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p38 MAPK在内毒素休克小鼠肺组织诱导型

一氧化氮合酶表达中的作用

阚文宏闫文生姜勇黄巧冰王静珍王士雯赵克森

【摘要】目的观察脂多糖(LPs)诱导的小鼠肺组织诱导型一氧化氮合酶(i卜K)S)表达的变化趋势，探讨p38丝

裂原激活的蛋白激酶(p38 MAPK)在内毒素休克发生中的作用。方法复制小鼠内毒素休克动物模型，分别观察

LPS作用和组织中iN06表达的时间过程、剂量一效应关系及p38 MAPK在其中的作用。动物在LPS处理后，收集

血液，用Griess法检测血浆一氧化氮(NO)水平；取肺、肝、肾等组织样本，分别用Western印迹法和RT-PCR检测组

织iNOS蛋白和mRNA表达，用免疫沉淀和放射白显影检测组织p38MAPK活性。结果①腹腔注射LPS后可

引起双峰型进行性的动脉血压下降．6h后达到重度休克；②iNOS在正常肺中就有少量表达，注射内毒素后肺组织

iNosmRNMEⅡ蛋白表达增加，血浆中NO水平升高，它们与LPS存在剂量一效应关系，并且在一定的时间范围内。随

着LPS作用时间的增加iNOS表达也增高；③注射LPS后，在心、肝、脾、肺、肾、肠等组织中，肺iNos表达最早．水

平最高；④LPS注射的小鼠iNOS表达增高的同时，肺中p38MAPK信号转导通路被激活；用p38MAPK特异性抑

制剂sB加3580后．可以显著降低血浆NO水平及肺组织中iNosmRNA和蛋白的表达，但对血压下降并无显著性

影响。结论在正常情况下，小鼠肺组织有少量iNOS表达，内毒素休克时全身多种器官中以肺组织iNOS表达最

为显著，p38 MAPK信号通路参与了内毒素休克时iNos表达的发生。提示肺有可能是休克时多器官功能不全综

合征发生最早的始动器官之一，阻断p38 MAPK信号通路为防治内毒素休克提供了一条新途径。

【关键词】休克；脂多糖类；一氧化氮合酶；磷酸转移酶素；多器官功能衰竭；／Jx鼠
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”Y significant effect on arterial pressure．＆n札幽ns Under normal conditions，the expression level in iN06 in lung ti．
ssue is low The increase of iNOS expression is also found in multiple orgarus and the most 8pparent 0ne is in the lung dur

ing endotoxic shock．p38 MAPK is involved in the signal transduction 0f iNOS expression after LPSstimulatIon Th；s in—

dicates that lung may act as an initial orgall in the pathogenesis of MOrN．

【Key傩】Shock；Lipopolysaccharides；Nitric oxide synthe,_se；Phcephotmrmferases；Multiple。《aTl抽lure；Mice

革兰阴性菌的脂多糖(LPS)在导致休克的同

时，可以诱导组织产生诱导型一氧化氮合酶(iNos)

