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褪黑素对 K%'诱导的肺动脉平滑肌细胞
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7表达的影响
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摘!要!目的!观察褪黑素对 b$@ 诱导的大鼠肺动脉平滑肌细胞&$"@I#1'炎症的保护作用及作用机制% 方法!体外培养

@>雄性大鼠 $"@I#1!随机分为 ( 组(空白对照组 &N组'"脂多糖 &b$@'组"脂多糖 o褪黑素 &b$@ oIbR'组 &&,(__LM.b"

%;&__LM.b'"b$@ o$)6I"$Q抑制剂&@B'&)(6&'&b$@ o@B'组&(

-

_LM.b'% ##Qe6 试验检测褪黑素对 $"@I#1的药物毒性,半

定量 *Re$#*分别检测 _*N"水平丝裂原活化蛋白激酶&_0̂L\C2 GT̂0cĜCJ KEL̂C02 D02G1C! I"$Q'通路中 $)6I"$Q和核因子
,

B

&2VTMCGEGT̂LEe

,

B!NPe

,

B'的表达量,8C1̂CE2 YML̂法检测 $)6I"$Q和 NPe

,

B以及磷酸化 $)6I"$Q和 NPe

,

B的表达量%

结果!在实验设计的浓度内!褪黑素对 $"@I#1无药物毒性不良反应&!F&,&('% 与 b$@ 组相比!b$@ oIbR和 b$@ o@B抑制

I"$Q信号通路中的磷酸化 $)6I"$Q和磷酸化 NPe

,

B的表达&!]&,&%'!且随褪黑素的剂量的增加而降低&!]&,&%'% 结论

!褪黑素抑制 I"$Q信号通路中 $)6I"$Q和 NPe

,

B的激活!减轻 b$@ 诱导的 $"@I#1炎性反应%

关键词!褪黑素!肺动脉!平滑肌细胞!$)6I"$Q!NPe

,

B
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72>K%'/D@E?%CB.2D81F &1@?1F 5.22@ENC50B?$?BB5#DIC0?IJF K%'L)

V8$12 +,.,"! +, -*$(6*12! ?8$(B,%"!"#$%&3"4$5#6"1#(7/$:#5("1#"5(%(29!X8"Y*5:#A77*%*$#"= '(:4*#$%(7)"1M8(, <"=*>$%D1*N"5:*#9!

V8"E*$12 LOHGGG! @8*1$

&J5@180@!"JM?0@/H?!RL02cC1̂0\ĜCÛCCddCT̂1Ld_CMĜL202 L2 ÛCCfKEC110L2 Ld$)6I"$QG2J NPe

,

B02 EĜ KVM_L2GÈGÊCÈ

1_LL̂U _V1TMCTCMM1&$"@I#1' 02JVTCJ Y`b$@,N?@E2I5!RUCTVM̂VECJ _GMC@>EĜ$"@I#1ZCECJ0c0JCJ 02 L̂TL2 ÊLM\ELVK!M0KLKL4

M̀1GTTUGE0JC&b$@' \ELVK! _CMĜL202 ob$@&IbRob$@'\ELVK &&,(__LM.b!%,&__LM.b' G2J @B'&)(6& ob$@ & @Bob$@' \ELVK

&(

-

_LM.b',RUCL̂f0T0̂̀ Ld_CMĜL202 ZG1JĈCT̂CJ Y`#CMM#LV2 0̂2\Q0̂e6 &##Qe6' G11G̀,RUCCfKEC110L2 Ld$)6I"$QG2J NPe

,

B_*N"ZCECJĈCT̂CJ Y *̀Re$#*,RUCTUG2\C102 KEL̂C02 MCcCM1Ld$)6I"$Q! NPe

,

B! KUL1KULÈMĜCJ $)6I"$QG2J KUL1KULÈM4

ĜCJ NPe

,

BZCECJĈCT̂CJ Y`8C1̂CE2 YML̂,3?5CB@5!ICMĜL202 1ULZCJ 2L L̂f0T0̂̀ L2 EĜ$"@I#102 JC10\2CJ TL2TC2 ÊĜ0L2 &!F

&;&(',#L_KGECJ L̂b$@ \ELVK! ÛCCfKEC110L2 LdKUL1KULÈMĜCJ $)6I"$QG2J KUL1KULÈMĜCJ NPe

,

BZCECJLZ2 eEC\VMĜ0L2 02 IbR

ob$@ \ELVK G2J @Bob$@ \ELVK! G2J 02 GJL1CeJCKC2JC2 _̂G22CE&!]&,&%',$2D0BC5/2D!ICMĜL202 TG2 GMMCc0ĜC ÛCb$@ e024

JVTCJ 02dMG__Ĝ0L2 ECGT̂0L2 02 EĜ$"@I#1Y`02U0Y0̂02\ÛCGT̂0cĜ0L2 Ld$)6I"$QG2J NPe

,

B02 I"$Q10\2GMKĜUZG̀,

O?F P21I5!ICMĜL202,$VM_L2GÈGÊCÈ, @_LL̂U _V1TMCTCMM1,$)6I"$Q,NPe

,

B

!!褪黑素&_CMĜL202! IbR'是由松果体产生并分

泌到血液循环中!发挥多种生物功能!包括抗氧化"抗

炎症"免疫调节"抗癌作用
-%.

