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【摘) 要】目的：探讨罗红霉素（RK）对内毒素（SFI）诱导下

肺泡巨噬细胞（FTK）核因子#!J（UL#!J）活化及对肿瘤坏死

因子#"（,UL#"）和 VS#!" 表达的调节作用+ 方法：收集大鼠支

气管肺泡灌洗液中 FTK 进行培养，分为正常对照组、模型组

和 RK 治疗组+ 用凝胶电泳迁移率改变分析（0KIT）法和放

射免疫法分别测定各组核提取物中 UL#!J 活性和细胞培养上

清中 ,UL#"，VS#!" 含量+ 结果：模型组 UL#!J 活性明显高于

正常对照组，用 RK 干预后 UL#!J 活性高于正常对照组（1 W
"+ "’），但比模型组低（1 W "+ "’）+ SFI 刺激 ! X ( 5 内 ,UL#"
含量高于正常对照组；RK（$" 1> Y S）能够抑制培养上清液中

,UL#" 的升高（1 W "+ "’）+ UL#!J 活性与 ,UL#" 浓度有相关

性（ ? Z "+ </(，1 W "+ "!）+ SFI 刺激在观察早期 VS#!" 高于正

常对照组（1 W "+ "’），使用 RK 干预后 VS#!" 无明显变化（1 [
"+ "’）+ 正常对照组与治疗组 ,UL#" Y VS#!" 比值在观察期间无

明显上升和下降，模型组 ,UL#" Y VS#!" 比值变化明显+ 结论：

RK 可能通过 FTK UL#!J 活化的抑制，减少了 ,UL#" 的释

放，调节 ,UL#" Y VS#!" 的比例，对 SFI 诱导的急性肺损伤模型

有保护作用+
【关键词】肺泡巨噬细胞；核因子#!J；肿瘤坏死因子#"；白细

胞介素#!"；罗红霉素
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!" 引言

内毒素（!"#）诱导的急性肺损伤炎症早期，肺泡

腔的 炎 性 细 胞 以 巨 噬 细 胞 为 主$ 肺 泡 巨 噬 细 胞

（"%&）释放 ’()*! 等前炎症介质，引发失控性炎症

反应，同时也释放以 +!*,- 等为主的炎症抑制因子，

对炎症反应起调节作用［,］$ 如果机体前炎症细胞因

子大量释放，超过抗炎症因子调节能力，必然打破前

炎症因子与抗炎症因子平衡，对机体造成炎性损伤$
’()*!，!*,- 等前炎症和抗炎因子通过 ()*". 的活化

调节炎症反应［/］$ 罗红霉素（ 0123450167839，:&）是

新型大环内酯类抗生素，不仅有抗菌作用，也有调节

细胞因子，抑制无菌性炎症的作用［;］$ :& 对急性肺

损伤发病过程中的炎症是否有作用？我们旨在探讨

:& 对 "%& 的 ()*". 活化及 "%& 合成分泌炎症细

胞因子的影响及其机制$

#" 材料和方法

#$ #" 材料" 健康 #< 大鼠 =- 只，体质量（/>- ? ;-）

@，雌雄不限，由第四军医大学实验动物中心提供$ 大

肠杆菌脂多糖（!"#）为美国 #3@6A 公司产品；:&（ 法

国 :1BCCDE*FDEAG 公司）；’()*! 放射免疫试剂盒和 +!*
,- 放射免疫试剂盒（ 解放军总医院科技开发中心放

免所）；<(% 聚合酶 + HED91I 大片段（ 华美公司产

品）#*;/" J*%’"（亚辉公司产品）$
#$ $" 方法" 大鼠乌拉坦腹腔注射麻醉后，生理盐水

灌洗肺并收集肺泡灌洗液，将灌洗液离心，沉淀细胞

并悬浮于含 ,-- 6! K ! 小牛血清的 :"&+ ,L=- 培养

基中，置于 ;MN，>- 6! K ! OP/ 孵箱培养 / 5，收集贴

壁 "%&$ 用瑞氏染色证实为巨噬细胞，纯度!Q-R；

苔盼蓝染色鉴定细胞活率!Q>R $ 将 "%& 接种于 /=
孔培养板，每孔细胞数为 , S ,-L $ 将细胞分为$正常

对照 组（(）："%& 中 加 无 菌 生 理 盐 水；%模 型 组

（&）：!"# ,- 6@ K ! 刺激 "%&；&:& 低剂量组（:,）：

给予 / 6@ K ! :& 和 !"# ,- 6@ K ! 同时刺激 "%&；’
:& 中剂量组（:/）："%& 中加入 !"# ,- 6@ K ! 和 :&
/- 6@ K ! 同时刺激 "%&；(:& 高剂量组（:;）：给予

