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血必净注射液对脂多糖诱导大鼠肾脏微血管
内皮细胞组织因子表达的影响及机制探讨

李鑫，马晓春

、(中国医科大学附属第一医院重症医学科，辽宁沈阳110001)

【摘要】 目的 观察血必净注射液对脂多糖(LPS)诱导大鼠肾脏微血管内皮细胞(RMECs)组织因子

(TF)表达的影响，并探讨其可能机制。方法采用胰酶消化法原代培养大鼠RMECs，用Ⅶ因子相关抗原免疫

荧光法鉴定。取生长良好的3、4代细胞，分为对照组、LPS刺激组和血必净治疗组；采用透射电镜观察各组细胞

形态，应用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测细胞内TF mRNA和内皮素(ET)mRNA表达，用免疫荧光法

检测核转录因子一KB(NF—KB)活化程度。结果 与对照组比较，10 mg／L LPS刺激组电镜下可见细胞粗面内质

网和高尔基体空泡变性明显，LPS(1～100 mg／L)刺激组TF mRNA和ET mRNA表达均随浓度增加显著上

调(P<o．05或P<O．01)，NF—KB核移位明显；血必净(12．5、25．0、50．0 g／L)治疗组较LPS刺激组细胞形态明

显改善，TF mRNA和ET mRNA表达均明显减少，差异有统计学意义(P<o．05或P<0．01)，未观察到NF-KB

核移位。结论LPS可呈剂量依赖性诱导TF mRNA和ET mRNA表达；血必净注射液可通过降低TF mRNA

表达来抑制LPS诱导的微血管内皮细胞凝血系统的启动，其保护作用的机制可能与降低ET mRNA表达并抑

制NF—KB活化有关。
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[Abstract]Objective To investigate the effect of Xuebijing injection(血必净注射液)on the expression

of tissue factor(TF)in renal micro—vascular endothelial cells(RMECs)induced by lipopolysaccharide(LPS)

and tO explore the possible mechanisms．Metho凼 RMECs were isolated by means of the trypsin digestion

technique，and cultured 2 tO 4 passages after identification with FVl—related antigen immunofluorescence．The

healthy cells of the third and fourth passages were collected，and they were divided
into three groups：the

control group，the LPS stimulating groups and the Xuebijing treated groups in various dosages·Reverse

transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)was adopted tO measure TF mRNA and endothelin(ET)

mRNA expression in the cells．Immunofluorescence analysis was performed tO evaluate the activation of

nuclear factor—KB(NF—KB)．Transmission electron microscope was applied tO observe the morphology of the

cells．Results Compared with the control group，obvious degeneration of rough endoplasmic reticulum and

golgiosome was observed in the cells that were cultured with 10 mg／L LPS by electron microscope．LPS

(1—100 mg／L)increased TF mRNA and ET mRNA expression significantly(P<O．05 or P<0·01)．NF—zB

apparently translocated from cytoplasm to the nucleus in the LPS stimulated groups．Xuebijing injection

(12．5，25．0，50．0 g／L)significantly decreased TF mRNA and ET mRNA expression(P<O·05 or P<O．01)，

and activation of NF—KB was not observed in the Xuebijing treated groups．Conclusion LPS increases TF

mRNA and ET mRNA expression in a dose—dependent manner．Xuebijing injection inhibits the initial process

of coagulation by decreasing the LPS—induced TF mRNA expression in the micro—vascular endothelial cells·

The possible mechanisms may be related tO the reduction of ET mRNA expression and the inhibition of the

activation of NF—KB．
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脓毒症时炎症介质过度释放与凝血和抗凝系统

紊乱引起的血管内广泛微血栓形成是多器官功能障

碍发生的重要机制。在脓毒症致急性肾损伤(AKI)

