）的调节作用。方法 按随机数字表法将雌性 BALB/c 小鼠分为 8 组，每组 9 只。经腹腔注

射脂多糖（LPS）25 滋g/kg 和 D- 氨基半乳糖（D-Gal）100 mg/kg 建立内毒素血症小鼠模型；对照组给予磷酸盐缓

冲液；实验组于 LPS 刺激后 1、2 或 3 h 分别腹腔注射 2.5 mg/kg 琢-MSH 或 STY39。在 LPS 刺激后各时间点取眼

眶血，并于 8 h 后处死取肺、肝、肾等组织。用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血浆 TFPI 含量，用逆转录 - 聚合

酶链反应（RT-PCR）检测各组织中 TFPI mRNA 表达。结果 内毒素血症小鼠血浆 TFPI 含量（滋g/L）于 LPS 刺激

后 4 h 开始升高（11.84±1.55），8 h 达高峰（23.49±1.12）；LPS 刺激后 1、2 或 3 h 给予 琢-MSH 或 STY39 均可显

著上调血浆 TFPI 含量，尤其在 LPS 刺激后 1 h 给药效果最好（LPS 刺激后 8 h 取血，琢-MSH 组：58.79±2.67 比

28.49±1.69，STY39 组：71.08±2.13 比 28.49±1.69，均 P＜0.01），且 STY39 的作用优于 琢-MSH（P＜0.01）。正

常小鼠各组织有少量 TFPI mRNA 表达；给予 LPS 刺激后各组织中 TFPI mRNA 表达升高，尤其在肺、肝和肾组

织。LPS 刺激后 1 h 给予 琢-MSH 或 STY39 能显著上调肺、肝组织 TFPI mRNA 表达（A 值，琢-MSH 肺：51.10±

2.89 比 32.43±2.51，STY39 肺：72.11±3.48 比 32.43±2.51；琢-MSH 肝：43.21±2.12 比 29.29±2.06，STY39 肝：

66.82±1.76 比 29.29±2.06，均 P＜0.01）；LPS 刺激后 1 h 给予 STY39 能显著上调肾组织 TFPI mRNA 表达

（A 值：45.21±1.80 比 30.44±2.23，P＜0.01），而给予 琢-MSH 则无明显作用（A 值：24.61±1.98 比 30.44±2.23，

P＞0.05）；早期给予 STY39 对内毒素血症小鼠肺、肝、肾组织中 TFPI mRNA 表达的增强作用均优于 琢-MSH（均

P＜0.01）。结论 早期给予 琢-MSH 或 STY39 能促进内毒素血症小鼠产生 TFPI，且 STY39 优于 琢-MSH。
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【

Abstract

】

Objective To evaluate the effect of α-melanocyte stimulating hormone （琢-MSH）and its novel
analogue STY39 on the production of tissue factor pathway inhibitor （TFPI）in mice with endotoxemia. Methods

Female BALB/c mice were randomly divided into eight groups with 9 mice in each group. Endotoxemia was reproduced
by intraperitoneal injection of lipopolysaccharide （LPS，25 滋g/kg）and D-galactosamine （D-Gal，100 mg/kg）. The
animals of the control group were given phosphate buffered solution（PBS）instead. In the experimental groups，the mice
were injected intraperitoneally with 2.5 mg/kg 琢-MSH or STY39 at 1，2 or 3 hours following LPS injection. The orbital
blood was collected at different time points，and tissues of lung，liver，and kidney were collected 8 hours after the
administration of LPS. The plasma TFPI levels were determined by enzyme linked immunosorbent assay （ELISA），and
the expression of TFPI mRNA in different tissues was determined with reverse transcription-polymerase chain reaction
（RT-PCR）. Results The plasma TFPI levels（滋g/L）began to increase（11.84±1.55）in the endotoxemia mice
4 hours after LPS challenge and reached the peak（23.49 ± 1.12）at 8 hours. 琢-MSH or STY39 treatment at 1，2 or
3 hours after LPS challenge could significantly increase the TFPI content，with the best drug effect at 1 hour after LPS
challenge （the blood was collected 8 hours after LPS challenge，琢-MSH group：58.79±2.67 vs. 28.49±1.69，STY39
group：71.08±2.13 vs. 28.49±1.69，both P＜0.01），and the effect of STY39 was better than that of 琢-MSH （P＜
0.01）. A small amount of TFPI mRNA expression was observed in each tissue of the healthy mice. After LPS challenge，
TFPI mRNA expression was increased in all the tissues，especially in the lung，liver and kidney. 琢-MSH or STY39
treatment at 1 hour after LPS challenge could significantly up-regulate the expression of TFPI mRNA in the lung and
liver （A value，琢-MSH in lung：51.10±2.89 vs. 32.43±2.51，STY39 in lung：72.11±3.48 vs. 32.43±2.51；
琢-MSH in liver：43.21±2.12 vs. 29.29±2.06，STY39 in liver：66.82±1.76 vs. 29.29±2.06，both P＜0.01）. The
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细菌脂多糖（LPS）是多种感染性疾病常见的诱