及一系列细胞因子的表达，带来休克病情恶化和多

器官功能不全综合征(MODS)”“1。第一军医大学

休克微循环实验室曾证明，休克时iNOS激活引起

大量一氧化氮(NO)释放，导致过氧化亚硝酸根

(ONOO一)生成，带来重症休克、血管平滑肌超极化

和血管反应性低下，使血压难以提升和病情恶

化”~9。。然而，iNOS在内毒素休克多种器官组织中

表达的差异和其机制尚未完全阐明。本研究复制了

小鼠内毒素休克模型，研究了iNOS在组织中的表

达及p38 MAPK信号转导通路在其发生中的作用。

1材料与方法

1．1动物和试剂实验用无特殊病原体BAI．B／c雄

性小鼠39只(10周龄，20～229)，由第一军医大学

实验动物中心提供。LPs(来源于大肠埃希菌055：

B5菌株)和SB 203580，均购自Sigma公司；结合了

琼脂糖的p38 MAPK的多克隆抗体、小鼠iNOS单

克隆抗体和羊抗小鼠IgG-HRP抗体，购自Santa

Cruz公司；Oligo(dT)12Ⅷ，M-MLV反转录酶和Taq

DNA聚合酶，分别购自Promega和宝生物公司；聚

偏二氟乙烯(PVDF)膜和RNA提取试剂Tripure，购

自Boehringer Mannheim公司；PCR引物由上海生

物工程公司合成；7—32P-ATP购自北京亚辉生物工

程公司：ECL化学发光试剂为上海博彩生物工程公

司产品；重组GST-ATF2和6×His-p38融合蛋白按

常规提取和制备；其余均为国产分析纯试剂。

1．2小鼠内毒素休克模型的复制与分组第1组动

物，复制小鼠内毒素休克模型，观察血压变化的时间

曲线及LPS诱导的iNOS表达的时间过程。观察模

型用的小鼠(n=3)经戊巴比妥钠(60rag／kg)腹腔注

射麻醉，在立体分离显微镜(SMZ．1B，Nikon)下，将

PE50聚乙烯管插入一侧颈总动脉，用4道生理记录

仪监测和记录血压。记录正常动脉血压后，腹腔注

射LPS(5m49／kg)6h后经眼球或者动脉插管收集血

液；处死后，立即取出组织，液氮速冻，一70*(2保存，

用于Westem印迹法、RNA提取及激酶活性检测。

观察LPS(5mg／kg)诱导的iNOS表达的时间过程

时，LPS处理时间分别为0、4、6、12、24、36、48、72h，

每一个时间点取3只小鼠。

第2组动物观察LPS与iNOS表达的剂量一效

应关系，分别用2 5、5．0、10．0、20．0mg／l【g剂量的

u】S处理小鼠，6h后处死动物采取组织标本，每剂

量组用3只小鼠。

第3组动物观察SB 203580的抑制作用，用SB

203580(12．5、25．0me／kg)给小鼠灌胃后60min，再

用5．0mg／kg LPS处理小鼠至重度休克，用同样的

方法处死动物并观察组织中iNOS的表达。每剂量

组3只小鼠。

1．3血浆中NO水平检测血浆中NO水平检测采

用Griess法。将血样本在1 50009离心10min，血

浆中的N02+N岛一的浓度采用改良Gfiess法在

546nm，用紫外分光光度计比色测定”’2’9’⋯。

1．4 iNOS蛋白检测组织中iNOS蛋白检测采用

Westem印迹法。取30rag组织加入0 5ml细胞裂

解液[0．05mol／LTris。HCI，pH 7．6，0．1mol／LNaCI，

0．01mol／L EDTA，amdL抑蛋白酶肽(aprotinin)，

lmmol／L苯甲基磺酰氟(PMSF)]，冰上匀浆。以牛

血清白蛋白为标准，取小部分样品采用Brodard行

总蛋白定量，其余样品加入等量2X十二烷基硫酸

钠(SDS)[0．1m01]L Tris—HCI，pH 6．8；0．2mol／L二

硫苏糖醇(DTT)；4％SDS；0．2％溴酚蓝；20％甘

油]，样品100℃煮沸5min，室温超声粉碎lmin，室

温下10 000×g离心10nfin，样品经7％SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳(PAGE)凝胶分离，每份样品上样

50旭总蛋白，将蛋白用半干电转仪(瑞典Pharmacia

Biotech公司)转到PVDF膜上。PVDF膜室温下用

’rTBS(0．1m01]LTris—Ha，pH 7．5，0．9％NaCI，0．

1％吐温一20)封闭1h。膜用小鼠iNOS单克隆抗体(1：

500)室温孵育2h，TTBS洗涤3次，每次10min。室

温下膜用羊抗小鼠IgG-HRP第二抗体(1：1 500)孵
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育lh，TTBS洗膜3次，每次10rain，加入化学发光

