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实验研究
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山莨菪碱对血管内皮细胞组织因子和纤溶酶原
激活物抑制剂1表达的影响及其机制研究

阮秋蓉1 宋建新2 邓仲端1 瞿智玲1

摘要 目的 通过研究山莨菪碱对内毒素脂多糖(LPS)致血管内皮细胞组织因子(TF)和纤溶酶原激

活物抑制剂l(PAI—1)表达的影响，探讨山莨菪碱治疗感染性休克的机制。方法 用酶消化法培养人脐静脉

内皮细胞(HUVE(、)；ELIsA方法检测HuVEC条件培养液PAI—l蛋白量：用一步凝固法检测HUvEC TF

活性；N()九hrn 1)l()t检测HUVEC TF和PAI—l的mRNA表达；为了评估上述作用是否通过NF—fcB途径而转

导，用电泳迁移变动检测法(EMSA)检测HUVEC核提取物NF—KB DNA结合活性。结果 LPS能使HU—

VE(、PAI—l蛋白和TF活性及其n1RNA表达显著增强，加入山莨菪碱后，LPS的这种作用明显减弱，并与山

莨菪碱呈量效关系。山莨菪碱能完全阻止LPS致内皮细胞核提取物NF—KB DNA结合活性。结论 山莨菪

碱治疗感染性休克的机制之一可能是通过拮抗LPS致HUVEC TF和PAI一1的表达。而且这种拮抗作用可

能通过NF—KB途径来转导。，

关键词 山莨菪碱；内毒素；血管内皮细胞；组织因子；纤溶酶原激活物抑制剂1；核因子一fcB
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ol】jectiVe To explore the nlechanism of anisodamine in treating infectious shock through studying effect of

anisodanline on endotoxin lipopolysaccharide(LPS)induced expression of tissue factor(TF)and plasminogen

activat()r inhibitor type l(PAI一1)in vascular endothelial cells(EC)．Methods Human umbilical vein endothe—

lial cells(HUVE(、)were cultured by trypsin digestion method．PAI一1 was measured in the conditioned medium

of HUVEC by a specific enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)，whereas TF activity was measured in

the lysates。f these cells by using a single step clotting assay．Specific mRNA expressions were determined by

Northern blotting．In order to eValuate a possible contribution of the nuclear factor—kappa B(NF—fcB)pathway

on the Iransductive effects observed，electrophoretic mobility shift assays(EMSA)were performed using nuclear

extracts fr【)m HUVEC and NF—KB binding oligonucleotides．Results LPS could significantly strengthen the ex—

pression of HUVEC PAI—l protein and TF activity and its mRNA，this effect of LPS could be markedly weak—

ened after adding Anisodamine dose—dependently．Anisodamine could also completely block the LPS induced NF—

KB DNA binding activity in nuclear extracts from HUVEC． Conclusion The possible mechanism of aniso—

danlille in trea“ng infectious shock may be through antagonizing LPS induced HUVEC TF and PAI—l expres—

sion，a11d the antagonism might be，at least partially，transduced by path of NF—IcB．

Key words anisodamine； endotoxin； Vascular endothelial cell； tissue factor； plasminogen activator in—

hibitor【ype 1；nuclear factor—KB
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格兰氏阴性菌产生内毒素脂多糖(1ip。pOlysacc—

h撕de，LPS)引起的感染性休克是一种非常危险的临床

现象，其病死率可达50％～80％⋯引。LPS通过刺激某

些细胞因子的释放，激活凝血纡溶和补体系统，而导致

弥漫性血管内凝血(DIC)b’43。在感染性休克病理过程
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中，除单核细胞外，内皮细胞(endotheial cell，E(：)是LPS

