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!型利钠肽对小鼠腹腔巨噬细胞"#$%& 蛋白表达的双向调节作用

郜( 攀，黄( 岚，郭瑞威，钱德慧( ( （第三军医大学新桥医院心血管内科，全军心血管病研究所，重庆 %""")’）

( ( 摘( 要：目的( 观察 *型利钠肽（* +,-. /0+1231.+24 -.-+25.6，*78）在小鼠腹腔巨噬细胞内介导单核细胞趋化蛋白#!
（9:/:4,+. 4;.9:0++104+0/+ -1:+.2/#!，<=8#!）蛋白的表达，探讨 *78在小鼠腹腔巨噬细胞中调节炎症反应的作用。方法(
原代培养小鼠腹腔巨噬细胞，分别予不同剂量的 *78、*78 > ?=#@ 受体抑制剂（AB#!%&#!）、*78 > 肿瘤坏死因子#!
（C7D#!）> AB#!%&#! 预处理细胞，设立空白对照组。提取培养细胞蛋白，采用 E.6+.1/ FG:+ 法检测细胞内 <=8#! 蛋白表
达。结果( 在小鼠巨噬细胞内 *78能够促进 <=8#! 蛋白表达，该作用可被 *78抑制剂 AB#!%&#! 所抑制；且 C7D#! 在巨
噬细胞中促进 <=8#! 分泌的作用可以被 *78抑制。结论( *78能够促进巨噬细胞释放 <=8#!，促进炎症反应的发生；同
时 *78能够抑制 C7D#!促进 <=8#! 蛋白分泌的作用，提示 *78具有炎症反应的双向调节作用。
( ( 关键词：*型利钠肽；巨噬细胞；单核细胞趋化蛋白#!；肿瘤坏死因子#!；小鼠
( ( 中图法分类号：H)I&J !&；H)I&J )；HIK&J !( ( ( 文献标识码：@

’(()*+, -( !%+./) 01+2342)+3* /)/+35), -0 )6/2),,3-0 -( 7-0-*.+) *8)7-1++21*+10+
/2-+)30%& 30 21+ /)23+-0)19 71*2-/81:), !" #!$%&
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( ( ;<,+21*+：!"#$%&’($ ( C: 2/W.6+2T0+. +;. .SS.4+6 :S *#+,-. /0+1231.+24 -.-+25.6（*78）:/ .X-1.662:/ :S
9:/:4,+. 4;.9:0++104+0/+ -1:+.2/#!（<=8#!）2/ 10+ -.12+:/.0G 9041:-;0T.6 0/5 +: 25./+2S, +;. 2/SG0990+2:/#9.#
520+.5 .SS.4+6 :S *78 2/ 9041:-;0T.6J )$&*+,-( 8.12+:/.0G 9041:-;0T.6 :S -12901, 43G+31. O.1. +1.0+.5 O2+;
*78，*78 > AB#!%&#!，:1 *78 > C7D#! > AB#!%&#!J C;. -1:+.2/ .X-1.662:/ :S <=8#! O06 9.0631.5 F,
E.6+.1/ FG:+J .$-/0&-( *78 ./;0/4.5 +;. <=8#! -1:+.2/ .X-1.662:/ 2/ 9041:-;0T.6，0/5 +;26 .SS.4+ 4:3G5 F.
0F1:T0+.5 F, AB#!%&#!J Q/ 0552+2:/，*78 4:3G5 2/;2F2+ C7D#! 2/534.5 <=8#! .X-1.662:/J 1+2%0/-’+2( *78
40/ 2/534. +;. <=8#! -1:+.2/ .X-1.662:/ 2/ 9041:-;0T.6，63TT.6+2/T *78 ;06 0 -1:#2/SG0990+:1, .SS.4+J A:O#
.W.1，*78 0G6: 40/ 2/;2F2+ C7D#! 2/534.5 <=8#!J C;.6. S2/52/T6 63TT.6+ +;0+ +;. .SS.4+ :S 2/SG0990+2:/#9.52#
0+.5 F, *78 26 F2-;0624 +;:3T; +;. 9.4;0/269 26 6+2GG 3/4G.01J
( ( =). >-25,：*#+,-. /0+1231.+24 -.-+25.6；9041:-;0T.；9:/:4,+. 4;.9:0++104+0/+ -1:+.2/#!；+39:1 /.41:626

S04+:1#!；9:36.

