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　　提　要　目的: 探讨内毒素对大鼠肝、肠组织内皮素受体 ( ET R)活性变化及内皮素 A型受体 mRN A转

录表达的影响。方法:选用 Wista r大鼠 30只 ,分为对照组、内毒素组。自左股静脉给予 10 mg /kg内毒素 ,观察

了伤后 3、 6、 12、 24 h 4个时相点肝、肠组织 ETR活性和内皮素 A型受体 mRNA相对含量。结果: 肝、肠组织

ETR的解离常数无明显变化 ,最大结合数伤后 3 h明显降低 ,持续 24 h。内皮素 A型受体 mRN A相对含量均

高于对照组。结论: 内毒素能使肝、肠细胞膜表面 ETR的最大结合数目降低 ;并在转录和翻译水平使内皮素

A型受体合成增加。
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　　内皮素 ( Endothelins, ETs)具有强烈而持久的缩

血管效应 ,血管平滑肌细胞是 ETs作用的主要靶细

胞 ,几乎全身所有血管平滑肌细胞均含有内皮素受体

( Endo thelin recepto r , E TR)
[1 ]

。目前研究表明 , ET R

有 3种亚型 ,分别为 ETA、 ETB和 ETC受体。ETA受体

为内皮素 -1( Endothelin-1, ET-1)选择性受体 ,主要分

布于血管平滑肌细胞 ,参与血管收缩 [2 ]。本实验旨在观

察内毒素血症时大鼠肝、肠 ETR的活性变化 , ETA受

体 mRNA的转录表达。初步探讨 ET R在内毒素血症

时的变化机理 ,并了解 ETR在肝、肠损伤中的作用。

1　材料和方法

1. 1　材料
　　大肠杆菌内毒素 ( O111 B4 )、猪内皮素 -1( Por cine endo the-

lin-1)购自美国 Sigma公司。125 I-ET-1由中国原子能研究院同

位素研究所标记。ETA受体 cDNA由日本国 Ihara教授惠赠。

地高辛标记药盒购自德国宝灵曼公司。

1. 2　动物分组及处理
　　取 Wistar大鼠 30只 ,分为对照组 6只 ,内毒素组的各时相

点各 6只。10mg /kg内毒自股静脉注入 ,分别于伤后 3、 6、 12和 24

h取肝右叶组织、小肠组织 ,测定肝 、肠组织 ET R的活性和

ETA受体 mRNA的相对含量。对照组自股静脉给予生理盐水。

1. 3　肝、肠细胞膜制备 [3 ]及受体结合实验
　 　取 0. 2 g肝、肠组织加 2 ml含 1 nmo l /L EDTA的 0. 25

mo l /L蔗糖溶液 ,充分匀浆后 , 4℃、 10000× g离心 10 min,取

上清。4℃、 100 000× g 离心 1 h,弃上清 ,沉淀溶于 200 μl含 1

nmol /L EDTA的 0. 25 mo l /L蔗糖溶液 , - 70℃保存备用。测

定前调蛋白浓度为 1 mg /ml。125 I-ET-1按递减浓度加样 ,分别为

4. 8、 2. 4、 1. 2、 0. 6、 0. 3、 0. 15和 0. 075 nmol /L,终浓度分别为 1.

6、 0. 8、 0. 4、 0. 2、 0. 1、 0. 05和 0. 025 nmol /L。加样后混匀 , 4℃反

应 24 h,加入含 1 nM EDT A的 0. 25 mol /L蔗糖冷溶液终止反

应。4℃ , 80000× g 离心 30 min,弃上清 ,沉淀在γ计数仪上计

数。计算受体的特异性结合数 ,根据 Sca tcha rd作图 ,利用直线

回归方程求出受体最大结合数 ( Bmax )和解离常数 ( KD)。

1. 4　 RNA提取及斑点杂交
　　采用异硫氰酸胍小量快速提取肝、肠组织总 RN A,严格按

照文献 [ 4]行斑点杂交。杂交结果扫描进入计算机 ,测定灰度积

分 ,以标准品为对照进行计算。

1. 5　实验数据统计分析
　　实验数据用 x-± s表示 ,组间比较用 Student′s t检验统计

分析。

2　结果

2. 1　肝、肠组织 ET R活性变化

　 　图 1为正常肝组织 ETR的 125 I-ET-1的饱和曲线和

Scatcha rd作图。正常肝组织 ETR的 Bmax为 1. 0288 pmol /mg

 P, KD为 0. 0328 nmo l /L。图 2为正常肠组织 ET R的 125 I-E T-1

的饱和曲线和 Sca tcha rd作图。正常肠组织 ETR的 Bmax为

1. 2303 pmol /mg P, KD为 0. 1263 nmo l /L。给予内毒素后 ,随

时间延长 ,肝、肠组织 E TR的 Bmax逐渐减少 , 3 h已明显低于
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对照组 ( P < 0. 01或 0. 05) , 24 h仍明显降低 ( P < 0. 01)。肝、 肠组织 ETR的 KD值均无明显变化 ( P > 0. 05)。见表 1。

图 1　正常肝组织 ETR的 125 I-ET-1的饱和曲线和

Scatchard作图

Fig 1　 Specif ic binding of 125 I -ET-1 on liver

hemogenates and corresponding Scatchard

plot for normal rats KD= 0. 0328 nmol Bmax

= 1. 0288 pmol /mg

图 2　正常肠组织 ETR 的 125 I-ET-1的饱和曲线和

Scatchard作图

Fig 2　 Specif ic binding of 125 I-ET-1 on intestine

hemogenates and corresponding Scatchard

plot for normal rats KD = 0. 1263nmol　

Bmax= 1. 2303 pmol /mg

表 1　内毒素对大鼠肝 ,肠 ETR的影响

Tab 1　 Effect of endotoxin on hepatic and intestinal ETR of rat

Endo toxin group ( t /h )
Con trol

3 6 12 24

Liv er

　 Bmax (bB /pm ol mg- 1 P) 0. 9969± 0. 0155　 0. 7476± 0. 0356** 0. 5590± 0. 0219 0. 4258± 0. 0156** 0. 5826± 0. 0586**

