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　　[摘 　要 ]　目的 : 探讨白细胞介素 1β( IL - 1β)刺激不同时间对大鼠脑微血管内皮细胞 ( rCMEC)的环氧合酶

(COX)活性及其 mRNA表达和 PGE2释放的影响。方法 : 建立 rCMEC培养 ,进行 Ⅷ因子相关抗原鉴定。细胞长至融

合状态后加入 IL - 1β(30μg/L) ,分别刺激 015、1、2、4、8、12、24 h, EL ISA测定细胞内 COX - 1、COX - 2的活性及细

胞外液 PGE2 含量 ,荧光实时定量 PCR检测 COX - 1、COX - 2的 mRNA表达量 ,扩增产物进行熔解曲线图及琼脂糖

电泳分析 ,并与未刺激的 rCMEC作比较。结果 : ①Ⅷ因子抗体免疫组化染色可见 90%以上的培养细胞呈阳性 ,确

认为 rCMEC。② IL - 1β刺激 4 h时细胞培养液 PGE2含量已明显高于未刺激组 ( P < 0105) ; 12 h时 PGE2含量达到最

大值 ( P < 0101) ; 24 h时 PGE2含量有所回降 ,但与未刺激组比较仍有显著差异 ( P < 0105)。③ IL - 1β刺激不同时

间 rCMEC内 COX - 1活性与未刺激组相比无统计学差异 ( P > 0105) ; COX - 2活性在第 8 h时已明显高于未刺激组

( P < 0105) , 12 h活性达峰值 ( P < 0101) , 24 h活性有所回降 ,但仍具显著差异 ( P < 0105)。④ IL - 1β刺激不同时

间 COX - 1 mRNA表达与未刺激组比较无明显差异 ( P > 0105) ;未刺激组在本实验条件下未检测到 COX - 2 mRNA

表达 , IL - 1β刺激 1h时可见 COX - 2 mRNA表达 , 4 h时 COX - 2 mRNA表达至峰值 ,而后开始回降 ,第 12 h时已

未见表达。熔解曲线图显示无非特异性扩增 ;琼脂糖电泳可见扩增基因与目的基因长度相符 ,结果与荧光定量

PCR一致。结论 : IL - 1β作用下 , rCMEC释放的 PGE2持续增加并于 12h达峰值 ,这一过程主要与 COX - 2 mRNA

表达激活及 COX - 2活性增加有关。

[关键词 ]　白细胞介素 1; 脑 ; 内皮细胞 ; 前列腺素 E类 ; 环氧合酶 - 2
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　　[ ABSTRACT] 　A IM : To study the cyclooxygenase (COX) activity and its mRNA exp ression, and PGE2 release

from rats cerebral m icrovascular endothelial cells ( rCEMC) stimulated by IL - 1β(30μg/L ) at different times. M ETH2
OD S: rCMEC were cultured, and identified by immunohistochem istry for vonW illebrand factor (Ⅷ factor, a marker for all

endothelial cells) in cytop lasm of the cells. After rCEMC grew to confluency, they were stimulated with IL - 1β for 015,

1, 2, 4, 8, 12 and 24 h, respectively. Activity of COX - 1 and COX - 2 in rCEMC and p roduction of PGE2 in the condi2
tioned media were detected by EL ISA. COX - 1 and COX - 2 mRNA exp ressions were measured by real - time quantity

PCR. The amp lification p roduct was tested by melting curve and identified by electrophoretic gel. RESUL TS: ① Positive

immunostaining for Ⅷ factor was p resent diffusely in the cytop lasm in more than 90% rCMEC. ② Compared to the cells

without IL - 1β stimulation, the p roduction of PGE2 increased significantly ( P < 0105) at 4 h after rCEMC were incubated

with IL - 1β and reached the top level at 12 h ( P < 0101) , then declined thereafter at 24 h ( P < 0105). ③ There was no

significant difference on COX - 1 activity between IL - 1β group and non - IL - 1β group. COX - 2 activity increased sig2
nificantly compared with those in non - IL - 1β ( P < 0105) at 8 h after rCEMC were incubated with IL - 1β and reached