( ( 利钠肽家族成员在心血管系统和内分泌系统发挥
着重要的调节作用，心房利钠肽（0+120G /0+1231.+24 -.-#
+25.，@78）和 * 型利钠肽（* +,-. /0+1231.+24 -.-+25.6，
*78）主要分布在心脏，在扩血管、利尿及抑制生长等
各方面发挥重要作用［!，&］。*78 是由 )& 个氨基酸残
基组成的 !K 环状多肽，最初于 !I’’ 年从猪脑组织中
分离出来，主要由心室细胞在容量或压力负荷过重时

分泌。*78通过与其受体结合，使第二信使环鸟苷酸
（4?<8）升高，从而介导一系列生理学效应，包括利
尿、利钠、扩张血管，抑制交感神经系统及肾素#血管紧
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张素#醛固酮系统的活性，减少心肌细胞纤维化；抑制
血管内皮细胞表达组织因子（CD）和纤溶酶原激活物
抑制剂#!（-G0692/:T./ 04+2W0+:1 2/;2F2+:1#!，8@Q#!），预
防血栓形成；扩张心外膜冠状动脉，抑制因过度换气而

造成的冠状动脉痉挛等。

( ( 目前，*78 在心力衰竭诊治中的作用已得到共
识，成为国际公认的评估心力衰竭的血浆标志物。但

近来的研究表明，*78 在调节炎症反应方面也发挥一
定的作用，*78能拮抗 C?D#"引起的心肌成纤维细胞
肥大、增殖和炎症反应等［)］，同时作为 *78 同一家族
成员的 @78，在既往的研究中已经被证明能够抑制巨
噬细胞内 N8B 诱导的肿瘤坏死因子#!（C7D#!）产生，
并进一步影响其他炎症因子的表达，但对 *78在巨噬
细胞中调节炎症反应的作用国内外尚少见报道。巨噬
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细胞在炎症反应中发挥重要的作用，炎症细胞聚集、浸

润是炎症反应的关键步骤，而巨噬细胞分泌的单核细胞

趋化蛋白)!（*+,+-./0 -10*+2//32-/2,/ 43+/05,)!，&’()!）
对炎症细胞浸润起到重要的调节作用。在临床众多疾

病中，如动脉粥样硬化，&’()! 过量表达对炎症反应的
发生、发展起到重要作用。因此研究 %6( 对巨噬细胞
中 &’()!表达的影响可以更好的理解 %6(对炎症反应
的调节，从而对一些临床疾病治疗起到指导作用。

!" 材料与方法

!$ !# 细胞培养
# # 常规方法培养原代巨噬细胞，脱臼处死小鼠，腹腔注射预
冷 7)82,9:液 ; *<，轻揉 ! *5,，吸出腹腔液，(%= 洗细胞 > 次，
; ?，! >@@ 3 A *5,，" *5,。弃上清，"B C’=)D(&E!F;@（本实验室
自制）培养基重悬细胞。加入 ! 个 G" **培养皿。> 1后，预温
D(&E!F;@ 洗细胞 G 次。继续培养 !H 1，预温 D(&E!F;@ 洗细胞
G 次，预温 (%= 洗细胞 > 次，I7JK 消化后，重新计数并调节细
胞数至 ! L !@H *< M!。然后采用 "B C’=)@$ !B %=K)D(&E!F;@
培养细胞。

!$ ># 药物干预细胞
# # 药物浓度选择参考 N50*03 等［;］的方法。细胞分离后，调
节细胞浓度至 ! L !@F *< M!培养基。细胞培养瓶中各加入 @、
!@ M;、!@ M"、!@ MF、!@ MO、!@ MH *+< A P %6(（购于 =5Q*2 公司，美
国），将细胞置于 GO?，"B’R>孵箱中培养 ; 1，以确定 %6( 的
最适合干预浓度。确定 %6( 干预的最佳浓度后，于此 %6( 浓
度同时分别加入 @、!@、!@@ !Q A *< %6( 受体抑制剂 8=)!;>)!
（购于 =5Q*2公司，美国），观察 %6( 被不同程度抑制后对巨噬
细胞 &’()! 蛋白表达的影响。将 %6(单独或与 8=)!;>)! 联合
培养的细胞培养 G@ *5,后，加入 !@ !Q J6C)"联合培养 ; 1，观
察 %6(对 J6C)"诱导巨噬细胞 &’()! 蛋白表达的影响。
!$ G # 细胞蛋白的提取及 S0:/03, 免疫印迹法检测

