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髓样分化蛋白-2在内毒素与内皮细胞结合中的作用

熊建琼 ,朱佩芳 ,王正国 ,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 ,创伤 、烧伤与复合伤国家重点实验
室 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨髓样分化蛋白-2(myeloid differentiation protein-2 , MD-2)在人内皮细胞中的表达及其在内毒素(LPS)

与内皮细胞结合中的作用。方法　分离 、培养人脐静脉内皮细胞 , RT-PCR和Western blot方法检测内皮细胞 MD-2 的表达

以及 LPS 对其表达的影响;流式细胞仪检测在有或无血清时 LPS 与内皮细胞的结合以及 TLR4、MD-2 抗体对其结合的影

响。结果　内皮细胞有MD-2 mRNA 及相关蛋白的表达 , LPS 能明显上调其表达水平 , 并呈一定的时间和剂量依赖性;血清

能明显促进不同剂量 LPS 与HUVEC 的结合 , 尤其是小剂量 LPS;TLR4、MD-2 单克隆抗体分别能阻断 LPS 与内皮细胞的结

合 ,且阻断程度与抗体剂量呈依赖关系。结论　TLR4、MD-2 是内皮细胞上与 LPS 结合的主要受体 ,MD-2 在 LPS 与内皮细

胞的结合中起着重要的作用。
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Roles of myeloid differentiation-2 in binding of lipopolysaccharide to human endothelial cells
XIONG Jian-qiong , ZHU Pei-fang , WANG Zheng-guo , JIANG Jian-xin (State Key Laboratory of Trauma , Burns and Combined Injury ,
Department 4 , Institute of Surgery Research , Daping Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the expression of myeloid differentiation protein-2(MD-2)in the human

endothelial cells and its roles in the binding of lipopolysaccharide (LPS)to endothelial cells.Methods　Based on

cultured human umbilical vein endothelial cells(HUVECs), the expression of MD-2 and the effects of LPS on the ex-

pression were analyzed by RT-PCR and Western blot.The roles of blood serum , TLR4 , andMD-2 in LPS binding to

endothelial cells were analyzed by flow cytometry.Results　MD-2 was expressed in human endothelial cells and LPS

could upregulate the expression of MD-2 in time- and dose-dependent manners.Blood serum could obviously promote

LPS binding to endothelial cells.Anti-TLR4 and anti-MD-2 monoclonal antibodies significantly inhibited LPS binding

to cells in a dose-dependent manner.Conclusion　MD-2 may play an important role in the binding of LPS to endo-

thelial cells.

　　Key words:myeloid differentiation protein-2;endotoxin;endothelium

　　内毒素(lipopolysaccharide , LPS)对内皮细胞的损

伤在脓毒性休克的发生发展中具有重要的作用 ,而内

皮细胞与 LPS的结合是 LPS 诱导细胞反应的起始步

骤。目前认为 , LPS 与细胞反应至少需要 3种分子的

参与 ,即 CD14 、Toll样受体 4(TLR4)和髓样分化蛋白-2

(MD-2)。血管内皮细胞表面无CD14表达 ,LPS必须先

与血液循环中的 sCD14结合 ,才能被传递给血管内皮

细胞表面的 TLR4 , TLR4 是 LPS 激活内皮细胞的关键
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分子 ,但是 ,人血管内皮细胞是否能表达 MD-2 ,如果表

达 ,其在 LPS 与内皮细胞的结合中起着怎样的作用?

