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·论著·

醒脑静注射液对内毒素诱导大鼠肺泡巨噬细胞

核转录因子一KB激活和细胞因子产生的影响

王进1，杨光田1，乔礼芬2，李永胜1

(华中科技大学同济医学院附属同济医院①急诊科，②呼吸科，湖北武汉430030)

【摘要】 目的探讨内毒素诱导大鼠肺泡巨噬细胞(AMs)核转录因子一KB(NF—KB)的激活和细胞因子的

释放以及醒脑静注射液(XNJ)的干预作用。方法通过支气管肺泡灌洗获取大鼠AMs。先用XNJ(10 ml／L)孵

育AMs 2 h后，加入内毒素(10 pg／L)分别刺激2、4和6 h。用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测AMs中肿

瘤坏死因子一a(TNF—a)基因表达水平；用酶联免疫吸附法(ELISA)检测培养上清液中TNF—a和白细胞介素一8

(IL一8)含量；蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测AMs中NF—KB抑制蛋白一a(1KB-a)、磷酸化IKB—a

(pIxB—a)和NF—KB的水平变化。结果 内毒素能增加AMs中TNF—a基因表达水平和培养上清液中TNF-a、

IL一8的水平，同时能促进IKB—a降解和NF—KB激活。与内毒素组比较，XNJ能减少AMs中TNF—a基因表达水

平和培养上清液中TNF—d和IL一8的水平；抑制内毒素诱导的IxB—a降解和NF—KB激活(P均<O．05)。结论

XNJ通过抑制AMs中IxB—a的降解，减少了NF—KB的激活，减少了内毒素诱导大鼠AMs细胞因子的产生。
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[Abstract] Objective To study the effects of Xingnaojing injection(XNJ，醒脑静注射液)on

lipopolysaccharide(LPS)-induced nuclear factor kappa B(NF-KB)activation and cytokine release in rat

alveolar macrophages(AMs)．Methods AMs were collected from bronchoalveolar lavage fluid in rats．The

AMs were incubated for 2 hours with XNJ(10 ml／L)，and then stimulated for 2，4 and 6 hours by LPS

(10 pg／L)．Reverse transcription—polymerase chain reaction(RT-PCR)was used tO detect the gene levels of

tumor necrosis factor—a(TNF—a)．Enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)was used tO detect the

protein levels of TNF—a and interleukin一8(IL．8)in the supernatant fluid of the culture．Western blotting was

used tO detect the levels of NF一·‘B inhibitory protein·口(IKB-a)，phosphorylated—IKB—a(pIKB—a)and NF—KB in

the AMs．Results LPS increased the gene expression leveI of TNF—a in AMs and TNF—a and IL一8 contents in

the supernatant fluid of the AMs culture：in the mean time LPS promoted the degradation of IKB—a and NF—KB

activation．Compared with LPS group。XNJ decreased the gene expression level of TNF—a in the AMs and the

TNF—a and IL．8 release in the supernatant fluid l XNJ inhibited IKB—a degradation and NF—KB activation induced

by LPS(all P<0．05)．Conclusion XNJ can attenuate LPS—induced cytokine production in rat AMs by

inhibiting I时3一a degradation and NF—d；activation in AMs．
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在多器官功能衰竭(MOF)的发展过程中，呼吸

系统是最容易受累的器官，同时呼吸衰竭往往是

MOF的第一步n3。急性炎症因子释放和活化的中性
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粒细胞进入肺脏是急性呼吸窘迫综合征(ARDS)的

重要发病机制，这些炎症反应主要是由肺泡巨噬细

胞(AMs)释放的细胞因子所引起的。AMs是肺脏炎

症因子的主要来源，AMs产生的肿瘤坏死因子一a

(TNF—Q)、白细胞介素一1(IL一1)和IL-6等细胞因子

可以引起中性粒细胞的激活，促进与内皮细胞的黏

附，导致微血管内血栓形成和血管张力的改变。。53，
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其中，TNF—a和IL一1p是引起炎症反应的主要因子。

