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川芎嗪对脂多糖诱导巨噬细胞环氧化酶一2表达和
心肌细胞凋亡的影响

万敬员 叶笃筠 吴 萍 张 力 龚 霞 黄云峰

摘要 目的 观察川芎嗪对脂多糖(LPS)诱导RAw264．7小鼠巨噬细胞环氧化酶一2(COX_2)基因表达

和活性的影响，进一步研究川芎嗪对脂多糖诱导乳鼠心肌细胞凋亡的作用及其机制。方法 采用RT—PCR

和免疫印迹检测巨噬细胞COX．2基因表达，酶联免疫分析其活性，并应用荧光显微镜技术对乳鼠心肌细胞

凋亡进行检测，荧光分光光度计测定细胞内钙离子浓度。结果 10—6mol／L，lO_5mol／L和10～4mol／L川芎

嗪可显著减少LPS刺激的巨噬细胞COX。2 mRNA和蛋白的表达(P<0。05，P<0．01)，但不同浓度川芎嗪

对Cox一2活性无明显作用；10—5mol／L川芎嗪可显著降低心肌细胞内钙浓度，拮抗LPS诱导的乳鼠心肌细

胞凋亡(P<0．05)。结论 川芎嗪具有抑制LPs诱导巨噬细胞CoX．2表达和乳鼠心肌细胞凋亡的药理学

效应。
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叫ective 而obseⅣe the effect of tetra瑚ethylpyr蕊ne(TMP)on li脚lysaccharideS(LPS)induaed H协c娜hage
cy如蕊da汾2(COX一2)gene expresSbn and activity in鼬研264．7 rnice，and to funher inVestigate the effect and
mechallism of TMP on LPS induced apOptOS沁of cal血ac myocytes in sucl【ling rnjce．Methods RT_PCR and Westem

Blot(WB)were uSed to investigate the macrophage()C)x一2 gene expression，ELISA was uSed to measure its actiVity，

nuorescence rnicrOs。。py was uSed to detennine the apoptosis of m血ne n∞mtal cardiac myocyte，and nuorescence spec—

tIDphotometry was uSed to detect the c。ncentration of intracellular calcium ion(C一+)．R鹤ults TM[P of 10_o mol／L

cOuld sigmficantly reduce the COX一2 mRNA aJld plDtein expreSsion(P<0．05)，in 10，mol／L and 10-4 moI／L cOLlld

significantly dec瞅the 00Ⅺ2 eXpression(P<0．01)stimulated by LPS，but cOuldn’t innuence the activity of C()x一
2 by diffe崩1t唧cOncentration．TMP in 10～5 mol／L c。uld Sigllificalltly lav怕r the concentration of intracellular(警+
in cardiac myocyte，and antag．omze the LPS induced ap()ptOsis of cardiac myocyte in sucuing mice(P<0．05)．C帅clu·

si册 TMP haS the phanlla商Ogical effect in inhibmng LPS induced macIDphage(X)X一2 eXpression and apOptosis of car—

diac myOcyte in Suckling mice．
●
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环氧化酶一2(cyclooxygenase一2，CoX一2)是催化花

生四烯酸生成前列腺素类物质的限速酶，可被炎症因

子、生长因子、原癌基因、过氧化体增殖物、脂多糖、促

瘤物等诱导表达，参与肿瘤生成、免疫抑制、细胞凋亡、
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炎症发生等病理过程⋯。因此，COX一2成为临床治疗

