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肝素通过 Toll 样受体 4 减少脂多糖刺激
人内皮细胞粒细胞集落刺激因子的表达
李旭    刘一娜    马晓春

【摘要】 目的 观察肝素对脂多糖（LPS）刺激人内皮细胞粒细胞集落刺激因子（G-CSF）水平的影响，并

探讨 Toll 样受体 4（TLR4）在其过程中的可能作用。方法    体外培养人肺微血管内皮细胞（HPMEC），取传代

培养至第 3～5 代细胞用于实验。实验 1 ：将细胞分为对照组、LPS 刺激组（LPS 10 μg/mL）、LPS + 0.1 U/mL 肝

素组和 LPS + 1 U/mL 肝素组 4 组，肝素作用组于 LPS 刺激前 15 min 加入相应剂量普通肝素，对照组加入与

LPS 等量的磷酸盐缓冲液（PBS）；于 LPS 刺激 24 h 后收集细胞上清，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定白

细胞介素 -6（IL-6）、 G-CSF 水平，以明确肝素对 HPMEC 的作用。实验 2 ：另取细胞，分别于加入 PBS 或 LPS
前 4 h 加入 5 μg/mL 球形红细菌 LPS（LPS-RS，一种 TLR4 拮抗剂）；于 LPS 刺激 24 h 后收集细胞上清，测定 
IL-6、 G-CSF 水平，以明确 TLR4 在 LPS 诱导 HPMEC 损伤中的作用。实验 3 ：另取细胞，分为对照组、LPS 刺激组、 
LPS + 0.1 U/mL 肝素组和 LPS + 1 U/mL 肝素组，处理方法同实验 1 ；于 LPS 刺激 1 h 后收集细胞，采用蛋白质

免疫印迹试验（Western Blot）测定 TLR4 蛋白表达，以明确肝素对 TLR4 的作用。结果    ① 与对照组比较，LPS
刺激组 IL-6 及 G-CSF 水平明显增高〔IL-6（ng/L）：655.9±58.3 比 75.5±18.2，G-CSF（ng/L）：388.7±36.2 比

35.3±12.6，均 P＜0.05〕；与 LPS 刺激组比较，0.1 U/mL 和 1 U/mL 肝素预处理均可明显降低 IL-6 及 G-CSF 水

平〔IL-6（ng/L）： 518.2±64.6、 489.1±75.6 比 655.9±58.3，G-CSF（ng/L）：298.8±41.0、 273.4±33.2 比 388.7± 
36.2，均 P＜0.05〕，两个肝素组间无明显差异，但以 1 U/mL 肝素作用较明显。② LPS-RS 可明显抑制 LPS 诱导

的 IL-6、 G-CSF 水平增高〔IL-6（ng/L）：139.1±37.6 比 655.9±58.3， G-CSF（ng/L）： 73.7±19.7 比 388.7±36.2，
均 P＜0.05〕；而单独应用 LPS-RS 对细胞因子无明显影响〔IL-6（ng/L）：118.2±42.1 比 75.5±18.2，G-CSF

（ng/L）：48.4±26.8 比 35.3±12.6，均 P＞0.05〕。③ LPS 刺激 1 h 后 TLR4 蛋白表达（灰度值）明显高于对照组

（0.87±0.23 比 0.36±0.12，P＜0.05）；0.1 U/mL 和 1 U/mL 肝素预处理均可明显抑制 LPS 诱导的 TLR4 蛋白表

达（0.68±0.18、 0.62±0.26 比 0.87±0.23，均 P＜0.05）。结论    LPS 刺激下 HPMEC 中 IL-6、G-CSF 表达增加，