the top level at 12 h ( P < 0101) , then declined thereafter at 24 h ( P < 0105). ④ There was no significant difference on
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COX - 1 mRNA exp ression between IL - 1β group and non - IL - 1β group. COX - 2 mRNA was induced and became de2
tectable at 1 h, and reached the top level at 4 h, then declined thereafter at 8 h and became undetectable by 12 h and 24

h after incubation with IL - 1β. The melting curve showed there was no nonspecific amp lification and electrophoretic gel

showed the lengths of amp lification p roducts accorded with the p redicted lengths. CO NCL US IO N: W hile rCEMC are stim2
ulated by IL - 1β, the excretion of PGE2 increases and reaches the top level at 12 h, which is related with its induction on

COX - 2 mRNA exp ression and COX - 2 activity.

　　[ KEY WO RD S] 　 Interleukin - 1; B rain; Endothelial cells; Prostaglandins E; Cyclooxygenase - 2

　　发热是由外源性致热原作用于单核巨噬细胞等

释放内生致热原 (如 IL - 1β等 ) , 后者再作用于体

温调节中枢引起的病理过程。以往的研究表明 ,内

生致热原可能是通过作用于血脑屏障 (BBB )和血管

终板器 (OVLT)感受区 ,后者可能产生和释放有关的

生物活性物质进入下丘脑 ,进而引起一系列的生理、

病理反应过程 [ 1 - 3 ]。前列腺素 E2 ( PGE2 )一直被认

为是重要的中枢发热介质 ,是多种致热原诱导体温

升高的中枢共同通路 [ 4 ]。它可能通过作用于神经

元 ,促进神经递质、神经调质等释放 ,影响 POA /AH

区域的热敏神经元 ,引起发热。环氧合酶 (COX)是

前列腺素类物质合成初始步骤中的关键限速酶 ,其

活性的增加或 mRNA 表达量的增加均能使 PGE2合

成增加。本实验以培养大鼠脑微血管内皮细胞 ( rC2
MEC)为研究对象 ,以一定浓度的 IL - 1β分别刺激

内皮细胞 015、1、2、4、8、12、24 h,观察其对细胞内

COX活性、COX mRNA表达以及 PGE2释放的影响 ,

为在细胞水平研究 IL - 1β - COX - PGE2 - 发热这

一信号转导通路提供实验依据。

材 　料 　和 　方 　法

1　材料和试剂

111 　实验动物 　雄性 SD大鼠 ,体重为 (80 ±10) g,

由中国医学科学院实验动物中心提供 ,合格证为

SCXK 11 - 00 - 0006号。

112 　试剂 　M199、胶原酶及胰酶均购自美国 Gibco

公司 ;胎牛血清购自美国 Hyclone公司 ;内皮细胞生

长因子 ( ECGF)购自德国 Roche公司 ; Ⅷ因子相关抗

原多克隆抗体及免疫组化 SABC染色试剂盒购自美

国 ZYMED公司 ; IL - 1β购自英国 Pep rotech公司 ;

PGE2 EL ISA测定试剂盒购自上海太阳生物技术公

司 ; COX活性 EL ISA 测定试剂盒购自美国 Cayman

Chem ical公司 ; RNA提取试剂盒、Trizol及 RT逆转录

试剂盒购自日本 TaKaRa 公司 ; SYBR Green PCR

MasterM ix试剂盒购自美国应用生物公司 ;琼脂糖购

自西班牙 B iowest公司。

2　方法

211 　细胞培养 　大鼠脑微血管内皮细胞的培养参

考 Defazio等 [ 5 ]的方法 ,并略加改动 ,具体操作如下 :