发内毒素血症的重要因素，其主要病理变化是过度

炎症反应和凝血、免疫功能异常，从而导致重要器官

微血栓形成，引起多器官功能障碍综合征（MODS）

或弥散性血管内凝血（DIC）［1-3］。研究表明，抗炎与抗

凝结合在内毒素血症治疗过程中的作用越来越受到

重视 ［4］。组织因子途径抑制物（TFPI）是组织因子

（TF）的天然抑制物，主要由小血管内皮细胞合成，

在拮抗 TF 的凝血启动、抑制血栓形成中发挥重要

作用。在人体内 TFPI 合成以卵巢最高，其他依次为

肺、肝、肾和心脏［5］。近年来，随着对 TFPI 结构与功

能研究的深入，发现其还具有抗炎和诱导细胞凋亡

的作用，并在动脉粥样硬化、深部静脉血栓形成和恶

性肿瘤等疾病的治疗上有重要的应用价值［6-7］。由于

许多疾病如 DIC、MODS、深部静脉血栓、动脉粥样

硬化等与炎症反应和凝血功能异常均有密切关系，

因此 TFPI 已成为研究的热点之一，并成为探索新干

预措施的靶点［8-9］。

琢- 黑素细胞刺激素（琢-MSH）是一种神经 - 内

分泌免疫调节肽，有研究结果表明，琢-MSH 具有抗

炎、免疫调节和明显的退热作用［10-11］，其生物学作用

是通过黑皮质素受体（MCR）发挥的，目前已发现

MCR 有 5 个亚型（MC1R～MC5R），对黑皮质激素家

族的亲和力不同［12］。琢-MSH 新型类似物 STY39 是

由第二军医大学免疫学教研室对 琢-MSH 分子结构

进行修饰、合成（专利号 ZL 2005 1 0026927.3），对

MC1R 和 MC5R 的选择性较高，具有明显的抗炎作

用［13-14］。 本课题组前期研究表明，琢-MSH 及 STY39

能抑制早期炎症因子和晚期炎症因子的产生 ［11-15］，

并在内毒素血症小鼠和肺纤维化动物模型中显示出

明显的保护作用［14-17］。本研究通过比较 琢-MSH 和

STY39 对内毒素血症小鼠模型产生 TFPI 的调节作

用，为进一步阐明其作用机制和开展应用研究提供

实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物：雌性 BALB/c 小鼠，6～8 周龄，体质

量 20～22 g，购自上海西普尔 - 必凯实验动物有限

公司〔许可证号：SYXK（沪）2002-0026〕，由第二军

医大学实验动物中心饲养，饲养温度 22 ℃、湿度

45%，自然光照，随意进食、饮水。

1.2 主要实验试剂：小鼠 TFPI 酶联免疫吸附试验

（ELISA）试剂盒购自美国 ADR 公司；小鼠 TFPI 引

物由上海生工生物技术公司合成；STY39 由吉尔生

化有限公司合成；琢-MSH、LPS（E.coli，O111：B4）、

D- 氨基半乳糖（D-Gal）均购自美国 Sigma 公司；总

RNA 快速抽提试剂 TRIzol 购自美国 Invitrogen 公

司；逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）试剂盒为日

本 Takara 公司产品。

1.3 内毒素血症小鼠模型建立：参考本课题组前期

实验［13-17］及 Galanos 等［18］的方法，LPS 及 D-Gal 用磷

酸盐缓冲液（PBS）溶解，每只小鼠腹腔注射 25 滋g/kg

LPS 和 100 mg/kg D-Gal 建立内毒素血症小鼠模型。

本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.4 实验动物分组：按随机数字表法将动物分成

PBS 对照组、LPS 组和 6 个实验组（分别于注射 LPS

后 1、2 或 3 h 给予 2.5 mg/kg 琢-MSH 或 STY39），每

组 9 只。

1.5 内毒素血症小鼠血浆和组织样本的采集：依据

Daynes 等 ［19］方法，按照实验设计，在 LPS 刺激或给

药后不同时间点取小鼠眼眶血，肝素抗凝并分离血

浆，-80 ℃保存备用。取血后颈椎脱臼处死小鼠，收

集肝脏、肺脏、肾脏、心脏、脾脏及脑组织，分别置于

0.5 mL PBS 中，-80 ℃保存备用。

1.5.1 血浆 TFPI 含量测定：采用 ELISA 法检测，操

作按说明书进行，通过绘制的标准曲线求得 TFPI 含

量（滋g/L）。

1.5.2 RT-PCR 法检测各组织中 TFPI mRNA 表达

水平：取肝、肺、肾、心、脾、脑等组织，分别用 TRIzol

快速抽提总 RNA，逆转录为 cDNA，扩增 PCR。TFPI：

5'-AGCCTTGTTCCCGAGTTTC-3'，5'-TCAAAGTTGT

TGCGGTTGC-3'；茁-肌动蛋白（茁-actin）：5'-AGTGT

GACGTTGACATCCGT-3'，5'-GCAGCTCAGTAACAG

TCCGC-3'。PCR 反应条件：94℃预变性 2min；94℃

变性 30 s；茁-actin 复性 56 ℃ 45 s，TFPI 复性 55 ℃

treatment with STY39 at 1 hour after LPS challenge could significantly up-regulate the expression of TFPI mRNA in the
kidney （A value：45.21±1.80 vs. 30.44±2.23，P＜0.01），but the treatment with 琢-MSH had no obvious effect
（A value：24.61±1.98 vs. 30.44±2.23，P＞0.05）. The enhancing effect of early administration of STY39 on TFPI
mRNA expression in the lung，liver and kidney tissues of endotoxemia mice was more powerful than that of 琢-MSH（all
P＜0.01）. Conclusion The early administration of 琢-MSH or STY39 may up-regulate TFPI production in the mice
with endotoxemia，and the effect of STY39 is superior to 琢-MSH.

【
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30 s；72 ℃ 延伸 2 min，循环 33 次后再延伸 72 ℃

3 min。PCR 产物经稳压 100 V、30 min 电泳，其结果

在紫外灯下观察、拍照并扫描至计算机，用凝胶分析

软件分析电泳条带，以 TFPI mRNA 与 茁-actin mRNA

的吸光度（A）值比值表示相对表达水平。

1.6 统计学分析：用 SPSS 16.0 统计软件对实验数

据进行分析，计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

组间均数比较采用单因素方差分析。P＜0.05 为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 内毒素血症小鼠血浆 TFPI 水平的变化（图 1）：

