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不同剂量 LPS 诱导肝 Kupffer 细胞

释放 TNF 的体外研究来

王涛江?工淮 陈忠手!、 立IJ 韧蒋建新刁有芳 田昆仑王正 因

(第三军医大学野战夕|、科研究所 重庆， 63004 2) 

已有研究表明，由脂多糖 (1 i popolysacch­

aride, LPS)产生的内毒素休克动物其循 环血

中肿瘤坏死因子(Tumor Necrosis Factor, 
TNF )活性的升高是一短暂的过程[1]。体外培

养的巨噬细胞尽管持续维持 LPS 的刺 激， 最

终也将停止 TNF 的合成和分泌 [2 ]0 TNF 主要

由单核/巨噬细胞系统产生， 而 肝 Kupffer 细

胞是巨噬细胞的主要组成成分。但是，有关不

同剂量 LPS 剌激诱导肝 Kupffer 细胞分泌释放

TNF 的动力学变化特征， 以及这种变 化特征

与内毒素/感染性休克时循环血中 TNF 变化之

间的相互关系尚未得到证实。 木实验观察不同

剂量 LPS 在体外对 肝 Kupffer 细胞释放 TNF

的作用 ， 以及对肝 Kupffer 细胞 TNF 释放 动

力学特点的影响。

材料 和 方法

一、主要试剂和仪器

肢原酶 (lV 型 ， Sigma) , ~蛋白酶 (1 :125 ，

Si gma ) , RPMI 1G40(GlBCO ) ， 放线菌素 D(Sigma ) , 

重组鼠 TNF(4 X10' U/mg， Genzyme ) , LPS (血清型

026B6' DIFCO )。低速冷冻 离 心 机 (ZK-380 型 ，

HERML酌，酶标自动分析仪， CO2 培养箱。

二、肝 Kupffer 细胞的分离和培养 ( 3 .4 J

取 200 g 左右 Wistar 大鼠 ， 性别 不拘， 禁食过

夜。 3%戊巴比妥纳 (3 mg/100 g 体重)腹腔麻醉后，

2%腆酒和 75%酒精消毒皮肤。 颈总动脉插管并肝紊

化(80 u/100 g 体重)。腹正中切口 ， 门静脉插 管并连

接至电子蠕动泵的输出端， 经门前，脉向肝脏灌注预温

的 Hepes 缓冲液 500 ml。待肝脏变白后， 再 j控注'fÝl温

的 0 . 025 %肢原酶液 300 ml . 取下肿胀变白的肝脏 ，冷

Hepes 缓冲液洗涤两次， 再加 Hepes 液 80 时 ， 用吸

管吹打使肝细胞分散 ， 8 0-1 00 目尼龙泼、布过滤。过

i虑的细胞悬液 50 g 离心 2 min ， 弃沉淀。将上清反复

用 50 g, 2 min 离心两次和 5 0 0 g, 3 mm 离心一次 ， 留

取沉淀加冷 RPMI 1640 培养液 500 g, 3 min 离心两

次， 弃上?霄， 沉淀用培养液悬浮至所需浓度。按上述

方法分离的肝非实质细胞(包括 Kupffer 细胞、 内皮细

胞、 纤维细胞、 储脂细胞〉约占分离细胞总数的 99%

以上，而肝 Kupffer 细胞又占肝非实质细胞总数的

40 % 以上(3J 。 而肝 Kupffer 细胞又占肝非实质细胞总

数的 40% 以上(3 J 。 台阶蓝染色检查细胞活存率

>95 % 。

细胞悬液按 1 X 10 6 个细胞接种至 24 孔细胞培养

板上， 37 0C 、 5%C02 培养 3 0 min，弃去未贴壁细胞

(主要为内皮 细胞、 纤维细胞、储 脂细胞) ， 更换

RPMI1640 培养液继续培养 4 小时后， 按实验分组继

续培养至各预定时限。

三、培养上清液 TNF 活性测定

按放线菌素D处理 L 929 ~巴细胞法 (5J 。

四、实验分组和步骤

体外实验分为下列四组 s 生理盐水对照组(N= 的，

低剂量 LPS (终浓度 5 0 ng/ml )纽 (N = 8) J 巾剂量 LPS

〈终浓度 1 00 ng/ml)组 (N = 8) 1 离剂盐 LPS(终浓度

15 0 ng/ml )组 (N = 的。置 37"(; 、 5%C02 继续培养，并

于 LPS 加入前、 后各个预定时相取培养上清测定

TNF。加入 LPS 后 6 小时，弃培养上清，用培养液洗

涤三次 ， 再加入 LPS ， 使各组终浓度均为 100 ng/ml。

置 37 "(; 、 5%C02 继续培养，并于再加入 LPS 后各个

预定时相取上清测定 TNF。对照组除加入等量生理型;