雄性 SD大鼠用 1%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉 ,无菌

条件下分离鼠脑 ,去除大血管、软脑膜、小脑和大脑

髓质 ,收集大脑皮质。剪碎后 ,玻璃匀浆器中匀浆 ,

匀浆液经 80目尼龙滤网过滤 ,收集滤液 ,再经 200

目尼龙滤网过滤 ,收集网上之血管段 , 1 500 r/m in离

心 8 m in。弃上清 ,将沉淀悬浮于 011%胶原酶液中 ,

37 ℃放置 20 m in。悬浮液 1 500 r/m in离心 5 m in,

弃上清 ,冲洗液清洗沉淀 , 1 500 r/m in离心 5 m in,反

复 3次 ,末次离心后 ,去上清 ,以培养液悬浮接种于

明胶覆盖的培养瓶中。每 2 - 3 d换液 1次 ,当细胞

长成致密单层 ,出现“铺路石 ”征象后用 0125%胰酶

消化、传代 , 3 - 5 d传 1代。

212 　内皮细胞鉴定 　显微镜下观察细胞形态 ,以 Ⅷ

因子相关抗原作免疫组化鉴定。胰酶消化细胞 ,以

培养液调细胞浓度成 1 ×10
8

cells/L ,接种于预先放

入载玻片的 6孔培养板中。37 ℃培养箱内继续孵育

18 h,待细胞在玻片上长至汇合后 ,吸出培养液 , PBS

冲洗 ,加入 - 20 ℃丙酮固定 15 m in。以 PBS冲洗 2

次后 ,加入兔抗人 Ⅷ因子相关抗原多抗 , 4 ℃保存过

夜。按试剂盒说明逐一加入 Ⅱ抗等试剂 ,最后进行

常规免疫细胞化学染色 , DAB 发色。阴性对照用

PBS液替代第Ⅰ抗体。

213 　 IL - 1β刺激 　取培养的第 3 - 5代大鼠脑微

血管内皮细胞 , 以培养液稀释细胞浓度成 1 ×

108 cells/L ,接种于 24 孔培养板内 , 每孔 1 mL。

37 ℃、5% CO2 的培养箱中继续培养 24 h后 ,加入终

浓度为 30μg/L的 IL - 1β刺激。分别于 IL - 1β刺

激后 015、1、2、4、8、12、24 h (各设 12个复孔 ) ,收集

细胞外液 ,备测 PGE2。将培养板底部细胞以 PBS冲

洗后 ,分别用于测定 COX活性及 mRNA表达 (各 6

个复孔 )。同时以未加 IL - 1β刺激的细胞作为空白

对照 (设 12个复孔 )。

214 　PGE2含量测定 　以 EL ISA法检测细胞外液中

PGE2含量 ,按照试剂盒的操作步骤进行 ,酶标仪 (B io

- Rad公司 )上于 490 nm波长测定吸光度 (A )值 ,以

ng/L表示其含量。

215 　COX活性测定 　24孔细胞培养板取出上清

后 ,以 PBS冲洗各孔 2次。加入预冷的含 1%牛血清

的 1 mmol/L EDTA 溶液 , 以细胞刮刮取细胞。
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2 000 r/m in、4 ℃离心 10 m in,弃上清 ,加入冰冷的裂

