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蛋白激酶 C抑制剂和钙调素抑制剂对小鼠腹腔巨噬细胞 

释放肿瘤坏 因子的抑制作用 尺 5． 
， 堡垒 钱定华，李广川 (第二军医大学药学院中西药研究室，上海2∞433，中国) 

Inhibitory effects of protein kinase C inhi bitor and 

calmodulin antagonist oH tumor necrosis factor produc— 

tion by mouse ii]lacrophages 

动 的小 鼠腹腔 巨噬细胞释放 肿瘤 坏死 因子 (TNF) 

w一7(10 ng·ml )抑制 TNF释放 的最佳时 间为8 h 

提示巨噬细胞释放 TNF可能依赖于 PKC和 caM． 

TIAN Ming。，ZHANG Jun—Ping，QIAN Ding Hua，LI 

Guang-Chuan (Resea h 1．aborato of Nnf“m n d 关键词 暮皇墼蔓 管翊塞}壁瘤 匿垦王；脂多 
SyntheticDrugs，School ofPharmacy，SecondMilitary 糖；卡西霉素；巨噬细胞}成纤维细胞 

Medical University，Shanghai 200433，China) 

ABSTRACT Mouse peritoneal macrophages were 

primed with calcium ionophore calcimycin 1~tmol·I 

for 8 h and then elicited by lipopolysaccharides (LPS， 

10 ng·ml一 )for 6 h to induce tumor necrosis factor 

(TNF)，measured by cristal violet staining assay using 

murine fibroblast L929 ceils． Protein kinase C (PKC) 

inhibitor， 1一(5一isoquinolinesulphon y1)一2一methylpiper- 

azine (H一7)and calmodulin (CaM )antagonist，^ (6一 

aminohexy1)一5-chloro一1一naphthalenesulfonamide (W 一 

7)were studied on LPS-induced TNF production by 

macrophages． Addition of H一7 (0-31— 50 ·ml-i) 

and W 一7 (10— 4000 ng·ml ) simultaneously with 

LPS to the cult Llre medium suppressed LPS-induced 

TNF production in a concentration_depe ndent[13&nnel-． 

W hen macropbe ges were pretreated with W 一7 (10 

ng·ml一 )，LPS—induced TNF production was corn— 

pletely inhibited at 8 h． These results suggest that 

TNF production by macrophages may be dependent on 

the PKC andCaM ． 

KEY W ORDS protein kinase C}calmod ulin；tumor 

necrosis factor F lipopolysaccbarides； caleimycin F 

macrophages}fibroblasts 

摘 要 蛋 白激酶 C (PKC)抑制剂 H一7 (0．31— 50 

·ml )和钙调素 (CAM)拮抗剂 W一7 (10— 4000 

ng·ml )皆可浓度依 赖地抑制脂多糖诱导卡西霉素启 
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巨噬细胞(M )需要经历启动和诱出二个 

过程才能充分激活、合成和分泌肿瘤坏死因子 

TNF。 ． 卡西霉素 (calcimycin，Ca1)可模拟 
一 干扰素或 巨噬 细胞活化因子启动 M中。 ． 

1一(5一异喹啉磺酰基)一2一甲基哌嗪 (H一7)和 N一 

(6 氨 已基)一5一氯一1一萘磺酰 胺 (w 7)分 别是蛋 

白激酶 C (PKC)抑制剂和钙调素(CAM)拮抗 

剂，能够抑制血小板 、中性粒细胞和巨噬细胞 

内 PKC和 CaM 依赖蛋白激酶催化的蛋白磷酸 

化． 导致某些生物活性物质的合成和释放减 

少。 ． 为了解 PKC和 CaM 在 TNF释放中的 

作用 ，本文选择 H一7和 w一7研究它们对巨噬细 

胞释放 TNF的影响． 

M ATERlALS AND M ETHODS 

药品与试剂 H一7为浅黄色针状结晶，rap 138— 

140U，纯度>99 ． W一7为 白色针状结晶，mp 219— 

220℃，纯度>99 ． H一7和 w一7分别用 RPMI 1640培 

养基 (Sigma)和乙醇 (试验终浓度<O．02 )配成贮蔽 ， 

临 用 前 用 培 养 液 稀 释 至所 需 浓 度． Lipopolysac— 

char[des(LPS，01 11：B4)和 caleimycin为 Sigma产品 

TNF的诱生 ICR小 鼠，早，24．2士 2．0 g，ip 

3 硫代 乙醇酸钠培养液(TG—broth)1 ml／鼠． d 4收 

集腹腔渗出细胞 (PEC)，经 PBS洗涤2次 ，然后加入含 

1O 新生牛血清 RPMI 1640培养液和Cal，调整细胞浓 

度为2X10 ·ml一，Cal 1~tmol·L～、 将此悬蔽1 ml加 

入24孔培 养板中 ，置 于5％ CO：培 养箱温育8 h． 以 
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PBs洗2次 ，加入古有药物的培养液1 ml继续培养6 h． 