肝素可能通过调节 TLR4 降低其表达水平，从而发挥细胞保护作用。
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      【Abstract】 Objective　To determine the effect of unfractionated heparin ( UFH ) on lipopolysaccharide ( LPS )- 
induced expression of granulocyte colony-stimulating factor ( G-CSF ), and the role of Toll-like receptor 4 ( TLR4 )  
signaling pathway in this process. Methods Human pulmonary microvascular endothelial cells ( HPMECs ) were 
cultured in vitro, and the cells between passages 3 and 5 were used in the experiments. Experiment Ⅰ : the cells 
were divided into four groups as follows: control group, LPS stimulation group ( LPS 10 μg/mL ), LPS + 0.1 U/mL 
UFH group, and LPS + 1 U/mL UFH group. HPMECs in UFH groups were treated with 0.1 U/mL or 1 U/mL UFH 
15 minutes before LPS stimulation, and HPMECs in control group were treated with an equal volume of phosphate-
buffered saline ( PBS ) instead. The concentrations of interleukin-6 ( IL-6 ) and G-CSF in cell culture supernatants 
were determined by enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA ) 24 hours after LPS challenge to detect the effect of  
UFH on HPMECs. Experiment Ⅱ : HPMECs were treated with 5 μg/mL of rhodobacter sphaeroides LPS ( LPS-RS, 
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 粒细胞集落刺激因子（G-CSF）来源于单核细

胞、巨噬细胞、淋巴细胞等造血细胞，以及成纤维细

胞和内皮细胞等非造血细胞，它能与细胞表面的特

定受体结合，在中性粒细胞等造血祖细胞生成、存

活、增生、分化和成熟过程中起关键作用［1-2］。G-CSF
主要动员并活化骨髓来源的细胞（包括中性粒细

胞），可避免中性粒细胞凋亡，并加强其吞噬、趋化和

活性氧物质生成［3］。G-CSF 活化成熟的粒细胞和

巨噬细胞促进其迁移到炎症部位，并通过抑制其进

一步迁移，使其集聚到感染部位。同时，G-CSF 可

促进造血干细胞的生成，使粒细胞和巨噬细胞产生

增加，从而发挥抗感染作用［4］。在肺炎链球菌和大

肠杆菌感染的小鼠模型中，重组 G-CSF 可通过增加

中性粒细胞数量或提高其功能，从而促进细菌清除，

改善存活率［5-6］。肝素在临床中广泛用于预防和治

疗血栓形成，其抗凝作用得到大家公认。近年研究

表明，肝素除抗凝作用外，还具有抗炎、抑制细胞凋

亡或补体活化等多种生物学活性［7-10］，但具体机制

并不十分明确。因此，本研究旨在通过观察脂多糖

（LPS）刺激人内皮细胞 G-CSF 水平的变化以及 Toll
样受体 4（TLR4）可能的作用，探讨肝素对其水平的

影响，从而证实肝素的多重作用，并为肝素在临床脓

毒症患者中的应用提供理论依据。

1    材料和方法

1.1    实验材料：人肺微血管内皮细胞株（HPMEC）

购自上海拜力生物技术有限公司；胎牛血清、DMEM
培养基（美国 HyClone 公司）；LPS（美国 Sigma 公

司）；球形红细菌 LPS（LPS-RS，一种 TLR4 拮抗剂，

美国 Invitrogen 公司）；人白细胞介素 -6（IL-6）和

G-CSF 酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒购于美

国 R&D 公司；TLR4 多克隆抗体和 β- 肌动蛋白

（β-actin）单克隆抗体购于美国 Santa Cruz 公司；辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。