水代替 LPS 外 ， 培养条件和时间同 LPS 组。

所有计量资料经统计学方 法处理， 以 X土 Sn 表

刁司 。

李 国家自然科学基金资助项目。
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结 果

加入 LPS 后 1 小时 ， 三组 Kupffer 细胞培

养上清液中均可测到 TNF i舌性， 3 小时达到峰

值，以后 基本维持在该 水平。其中 100 和

150 ng /ml 两组上清液 TNF 活 性 在 加入 LPS

后 2 小时起明显高于 50 ng/ml组 ( P<O .01) , 

3 小时的峰 值分另IJ 较 50 ng /ml 组高 82 % 和

1 01 % (P< 0.01) ， 而 150 ngjml 组与 100 ng j 
ml 组相比，上清液 TNF 活性虽稍有升高，但

并无明显差异，但>0.05) 。 再次加入 LPS

100 ng/ml 后 2 小时， 只有 50 ng/ml 组培养上

清液中有 TNF 活性升高，但幅度较前明显下

降( P< O. O l ) ， 10 0 和 150 ng/ml两组培养上清

液中则没有测到 TNF 活性(表)。

亵 不同剂量 LPS 对肝 Kupffer 细胞释放 TNF 的作用 ( ng/ml )

组 给 予 第一次给予 LPS 后 第二次给予 LPS (l OO ng/ml )后

别 LPS前 1 hr 2 hr 3 hr 4 hr 6 hr 1 hr 2 hr 3 hr 4 hr 6 hr 

对照

50 ng/ ml 0 . 25 士 0 . 49 土 0 .8 3 土 0 .85 士 0.82士 0 . 21 士 0.34 士 0.52士 0 .57土
0. 09 0. 12 0. 19 0.17 0.16 0. 07 0. 10 0. 11 0.10 

100 ng/ ml 0 . 41 土 1. 08 土 1. 51 士 1. 5 2 士 1. 5 2 士
0.13 0. 24** 0.33擎咖 0.30* 精 0.25"

150 ng/ rnl 0 .39士 1. 1 9士 1. 67 士 1. 65 土 1. 61 士
0. 21 0. 32 ** 0. 31 ** 0 . 33 擎 哮 。 . 2 9 '*

