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抑制胞浆型磷脂酶A2活性对内毒素诱导

人脐静脉内皮细胞分泌瘦素的影响

齐菲颜光涛

【摘要】 目的 通过改变胞浆型磷脂酶A。(cPLA。)的活性，检测细菌脂多糖(LPS)及Ca2+载体A23187

诱导的人脐静脉内皮细胞株(ECV一304)上清液中瘦素(Leptin)水平的变化，探讨在体外炎症状态下cPLAz活

性与细胞分泌Leptin的关系。方法体外培养ECV一304细胞。实验1：将细胞分为空白对照组，LPS 3个浓度

5、10、20}lg／ml刺激组，Ca”载体A23187 3个浓度0．1、1．0、10．0弘mol／L刺激组共7个组，分别作用6、12、

24 h后收集上清渡。实验2：根据实验l结果将细胞分为空白对照组，LPS 20 pg／ml刺激组，cPLA：特异性抑

制剂AACOCF3 3个浓度0．1、1．0、10．0／_￡mol／L与LPS合用刺激组，丝裂素活化蛋白激酶上游激酶1／2

(MEKl／2)抑制剂U0126 3个浓度0．1、1．0、5．0／_tmol／L与LPS合用刺激组共8个组，在LPS刺激前1 h加

入AACOCF3或U0126，LPS刺激24 h后收集上清液。采用放射免疫分析法检测Leptin水平。结果实验1：

随LPS刺激浓度增加和时间延长，细胞释放Leptin浓度逐渐减少，LPS 20 pg／ml组作用24 h后Leptin浓度

(ng／m1)较空白对照组显著下降(O．540士0．109比0．823士0．048，P<O．05)。但A23187对细胞分泌Leptin并

无显著影响。实验2：LPS刺激能使细胞分泌Leptin浓度(ng／m1)明显下降(o．558士0．069比0．825土0．067，

P<O．05)；而用不同浓度AACOCF3或U0126干预后，细胞分泌Leptin的浓度(ng／m1)有所回升，且呈浓度

依赖性(AACOCF3 0．1、1．0、10．0 tlmol／L组分别为0．673士0．135、0．723士0．055、0．797士0．062；U0126

0．1、1．0、5．0 pmol／L组分别为0．698±0．112、0．862士0．184、0．935士0．145)，AACOCF3 1．0／_￡mol／L，

10．0 gmot／L组和U0126 1．0／1mol／L、5。0／1mol／L组Leptin浓度均显著高于LPS 20 pg／ml刺激组(均P<

0．05)。结论 在由LPS诱导的体外炎症状态下，Leptin的分泌与cPLAz的活性具有一定的关系。
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[Abstract]Objective To determine Leptin levels in supernatant fluid of culture of human umbilical

vein endothelial cells(ECV一304)after being challenged by lipopolysaccharide(LPS)and calcium ion vector

A23187，and to explore the possible relation between Leptin release and cytosolic phospholipase A2(cPLA2)

activity in an inflammatory cell model．Methods ECV一304 cells were cultured in vitro．Experiment 1：the

ceils were divided into seven groups：blank control group，LDS 5，10，20 pg／ml stimulation groups，A23187

0．1。1．O。10．0弘mol／L stimulation groups．The supernatants were collected at 6，12 and 24 hours．

Experiment 2l according to the results of experiment l，the cells were divided into eight groups：blank

control group，LPS 20 pg／ml stimulation group，the inhibitor of cPLA2 AACOCF3 O．1，1．0，10．0 pmol／L

plus LPS stimulation groups，the inhibitor of mitogen—actiVated protein／extraceIluIar signal—regulated protein

kinase kinase 1／2(MEKll2)U0126 0．1，1．O，5．0／Llmol／L plus LPS stimulation groups，with AACOCF3 or

U0126 added 1 hour before the addition of LPS，and the supernatants were collected 24 hours after the

addition of LPS．Leptin level was determined by radioimmunoassay．Results Experiment 1：with increase in

LPS concentration and prolongation of time，Leptin release was decreased gradually．After 24 hours of

interaction the concentration of Leptin(ng／m1)in LPS 20／19／ml group was decreased significantly compared

with the blank control group(O．540士0．109 vs．0．823士0．048，P<0．05)．However，A23187 had no

significant effect 012 Leptin release．Experiment 2：LPS rendered cells to release less Leptin(ng／ml：0．558士

0．069 va．0．825±0。067，P<O．05)；by adding AACOCF3 or U0126 in different concentration before adding
LPS rendered the cells to release more Leptin(ng／m1)，and it showed concentration—dependent(the