目前尚少见相关报道 ,本实验对上述问题进行初步探

讨 ,为进一步研究 LPS 对内皮细胞的损伤机制提供实

验依据。

1　材料与方法

1.1　试剂和检测仪器
　　荧光标记 LPS(FITC-LPS)、M199 培养基 、胰蛋白酶购自 Sig-

ma公司;抗Ⅷ因子相关抗原的抗体购自北京中山试剂公司;

RNA提取试剂盒购自 Promega 公司 , 细胞蛋白裂解液(RIPA)、

RT-PCR试剂盒均购自上海申能博彩生物工程公司;小鼠抗人

MD-2单克隆抗体购自 Biocarta 公司。 流式细胞仪为 Becton

Dickinson 公司产品。
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1.2　脐静脉内皮细胞(HUVEC)原代培养
　　将足月顺产或剖腹产新生儿脐带静脉 , 用生理盐水冲洗至

肉眼观察无色为止 , 然后注入 2.5 g L 胰蛋白酶溶液 , 置 37 ℃

水浴 15 min , 收集脐静脉内消化液 , 再用含 10% 胎牛血清的

M199 培养基灌洗。离心后弃上清 , 加入含 10%胎牛血清 M199

培养基吹打成细胞悬液 ,计数后接种于培养瓶中 , 24 h 后换液 ,

以后每 2～ 3 d 换液 1 次。相差显微镜下观察细胞呈梭形及多

角形 ,融合成单层 , 呈铺路石样外观 , 无重叠生长。免疫细胞化

学染色Ⅷ因子相关抗原呈阳性 ,胞浆内可见棕黄色颗粒。

1.3　LPS刺激前后HUVEC MD-2 mRNA表达的检测
　　用终浓度为 100 μg L的 LPS (E.coli 026:B6 DIFCO)刺激

HUVEC 0 、1、3 、6、9 h及终浓度分别为 10 、100 、1 000 μg L的 LPS

刺激HUVEC 3 h ,按 RNA 提取试剂盒说明书在无 RNA 酶的环境

下提取细胞总 RNA , RT-PCR检测MD-2 mRNA 的表达。取 1μg

RNA样品 , 用逆转录酶和 Oligo(dT)按试剂盒说明书进行 cDNA

合成 ,取 2 μl逆转录产物进行 PCR扩增 , 反应体系用 GAPDH 作

参照。 PCR 引物的序列分别如下:MD-2:(正义链:5′-TT-

GGGTCTGCAACTCATC-3′;反义链:5′-TCAGATCCTCGGCAAATA-

3′);GAPDH:(正义链:5′-ACCACAGTCCATGCCATCA C-3′;反义

链:5′-TCCACCACCGATTGCTGTA-3′)。扩增产物于 2%琼脂糖凝

胶电泳后观察 ,用 Bio-Rad 2000 图像分析系统进行扫描分析。

1.4　LPS刺激前后HUVEC MD-2表达的检测
　　用终浓度为 100 μg L的 LPS(E.coli 026:B6 DIFCO)刺激

HUVEC 0 、1、3 、6、9 h及终浓度分别为 10 、100 、1 000 μg L的 LPS

刺激 HUVEC 6 h , 按 RIPA说明书提取细胞总蛋白 ,Western blot

检测MD-2。按常规方法进行 ,一抗为小鼠抗人MD-2 单克隆抗

体 ,稀释度为 1∶200 , 二抗为山羊抗小鼠抗体 ,采用 1∶2 000稀释

度 ,最后用增强型化学发光检测试剂盒显影 , 用 Bio-Rad 2000 成

像系统进行分析处理 , 结果以目的条带的平均灰度值(OD

u mm2)。

1.5　LPS与 HUVEC结合的检测

　　用胰蛋白酶消化细胞 , 收集细胞于 EP 管内 , 分别加入:①

无血清培养基 1ml +FITC-LPS 10、100 、1 000μg L;②5%小牛血

清培养基 1ml + FITC-LPS 10、100、1 000 μg L;③无血清培养基

1 ml+MD-2 单克隆抗体 0.5 、1.0、2.0 μg 37 ℃孵育 30 min , +

FITC-LPS 1 000 μg L;④无血清培养基 1 ml+TLR4 单克隆抗体

0.5 、1.0 、2.0μg 37 ℃孵育 30 min , +FITC-LPS 1 000 μg L以上各

组细胞分别 37 ℃孵育 30 min , 以 PBS 洗涤细胞 2 次 , 以未加

FITC-LPS 孵育的 HUVEC 作为阴性对照 , 上流式细胞仪检测细

胞与FITC-LPS 的结合率。

1.6　统计学处理