:& /-- 6@ K ! 和 !"# ,- 6@ K ! 同时刺激 "%&$ 分别

于刺激前（- 5），刺激后（,，/，;，= 5）留取细胞及细胞

培养上清，每个时点和实验组取 = 个复孔$
,$ /$ , T ()*". 活性检测 T 参照文献［=］方法制备

"%& 细胞核提取物，.0AJG10J 法测定蛋白浓度；含 ".
序 列（ >U*%VO’’O%V%VVVV%O’’’OOV%V%VV*;U ，

;U*%V’O’OOOO’V%%%VVO’O’OO%VO’*>U）的 两 条

寡核苷酸单链由 ’AWA:A 公司合成，退火后结合成双

链探 针，在 <(% 聚 合 酶 + HED91I 大 片 段 催 化 下，

用#*;/" J*%’" 标记探针 ;U端，纯化后用凝胶电泳迁

移率改变分析（X&#%）法测定 ()*". 的活性$
,$ /$ /T 培养上清中 ’()*!，+!*,- 含量测定T 用放射

免疫法（:+%）并参照 ’()*!，+!*,- 试剂盒说明进行

’()，+!*,- 含量测定$ 将不同时间点的 ’()*! 与 +!*
,- 比值作为一个参数，观测其变化趋势$

统计学处理：实验数据以 ! " # 表示，用 #"## 统

计软件进行分析，方差齐时用方差分析（组间两两比

较采用 #(W*$ 检验），方差不齐时用秩和检验$

$" 结果

$% #" &’( 培养上清液中的 )*+,! 含量" !"# 刺激

后 , Y = 5 内 ’()*! 含量比正常组有明显上升，尤在

刺激后 , 5 达高峰（% Z -$ ->）$ 与模型组相比，:, 组

"%& 细胞培养上清液中的 ’()*! 无明显差异（% [
-$ ->），但仍明显高于正常组；:/ 组 "%& 细胞培养上

清液中 ’()*! , 5 时下降［（/,$ M ? /$ ,）)@ K ! &#
（;>$ > ? /$ /）)@ K !，% Z -$ ->］，/ 5 时与模型组无明

显差异；而 ;，= 5 时 ’()*! 水平与模型组相比浓度显

著降（)3@ ,）$

A% Z -$ -> &# (；8% Z -$ -> &# &$ (：9106AE；&：61JDE；:,：E1I J1CD

0123450167839（/ 6@ K !）；:/：63JJED J1CD 0123450167839（/- 6@ K !）；

:;：53@5 J1CD 0123450167839（/-- 6@ K !）$

)3@ ,T O198D940A4319 1G ’()*! 39 45D CB\D09A4A94 1G 45D \BE619A*
07 AE]D1EA0 6A801\5A@DC（"%&）（’ ^ _，! " #）
图 ,T "%& 细胞培养上清液中 ’()*! 的浓度

$% $" &’( 培养上清液中的 -.,#! 含量 " !"# 刺激

"%& ,，/，; 和 = 5 后上清液中的 +!*,- 含量明显高于

正常组（% Z -$ ->）$ :, 组 +!*,- 在 ,，/，; 和 = 5 时与

模型组无明显差异，但高于正常组（% Z -$ ->）$ :/ 组

与正常组相比，+!*,- 在 ,，/ 5 明显高于正常组，;，= 5
与正常组无明显差异$ :; 组与正常相比，+!*,- 在 ,，

/ 和 ; 5 明显高于正常组（% Z -$ ->），= 5 时 :; 组于

正常组无明显差别（’A‘ ,）$
$% /" &’( *+,"0 活性变化" !"# 作用后 , Y = 5 内

()*". 活性均明显高于对照组，尤在 , 5 达高峰，平
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均值从（!" # $ %" &）升至（’(" ) $ %" )，! * %" %+），,-.
!/ 在 0，’ 和 & 1 持续保持高水平，明显高于正常组

（! * %" %2，345 0）"

表 26 789 培养上清液中 :;.2% 含量

345 26 <=>?@>AB4AC=> =D :;.2% C> A1@ EFG@B>4A4>A =D A1@ ?FHAFB@
（"I J ;，" K !，# $ %）

LB=FG % 1 2 1 0 1 ’ 1 & 1

, ’" !+ $ %" 2’ &" 2+ $ %" 0! ’" #) $ %" #) ’" !’ $ %" ’# ’" (! $ %" +0

9 &" 0! $ %" (0 )" +! $ %" )(4 (" ’+ $ %" !04 +" %# $ %" &’ (" ’0 $ %" &(4

M2 &" )& $ %" !) !" (’ $ %" 2+4 (" ## $ %" )04 (" ’’ $ %" (04 (" )+ $ %" 0)

M0 ’" &+ $ %" +! #" !! $ %" #+? (" !& $ %" &#? +" &% $ %" +( +" 0’ $ %" &’

