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TNF-α、IL-1β和 LPS诱导人脐静脉
内皮细胞增殖和凋亡的研究

段辉
渊 大连医科大学附属第一医院 眼科袁辽宁 大连 116001冤

摘要：目的 体外观察眼表烧伤后早期的炎症因子袁如肿瘤坏死因子 - α渊 TNF- α 冤尧白介素 1β渊 IL- 1β 冤袁
以及晚期的炎症因子脂多糖渊 LPS冤对体外培养的人脐静脉内皮细胞渊 HUVEC冤增殖和凋亡的影响袁并为下一步
探讨眼表烧伤后不同时期炎症致内皮损伤的机制提供理论基础遥 方法 本实验随机分为 4组院 正常组尧
TNF- α 组尧IL- 1β 组和 LPS组遥 采用活细胞计数法试剂盒渊 CCK- 8冤法测定细胞的增殖活性袁台盼蓝排除染
色法检测细胞的增殖数量袁吖啶橙 / 溴化乙锭渊 AO- EB冤染色法检测细胞的凋亡袁以及采用流式细胞仪检测细
胞的凋亡率遥 结果 ① CCK- 8法检测结果显示袁正常组细胞的增殖活性增高袁其余 3组细胞的增殖活性下降袁
且 LPS组细胞的增殖活性下降的趋势大于 IL- 1β 组和 TNF- α 组袁IL- 1β 组细胞增殖活性下降的趋势大于
TNF- α 组曰② 台盼蓝排除染色法的定量检测结果趋势类似于 CCK- 8法检测结果曰③ AO- EB染色结果显示袁
正常组细胞被吖啶橙渊 AO冤染成绿色或黄绿色袁细胞形态和结构正常袁未见细胞核着橘红色荧光的凋亡细胞或
死亡细胞袁 而其余 3组均可见细胞核着橘红色荧光的凋亡细胞或死亡细胞遥 流式细胞仪检测 4组细胞的凋亡

率袁同样 TNF- α 组尧IL- 1β 组和 LPS组细胞的凋亡率均高于正常组细胞袁且 LPS组细胞的凋亡率大于 IL- 1β

组曰IL- 1β 组细胞的凋亡率大于 TNF- α 组袁差异有统计学意义渊 <0.05冤遥 结论 早尧晚期的炎症介质 TNF- α 尧
IL- 1β 及 LPS均可降低 HUVEC的增殖活性袁增加其凋亡率袁但诱导的程度不同袁这可能与不同炎症介质激活
的主要分子信号通路不同有关遥
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Abstract: Objective To investigate the effect of TNF-琢, IL-1茁 and LPS on proliferation and apoptosis
of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) , so as to further study the mechanism of endo-
thelial cell injury induced by inflammatory cytokines in different period after eye burn. Methods The HUVECs
were randomly divided into control group, TNF-琢 group, IL-1茁 group and LPS group. Cell proliferation acti-
vity was assessed by CCK-8. The number of proliferative cells was detected by trypan blue exclusion staining.
The apoptosis was assessed by AO-EB staining. The apoptosis rate was detected by flow cytometry. Results
Compared to the control group, the cell proliferation activity in the other 3 groups were markedly decreased
in a downward trend from TNF-琢 group, IL-1茁 group to LSP group. Meanwhile, the results of proliferative
cell counting were also similar with CCK-8 results. The cell structures in the control group were normal, and
apoptotic cells were observed in the other 3 groups. Compared with the control group, the apoptosis rate of
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眼部烧伤是常见的眼科急症之一袁致病因素有
热烧伤尧化学烧伤和辐射烧伤遥 无论何种病因袁眼前
段烧伤后 24 h内均表现为角结膜尧虹膜及睫状体等
眼前段组织缺血尧水肿尧广泛的血栓形成袁以及血管
内皮细胞的坏死遥由于严重的创伤应激袁免疫防御系
统招募大量炎症细胞袁释放的大量炎症介质可进一
步激活炎症细胞袁导致最初的炎症信号放大袁在体内
形成瀑布效应袁 从而介导早期的炎症反应综合征[1]遥
其次在烧伤后的中尧晚期袁由于感染大量细菌引发脓
毒症袁导致前房积脓袁迅猛进展的角膜溃疡尧穿孔袁眼
内容物脱出袁甚至发生颅内及全身感染袁介导全身性
炎症反应综合征[2]遥 烧伤后释放的各类炎症因子均
可诱导眼部内皮细胞发生损伤尧凋亡袁导致角膜缘毛
细血管网扩张袁通透性增强袁血浆成分渗出袁进一步
使眼烧伤局部眼表组织发生缺血坏死袁角膜水肿及
混浊[3]遥 其中内皮细胞是介导眼部烧伤病程进展的
关键遥
烧伤早期的炎症以无菌性炎症为主要特点袁该时