解缓冲液 [ 1 mmol/L EDTA , 011 mol/L Tris - HCl

(pH 718) ] ,冰浴超声 3 ×4 s后 , 10 000 r/m in、4 ℃

离心 15 m in。取上清以 Lowry法测定蛋白浓度 ,以

Cayman Chem ical公司的 EL ISA 检测试剂盒检测

COX - 1及 COX - 2的活性。以每分钟每毫克蛋白

生成的 PGH2 量代表 COX - 1及 COX - 2的活性 ,用

μmol·m in - 1 ·g- 1 蛋白表示其活性单位。

216 　RNA 提取及 cDNA 制备 　RNA 提取按 RNA

Trizol提取试剂盒操作说明书进行。提取的 RNA质

量由 A260 /A280比值和 110%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

取 1μg RNA ,以 O ligo dT为引物进行反转录。20μL

体系中含有 5 ×M - MLV buffer 4μL, dNTP 10 mmol,

RNase 20 U,M - MLV 100 U, O ligo dT 20 pmol, RNA

1μg。逆转录反应条件为 : 20 ℃ 5 m in, 42 ℃

60 m in, 70 ℃ 5 m in,冰浴冷却后置 - 20 ℃保存。

217 　荧光定量 PCR反应 　根据 NCB I数据库中的

甘油醛 - 3 -磷酸脱氢酶 ( GAPDH)、COX - 1和 COX

- 2基因序列 ,以 Primer Prem ier 510软件设计引物 ,

由北京赛百盛基因技术有限公司合成 (表 1 )。在

PR ISM 7000型荧光定量 PCR仪 (美国应用生物公

司 )进行实时 PCR, 20 μL PCR 反应体系中含 2 ×

SYBR Green PCR MasterM ix 10μL, cDNA 2μL,引物

2 pmol。同时以一个样本的 cDNA稀释后作为标准

品做 GAPDH基因的定量 PCR,稀释倍数分别为 2、

10、100、1 000、10 000倍 ,使每个 PCR反应体系中起

始模板数分别为 10
4、10

3、10
2、10、2。以浓度的对数

( logCO )和相应的域值循环数 (Ct)为相应的 X、Y轴

制作标准曲线。扩增条件为 95 ℃ 5 m in变性 , 94 ℃

30 s, 56 ℃ 30 s, 72 ℃ 1m in,共 40个循环。反应结束

后 ,根据测得的样品 Ct值及标准曲线 ,求出待测样

品的相对起始浓度 ,用 COX的相对起始拷贝数除以

相应的 GAPDH的相对起始拷贝数得到 COX mRNA

表达的相对值。反应完毕后对扩增产物作熔解曲线

并进行 115%琼脂糖凝胶电泳分析。

表 1　PCR引物序列

Tab 1　PCR p rimer sequence

Name O ligo Primer sequence Predicted size ( bp) GenBank accession

GAPDH Forward p rimer 5π- TGAACGGGAAGCTCACTGG - 3π 260 NM _017008

Reverse p rimer 5π- GAGCTTCACAAAGTTGTCATTGAG - 3π
COX - 1 Forward p rimer 5π- GGCGTTGCTCATCCATCTACTC - 3π 116 S67721

Reverse p rimer 5π- AGCATCTGTGAGCAGTACCGG - 3π
COX - 2 Forward p rimer 5π- TTTGTTGAGTCATTCACCAGACAGAT - 3π 169 S67722

Reverse p rimer 5π- ACGATGTGTAAGGTTTCAGGGAGAAG - 3π

3　统计学处理

　　数据经 F检验后 ,行方差分析或 t检验 ,结果以

均数 ±标准差 ( �x ±s)表示。

结 　　果

1　细胞鉴定

　　倒置相差显微镜下 ,见细胞折光度强、呈扁平的

梭状细胞 ,边界清楚、胞浆丰富 ,铺路石状单层镶嵌

状排列。Ⅷ因子抗体免疫组化染色后的阳性细胞占

总细胞数 95%以上 ,细胞呈短梭形或多角形 ,胞浆丰

富 ,内含棕黄色颗粒 (图 1A )。省略第 Ⅰ抗体的阴性

对照片只见微弱的非特异背景着色 ,胞浆中未见棕

黄色颗粒 (图 1B )。

2　 IL - 1β刺激不同时间对 rCM EC释放 PGE2的影

响
　　rCMEC经 IL - 1β刺激后 ,培养液中的 PGE2含量

逐渐增加。刺激后 4h时培养液中 PGE2含量为 (5115

±1158) ng/L,与未刺激组比较已具统计学意义 ( P <

0105) ; 12 h时 PGE2含量为 (6155 ±1108) ng/L,至最大

值 ,与未刺激组比较有非常显著的统计学差异 ( P <

0101) ; 24 h时 PGE2含量有所下降 ,为 (6104 ±1140)

ng/L ,但与未刺激组比较仍具统计学意义 ( P < 0105)

(图 2A )。

3　 IL - 1β刺激不同时间对 rCM EC内 CO X活性

的影响

　　 IL - 1β刺激不同时间后 rCMEC内的 COX - 1

活性与未刺激组相比 ,均无统计学意义 ( P > 0105)。

Fig 1　Characterization of rCMEC. A: rCMEC stained positively

with antibody to von W illebrand factor; B: negative con2
trol ( ×400).

