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ABsTRAcT The effects of protein kinase C(PKc1 
activator l-'ag-tetradecanoylphorbol-13~ tcetate 

n1PA1 and inhibitor i--(5一isoquinolinylsulfony1)一 

2-methylpiperazine(H一7)and quercetin were studied 

on release of tumor necros~ factor rTNF from mouse 

peritonca l macro phag~ primed with 户m口 一 

6Ⅱ( teri“ aches(PA The re'sults showed that TPA 

{卜 100 ng· ml ) and lipopolysacaharides (LPs) 

f1—100 ng· mr_01 ind uced the release of TNF from 

PA—primed mouse peritoneal macrophages in dose- 

and  time-depeI1dent manners in vitro． and  the effects 

of TPA and LPS were inh ibited by H一7 fl2．5一lo0 

#mol· L )or quereetin(6．25-25 umol· L叫)in a 

dose-depe ndent manner After 1P H一7 f50 

mg· k2 LPS-ind uced release of TNF in vivo de． 

creased significantly
．

These results suggest tha t PKC 

may play a critical role in release of TNF from 

PA-primed macr~phages 

KEY W ORDS protein kinase C：quercetin；tumor 

necrosis factor； macrophages； Propionibacterium 
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摘要 奉文研究蛋白激酶 C(PKC)激活剂 TPA和抑 

制剂H-7，槲皮素对痤疮丙酸杆菌(Propionibacterium 

胂＆ PA)扁 动 的小 鼠腹腔 臣 噬细胞(macrophage, 

MO)释 出肿瘤坏 北因子(TNF)的影 响 表明 ’rPA可 
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诱导 PA启动的 M 分泌 TNF，其作用可被 H一7和 

槲皮索抑制，LPS体外和体内诱生 TNF的作用亦可 

破两者抑制 提示 PKC在 PA启动的 M 分泌 TNF 

过程中具有关键性作用 

关键词 蛋白激酶 c；槲皮素；肿瘤坏死 因子 

痤疮丙酸杆菌 

噬细胞(M )接受启动和诱 出信号后分泌的 

TNF不仅参与多种机体肿瘤防御机制，而且是导致 

炎症 ．内毒索休克和恶液质等疾病的重要介质 叫 

因此研究 M 激活的分子机制并 寻找能有效调控 M 

分泌 TNF的药物具有重要实际意义． 

蛋白激酶 C(PKC)在多种细胞的激活过程中有重 

要作用 ．在 MO激活过程中亦伴有胞内PKC活性 

增 强 本 文观 察 了 已知 的 PKC 激 活 剂佛 艘醇 

一 l—o一肉豆蔻酸盐一l3一乙酸盐(TPAy”和选择性抑制 

剂 1 5一异喹 啉磺酰 基)-2-甲基哌嗪(H_7) 槲皮 

素 ’对 PA体内激活的小鼠腹腔 M 分泌 TNF的影 

响， 旨在探讨 PKC在 TNF分泌过程中的作用， 以进 

一 步寻找能有效调控 M 分泌 TNF的药物 

M ATERIALS AND M ETHoDS 

H一7，淡黄针状结晶，mp 140-141"('，由本室合 

成一以异喹啉为原料经氯化、磺化和予胺反应得 

到 纯度>99％，用前溶于 RPMI一1640培养液； 

槲皮索，黄色针状结晶，由奉室从槐花米中提取得到 

芦 丁 ， 经 水 解 一 纯 化， 重 结 晶 后 得 到 ． mp 

315-316'U，纯度>99％，以Me O配成贮备液，用 

前 以 RPMI-1640培养 液 稀 释 (Me SO 终 浓 度 

<0 1％)：TPA 和脂多糖(1ipopolysaccharide~， LPS) 

均 为 Sigma产品，PA，针剂， 兰州生物制品 研究所 

m 
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产品；放 线 蒲紊 D (dactinomycin,Dac)， 粉针 剂， 

