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脂多糖诱导血管平滑肌细胞分泌白细胞介素一6

及p38丝裂素活化蛋白激酶的调控作用

楚玉峰姜毅张继承任宏生 蒋进皎 孟玫 王春亭

【摘要】 目的 探讨p38丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)信号转导通路在脂多糖(LPS)作用下血管平滑

肌细胞(VSMC)分泌白细胞介素一6(IL一6)中的调节作用。方法将体外培养的大鼠胸主动脉VSMC分为LPS

刺激组、p38MAPK抑制剂SB203580干预组、SB203580对照组和溶液对照组。LPS组以终浓度100弘g／L的

LPS与VSMC共同孵育；干预组VSMC以p38MAPK抑制剂SB203580 10／lmol／L预处理2 h，再加入终浓度

100 99／L的LPS共同孵育；对照组仅以SB203580 10 gmol／L预处理2 h；溶液组仅加入去血清培养液培养。

各组于培养0、3、6、12、24 h后采用实时聚合酶链反应(real—time PCR)和酶联免疫吸附法(ELISA)分别检测

细胞IL一6 mRNA和上清液中IL一6蛋白表达。结果LPS刺激3 h，VSMC中IL一6 mRNA和蛋白表达即出现

明显增高[mRNA(21．3士3．2)×104，蛋白(296．2士19．6)ng／L]，12 h达高峰[mRNA(131．4±11．2)×104，蛋

白(897．7士34．O)ng／L]，24 h有所降低[mRNA(15．3士4．7)×104，蛋白(194．3士24．o)ng／L3，但仍显著高

于溶液组(tuRNA(9．4士1．9)X 104，蛋白(29．4±4．4)ng／L，均P<0．053。干预组3、6、12 h可明显抑制LPS

诱导VsMC中IL一6的分泌[mRNA(15．4±3．6)×104、(43．2±6．6)×104、(56．2士5．5)×10‘，蛋白(180．3士

23．6)、(432．2士56．8)、(546．2士57．9)ng／L，均P<0．053。结论LPS诱导VSMC可明显增加IL一6的

mRNA和蛋白表达，p38MAPK抑制剂SB203580可显著抑制IL一6转录和蛋白合成，表明p38MAPK信号转

导通路可能通过直接或间接作用参与了IL一6的分泌调节作用。

【关键词】白细胞介素一6；p38丝裂素活化蛋白激酶； 脂多糖； 血管平滑肌细胞
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[Abstract]Objective To investigate the regulation mechanism of p38 mitogen—activated protein kinase

(p38MAPK)in interleukin一6(IL一6)expression of vascular smooth muscle cell(VSMC)induced by

lipopolysaccharide(LPS)．Methods Rat VSMCs were divided into LPS group，SB203580+LPS group，

SB203580 group and contr01 group．LPS group was treated with 100 pg／L LPS for 0，3，6，12，24 hours，

SB203580+LPS group was first treated with 10 pmol／L SB203580 for 2 hours and then exposed to 100 ttg／L

LPS for 0，3，6，1 2，24 hours，SB203580 group was pretreated with 10弘mol／L SB203580 for 2 hours．The

level of IL一6 mRNA was determined by real—time polymerase chain reaction(PCR)and IL一6 secretion in the

culture medium was measured by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)at different time points．

Results The expression of IL。6 mRNA and the release of IL一6 were increased significantly in VSMC as early

as 3 hours after being treated with LPS(mRNA：(21．3士3．2)×104，protein：(296．2士19．6)ng／L]，

peaked in 12 hours[mRNA：(131．4士11．2)×104，protein：(897．7士34．0)ng／L3，and the elevation

persisted up to 24 hours after treatment[mRNA：(15．3士4．7)×104，protein：(194．3±24．0)ng／L)

compared with control group CmRNA：(9．4士1．9)×104，protein：(29．4±4．4)ng／L，a11 P<0．053．On the

other hand，the expression of IL一6 was significantly suppressed by p38MAPK inhibitor SB203580 at 3，6，

12 hours[mRNA：(15．4士3．6)×104，(43．2士6．6)×104，(56．2士5．5)×104，protein：(180．3士23．6)，

(432．2士56．8)，(546．2士57．9)ng／L，all P<0．053．Conclusion The release of IL一6 and the expression of