试剂。暗室中曝光x射线胶片，胶片经显影和定

影，蛋白带用凝胶图像分析仪(Viiber Loummt)分析

和定量。

1．5 iN08 ml钉NA表达的测定 组织中iNOS

mRNA表达采用RT-PCR法测定。用RNA提取试

剂Tripure，按厂家说明提取总RNA，逆转录合成

eDNA第一条链，反应体系为：5旭总RNA，0．2旭

Ollgo(dT)12m，100U的M-MLV逆转录酶，20u的

RNasin，加反转录缓冲液至总体积201d。37℃反应

1h，95"12变性Stain。取逆转录产物4id进行PCR反

应(94℃变性lmin，55℃复性lmin，72℃延伸lmin，

30个循环)。组织中iNOs(GenBank登录号：

AF065923)的引物为：5'-GAAACAACAGGAAC—CTACCA-3’和5'-TOCA’rGCAGACAA唧GG-3’．
扩增片段长度为1 098bp；扩增内对照GAPDH

(GenBank登录号：NM一008084)的引物为：5’一

000ATCACCATCTTCCAGGA一3’ 和 5’一TGCT—

TcAOcAOCrⅣTr~GAT-3’，扩增片段长度为

575bp。PCR扩增产物用2％琼脂糖凝胶电泳，溴化

乙锭染色显示，用凝胶图像分析系统进行半定量和

照相。

1．6 p38 MAPK激酶活性检测啪1将组织中加入冰

预冷的细胞裂解液[25mmol／L HEPES(pH7．6)，

137rnm01]L NaCl， 2mmol／L EDTA，lmmol／L

EGTA，3nmaol／L 8-甘油磷酸(pglycerolphosph“e)，

lmraol／L Na3V04，1％Triton X-100，lvtg／ml抑蛋

白酶肽，lmmol／LPMSF)，冰上匀浆后，超声粉碎，

412，10 000x g离心5min，取上清300ul(约含蛋白

300,ug)，加入结合有琼脂糖的p38 MAPK的多克隆

抗体，4"E摇动过夜，4℃离心30s，沉淀用500td细胞

裂解液洗涤2次，500p1激酶反应缓冲液洗涤1次，

沉淀加入20础激酶反应体系(含2501maol／L ATP，

10／zgATF2，10FCi y-”P_ATP)中，37℃反应30rain，

加入lO,ul 4×SDS加样缓冲液终止反应，样品煮沸

5rain．离心，取上清209l用12％SDS-PAGE进行电

泳，干胶，用X射线片于暗盒中一70℃曝光12h，胶

片经显影、定影，图像用凝胶图像分析系统进行照相

和分析。

1．7统计分析采用SPSS软件包进行统计分析及

作图，数据以y-±s表示，P<0．05，在统计学上有显

著性差异。

2结果

2．1 LPS对BAL剧c小鼠动脉血压的影响正常小

鼠平均动脉压为(127 5±9 0)m“fflg(ImmHg=

0．1333kPa)，小鼠腹腔注射I．PS(5．0mg／kg)10min

时，降至(102．8 1 6 8)mmHg，30mln回升至

(111．8±7 5)mmHg，60min时再次下降至(93．8i

5．2)mmlqg，120min时持续下降到(63．8±3．8)

mmHg，220rain时为(52．5±4，5，mmHg，300rain时

为(51、0±3 0)mmHg，在小鼠腹腔注射LPS后

360rain，平均动脉压仅有(42．0 4-3．O)rmHg，提示
LPS(5．0mg／kg)刺激6h后导致小鼠重度休克。

2．2 LIPS诱导的小鼠血浆中NQ一十NQ一的浓度

变化BALB／c小鼠血中Nq+N03’在2 5me／

b的LPS作用6h就有升高，5 0rag／kg时显著升

高，20mg／kg达到最高(图1)。按休克模型选择的

LPS剂量为5，0mg／kg，血中N02一+Nq的含量

随着作用时间延长而增高，4h后的水平显著升高，

一直维持到72h(图2)；用p38 MAPK的特异性抑

制剂SB 203580(12．5rag／l【g)后，血中Nq+Nq

20n
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注射LPS的剂黾(19／kg)