上 海 新 亚 制 药 厂 产 品 ． 培 养 液 为 RPMI一1640 

(Signm)． 每 升补充 2一巯 基 乙醇 0．1 mnaol, 青霉 素 

5000llJ．链霉索 25 mg, NaHCO 2 g 结晶紫染色 

液，取结晶紫 0．5晷 40％甲醛 8ml,NaC1 0．17昏 

乙醇 22．3 ml,加水至 100 ml，混匀备用 结晶紫提取 

液，取 柠檬 酸 兰钠 897 mg,HC1(12 mol·L )162 5 

儿 无水乙醇 47 5ml，加水年 100ml,混匀备用 

小 鼠 [CR 小 鼠， 一， 24 2-- 5 2．0 g． 8-12 

wk．奉校动物所提供 

TNF的 体 外 诱 生 tCR 小 鼠一ip PA 0．5 

ml／mousc，d 7收集腹腔渗出细胞．Jfj含 10％／Ix牛 

血 清的培养液调 整细胞旅度 为 5x 10+／ml， 加 2 ml 

细胞悬液 于小培养瓶 中(25 ml， 细胞 贴壁面积 5 cm 

×3 cm)，置孵精中2I1'使 M中贴壁，用培养液洗除 

悬浮细胞，加入 2 ml RPMI一1640培养液和一定量的 

TNF诱生剂(LPS或 TPA)．继续培养6 h(时一效关系 

实验除外)．取上清，_30℃保存．待测，试验药物对 

TNF分泌的抑制作用时，一般将药物和诱生剂同时 

加入 

TNF 的 体 内诱 生 1CR 小 鼠 ip PA 0．5 

ml／moose,d 7ivLPs l腭 ／mouse,90min后摘除 

小鼠眼球，收集血液，置4℃ 2h，使凝固，400x g离 

心30 mirb 吸取上层血清，置一30"(7保存待测． 

TNF生袖活性测定 采用以L929细胞为靶细胞 

的细胞 坫晶紫染色法。io}．L929细胞 以 5× 10 ／孔 

接种 于 96孔 细胞培养扳 37"(7培养过夜后，加入倍 

比稀释的待测上清和 Dac(终浓度 l ·ml叫l 继续 

培养 18 h弃上清．将培养板浸入结晶紫染色液中染色 

20 min,漂洗除去未被细胞结合的染料，晾十后每孔 

加入 100．ul结 晶紫提取液．于 595 rⅡn处测定各孔吸 

收率( A值为对照孔(仅加Dac) 值一半处样品的 

稀释倍数(即样品杀伤 50％靶细胞时的稀释倍数)定为 

样品的 TNF单位数【U·ml叫)． 

RES LTS 

PA对小鼠腹腔M中产生TNF具有启动作用 

7 d前 ipPA(O 25一l ml／mouse)的小鼠，其腹腔 M中 

在体外培养时不能自发分泌 TNF 但对诱出刺 LPS的 

反应性显著增强．当 PA剂 量为0．5 ml／mouse时，以 

LPS(10 g·ml )攻击 2 h，M中 培养上清 中 TNF活 

性可达 24+12．3 U·ml-。 ：3，1p<0．05)．而未经 PA 

刺激的小鼠腹腔 M中对 LPs反应眭极低，以LPS(10 

ug．ml )攻击 2 h的M中培养上清中TNF活性仅 4j 

±0．9U·ml一 n =31． 

LPS和 TPA诱导经 PA启动的 M中分泌 TNF 

的作用 以不同浓度的 LPS或TPA与经PA启动的 

M中共同孵育6 发现在 1—100rig-ml 浓度范阿 

内两者均可 以剂量依赖方 式诱 出 TNF 存 L00 

ug·ml-。浓度，LPS和 TPA 污 5的 TNF单位 数 ’ 

别可达 95-+21．2 u·m ： 21±5．8 U·rnl 

= 3)． 

选定 LPS浓度为 100 rig·ml～，TPA浓度 l为 l0 

ng·mI-。进行 时一效荚系研 究， 发现两 者污出 TNF 

的时一技关系类似，均为 2h内起效，6 h达峰 

PKC抑制剂对 TNF分泌的影响 

l H一7和槲皮素体外押制 LPS或 TPA诱导 PA 

启动的 M中 分泌 TNF的作用 选定 LPS浓度为 100 

ng·ml～，PMA浓 度 为 10l1g·ml～， 在加 入 LPS 

或 TPA 的 『司时加 入 不同浓 度的 H一7《12 5—100 

,omol·L-。)或槲皮素(6：5—25~tmol·L叫)与经 PA启 

动的 M中共 同孵 育 6 h，测上清 中 TNF活性，发现 

H一7和槲皮素对 LPS或 TPA刺激的 TNF分泌均有 

抑制作用，且随旅度增大．抑制作用增强(Tab 1)． 

为排除 H一7和槲皮索抑制M中产生 TNF的作Ⅲ 

为非特异性的细胞毒作用，将 PA启动的 M中颅兜以 

药物处理 6 h，之后洗除药物 井以TPA《10tag"ml ) 

攻 2 h观察 M中是番仍具有刷样的什泌TNF的能 

力 同时进行台盼蓝染色试验 观察 M中的存活情 

况 结果表明：经 H一7(50pmol·L-。)或槲戊素(12．5 

／~mol·L )预处理 6 h，对随后的 TNF仆秘无影响． 

此时的 Mm为拒染的存活细胞。说明在这 浓腹 

下． 两种药 物对 M中没有非特异性们细胞毒作 

用．在更高浓度下，H-7(100／*mol·L叫)或槲皮紊 

(25 gmol·L_。)同 M中预孵 6 h并洗去后，仍表现 

对 TNF仆泌的抑 作用(Tab 2)．此时 I|『敲台盼 临染 
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Tab I． Effects of 1-(5一isoquinolinylsulfony1)-2一methylpiperazine(H一7)and qncrcetin oln lipopolysaccbarides 