1.2    细胞培养：HPMEC 培养于含 10% 胎牛血清

和 1% 青 / 链霉素的 DMEM 培养基中，置于 37 ℃、

5%CO2 饱和湿度培养箱中培养，每隔 1～2 d 换液 
1 次，直至 90% 融合，取第 3～5 代细胞用于实验。

1.3    细胞分组及处理

1.3.1    实验 1 ：按 1×106 个 /mL 密度将 HPMEC 接

种于 6 孔板，每孔 2 mL，过夜，达到 70% 融合后，将

细胞分为对照组、LPS 刺激组、LPS + 肝素 0.1 U/mL
组和 LPS + 肝素 1 U/mL 组 4 组。肝素作用组均于

10 μg/mL LPS 刺激前 15 min 加入相应剂量普通肝

素；对照组给予与 LPS 等量的磷酸盐缓冲液（PBS）。
于 LPS 刺激 24 h 后收集细胞上清测定细胞因子，以

明确肝素对 HPMEC 的作用。

1.3.2    实验 2 ：另取部分细胞，分别于加入 PBS 或

LPS 前 4 h 加入 5 μg/mL LPS-RS，于 LPS 刺激 24 h 
后收集细胞上清测定细胞因子，以明确 TLR4 在

antagonist for TLR4 ) 4 hours before the addition of PBS or LPS. The concentrations of IL-6 and G-CSF in cell culture 
supernatants were determined 24 hours after LPS stimulation to detect the effect of TLR4 on LPS-induced HPMEC 
injury. Experiment Ⅲ : HPMECs were divided into four groups as before: control group, LPS stimulation group,  
LPS + 0.1 U/mL UFH group, LPS + 1 U/mL UFH group. Treatments to cells were the same as experiment Ⅰ . The 
protein expression of TLR4 in HPMECs was determined by Western Blot 1 hour after LPS stimulation to detect the 
effect of UFH on TLR4. Results ① Compared with control group, the levels of IL-6 and G-CSF in LPS stimulation 
group were increased [ IL-6 ( ng/L ): 655.9±58.3 vs. 75.5±18.2, G-CSF ( ng/L ): 388.7±36.2 vs. 35.3±12.6, both  
P < 0.05 ]. Compared with those of LPS stimulation group, in LPS + 0.1 U/mL UFH group and LPS + 1 U/mL UFH group, 
the levels of IL-6 and G-CSF were significantly decreased [ IL-6 ( ng/L ): 518.2±64.6， 489.1±75.6 vs. 655.9±58.3, 
G-CSF ( ng/L ): 298.8±41.0, 273.4±33.2 vs. 388.7±36.2, all P < 0.05 ]. The results indicated that 1 U/mL UFH 
had better results, though there was no statistical significance between the results of two UFH groups. ② LPS-induced 
up-regulation of IL-6 and G-CSF levels was prevented by LPS-RS [ IL-6 ( ng/L ): 139.1±37.6 vs. 655.9±58.3, 
G-CSF ( ng/L ): 73.7±19.7 vs. 388.7±36.2, both P < 0.05 ]. LPS-RS alone had no effect on cytokines [ IL-6 ( ng/L ):  
118.2±42.1 vs. 75.5±18.2, G-CSF ( ng/L ): 48.4±26.8 vs. 35.3±12.6, both P > 0.05 ]. ③ Compared with control 
group, the protein expression of TLR4 ( grey value ) in LPS stimulation group was significantly upregulated after 1 hour 
( 0.87±0.23 vs. 0.36±0.12, P < 0.05 ). UFH with 0.1 U/mL and 1 U/mL lowered TLR-4 protein expression induced 
by LPS ( 0.68±0.18, 0.62±0.26 vs. 0.87±0.23, both P < 0.05 ). Conclusions The expressions of IL-6 and G-CSF 
were increased obviously in LPS treated HPMECs. UFH might take its therapeutic effect through TLR4-dependent 
pathway.

【Key words】 Lipopolysaccharide; Endothelial cell; Unfractionated heparin; Toll-like receptor;    
Granulocyte colony-stimulating factor
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2.2    TLR4 信号通路的作用（表 2）：LPS-RS 可明

显抑制 LPS 引起的 IL-6、G-CSF 水平增高（均 P＜
0.05）；仅应用 LPS-RS 对细胞因子水平无明显影响。

表 1    肝素对 LPS 刺激 HPMEC 24 h 后
IL-6 和 G-CSF 水平的影响（x±s）

组别 样本数（孔） IL-6（ng/L） G-CSF（ng/L）

对照组 3 75.5±18.2  35.3±12.6
LPS 刺激组 3 655.9±58.3a 388.7±36.2a

LPS + 肝素 0.1 U/mL 组 3 518.2±64.6b 298.8±41.0b

LPS + 肝素 1 U/mL 组 3 489.1±75.6b 273.4±33.2b

F 值 89.416 56.783
P 值   0.000   0.000
        注：LPS 为脂多糖，HPMEC 为人肺微血管内皮细胞，IL-6 为白