的主要靶细胞。IJs直接或间接作用于内皮细胞，使之

过度表达组织因子(tissue fator，TF)、纤溶酶原激活物抑

制剂1(plasnlillogen activator inhibitortype—l PAI一1)及黏

附分子等细胞因子，而使其凝血活性增加¨’⋯。

【jj茛菪碱(anisodamine，Ani)具有活血化瘀，降低

血液黏滞性，抗血栓形成等作用"。。临床上广泛应用

于抗感染性休克，能显著降低感染性休克的病死率，还

能改善患者的微循环。本研究对山莨菪碱抗感染性休

克的机制进行研究，探讨其是否拮抗LPs致Ec的TF

和PAI—l表达，而抑制LPS对EC的激活，以及这种拮

抗作用是否通过核因子一KB(unclear facto卜kappa B，

NF—KB)途径来转导，为其临床应用寻找实验依据。

材料与方法

1 细胞培养用酶消化法分离新鲜脐带的人脐

静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells，

HUVE(、)㈧3种于明胶包被的75cm2培养瓶，置37℃、

5％(、()，培养箱内静置培养。培养液为含20％胎牛血

清(F13s)、50ng／L内皮细胞生长添加剂(endotheliai

cell growth supplement，EC(；S)和0．005u／L肝素的

M199(Signla公司产品)。待HUVEC融合后，以l：3

的比例传代培养。细胞呈典型铺石样形态。实验所用

细胞为2～3代。

2 内皮细胞条件培养液的制备 待生长于24

孔板内HUvEC融合后，用Hank’s平衡盐溶液洗2

次，换成禽1．25％FBS、50ng／L ECGS的M199，每孔

0．5nll。实验分为：(1)对照组：不加实验药物；(2)I。PS

组：加入Inlg／I。LPS；(3)山莨菪碱组：加入100mg／L

山莨菪碱；(4)LPS加山莨菪碱组：同时加入lmg／L

LPS和不同浓度山茛菪碱(10、100、500nlg／L，国家药

物和生物制剂研究所)，37℃培养箱内继续孵育18h。

另将实验分为(1)对照组：不加实验药物；(2)LPS组：

加入lnlg／L LPS；(3)LPS加山莨菪碱组：同时加入

lnlg／L LPs和100mg／L山莨菪碱，37℃培养箱内继

续孵育6、12、18、24h，分别收集各组细胞培养上清液，

离心去除细胞碎屑，贮存于一70℃待用。用细胞计数

器计量每孔细胞总数。

3 条件培养液中PAI一1和组织型纤溶酶原激活

物(tissue pIasminogen activator，t—PA)抗原含量的测

定 用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测各组HUVEC

条件培养液中PAI一1和t—PA的抗原含量。所用抗体

为兔抗人PAI．1和t．PA的单克隆抗体(Technoclone，

奥地利)，方法按药盒说明书进行。实验结果进行方差

分析。

4 TF活性检测 待生长于24孔板内HUVEC

融合后，用Hank’s平衡盐溶液洗2次，换成含1．25％

FBs、不同浓度山莨菪碱(10、50、100mg／L)和(或)