期的炎症因子包括肿瘤坏死因子 - α 渊 tumor necro

sis factor- α 袁TNF- α 冤尧白介素 1β渊 Interleukin- 1β 袁
IL- 1β 冤尧白介素 3渊 Interleukin- 3袁IL- 3冤尧白介素 6

渊 Interleukin- 6袁IL- 6冤及白介素 8渊 Interleukin- 8袁IL-
8冤等袁其中以 TNF- α 和 IL- 1β 较为关键袁是全身
性炎症反应综合征发生的始动因素[4]遥而烧伤中尧晚
期并发的脓毒症袁主要是由革兰阴性菌引起的袁脂多
糖渊 Lipopolysaccharide袁LPS冤是革兰阴性细菌细胞壁
的一种化学成分袁因此烧伤脓毒症是以 LPS诱导的

炎症反应为主要特点[5]遥 因此袁本文使用烧伤后早期
的代表性炎症因子 TNF- α 尧IL- 1β 及烧伤晚期的
代表性炎症因子 LPS袁体外诱导人脐静脉内皮细胞
渊 human umbilical vein endothelia cells袁HUVEC冤袁比
较各组细胞增殖和凋亡的改变袁从而为下一步探讨眼
烧伤后不同时期炎症致内皮损伤的机制提供理论

基础遥

1 材料与方法

1.1 实验标本、主要仪器及试剂

1.1.1 实验标本 HUVEC和内皮细胞无血清培养

基 渊 endothelial cell medium- serum free袁ECM- sf冤购
置于美国 Scien Cell 公司遥
1.1.2 主要试剂 胎牛血清 渊 fetal bovine serum袁
FBS冤尧青链双抗尧台盼蓝染色液渊 美国 Gibco公司冤袁
二甲亚砜渊 Dimethylsulfoxide袁DMSO冤袁碘化丙啶渊 pro-

pidium iodide袁PI冤渊 美国 Sigma公司冤袁活细胞计数法
试剂盒渊 cell counting kit- 8袁CCK- 8冤渊 日本同仁化学
公司冤袁吖啶橙 / 溴化乙锭渊 acridine orange/ethidium

bromide袁AO- EB冤渊 南京森贝伽生物科技有限公司冤袁
TNF- α 尧IL- 1β 渊 美国 PeproTech公司冤袁LPS渊 美国
Sigma公司冤遥
1.1.3 主要仪器 二氧化碳 CO2 培养箱 渊 日本
SANYO公司冤袁倒置荧光显微镜渊 德国 Leica公司冤袁
450型自动酶标仪系统渊 美国 Bio- Rad公司冤袁流式
细胞仪渊 美国 Becton Dickinson公司冤遥
1.2 HUVEC实验分组

选取第 3～5代 HUVEC进行实验袁本实验分为
4组袁分别为正常组尧TNF- α 组渊 100ng/ml TNF- α 冤尧
IL- 1β 组渊 100 ng/ml IL- 1β 冤及 LPS组渊 100 ng/ml

LPS冤遥 4组分别处理 24尧48和 72 h后进行一系列指

标检测遥
1.3 观测指标

1.3.1 CCK- 8法检测 HUVEC的增殖活性 取第

3代 HUVEC袁 按 2× 104个 /孔接种于 96孔培养板

中袁培养 24 h后分别更换为各处理液 0.2 ml袁继续培
养遥分别于 24尧48和 72h取出 1个培养板袁每孔加入
10 μ l CCK- 8袁 培养 2 h后于酶标仪上测定 450 nm

波长处的光密度渊 optical density袁OD冤值遥
1.3.2 台盼蓝排除染色法检测 HUVEC 的增殖数

量 取第 4代 HUVEC袁按 1× 105个 /孔接种于 12孔

培养板中袁24 h后分别更换为各处理液 1.5 ml袁 继续

HUVECs in the TNF-琢, IL-1茁 and LPS groups was significantly increased; and the cell apoptosis rate of the
LPS group was markedly higher than that of the TNF-琢 and IL-1茁 groups, and the cell apoptosis rate of the
IL-1茁 group was markedly higher than that of the TNF-琢 group ( < 0.05). Conclusions The inflammatory
cytokines such as TNF-琢, IL-1茁 and LPS in early and late stages after burn can significantly decrease pro原
liferative activity of HUVECs and increase the apoptosis rate in different degrees. This may be related to dif原
ferent signaling pathways activated by different inflammatory mediators.