AACOCF3 0．1，1．0，10．0IJ￡mol／L groupswere 0．673士0．135，0．723士0．055，0．797士0．062，respectivelyI

the U0126 0．1，1．O，5．0／umol／L groups were 0．698士0．112，0．862士0．184，0．935士0．145，respectively)．
The release of Leptin in AACOCF3 1．0 pmol／L，10．0弘mol／L and U0126 1．0 pmol／L，5．0弘mol／L groups
was significantly higher than LPS 20 gg／ml stimulation group(all尸<O．05)．Conclusion There is a

possible relation between Leptin release and cPLAz activity in inflammatory ceils induced by LPS．

[Key words]Leptin； Cytosolic phospholipase A2 I Lipopolysaccharide，Human umbilical vein

endothelial cell
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瘦素(Leptin)是调控体重平衡及能量代谢平衡

的关键激素，由肥胖基因ob受神经一内分泌系统和

能量代谢状况的反馈调节而表达[1≈]。近来研究发

现，Leptin与创伤感染过程及急性应激状态下机体

发生的严重能量代谢失衡有着紧密的联系E3’‘4]。作为

调节机体能量代谢平衡的关键因子，Leptin在炎症

反应中有一定的变化规律，可能对机体发挥一定的

保护作用。胞浆型磷脂酶A：(cPLA：)是炎症反应中

信号转导的“重量级”分子，对花生四烯酸(AA)具

有优先选择性，通过特异性水解过程产生AA和溶

血磷脂，进一步代谢生成前列腺素(PGs)、自细胞三

烯(LT)、血栓素(TX)及血小板活化因子(PAF)而

释放大量炎症介质，导致炎症进一步发生[5。6]，并且

ePLA。与细胞的增殖分化也有密切联系。本实验中

以经细菌脂多糖(LPS)及Ca2+载体A23187诱导的

人脐静脉内皮细胞株(ECV一304)为炎症模型，通过

改变cPLA。活性，观察其对Leptin释放的影响，探

讨体外炎症状态下cPLA。活性与细胞释放Leptin

的关系。

1材料与方法

1．1试剂及材料：ECV一304细胞株由军事医学科

学院六所所赠；DMEM培养基、谷氨酰胺及胰酶均

为美国GIBCO公司产品；类标准胎牛血清为兰州

民海生物工程有限公司产品。LPS、A23187购自

美国Sigma公司；cPLA。特异性抑制剂AACOCF3

购自美国CAYMAN公司；丝裂素活化蛋白激酶上

游激酶1／2(MEKl／2)抑制剂U0126购自美国

CALBIOCHEM公司；人Leptin的放射免疫分析法

(RIA)试剂盒为北京北方生物技术公司产品。

1．2细胞培养：ECV一304细胞培养在高糖DMEM

培养基中，37℃、5％C0：的孵箱孵育，传代4 d。待

细胞铺满培养瓶底，用胰酶消化，收集细胞，用磷酸

盐缓冲液(PBS)冲洗后将细胞悬于上述培养基中，

吹匀后吸取10弘1注入细胞计数板，并在显微镜下

计数，当细胞数为1x105／ml时，以每孔1 ml传代

于24孔板，放入孵箱中过夜。

1．3细胞分组及处理

1。3．1实验1：ECV一304细胞贴壁后，首先分为空

白对照组，LPS 3个浓度5、10、20弘g／ml刺激组及
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Ca抖载体A23187 3个浓度0．1、1．0、10．0,umol／L

刺激组，每组分别作用6、12及24 h后收集上清液

待测。

1．3．2实验2：根据实验1结果将细胞再分8个组

进行处理，分别为空白对照组，LPS 20肛g／ml刺激

组，AACOCF3 3个浓度0．1、1．0、10．0弘mol／L与

LPS 20弘g／ml合用刺激组，U0126 3个浓度0．1、

1．0、5．0 pmol／L与LPS 20弘g／ml合用刺激组。

AACOCF3及U0126均在LPS刺激前1 h加入。每

组6个样本，所注浓度为终浓度。在LPS刺激24 h

后收集上清液，--20℃冻存待测。

1．4上清液中Leptin浓度测定：采用人Leptin的

RIA试剂盒检测，操作按说明书要求进行。细胞上

清样品的测量标准点为0、0．5、1．5、3．0、6．0、12．0、

24．0 ng／ml，测定时细胞上清样品、标准品、兔抗血

清及人125I—Leptin的加样量均为100肛l，充分混匀后

置于4℃温育24 h，各管均加入免疫分离剂500弘l，

混匀后室温反应15 min，4℃离心20 min，弃上清

液，测定沉淀中的计数值并绘制标准曲线。

1．5统计学方法：采用Stata 7．0统计分析软件处

理数据。数据资料如果符合正态分布且样本方差齐，

选用参数统计方法(f检验或单因素方差分析)；如

数据不符合正态分布或样本方差不齐，采用非参数

统计方法(秩和检验)。测量结果以均数士标准差

。士s)表示，P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 LPS及A23187对ECV一304细胞释放Leptin