的发生发展中，肾脏内皮细胞不仅被激活释放大量

炎症介质，同时也是炎症介质攻击的主要靶细胞n]。

内皮素(ET)是最强烈的缩血管物质，内皮细胞粗面

内质网是ET最重要的合成部位[2]，在应激、休克、

创伤等情况下，ET迅速释放而发挥其效能[3]，ET

含量增加是内皮损伤的重要标志。组织因子(TF)是

启动外源性凝血系统的重要因子，可由激活的内皮

细胞转录合成，而且其启动子区域有调控转录的核

转录因子一KB(NF—KB)样结合位点[4]。能否通过保护

内皮细胞阻断凝血途径的启动来抑制血栓形成进而

保护肾脏功能的研究还未见报道。本研究中以体外

培养的肾脏微血管内皮细胞(RMECs)为模型，观察

血必净注射液对脂多糖(LPS)诱导大鼠RMECs中

TF表达的影响，探讨其可能机制，从而对脓毒症时

肾脏保护治疗提供理论基础和新的方向。

1材料与方法

1．1 RMECs的分离与培养：参照Green的三步梯

度筛网法[51分离肾血管球。选择3～8日龄Wistar

大鼠(由中国医科大学实验动物中心提供)，处死后

开腹取双肾，将肾皮质剪碎置于磷酸盐缓冲液

(PBS)中，收集肾血管球，经消化、离心、加含胎牛血

清的DMEM培养液重悬后将肾血管球置于培养

瓶，C0。培养箱中孵育(37℃)。待细胞融合成单层

时用胰酶和乙二胺四乙酸(EDTA)传代，取生长良

好的3、4代细胞用于实验。

1．2 RMECs的鉴定：倒置显微镜下观察分离培养

的细胞，胰酶和EDTA消化收集细胞，戊二醛固定

后作为透射电镜观察标本。胰酶消化细胞后，将细胞

接种于24孔板中，经PBS清洗3次，多聚甲醛水溶

液(pH值7．4)固定，曲通X一100作用、牛血清白蛋

白封闭后加入1 t 100兔抗鼠Ⅶ因子相关抗原多克

隆抗体、加藻红蛋白(PE)标记驴抗兔IgG、孵育等

步骤后，荧光显微镜下检测。

1．3分组和处理：将细胞分为：①对照组；②浓度效

应组：不同浓度LPS(1、10、100 mg／L)作用24 h；

③时间效应组：LPS(10 mg／L)分别作用0、3、6、12、

24 h；④血必净治疗组：不同浓度的血必净注射液

(12．5、25．0、50．0 g／L)分别在LPS刺激前1 h加入

各组细胞。血必净注射液由天津红日药业股份有限

公司提供。

1．4 TF mRNA和ET mRNA表达检测；①细胞

总RNA提取：按照TRIzol法对各组细胞提取总

RNA，沉淀用焦碳酸二乙酯(DEPC)水稀释后紫外

分光光度计检测吸光度值(A。。。／A。。。比值)和RNA

浓度。②反转录：小离心管(EP管)经DEPC水处理

并高压灭菌后作为聚合酶链反应(PCR)管，反应体

系10肛l。反应条件：30℃、lO min，50℃25 min，

99℃5 rain，5℃5 rain，反应结束后将样品一20℃

保存备用。⑧PCR扩增产物：按Gene Bank提供的

方法、用Primer Premier 5软件设计TF、ET和三磷

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)引物序列，由大连宝生

物公司合成。PCR反应总体系25弘l。TF mRNA目

的片段扩增条件：94℃预变性3 min，94℃变性

30 S，58．1℃退火30 s，72℃延伸30 s，30个循环后

72℃延伸7 min。ET mRNA目的片段扩增条件：

94℃预变性3 min，94℃变性30 s，58．8℃退火

30 s，72℃延伸45 s，32个循环，72℃延伸7 rain。

GAPDH mRNA扩增条件分别与TF mRNA和

ET mRNA一致，且分别与两者同时进行PCR反

应。取PCR反应产物3 pl进行琼脂糖凝胶电泳分

离，以鉴定扩增目的片段大小，凝胶成像仪采集图像

并分析灰度，计算TF、ET与GAPDH的比值，以此

作为各组TF mRNA和ET mRNA的相对表达量。

1．5 免疫荧光法检测NF—KB活化情况：实验分为

10 mg／L LPS刺激组和血必净25．0 g／L治疗组。

1．6统计学分析：实验数据以均数士标准差(z士5)