经 LPS 刺激后 0、2、4、6、8、10 h 采血，肝素抗凝。

ELISA 检测结果显示，在 LPS 刺激后 4 h 血浆 TFPI

含量出现增高，8 h 达高峰，10 h 开始下降。

注：LPS 为脂多糖，TFPI 为组织因子途径抑制物；

与 8 h 比较，aP＜0.01

图 1 LPS 刺激后不同时间点小鼠血浆 TFPI 含量的变化

2.2 琢-MSH 和 STY39 上调内毒素血症小鼠血浆

TFPI 水平（表 1；图 2）：于 LPS 刺激后 8 h 采血，结

果显示，LPS 组血浆 TFPI 含量较对照组明显上升

（均 P＜0.01）；给予 琢-MSH 或 STY39 均可进一步显

著上调 TFPI 含量（均 P＜0.01），尤其在 LPS 刺激后

1 h 给药效果最好，且 STY39 作用优于 琢-MSH（均

P＜0.01）。

注：LPS 为脂多糖，琢-MSH 为 琢- 黑素细胞刺激素，STY39 为

琢-MSH 新型类似物，TFPI 为组织因子途径抑制物；与对照组比较，

aP＜0.01；与 LPS 组比较，bP＜0.01；与 琢-MSH 组比较，cP＜0.01

图 2 LPS 刺激后不同时间点给予 琢-MSH 或 STY39

对内毒素血症小鼠血浆 TFPI 水平的影响

2.3 正常小鼠不同组织中 TFPI mRNA 表达（图3）：

正常小鼠肺、肝、肾、心、脾、脑组织均有 TFPI mRNA

少量表达，尤其在肺、肝和肾组织中表达量相对较高。

注：RT-PCR 为逆转录 - 聚合酶链反应，TFPI 为组织因子途径

抑制物，茁-actin 为 茁 - 肌动蛋白，M 为 Marker

图 3 RT-PCR 检测正常小鼠不同组织中 TFPI mRNA 表达

2.4 琢-MSH 对内毒素血症小鼠肺、肝、肾组织 TFPI

mRNA 表达的影响（图 4；表 2）：LPS 组肺、肝、肾组

织中 TFPI mRNA 表达量较对照组明显上升（均 P＜

0.01）。LPS 刺激后 1 h 或 2 h 给予 琢-MSH 均可显著
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上调肺、肝组织中 TFPI mRNA 表达水平（均 P＜