% 褪黑素的抗炎症效应

在于能清除活性氧和抑制促炎性基因的表达
-'.

% 许

多研究表明褪黑素能减少脂多糖&M0KLKLM̀1GTTUGE0JC!

b$@'导致的炎性反应
-).

% 然而!褪黑素抑制炎性反

应的机制仍在进一步研究中% IC2\等
-5.

发现! b$@

作为细菌的活性成分!刺激巨噬细胞和血管平滑肌细

胞释放一系列的炎性介质!如肿瘤坏死因子 e

+

&RNP

e

+

'"白细胞介素 %&?be%'等!并且生成诱导型一氧

化氮合酶&0N:@'和环氧合酶&#:7e''等蛋白!引起

系统性休克% 本实验旨在研究褪黑素 b$@ 诱导血管

平滑肌细胞的炎性反应是否具有保护作用以及保护

机制!以寻求其抗炎作用的细胞机制%

材料与方法

%,动物和材料(@$P级标准健康雄性 @>大鼠! 体重为

'&& X'&\!由温州医科大学实验动物中心提供% 褪黑素

&IbR'"脂多糖 &b$@'"$)6I"$Q抑制剂 & @B'&)(6& ' 购自

@0\G_G公司,高糖 >IaI培养基"胎牛血清"胰酶!青 e链霉

素购自 [0YTL公司,兔抗磷酸化 $)6I"$Q"兔抗 $)6"兔抗磷

酸化 $+("兔抗 $+("兔抗
!

eGT̂02"辣根过氧化物酶&9*$'标

)%3)
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记的山羊抗兔 ?\[二抗购自 #@R公司,PG1̂mVG2 *̂RQ0̂购于

天根生化&北京'有限公司,#CMMTLV2 0̂2\Q0̂e6 试剂盒购于日

本同仁化学研究所,B#"$EL̂C02 "11G̀ Q0̂购于 RUCE_L公司,

RE0WLM试剂盒购于 ?2c0̂EL\C2 公司%

',$"@I#1分离"培养(用 %&<水合氯醛麻醉大鼠后处

死!放入 3(<乙醇浸泡消毒!迅速取出心肺组织!在解剖显微

镜直视下取 ) =5 级肺动脉!去内外膜剪成 %__

)

大小的组织

块!置于 &,'<胶原酶
*

消化 5(_02 =%U!离心后得大量单个

平滑肌细胞!以适当密度种植于培养瓶中! 加入含 '&<胎牛

血清的高糖培养基置于 )3s"(< #:

'

培养箱中培养% 当细

胞生长至培养瓶 6&< =-&<左右时!可用 &,'(<胰蛋白酶消

化细胞进行并传代培养!通常取第 5 =+ 代的平滑肌细胞用于

实验%

),$"@I#1鉴定(免疫荧光染色法鉴定% $"@I#1经过一

抗为 @I

+

eGT̂02 肌动蛋白单克隆抗体!二抗为 >̀b0\U^

RI

566

结合的山羊抗小鼠 ?\[!经 >"$?液染核后!在荧光显微镜下

分别检测 >"$?&)(62_'标记的细胞核及 >̀b0\U^

RI

566 结合的

山羊抗小鼠 ?\[标记的肌丝&5662_'!观察细胞形态并摄片%

5,实验分组(取 5 =+ 代生长良好对数生长期 $"@I#1!制

成细胞悬液!按 ( n%&

(

个.毫升的密度接种于 %&T_培养皿

中!加入含 %&< PB@ 的培养基!置于 )3 s"(<#:

'

普通培养

箱中进行培养!待融合成单层细胞时 &约 6&<铺满' 换成无

血清培养基饥饿培养 '5U 后!进行药物干预% 空白对照组&N

组'"b$@ 组"b$@ oIbR组&&;(__LM.b"%;&__LM.b'"b$@ o@B

组&(

-

_LM.b'%

(,##Qe6 法检测药物毒性试验($"@I#1以 ( n%&

5

._M

接种于 -+ 孔板!培养至铺满孔底面积 6&< =-&<!弃上清液!