图 1　内皮细胞免疫组化
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而 COX - 2活性在 IL - 1β刺激后上升较为明显 ,

8 h时为 ( 350158 ±79179 )μmol·m in - 1 ·g- 1 ,与

未刺激组比较有显著差异 ( P < 0105 ) ; 12 h时活

性为 ( 393187 ±58169 )μmol·m in
- 1 ·g

- 1
,至最

大值 ; 24 h 时活性虽有所降低 , 为 ( 370147 ±

66129 )μmol·m in - 1 ·g - 1 ,但与未刺激组仍有显

著差异 ( P < 0105 ) (图 2B、D ) 。

4　 IL - 1β刺激不同时间对 rCM EC内 CO X m R2
NA表达的影响

　　以样本 cDNA 稀释后求得的标准曲线斜率为

- 31951,相关系数为 - 01995, P < 0105,模板浓度对

数值与 Ct值之间呈良好的线性关系。根据标准曲

线求出待测样本 COX - 1、COX - 2 mRNA的相对拷

贝数 ,与相对应的 GAPDH的相对拷贝数比较求出其

mRNA表达水平 (图 2C、E)。 IL - 1β刺激不同时间

后 COX - 1 mRNA表达水平与未刺激组比较无明显

差异 ( P > 0105)。COX - 2 mRNA 未刺激组 Ct值为

40,表明经过 40个循环反应后仍未达到设定域值 ,

提示本实验条件下未检测到 COX - 2 mRNA表达 ; IL

- 1β刺激 1 h时可检测到 COX - 2 mRNA表达 ,表

达水平为 010087 ±010069; 4 h时 COX - 2 mRNA表

达至最大值 ,表达水平为 010985 ±010328; 8 h时

COX - 2 mRNA表达水平为 010195 ±010064; 12 h及

24 h未检测到 COX - 2 mRNA表达。

　　熔解曲线图显示 ,扩增目的基因 COX - 1的 Tm

值 (熔解温度 ) 为 7911 ℃, COX - 2 的 Tm 值为

8213 ℃, GAPHD的 Tm值为 8713 ℃,均未见其它杂

峰 ,无非特异扩增 (图 3)。荧光定量 PCR产物经琼

脂糖电泳 ,紫外灯下扫描分析结果见图 4, COX - 1、

COX - 2和 GAPDH的扩增基因长度符合设计长度 ,

结果与荧光定量 PCR一致。

讨 　　论

　　血管内皮细胞作为血管内膜的主要结构 ,在创

伤修复、血管生成等一系列生理和病理过程中起重

要作用 ,血管内皮细胞的研究已经成为当今生物学、

医学研究的热点 [ 6 ]。脑微血管内皮细胞作为血脑屏

障的结构基础 ,适合于发热信号转导的研究 (如 PGE2

释放等 )。本实验以内源性致热因子 IL - 1β刺激

rCMEC,观察不同刺激时间对其 COX活性及 mRNA

表达和释放 PGE2的变化。结果提示 , IL - 1β刺激

下 , rCMEC释放 PGE2是一个逐渐升高、而后缓慢下

降的过程 ,其峰值时约在第 12 h。这可为探讨 IL -

1β刺激 rCMEC产生和释放 PGE2的过程、相关酶和

影响因子的作用提供研究设计的参考和依据 ,有助

于进一步对发热机制的研究和探讨。

Fig 2　Time course of COX activity and mRNA exp ression, and

PGE2 p roduction in rCMEC stimulated by IL - 1β. A:

PGE2 p roduction; B: COX - 2 activity; C: COX - 2 mR2
NA exp ression; D: COX - 1 activity; E: COX - 1 mR2
NA exp ression. 3 P < 0105, 33 P < 0101 vs non - IL -

1β.

图 2　 IL - 1β刺激不同时间对内皮细胞内 CO X活性及其

m RNA表达和释放 PGE2的变化

Fig 3　Melting curve of the amp lification p roduct of COX - 1,

COX - 2 and GAPDH.