　 KD(CB /nmol L- 1 ) 0. 0328± 0. 0018 0. 0338± 0. 0016 0. 0332± 0. 0014 0. 0324± 0. 0010 0. 0333± 0. 0017

Intes tin e

　 Bmax (bB /pm ol mg- 1 P) 1. 2950± 0. 2070 0. 8810± 0. 1026* 0. 6340± 0. 2109** 0. 5199± 0. 2260** 0. 6226± 0. 2120**

　 KD(CB /nmol L- 1 ) 0. 1309± 0. 0183 0. 1344± 0. 0140 0. 1181± 0. 0173 0. 1281± 0. 0173 0. 1260± 0. 0169

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs contro l g roup

2. 2　肝、肠组织 ETA受体 mRNA相对含量

　　内毒素组肝组织 ETA受体 mRN A相对含量在伤后 3 h较

对照组显著增加 ( P < 0. 01); 6、 12 h增加更加明显 , 24 h仍持

续升高 ( P < 0. 05) ,见表 2。给予内毒素后 ,与肝组织相比 ,肠组

织 E TA受体 mRN A量增加的幅度相对较小 ;但正常肠组织

ETA受体 mRNA量相对高于肝组织 ,见表 2。

表 2　内毒素对大鼠肝、肠 ET4受体 mRNA相对含量的影响 (μg DNA /g RNA)

Tab 2　 Ef fect of endotoxin on ralitive quantity of hepatic and intestinal ETA receptor mRNA(μg DNA /g RNA)

Endo toxin group ( t /h )
Con t rol　　　　　　

3 6 12 24

Liv er 17. 13± 2. 11 57. 96± 11. 51** 86. 35± 16. 01** 95. 50± 13. 24** 27. 93± 3. 05**

In tes tine 38. 43± 3. 86 48. 32± 4. 31** 69. 42± 8. 21** 68. 61± 10. 24** 42. 41± 3. 73

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs contro l g roup
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3　讨论

　　内皮素作为体内最强的缩血管因子 ,广泛分布于

全身多种组织 ,具有广泛的生物学效应
[5 ]

。但是 ,内皮

素必须与靶细胞膜上 ETR结合 ,启动一系列细胞生

化过程 ,才能发挥其生物学效应 [ 6]。本实验结果表明 ,

内毒素血症时 ,肝、肠组织 ETR的亲和力无明显改

变 , ETR的最大结合数目呈逐渐下降趋势 ,伤后 3 h显

著低于对照组 , 24 h虽有所回升 ,仍明显低于对照组。

给予内毒素后 ,肝、肠细胞膜受体最大结合数目减少 ,

可能与内毒素血症时内皮素含量增加有关。Roubert

等
[7 ]
报道 10

- 9
mol /L的 ET-1加入培养的平滑肌细胞

培养液中 ,血管平滑肌细胞膜上 ETR的最大结合数

目降低 50%。内毒素血症时 ,内皮素含量增加 ,与细胞

膜受体结合的数目增加 ,结合部位的受体细胞膜内陷 ,

进入细胞内。因此 ,内皮素水平越高 ,结合受体的数目

就越多 ,细胞膜表面 ETR数目减少就越明显。

　　内毒素血症时 ,肝、肠 ETA受体 mRNA相对含量

明显增加 ,说明内毒素能在 ETA受体 m RNA水平调

节 ETA受体的合成。ETA受体合成增多 ,但 ETR的最

大结合数目 (代表细胞膜表面的受体 )在伤后一直处于

低水平。这可能是机体存在自我调节机理 ,这种受体的

下调作用 ( Down regula tion)可能有利于防止内皮素

产生过强的收缩作用 ,以减轻组织和器官损伤。内毒素

血症时 , ETR的变化和作用机理还有待进一步探讨。
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Effects of endotoxin on endothel in receptor in hepatic and intestinal tis-

sues af ter endotoxemia in rats
Liu Baohua , W en Yayuan, Chen Huisun, W ang Daike, Zhou Jihong , Xiao Nan ( Depa r tment of Genera l Surg ery ,

Daping Hospital, Third M ilita ry Medica l Univ er sity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re th e effec ts o f endo tox in on the activity of endothelin r ecepto r ( ETR)

and the transcription and expression o f endo thelin A recepto r ( ETAR) m RNA in hepa tic and intestina l tis-

sues. Methods: 30 W ista r rats w ere randomized into the endoto xin- tr ea ted g roup and th e cont rol g r oup.

The activ ity o f ET R and relativ e quantity o f ET AR mRNA in hepatic and intestinal tissues we re determined

at the 3rd, 6th , 12th and 24th hour after endo to xin administr ation ( 10 mg . kg- 1 ) . Results: Th e max ima l

binding capacity ( Bmax ) of E TR w as significantly decreased w hile no rema rkable changes of affinity w ere

found in the endo toxin-treated g roup a s compa red w ith the contr ol. The expression o f ET AR mRN A in hep-

atic and intestinal tissues wa s significantly high er in the endo toxin-t reated gr oup than in the contr ol. Conclu -

sion: Endoto xin can decr ea se the Bmax o f ET R on the membrane o f hepa tic and intestina l cells and increase

the synthesis of ET AR mRN A on the lev el of t ransc ription and t ranslation.

　　 Key words　 endoto xin; liv er; intestine; endothelin; recepto r; ra t
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