Keywords: eye burn; tumor necrosis factor-琢; interleukin-1茁; lipopolysaccharide; endothelial cell
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表 1 4组 HUVEC的增殖活性比较 渊 x± s冤

组别 24 h 48 h 72 h

对照组 0.72± 0.02 0.79± 0.04 0.91± 0.03

TNF- α 组 0.68± 0.01 0.61± 0.01 0.44± 0.03

IL- 1β 组 0.65± 0.02 0.53± 0.01 0.36± 0.03

LPS组 0.61± 0.03 0.42± 0.01 0.22± 0.04

组别 24 h 48 h 72 h

对照组 7 195± 102 8 123± 104 9 077± 189

TNF- α 组 6 800± 124 6 200± 137 4 480± 109

IL- 1β 组 6 500± 111 5 300± 104 3 600± 105

LPS组 6 100± 127 4 200± 99 2 400± 102

表 2 4组 HUVEC的增殖数量比较 渊 个袁x± s冤

图 1 4组 HUVEC的增殖曲线
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图 2 4组 HUVEC的增殖数量
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培养遥 分别于 24尧48和 72 h取出 1个培养板袁收集
细胞后行台盼蓝排除染色法计数各组细胞的数目遥
1.3.3 AO- EB 染色检测 HUVEC 的凋亡 取第

4代 HUVEC袁按 1× 105个 /孔接种于预先放有盖玻

片的 24孔板中袁培养 24h后分别更换为各处理液 1ml曰
继续培养 24和 48 h时取出盖玻片袁磷酸盐缓冲溶液
渊 phosphate buffer saline袁PBS冤反复洗涤 3次袁采用
AO- EB染料渊 100 μ g/ml袁1︰1冤4 μ l 进行染色袁荧光
显微镜下观察遥
1.3.4 流式细胞仪检测 HUVEC 的凋亡率 取第

5代 HUVEC袁按 8× 103个 /cm2种植于 25 cm2培养瓶

中袁培养 24 h后分别更换为各处理液 5 ml 培养曰第
24和 48h时使用 0.25%胰蛋白酶消化袁收集细胞袁用
75%冰乙醇固定袁PBS漂洗重悬细胞袁300目尼龙筛
网过滤袁加入 RNA酶处理 RNA 干扰袁加入 PI 标记

细胞袁上流式细胞仪检测 4组的细胞凋亡率遥
1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 16.0统计软件袁计量资料以
均数± 标准差渊 x± s冤表示袁用重复测量设计的方差
分析袁 <0.05为差异有统计学意义遥

2 结果

2.1 HUVEC的增殖活性

TNF- α 组尧IL- 1β 组和 LPS组与正常组在培

养 24尧48和 72 h的增殖活性比较袁采用重复测量数
据的方差分析袁结果院① 不同时间点细胞增殖的活性
有差异渊 =180.313袁 =0.000冤曰② TNF- α 组尧IL- 1β
组尧LPS组与正常组的细胞增殖的活性有差异渊 =

280.189袁 =0.000冤袁TNF- α 组尧IL- 1β 组尧LPS组与
正常组比较袁细胞增殖活性均下降曰③ 4组的增殖变

化趋势有差异渊 =89.866袁 =0.000冤遥 见表 1和图 1遥
2.2 HUVEC的增殖数量

TNF- α 组尧IL- 1β 组尧LPS组与正常组在培养
24尧48和 72h的增殖数量比较袁采用重复测量数据的
方差分析袁结果院① 不同时间点细胞增殖数量有差异
渊 =1.288E4袁 =0.000冤曰② TNF- α 组尧IL- 1β 组尧LPS
组与正常组的细胞增殖数量有差异渊 =596.965袁 =

0.000冤袁TNF- α 组尧IL- 1β 组尧LPS组与正常组比
较袁细胞增殖数量均下降曰③ 4组的增殖数量变化趋

势有差异渊 =6.474袁 =0.000冤遥 见表 2和图 2遥
2.3 HUVEC的细胞凋亡

培养 24和 48h时袁正常组细胞均被吖啶橙渊 AO冤
染成绿色或黄绿色袁细胞形态和结构正常袁未见细

胞核着橘红色荧光的凋亡细胞或死亡细胞袁而其余
3组均可见细胞核着橘红色荧光的凋亡细胞或死

亡细胞袁且 LPS组细胞凋亡的数目大于 IL- 1β 组和

TNF- α 组遥 见图 3遥
2.4 HUVEC的凋亡率

培养 24 h袁正常组尧TNF- α 组尧IL- 1β 组及 LPS

组细胞的凋亡率细胞分别为 渊 2.11± 1.30冤% 尧
渊 9.63± 1.48冤%尧渊 22.19± 1.37冤%和渊 29.78± 3.20冤%遥
培养 48 h 后袁4组细胞的凋亡率分别为 渊 2.08±

0.72冤%尧渊 6.57± 0.87冤%尧渊 16.42± 2.56冤%和渊 24.62±

3.86冤%遥 TNF- α 组尧IL- 1β 组尧LPS组与正常组在
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图 4 流式细胞仪检测 4组 HUVEC的凋亡率