相关疾病的一个关键的药物靶点。但近年来发现

cox一2抑制药的应用可导致正常心肌细胞凋亡，引发

心血管疾病。基于川芎嗪(tetramethylpyrazine，

TMP)是传统的活血化瘀药物，并且有明显的抗凋亡

作用，因此，本研究旨在通过离体细胞水平探讨川芎嗪

对脂多糖(1ipop01ysacharide，LPS)诱导RAw264．7巨

噬细胞COX一2和乳鼠心肌细胞凋亡的影响。
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材料和方法

l 药物与试剂 川芎嗪(常州制药厂，批号

971210)，脂多糖、花生四烯酸、PGE2酶免试剂盒均购

自Sigma公司，Fluo一3 acetoxymethyI ester(AM)、bro—

mo—A23187为Calbiochem公司产品，NS398购自Cay—

man公司，Triz01总RNA提取试剂、DMEM培养基购

自GIBC0 Brl公司，CelecoXib为美国希尔公司产品，

胎牛血清为浙江三利生物制品厂，COx一2多克隆抗体

购自santa Cruz公司，碱性磷酸试剂盒为深圳晶美公

司产品，COX一2引物(上游：5’TGG TGC CTG GTC

TGA TGA TG3’，下游：5’GCA ATA CGA TTT TGG

TAC TG3’，产物长度252bp)、p咱ctin(上游5’．GGC

TAC AGC TTC ACC ACC AC一3’，下游5’一TAC TCC

TGC TTG CTG ATC CAC一3’，产物长度为498bp)均

由上海博亚公司合成，凋亡检测试剂盒购自江苏碧云

天公司。

2 RAW264．7巨噬细胞株培养 RAW264．7小

鼠巨噬细胞(购自中国科学院上海细胞所)用含10％

的胎牛血清，2mmol／L L一谷氨酰胺，100U／ml青霉素

和链霉素的DMEM培养液在37℃、5％C02 6孔板中

培养，在实验前换用新鲜无血清的DMEM培养液，调

整细胞浓度为1×109／L。按实验设计将培养细胞分

成5组进行COX一2 mRNA和蛋白的检测，(1)对照组：

用0．2％Me2SO处理9h，(2)LPS处理组：1肛g／ml LPS

处理9h，(3)lO-6m01／L TMP干预组：1肚g／ml LPS处

理6h后加10一mol／L TMP共同处理3h，(4)100

m01允TMP干预组，(5)10-4mol／L TMP干预组，后

两组处理方法同第3组。

3 COX一2 mRNA检测 采用逆转录聚合酶链反

应(RT—PCR)技术，依据RNA提取液Trizol试剂盒

说明提取6孔板培养细胞中总RNA，取2肚g进行逆转

录合成cDNA。利用COx．2引物和内参_13．actin引物

作PcR扩增，扩增产物在1％琼脂糖凝胶电泳，COX．2

扩增片段长度为252bp，p—actin为498bp，经图像分析

系统处理，以COx一2和13一actin的平均光密度比值进行

半定量分析。

4 COX一2蛋白检测 采用免疫印迹法检测

COX一2蛋白，6孔板培养细胞用蛋白裂解液裂解、超声

破碎，取上清液，变性。上样前测量样品中总蛋白含

量，以8％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转膜，封闭后，加

