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脂多糖上调 !"#及其结构相关肽 $%&在大鼠腹腔巨噬细胞的表达

杨) 列，周继红，张岫竹，刘大维，孙巧玲，蒋建新) ) （第三军医大学大坪医院野战外科研究所第四研究室，全军交通医学
研究所，全军交通伤重点实验室，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室，重庆 %"""%&）

) ) 摘) 要：目的 ) 观察促肾上腺皮质激素释放激素（ *+,-.*+-,+/.0#,12134.05 6+,7+01，89:）及其结构相关肽 ;,+*+,-.0
（<*0）在大鼠腹腔巨噬细胞的表达及 =>?对它们表达的影响。方法) 体外培养 @.4-3,大鼠腹腔巨噬细胞，共收集脂多糖
（ 2./+/+2A43**63,.B14，=>?）处理 "、!、&、%、’ 6 组细胞，每组含 ’ 份分别来自不同大鼠的细胞样本。收集细胞总 79CD
（! E ’）及总蛋白（! E F），利用 9G#>89及 H=I?D技术分别检测各组细胞 89: 及 <*0 79CD 转录水平及胞溶多肽含量。
结果) 9G#>89结果显示，正常大鼠腹腔巨噬细胞中即有一定水平的 89: 及 <*0 79CD，=>? 刺激后二者水平均显著增
高，刺激 % 6二者均达峰值，约为对照组的 & 倍。H=I?D结果显示，正常大鼠腹腔巨噬细胞即可表达 89:［（"J "K L "J "!）
05 M !"K细胞］及 <*0［（!J "" L "N %’）05 M !"K细胞］；=>?刺激促进了二者的表达，89:水平在 & 6达高峰［（"J (" L "J "K）05 M
!"K细胞］，<*0水平在 ’ 6达高峰［（’N F’ L !J &$）05 M !"K细胞］。结论) 大鼠腹腔巨噬细胞同时表达 89: 及 <*0，注适量
=>?刺激后，两者表达水平均会显著上调，但 <*0多肽水平显著高于 89:。因此，炎症条件下的巨噬细胞可能是局部 89:
家族特别是 <*0的潜在来源细胞。
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) ) 应激可以激活下丘脑#垂体#肾上腺皮质（6A/+-63#
237.*#/.-;.-3,A#3B,1032，:>D），介导一系列病理生理过
程，其中包括免疫炎症反应。由 %! 个氨基酸残基构成
的促肾上腺皮质激素释放激素（ *+,-.*+-,+/.0 ,12134.05
6+,7+01，89:），是 :>D 上关键的神经内分泌因子，
它促进促黑素（ /,++/.+71230+*+,-.0）及促肾上腺皮质
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激素（ !"#$%&’&#()’&#(&*)’ +&#,&%$，-./0）的分泌，而
后二者介导了糖皮质激素的合成和释放，从而抑制了

免疫炎症反应［1 2 3］。4#&’&#()%（5’%）是 .60 家族成员
之一，二者有相同的受体家族。研究发现，.60 及
5’%可以直接调控免疫细胞如巨噬细胞功能，但是它
们的外周来源目前还有待明确。我们研究证实在大鼠

腹腔巨噬细胞中可以同时转录和合成 .60 和 5’%，并
且它们的合成水平在脂多糖（ 7)*&*&789!’’+!#)"$9，
:;<）刺激后很快显著上调。

!" 材料与方法

1= 1> 大鼠腹腔巨噬细胞培养
> > ?@A@培养基分离大鼠（B)9(!# 大鼠，雄性，体质量 CDE F
CGE H，购于本院实验动物中心）腹腔中腹腔巨噬细胞，细胞
1 EEE # I ,)%离心 J ,)%，分离后以 1 K 1EL I板接种于 3G ,,培养
皿中，用含 1EM N.<、1E ,,&7 I :谷氨酰胺、1EE 5 I ,7青霉素 I链
霉素的 ?@A@培养基在 3L O、JM .PC培养箱中培养。细胞在

上述条件下培养 CE F CD +用于下一步实验。
1= C> :;<活化大鼠腹腔巨噬细胞
> > 按 1= 1 中方法获得的大鼠腹腔巨噬细胞用无菌 ;Q< 冲洗
后，用含 1E、1EE %H I ,7 :;< 、1EM N.<、1E ,,&7 I : 谷氨酰胺、
1EE 5 I ,7 青霉素 I链霉素的 ?@A@ 培养基在 3L O、JM .PC培