取上清液，一30"C保存待测． 另有部分实验则将试验 

药物与 MO温育后 ，用培养基洗2次再加 LPS诱出． 

TNF生物活性测定 以 L929细胞为靶细胞的细 

胞毒结晶紫染色法㈣． 样 品中 TNF单位数为样品杀 

伤50 靶细胞 (5X10 )的稀释度的倒数． 

显著性检验 采用r检验． 

RESULTs 

TNF诱生 最佳条件的选择 选择不同浓 

度 Cal与 TG应答的小鼠腹腔 M 共同温育8 

h，然后加入LPS(10 ng·ml )诱出6 h． 结果 

发现经 TG应答的 M西不能 自发分 泌 TNF， 

0．i，i，Cal 10 m0卜LI1启动 M 分 泌 TNF 

分别为161土6，270土13，30土16 U·ml～． 为 

此选择 Cal 1 m。卜L 启动 M ，试验与不同 

浓度的 LPS(i一10 000 ng·ml )温育8 h分泌 

TNF的情况(Tab 1)． LPS在1 ng·ml 浓度 

下已明显地刺激 M中分泌 TNF， 在 10— 50 

g·mr 时诱出作用最强． 

Tab 1． EIl~lting effects of Ilpopolysaccharides OO tu— 

mor ne灯 osb factor production by m 啪 ph-擘e岛p一岫 ed 

with calctmycin 1；Jmol·L-。． n=4， 土 ． P< 0．0l 

噶 ~ontro1． 

M中与LPS 10 ng·mlI1或10 g·m1I1温育 

不同时间，收集上清液并测其 TNF活性 ，发现 

不论是 LPS 10 ng·ml 或10 g·m1 刺激 M中 

6 h，上清液中 TNF活性最高(Tab 2)． 我们 

选择实验的最佳条件为1；~mol·L 启动剂 Cal 

作用8 h，10 ng·ml 诱出荆 LPS作用6 h． 

Tab 2． LIpopolysaccharides—induced tumor Ilecr~ds 

factor production by m acrophages primed with cat— 

cimycin 1 Bmol·L ． 月 4， 土 P< 0．01 叫  

contro1． 

H一7和 w一7对 TNF分泌的抑制作用 H一7 

(O．31— 5O g·ml )和 W 7 (10— 4000 

ng·ml )与 M 温育6 h，能浓度依赖地抑制 

LPS对 TNF诱出作用 ，两者抑制 TNF释放与 

它们对 M 的存活和粘附无关(Tab 3)． 

Tab 3． Inhibitory effects of H一7 and W 一7 OUt LPS— 

Induced TNF production by macropbgges primed with 

caldmy~in． TNF activities in m erophage c~tm'e SH- 

pernttants w目 me~setred b cristal violet stainin g As— 

say using m0 e ftbrol~ast L929 cells． 月： 4，i土 ． 

> 0．05， ’P< 0．05， P< 0．01 contro1． 

w一7(10 ng·ml一 )与 M中预先温育不同时 

间，经洗涤后 加入 LPS诱 出6 h，发 现抑制 

TNF释放的作用随预处理时间延长而加强，8 

J  
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h以后抑制作用维持在一定水平(Tab 4)． 
REFERENcEs 

Tab 4- Kinetics of W 一7 0Ⅱ LPS-induved TNF produc- 

tion· CalmoduEn prim ed m acrophages were pretreat- 

ed wtlh W 一7 (10 ng·ml for various time then elicit- 

edwithLPS for 6 h． n一4， 土 s 

TNF activity (U ·ml ) 

0 

2 

4 

6 

8 

24 

232土2 

247土30 

I56土 17 

95土 l2 

72土2 

99土 15 

DISCUSSl0N 

结果表明：W一7*n H一7显著地抑制 LPS诱 

导 Cal启动的 小鼠腹腔 M 释放 TNF， LPS 

是 TNF最有效诱出剂之一，能迅速激活 PKC 

而增加胞内特定蛋白的磷酸化 ：． w一7是有效 

的 CaM 拮抗剂，抑制 CaM 依赖的蛋白磷酸化 

的 Ki值为12 umol·LI。． H一7能抑制多种蛋白 

激酶催化的蛋 白磷酸化，但主要是选择性抑制 

钙、磷脂依赖的蛋白激酶 ，抑制 PKC的 Ki值 

为6／~mol·L CS．g3 本实验 w一7和 H-7试验浓 

度与它们抑制 CaM 和 PKC浓度相 符，提示 

W一7和 H一7改变 M中分 泌 TNF的功能可能是 

通过抑制 CaM 和 PKC来实现的， 已知某些 

涉及钙透膜循环所引起的细胞反应过程中往往 

是 PKC和 CaM—Ca 复合体协同起作用“ ，可 

以认为 M 释出TNF过程中涉及钙透膜循环 ， 

而 PKC和 CaM—Ca 复合体的作用是相互关联 

的，任何一者受抑制均可减少 TNF释出， 
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