&’()! 蛋白表达
# # 参照文献［"］的方法，细胞从培养瓶中吸出后，先将细胞悬
液于 > @@@ T G @@@ 3 A *5,离心 " *5,，弃上清，沉淀用 (%=溶解，
于 !G @@@ 3 A *5,离心 >@ :，再次收集细胞沉淀。用细胞裂解液
（购自升博生物公司，重庆）于 ; ?裂解细胞，!> @@@ L ! 离心
" *5,，取上清，即为细胞蛋白。采用考马斯亮蓝法测定细胞蛋
白浓度，根据蛋白浓度分装于 !$ " *< 离心管，使每管蛋白总量
在 "@ !Q左右，置于 M O@ ?保存。
# # 取约 "@ !Q总蛋白，置于 U" ?变性 " *5,，采用 "B浓缩胶
和 !@B分离胶行 =7= 聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳条件恒压
H@ *V，时间为 G 1。然后采用“三明治”法将蛋白转移至 (V7C
膜，转膜采用 %5+)D2W的电转仪，转膜条件为恒流 !" *K，时间
为 U@ *5,。之后将 (V7C膜用 "B脱脂奶粉封闭 ! 1，加入封闭
液稀释的一抗（山羊抗小鼠 &’()! 多克隆抗体，购自美国 =2,/2
’3XY，稀释浓度 !Z >"@）封闭过夜，加辣根过氧化物酶标的兔抗
山羊 EQ[（购自北京中杉金桥，稀释浓度 !Z ! @@@）室温反映 ! 1
后染色，用相同方法检测 #)2-/5,蛋白表达（#)2-/5,一抗购自美
国 =2,/2 ’3XY，稀释浓度 !Z >"@）为内参，用 CD)>@@ 凝胶成像分

析系统进行定量分析。

!$ ;# 统计学处理
# # 结果以 !" \ #不同表示，浓度 %6( 对巨噬细胞 &’()! 蛋白
表达的影响采用单因素方差分析，其余结果的统计分析采用两

因素析因设计方差分析，全部统计分析用 =(== !@$ @ 统计软件
完成。

#" 结果

>$ !# %6(对巨噬细胞释放 &’()! 的影响
# # 不同浓度 %6(能够促进腹腔巨噬细胞释放 &’()!，且成浓
度依赖性。与对照组比较，!@ M;、!@ M"、!@ MF、!@ MO *+< A P %6(
都能显著增加腹腔巨噬细胞释放 &’()!（ $ ] @^ @"），且
!@ M; *+< A P %6(作用最显著；与对照组比较，!@ MH *+< A P %6(
作用于细胞，细胞释放 &’()! 增加不显著（$ _ @^ @"）。%6(促
进细胞释放 &’()! 呈浓度依赖性。见图 !。
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! M "：%6(浓度分别为 !@ M;、!@ M"、!@ MF、!@ MO、!@ MH *+< A P；F：对
照组（%6( @ *+< A P）# K：S0:/03,免疫印迹结果；%：&’()! 蛋白表
达柱状图，结果以 &’()! A #)2-/5,（ ER7 比值）表示# 2：$ ] @^ @"，
与对照组比较

图 !" 不同浓度的 $%&对巨噬细胞内’(&)! 表达的影响

>$ > # 8=)!;>)! 对 %6( 促进巨噬细胞释放 &’()! 的
影响

# # 予细胞分别以 !@ M; *+< A P %6(和 @、!@、!@@ !Q A *< 8=)!;>)!
预处理 ; 1后，观察巨噬细胞内 &’()! 蛋白表达。与对照组比
较，!@@ !Q A *< 8=)!;>)! 处理后，细胞内 &’()! 蛋白表达无显
著差别（$ _ @^ @"）；相对于对照组，@、!@ !Q A *< 8=)!;>)! 处理
后，细胞内 &’()! 蛋白表达显著增高（$ ] @^ @"），分别为对照
组 &’()! 蛋白表达的 F$ FO、>$ >> 倍。见图 >。

>$ G# %6(对 J6C)"释放 &’()! 的影响
# # 与对照组比较，J6C)"组能够明显促进 &’()! 蛋白的表达
（$ ] @^ @"）；与对照组比较，%6( ‘ J6C)"组 &’()! 蛋白表达无
显著增加（$ _ @$ @"），与 J6C)" 组比较，&’()! 蛋白表达显著
降低（$ ] @^ @"）；加入 8=)!;>)! 后，&’()! 蛋白表达与对照组
比较明显增高（$ ] @^ @"），与 J6C)" 组比较，无明显差别（$ _
@$ @"）。见图 G。

G";!