入一抗，稀释度为1：1 000，4℃孵育过夜。二抗稀释度

1：500，用碱性磷酸酶试剂盒显色，结果经扫描输入计

算机进行分析。

5 COX一2活性检测 采用酶联免疫法，

RAW264．7巨噬细胞用LPS(1”g／m1)或0．2％Me2So

(对照组)处理6h后，LPS诱导COX一2的表达，然后分

别加入含不同浓度的TMP或NS398的新鲜培养液处

理30min，倒掉培养液，重新加入含10肛mol／L的花生

四烯酸，30min后收集培养液，按照酶免试剂盒说明检

测前列腺素E2(prostaglandin E2，PGE2)水平，C0x．2

活性用PGE’的生成量与总蛋白含量的比值来标准

化。为了评价PGE2的生成量是否与COX．2有关，我

们用COX一2特异性活性抑制工具药NS398和TMP

作对比性研究。收集细胞培养液上清液，按照PGE2

酶免试剂盒说明检测PGE2水平，COX一2活性用PGE2

的生成量与总蛋白含量的比值来表示。

6乳鼠心肌细胞分离和培养取出生1～3天的

Wistar大鼠(华中科技大学同济医学院实验动物中心

提供)心脏，剪成1mm×1mm×1mm大小的组织块，

用O．125％胰蛋白酶消化、离心收集细胞，加入含15％

胎牛血清的DMEM培养液在37℃、5％C02培养箱中

孵育2h，用差速贴壁法除去非心肌细胞。收集细胞悬

液，加入培养瓶中在37℃、5％C02培养箱中培养。在

培养最初两天，加入0．1mmoj／L的5一溴脱氧尿嘧啶核

苷，以抑制非心肌细胞的生长。用上述方法培养的细

胞镜下可见粗糙的颗粒状胞浆和小的浓缩核，证明为

心肌细胞，符合实验要求。培养状态良好的乳鼠心肌

细胞实验前换用无血清DMEM，使细胞处于静止状

态。调整浓度为1×109／L。

7心肌细胞凋亡检测 上述培养的乳鼠心肌细

胞随机分成4组，(1)空白对照组：用无血清DMEM单

独培养36h，(2)LPS处理组：加1“g／ml LPS处理36h，

(3)TMP干预组：1肛g／ml LPS处理24h，再分别加

10_5mol几的TMP共同培养12h，(4)COX一2特异性

抑制剂Celecoxib对照组：1肚g／mI LPS处理24h，再分

别加10_5mol／L的Celecoxib共同培养12h。采用荧

光显微技术按凋亡检测试剂盒说明对盖玻片细胞进行

Hoechst 33258染色，待细胞充分显色后用固定液固

定，立即在荧光显微镜下进行拍照和图像分析，检测心

肌细胞凋亡情况。在同一放大倍数下每组细胞随机选

取5幅图像，分别计算各组细胞的凋亡率。

8心肌细胞内钙离子浓度测定分离和培养良好

的乳鼠心肌细胞加入lIIll分析缓冲液(4．3mmol／L

Na2m氇，24．3mol几N娼P04，4．3眦nol／L K2田04，
113mmol／L Naa，5ITl】mol／L葡萄糖，0．5％BSA，2啪ol／L
丙磺舒；pm．4)和10加10l／L nuD3／AM避光37℃温育
1h。负载后的细胞1 000r／rnjn，离心10rnjn，用分析缓冲
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液洗两次。然后用含1砌n01／L Ca2+的分析缓冲液再次

悬浮细胞，调整浓度为8×105／ml，随机分成4组，(1)