的影响(表1)：LPS的刺激使细胞分泌Leptin的浓

度随LPS刺激浓度增加和时间延长呈下降趋势，在

20弘g／ml LPS作用24 h后，Leptin浓度与空白对

照组比较差异有统计学意义(P<O．05)。但A23187

对细胞分泌Leptin并无显著影响。

表1 LPS及A23187对人脐静脉内皮细胞释放

Leptin的影响(：士5)

组别
样本Leptin(ng／m1)

敷 6 h 12 h 24 h

空白对照组 6 0．880士0．114 0．855士0．130 0．823士0．048

LPS 5 pg／ml组 6 0．835士0．098 0．787士0．096 0．640士0．082

LPS 10 t．,g／ml组 6 0．815士0．145 0．742士0．104 0．657士0．162

LPS 20 fIg／ml组 6 0．765+0．094 0．702士0．024 0．540士0．109-

A23187 0．1／lmol／L组 6 0．670士0．065 0．673士0．078 0．668士0．082

A23187 1．0,umol／L组 6 0．727士0．112 0．712士0．065 0．762士0．098

A23187 10．0 pmol／L组6 0．740士0．119 0．718士0．117 0．733士0．142

注：LPS：脂多糖．A23187；Caz+载体，Leptin：瘦索l与空白对照

组比较，‘P<O．05
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2．2抑制cPLA。活性对LPS诱导ECV一304细胞

分泌Leptin的影响(表2)：20 pg／ml LPS刺激24 h

使细胞分泌Leptin的浓度明显下降(P<o．05)。在

LPS刺激前1 h应用不同浓度AACOCF3或U0126

后，细胞分泌Leptin的浓度有所回升，且呈浓度依

赖性，其中AACOCF3在1．0 gmol／L、10．0 tLmol／L

及U0126在1．0／卫mol／L、5．0／lmol／L组Leptin浓

度较单纯LPS刺激组均显著升高(均P<O．05)。

表2抑制cPLA。活性对LPS诱导人脐静脉内皮细胞

释放Leptin水平的影响(：士s)

注：cPLA2：施浆型磷脂酶Az，LPS；脂多糖，Leptin：瘦紊，

AACOCF3；ePLA2特异性抑制剂，U0126：丝裂紊活化蛋白

激酶上游激酶1／2抑制剂；与空白对照组比较，8P<O．05}

与LPS 20 pg／ml刺激组比较，6P<O．05

3讨论

近10年来，对调控摄食和体重的特异调节因子

及神经网络的认识已得到了飞速的发展，Leptin是

目前确认的调控肥胖发生的主要调节分子；且近来

的研究发现，Leptin这一由肥胖基因编码广泛存在

于人类及哺乳动物脂肪组织中的蛋白质，在急性炎

症反应中发生了一定程度的变化，对机体发挥一定

的保护作用[7]。且Leptin能够活化单核细胞阳]、T淋

巴细胞，与白细胞介素一Ip(IL一1p)、肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)、C一反应蛋白(CRP)等炎症介质存在相互

