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Martentoxin对 TNF-α引起脐静脉内皮细胞释放一氧化氮的影响
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摘要 目的：研究东亚钳蝎毒素Martentoxin对脐静脉内皮细胞释放 NO的影响。方法：人脐带经胶原酶消化分离后获得脐静脉内
皮细胞，经抗血管性血友病 8因子鉴定后,用 TNF-α建立 NO释放模型，观察Martentoxin对脐静脉内皮细胞释放 NO的影响。结
果：①经 6，12，24h作用后，10μM、100 μMMartentoxin能降低 TNF-α引起的 NO释放增加(P<0.05)。②Martentoxin降低 TNF-α
引起的 iNOS活性增强并对 TNF-α引起的内皮源性一氧化氮合酶 mRNA下调具有一定保护作用 (P<0.05)。结论：Martentoxin抑
制 TNF-α引起的脐静脉内皮细胞释放 NO增加。
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ABSTRACT Objective: To investigate the impact of Martentoxin on Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) releasing

nitric oxide induced by TNF-α. Methods: HUVECs were isolated and identified by Immunocytochemistry with Anti-von willebrand
Factor (vWF). The NO releasing model of HUVECs was established by treating with 10 ng/ml TNF-α and the effect of Martentoxin on
NO releasing was observed. Results: ①Application of 10 μM and 100μM Martentoxin i nhibits TNF-α-induced NO release after
exposure for 6 h, 12 h and 24 h (P<0.05).②Martentoxin inhibits the activity of iNOS and retarded the down-regulation of eNOS mRNA
regulated by TNF-α (P<0.05). Conclusion: Martentoxin inhibits the NO production in HUVECs induced by TNF-α.
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前言

东亚钳蝎(Buthus martensii Karsch，BmK)是一种广泛分布
于中国北部、蒙古、朝鲜的蝎子。中国传统中医使用蝎子提取
物、尾巴以及全蝎作为药物用来治疗癫痫、中风、面瘫等疾病已
经有数千年历史。在过去的 20年中，分离出超过 70种不同的
毒素[1]，它们大多数作用于离子通道[2]。Martentoxin[3]是从东亚

钳蝎中分离出来包含 37个氨基酸残基，属于 16亚家族(α-KTx
16.2)[4, 5]的一种毒素多肽，它能特异性阻断大电导钙激活钾通
道[6]。但是目前对于Martentoxin的研究仅局限于电生理，对于
其它生物学功能未见报道。本研究用肿瘤坏死因子 α(TNF-α)
在脐静脉内皮细胞上建立一氧化氮释放模型，观察Martentoxin
对 HUVECs释放 NO的影响，并探讨相关机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

新鲜脐带由南京市妇幼保健医院提供。细胞培养所用
M199培养基、胰酶、青霉素、链霉素购买自 Hyclone；蛋白浓度
测定试剂盒购买自上海捷瑞公司，二型胶原酶、L-NAME购买
自 Sigma公司；TNF-α购买自 PEPROTHCH公司；新生小牛血
清由杭州四季青公司提供；一氧化氮测定试剂盒、iNOS活性测
定试剂盒购买自南京建成生物工程研究所，Real-time RT-PCR
试剂盒购买自 TOYOBO，eNOS、GAPDH引物由上海英俊公司
英骏生物技术有限公司合成。
1. 2 实验方法和步骤
1.2.1 脐静脉内皮细胞的分离，培养 脐静脉内皮细胞的分离
参照 JAFF[7]法并加以改进。新生儿脐带置入冰盒，并在 1 h内
进行无菌分离。用 10 ml一次性注射器 PBS冲洗脐静脉后，止
血钳夹住一端，注入 2型胶原酶后另一端也用止血钳封住。37℃，
5 % CO2培养箱孵育 15 min，将血管内消化液放入培养皿，加
入 20 % FBS的M199培养基培养，6 h后倒置显微镜观察细胞
贴壁换液。细胞三次传代后用于实验。
1.2.2 脐静脉内皮细胞的鉴定 采用抗血友病相关因子 8 抗
体，免疫细胞化学方法鉴定，一抗为 1：400 anti-von willebrand
Factor(Factor VIII-related antigen)抗体，二抗为 1:100的山羊抗
兔，细胞核用 DAPI染色。阴性对照则用 PBS代替一抗，其余步
骤相同。
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图 2 Martentoxin(1, 10, 100 μM)和 L-NAME (100 μM)对 TNF引起
NO增加具有抑制作用