$B@ 清洗后加 >IaI同步化 '5U,加入不同浓度 IbR!)3s培

养 %U 后!各组加入等量 b$@&终浓度为 %

-

\._M'!)3s 培养

'&U!取出 -+ 孔板!分别按每孔培养基总体积的 %&<加入

##Qe6 试剂!在酶联免疫检测仪 5(&2_波长下检测各孔的

吸光度值&"值'%

+,半定量 *Re$#*法检测 $"@I#1$)6 和 $+( 的 _*N"

表达(取对数生长期 $"@I#1!分组干预结束后!RE0WLM试剂盒

提取细胞总 *N"!分光光度计检测各样本 *N"浓度和纯度!

按反转录试剂盒在 $#*仪上进行扩增% 引物由上海生工生

物工程有限公司设计合成!引物序列为($)6I"$Q上游序列(

(ke##[RRR#"[R##"R#"RR#" e)k! 下 游 序 列( (ke

R#"RRR#[R#"R#"[R[R[#e)k! )+3YK,$#*扩增条件如下(

-(s (_02, -5s %_02,+&s )&1,3's%_02,3's %&_02,共 )( 个

循环% $+( 上游序列((ke[#[RRR##[RR"#""[R[# e)k!下

游序列((ke[["##[#"RR#""[R#"R"[Re)k!)33YK,

!

eGT4

0̂2 上游序列((ke[#R"#"[#RR#"##"##"#"[ e)k!下游序

列((ke[[R#RRR"#[["R[R#""#[R# e)k!%+(YK%

!

eGT4

0̂2 共扩增!$#*扩增条件如下(-5s '_02, -5s )&1, (6s

%_02,3's%_02, 3's %&_02,共 )( 循环% $#*扩增产物经

%;(<琼脂糖凝胶电泳 &溴化乙锭 &,(_\._M'!在iAe6&&凝

胶成像分析系统紫外灯下观察结果并拍摄!以目的条带平均

灰度值与
!

eGT̂02 的平均灰度值比值来表示目的蛋白 _*N"

表达的相对强度%

3,8C1̂CE2 YML̂法检测 $"@I#1$)6I"$Q和 $+( 蛋白含

量表达(收集细胞悬液于 a$管!加入适量细胞蛋白裂解液

&每 %&&&

-

M*?$"加入 %&

-

M$I@P"%&&

-

M磷酸化酶抑制剂'!

经 B#"试剂盒测定蛋白浓度% 配置 %'< @>@ e$"[a分离胶

及 (<浓缩胶!各样品取 5&

-

\总蛋白量上样!电泳!转膜!封

闭% 加入一抗! 5s孵育过夜! 9*$标记的山羊抗兔 ?\[二抗

室温 %U!用 a#b化学发光显色法在凝胶成像仪下成像分析%

mVG2 0̂̀̂ L2C凝胶软件分析系统测定各目的条带的平均灰度

值!并以 K$)6I"$Q与
!

eGT̂02!$$+( 与
!

eGT̂02 的灰度值比

值&相对 "值'表示目的条带相对强度%

6,统计学方法(应用 @$@@ %3,& 软件进行统计学分析%

计量资料进行正态性检验!数据以均数 X标准差&.X:'表示%

组间比较采用单因素方差分析&Q1"e)$9ASQTA'% 方差齐

则采用 U?3法进行两两比较!方差不齐者采用 3,11"#\#检验!

以 !]&,&( 为差异有统计学意义%

结!!果

%,细胞免疫荧光法鉴定 $"@I#1(原代培养的

$"@I#1在显微镜下呈长梭形!大小不一!边界清楚!

折光性好!具有平滑肌细胞特有的*峰 e谷+状生长

&图 %'% $"@I#1经 @I

+

eGT̂02 小鼠单克隆抗体孵

育">̀b0\U^

RI

566" >"$?双染色后!在免疫荧光显微

镜下观察!-(<以上的 $"@I#1呈阳性反应% 高倍镜

下 >̀b0\U^

RI

566 标记的平滑肌
+

e肌动蛋白与细胞

长轴平行呈纤维细丝状!呈现绿色荧光,>"$?染色的

细胞核呈卵圆形居中!发蓝色荧光&图 ''%

图 ,)大鼠原代培养肺动脉平滑肌细胞& n%&&'

!

图 *)大鼠肺动脉平滑肌细胞
"

;80@/D免疫荧光染色

",放大 %&& 倍,B,放大 5&& 倍

!

