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ERK1 2信号通路参与 LPS诱导小鼠腹腔巨噬细胞 iNOS表达的调节

苏踊跃 ,罗向东 ,杨宗城　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨 ERK1 2 信号通路与 LPS 诱导的小鼠腹腔巨噬细胞 iNOS 表达的关系。 方法　采用 RT-PCR和蛋白免疫印
迹方法观察 ERK1 2信号通路特异性抑制剂 PD98059对 LPS 诱导的 iNOS 表达的影响。结果　PD98059能够以剂量依赖方式抑制 LPS

诱导的小鼠腹腔巨噬细胞 iNOS 表达。结论　LPS 诱导小鼠腹腔巨噬细胞 iNOS 表达部分依赖了 ERK1 2信号通路。
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Involvement of ERK1 2 signal pathway in regulation of LPS induced iNOS expression in

cultured murine peritoneal macrophages
SU Yong-yue , LUO Xiang-dong , YANG Zong-cheng (Institute of Burn Research , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 ,

China)

　　Abstract:Objective　To investigate the relationship of extracellular signal-regulated kinase1 2(ERK1 2)signal pathway with inducible nitric

oxide(iNOS)expression in murine peritoneal macrophages(MPM)after LPS inducement.Methods　The effects of PD98059 , a specific inhibitor of

ERK1 2 , on LPS-induced iNOS expression were observed with RT-PCR and western blotting methods.Results　PD98059 decreased the LPS in-

duced iNOS expression in murine peritoneal macrophages in a dose-dependent manner.Conclusion　LPS-induced iNOS expression partly depends

on ERK1 2 signal pathway.
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　　在细胞因子或微生物的刺激下巨噬细胞能分泌许
多免疫效应分子如一氧化氮(Nitric oxide , NO)、IL-12
等 ,从而在宿主抗感染免疫反应中起重要作用 。巨噬
细胞NO的产生主要受诱导型一氧化氮合酶(Inducible
nitric oxide synthase , iNOS)调节 ,但是对于G-细菌 脂多
糖(Lipopolysaccharide ,LPS)诱导巨噬细胞 iNOS 表达的
早期信号事件所知甚少。细胞外信号调节激酶(Extra-
cellular signal-regulated kinases , ERKs)是致分裂原激活
的蛋白激酶(Mitogen-activated protein kinase ,MAPK)的
主要成员之一 ,后者是把细胞外信号传递到核的重要
信号系统 ,ERK信号则被认为是信号转导通路的中枢
部分 ,参与调节细胞骨架 ,细胞生长及分化等

[ 1]
。鉴于

ERK1 2信号在 LPS诱导巨噬细胞 iNOS表达过程中的

作用尚不明确 ,在生长 、修复 、炎症等多种病理生理过
程中发挥重要作用的 ERK信号通路是否参与了巨噬

细胞重要的效应分子 NO生成的调节 ?对此深入地探
讨将有助于我们对巨噬细胞 NO介导的非特异性免疫

反应早期信号事件的认识 。

1　材料和方法

1.1　小鼠腹腔巨噬细胞(Murine peritoneal macroph-ag-
es , MPMs)制备

[ 2]