Fig.2 Inhibitory effect of Martentoxin (1, 10, 100 μM) and L-NAME
(100 μM) on NO production in HUVECs treated with TNF-α(10 ng/ml),
# and * indicate a significant difference (P< 0.05) compared with the

control and condition stimulated by TNF-α. Each value denote the mean
+S.D. (n=5)

图 3 Martentoxin单独作用于 HUVECs也能引起 NO释放量增加，
但是此作用小于 TNF-α单独作用

Fig.3 Martentoxin induced the NO production. Combining with TNF-α,
the effect was lower then only treated with TNF-α. # and * indicate a

significant difference compared with the control and condition stimulated
by TNF-α;△ significantly different from Martentoxin(100μM)
(P< 0.05 by ANOVA). Each value denote the mean +SD (n=5)

1.2.3 Martentoxin 对 HUVECs 释放 NO 的影响 实验分 6 组
(10 ng/ml TNF-α 组 ；10ng/ml TNF-α +1μM Martentoxin；10
ng/ml TNF-α +10μM Martentoxin；10 ng/ml TNF-α +100μM
Martentoxin；10 ng/ml TNF-α+100μM L-NAME)，对照组。10
ng/ml TNF-α预处理 2 h后，加入Martentoxin、非特异性一氧化
氮合酶抑制剂 L-NAME，经 6，12，24小时分别收集细胞上清，
进行一氧化氮测定。贴壁细胞胰酶消化下来，经超声碎细胞
后，BCA法测定蛋白浓度，PBS调整至相同浓度后进行 iNOS
活性测定。
1.2.4 Martentoxin对 HUVECs释放 NO影响的机制研究 实验

共分为四组 (10 ng/ml TNF-α，100 μM Martentoxin，10 ng/ml
TNF-α+100μMMartentoxin，control)，加入药物 6h后，取去上清
测定 NO含量，贴壁细胞经 TRIZOL提取 mRNA，0.5μg mRNA
在 10μl体系中逆转录成 cDNA，并保存于 -80℃。Real-time
RT-RCR采用 20μl反应体系，所用引物如（表 1），实验所用仪
器为 ABI PRISM 7300 Sequence of Detection system，反应温度
如下：94℃进行4min，然后94℃，30s经行 40个循环；59℃，45s；
最后 72 ℃ for 45 s。每组采用四个平行样，管家基因 GAPDH
作为内参。eNOS表达水平用 SYBR green荧光值记录，并根据
其与内参的比值经行分析。

表 1 real-time PT-PCR中 eNOS，GAPDH引物序列
Table 1 The primer sequence used for real-time RT-PCR experiments

Gene name Forward primer Reverse primer Product size (bp) Accession Number

GAPDH GGGAAGCTCACTGGCATGGCCTTCC CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 318 NM_002046

eNOS CACATGTTTGTCTGCGG GAGGGGCCTTCCAGATTAAG 511 NM_00603

1.3 统计学分析
各分组所得计量数据采用均数±标准差(x+S.D.)表示，用

SPSS13.0软件处理数据，单因素方差分析。检验水准 α=0.05，
P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 脐静脉内皮细胞的鉴定
细胞培养 7天后，采用免疫细胞化学法测定（图 1），脐静

脉内皮细胞在荧光显微镜下，显示特异性绿色荧光，且内皮细

胞纯度大于 95%，可用于实验。

2.3 Martentoxin对脐静脉内皮细胞释放 NO的影响
给药 6，12，24 h后 TNF-α (10 ng/ml) 组相对空白对照组，

NO的释放量明显增高。Martentoxin组和 L-NAME组的 NO释
放量显著性降低（图 2）。在另一组实验中，Martentoxin单独作
用，也能引起 NO释放量增加（图 3）。TNF-α组中 iNOS活性明
显升高，Martentoxin组和L-NAME组对 TNF-α引起的 iNOS活
性升高特异性抑制（图 4）。Martentoxin能够抑制 TNF-α引起的

内皮细胞释放 NO增加和 iNOS活性增强。

图 1 培养 7天后内皮细胞经 anti-von willebrand factor免疫细胞化学
染色（400×），绿色为羊抗兔 IgG-FITC，细胞核为蓝色 DAPI染色

Fig.1 Photomicrograhps of 7-d-old cultures of human umbilical vein
endothelial cells immunostained with anti-von willebrand factor and
anti-rabbit IgG-FITC (green). Nuclei were stained with DPAI (blue),

magnification 400×
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图 4 Martentoxin (10, 100 μM)经 6，12，24 h显著性下调TNF-α
引起的 iNOS活性增强

Fig.4 Martentoxin (10, 100 μM) downregulated the activity of iNOS
activated by TNF-αafter treated for 6, 12 and 24 h. # and * indicate a

significant difference compared with the control and condition stimulated
by TNF-α (P< 0.05 by ANOVA). Each value denote the mean +SD

图 5 100 μMMartentoxin与 10 ng/ml的 TNF-α共同作用后，eNOS
mRNA表达未见降低

Fig.5 TNF-α(10 ng/ml) down regulated the eNOS mRNA expression.