0.01）；而 LPS 刺激后1 h 给予 琢-MSH 对肾组织中

TFPI mRNA 表达无明显调节作用，LPS 刺激后 2 h

给予 琢-MSH 对肾组织 TFPI mRNA 有明显上调作

用（P＜0.01）；LPS 刺激后 3 h 给予 琢-MSH 对肺、肾

组织中 TFPI mRNA 表达均无明显影响作用，仅对肝

组织中 TFPI mRNA 表达有上调作用（P＜0.01）。表

明在 LPS 刺激后早期给予 琢-MSH 对肺、肝组织中

TFPI mRNA 表达有显著上调作用。

2.5 STY39 对内毒素血症小鼠肺、肝、肾组织 TFPI

mRNA 表达的影响（图 4；表 2）：在 LPS 刺激后不同

时间点给予 STY39，尤其 1 h 时可较 琢-MSH 进一步

显著上调肺、肝、肾组织 TFPI mRNA 的表达水平，与

LPS 组比较差异均有统计学意义（均 P＜0.01）；LPS

刺激后 2 h 给予 STY39 对肾组织 TFPI mRNA 表达

的上调作用较明显（P＜0.01），对肺、肝组织 TFPI

mRNA 表达均未显示上调作用；LPS 刺激后 3 h 给

予 STY39 对肺、肝、肾组织 TFPI mRNA 表达均无影

响。 表明早期给予 STY39 能显著增强小鼠肺、肝、

肾组织中 TFPI mRNA 的表达。

2.6 琢-MSH 与 STY39 对内毒素血症小鼠肺、肝、肾

组织 TFPI mRNA 表达影响的比较（图 5）：将 LPS 刺

激后 1 h 给予 琢-MSH 或 STY39 所测 TFPI mRNA 表

达水平进行比较，结果显示 STY39 的作用均明显优

于 琢-MSH（均 P＜0.01）。

注：LPS 为脂多糖，琢-MSH 为 琢- 黑素细胞刺激素，STY39 为

琢-MSH 新型类似物，TFPI 为组织因子途径抑制物；

与对照组比较，aP＜0.01；与 LPS 组比较，bP＜0.01；

与 琢 -MSH 组比较，cP＜0.01

图 5 LPS 刺激 1 h 给予 琢-MSH 或 STY39 对内毒素血症小鼠

肺、肝、肾组织 TFPI mRNA 表达影响的比较

3 讨 论

TFPI 属于 Kunitz 型蛋白酶抑制剂家族，是 TF

启动的外源性凝血途径的生理性抑制剂，能阻止血

栓形成，同时具有直接的抗炎作用，其抗炎机制可能

与其干扰 LPS 结合脂多糖结合蛋白（LBP）有关［20-22］。

TFPI 对于各种原因引起的凝血异常所致疾病的预

防和治疗具有广泛的应用前景，如内毒素血症、脓毒

症、动脉粥样硬化、深部静脉血栓以及血液系统肿瘤

等［23-25］。琢-MSH 是一种含有 13 个氨基酸的内源性

神经 - 内分泌调节肽，国内外对其抑制炎症反应、

免疫调节及对小鼠内毒素血症的保护作用已经有大

RT-PCR 为逆转录 - 聚合酶链反应，LPS 为脂多糖，琢-MSH 为 琢- 黑素细胞刺激素，STY39 为 琢-MSH 新型类似物，

TFPI 为组织因子途径抑制物，茁-actin 为 茁- 肌动蛋白，M 为 Marker

图 4 RT-PCR 检测 LPS 刺激后不同时间点给予 琢-MSH 或 STY39 对内毒素血症小鼠不同组织中 TFPI mRNA 表达的影响

表
2 LPS 刺激后不同时间点给予 琢-MSH 或 STY39 对内毒