　　数据用 x±s表示 , 采用 SPSS 软件行单因素方差分析。

2　结果

2.1　内皮细胞 MD-2 mRNA的表达及 LPS 对其的影响
　　用半定量 RT-PCR的方法 , 检测了 HUVEC MD-2 mRNA 的表

达, 并观察了 LPS对其表达的影响。结果表明:内皮细胞本身能

明显表达MD-2 mRNA , 用100μg L LPS 刺激后1 h ,MD-2 mRNA表

达即有明显增强, 于3 h 达高峰 ,随后表达逐渐下降;应用不同浓

度的 LPS刺激细胞 3 h ,MD-2mRNA表达的增强与 LPS 浓度呈一

定的剂量依赖性, 说明 LPS 能上调 MD-2 mRNA的表达(表 1)。

表 1　LPS对内皮细胞 MD-2 mRNA表达的影响(n=3,  x±s)

Tab 1　Effects of LPS on the expression of MD-2 in HUVECs by

RT-PCR(n=3,  x±s)

　　Group OD(u mm2)

Control 0.22±0.02

100μg L LPS , 1 h 0.37±0.03＊

100μg L LPS , 3 h 0.49±0.04＊Δ

100μg L LPS , 6 h 0.36±0.01＊

100μg L LPS , 9 h 0.11±0.01＊

10μg L LPS , 3 h 0.38±0.03＊

100μg L LPS , 3 h 0.52±0.02＊#

1 000μg L LPS , 3 h 0.73±0.04＊#

＊:P<0.01 , vs control;Δ:P<0.01 , vs 100μg L LPS , 1 h group;

#:P<0.01 , vs 10μg L LPS , 3 h group

2.2　内皮细胞 MD-2的表达及 LPS对其的影响

　　用Western blot技术检测了脐静脉内皮细胞 MD-2 的表达 ,

并观察了 LPS 对其表达的影响。结果显示与 MD-2 mRNA的表

达情况相似:内皮细胞本身能明显表达 MD-2 ,用 LPS 刺激后表

达增强 , 于 6 h 达峰值;应用不同浓度的 LPS 刺激细胞后 ,MD-2

表达的增强与 LPS 浓度呈一定的剂量依赖性 ,说明 LPS 也能上

调MD-2的表达(图 1)。

C:Control;1:100μg L LPS , 1 h;2:100μg L LPS , 3 h;3:100μg L

LPS , 6 h;4:100 μg L LPS , 9 h;5:10 μg L LPS , 6 h;6:100μg L

LPS , 6 h;7:1 000μg L LPS , 6 h

图 1　LPS对内皮细胞 MD-2表达的影响

Fig 1　Effects of LPS on the expression of MD-2 in HUVECs by Western

blot analysis

2.3　LPS与血管内皮细胞的结合
　　在无血清存在时 , 10 μg L LPS 与 HUVEC 基本无结合 , 100

μg L LPS 与 HUVEC有少量结合 ,而 1 000μg L LPS 与HUVEC 有

较多结合 ,血清能明显促进不同剂量 LPS 与 HUVEC 的结合 , 尤

其是低浓度 LPS(表 2)。

表 2　不同浓度 LPS和 HUVEC共孵育后荧光强度的变化

(n=3 ,  x±s)

Tab 2　Changes of fluorescence intensity of HUVECs after co-culture

with different concentrations of FITC-LPS by flow cytometry

(n=3,  x±s)

LPS(μg L)
Group

10 100 1 000

Serum-free 0.3±0.078 20.9±2.7Δ 66.2±3.9Δ

5% serum 39.8±2.5＊ 85.6±3.2＊Δ 106.3±3.7＊Δ

＊:P<0.05 , vs serum-free;Δ:P<0.01 , vs 10μg L LPS group
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2.4　TLR4抗体对 LPS与血管内皮细胞结合的影响