# Significantly different from control (P< 0.05 by ANOVA). Each value
denote the mean +SD

2.3 Martentoxin对 eNOS mRNA的表达的影响
TNF-α 引起 eNOS mRNA 表达下调，但是加入 100 μM

Martentoxin 后，未发现此作用（图 5），提示 Martentoxin 对
TNF-α引起的 eNOS mRNA表达下调具有一定的保护作用。

3 讨论

内皮位于血管壁的内层，是血液与血管平滑肌细胞之间

的屏障，内皮层的功能完整对于防止血液渗出和粥样斑块的形

成有重要意义。NO是内皮释放的一种重要血管活性分子，NO

参与调解血管舒张，神经传递，炎症反应等。内皮细胞释放的
NO，主要通过精氨酸在一氧化氮合酶的作用下生成。一氧化氮
合酶(NOS)主要有 3种，神经型(nNOS)，内皮型(eNOS)和诱导
型(iNOS)。内皮细胞中研究两个类型的 NOS：iNOS和 eNOS，
其中 eNOS为钙依赖性，iNOS为非钙依赖性。内皮细胞正常状
态下主要表达 eNOS，在许多类型的心血管疾病中，如动脉粥样
硬化，糖尿病，高血压，eNOS的表达都有改变[8]。当细胞受到损
伤，释放各种炎性细胞因子，iNOS也同时被激活，释放大量
NO，以此引发细胞损伤和凋亡。TNF-α是一种在炎症和免疫反
应中起关键作用炎性细胞因子，TNF-α在内皮细胞中上调精氨
酸酶[9]，而精氨酸酶是 L-精氨酸 -NO途径中的重要调节酶，通
过上调精氨酸酶，进而使 NO 的释放增加；TNF-α 也能激活
iNOS 活性来促进 NO 释放 [10]。本研究中，我们证实了在
HUVECs中 TNF-α能够刺激 NO的产生，并且这种作用，能够
被非特异一氧化氮合酶抑制剂 L-NAME所抑制。研究报道东
亚钳蝎毒素提取物能够抑制 FLG 29.1细胞释放 NO[11]，在我们

的实验中，我们观察到 TNF-α增加了 iNOS的活性，L-NAME
能够抑制这一作用。Martentoxin 能够抑制 TNF-α 诱导的
HUVECs 释放 NO，可能的机制之一是 Martentoxin 降低了
iNOS的活性增强，实验结果中证实了 Martentoxin能特异性降
低 TNF-α引起的 iNOS活性增强。已有研究表明，TNF-α能够
降低 eNOS mRNA启动子活性[12]以及稳定性[13]，而 eNOS通常
被认为对于维持细胞正常稳态和生理功能非常重要。目前的实
验结果表明，Martentoxin 能够保护 TNF-α 作用下的 eNOS
mRNA表达下调。

Martentoxin单独作用于 HUVECs后，也观察到促进 NO
的释放，但此作用显著性低于 TNF-α 单独作用，我们推测
Martentoxin 单独作用可能是种促炎剂，相关机制可能与
Martentoxin是一种 BKca通道阻断剂有关。内皮细胞不表达电
压门控钙通道，但是钙稳态对于内皮细胞的功能具有非常重要

的作用[14]。细胞膜上表达的钾离子通道[15]被认为是调节细胞膜

电位，以此来影响胞内钙水平，因此钾离子在内皮细胞释放 NO
中发挥着重要的作用 [16]。内皮细胞膜上主要有 4种钾离子通
道：大电导钙激活钾通道(BKca)、中间电导激活钾通道、小电导
钙激活钾通道和电压门控钾通道[17]。Wrzosek等研究发现 BKca
开放剂在 EA.h926 细胞中能够 CGS7184 能够激活 NOS 途
径[18]，而对于 BKca通道与 NO释放之间的详尽机制，目前还没
有彻底阐明。Martentoxin作为一种 BKca通道阻断剂，降低
TNF-α引起的 NO释放是否通过这一机制，或其它机制还需要
进一步的研究。
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封面说明
共同的画卷

封面设计说明
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