素血症小鼠肺、肝、肾组织 TFPI mRNA 表达的影响（x±s）

注：LPS 为脂多糖，琢-MSH 为 琢 - 黑素细胞刺激素，STY39 为

琢-MSH 新型类似物，TFPI 为组织因子途径抑制物；与对照组比较，

aP＜0.01；与 LPS 组比较，bP＜0.01；与 琢-MSH 组 LPS 刺激相应时间

点比较，cP＜0.01

组别
动物数

（只）

TFPI mRNA 表达

肺 肝 肾

对照组 9 18.91±2.12 13.31±1.60 12.23±1.89
LPS 组 9 32.43±2.51a 29.29±2.06a 30.44±2.23a

LPS 1 h +琢-MSH 组 9 51.10±2.89b 43.21±2.12b 24.61±1.98
LPS 2 h + 琢-MSH 组 9 46.72±2.38b 41.63±1.87b 39.40±1.82b

LPS 3 h + 琢-MSH 组 9 32.97±2.47 35.06±2.29b 11.52±4.91
LPS 1 h + STY39 组 9 72.11±3.48bc 66.82±1.76bc 45.21±1.80bc

LPS 2 h + STY39 组 9 29.74±2.56 25.67±3.20 39.88±2.16bc

LPS 3 h + STY39 组 9 26.32±2.76 23.39±2.29 21.32±2.40
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量研究［10-11，15-16］；琢-MSH 可以通过抑制炎症因子的

产生，减轻内毒血症小鼠肺、肝、肾等重要器官的炎

症反应，从而延长小鼠存活时间。本教研室研制的

α-MSH 新型类似物 STY39 的抗炎作用及其对内毒

素血症小鼠的保护作用已得到证实 ［13-14，17］。但对

琢-MSH 和 STY39 是否通过影响 TFPI 的产生来减

缓内毒素血症的病理进程尚不知晓。

本研究结果显示，内毒素血症小鼠血浆中 TFPI

含量增加，重要器官如肺、肝、肾组织中 TFPI mRNA

表达水平升高，早期给予 琢-MSH 或 STY39 可以进

一步提高血浆中 TFPI 含量，上调组织中 TFPI mRNA

表达，尤其是早期给予 STY39 的作用明显优于

琢-MSH，这一作用可能是 琢-MSH 和 STY39 对内毒

素血症小鼠有保护效应的机制之一。在内毒素血症

情况下，由于 LPS 和多种炎症因子的作用，可使体

内 TF 水平升高，虽然 TFPI 含量也有所增加，但凝

血激活持续亢进状态使 TFPI 等抗凝物质在质和量

上出现相对不足，影响凝血激活和抗凝血过程的平

衡［26-27］。琢-MSH 和 STY39 能够促进 TFPI 的产生，对

体内抗凝机制起到支持作用，有助于平衡凝血激活

和抗凝血过程。此外，TFPI 还具有直接的抗炎作用。

综上所述，琢-MSH 和 STY39 除了通过已知的

抑制众多炎症因子产生，同时也可以通过调节 TFPI

的产生来发挥抗凝和抗炎的协同调节作用，实现对

内毒素血症小鼠的保护效应，这对阐明 琢-MSH 及

STY39 的抗炎作用机制具有非常重要的实际意义，

为它们的应用研究提供有价值的实验依据。
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