3 讨论

烧伤后早期的创伤应激及中尧 晚期细菌感染引
发的脓毒症袁均使眼球及其附属器发生严重损伤袁结
构和功能发生破坏袁甚至致盲[6]遥 烧伤后不同时期引
发炎症反应的致伤因子不同袁如早期以 TNF- α 和白

介素类因子为主导袁中尧晚期以 LPS为主导袁因此介
导的发生机制也有所不同[7]遥

眼烧伤后早期损伤的关键是血管内皮细胞的屏

障结构和功能受损袁血管通透性增加袁血管内炎症细

图 3 4组 HUVEC的凋亡情况 渊 倒置荧光显微镜袁AO- EB染色× 100冤

对照组 TNF- α 组 IL- 1β 组 LPS组

24 h

48 h

培养 24和 48 h时增殖数量的比较袁采用重复测量
数据的方差分析袁结果院① 不同时间点细胞的凋亡率
有差异渊 =230.326袁 =0.000冤曰② TNF- α 组尧IL- 1β 组尧
LPS组与正常组的细胞凋亡率有差异渊 =80.928袁 =

0.000冤袁TNF- α 组尧IL- 1β 组尧LPS组与正常组比较袁
细胞的凋亡率均增加遥 ③ TNF- α 组尧IL- 1β 组尧LPS
组与正常组的凋亡率变化趋势有差异渊 =31.471袁 =

0.000冤遥 见图 4遥
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胞聚集尧黏附及渗出导致角膜水肿及混浊遥紧随其后
的血管增殖期为损伤的毛细血管内皮细胞及炎症细

胞释放大量血管活性物质袁 如血管内皮生长因子
渊 vascular endothelial growth factor袁VEGF冤袁 促使新
生血管形成袁影响角膜的透明性[8]遥 因此内皮细胞是
眼烧伤后发生各类并发症基础遥也有研究称袁内皮细
胞是各类炎症介质的效应细胞袁各类炎症因子通过
与内皮表面表达的相应受体结合袁启动其下游的信
号袁进而介导细胞发生损伤或者凋亡[9- 10]遥
本研究采用烧伤后早期代表性的炎症因子

TNF- α 尧IL- 1β 袁及中尧晚期代表性的炎症因子 LPS

培养人脐静脉内皮细胞袁观察该细胞增殖和凋亡的
变化遥 结果显示袁TNF- α 尧IL- 1β 和 LPS均可降低

人脐静脉内皮细胞的增殖活性和增殖数量袁 且 LPS

诱导人脐静脉细胞增殖活性和增殖数量下降的趋势

大于 IL- 1β 组和 TNF- α 组曰IL- 1β 组细胞增殖活
性和增殖数量下降的趋势大于 TNF- α 组细胞遥 同
样地袁AO- EB染色定性和流式定量检测细胞的凋亡
结果显示袁TNF- α 尧IL- 1β 及 LPS可增加人脐静脉

内皮细胞的凋亡数量袁且 LPS诱导人脐静脉细胞凋

亡率高于 IL- 1β 组和 TNF- α 组曰IL- 1β 组细胞凋
亡率大于 TNF- α 组袁这可能是 3者与细胞表面各自

特异的受体相结合袁启动下游不同的信号通路有关遥
TNF- α 能诱导激活多条激酶通路袁如 NF- κ B尧JNK尧
ERK尧P38及 PI3K的信号转导袁从而调控包括细胞增
殖尧分化到凋亡等细胞过程[11]遥 XU等[12]研究表明袁
TNF- α 可通过与内皮祖细胞表面的受体结合启动

下游的 ERK/MAPK和 NF- κ B信号通路袁进而诱导
内皮祖细胞发生凋亡遥同样 IL- 1β 也是与内皮细胞

表面相应的受体结合袁通过上调凋亡相关蛋白Bax

和下调 Bcl2袁诱导细胞色素 C的释放袁进一步活化
Caspase- 3而导致内皮细胞发生凋亡[13]遥而 LPS可通

过激活细胞表面的受体袁激活凋亡信号调节激酶 1

渊 apoptosis signal regulating kinase- 1袁ASK- 1冤袁以及
NF- κ B和 MAPKs级联过程[14]遥
综上所述袁虽然 TNF- α 尧IL- 1β 及 LPS在致人

脐静脉内皮细胞增殖活性和凋亡发生的趋势相同袁
但是各组间仍有差异袁提示眼烧伤不同时期的血管
内皮细胞发生损伤程度并不相同袁这可能与其诱导
下游不同信号机制有关遥 仍需进一步探讨其分子机
制袁为临床治疗提供理论依据遥
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