细胞介素 -6，G-CSF 为粒细胞集落刺激因子；与对照组比较，aP＜
0.05；与 LPS 刺激组比较，bP＜0.05

表 2    TLR4 在 LPS 刺激 HPMEC 24 h 后产生
IL-6 和 G-CSF 中的作用（x±s）

组别 样本数（孔） IL-6（ng/L） G-CSF（ng/L）

对照组 3 75.5±18.2  35.3±12.6
LPS 刺激组 3 655.9±58.3a 388.7±36.2a

LPS-RS 对照组 3 118.2±42.1b   48.4±26.8b

LPS + LPS-RS 组 3 139.1±37.6b   73.7±19.7b

F 值 70.704 35.264
P 值   0.000   0.000

         注：TLR4 为 Toll 样受体 4，LPS 为脂多糖，HPMEC 为人肺微血

管内皮细胞，IL-6 为白细胞介素 -6，G-CSF 为粒细胞集落刺激因子，

LPS-RS 为 TLR4 拮抗剂球形红细菌 LPS ；与对照组比较，aP＜0.05 ；

与 LPS 刺激组比较，bP＜0.05

注：LPS 为脂多糖，HPMEC 为人肺微血管内皮细胞，

TLR4 为 Toll 样受体 4，β-actin 为 β- 肌动蛋白；

与对照组比较，aP＜0.05；与 LPS 刺激组比较，bP＜0.05
图 3 肝素对 LPS 刺激 HPMEC 1 h 后 TLR4 蛋白表达的影响

LPS 诱导 HPMEC 损伤中的作用。

1.3.3    实验 3：另取细胞，分为对照组、 LPS 刺激组、 
LPS + 0.1 U/mL 肝素组和 LPS + 1 U/mL 肝素组，各

组处理方法同实验 1，于 LPS 刺激 1 h 后收集细胞，

测定 TLR4 蛋白表达，以明确肝素对 TLR4 的作用。

1.4    检测指标及方法

1.4.1    细胞因子测定：各组在 LPS 刺激 24 h 后收集

细胞上清，4 ℃下 4 000 r/min（离心半径 3 cm）离心

20 min 取上清，应用 ELISA 方法测定 IL-6、G-CSF
水平。操作严格按照试剂盒说明书进行，每组样本

取 3 个复孔。

1.4.2    TLR4 蛋白表达测定：采用蛋白质免疫印迹

试验（Western Blot）检测。LPS 刺激 1 h 后收集细

胞提取总蛋白，考马斯亮蓝定量。各组取等量蛋白

20 μg，进行十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分离，转至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

上，于 5% 脱脂奶粉封闭液中室温封闭 1 h。加入

TLR4（1∶1 000 稀释）、β-actin（1∶2 000 稀释）特异

性抗体 4 ℃孵育过夜。1× 含吐温 20 的磷酸盐缓

冲液（PBST）洗膜 3 次后，加入辣根过氧化物酶标

记的二抗室温下孵育 2 h， 1×PBST 洗膜 3 次。以

电化学发光（ECL）法检测，通过 X 胶片获得蛋白信

号。Image J软件分析灰度值，以目的蛋白和β-actin
的灰度值比值表示目的蛋白的相对表达量。

1.5    统计学处理：计量资料以均数 ± 标准差（x±s）
表示，应用 SPSS 13.0 统计软件，计量数据采用单因

素方差分析，方差齐时用 LSD 法检验，方差不齐采

用非参数秩和检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2    结    果
2.1    肝素对 IL-6、G-CSF 水平的影响（表 1）：LPS
刺激 HPMEC 24 h 后，IL-6、G-CSF 水平明显高于对