空白对照组：单独培养3h，(2)LPs处理组：加1弘g／ml

LPS处理3h，(3)TMP干预组：1肛g／ml LPS处理1h，

再分别加不同浓度的TMP共同处理2h，(4)COX一2特

异性抑制剂Celecoxib对照组：1弘g／ml LPS处理1h，再

分别加不同浓度的Celecoxib共同处理2h。最后37℃

荧光分光光度计下分别选定激发光506nm和发射光

562nm波长的光源测定心肌细胞内fluo一3的荧光强度

F值。细胞内Ca2+浓度用公式(Ca2+]i_Kd(F—

F幽)／(F。。。一F)计算，Kd=450nmol／L，Fm。。为在乳鼠

心肌细胞悬液中加入1扯mol／L bromo．A23187后的荧

光强度，F。i。为加入5mmol／L EGTA后的荧光强度。

9统计学方法 采用SAS 7．0软件包进行数据

处理，采用￡检验进行比较，显著性差异水平以P<

0．05，0．01为标准。

结 果

l 不同浓度TMP对LPS刺激的RAW264．7巨

噬细胞COx一2mRNA表达的影响 TMP随浓度依赖

性地抑制LPS刺激的COX．2mRNA表达(见图1)，在

10“mol／L TMP作用下COX一2mRNA表达低于单纯

LPS刺激组(P<0．05)，10—5 mol／L TMP CoX一2

mRNA表达明显低于单纯LPS刺激组(P<0．01)，最

大的药物效应为10叫mol／L。另外分别用不同浓度的

TMP单独处理6h后，COX．2mRNA表达相对单纯空

白对照组无差异(结果未展示)。

2 不同浓度TMP对LPS刺激的RAw264．7巨

噬细胞COX一2蛋白表达的影响 见图2。10_6mol／L、

注：A．单纯LPS组；B．LPs+10～ol，LMP：c．LPs+104mol／L LMP：

D．LPs+10—4mol／L LMP；E．空白对照组；B与A比较，P<0．05：C和

D分男《与A比较，P<0．01：图2同

图1 7rMP对LPS刺激的RAW264．7巨噬细胞C0并2mRNA

表达的作用

10—5 mol／L和10 4mol／L能显著抑制LPs刺激的

COx一2蛋白表达(P<0．01)，实验结果显示明显的量效

关系。

图2 TMP对LPs刺激的RAW264．7巨噬细胞C0x一2

蛋白表达的作用

3 不同浓度TMP对LPS刺激的RAw264．7巨

噬细胞cox一2活性的影响 见图3。数据显示不同浓

度的TMP对LPS刺激的RAw264．7巨噬细胞PGE7

的生成量无明显的影响。而NS398在10咱mol／L就

可完全阻断诱导性COX一2催化的PGE，的生成量。

免疫印迹分析证明用TMP或NS398处理乳鼠心肌细

胞30min后COX一2蛋白水平未改。
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胞COX一2活性的影响
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TIIlP(呻01几)
注：与单纯LPs组比较，}P<O．05，女+P<0．01；月=6

图4荧光分光光度计检测乳鼠心肌细胞内钙离子浓度

4 TMP和COx一2特异性抑制剂对LPs刺激的

乳鼠心肌细胞内钙离子浓度的影响 fluo一3／AM负载

后的乳鼠心肌细胞，处理后细胞内钙浓度：结果见图

4。TMP剂量依赖性降低细胞内钙浓度；Celecoxib则

促进细胞内钙浓度。

5 TMP和CoX一2特异性抑制剂对LPS诱导的

乳鼠心肌细胞凋亡的作用见图5。LPS加TMP组，

在10 m5mol／L TMP作用下细胞凋亡率为5．6％，与单

纯LPS作用组(10．2％)比较差异有显著性(P<

0．05)；LPS加Celecoxib组，在100 mol／L Celecoxib

作用下细胞凋亡率为17．6％，与单纯LPS作用组比

较，差异有显著性(P<0．01)；空白对照组细胞凋亡率

为2．5％。

讨 论

LPS是革兰氏阳性菌细胞壁内毒素的主要成分，

可以引起脓毒血症休克，是临床细菌感染患者死亡的

首要原因。业已明确，脂多糖与LPS结合蛋白(LPB)

结合后锚定至细胞膜CDl4分子上，经Toll样受体

(Tbll like receptor-4，TLR4)及其下游分子激活核因子

fcB(NF—IcB)。NF—KB的激活可促进早期反应基因如

注：A·空白对照组；B．1斗／ml LPS处理组；C．1斗／m1 LPS加10一5mol，L TMP组；D．1斗，Illl LPS加10一5mol／L CeIecoxib组；C与B比较．

尸<0．05；D与B比较，尸<0．01

图5荧光显微镜检测乳鼠心肌细胞凋．亡的结果(×200)
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COX一2等的表达，进而引发一系列炎症介质产生，严