IL一6 mRNA was increased significantly in LPS-challenged VSMC；however，the induetion of IL一6 was

significantly suppressed by p38MAPK inhibitor．p38MAPK may play an important role in the release of IL-6

induced by LPS．

[Key words] Interleukin一6；p38 mitogen—activated protein kinase； Lipopolysaccharide} Vascular

smooth muscle cell
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在脓毒症的发生发展过程中，白细胞介素一6

(IL一6)是启动炎症反应的关键细胞因子，又称前炎

症细胞因子[1]，被认为与脓毒症的严重程度和高致

死率密切相关F2]。目前IL一6的相关研究多集中于内

皮细胞，而同样作为重要炎性细胞的血管平滑肌细

胞(VSMC)是否也具有分泌IL-6的作用，以及通过

何种机制调节IL一6分泌，国内尚未见研究报道。本

研究中以脂多糖(LPS)诱导VSMC，观察其对IL一6

分泌的影响，并探讨p38丝裂素活化蛋白激酶

(MAPK)信号转导通路在该过程中的作用，以期对

明确脓毒症的早期致病机制提供理论和实验依据。

1材料与方法

1．1 VSMC的分离培养：8周龄雄性SD大鼠(购

自山东大学实验动物中心)，体重150～200 g，断头

处死后分离胸主动脉，用组织贴块法培养VSMC[3]。

实验采用3"5代细胞。

1．2实验分组及处理：细胞用胰蛋白酶消化传代，

以细胞数2×104个／孔接种于96孔板，将细胞分成

4组，每组4孔，重复实验3次。@LPS组：以终浓度

100 tLg／L LPS加入去血清培养液中与VSMC共同

孵育；②干预组：以p38MAPK抑制剂SB203580

10 gmol／L预处理2 h，加入含终浓度100 ttg／L的

LPS去血清培养液培养；③对照组：仅以SB203580

10 t,mol／L预处理2 h；④溶液组：仅加入去血清培

养液培养。各组细胞分别培养0、3、6、12、24 h并进

行指标检测。

1．3细胞总RNA抽提及逆转录反应：TRIzol试剂

提取细胞总RNA，预冷磷酸盐缓冲液(PBS)洗细胞

3次，每孔加TRIzol 1 m1，细胞裂解后加三氯甲烷，

混匀后静置，离心沉淀，乙醇洗涤，干燥后加焦碳酸

二乙酯(DEPC)处理的双蒸水，同时加RNA酶抑制

剂。鉴定RNA纯度，进行逆转录，反应程序为37℃

水浴1 h，95℃热变性5 min，以管家基因p肌动蛋

白(p-actin)，取逆转录cDNA 1弘g进行聚合酶链反

应(PCR)，合成的cDNA于一20℃储存备用。

1．4细胞中IL一6 mRNA表达测定：根据GeneBank

数据库公开发表的基因序列设计IL一6和内参基因

pactin引物，采用实时PCR检测IL一6 mRNA表

达。反应条件：95℃预变性300 s；95℃20 S，60℃

退火和延伸45 s，40个循环，以SYBER Green荧光

染料在延伸结束后采集数据。取PCR产物测序，确

认扩增成功。确定各样本中目的基因和内参基因荧

光信号达到阈值时所经历的循环数，即Ct值，根据

公式ACt(样本)=目的基因Ct值一内参基因Ct

值，2一△c7即为样本目的基因的相对表达量。

1．5各组细胞上清液中IL一6含量测定：采用酶联

免疫吸附法(ELISA)，操作按试剂盒说明书进行。

1．6统计学分析：数据以均数±标准差(z士s)表

示，采用ANOVA方法进行统计分析，组间比较采

用SNK检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1各组VSMC中IL-6 mRNA表达(表1)：LPS

诱导VSMC 3 h，IL一6 mRNA表达较溶液组即明显

升高，且具有时间依赖性，12 h达高峰，24 h表达降

低，但仍较溶液组明显增高(均P<O．05)。，与LPS

组比较，干预组3、6、12 h IL一6 mRNA表达均被明

显抑制(均P<O．05)，12 h抑制作用最显著；对照组

各时间点IL一6 mRNA表达无明显变化，与溶液组

比较差异均无统计学意义(均P>O．05)。

2．2各组VSMC中IL一6蛋白表达(表2)：LPS诱

导VSMC 3 h，IL一6蛋白水平较溶液组即有明显增

高，且具有一定的时间依赖性，12 h达高峰，24 h表

达降低，但仍较溶液组明显增高(均P<o．05)。与

LPS组比较，干预组3、6、12、24 h IL一6蛋白表达水

平明显降低(均P<o．05)，12 h抑制作用最为显著；

对照组IL一6蛋白表达无明显变化，与溶液组比较差

异均无统计学意义(均P>0．05)。

3讨论

脓毒症是由感染引发的全身炎症反应，以大量

细胞因子和炎症介质释放为显著特征，IL一6、肿瘤坏

表1 SB203580干预LPS诱导VSMC的IL一6 mRNA及IL一6蛋白表达的作用(；士s)