　　无血清时 , 1 000 μg L LPS 与 HUVEC 有较多的结合 , TLR4

抗体能显著减少 LPS 与 HUVEC 的结合 , 且减少程度与抗体呈

剂量依赖性(表 3)。

2.5　MD-2在 LPS与血管内皮细胞结合中的作用

　　在无血清时 , 1 000μg L LPS 与HUVEC 有较多的结合 ,MD-2

抗体能显著减少 LPS与 HUVEC 的结合 , 且减少程度与MD-2 抗

体呈剂量依赖性(表 3)。

表 3　不同剂量 TLR4抗体 、MD-2抗体对 LPS和 HUVEC共孵育后荧光强度的影响(n=3 ,  x±s)

Tab 3　Effects of TLR4 monoclonal antibody on the binding of FITC-LPS to HUVECs by flow cytometry(n=3 ,  x±s)

Anti-TLR4(μg) Anti-MD-2(μg)
Control

0.5 1.0 2.0 0.5 1.0 2.0

65.9±0.26 51.1±0.56＊ 36.0±1.87＊ 22.6±1.7＊ 39.5±1.1＊ 25.8±0.23＊ 13.0±0.41＊

＊:P<0.01 , vs control

3　讨论

　　进一步深入研究 LPS 与内皮细胞结合的机制 ,对

阐明 LPS激活 损伤内皮细胞机制和寻找拮抗靶点有

重要意义。由于内皮细胞不表达 mCD14 ,其与 LPS 的

结合依赖于血清的存在。研究表明 ,低浓度 LPS(LPS

<100μg L)与内皮细胞的结合完全依赖于血清 ,高浓

度LPS(LPS≥100μg L)与内皮细胞的结合则部分依赖

于血清 ,而血清能明显促进高浓度 LPS 与内皮细胞的

结合
[ 1 ～ 3]