! " # $
%&’(!!

!()*+,-!

!./
!.$
!."
!.0
0.1
0./
0.$
0."
0%

&
’(
!
蛋
白
表
达
（
23

4
比
值
）

! " # $
组别

5

6

"!"7!0#

"887!0#

)

9

9

!：对照组；"：#$% 组；&：#$% ’ !( !) * +, -./!0"/!；0：#$% ’
!(( !) * +, -./!0"/!1 2：3456478 免疫印迹结果；#：9:%/! 蛋白
表达柱状图，结果以 9:%/! * "/;<6=8（ >?@ 比值）表示 1 ;：! A
(B (C，与对照组比较；D：! A (B (C，与 #$%组比较
图 !" #$%&’!%& 对 ()*促进巨噬细胞释放+,*%& 蛋白的影响
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!：对照组；"：E$F/# 组；&：#$% ’ E$F/# 组；0：#$% ’ E$F/# ’
-./!0"/!组1 2：3456478免疫印迹结果；#：9:%/! 蛋白表达柱状
图，结果以 9:%/! * "/;<6=8（ >?@ 比值）表示1 ;：! A (B (C，与对照
组比较；D：! A (B (C，与 E$F/#组比较

图 -" ()*对 .)/%!释放+,*%& 的影响

-" 讨论

1 1 脑利钠肽或称为 # 型利钠肽（ D7;=8 8;67=G746=<
H4H6=I4 * #/6JH4 8;67=G746=< H4H6=I4，#$%）是属于被人们
称为“心脏激素”的利钠肽家族的成员，是由 &" 个氨
基酸组成的多肽，主要由心室肌细胞分泌，但心房亦有

少量分泌。既往的研究表明 #$%能够防治心室重构，
调节心肌的纤维增生过程，此外 #$%还有类似心房利
钠肽（2$%）的作用，包括血管扩张、利钠利尿、阻断肾
素/血管紧张素/醛固酮系统和交感神经系统等。近来
的研究表明，转 #$% 基因（#$%/E)）小鼠能够促使中

性粒细胞激活，同时增加 99%/K 的表达［L］；此外，#$%
在心肌成纤维细胞中能够对抗 EMF/" 所引起的促增
殖和炎症等作用［N］。提示我们 #$% 可能与体内炎症
过程存在联系。

1 1 本研究表明，经过 #$% 预处理后，腹腔巨噬细胞
9:%/! 蛋白表达明显增加，且呈浓度依耐关系：用
!( O0 +P, * Q #$% 预处理腹腔巨噬细胞后，9:%/! 蛋白
表达增加最显著（! A (B (C），降低 #$% 浓度后，9:%/!
蛋白表达增加也降低，而用 !( OR +P, * Q #$%处理腹腔
巨噬细胞后，9:%/! 蛋白表达与对照组无显著差别
（! S (T (C）。#$%在巨噬细胞中发挥作用，需要通过
其受体 M:/2发挥生理功能［R］，因而在本实验中，我们
通过抑制 M:/2受体，观察 #$%对巨噬细胞 9:%/! 蛋
白表达的影响。予细胞分别以 !( O0 +P, * Q #$% 和 (、
!(、!(( !) * +, -./!0"/! 预处理 0 U 后，观察巨噬细胞
内 9:%/! 蛋白表达。与对照组比较，!(( !) * +,
-./!0"/! 处理后，细胞内 9:%/! 蛋白表达无显著差
别；相较于对照组，(、!( !) * +, -./!0"/! 处理后，细胞
内 9:%/! 蛋白表达显著增高（! A (B (C）。在巨噬细胞
中，E$F/# 能够显著增加 9:%/! 释放，同时也是动脉
粥样硬化等疾病中重要的步骤［K］，因而在本实验中检