作用，因此，Leptin在创伤引起的急性炎症反应过

程中可能起到细胞因子的作用。

本课题组在前期实验中也发现，体外用PAF和

内皮素一1(ET一1)作用ECV一304细胞6 h和24 h

后，细胞上清液Leptin浓度较对照组明显下降[23；

大鼠肠缺血60 min、再灌注损伤30 min后，血清

Leptin水平较实验前显著下降，且随损伤时间延长

呈升高趋势[11；肺部严重感染所致多器官功能障碍

综合征(MODS)、急性心肌梗死(AMI)和心律失常

(AR)患者血中Leptin水平也均较正常对照组明显

增高凹。1。|。这些均提示Leptin可能作为一种炎症细

胞因子在炎症反应中发挥一定的作用。

cPLA：是炎症反应中信号转导的“重量级”分

子，其参与了大量炎症介质(如IL一1p、IL一6等)的释

放过程，在炎症的发生发展中起到了举足轻重的作

用，那么在炎症过程中cPLA。是否也影响到Leptin

的释放呢?本研究结果显示，Ca冲载体A23187对

ECV一304细胞释放Leptin并无显著影响。在革兰阴

性菌感染中，LPS是导致休克发生的至关重要的因

素，它能激活cPLA：，并能导致大量炎症细胞因子产

生。本实验中选用LPS作用于ECV一304细胞制造

体外炎性细胞模型，发现单独用LPS刺激可使细胞

分泌Leptin的浓度明显下降，并在此基础上应用

cPLA。抑制剂，从而观察cPLA：的活性与细胞释放

Leptin的关系。结果显示，在LPS刺激前1 h由低

到高浓度应用cPLA：特异性抑制剂AACOCF3或

MEKl／2抑制剂U0126后，细胞分泌Leptin的浓

度有所回升，且呈浓度依赖性。

分析其原因可能为：①体外用LPS刺激细胞可

模拟体内的内毒素血症，这是由于内毒素血症主要

是由位于革兰阴性菌细胞壁的主要化学成分LPS

引起的。内毒素血症时，机体可发生一系列的病理生

理变化，产生严重的能量代谢障碍。创伤后早期，高

代谢状态使机体处于一种类似饥饿的状态，这种状

态导致Leptin水平的下降n1|，此时产生的大量自由

基对血液循环中的蛋白质也有一定程度的破坏作

用，引起创伤后早期Leptin水平降低。@cPLA：活

化后通过特异性水解膜磷脂产生的AA及其代谢产

物，除具有炎症介质作用外，还参与调节细胞的增殖

分化。研究发现，Leptin在急性炎症反应中对机体

发挥一定的创伤修复作用"]，如在AMI中Leptin

通过减轻炎症反应从而保护心肌[12|，而创伤修复的

最重要环节就是细胞的增殖，当cPLA：的活性被其

特异性抑制剂AACOCF3抑制后，cPLA。促增殖的

作用也被抑制。此时，Leptin可代偿性地分泌增加，

以发挥它对机体的保护作用。③大多数细胞类型是

经丝裂素活化蛋白激酶(MAPKs)信号转导途径活

化cPLA。的，MAPKs是一组广泛分布于胞质内具

有丝氨酸和酪氨酸双重磷酸化能力的蛋白激酶，

哺乳动物的MAPKs主要由细胞外信号调节蛋白激

酶(ERKs)、应激活化蛋白激酶(JNK／SAPK)及

p38MAPK 3个成员组成。现今研究最广泛的级联

反应系统是ERKl／2，而ERKl／2是此途径中传递

有丝分裂信号的关键酶，应用MEKl／2抑制剂抑制

ERK后，作为ERKl／2活化底物的cPLA：，其活性

也受到了抑制，同时抑制了细胞增殖的信号传递途
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径。因此，细胞分泌Leptin可代偿性增加。

目前研究认为Leptin发挥保护作用的主要机

制可能有以下几点：第一，Leptin通过Janus激酶2

(JAK2)的快速磷酸化引发表皮角质细胞增殖。体外

培养的角质细胞受Leptin作用后几分钟，胞质内即

可检测到由第705位酪氨酸残基磷酸化而激活的信

号转导／转录活化因子3(STAT3)的活化。随后，

STAT3转位至细胞核内第727位丝氨酸残基磷酸

化的位点，重新构建为一个具有转录活性的STAT3

转录因子，并促进角质细胞的有丝分裂活性[1引。第

二，Leptin通过与伤口皮肤边缘的Leptin受体亚型

(ObRb)结合激活角质细胞增生，而且在创伤后早期

的伤口渗液中即有大量的Leptin，还可通过旁分泌

或自分泌的反馈效应引发伤口局部皮肤的愈合[1引。

第三，Leptin通过缓解创伤后胃及胰腺血流量的下

降、限制促炎细胞因子IL一1口的释放及促进组织细

胞增生来促进伤后主要器官的修复[1 5|。

综上所述，本实验发现，在体外炎症状态下抑制

cPLA：的活性可使细胞对Leptin的分泌增加，说明

炎症状态下cPLA。的活性与Leptin分泌之间具有

一定的关系。根据文献报道和本课题组前期所做的

工作，可以表明Leptin在炎症创伤时会对机体发挥

一定的保护作用。但对整体环境下cPLA：活性与

Leptin关系的研究还将进一步进行，期望能够通过

改变cPLA。的活性而促进Leptin的保护作用，为临

床创伤修复提供新的治疗思路。
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