照组（均 P＜0.05）；肝素预处理可降低 IL-6、G-CSF
水平（均 P＜0.05），以 1 U/mL 肝素作用更较好。

2.3    肝素对 TLR4 蛋白表达的影响（图 1）：LPS 刺

激1 h后TLR4蛋白表达明显高于对照组（P＜0.05）；
肝素预处理可减少 TLR4 蛋白表达（均 P＜0.05），以
1 U/mL 肝素作用较好。

3    讨    论
 脓毒症是宿主防御机制对入侵病原微生物的过

度炎症反应［11-13］，病死率高达 30%～70%，是重症加

强治疗病房（ICU）患者最主要的死亡原因［14］。近

年研究表明，脓毒症的病理生理过程包括两个部分，

即高凝状态导致的血栓形成和血管内皮细胞功能障

碍［15］。脓毒症时，在炎症因子作用下，一方面可刺激

组织因子表达，启动外源性凝血途径，从而导致高凝
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状态和纤溶抑制，进而使循环系统中微血栓形成；另

一方面作用于内皮细胞和白细胞并导致其活化，活

化的白细胞在血管内皮上滚动、黏附，导致内皮细胞

损伤，发生形态学改变和功能改变，进而使内皮细胞

变成促凝表面，并释放炎症因子。因此，脓毒症过程

中凝血和炎症相互作用，形成恶性循环，最终导致微

血管阻塞、微循环障碍和组织循环状态恶化［16-18］。 
 肝素是一种异质性的、高度硫酸化的氨基葡聚

糖，是临床上广泛应用的抗凝剂，除抗凝作用外，还

具有一系列细胞保护作用，如抑制炎症反应［19-21］、

防止凋亡［22］、调节血管黏附［23-24］。肝素在临床应用

中对脓毒症患者有积极效应［25-26］，但这绝非是由于

其单一的抗凝作用，既然脓毒症是炎症和凝血的交

织，所以近年来本课题组致力于探讨肝素是否对脓

毒症具有抗炎作用及其具体机制。体内及体外研究

证实，肝素可通过抑制核转录因子 -κB （NF-κB）活

化而发挥抗炎作用［7，27］，但是否有其他机制参与仍

需进一步探讨。脓毒症时肺是最早也是最常受累的

器官，基于内皮细胞和微循环障碍在脓毒症发生发

展过程中起关键作用，且前期研究多为探讨大血管

内皮细胞，因此本研究选择 HPMEC 作为研究对象。

 G-CSF 是粒细胞株特异性因子，但在内皮细胞

中也发现了其受体，并发挥着生物学活性［28-29］。血

管内皮细胞是位于血管内表面隔离血细胞和血管

外组织的一层屏障，在维持出凝血平衡、控制免疫

和炎症反应中发挥重要作用［30］。目前研究认为，内

皮细胞主动参与到炎症反应、免疫反应和血栓形成

的过程中［30-31］。内皮细胞受到刺激后可以产生粒 -
巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）、G-CSF 等细胞

因子［32］；反过来，细胞因子可刺激或抑制内皮细胞

的生长和功能［33］。这些造血干细胞生长因子对内

皮细胞的影响与患者临床表现很相关，尤其中心静

脉血栓形成、内皮渗漏综合征［34-35］。本研究发现，

LPS 刺激 HPMEC 可以引发高度特异性炎症反应，

特点是 IL-6、G-CSF 产生增加；肝素预处理可降低

炎症因子水平，从而提示肝素可能通过抑制 IL-6、 
G-CSF 水平发挥对微血管内皮细胞的保护作用。

 组织损伤或感染后，机体启动对入侵病原微生

物的第一道防线，即先天性免疫反应，从而引发机

体炎症反应、清除病原微生物和促进组织修复。这

种反应是通过 TLR 等病原识别受体（PRR）识别病原

相关分子模式（PAMP）实现的［36］。TLR4 是细菌 LPS
的受体，LPS 可导致其活化，并进一步活化巨噬细胞，

表达组织相容性复合物Ⅰ和Ⅱ，从而表达细胞因子和

趋化因子，并启动获得性免疫反应和炎症反应［37］。

 本研究中为了明确 LPS 引起的 IL-6、G-CSF 上

调是否与 TLR4 活化有关，分别于加入 PBS 或 LPS
前 4 h 加入 TLR4 拮抗剂 LPS-RS，其可通过与髓样

分化蛋白 -2（MD-2）结合抑制 TLR4 活化。结果显

示，加入 TLR4 拮抗剂后，可减少 LPS 刺激下 IL-6、 
G-CSF 的产生，且几乎接近对照组水平，提示 LPS
可能通过 TLR4 途径刺激 IL-6、 G-CSF 的产生。肝