表示，应用SPSS 13．0软件进行数据处理，行t检

验、SNK—g检验和单因素方差分析(ANOVA)，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 RMECs鉴定：RMECs培养3～4 d后在倒置

显微镜下可见贴壁生长的散在集落(彩色插页图

la)，细胞以多角形或梭形为主；6 d时可见细胞单

层融合铺满培养瓶，呈铺路石状(彩色插页图lb)，

传代后的细胞有相互接触连接形成血管的趋势(彩

色插页图lc)。免疫荧光法检测可见RMECs呈多角

形，胞质Ⅶ因子相关抗原表达呈强阳性，说明分离培

养的细胞为RMECs(彩色插页图ld)。

2．2透射电镜下观察各组细胞形态：透射电镜下可

见对照组RMECs细胞表面有微绒毛，细胞形态良

好，胞质内存在大量粗面内质网和线粒体(彩色插页

图2a)，形态学上符合RMECs具有合成诸多复杂蛋

白质的功能。LPS 10 mg／L作用24 h后细胞失去正

常形态，肿胀明显，核膜皱缩，粗面内质网及线粒体

空泡变性明显(彩色插页图2b)。血必净25．0 g／L
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治疗组细胞形态规则，未见粗面内质网空泡变性，线

粒体空泡变性较LPS刺激组减轻(彩色插页图2c)。

2．3 不同浓度LPS对TF mRNA和ET mRNA

表达的影响(图3)：随着LPS浓度增高，TF mRNA

和ET mRNA表达逐渐上调，与相应对照组比较差

异均有统计学意义(P<O．05或P<O．01)。

置羞1
1 rag／I。 10『『lR／L

LPS浓度

MtMarker；1～4；对照组，LPS 1、10、100 mg／L组}

与相应对照组比较，‘P<0．05，5P<O．01

圈3不同浓度LPS对TFmRNA和ETmRNA裹达的影响

2．4 不同浓度血必净注射液对TF mRNA和ET

mRNA表达的影响(图4)：随着血必净注射液浓度

的增高，TF mRNA和ET mRNA表达逐渐下调，

与LPS刺激组比较差异均有统计学意义(P<0．05

或P<o．01)，但不同浓度血必净治疗组间比较差异

均无统计学意义(P均>O．05)。

劾『If【l霹

2．5 血必净注射液对LPS作用不同时间TF mRNA

和ET tuRNA表达的影响(图5～6)；10 mg／L的

LPS作用3 h时TF mRNA达到高峰，至24 h仍然

处于较高水平，与0 h时比较差异均有统计学意义

(P均<O．05)。血必净25．0 g／L治疗组在6、12、

24 h时TF mRNA表达均较LPS刺激组显著下调

(P均<O．05)，且在3 h时则尤为显著(P<O．01)。

10 mg／L LPS刺激组在3、6、12、24 h时均高水平表

达ET mRNA，与0 h时比较差异均有统计学意义

(尸均<o．05)。血必净25．0 g／L治疗组各时间点

ET mRNA表达均较LPS刺激组显著下调，差异均

有统计学意义(P均<O．05)。

1．

《棚l·
Z矧0．

笔籀o．

鲁鞣

LPS刺激时间(h)

M：Marker；1～4lLPS刺激3、6、12、24 h组；与LPS刺激组比较，

。P<0．05，4P<O．01f与LPS刺激0 h比较，‘P<O．05

图5血必净注射液对LPS刺激不同时间TF mRNA裹达的影响

LPS刺激时间(h)