测了 #$% 对 E$F/# 促进释放 9:%/! 的影响。与
V;HPG8等［N］实验结果类似，#$% 在 E$F/# 存在的情
况下，并不能进一步增加 9:%/! 的释放，反而显著抑
制了 E$F/#对 9:%/! 释放的促进作用。对此，V;HPG8
等［N］认为，可能是细胞内 #$%对炎症反应和促炎反应
的一种平衡调节，因为在 V;HPG8 等的研究中发现，巨
噬细胞中 #$%能够抑制 EMF/" 释放 :?W/"、>Q/L、E$/
F2>%L 和 E$F.F0 等炎症因子，同时 #$%也能够 >Q/!、
MX?!、MX?& 和 9:%/0 等炎症因子的释放。而本实验
中，未将细胞预先用 EMF/" 处理，#$% 仍然能在腹腔
巨噬细胞中显著促进 9:%/! 的释放，但是预先用
E$F/# 处理后，细胞中 9:%/! 蛋白表达反而降低，进
一步证实了 9:%/! 可能存在对炎症反应的双向调节
作用，但其机制尚未明了。

1 1 近来的临床实验显示，#$% 在心血管疾病的预测
和诊断中发挥着重要的作用，并认为 #$%可作为最佳
的心血管疾病预后诊断因子［!(］。除此之外，研究还表

明：在肾衰、肝硬化、慢性阻塞性肺疾病、急性脑血管病

等疾病时亦可使 #$%升高；死亡、心衰、再梗死患者入
院所测 #$% 浓度显著高于对照组，动脉硬化患者中
#$%水平明显增高，同时在 29> 的患者血清中，#$%
水平也是明显高于稳定性心绞痛患者的，在其他心脑

血管病如心力衰竭中，#$% 水平也是明显增高的。以
往的研究对 #$%主要集中在心衰方面，但是越来越多
的证据提示 #$%在动脉粥样硬化中也起到重要作用。
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第 !" 期# 郜# 攀，等$ %型利钠肽对小鼠腹腔巨噬细胞 &’()! 蛋白表达的双向调节作用#

而且 *+,-./-0回归分析亦显示 %1(是急性心肌梗死不
良预后（死亡、心衰、非致死性再梗死）的独立预测因

素［!!］。在我们的研究中发现小鼠腹腔巨噬细胞经

%1(预处理后，能够增加巨噬细胞内 &’()! 蛋白表
达，且这种作用能够被 %1( 在巨噬细胞上的受体
2’)3抑制剂所抑制，说明 %1(主要通过 2’)3受体发
挥作用。415)! 是已知的促进巨噬细胞分泌 &’()!
的因子，但是 %1(可以在巨噬细胞内抑制 415)!的这
种作用，同时也证实了 %1(在炎症反应中存在双向调
节作用。因此本实验从理论上说明了 %1( 在巨噬细
胞中的炎症调节作用，从而为临床疾病的治疗起到了

指导作用。
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07<?-+><+/90/-+8［@］$ ’7<?-+M7.0 N9.，BCCG，GO（B）：E!H F EBH$
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I9/9<+,989-/T +L 0-<0=:7/-8, %)/T>9 87/<-=<9/-0 >9>/-?9［ @］$ @ 3A ’+::
’7<?-+:，BCCD，XO（!C）：!CD! F !CDH$

［G］P7W7J7A- N，;7-/+ S，P-.I-A+/+ Z，!" #$$ QM9<9U><9..-+8 +L V<7-8 87)
/<-=<9/-0 >9>/-?9 L70-:-/7/9. 89=/<+>I-: -8L-:/<7/-+8 78? 07<?-70 A7/<-U
A9/7::+><+/9-87.9)O 9U><9..-+8 7L/9< 70=/9 AT+07<?-7: -8L7<0/-+8［ @］$
’-<0=:7/-+8，BCCX，!!C（B!）：EECG F EE!B$
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9U9</. V<+7? L=80/-+87: +>>+.-/-+8 /+ /<78.L+<A-8, ,<+W/I L70/+<)V9/7 -8
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><+:-L9<7/-+8，78? -8L:7AA7/-+8［ @］$ ’-<0 N9.，BCCX，OX（X）：X"E F
XG!$