　　二月龄 C57BL 6J 小鼠由中科院上海生物化学和细胞生物

　　作者简介:苏踊跃(1971-),男 ,辽宁省锦州市人 ,硕士 ,医师 ,主要从事烧伤

内毒素血症方面的研究。电话:(023)68754176

　　收稿日期:2001-11-05;修回日期:2002-02-27

学研究所动物室提供 ,小鼠腹腔注射灭菌的 2 ml 5%巯基乙酸

盐 , 3～ 4 d 后处死 ,剪开腹壁腹膜 , 收集腹腔渗出细胞 , 以丁氏

液裂解红细胞后培养于直径为 9 cm 培养皿 , 培养液为含 10%

FCS的 RPMI1640。37 ℃、5%CO2 孵育 1 h , 去除非粘附细胞 , 用

无血清的 RPMI1640 培养液清洗 3次 , 并更换培养液。

1.2　半定量 RT-PCR
　　MPMs培养于 6 孔板 ,以不同剂量的 LPS处理 6 h , 提取细胞

总 RNA , 研究 PD98059 对 iNOS 表达的作用时 , PD98059 以相应

的剂量在 LPS(100 ng ml)刺激 1 h 前加入。用 TRIzol 试剂提取

细胞总 RNA , 行逆转录。 iNOS 的引物设计参照文献[ 3] , 管家

基因 GAPDH 作为内源性对照 ,引物均由生海生物工程公司合

成 , Taq 酶用 Takara公司产品 , 50 μl PCR反应体系中 , 含 2.5 μl

RT产物 , 50 pmol L iNOS 引物。 PCR反应条件:94 ℃, 45 s;54

℃, 45 s;72 ℃, 60 s , 26 个循环。PCR反应产物以 7%聚丙烯酰

胺凝胶电泳 ,用改良银染法染色[4] , 分子量标准为 Takara 公司

DL2000 ,扫描测定染色带密度并计算目的基因扩增产物与

GAPDH 扩增产物的相对比值。

1.3　蛋白免疫印迹
　　接种巨噬细胞于 6孔板中 , 用不同剂量的 PD98059 预处理

巨噬细胞 1 h , 再用 100 ng ml LPS 刺激细胞 8 h ,检测 iNOS 蛋白

诱导的表达。 用 SDS 载样缓冲液收集细胞总蛋白 , 经 SDS-

PAGE , 电转膜 ,抗体反应(抗小鼠 iNOS 多克隆抗体为 Santa Cruz

公司产品), 最后化学发光法显带。

1.4　统计学处理
　　对蛋白免疫印迹及 PCR产物电泳条带 , 采用 Bio-Rad 公司

的Quantity one 图像分析软件进行定量分析 , 采用 SPSS 统计软

件进行 t检验。
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2　结果

2.1　LPS以剂量依赖性方式诱导 iNOS表达

　　LPS 从 1 ng ml到10μg ml刺激MPMs 6 h的 RT-PCR结果表

明 ,从 10 ng ml起 , iNOS 有表达 , 随剂量增加而增加 , 呈现出剂

量依赖特点。在 100 ng ml时达到高峰 , 之后随剂量增加 iNOS

mRNA表达量变化不明显 , 见图 1A、B , 表明选择 100 ng ml作为

LPS 工作浓度是合适的。

A:Various doses of LPS induced iNOS mRNA expressions;B:Intensities

of bands analyzed with Quantity One scanning software

图 1　LPS诱导 iNOS mRNA表达的量效关系

Fig 1　Dose-effect relation of LPS and its induced iNOS mRNA

expression in MPM

2.2　LPS诱导 iNOS mRNA 表达的时效关系

　　LPS 100 ng ml刺激 MPMs , 观察 iNOS mRNA 的诱导表达与

LPS 刺激时间的关系 , 重复实验结果显示在 2 h 可见 iNOS mR-
NA表达轻度增加 , 4～ 8 h 表达明显增加 , 表达的高峰出现在 4

～ 8 h , 12 h 开始下降 , 见图 2。故后面实验中选取 LPS 刺激 6 h

时相点。

A:LPS induced iNOS mRNA expression at different time points;B:Inten-

sities of bands analyzed with Quantity One software

图 2　LPS 诱导巨噬细胞 iNOS mRNA表达的时效关系

Fig 2　Time-effect relation of LPS induced iNOS mRNA expression

2.3　ERK1 2信号通路的特异性抑制剂对 iNOS mRNA

和蛋白表达的影响
　　3 次以上独立实验表明:以不同剂量的 ERK1 2 通路特异性

抑制剂PD98059预处理巨噬细胞 1 h ,能以剂量依赖性方式抑制

LPS 诱导的 iNOS mRNA 和蛋白表达 ,见图 3A、B。密度分析表明
PD98059浓度为 20 μmol L时可抑制 84.1%的 iNOS mRNA表达 ,

可抑制 90.21%的 iNOS 蛋白表达。 PD98059 浓度为 10 μmol L
时相应的抑制率分别为 41.3%和 64.67%。

A:RT-PCR;B:Western blotting

图 3　PD98059预处理对 LPS诱导的 iNOS mRNA 和蛋白质表达的影响

Fig 3　Effects of PD98059 pretreatment on LPS induced iNOS mRNA

and protein expressions

3　讨论

　　NO是巨噬细胞参与免疫调节和宿主防御反应的重
要效应分子。巨噬细胞 NO 的产生主要受诱导型一氧

化氮合酶(iNOS)调节 ,而 iNOS表达调节的早期信号事

件尚未清楚 ,在同一类细胞中 , iNOS的表达对同一信号
通路的依赖程度也不尽相同 ,显示了其中信号事件的复
杂性

[ 5～ 7]
。本实验探讨了 LPS介导的小鼠腹腔巨噬细

胞 iNOS 表达及 ERK1 2信号通路在其中的作用。
　　我们选择小鼠腹腔原代巨噬细胞 ,首先进行 LPS

诱导 iNOS表达的时效关系和量效关系研究 。结果表

明 ,LPS 能够诱导 C57BL 6J小鼠腹腔巨噬细胞 iNOS表

达 ,并具有显著的时间和剂量依赖效应。LPS 单独刺
激 ,在较小的剂量下即能够诱导 iNOS mRNA 的表达 ,
表达高峰出现在刺激后 4 ～ 8 h ,其后表达量有一逐渐

下降的趋势 。应用 ERK1 2信号通路特异性的抑制剂
PD98059进行预处理的研究中 ,我们发现 LPS 诱导的

iNOS表达在 mRNA 和蛋白水平均不同程度地受到

PD98059的抑制 ,提示在我们的实验体系中 , LPS 诱导

的 iNOS 表达部分依赖 ERK1 2 信号通路的调节。
ERK1 2信号分子是MAPK家族的主要成员之一 ,参与
调节细胞骨架 、细胞生长及分化等 ,是信号转导通路的