1mg／L LPs的M199，孵育4h。然后用PBs洗3次，

每孔加人200肚l凝血缓冲液(12mmol／L醋酸钠、

8mmol／L戊巴比妥钠、130mmol／L氯化钠，pH 7．4)，

刮下细胞，加入100肛l健康人血清和100弘l 20mmol／L

CaCl，，用凝血计测量凝血时间，与标准曲线比较，即检

测出每孔HUVEC的TF活性。若在细胞溶解物中加

入兔抗人TF抗体(100弘g／ml，美国)，凝血活性则完全

阻断，说明细胞溶解物中的凝血活性可代表TF活性。

实验结果进行方差分析。

5 Northern blot 待生长于75cm2培养瓶HU—

VEC融合后，用Hank’s平衡盐溶液洗2次，换成含

1．25％FBS、50ng／L ECGS的M199。按以上试验同

样分为4组，分别加或不加lmg／L LPs、100mg／L山

莨菪碱，继续温育2h或18h。用异硫氰酸胍方法提取

各组细胞总RNA。各RNA样本经1．2％凝胶电泳后

转移到Duralon—uVl。M尼龙膜上(Stratagene，美国)，

57℃条件下预杂交2h，然后换成含109cpm／L d一32P标

记cDNA探针的新鲜杂交液(50mmol／L PIPES、

100mmol／L NaCl、50mmol／L磷酸钠、lmmol／L ED—

TA、5％SDS)，57℃杂交过夜。杂交膜在室温下用5％

SDS，1×SSC洗10min，再于57℃下用同样溶液洗3

次。置杂交膜于暗盒，用xAR一5x线片于一70℃下自

显影12～48h∽。。自显影图像用密度仪扫描，测量各

杂交带相对吸光度，以衡量各组细胞特异mRNA表达

强度。杂交膜经煮沸的0．5％SDs水溶液处理后用于

再杂交。本实验所用探针为3．2kb和2．2kb人PAI一1

的cDNA探针及人TF的cDNA探针(维也纳大学，奥

地利)。再杂交探针为鼠GAPDH的cDNA探针。探

针用随机引物法按药盒说明书进行标记(Boehringer，

德国)。

6 电泳迁移变动检测(electrophoretic Hmbmtv

shift assay，EMSA) 将生长于15cm×15cm培养瓶

的融合HUVEC培养于含1．25％FBS的M199 16h，

继用1mg／L LPS和(或)100mg／L山莨菪碱刺激4h。

然后按文献¨叫方法分别提取各组细胞核成分。其蛋

白含量按微量蛋白检测药盒说明书(Microassav Proce—

dure，Biorad laboratories GmbH，德国)进行检测，用高

纯度牛血清白蛋白(Boehringer，德国)作为标准品。

NF—KB寡核苷酸探针(维也纳大学，奥地利)用

a32P(3000 Ci／mmol，Amershm)按药盒说明书进行末
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端标i止和纯化(}jc，ehringer，德国)。蛋白与弛P标记的

NF—KB寡核苷酸探钊‘在下列反应液中室温下作用

3()min：5flg核蛋白样本，100ng／L poly(dI—dC)，

20nml()l／L HeDes，l nmlol／L EDTA，5 nlmol／L Mg—

Ch，50nlnl()l／L KCl，l mmol／L DTT，10％Glycerol和

5×109 cDnl／L 32I，标}已的NF—KB探针。竞争组中，用

LPS组的核蛋白作样本，在加入32P标记的NF—KB探

针前，先加入l()()倍未标记的NF—KB探针。然后将反

应液点样于5％聚丙烯酰胺凝胶上(30：1 acrylanlide to

bisacrvlanlide)，15【)v电泳约2h，电泳缓冲液为0．5×

T13E(45nmlol／I。Tris小orate，1 nlmol／L EDTA)。然

后f二胶，一70t、放射自显影于X线片上。

结 果

1 条件培养液中PAI—l和t—PA抗原含量的测

定 见表l。培养的HUVEC经lmg／I，LPS作用

18h，其条件培养液PAI一1抗原含量明显增加，与对照

组比较差异有显著性(P<0．01)；LPS和山莨菪碱同

时作用于HuvEc时，在一定浓度范围内，山莨菪碱对

LPS诱导HuvEC PAI一1表达的抑制作用随其浓度的

增加而增强，山莨菪碱单独作用于HUvEc，则对其

PAI一1抗原含量影响不大。结果显示，t—PA的抗原含

量不随nJ莨菪碱的作用而有明显变化。

表1 I{uvFc条件培养液PAI．1和t—PA抗原含量及

I{UVFC的TF活性 (，f=9，．i±s)

7ii：‘j Ll’S绀比较．”j’<0．05．一P<O．01

2 山莨菪碱对HUvEC作用的时效关系 见表

2。HUvEC经1mg／L LPS和100mg／L山莨菪碱作

用后，在一定时间范围内，山莨菪碱对LPS诱导HU—

VEc PAI一1分泌有明显的抑制作用，且随时间的延

长，这种抑制作用增强。

表2 山莨菪碱对HUVEC PAI—l作用的时效

关系 (ng／105个细胞，n=9，骨±s)

3 PAI一1 mRNA表达 见图1。Northern blot显

示LPs可诱导HUvEC表达PAI一1 mRNA，其PAI—l

相对吸光度值为对照组的284％；山莨菪碱能抑制

LPS诱导HuVEC表达PAI—l mRNA，其吸光度值为

LPS单独处理组的24％。Northern blot结果与

ELISA结果基本一致。

PAI一1

Contml LPS Ain LPS加A”

3．2kb

2．2kb

GAPDH

图1 HUVEC PAI—l和GAPDH Nonhem印迹

注：Contml：对照，LPS：内毒素脂多糖，Ani：山莨菪碱；LPS

组HLVEC PAl一1 mRNA表达明显强于对照组，LPS加山莨菪

碱组PAI一1mRNA表达明显弱于LPS组。

4 TF活性及mRNA检测 未经刺激的HU—

VEC中，只能检测到微弱的TF活性[对照组：(0．52±

0．02)mU／106个细胞]；经1”g／ml LPS作用4h，HU—

VEC的TF活性约增强20倍[LPS：(10．12±3．20)