M：Marker；1～4：LPS刺激3．6、12、24 h组；与LPS刺激组比较，

。P<0．05；与LPS刺激0 h比较，。P<O．05

圈6血必净注射液对LPS刺激不同时问ET mRNA裹达的影响

．．。“，⋯。士．．。。。。麓；，． ⋯～⋯ 2．6 NF一出活化情况(图7)：10 mg／L的LPS刺

№№止erd：山P譬鬟嚣苎鬈净12·5,2。5．0,50．0LPS P<O 05 P<0 0
g几治疗纨茹细胞30 I：：：：端盖磊妊Nf：茹质移翟1与 刺激组比较，。 ． ，4 ．t职习u口凸uv“Ⅲ叫口HJ明业^m盘再列¨‘叫Ⅲ”口B⋯汐出

圈4不同浓度血必净注射液对TF mRNA和ET mRNA裹达的影响 到胞核，血必净25．0 g／L治疗组未见到此现象。
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④：LPS刺激组，⑤血必净25，0 g／L治疗组

圈7各组大■RMECs中NF．墙核移位情况(闻接免疫荧光，×400)

3讨论

目前数据显示，有15％"--20％的重症监护病房

(ICU)患者存在AKI[6]，其中脓毒症所致的约占

50％，半数以上进展为急性肾功能衰竭的患者病死

率接近75％[7]。至今人们对脓毒症AKI发生发展的

机制知之甚少，激活的内皮细胞可以启动炎症和凝

血级联反应，这是脓毒症时包括AKI在内的多器官

功能障碍的中心环节[8]，故抑制内皮细胞活化并保

护其功能的完整性是阻断脓毒症AKI发生发展的

重要途径。

正常血管内皮具有强大的内分泌功能，同时也

是抗原呈递细胞。内皮细胞可以被内毒素等激活，参

与免疫应答和炎症反应的调控过程。内皮细胞也是

炎症介质攻击的重要靶细胞，在兔体内注射LPS

后，可观察到主动脉内皮细胞空泡形成和内皮的剥

离及脱落醴】。肾脏是ET主要的合成场所，当内皮细

胞损伤时，ET大量释放，可作为内皮损伤的标志之

一。本研究显示中等浓度的LPS作用于体外分离培

养的RMECs，其内皮细胞粗面内质网及线粒体空

泡变性明显；并发现LPS可呈剂量依赖性引起内皮

损伤，致ET转录合成增加。说明在LPS的刺激下

内皮细胞的形态和功能均受损。在内毒素等因素的

刺激下，内皮细胞可以诱发表达TF，引起凝血系统

的启动。在灵长类脓毒症动物模型中，TF大量表达

于内皮细胞、中性粒细胞和激活的血小板表面m]。

临床观察显示凝血功能明显异常的患者血清，TF水

平显著升高，并与内皮损伤并存[11。。除此之外，TF

还有信号转导功能，参与炎症反应的病理过程口2。，

说明TF在脓毒症凝血功能紊乱和炎症级联反应中

发挥着重要作用。内毒素和细胞因子引起TF表达

的信号转导途径与NF—KB的活化密切相关，有研究

显示阻断NF一出的活化可以使TF的表达受抑

制[13。。本研究结果与文献报道一致，表明LPS可呈

剂量依赖性诱导RMECs生成TF mRNA，刺激3 h

时TF tuRNA和ET mRNA均达到高峰，且24 h

内持续高水平表达，各时间点之间无明显差异。说明

LPS对微血管内皮的损伤作用强烈而持久。另外，

有研究显示，外源性的TF和FVlia均能作为损伤因

素引起ET的合成增加[14-15]，引起内皮的迸一步损

伤，二者的正反馈作用是LPS诱导内皮损伤的后续

放大效应。

血必净注射液的主要成分是赤芍、川芎、丹参、

红花、当归，具有拮抗内毒素的作用n6。。动物实验表

明，血必净注射液可延长脓毒症大鼠血浆凝血酶原

时间、活化部分凝血活酶时间，从而缓解脓毒症早期

血液的高凝状态，改善微循环[173；除此之外，还可降

低脓毒症早期大鼠肝、肺组织血栓调节蛋白及内皮

蛋白C受体mRNA表达增幅，上调脓毒症后期(术