)'3)
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',褪黑素对大鼠肺动脉平滑肌细胞的药物毒性(

##Qe6 实验数据显示不同浓度 IbR& %,&" &;("

&;'("&;%'(__LM.b'与对照组相比!差异无统计学意

义&!]&&&('!说明肺动脉平滑肌细胞的细胞活性差

异无统计学意义!说明 IbR药物在设计的浓度范围

内无任何不良反应&!F&,&(!图 )'%

),褪黑素对各组肺动脉平滑肌细胞 K$)6"K$+(

蛋白表达的影响(如图 5 所示!与 N组相比!b$@ 组

$)6I"$Q和 $+( 磷酸化的表达显著增加,与 b$@ 组

相比! IbR和 $)6I"$Q抑制剂作用与肺动脉平滑肌

细胞后!在不同程度上抑制了 $)6I"$Q和 $+( 磷酸化

图 R)褪黑素对大鼠肺动脉平滑肌细胞的药物毒性作用

!

的表达水平降低!同时IbR组呈浓度依赖性&!]&,&%'%

图 S)Y?5@?1DJB2@法检测各组肺动脉平滑肌 9%R_#9%b- 蛋白的表达

与 b$@ 组相比!

$

!]&,&%

!

!!5,褪黑素对各组肺动脉平滑肌细胞 $)6 和 $+( 在

_*N"水平的表达变化(*Re$#*结果表明!与 N组

相比!b$@ 组"IbR组及 @B组的 $)6 和 $+( 在 _*N"

水平的表达!差异无统计学意义&!F&,&(!图 ('%

图 -)3U;%$3检测各组肺动脉平滑肌 %R_ 和 %b-.34&的表达

!

))3)
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讨!!论

研究者用拮抗药物及分子证实!当 b$@ 刺激细

胞时!I"$Q通路信号转导通路激活
-(.

% I"$Q1是丝

氨酸 e苏氨酸激酶家族!其中!$)6I"$Q信号通路是

I"$Q通路的一个重要亚族!控制基因转录!蛋白合

成!细胞凋亡和分化!对细胞外的炎症刺激和氧化应

激做出反应
-+.

% 同时!目前研究证实!b$@ 刺激细胞

激活 I"$Q通路的同时!激活 NPe

,

B转录因子%

NPe

,

B是由 ( 种不同的蛋白组成的异质二聚体!包

括 $(&"$('"$+(.*CM""*CMB及 Te*CM!调控炎性反

应!细胞增殖和凋亡% 各种活化剂包括 b$@ 刺激时!

抑制蛋白 ?

,

B磷酸化并降解! $+( 磷酸化并转移至细

胞核!介导 0N:@"#:7e'"黏附分子和细胞炎性因子

等的释放
-3.

% #UC2 等
-6.

研究指出!在人脐静脉内皮

细胞中!b$@ 激活 I"$Q通路和 NPe

,

B!导致 *:@

等炎症的表达%

褪黑素的抗炎性效应在于能清除活性氧和抑制

促炎性基因的表达
--.

% 实验证明!褪黑素能够通过

抑制 I"$Q和 NPe

,

B!有效的抑制 b$@ 引起的巨噬

细胞"腺泡细胞"星形肿瘤细胞炎性因子释放
-)!%&!%%.

%

此外!H02 等
-%'.

报道!褪黑素可以抑制 I"$Q和 NPe

,

B的磷酸化!抑制 $@I#1炎症和增生!阻止低氧性

肺动脉高压的发生%

本研究中!在 b$@ 刺激 $@I#1时!$)6I"$Q"

$+( 磷酸化明显增加&图 ('% 褪黑素预处理 $@I#1!

再进行 b$@ 刺激!能显著抑制 $)6I"$Q和 $+( 磷酸

化!并具有剂量依赖性% 说明褪黑素能抑制 b$@ 诱

导的 $@I#1细 胞 的 炎 性 反 应% 同 时! 在 使 用

$)6I"$Q抑制剂 @B'&)(6& 处理 $@I#1!能显著地抑

制 b$@ 诱导的 $+( 磷酸化% 并且!*̀G2 等
-%).

证实在

内皮细胞中 NPe

,

B的活化依赖 $)6I"$Q的激活%

这些结果表明!$)6I"$Q是 NPe

,

B重要的上游信

号!褪黑素通过 $)6I"$Q抑制 NPe

,

B的表达% 目

前!在 $@I#1中 $)6I"$Q诱导 NPe

,

B的活化机制

仍不明确!可能与 $)6I"$Q影响 ?

,

B的降解或是

$+( 转移入核有关
-%5.

%

综上所述!褪黑素可以有效的抑制 b$@ 诱导的

肺动脉平滑肌细胞的 $)6I"$Q和 NPe

,

B的激活!

且不良反应小% 本实验结果为褪黑素用于临床提供

了更多的实验数据!但仍需进一步研究褪黑素调节

I"$Q和 NPe

,

B的具体机制%
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G\G021̂01LKEL̂CEC2LMe02JVTCJ _̀LTGEJ0GM02/VÈ02 ÛCEĜ( G2 0̂Lf0JG4
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