。本研究用流式细胞仪检测了有或无血清存

在时不同剂量 FITC-LPS与内皮细胞结合的情况 ,进一

步明确 LPS是否能直接与内皮细胞结合以及血清在其

中的作用 。结果显示 ,在无血清存在时 ,几乎检测不到

10 μg L LPS 与内皮细胞的结合 , 100 μg L LPS 与内皮

细胞有少量结合 ,而 1 000μg L LPS与内皮细胞有较多

的结合;5%小牛血清对不同剂量 LPS与内皮细胞的结

合均有明显的促进作用 ,特别是对小剂量 LPS的促进

作用更为显著。大量实验表明 ,在血清中促进 LPS 与

内皮细胞结合的因子是 sCD14和 LBP。在体外培养的

血管内皮细胞 ,如牛血管内皮细胞 、人脐静脉内皮细胞

上清液中 ,如仅加入 LPS 而不加血清 ,LPS不能与内皮

细胞结合 ,也不能激活内皮细胞;加入 LPS 的同时 ,加

入正常人血清或重组的 sCD14 ,能明显促进 LPS 与内

皮细胞的结合;而在加入正常人血清的同时 ,加入抗

CD14单克隆抗体阻断 CD14的功能 ,则能阻断 LPS 与

内皮细胞的结合 ,表明血清中的 sCD14是 LPS结合 、激

活内皮细胞必不可少的因素或环节 。而在加入血清或

sCD14的同时 ,再加入 LBP ,则可增强 LPS 对内皮细胞

的结合和激活 ,表明血清中的 LBP 在 LPS与内皮细胞

的结合中也是一个重要因子。结合本部分实验结果 ,

说明血清在小剂量 LPS与内皮细胞的结合中起着不可

缺少的重要作用 。而大剂量 LPS与内皮细胞的结合仅

部分依赖于血清 ,表现为在无血清时 ,高于100μg L的

LPS能与内皮细胞结合 ,血清仅能对它们的结合起促

进作用 ,提示内皮细胞膜上存在 LPS的其它受体成分 ,

而这种受体在无血清参与的情况下对 LPS的亲和力较

低。由于牛 CD14与人 CD14有较高同源性
[ 4]
,因此我

们用小牛血清进行的实验 ,结果说明牛血清同样能促

进 LPS与内皮细胞的结合 。

近年来的研究表明 ,TLR4是 LPS的受体分子或信

号转导分子 ,在介导 LPS 的信号转导中具有重要作

用
[ 5 ,6]
。关于内皮细胞上的 LPS受体 ,我们实验室以及

Farure均研究发现 ,内皮细胞表达 TLR4 并且介导 LPS

对内皮细胞的激活 损伤 ,是人们长期寻找的内皮细胞

上 LPS作用的受体或跨膜信号转导分子
[ 7 ,8]
。血清中

的 sCD14将其结合的 LPS传递给内皮细胞上的 TLR4 ,

由TLR4将 LPS信号传入胞内 ,但是关于LPS 与内皮细

胞结合的分子机制还远未阐明。因另有研究表明 ,

TLR4与 LPS的亲和力非常低 ,即使加入 sCD14 ,LPS也

不能与 TLR4结合
[ 9 , 10]
,提示在内皮细胞上可能还存在

除TLR4外的其它分子参与 LPS的结合 。

MD-2是一种近年来发现的由 160 个氨基酸组成

的分泌型糖蛋白 ,它能直接与 LPS 结合 , 并通过与

TLR4胞外区结合而定位于细胞表面 ,促进 TLR4 与

LPS的结合
[ 10 ～ 13]

。将 LPS sCD14与仅转染 TLR4 cDNA

的HEK293细胞共同孵育 ,在细胞表面检测不到 TLR4

与 LPS 的结合;而在共转染 TLR4 、MD-2cDNA 的

HEK293细胞 ,不但能检测到 LPS 与 MD-2 的结合 ,而

且亦能检测到 LPS 与 TLR4 的结合;但是对于共转染

TLR4 、MD-2cDNA的HEK293细胞 ,如果仅与 LPS孵育 ,

而不加入 sCD14 ,也只发现极少量的 TLR4和 MD-2与

LPS结合 ,说明 TLR4-MD-2 复合物与 LPS 的亲和力仍

然较低 ,但 sCD14却能明显促进 LPS与 TLR4-MD-2的

结合 ,而 LPS 一旦与 TLR4-MD-2 结合 ,其复合物就相

当稳定 ,其解离常数比 LPS-CD14和 LPS-MD-2的解离

常数低10 ～ 20倍
[ 14]
。本实验显示人脐静脉内皮细胞

自身能表达MD-2 ,同时 ,LPS 能明显上调其表达水平 ,

并呈现一定的时间和剂量依赖关系 。结果初步提示:

MD-2在内皮细胞上有表达 ,并且可能在 LPS对内皮细

胞激活 损伤效应中可能具有重要作用。但关于MD-2
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在 LPS与内皮细胞的结合中到底发挥着怎样的作用尚

需进一步阐明。本研究用 TLR4 、MD-2 单克隆抗体与

内皮细胞孵育后再加入 FITC-LPS ,检测 LPS 与内皮细

胞结合的变化 ,结果显示 ,在无血清时 , 1 000 μg L LPS

与内皮细胞有较多结合 ,而人 TLR4 、MD-2单克隆抗体

分别能阻断 LPS与内皮细胞的结合 ,而且阻断效应与

抗体剂量呈现依赖性 ,表明TLR4 、MD-2 是内皮细胞上

与 LPS结合的主要受体 ,MD-2在 LPS与内皮细胞的结

合中起着重要的作用。但是 ,关于MD-2是如何促进

TLR4与 LPS结合的 ,还需要进一步研究。
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