1 . 与 50 ng/ml 组相比 **P< O.Ol : 2. "-"示未测出 TNF 活性。

讨 论

TNF 主要由单核/巨噬细胞系统产生， 其

中巨噬细胞是产生 TNF 的主要场所， 肝 Kup­

ffer 细胞则是机体巨噬细胞的最大组 成部分。

在已知能剌激巨噬细胞产生 TNF 的物质中，

LPS 的作用最强。它能同时激活巨噬细胞 TNF

基因的转录和翻译，促进 TNF 合成和分iß、肉。

体内一次给予 LPS 造成内毒素休克时 ， 其

循环血中 TNF 的升高只是一持续 2~ 4 小时

快速而短暂的过程，此时即使再给予 LPS， 也

不能引起循环血中 TNF 的再次升高( 1 ] 。 然而

我们已往的研究发现实验性败血症/感染性休

克和临床败血症/感染性休克时， 血浆 TNF 的

出现、 升高 、 消失与静脉一次输注 LPS 造成

的内毒素休克具有不同的动力学过程[7 ]。国外

也有类似的临床败血症休克病 人的研究报

道I8 10 因 此， 有必要探讨不同剂量 LPS 对巨

噬细胞分泌释放 TNF 的特征，及其与内毒素/

感染性休克时循环血中 TNF 变化之间的夫系。

本实验结果显示， 三种 LPS 剂量与 Kupf­

fer 细胞一起孵育后， 培养上清液中 TNF 水平

均显著升高， 但 50 ng / ml LPS 组 TNF 水平较

100 ng/ml 和 1 50 ng / ml LPS 两组低 82-

101% 0 6 小时后三组再加入 LPS 100 ng /时，

结果只有 50 ng / ml LPS 组培养上请液中 TNF

水平又复升高。上述结果说明， 肝 Kupffer 细

胞在较大剂量 LPS 刺激下能够 合成并释放大

量的 TNF，但对 LPS 的再次刺激不再起反

应。 而 Kupffer 细胞在小剂量 LPS 剌激下， 尽

管合成释放的 TNF 水平较低，但对 LPS 的再

次剌激能够再起反应。

从本实验结果我们可以看出， LPS 在体外

民导肝 Kupffer 细胞释放 TNF 在一定范围内

具有剂量依赖关系， 井有一定的时间反应性，

表现为高剂量的 LPS 能够引起 TNF 的大量而

短暂的合成释放， 而低剂量的 LPS 虽然引起

TNF 呈较低水平的合成释放，但保留了 Kupf­

fer 细胞对 LPS 的再次反应能力。可能正是这

种 TNF 产生细胞一一单核/巨噬细胞系统对不
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同剂量 LPS 的反应特点，决定了内毒素、败

血症、 感染性休克时循环血中 TNF 变化的不

同动力学过程。当然， 这一假设尚需要更为深

入和系统的研究来加以证实。

摘 要

本实验观察了不同剂量 LPS 诱导大 鼠肝

Kupffer 细胞释放 TNF 的作用。加入 LPS 后 1

小时， 三种剂量 LPS 组 Kupffer 细胞培养上清

中均可测到 TNF 活性， 3 小时达到峰值。 100

和 150 ng / ml LPS 组 TNF 活性高于 50 ng / 

ml 组 ( P <O.Ol)，而 1 00 和 15 0 ng/ml 两组之

间无明显差异( P> 0.05)。再次加入 LPS(终浓

度 100 ng/ml )，只有 50 ng / ml LPS 组培养上

清液中有 TNF 活性检出，但幅度明显下降

(P<O.Ol)。上述结果提示 LPS 在体外诱导肝

Kupffer 细胞释放 TNF 在一定范围内具有剂量

依赖关系，且呈一定的时间反应性。
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绵羊体外受精卵的体外发育及冷冻保存研究

刘东军张锁链庞也非薛优先庄洪式海青兰 .J!斤 王在旭 日干

(内去古大学实验动物研究中心 呼和浩特， 010021) 

近年来，随着家亩体外受精技术的不断发

展，已开始逐步应用于生产，而体外受精卵的

体外发育及其冷冻保存是该技术应用于生产的

关键环节， 因而引起了众多研究者的关注。自

从绵羊体外受精技术成功以来[1 山， 国外一些

学者对绵羊体外受精卵体外发育条件进行了探

讨的4汀 ， 旭日干等[5J在研究中得到了较高的发

盲率， 可直接在体外条件下培养至孵化囊胚

阶段。但到目前为止，有关绵羊体外受精卵冷

冻保存研究尚未见报道。本文主要探索了绵羊

体外受精卵在不同培养条件下的发育能力，并

对发育至桑梅胚~囊胚期的体外受精胚进行了

冷冻保存。

材料和 方法

-、 卵母细胞的采集和成熟培养

将采自屠宰场的绵羊卵巢置于 37"(;无凶生理盐水

中 ， 12 小时内带回实验室。用装有 18 号针头 的注射

器从卵巢表面 2-5 mm 的卵泡内吸取卵母细胞， I反卵

液为含有 3 mg/ rnl BSA 的 PBS 液 ， 并加入少量肝索。

将回收的卵母细胞置于含有 2 0μg/ml HCG ( 日本持因

制药株式会社)、 o .1I!g/ rnl 17 日-雌二醇(旦 ， Sigma) 、

10 %FCS(fetal calf serurn ， 胎牛血泊)或 NSS(nor ­

rnal steer serurn ， 阉牛血洁， 本中心自制) , 并以 10

mM Hepes(Sigma)缓冲的 M 199(Gibco)培养液中 ，

在 39 0C ， S % C02 培养箱内培养 24 小时。

二、精子的获能及搜精处理

实验所用新鲜精液采自本巾心饲养的种公羊。将
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