M’ &" !% $ %" () )" (0 $ %" #’4 #" 0( $ %" &&4 (" 00 $ %" !24 +" +’ $ %" )’

4! * %" %+ &% ,；?! * %" %+ &% 9" ,：>=BN4H；9：N=O@H；M2：H=P O=E@
B=QCA1B=NR?C>（0 NI J ;）；M0：NCOOH@ O=E@ B=QCA1B=NR?C>（0% NI J ;）；

M’：1CI1 O=E@ B=QCA1B=NR?C>（0%% NI J ;）"

表 06 各组 789 核中 ,-.!/ 活性变化

345 06 <14>I@E =D ,-.!/ 4?ACSCAR C> OCDD@B@>A IB=FGE
（" K !，# $ %）

LB=FG % 1 2 1 0 1 ’ 1 & 1

, )" 0 $ %" ’ )" & $ %" ! !" ! $ %" 0 (" ! $ %" + #" 2 $ %" #

9 !" # $ %" & ’(" ) $ %" )5 ’&" ! $ %" +5 ’0" ( $ %" !5 ’2" 0 $ 2" ’5

M2 )" + $ 2" 0 ’)" & $ %" !5 ’0" 0 $ %" (5 0#" & $ %" #5 0(" ! $ 0" %4

M0 #" ) $ %" ) 0#" 0 $ 2" ’? 0(" ’ $ 2" !? 2!" + $ 2" 2O 2!" ( $ 2" +O

M’ !" ) $ %" # 2!" & $ 0" !? 22" & $ 2" ( )" + $ 0" 0 2%" 0 $ %" (O

4! * %" %2，5! * %" %+ &% ,；?! * %" %2，O! * %" %+ &% 9" ,：>=BN4H；9：

N=O@H；M2：H=P O=E@ B=QCA1B=NR?C>（0 NI J ;）；M0：NCOOH@ O=E@ B=QCA1B=.
NR?C>（0% NI J ;）；M’：1CI1 O=E@ B=QCA1B=NR?C>（0%% NI J ;）"

!" # $ %&’ 上清液中 ()*+!，,-+./ 与 )*+"0 活性

的相关性 $ 将不同时间的 789 细胞 ,-.!/ 相对活

性与相对应的 789 上清液中的 3,-.# 作相关分析，

经 T7TT 软件 7@4BE=> 相关分析相关系数为 ’ K %" (!&，

! * %" %2，说明各组 789 细胞的 ,-.!/ 活性与 789
上清液中 3,-.# 浓度有显著相关性，回归方程为：

( K )" 00&# U %" (0’（" K !）；同理，将不同时间的 789
细胞 ,-.!/ 相应的活性与 789 上清液中的 :;.2% 作

相关分析，经 T7TT 7@4BE=> 相关分析相关系数为 ’ K
%" #)&，! V %" %+，各组 789 细胞的 ,-.!/ 活性与

789 上清液中 :;.2% 浓度无显著相关性"
!" 1$ %&’ 上清液中 ()*+! 2 ,-+./ 的变化$ 正常组

3,-.# J :;.2% 比值在 & 1 内保持在 ’ 左右，无明显上

升和下降；模型组随着培养时间的延长 3,-.# J :;.2%
比值上升，’ 1 达到最大，& 1 时略有降低（-CI 0）"

3$ 讨论

6 6 789是肺泡腔内的常驻巨噬细胞，广泛分布于

,：>=BN4H；9：N=O@H；M2：H=P O=E@ B=QCA1B=NR?C>（0 NI J ;）；M0：NCO.

OH@ O=E@ B=QCA1B=NR?C>（0% NI J ;）；M’：1CI1 O=E@ B=QCA1B=NR?C>（0%%

NI J ;）"

-CI 06 3,-.# J :;.2% B4AC= C> 789 EFG@B>4A4>A =D OCDD@B@>A IB=FGE
图 06 各组 789 上清液中 3,-.# J :;.2% 的比值变化