mu／106个细胞]；当山莨菪碱与LPs同时作用于

HuVEC，其TF活性在一定范围内，随山莨菪碱浓度

增加而降低，山莨菪碱浓度增至100mg／L时，HUvEC

的TF活性接近对照组[(0．55±0．02)mU／106个细

胞]；而山莨菪碱单独作用于HUVEC，并不影响其TF

活性(见表1)。山莨菪碱的这种作用同样表现在mR—

NA水平。山莨菪碱与LPS共同刺激HUvEC 2h，

HuVEC TF mRNA表达明显低于LPs单独作用组

(见图2)。

5 EMSA结果 见图3。对照组和山莨菪碱单

独作用组HUVEc细胞核蛋白中未检测到NF—KB

DNA结合活性；但经LPS刺激后，细胞核蛋白NF—KB

DNA结合活性显著增强；当LPs和山莨菪碱同时作

用于HUVEC，其细胞核蛋白NF—KB DNA结合活性则

完全被抑制。在加入未标记NF—KB探针竞争组中，细

胞核蛋白NF。IcB DNA结合活性未能被检测到，说明

此EMSA系统是成功的。
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TF GAPDH

Confro

LPS

图2 HUVEC TF和GAPDH Nor【hern印迹

注：(：㈣l“)l：刈照，I．})s：内海素脂多糖．Ani：l|J蓖菪碱；l。PS

n¨A11i}I¨IUVEC TF i11R、A表达明显低于LPS组

NF—KB

I．PS I。PS加Ani Ani C()ntml Connol LPS

图3 EMSA检钡0 HUVEC核提取物NF—KB DNA

结合活性

}}：：C()11Irol：对照，LPs：内毒索脂多糖，Ani：山莨菪碱。对

照组、⋯良若碱维和LI’S加山莨若碱组HUVEC细胞核蛋白中

未榆测到、F—K B D、A结合活性；LPS组细胞核蛋白NF—K B

DNA结合活性旺著增强

讨 论

存在于革兰氏阴性菌外膜的LPS在革兰氏阴性

菌引起的感染性休克中起重要作用。感染性休克常因

凝血纤溶系统失调．产生弥漫性血管内凝血，微血管的

血栓形成和栓塞，导致重要器官的衰竭，最终致患者死

亡。I。Ps通过激活血管内皮细胞的凝血活性，使内皮

细胞PAI—l和TF表达增强，从而使内皮细胞的抗凝

血功能转变为抗纤溶功能。本研究结果显示LPS可

使培养的HUVEC PAI一1抗原含量增高2．5倍，TF活

性增强20倍左右。然而，当山莨菪碱与LPS同时作用

于培养的HUVEC时，LPS诱导HUVEC PAI一1和TF表

达的作用则被减弱，且减弱程度随山莨菪碱浓度增加而

增大。山莨菪碱若单独作用于HUVEC，其对PAI—l抗

原水平和TF活性影响不大。实验中，HUvEC的t—PA

抗原水平不因山莨菪碱的加入而有所改变。Northem

blot显示，山莨菪碱对HuvEC PAI—l和TF的作用，同

样反映在n1RNA水平，山莨菪碱与LPS同时作用于

HUVEC时，LPS诱导的PAI—l和TF n1RNA表达几乎

下降到未受刺激的对照组水平，说明山莨菪碱在PAI一1

和TF的转录水平即发挥了作用。感染性休克时，微循

环血栓栓塞可致多器官衰竭，本研究结果说明山莨菪碱

抗感染性休克的作用，至少一部分是通过抑制LPs激活

内皮细胞的凝血活性，使内皮细胞保持其抗凝血活性，

发挥抗血栓形成作用。

为了进一步探讨山莨菪碱抗LPs诱导内皮细胞

凝血活性的机制，我们观察了山莨菪碱对内皮细胞

NF—KB的影响。在各种生理和病理的刺激下，NF—fcB

从胞浆进入胞核，结合于相应基因特异位点，对多种基

因表达都具有调节作用。有文献报道，炎症过程中细

胞因子和LPS可能通过NF一『cB介导，激活内皮细胞，

引起目的基因，如黏附分子、趋化因子和TF的转

录¨1】。有人曾用抗NF—KB的诱导剂，如肿瘤坏死因子

a或LPs的抗体治疗感染性休克¨川。本研究结果显

示山莨菪碱可以完全阻断LPS诱导的HUvEC核提

取物NF—KB DNA结合活性，说明山莨菪碱可能有类

似抗NF—KB抗体的某些作用，至少能干扰NF—KB途

径。因此，我们认为山莨菪碱可能通过，至少部分通过

NF—KB途径，下调LPS诱导的HUvEC PAI—l和TF

表达，促进纤溶，阻止血栓的形成，从而发挥其改善微

循环、抗感染性休克等作用。
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