(LPS)(ioo ng·atl 卜 or I-O-ten'adecanoylphocbol-13--aeetate(TPA)(10 ng·ml- )-induced release of tumor 

necrosis factor(TNF，from PJopionibacterium acne．~-primed macropbag~ ± ( )， ；times of experiments, 

_P> 0．05、 “ 0．05． ⋯  0．0I v control 

Tab 2． TPA (io ng·m ~indnced release of TNF 

from Propiom'hat，￡ r̈ ri”frf， ，~-primed macropba ges af 

lerincubated with H 7 or quercetinfor 6 h． =̈3， i 

，’> 0．05， P< 0．0I l control 

Tab 3． Effects of If一7 and quercetin on TNF prodnc - 

lion induced  b， I．PS ”i Lt't r，． Each mOUSe ip 

， n r ，】 『 rJ'IfOl “Jc 仉5 ml and 7 d Iatcr received an 

h injection and thc r̈m wa、as!j；I，ed for TNF activity 

inI 929Iytic a~,say． i一 ． P> 0．05， P<0．051'S 

contro1． 

包 胞州 昂 多 L吐州埘种药物在． 浓度时耐 小鼠 

由卦“胞冉作币 

2 H 7和蝌 皮 考时 LI 体 内诱生 TNF的影响 

． ICR 小 鼠 ip PA 0 5 mI／mouse，d 7 iv LPS l 

g／mouse，90min后 血清中出现高水1 TNF活性． 

在 iv LPS时 30min预先 ipH-7 50mg-kg 或 槲皮 

豢 75 ·k 。发理 H-7可明 显抑 制 LPS{i}导帕 

TNF分泌 但槲皮素作用不明佩．改变槲皮豢的给 

药 式．危千 iv LPS前 30minip槲皮素 50mg·kg 

然后 r ivLPS的问时 iv槲皮 素 25 m8·kg一， TNF 

的分泌则受到明显抑制(Tab 3) 

D【SCUSS10 N 

水史·{·TPA诱生TNF的荆 0 其澈活PKc纳 

有效剂昔 致．提示 TPA是通过 接激活 M 内的 

PKC 导致 r TNF分泌．H一7和槲 皮索I1r在 埘 M 

无非特异性损伤的剂量范嘲内有效地抑制 LPS或 

TPA 导 PA 动的 M 分泌 TNF的作川 总结 

PKC激活刺和抑制荆的 反怍川，水文结果 明： 

PKC 的激活在 PA 启动n勺M 分泌 TNF过程中 彳『 

戈健性的作川． 

我们在实验lI]还发现处于 ；_口】激活状态的M 对 

TPA 的反麻性 『 ， 未受到仟何刺激的小鼠腹腔 M 

fresident M中)和l鳆摹 乙醇 髓钠 培养 摹诱出 的 答性 

M (responsive M TPA 均 小 能 诱 导 分 泌 

TNF， 而{J 经 PA 预先 动的 M中 方能 TPA刺 

撇 分泌 TNF，楗 处丁 ：l司激 活状怠曲 M ． 

胞内 PKC在 TNF舟成及分泌过稃中的作II】亦不相 
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同 在 TNF的诱{B阶段 PKc 町能具有更重要的作用 

鉴丁 TNF在 机体抗{抻瘤及恶 液质 休 克和炎症 

损 fjj等病理过程中的 重哥怍I}l 研究 PKC激活剂和 

抑 树刹对 TNF分泌的影响 彳『希望提供一娄新的临 

r禾衙9，{抻瘟或防治 TNF彳r导的病理损害的药物． 奉 

文发 H一7和槲皮素具有很_强的休外抑 制 TNF分泌 

的忤1t】， 步体 内史验表明，阿嚣在体内办能有效抑 

制 LPS诱 导的 TNF 分泌． 攫 求它 ffJ在临 床 治疗 

TNF病理损害方面具有潜 的应I玎前景 凶此， 

H一7和槲皮索防治内毒紊休克硬其他 TNF机体损伤 

的作川值得进 步研究． 
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尼可地尔对缺氧和复氧致豚鼠右心室肌细胞电生理变化的保护作用 
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Protective effects of nkorandil on action potentials in 

anoxia and reoxygenated ventrleular myocardium of 

guinea p．嚷 
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ABSTRACT Standard microeIectrodc techniques 

wcrc used to stud)'the effects of nioorandil(500 

／maol· L一。) on action potentials in anoxia and 

reoxygenatcd ventricular myocardium of guinea pig 

The mi．1】it results： 阳 )Nicortlndi1 shonened thc actlon 
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