AMs释放的IL一8是中性粒细胞趋化因子“3，IL一8

在ARDS时诱导中性粒细胞向肺脏募集发挥了重

要作用。核转录因子一JcB(NF—KB)是调节TNF—a和

IL一8基因表达的关键细胞转录因子，静息状态下，

NF-KB与NF-,cB抑制蛋白一a(IKB—a)结合，存在于

胞质中。内毒素刺激AMs引起的NF—KB激活在

ARDS发生过程中发挥了重要作用。3。醒脑静注射

液(XNJ)是由安宫牛黄丸经减味而成，具有清热解

毒、抗炎的作用∞3，能抑制TNF—Q、IL一6和IL一1表

达，减轻脑损伤凹3；抑制家兔血浆和脑组织中细胞因

子的释放，保护脑缺血／再灌注损伤n∞；抑制单核细

胞与脑微血管内皮细胞的黏附和炎症因子的释

放n¨。我们既往的研究表明，xNJ能减轻内毒素诱

导全身炎症反应综合征(SIRS)大鼠细胞因子的产

生和肺损伤n∞，现探讨XNJ能否抑制内毒素刺激

引起AMs的TNF—a和IL一8产生以及这种抑制作

用是否通过抑制NF—KB的激活来实现肺保护作用。

1材料与方法

1．1大鼠AMs的培养：成年健康雄性Wistar大鼠

(由华中科技大学同济医学院动物中心提供)，体重

250～300 g，腹腔注射戊巴比妥(50 mg／kg)麻醉。根

据文献[13]的方法，通过支气管肺泡灌洗获取

AMs。将细胞浓度调整为1 x 109／L，接种到6孔培

养板中，于Co。培养箱中贴壁培养2 h。将贴壁细胞

用瑞氏染色和小鼠抗大鼠CD68单克隆抗体(单抗)

鉴定为AMs，锥虫蓝染色测定AMs存活率。细胞培

养24 h后进行实验。细胞分为对照(o h)组、内毒素

组、XNJ组，后两组再分为2、4和6 h亚组。将细胞

用无血清的RPMll640培养基培养，内毒素组加入

10／19／L内毒素；XNJ组预先加入10 ml／L XNJ培

养2 h后，再加入10 pg／L内毒素；对照组只加入

1 ml RPMll640培养基。

1．2逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测TNF一口

的基因表达：取各组细胞依次加入TRIzol、氯仿、异

丙醇抽提总RNA，70℃保存。总RNA以莫洛尼鼠

白血病病毒(MMLV)逆转录酶进行逆转录。采用

Primer 5．0软件设计引物，均由上海生工合成。引物

序列：TNF—a上游：57一TAGCAAACCACCAAGCA

G一3’；下游：5’一GGTATGAAATGGCAAATCG一3’，

扩增产物大小为210 bp；p肌动蛋白(p-actin)上游：

5'-ACCCAGATCATGTTTGAGACCT一37；下游：

57一TCAGGAGGAGCAATGATCTTG一37，扩增产

物大小为644 bp。PCR反应条件：变性94℃4 rain，
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退火49℃30 S，延伸讫℃30 s，共30个循环，最后

1个循环72℃延伸10 min。琼脂糖凝胶电泳，每组

实验重复3次，用Quantity one 4．6软件分析扩增

产物条带的灰度值，以TNF--a／p-aetin的比值作为

mRNA水平的半定量指标。

1．3酶联免疫吸附法(ELISA)检测TNF—a和IL-8

水平：细胞培养上清液中TNF—a和IL一8水平测定

按ELISA试剂盒说明书要求操作。

1．4蛋白质免疫印迹法(Western blotfirg)检测

hB-．a、磷酸化IKB一．a(pIgB—a)和NF-一KB水平：采用蛋

白提取试剂盒提取AMs的胞质蛋白与核蛋白，操

作按说明书要求进行。取100弘g蛋白，变性后经聚

丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭，加兔抗IKB—a单抗、

小鼠抗大鼠pIKB．一a多克隆抗体(多抗)、小鼠抗大鼠

NF—KB多抗以及兔抗大鼠p-actin抗体，4℃孵育过

夜，辣根过氧化物酶标记羊抗免二抗室温孵育

1 h后用增强化学发光(ECL)试剂盒检测。每组实

验重复3次，用Quantity one 4．6软件分析蛋白条

带的灰度值。以I．cB—a／p-actin、pIKB—a／口-actin和

NF一-gB／p-．actin的比值作为蛋白水平的定量指标。

1．5统计学分析：用SPSS 13．0软件分析实验数

据，检测结果用均数土标准差(z士s)表示，组间比较

用F检验和g检验，P<o．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 TNF—a基因表达水平(图1)：内毒素刺激后，

TNF—a mRNA水平以2 h最高，然后逐渐下降，除

逐渐XNJ组6 h外，各组与对照(O h)组比较差异均

有统计学意义(P均<0．05)；XNJ组各时间点

TNF一口mRNA水平均低于内毒素组(P均<o．05)。

l～7依次为XNJ组6、4和2 h，内毒索组6、4，2和0 h，M,Marker；

与对照(o h)gg比较，‘P<o．05}与内毒索组同期比较，。P<o．05

圈1 备组大■AMs培养液中TNF．a基因表达水平
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2．2 TNF—a和IL一8蛋白水平(图2)：与对照(0 h)

组比较，内毒素组各时间点TNF—a和IL一8水平均

升高(P均<O．05)，其中TNF—a以2 h最高，IL一8

以4 h最高。XNJ组各时间点TNF—a和IL一8水平

均低于内毒素组(P均<O．05)。

时间(h) 时N(h)