中枢部分
[ 1]
。此前研究中 ,我们用抗 ERK1 2磷酸化态

的特异性抗体技术证明 ,小鼠腹腔巨噬细胞在 LPS 作

用下 ,会迅速引起 ERK 磷酸化激活 ,活化的 ERK1 2 ,
进一步引起转录因子活化 , 参与多种细胞因子(如

TNF-α, IL-1 , IL-6 , IL-12)基因表达的调控 ,这种激活
能够被 PD98059特异性抑制

[ 8]
。当然巨噬细胞 iNOS
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表达的信号调节非常复杂 ,涉及多种信号通路以及各
通路之间的对话(Crosstalk), ERK1 2 信号通路与其他
信号通路有怎样的对话 ,ERK1 2通过何种下游转录因
子影响原代巨噬细胞 iNOS 的表达 ,这些都需要更进一
步的研究 。
　　LPS作为 G-细菌的主要毒力成分 ,可以诱导宿主
巨噬细胞 ERK1 2信号通路的活化 ,进而介导 iNOS/NO
的产生 ,这对于病原微生物作用下宿主天然免疫反应
的触发和调节具有重要的作用 。
　　(致谢:本实验在中国科学院上海生物化学和细胞生物学
研究所完成 ,衷心感谢张宗梁教授在实验过程中的指导!)
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经鼻持续气道正压通气治疗阻塞型睡眠呼吸暂停综合征的疗效评估

Evaluation of the therapeutic effect of nasal continuous positive airway pressure on ob-
structive sleep apnea syndrome

路　菊 ,王　璋　　(第三军医大学附属西南医院老年病科 ,重庆 400038)

　　阻塞性睡眠呼吸暂停综合征(Obstructive sleep apnea syn-

drom ,OSAS)是睡眠时因上气道阻塞引发阵发性呼吸暂停或通
气不良的一种综合征。OSAS 是一种具有潜在危险的高发性疾

病 ,由于睡眠时发生低氧血症及高碳酸血症 , 最终可导致心 、
脑 、肺 、内分泌功能紊乱等一系列并发症。 应用经鼻持续气道

正压通气(Nasal continuous positive airway pressure , nCPAP)能有效
消除由于上气道阻塞引起的睡眠呼吸暂停和低通气呼吸 ,使低

氧血症得以纠正 , 白天嗜睡等症状得以缓解 , 且无创 、高效 、可
携机回家长期治疗 ,目前已成为治疗阻塞型睡眠呼吸暂停综合

征(Obsructive sleep apnea syndrom , OSAS)的首选方法[ 1 , 2] 。

1　资料与方法

1.1　一般资料
　　57 例夜间打鼾经多导睡眠图(Night Owl , Polywin 分析系统 ,
USA)确诊的OSAS 患者。男性42 例 ,体重 70～ 100 kg , 平均年龄

(62.6±14.7)岁;女性 15 例 ,体重 55 ～ 65 kg , 平均年龄(67.8±
7.9)岁。所有患者均接受整夜 CPAP治疗 , 时间 5 ～ 8 h ,共计治

疗 5～ 7次。

　　作者简介:路　菊(1964-),女 ,安徽省安庆市人 , 主管护师。电话:(023)

68754601

　　收稿日期:2002-07-10;修回日期:2002-08-16

1.2　方法
　　使用 DEVILB-AutoAdjust LT 8054 睡眠呼吸机 , 治疗时给患

者戴上鼻面罩 ,让患者紧闭双唇 , 安静 、平稳地用鼻腔呼吸。 面
罩要与鼻腔周围的皮肤密切接触 , 以免面罩内的空气逸漏。

AutoAdjust能根据患者有无呼吸暂停 、低通气情况及上呼吸道
阻力的大小等自动调整正压通气的压力。工作压力范围为

0.39～ 1.96 kPa。记录所有患者治疗前及治疗时的 PSG 资料 ,
包括呼吸暂停和低通气指数(AHI)、阻塞型睡眠呼吸暂停(OSA)

次数 、平均呼吸暂停时间(OSAT)、全夜最低血氧饱和度(LS-

aO2)等参数 , 并通过询问患者及陪护人员了解患者治疗前和治

疗时夜间鼾声及晨起后头痛 、口干 、白天乏力等临床表现。

1.3　统计学处理
　　数据用 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

　　治疗前和治疗期间 PSG 参数的变化见表 1。 经 CPAP治疗

后 ,所有患者鼾声消失 , 51 例(89.4 %)白天乏力得到缓解 , 40

例有口干的患者 37 例(92.5 %)症状消除 , 30 例有晨起头痛的

患者2 3例(76.6 %)症状缓解 。43例夜间尿频的患者38例
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