［H］ *7(+-8/9 & ’$ &+:90=:7< <9,=:7/-+8 +L /I9 V<7-8 87/<-=<9/-0 >9>/-?9
,989［@］$ (9>/-?9.，BCC"，BG（G）：OXX F O"G$
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98?+/I9:-=A L+< M7.0=:7< ?-.97.9［ @］$ 3</9<-+.0:9< 4I<+AV Y7.0 %-+:，
BCCD，BD（B）：BGG F BDX$

［!C］]78, 4 @，2+87 (，*7<.+8 & 2，!" #$$ &=:/->:9 V-+A7<J9<. L+<
/I9 ><9?-0/-+8 +L L-<./ A7^+< 07<?-+M7.0=:7< 9M98/. 78? ?97/I［ @］$ 1
\8,: @ &9?，BCCG，E""（B"）：BGE! F BGEO$

［!!］ @7<7- N，]+^/7 @，K=V9< P$ ’-<0=:7/-8, %)/T>9 87/<-=<9/-0 >9>/-?9. -8
>7/-98/. W-/I 70=/9 0+<+87<T .T8?<+A9.$ (7/I+>IT.-+:+,-07:，><+,8+.)
/-07: 78? /I9<7>9=/-07: 0+8.-?9<7/-+8.［ @］$ 4I<+AV K79A+./，BCC"，
OX（"）：OBG F OEB$
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# #（上接 !X"! 页）

!" 结果

B$ !# 临床特征表现
# # B" 例 (;患者中，女性的发病率高于男性；发作持续时间为
B" _ HC"（!EE$ G ‘ E!$ O）.；(; 发作时的特点为起病缓慢，发作
持续时间长，且均在觉醒状态下发作且无痫样放电；双眼闭合，

双眼睑快速震颤，无凝视固定现象，无瞳孔散大、光反射存在；

无口吐白沫、面色及口唇发紫现象，无大小便失禁；有目的或半

目的的活动，这些活动能被外界的言语或动作打断。发作时可

出现强直运动和强直体位，可呈四肢挺直或角弓反张状；有时

表现为重复动作甚至暴力样动作。发作时多伴有哭叫，但意识

存在，常能回忆发作时周围的情况，而发作后无疲劳及嗜睡感。

B$ B# Y\\2监测结果
# # B" 例 (;患者均无发作期痫样放电，符合 (;诊断标准。其
中 !H 例无同步痫性放电，诊断为单纯 (;；" 例为单纯 (; 合并
亚临床发作，既往无癫痫病史，Y\\2监测到有与现在临床发作
不同步的痫样放电；B 例诊断为 (;合并癫痫。

B$ E# 随访结果
# # 给予 B" 例 (;患者社会、心理及药物辅助对症治疗。随访
E _ G 个月，并对其进行 Y\\2 监测并暗示诱发试验监测复诊。
!! 例患者复诊 E 次，E 例患者复诊 X 次，X 例患者复诊 " 次，D 例
患者复诊 D 次；B" 例 (; 患者中 !H 例未再发作，D 例发作次数
明显减少。

#" 讨论

# # (; 又称心因性发作（>.T0I+,98-0 .9-a=<9.），为一种非痫性
发作性疾病，是由一定心理机制引起而非脑电紊乱所致的运

动、情绪、感觉或体验变化的发作［B］，在临床上很容易与癫痫相

混淆而造成误诊。Y\\2的出现给 (; 的诊断带来了突破性进
展，Y\\2能较长时间记录患者的临床特点与脑电图改变，可精
确观察分析其临床发作和脑电之间的关系，是目前鉴别发作性

质及类型的最有效的检查方法。

# # 我们将 Y\\2监测的长处与暗示诱发试验的优点相结合，
用于 (;的诊断，对确认为 (; 的患者给予社会、心理及药物辅
助对症治疗，并随访 E _ G 个月，复诊 E _ D 次，其中 !H 例未再发
作，D 例发作次数明显减少。因此我们认为，暗示诱发试验下
Y\\2监测能较准确地诊断 (;，并给予正确的治疗，使患者早
日康复。

# # 关键词：视频脑电图；暗示诱发试验；假性癫痫；诊断
# # 中图法分类号：NDXB$ !# # # 文献标识码：%
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