肺泡内及气道内，是肺部防御病源微生物和损伤的第

一道防线，在急性肺损伤（8;:）的早期发病中起着重

要角色" 有研究表明以 2% NI J ; ;7T 刺激细胞，能达

到炎性细胞因子的最佳表达效果［+］" 致炎因子刺激

效应细胞使细胞质内 ,-.!/ 活化而发生核易位，其

与核内的目的基因启动子或增强子上游特定 !/ 位

点结合，启动和调控一系列参与炎症反应的炎症因子

表达［(］" 我们以 ;7T 刺激细胞后，用$.’0 7 O.837 标

记含 !/ 片段的探针，此特异片段与 ,-.!/ 结合活性

强，经过放射自显影，用激光扫描成像系统测定相对

密度均值即可反应 ,-.!/ 的活性"
在 8;: 早期，3,-.# 是引起多种促炎细胞因子和

炎症介质失控性释放的重要细胞因子，在 8;: J 8MWT
炎症反应早期起关键性作用［0］，:;.2% 曾被定义为

“巨噬细胞灭活因子”，能抑制巨噬细胞抗原提呈，抑

制巨噬细胞活化及继发的细胞免疫反应，对巨噬细胞

细胞因子的合成与功能有广泛的抑制作用，同时 :;.
2% 作为一种免疫抑制因子，可以抑制多种细胞合成

炎症介质，具有强有力的抗炎作用［#］" 我们的研究显

示，;7T 刺激 789 后，细胞培养上清中 3,-.# 含量显

著升高，在刺激后 2 1 达高峰，同时观察到核内 ,-.
!/ 活性也明显增高，两者在峰值水平有明显相关性，

表面 ;7T 刺激体外 789，可引起 3,-.# 的大量释放，

并有 789 ,-.!/ 的明显激活" 我们的实验表明 ;7T
致 789 大量释放 3,-.# 引发 8;: 早期炎症反应的

机制与 ;7T 的刺激可活化 789 中 ,-.!/ 有关，上调

3,-.# 基因转录与蛋白合成，从而激发逐级放大的瀑

布样链锁反应" 由于 ;7T 是 8;: 的主要诱发因素之

一，故 ,-.!/ 的活化可能在 8;: 的始发阶段具有重

要作用" :;.2% 是一个有力的抗炎因子，其抑制单核 J
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巨噬细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞产生 !"#$!，

%&$’"，%&$(，也抑制活化的中性粒细胞的趋化性；%&$
’) 抑制活化的单核细胞，粒细胞产生 *+$,-#，*$
,-# 限制中性粒细胞的产生，抑制巨噬细胞产生氧自

由基和金属蛋白酶，减少对组织细胞的损害［.］/ 我们

发现在 &0- 诱导 01+ 培养上清液中 %&$’) 在实验进

行的 ’ 2 3 4 内明显升高，表明抗炎反应也被激活，通

过 !"#$! 5 %&$’) 作为反映炎症平衡的指标观察，我们

发现虽然前炎症细胞因子和抗炎症细胞因子在 1&%
发病过程中均增高，但并非它们是同步增高，在 1&%
发病之初，由前炎症细胞较抗炎症细胞升高更为明

显，使促炎反应占优，机体表现为过度炎症反应，随着

促炎因素的作用，使机体炎症损伤出现和加重，导致

出现一系列的病理生理改变/
有文献报道大环内酯类抗生素除了作用于细菌

细胞 .)- 核糖体 6)- 亚单位，抑制细菌细胞内的蛋白

质合成而发挥广泛的抑菌作用、促进胃动力、增强胃

排空作用［7］/ 最近发现大环内酯类还具有调节炎症

反应的作用，而在 1&% 发病过程中炎症反应占很重要

的地位，而其对炎症的调节机制研究不多，看法也各

不相同/ 周向东等［8］采用预先给予大环内酯抗生素

可显著减少 &0- 损伤中多形核白细胞（9:;<=:>94:?@$
A;BC> ;B@D:A<EB，0+"）的扣押量，并显著促进 F1&# 中

0+" 的凋亡/ 大环内酯类抗生素通过促进 0+" 的凋

亡发挥抗炎作用/ G+ 对 &0- 所致大鼠肺损伤后出现

的肺系数增加，肺间质和肺泡水肿有影响，表现为肺

系数下降，肺组织病理改变减轻 ［H］，!CDIJCKC 等［’)］

认为红霉素通过抑制 %&$( =G"1 的转录及 %&$( 的表

达发挥抗炎作用，但对血浆中 !"#$! 和 %&$’) 等其他

炎症细胞因子的作用及机制并未提及/ 我们用不同

剂量的 G+ 和 &0- 同时刺激 01+，结果提示：G+ 可

部分抑制 "#$#F 的活化，而从基因转录水平减少了

!"#$! 的合成与释放/ 本实验显示中剂量的 G+ 能

明显减轻 &0- 对 01+ 的刺激，使 !"#$! 的释放显著

减少，而且 "#$#F 可能是 G+ 抑制 !"#$! 转录的细

胞内靶因子之一/ 用 &0- 刺激的 01+ 上清液中 %&$
’) 含量与 " 组相比在 ’，L 4 略有升高（! M )/ )6），但

与 & 组无明显差别（! N )/ )6），7 4 后 %&$’) 有所降

低/ 中、高剂量 G+ 治疗组 %&$’) 与 !"#$! 的比率曲

线与 " 组差别不明显，这也说明 G+ 通过抑制 "#$#F

的活性抑制炎症介质 !"#$!，因而 G+ 可以将 01+
由 &0- 作用下的促炎占优调节至 !"#$! 与 %&$’) 相

对平衡，对 &0- 诱导的急性肺损伤有保护作用/
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