圈1 U8注射的荆量与血浆NO变化的剂t'-壹t应关系

注：每一组为5个样本。与生理盐水组比较，*P<0．05，**P<O Ok
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图2 LPS注射引起血蒙NO变化的时间过程

注：每一组为5个样本。与对照组比较，*P<0 05，**P<0 01；

与LPs蛆比轻，十p<0 05，++P<0 01；513 203580处理蛆与对照
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水平的升高可以被抑制，其中6-36h抑制作用显著

(P<O．01)，48h之后有减弱的趋势；但是6h后，被

SB抑制后的NQ一+NO,水平仍然显著高于对照

组，且在统计学上差异明显(P<O．05)。

2．3 LPS诱导的小鼠肺组织iNOS蛋白和mRNA表

达的时间．效应关系本研究中发现，正常对照组小

鼠的肺组织就有少量iNO$蛋白表达，腹腔注射

LPs 4h后，iNOS蛋白表达显著增加，12～48h，

iN0s蛋白的表达进一步增加，并维持在较高水平

(图3)。

图3 Western印违法分析LPS诱导的小鼠肺组织

iNOS蛋白表迭的时间过程

注：ID=0 992 lu

正常对照组小鼠肺组织中iNOS mRNA／

GAPDH mRNA比值约为0 05，腹腔注射LPS后

4h，两者比值增加到0．78；6和12h时，两者比值分

别是1．21和1 37；在36和48h时比值分别为1．27

和0．36；72h则为0．37，与蛋白表达的变化基本一致

(图4)。

2．4 12S与小鼠肺组织iNOB蛋白和InRNA表达的剂

量-效应关系在复制内毒素休克模型的过程中发

现，5．0 ndk的LPS 6h足以使小鼠达到重度休克，

因此所选的作用时间均为6h以上。Western印迹法

和RT-PCR结果发现内毒素休克小鼠肺组织中iN08

蛋白和mRNA表达与LPS的剂量呈现明显的剂量一

效应关系，其中LPS剂量为2．5megk时，iN08蛋白

表达量不明显，当LPS剂量达到5．0me,／k时，iN0s

的表达显著增加；LPS在剂量为10 0和20．0Trdk

时，iNOS的表达进一步增加。对照组的iN08 mte,tA／

GAPDH mRNA比值为0．04；LPS剂量为2．5rrdl【g

时，两者比值为0．22；LPS剂量为5．Omdkg时，比值为

0．61；当LPS剂量增加到10．o和20．0megkg时，比值
分别为0．76和1．26(图5、图6)。

2．5 SB 203580对内毒素休克小鼠肺中iNOS蛋白

和mRNA表达的影响与对照组相比，内毒素休克

小鼠肺组织中iNos蛋白和mRNA的表达显著增

加。然而，分别用p38 MAPK特异性抑制剂SB

203580 5．0、12．5和25 0mg／kg预处理小鼠后，肺

组织中iNOS蛋白表达分别被抑制21％、48％、

75％；iNOS mRNA的表达分别被抑制37％、54％和

67％(图7)。

2．6 LPS刺激后BAI．剧c小鼠不同组织中iNOS表

达按照内毒素休克模型的条件，小鼠腹腔注射

LPS(5．0mg／kg)6h后，iNOS蛋白和mRNA可在

心、肝、脾、肺、肾、肠等各组织中表达，其中以肺组织

表达水平最高(图8、图9)。

2．7 LPS刺激后彤LUB／e小鼠肺组织中p38 MAPK

活性测定小鼠在注射LPS(5．0mg／kg)30min后，

肺组织中p38 MAPK活性即有增高，120～180rain

达高峰，240rnin后活性下降(图10)。

3讨论

本实验复制小鼠内毒素休克模型，在体视显微镜

下，把经过拉细的PFSO导管插入小鼠颈动脉，用电血

压换能器和4道生理记录仪记录血压曲线。可见小