注；与对照组(O h)比较，aP<0．05；与内毒索组同期比较，6P<0．05

圈2各组大■AMs培养液中TNF—a和IL一8蛋白水平

2．3 IKB—a和pIKB—a水平(图3，图4)：内毒素组

IKB—a水平先降低后升高，以2 h最低，各时间点

I出一a水平均低于对照(o h)组(P均<o．05)；内毒

素组pIKB—a水平先升高后降低，以2 h最高，各时间

点p1KB—a水平均高于对照组(P均<o．05)；XNJ组

各时间点IKB—a水平均高于内毒素组，pIKB—a水平

均低于内毒素组(P均<O．05)。
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L：内毒素组；X：XNJ组；与对照(0 h)组比较，‘P<0．05，

与内毒素组同期比较,bP<0．05

圈3备组大■AMs培彝液中IKB-cI叠白表达水平

2．4 NF一出水平(图5)：与对照(O h)组比较，内毒

素组各时间点NF—KB水平均升高(P均<o．05)，其

中以2 h水平最高；XNJ组各时间点NF—KB水平均

低于内毒素组(P均<0．05)。
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L：内毒素组}X：XNJ组；与对照(o h)组比较，。P<O．05}

与内毒素组同期比较，6P<0．05

圈4各组大■AMs培养液中plKB—a蛋白表达水平

时间(h)

L：内毒素组Ix：XNJ组；与对照(o h)组比较，‘P<0．05；

与内毒素组同期比较，‘P<0．05

田5备组大■AMs培养液中NF-KB叠白表达水平

3讨论

研究发现，XNJ可以抑制炎症介质产生，稳定

细胞内环境，减轻肺间质水肿、减少微血栓形成等，

从而减轻颅脑损伤患者的肺损害n们。我们既往研究

也发现，XNJ能减轻内毒素诱导SIRS大鼠的肺损

伤n幻。本研究中发现，与内毒素组各时间点比较，

XNJ能够减少内毒素诱导大鼠AMs细胞因子的释

放；降低pIKB—a水平，减少IKB—a降解，抑制NF—KB

的激活。结果表明，XNJ通过减少IKB—a降解，抑制

NF-*：B激活。IKB—a磷酸化、泛素化和蛋白酶体依赖

的降解途径调控了NF—KB的激活n5。1们。

TNF—a是急性肺损伤(ALI)早期重要的促炎因

子，主要由细菌内毒素刺激AMs产生。本研究显

示，XNJ能减少内毒素诱导TNF—a mRNA的表达，
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表明XNJ能在转录水平上抑制TNF—a的产生。我

们同时发现，内毒素刺激可促进AMs产生IL一8，并

在4 h时达最高水平，而TNF—a最高水平却在2 h，

说明TNF—a本身可以进一步促进IL一8释放。因此，

本结果表明，TNF—a可促进和上调其他促炎因子的

产生，同时TNF—a和IL一8具有中性粒细胞趋化作

用，能促进中性粒细胞与血管内皮细胞的黏附，从而

造成肺组织的损伤。而XNJ能减少内毒素诱导的

TNF-a和IL一8产生。

NF—KB是调节TNF—a和IL一8基因转录的关键

转录因子，NF—KB活化后可启动和调控一系列参与

炎症反应的炎症因子基因表达(如促炎细胞因子

TNF—a、IL一8、黏附分子和环氧化酶等)，介导ARDS

的发生n7。1钉。NF—KB的不适当激活在病理性炎症过

程中起关键作用，因此，NF—KB可作为一个潜在的

治疗靶点来减轻组织损伤，直接针对NF—KB的异常

激活，而不是对各个细胞因子分而治之，将会产生更

好的治疗效果。本研究中发现，XNJ能抑制内毒素

诱导的AMs中NF—KB激活，说明NF-KB可能是

XNJ发挥抗炎作用的上游通路。I娼磷酸化后激活

NF—KB，细胞未受刺激时，NF—KB与IKB-a相互作用

存在于胞质中，当细胞受到外部的炎症刺激(如内毒

素、细胞因子、病毒等)时，IKB的N一末端区域首先

被磷酸化，然后被泛素化，最终被蛋白酶体降解，此

时，NF一比与IKB解离并进入细胞核，与炎症因子基

因上的DNA序列相结合，从而启动基因的转录。∞。

为了探讨XNJ抑制NF—KB的上游机制，我们进一

步研究了XNJ对IxB—a蛋白水平的影响，结果表

明，XNJ可减少内毒素刺激引起的IKB—a水平下降，

即XNJ抑制了IKB—a的降解。

综上所述，XNJ能在转录水平上减少内毒素诱

导的TNF—a表达，并抑制TNF—a和IL一8的释放。

这种抗炎机制是通过减少boB—a降解、抑制NF—KB

激活实现的。
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