养箱中培养。所得细胞分为 1E %H I ,7 :;< 组、1EE %H I ,7 :;<
组，各组分别在培养 E、1、C、D、R +后收集细胞总 6S-样本 R 份
和培养上清、细胞总蛋白样本 G 份。
1= 3> .60 及 5’% ,6S- 水平测定
> > 使用 /6T试剂收集细胞总 6S-，每个培养皿中细胞 ;Q<冲
洗后，用 1 ,7 /6T试剂裂解。我们使用 ;#),$# *#$,)$# 1= E 设计
了两对 .60及 5’%特异性的寡核苷酸片段［.60 正义链：JUV
./W-WWW--W/.//WW---V3U，反义链：JUV .-.-/-W---./-V
-W.W/W-V3U；5’% 正义链：JUVW..W//W/..-/.W-../.-V3U，
反义链：JUV//W...-..W--/.W--/-/W-V3U］，.60 片段产
物长度为 33C X*，5’%产物长度为 11L X*。总 6S-样本逆转录
后，取 1 !7 ’?S-产物用来作 ;.6 扩增，;.6 反应条件均为：
YD O变性，D ,)%!（YD O变性，3E 9!JJ O退火，3E 9!LC O延
伸，1 ,)%）3J 个循环!延长 1E ,)%。在 3J 个循环时 ,6S- 扩
增处于对数增长期（根据每对扩增产物的标准曲线）。取 J !7
扩增产物经 1= JM琼脂糖凝胶电泳，Q)&V6!" 分子成像分析系统
成像，<’!%软件定量分析。胎盘 ’?S- 作为阳性对照，该组织
已经证实表达 .60和 5’%；用水代替 ’?S- 作为阴性对照；使
用 "V!’()%作为内参。
1= D> .60及 5’%多肽测定
> > 培养细胞 ;Q<冲洗后，细胞刮匙刮取细胞，收集细胞并加
入 CJE !7 6T;-裂解液，D O 超声波震荡（3 次，1J 9 I次），离心
后收集上清液用于 .60和 5’% A:T<-法测量。Q.-法定量检
测细胞总蛋白，A:T<-法定量检测总蛋白中 .60 和 5’% 含量，
结果用 .60或 5’%含量 I总蛋白含量表示。
1= J> 统计学分析
> > 实验结果用"! Z "表示，用 <;<< 11= E作组间比较，行 #检验。

#" 结果

C= 1> 6/V;.6 检测 .60 及 5’% ,6S-转录水平
> > 阳性对照中可见扩增出 .60 33C X*及 5’% 11L X* ;.6产
物（图 1），阴性对照中未见扩增产物。培养的大鼠腹腔巨噬细
胞中也均扩增出了 .60 及 5’% 产物，但含量显著低于阳性对
照组。我们使用 "V!’()% 看家基因作为内参，;.6 扩增显示其
水平在这些 ’?S-样本中没有明显改变。
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1：?S- 标准；C：胎盘组织（阳性对照）；3：水（阴性对照）；D：腹腔巨噬细胞
图 !" $%& ’%() 和 *+, ’%() 在大鼠腹腔巨噬细胞的转录

> > 在 1E %H I ,7 及 1EE %H I ,7 :;< 作用后 1 +，.60 及 5’%
,6S-即显著上调（$ [ E= E1），在 D + 均达峰值，约为对照组的
C倍，二者变化趋势相似；不同浓度 :;< 组间也无显著差异（$
\ E= EJ，表 1）。

表 !" -./处理不同时间后对大鼠腹腔巨噬细胞 $%&及
*+, ’%()转录的影响（! 01，#" 2 #）

组别> > > .60 5’%
1E %H I ,7 :;<组
> > E + E= 3L Z E= EG E= CY Z E= E3
> > 1 + E= DR Z E= EG! E= 3D Z E= ED!

> > C + E= JG Z E= ER! E= DJ Z E= ED!

> > D + E= L3 Z E= E1! E= JD Z E= ED!

> > R + E= LC Z E= EY! E= J3 Z E= E3!

1EE %H I ,7 :;<组
> > E + E= 3L Z E= EG E= CY Z E= E3
> > 1 + E= DL Z E= EY! E= 3C Z E= E3!

> > C + E= JD Z E= EY! E= DL Z E= EG!

> > D + E= LG Z E= EG! E= JR Z E= EJ!

> > R + E= G3 Z E= 1E! E= JC Z E= E3!

!：$ [ E= E1，与 E +组比较

C= C> A:T<-检测 .60 和 5’% 多肽含量
> > A:T<-证实在细胞总蛋白中含有 .60 和 5’% 多肽。细胞
裂解液被用来行 A:T<-定量分析，如表 C 所示在正常培养细胞
中分别含 .60（E= EL Z E= E1）%H I 1EL细胞，含 5’%（1= EE Z
E] DR）%H I 1EL细胞。1EE %H I ,7 :;< 显著提高了两者的表达，分
别在 C + 和 R + 上调至（E= 3E Z E= EL）%H I 1EL细胞和（R= GR Z
1] CJ）%H I 1EL细胞（$ [ E= E1）。

表 #" !33 ,4 5 ’6 -./处理不同时间后对大鼠腹腔巨噬细胞 $%&
及 *+, 多肽合成的影响（! 07，,4 5 !38细胞）

组别 .60 5’%
E + E= EJ Z E= E1 1= EE Z E= JE
1 + E= ER Z E= EC! D= E3 Z 1= J3!

C + E= 1Y Z E= EG! J= JC Z C= J3!

D + E= 13 Z E= E3! G= 13 Z E= RJ!