素预处理可减少 TLR4 蛋白表达，提示肝素可能通

过 TLR4 途径调节 IL-6、G-CSF 的产生。
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·科研新闻速递 ·
超敏肌钙蛋白 T 是急诊疑似感染患者院内病死率的独立预测因子：
一项前瞻性观察推导研究
  为评估超敏肌钙蛋白 T（hs-cTnT）对预测急诊科疑似感染患者预后的准确性，荷兰学者进行了一项前瞻性观察性研究。
该研究采用多变量 logistic 回归分析 hs-cTnT 对住院病死率的预测价值。结果显示，死亡者（n＝23）hs-cTnT（ng/L）明显高
于存活者〔n＝269 ；57（25，90）比 15（7，28），P＜0.001〕。此外，hs-cTnT 最低组病死率为 0，因此可以很好地预测存活。第
二四分位数多变量 logistic 回归分析显示，hs-cTnT 是院内病死率的独立预测因子，与 hs-cTnT 第二四分位数比较，hs-cTnT 第
三和第四四分位数校正优势比（OR）分别为 2.2〔95% 可信区间（95%CI）＝0.4～12.1〕和 5.8（95%CI＝1.2～27.3）。hs-cTNT
的受试者工作特征曲线下面积（AUC）为 0.81（0.74～0.88），与 PIRO（易感性、感染、反应和器官功能衰竭分级）的 AUC〔0.78

（0.68～0.87）〕相似（P＞0.05）。整体 hs-cTnT 的阴性预测值为 99%。该研究证实，对于急诊疑似感染的患者，经常使用的生
物标志物 hs-cTnT 是住院病死率的独立预测因素，具有优良的判别性能。未来的研究应集中在 hs-cTnT 对现有的危险分层工
具的附加价值上。
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延迟抗菌药物治疗可增加脓毒症患儿病死率和器官功能障碍持续时间
  延迟抗菌药物治疗与成人脓毒症不良预后相关，但有关抗菌药物使用时间与脓毒症患儿病死率和器官功能的研究数据十
分有限。有学者进行了一项单中心回顾性观察研究，以了解抗菌药物使用时间对严重脓毒症或脓毒性休克患儿病死率和器官
功能障碍的影响。该研究纳入了儿科重症加强治疗病房（ICU）130 例严重脓毒症或脓毒性休克患儿。结果显示，从发现脓毒
症到初始抗菌药物治疗的平均时间为 140（74～277）min，其中恰当使用抗菌药物治疗的平均时间是 177（90～550）min。从
发现脓毒症到初始抗菌药物使用每延迟 1 h 的死亡风险不断升高，但延迟到 3 h 才有统计学意义。经个体混杂因素调整后的
倾向评分分析显示，延迟超过 3 h 进行初始抗菌药物治疗和恰当抗菌药物治疗患者的死亡风险比值比分别为 3.92〔95% 可信
区间（95%CI）＝1.27～12.06〕和 3.59（95%CI＝1.09～11.76）。将病情严重程度匹配后，延迟超过 3 h 进行初始抗菌药物治疗
和恰当抗菌药物治疗的 ICU 死亡风险比值比分别增加到 4.84（95%CI＝1.45～16.2）和 4.92（95%CI＝1.30～18.58）。初始抗
菌药物延迟超过 3 h 还与更少的无器官衰竭天数相关〔16（1～23）比 20（6～26），P＝0.04〕。该研究证实了延迟抗菌药物治
疗可延长器官功能障碍时间，是脓毒症患儿死亡的独立危险因素。
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