样本 IL一6 mRNA(x 104) IL-6蛋白(ng／L)组别——————————————————————_———————————————————————一
数0 b 3 h 6 h 12 h 24 h 0 h 3 b 6 h 12 h 24 h

注：SB：SB203580，即p38丝裂素活化蛋白激酶抑制剂；LPS：脂多糖，VSMC：血管平滑肌细胞，IL一6：白细胞介素一6；与本组前一时间点比

较，3P<0．05；与溶液组比较，6P<0．05；与LPS组比较，。尸<o．05
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死因子一a(TNF—a)等被称为前炎症细胞因子[4]，是

启动全身炎症反应的关键细胞因子，炎症启动后可

导致“瀑布样”反应，激发机体产生大量继发性炎症

介质[5-6]，可进一步发展为多器官功能障碍综合征

(MODS)[7]。因此，明确前炎症细胞因子的分泌、调

节机制对脓毒症的早期防治具有重要意义。

研究显示IL一6可诱导急性相蛋白合成，对炎性

细胞具有直接激活和毒性作用口]，并且IL一6的高表

达对脓毒症发展为MODS具有一定的预测价值Fg]。

本研究结果显示，LPS诱导大鼠VSMC 3 h即出现

IL一6 mRNA和蛋白表达水平明显增高，且呈现出一

定的时间依赖性，于12 h表达达峰值，24 h明显降

低，但仍较溶液组显著增高。表明经LPS诱导

VSMC早期即可明显增强细胞IL一6的转录水平，并

进一步导致IL一6的蛋白合成明显增加，且该作用可

延续至24 h以上。该结果与Yang等n0|、Son等111]

的研究结论相一致。Yang等[10]进一步对人冠状动

脉VSMC进行了检测，发现LPS刺激体外培养的

人VSMC 6 h同样会增加IL一6的转录和蛋白合成。

本研究中VSMC对LPS刺激所表现出的敏感性与

相关研究中巨噬细胞[12|、内皮细胞[1副等的反应相类

似。提示VSMC在内毒素性炎症反应早期与巨噬细

胞、内皮细胞可能具有同样的重要性，炎症反应早期

即可导致VSMC受损，大量释放前炎症细胞因子

IL一6，进而与脓毒症疾病进展关系密切。

MAPK是介导多种细胞因子从受体激活到效

应因子产生过程中的重要信号分子，其家族成员

p38MAPK主要参与细胞的应激反应[1 4|。因此，本

研究中选择p38MAPK特异性抑制剂SB203580对

培养的VSMC进行预处理，继而加入LPS诱导

VSMC，观察其是否影响IL一6的tuRNA和蛋白表

达，以明确p38MAPK信号转导通路是否参与了

LPS诱导VSMC的IL一6分泌过程。研究结果显示，

体外培养的VSMC若不加入LPS诱导，仅以

p38MAPK特异性抑制剂SB203580预处理2 h，

VSMC的IL一6 mRNA和蛋白表达与溶液组相比并

无明显差异，提示在无刺激因素作用时，VSMC的

IL一6仅处于低转录水平，且蛋白表达也较少，

p38MAPK信号转导通路对IL一6的转录和分泌无

明显作用；但由LPS诱导VSMC后用SB203580干

预细胞，在不同时间点均可明显抑制IL一6 mRNA和

蛋白表达，且差异显著。表明抑制p38MAPK信号

转导通路可显著抑制LPS诱导VSMC中IL一6的转

录和蛋白合成。提示p38MAPK信号转导通路可能
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参与了调节IL一6转录和蛋白合成，该结论与Son