R + E= 1J Z E= EL! R= GR Z 1= CJ!

!：$ [ E= E1，与 E +组比较
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第 ! 期" 杨" 列，等#脂多糖上调 $%&及其结构相关肽 ’()在大鼠腹腔巨噬细胞的表达"

!" 讨论

" " 研究表明 $%&及 ’()参与了急性炎症反应，影响
了巨噬细胞分泌、吞噬、抗原提呈以及凋亡等［! * +］。但

是，外周血 $%&浓度即使在机体处于应激状态时也极
低，而逐步有研究表明 $%&及其相关肽也表达于外周
组织［,］。在许多免疫性疾病中，局部 $%&表达含量均
会显著增高。而 $%&缺陷小鼠脾脏细胞对 -./ 的反
应性显著降低［0］。提示 $%& 家族可以在免疫组织细
胞中表达，并通过自分泌或旁分泌方式调控免疫炎症

反应。巨噬细胞是参与炎症反应启动的主要免疫细胞

之一，而且是多种促炎细胞因子的主要来源。抗原如

-./可以结合细胞表面 1-%23从而激活巨噬细胞，介导
了细胞因子的转录和分泌［4］。而腹腔巨噬细胞为重要

的终末巨噬细胞之一，不具备增殖功能。我们研究了在

腹腔巨噬细胞是否有内源性 $%&和 ’()合成以及急性
炎症早期它们合成水平的变化，以便了解炎症部位分化

成熟巨噬细胞在神经2内分泌2免疫网络中的地位。
" " 我们在证实胞溶 $%&与分泌 $%&抗原无显著性
差异后（资料未显示），通过定量检测胞溶部分 $%&
证实 $%&在大鼠腹腔巨噬细胞合成，基础表达量为
（5# 50 6 5# 5!）)7 8 !50细胞。我们用 !5 )7 8 9: 或 !55
)7 8 9:（体外模拟内毒素血症时的 -./浓度）-./ 刺激
细胞，其 9%;<水平在 -./作用后 3 =达到峰值，且约
为基础水平的 > 倍，但不具有显著浓度依赖性。因此
我们选择 !55 )7 8 9: -./ 处理细胞，检测其 $%& 多肽
合成水平变化，在作用 > = 后其合成水平达到峰值
（5? @5 6 5# 50）)7 8 !50细胞，约为基础水平的 3 倍。有
研究报道 $%&多肽与其结构相关肽之间可能存在交
叉反应，我们检测了 $%& 抗血清和 ’() 以及 ’() 抗
血清与 $%&之间的反应性，结果未显示它们间有显著
的结合效应。$%& 9%;<和多肽在 -./作用后 4 =仍
均维持在较高水平。这些结果显示在急性炎症反应早

期内源性 $%&的合成即显著增高，显示其可能参与了
早期炎症反应。如果以平均每个巨噬细胞 +55 A7 计
算［,］，我们所测得的 $%& 浓度约 35 )7 8 9:，与人胎盘
中 $%&含量 ! )7 8 7，下丘脑中含量 !5, )7 8 7在数量级
上相当（不考虑人与大鼠种属差异）。因此，巨噬细胞

可能作为炎症局部重要的 $%& 来源之一。而高剂量
$%&（+5 )7至 + !7）可引起大鼠皮下肿胀且不能改变
注射促炎成分后的局部水肿，但预注射低剂量 $%&
（5# + B + )7）则可抑制水肿，我们的研究结果为我们进
一步研究 $%&对巨噬细胞的功能调控提供了依据。
" " ’()作为 $%&结构相关肽之一，不仅在受体亲和
力上与 $%&有显著性差异［C，!5］，在组织分布及功能上
也与 $%&不同［!!］。而巨噬细胞具有异质性已经得到
大家的共识，有研究显示，在大鼠肝脏 DEAFFGH 细胞表

达 ’() 而不表达 $%&［!>］。我们在实验中得到胞溶
’()的基础表达量为（!# 55 6 5# 34）)7 8 !50细胞，而其

在 -./作用 4 = 后达峰值［（4? ,4 6 !# >+）)7 8 !50细

胞］，约为基础水平的 C 倍，其 9%;< 水平也在 -./ 作
用 3 =后达峰值，约为基础水平的 > 倍；4 = 后两者仍
维持在高水平。这些结果提示巨噬细胞同时可能是炎

症局部 ’() 的一个重要的来源。比起 $%&，’() 合成
水平要高 >5 倍，这是否提示 ’()在通过自分泌方式调
控巨噬细胞功能上更加重要？而 $%& 及 ’() 在不同
亚群巨噬细胞的差异性表达也提示 $%& 家族在不同
亚群巨噬细胞功能调控上可能具有不同的意义。

" " 总之，在本研究中证实了在腹腔巨噬细胞可以同
时合成 $%&和 ’()，进一步揭示了在炎症反应中 $%&
家族与巨噬细胞的双向联系。
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9N)G JE79G)LO AHNK)F:J99JLNHT (TLNDK)G AHNPE(LKN) FHN9 9J(HNA=J7GO
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