后48 h)两者的mRNA表达，从而发挥保护内皮细

胞的作用[18。。在临床研究方面，血必净注射液能降

低重度颅脑损伤患者血浆ET水平，降低缺血、缺氧

损害[1妇；亦有研究显示，血必净注射液可缩短创伤

后T淋巴细胞辅助／抑制免疫炎症调节网络紊乱或

抑制的持续时间，调节免疫功能[20。。在本研究血必

净浓度效应实验中发现，25．0 g／L的血必净注射液

能有效维持内皮细胞形态的完整性，并且下调TF

mRNA和ET mRNA表达的作用最明显，说明血必

净注射液并非呈剂量依赖性发挥治疗作用}同时在

时间效应实验中发现，血必净3 h治疗组较LPS刺

激组TF mRNA下降更为明显，说明越早应用血必

净注射液治疗越能更加有效抑制凝血系统的启动。

在随后的6 h、12 h中，血必净治疗组TF mRNA的

转录合成始终处于明显的抑制状态，到24 h达到更

低水平，说明血必净注射液需要早期持续应用才能

达到理想的治疗效果。进一步探讨血必净注射液下

调LPS诱导RMECs表达TF mRNA的机制时发

现，LPS刺激RMECs 30 min后NF一心由胞质向胞

核移位明显，血必净治疗组未观察到此现象，说明血

必净注射液可能通过阻断NF一出的活化抑制其转

录合成。但还有研究显示，LPS诱导TF mRNA表

达还与核转录因子激活蛋白(AP一1)和Spl有关ou。

故血必净注射液的具体治疗作用机制仍需进一步

探讨。

综上所述，血必净注射液能有效抑制LPS诱导

的RMECs活化和损伤，对内皮细胞具有保护作用，

同时可阻断凝血系统的启动，为脓毒症AKI的临床

治疗提供了新的途径。
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第六次全国危重病与机械通气治疗学术交流会暨全国机械通气技术临床应用新进展高级培训班通知

中华医学会继续教育部将于2009年9月中旬在北京召开第六次全国危重病与机械通气治疗学术交流会暨全国机械通气

技术临床应用新进展高级培训班(国家继续教育项目编号2009—03—02—084)，欢迎各级医院有关人员参加征文或报名参会。

会议日期：报到日期2009年9月18日，会期：19—21日。

会议地点：众晶鑫酒店新楼(复兴路26号，解放军总医院正门辅路往东150 m)l电话；010—88272999(总机)。

主要内窖：会议将邀请知名的危重病及机械通气专家就机械通气治疗领域(无创和有创技术)的理论和实践中的新进展、

热点难点问题、不同类型的危重病患者机械通气问题，机械通气治疗关键技术、疑难危重病及肺部疾病诊疗进行重点培训、示

教和深入探讨。授课专家及讲学内容请在中华医学会网(www．crna．org．cn)继续教育栏目查找。

征文内窖与要求：危重病的诊疗，机械通气问题，病例报道等。全文2 000字左右，或600字左右摘要1份，务必注明工作

单位、科室、姓名及邮编。来稿请寄100710北京东四西大街42号中华医学会继续教育部“机械通气会议”粱鸿收。Email：jxjy

@vip．163．c0111，欢迎使用Email发稿(务必注明会议名称)。征文截止EI期：邮局：8月20日前，Email：8月31日前。每位代表

需交纳会务费980元，住宿费150元／d。请于会议1周前办理好报名后直接参会。联系方式：杨桂芳：010—88820399，

51798200；粱鸿：010—85158402，短信报名：13611002300。 (中华医学会继续教育部)
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针刺内关穴对心肌缺血，再灌注损伤大鼠脊髓背角和背根神经节内
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