等[1u的研究结果一致。本研究表明，通过抑制

p38MAPK通路可明显抑制VSMC生成IL一6，提示

p38MAPK信号转导通路可能通过直接或间接作用

参与了IL一6的分泌调节机制，并可能进一步参与介

导内毒素性早期炎症反应。

本研究中虽然发现VSMC可能是脓毒症炎症

反应的早期受累细胞，并可早期大量释放IL一6，但

IL一6对于自身分泌细胞和其他细胞的作用及相关

功能影响并未涉及，有待于进一步探讨。另外，有研

究表明，LPS可并行激活细胞的多种信号转导通

路，仅就MAPKs通路即包括p38、细胞外信号调控

激酶(ERK)、c-Jun氨基末端激酶(JNK)等多种亚

途径[15。“。本研究中仅就p38进行了初步研究，而

且，细胞因子的调节机制又相当复杂，除受到信号转

导通路的调节外，其生物合成尚受到其他细胞因子

的直接或间接调节。Yang等[103的研究发现，通过对

细胞表面Toll样受体4(TLR4)和CDl4的调节，也

会影响VSMC的IL一6生成。所以，若要真正明确

IL一6的调节机制，尚有待于大量的深入研究。
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·启事·

国家级继续医学教育项目“危重病基础生命支持学习班”第一轮通知

重症医学涉及范围广，牵涉学科多，涵盖领域多，这就对危重病从业医师提出了更高的要求。因此，规范化、专科化的培养

显得尤为重要，而基础生命支持项目更是其中最重要的一环，是所有从业人员必须掌握的基本技能，在全世界尤其是发达国

家广受推崇，都纳入到准入培训甚至相关专业人员培训中。

我国危重病学科建设起步晚，专科从业人员少；往往来自不同学科，从业人员水平参差不齐，很多未经过系统的专科培

训。为了解决实际问题和改善现状，经批准，上海市第一人民医院危重病科拟于2010年6月23日至27日在上海举办国家级

继续医学教育项目“危重病基础生命支持学习班Ⅵ项目编号：2010—10一00—023(国)]。

本学习班邀请著名学者传授危重病诊治的规范化知识、理论和技能，传播该领域的最新理念和论点。主要内容包括：重症

患者的评估和监测，气道管理的进展及误区，创伤的基本支持，规范化救治危重病输液、输血管理，危重病患者感染、镇静镇

痛、CRRT的运用以及危及生命内环境紊乱的诊断及救治等内容，对提高专业水平有很大裨益。现将相关事宜通知如下。

时间：2010年6月23日至27日。

地点；上海市第一人民医院(上海市虹口区海宁路100号)。

学分：学习合格者授予国家级继续教育I类学分10分。

费用：学费600元／人(含资料和证书费用)，食宿统一安排，费用自理。

联系人：陆健(021—37798522，15921216558，Email：lujian@live．en)l王瑞兰(021—37798522，13917138008，Email：

wangyusun@hotmail．tom)；传真：021—37798529。

(上海市第一人民医院危重病科)

授课教授名单及授课内容：①危重症患者的识别和评估(上海交通大学附属瑞金医院陆一鸣教授)；②脓毒性休克微循环

障碍的诊断及治疗(上海长征医院林兆奋教授)；③危重患者机械通气应用策略(上海市第一人民医院俞康龙教授)；④重症监

护病房多重耐药细菌治疗策略(上海市第一人民医院周新教授)；⑤围手术期危重患者输血、输液策略(上海市第一人民医院

郑毅教授)；⑥危重患者内环境紊乱的诊断与治疗(上海市第一人民医院王瑞兰教授)；⑦危重患者血液净化措施的选择及液

体管理(上海市第一人民医院于青教授)；⑧危重患者镇静镇痛措施的实施(上海中山医院朱杜明教授)；⑨危重患者肠道功能

障碍的诊断与救治(上海长征医院陈德昌教授)；⑩心肺复苏争论的焦点(上海市第一人民医院贡伟教授)；⑧严重创伤基本支

持和规范化救治(上海市第一人民医院俞康龙教授)；⑩威胁生命感染的诊断及抗微生物治疗的选择(上海市第一人民医院王

瑞兰教授)；⑧危重患者的气道管理(上海市第一人民医院田锐医生)，⑩危重患者的监护(上海市第一人民医院吴俊梅医生)；

⑩危重病例讨论及诊疗技能演示(上海市第一人民医院金卫医生)。

“危重病基础生命支持学习班”报名回执

回执须知：请认真填写(复印有效)，并于2010年5月15日前邮至lujian@live．ca或寄至上海市松江区新松江路650号

上海市第一人民医院南部危重病科陆健收，邮编201620。同时在信封(或邮件标题)标明“学习班报名”字样，我们会在收到

后尽快与您联系，届时再向报名者发第二轮正式通知。

万方数据