鼠正常平均动脉／乐(MAP)为127．5mmHg，脉压差达

l
l
{
l
§

注射LPs后的时问(h1

围4 RT-PCR分析I_PS诱导的小鼠肺组织ibK}Sd凇表达的时词过程
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，，譬．鼍：!篓燮兰篡=懋 徽裟蒜艘葚漂茹鬻鬣
；。呈黑：曼芝笔篓黑蛋NN白N表达的慧：应毫：． 呈萎言；磊曩二芩弄；i；；淼蔷：盖磊写群弃磊磊：注：每个时问点 个样本。c∞：， ：I：2．5 1 2缸d崦LPS组；2：5 0 工宴田川⋯^巴 H。肌旺叫盯口刚⋯川⋯’
删k LPs组；3：10岫dkg Lt：S组；4：20唰kg L焉组 从而受到少量LPS或其他物质诱导所致。注射LPS

降至42．0mrnH叠，从而复制出典型的小鼠内毒素休克 在对ICAM-1表达的研究中，也有类似所见“⋯。在正

模型。用此模型可以观察多种休克和疾病状态时各 制、鼠的肺组织中同样可以检测到ICAM-1的表达，
种器官的细胞内变化，而且由于小鼠体重轻，用药量u]S作用后肺组织ICAM-I表达最多。这些证据表

少，这种休克模型为贵重试剂和药物(如SB 203580、 明，肺作为一个开放性器官受细菌及毒素作用，N(38

PD98059、单克隆抗体等)的在体研究提供了可能性。 和ICAM-1等体液因子表达旺盛，通过自分泌和旁分

文献报道的研究，多数是从离体细胞水平证实LPS 泌机制，作用于组织细胞，使肺组织很有可能是

诱导的iN06表达㈨圳；本研究是从整体水平，观察 MOD8发生较早的始动器官之一。

汴射LPS的剂量抽g／kg)

圈6盯-PcR分析腹腔注射LPS的剂量与耻正剧c小鼠肺组织iN0s rnRNA表达的剂量一效应关系

注：每十时间点5个样本。右固Con：对照组

．．．1一

-n r]广]广]
培药蛆别

图7盯Pot分析S／3203580时L腭诱导的BAI剧c小鼠INOSmRNA表达的影响
注：每个剂量组做5个样本。M：DNA分子量标准；G【Il：对照组；1：LPS(5 0rTffN)；2：田203580(5 ondkg)+LPS(5 Omg／kg)组；3：$203580

(12 5r耐kg)+LPS(5 O吲崦)组；4：St3 203580(25．oI划kg)+L焉(5 0r耐蛐组
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质介导的信号转导”””1。少量文献报道，p38

MAPK参与r LPS刺激离体细胞iNOS的表

达”“”1。笔者在内毒素休克整体实验发现动物注

射LPS后，细胞和组织中的iNOS表达增加的同时，

p38 MAPK也被显著激活，用p38 MAPK的特异性

抑制剂8／3 203580作用于内毒素休克小鼠，可以部

分抑制由LPS引起的肺组织iNOS的表达，并可降
图8 Wt．-ttern印迹法分析内毒素休克 低血中NO水平。但是SB处理的动物在LPS{'lzJ毛l

小鼠不同组织iN【]s蛋白表连注：1D2 o 992 lu
后，血中NO水平仍显著高于对照组，而且对动物的

探讨洲0S表达和诱导的细胞和分子机制，研究 血压下降并无显著影响。这些均表明内毒素休克动

者们大多数采用iNOS的特异性和(或)非特异性抑制 物iNOS的表达只是部分通过p38 MAPK这条信号

剂以及基因敲除等方法fj。】，目前尚未有突破性进 转导途径，有可能还有其他途径参与，其详细通路有

展。最近报道表明，MAPKs可能参与了多种炎症介 待进一步研究。

圈9 RT-PCR分析内毒素休克小鼠不同组织iNOSmRNA的表迭

划
蝗
嚣
粤

型

兰
巷

江射LP5后的时问(min)

囤10 LPS对RALBfc小鼠肺组织p38MAPK活性的影响
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