图 3　CO X - 1、CO X - 2及 GAPD H扩增产物熔解曲线图
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Fig 4 　The amp lification p roduct of COX - 1, COX - 2 and

GAPDH. Lane 1: the DNA marker; Lane 2: control;

Lane 3 to 9: 015, 1, 2, 4, 8, 12 and 24 h stimulated

by IL - 1β.

图 4　CO X - 1、CO X - 2和 GAPD H RT - PCR扩增产物电

泳结果

　　COX是催化花生四烯酸生成前列腺素类物质的

限速酶 ,可被炎症因子、生长因子等诱导表达 ,参与

肿瘤生成、炎症发生等病理过程。已经证明 COX存

在两种异构体。COX - 1属于结构酶 ,在细胞中稳定

表达 ,参与维持细胞稳定的内环境 ,与机体一系列生

理功能如血小板激活、胃肠道的保护及肾脏功能相

关。COX - 2为诱导酶 ,可被多种刺激因子 (如 IL -

1、LPS)诱导产生 ,参与许多病理生理过程。本实验

结果显示 ,在 IL - 1β作用的 015 - 24 h以内 , rCMEC

的 COX - 1活性无明显变化 ; COX - 2活性逐渐升

高、而后缓慢下降 , IL - 1β刺激的第 12h是 COX - 2

活性的峰值时。

　　近来发展起来的采用荧光染料 SYBR Green进

行荧光定量 PCR检测方法 ,其原理是该染料可嵌入

到双链 DNA中而产生荧光 ,随着 PCR产物的不断扩

增 ,该染料不断嵌入 ,所产生的荧光也逐渐变强 ,

DNA模板量与荧光强度成正比 ;该方法只需在 PCR

反应体系中加入该染料即可 ,无需合成荧光探针 ,与

常用的 PCR扩增、电泳、进行灰度扫描相比 ,更可相

对定量且操作简单。它的主要不足之处在于 SYBR

Green可与所有双链 DNA结合 ,不能区分特异与非

特异产物 ,如引物二聚体 [ 7, 8 ]
,而非特异扩增可通过

熔解曲线显示。从我们所做的熔解曲线图可看出 ,

在本实验条件下未见非特异扩增 , PCR产物电泳结

果与荧光定量 PCR一致 ,因此实验条件完全可行。

荧光定量 PCR结果显示 IL - 1β刺激不同时间 rC2
MEC内 COX - 1 mRNA表达无明显变化 ;未刺激组

未检测到 COX - 2 mRNA表达 , IL - 1β诱导 COX - 2

mRNA表达并于 4h至峰值 , 8 h表达降低 , 12h及

24h未检测到 COX - 2 mRNA表达。实验结果表明

IL - 1β可能主要作用于 COX - 2,诱导 COX - 2 mR2
NA表达及 COX - 2活性增加 ,但 COX - 2 mRNA表

达 4 h至峰值 , 8 h已下降 , COX - 2活性 12h达峰

值 ,提示 IL - 1β作用下 , COX - 2 mRNA表达激活先

于其活性的增加。

　　本实验结果表明 30μg/L的 IL - 1β刺激 rC2
MEC后 ,其 COX - 2 mRNA表达的峰值时早于其活

性峰值时 ,这可能是由于 COX - 2 mRNA经转录后翻

译成酶合成蛋白、并经激活需经过一定的时间。

COX作为催化花生四烯酸生成前列腺素类物质的限

速酶 ,从细胞内 COX酶活性增高至其合成和释放出

PGE2需要一定时间 ,因此其活性峰值时与释放 PGE2

的峰值时似亦应有一定的时间间隔。本次实验结果

提示 rCMEC内 COX - 2 活性的峰值时与其释放

PGE2的峰值时一致 ,可能由于我们在 IL - 1β刺激

12 h至 24 h之间未再设测定点 ,未精确抓住释放

PGE2的峰值时有关 ,我们将在以后的实验设计方案

中注意。
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