重时可导致全身炎症反应综合征。而全身炎症反应综

合征的发生，脂溶性炎症介质又处于一个核心的地

位㈨，因此，临床上把促进脂溶性炎症介质产生的关键

限速酶c()x的抑制剂作为治疗炎症性疾病的有效

药物。

目前已知，环氧化酶(coX)存在两种异构体，

C()x—L属于结构酶，在细胞中稳定表达，与机体一系

列生理功能如血小板激活、胃肠道的保护及肾脏功能

相关，cOx一2为诱导酶可被多种刺激因子诱导产生，

参与许多病理生理过程。非甾体类消炎药作为COX

酶的非特异性抑制剂广泛用于临床，但由于其也抑制

CoX—l，引起胃肠道的不良反应，故逐步被COX一2特

异性抑制剂如vioxx和Cerecoxib所取代、3。。然而，临

床应用和基础研究发现cOX一2特异性抑制剂可诱导

心肌等实质细胞凋亡，导致心血管疾病风险性增

加H’引。因此，重新寻找既能抑制COx一2又能拮抗心

肌等实质细胞凋亡的药物就显得尤其重要。

TMP是中药伞形科植物川芎的有效成分，化学结

构为四甲基吡嗪，作为活血化瘀药物广泛应用于临床

各科，如降低肺动脉高压，抗慢性肝炎，治疗妊娠高血

压综合征和心脑血管疾病№3。同时也发现，它可抑制

许多细胞因子和炎症介质，如IL一6、TNF—a、IL一1、No

等、『”，拮抗心肌细胞的凋亡¨3。基于其广泛的药理学

效应，本研究探讨TMP对LPs诱导的COX一2表达和

活性的影响。并与COX一2选择性抑制剂Ns398作为

对照，以期找到这些中西药作用的异同性，为临床应用

提供实验依据。先前的研究表明NS398作为一种工

具药特异性抑制CoX一2活性阻断前列腺素类物质的

生成，进而反馈性促进COx．2基因的表达¨。。本研究

结果发现，TMP对LPS刺激的COX一2的mRNA和蛋

白表达有明显的抑制作用，但其对CoX一2的活性却无

影响。这一结果提示，中药TMP是从基因表达水平

抑制CoX一2，因此其作用缓慢而持久；而COx．2特异

性抑制剂则直接阻断活性，因此其作用快但易反跳。

至于TMP是直接抑制LPS刺激的COx一2的转录和

翻译过程或是通过上游信号产生抑制作用还不清楚，

田晔¨叫等发现TMP可影响NF—KB的表达，本实验室

先期研究发现TMP可抑制TLR．4的表达，这些实验

结果说明TMP可能通过阻断LPS的信号传导而发挥

作用。

近年来，I瞄床用药导致实质细胞凋亡的不良反应

日益被人们所重视。大量的证据表明，具有广谱抗炎

和抗瘤效应的cox一2特异性抑制药在长期治疗过程

中导致心肌等实质细胞凋亡，增加心血管的风险性。

鉴于此，本实验以CoX一2特异性抑制药Celecoxib和

TMP对照性研究其对LPS诱导乳鼠心肌细胞凋亡的

影响。其结果显示Celecoxib可加重LPs诱导的乳鼠

心肌细胞凋亡，而TMP则拮抗LPS诱导的乳鼠心肌

细胞凋亡。celecoxib和TMP互为相反的作用效果其

具体作用靶点是否相同?其作用机制是否存在某种联

系?均有待进一步研究。据报道COX一2抑制剂可抑

制肌浆网Ca2+一ATP酶导致细胞内钙超载，进而启动

钙依赖性细胞凋亡程度¨“，为此笔者用荧光分光光度

计检测细胞内钙浓度，发现用Celecoxib处理LPs刺

激的乳鼠心肌细胞其细胞内钙离子浓度明显增高，

TMP处理后则乳鼠心肌细胞内钙离子浓度降低。因

此我们认为Celecoxib和TMP对LPs诱导的乳鼠心

肌细胞凋亡的不同效应，可能是与其对细胞内钙离子

浓度的影响结果不同所致。

总之，本研究结果提示TMP能抑制LPS诱导小

鼠RAw264．7臣噬细胞COX一2基因的表达，同时又

能改善LPs诱导的心肌细胞凋亡，并且它和CoX一2特

异性抑制药的作用存在明显差异。因此，TMP可望作

为一种不良反应小的抗炎药物为今后临床研究和应用

提供～些新的途径，同时也为进一步探讨相关中西药

的作用机制奠定了基础。
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