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Abstract
Objective: To study the effect of Omentin on the inflammation of vascular smooth muscle cells. Methods: Vascular smooth muscle 
cells (SMCs) were induced by lipopolysaccharide (LPS). CCK-8 method was used to screen the effective concentration and time of 
LPS and Omentin. The contents of inflammatory factors (IL-6, IL-8 and TNF - α) secreted by the cells were measured by ELISA. The 
protein expression levels of TLR4 and NF-KB p65 were detected by Western blotting and RT-PCR. Results: The optimal concentration 
of lipopolysaccharide was 20ng/ml for 24h, and the optimal concentration of omentin was 20μg/ml. The results of Western blotting 
and RT-PCR showed that omentin could regulate the protein and mRNA expression of TLR4 and NF-KB p65, and significantly reduce 
the protein expression (P<0.05). Conclusion: Omentin can inhibit the inflammation of vascular smooth muscle cells induced by LPS, 
which may be mediated by TLR4 / NF - K B signaling pathway.  
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网膜素对脂多糖诱导的血管平滑肌细胞炎症抑制及作用机
制研究　
雷颖　宋水江 *　

浙江大学医学院附属第二医院神经内科，中国·浙江 衢州 324000　

摘　要

目的：研究网膜素对血管平滑肌细胞炎症抑制作用的影响。方法：采用脂多糖诱导血管平滑肌细胞建立炎症模型；采用
CCK-8 法筛选脂多糖和网膜素作用的有效浓度和作用时间；Elisa 法测定细胞分泌的 IL-6，IL-8 和 TNF-α 的炎症因子含量；
通过 Western bloting 法和 RT-PCR 法检测 TLR4 和 NF-KB p65 的蛋白表达水平。结果： 采用 CCK-8 法筛选出脂多糖最佳
诱导浓度为浓度为 20ng/ml，作用时间为 24h；网膜素抗炎最佳干预浓度为 20μg/ml。Elisa 法测定网膜素能显著降低细胞分
泌的 IL-6，IL-8 和 TNF-α 的含量（P ＜ 0.05），Western bloting 和 RT-PCR 法测定结果显示，网膜素对 TLR4 和 NF-KB 
p65 的蛋白和 mRNA 表达的具有调控作用，能显著降低蛋白表达的量（P ＜ 0.05）。结论：网膜素能抑制脂多糖诱导的血管
平滑肌细胞炎症，可能通过 TLR4/NF-KB 通路产生抗炎作用。　
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1 引言

炎症是一种很常见的病理学过程，是机体对有害病原和

刺激的一种主动防御机制，分为急性炎症和慢性炎症，能够

通过自发反应维持自身的稳态 [1]。许多炎症因子通过内源性

物质的介导，导致许多疾病的发生，包括心血管疾病、关节

炎、癌症和糖尿病等 [2]。网膜素是近年来发现的一种细胞因子，

来源于脂肪组织，由脂肪细胞分泌，对人体健康有重要意义，

网膜素分为 Omentin-1 和 Omentin-2[3]。研究表明，网膜素

在肥胖、胰岛素抵抗、心血管疾病中表达显著降低，这些疾

病均涉及到炎症的病理过程，对炎症的抑制作用具有重要意

义 [4]。本研究拟利用脂多糖（LPS）建立血管平滑肌（SMCs）

的炎症模型，探索网膜素对炎症的反应，为进一步研究网膜

素在心血管疾病的作用提供实验支撑。
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2 材料与方法

2.1 材料

2.1.1 细胞

血管平滑肌细胞，由上海通派生物科技有限公司提供。

2.1.2 主要试剂

DMEM，RPIM-1640（Gibco，美国），重组人网膜素

（prospec，CYT-301）；脂多糖（sigma，美国）；DMEM、

胎牛血清（Thermo Fisher，美国）；DMSO（天津永大化学

试 剂 有 限 公 司）；CCK-8 试 剂 盒（Beyotime，b2001）；

HRP 标 记 羊 抗 兔（Affinity，BM1985）；IL-1β、IL-6、 

IL-8、TNF-α 试剂盒（伊莱瑞特，CM9765）；TLR4、P65

抗 体（Abcam，ab3323，ab5543）；RNAiso Plus，sybr-2， 

Primerscript Kit（Vazyme，Q113-2）。

2.1.3 主要仪器设备

微型高速离心机（Eppendorf，5467）；多功能酶标仪

（Molecular Devices，Flexstation3）； 电 泳 仪（Bio-Rad，

1652100）；显微镜（奥林巴斯，BX53）；RT-PCR 仪（ABI，

UV5B10）。

2.2 方法

2.2.1 CCK-8 法筛选 LPS 诱导 SMCs 的最佳浓度和作

用时间

取对数期生长的 SMCs 接种于 96 孔板中，细胞数为 104

个 / 孔，置于 37℃，5% 的二氧化碳培养箱，孵育 12h，待细

胞贴壁后，设置对照组（加不含 LPS 的培养基）和 LPS 诱

导组（浓度为 0，10，20，40，80，160ng/ml），作用时间

分别为 12h，24h，48h。每组设置 3 个复孔，每孔加入 10μL 

CCK-8，孵育 4h 后，使用酶标仪检测 450nm 处的吸光度（OD）

值。其中：

细胞存活率（％） ％= ×100（实验组的 值 空白组的 值）

（对照组的 值 空白组的 值）

OD - OD
OD - OD

2.2.2 筛选网膜素炎症抑制作用的最佳浓度

细胞培养方法同“2.2.1”步骤，采用上述筛选结果，设

置网膜素浓度为 0、5、10、20、40、80μg/ml。采用 6 孔板

培养细胞，设置空白组，Elisa 法测定 IL-1β 的吸光度值。同

时每组设置 3 个复孔，每孔加入 10μL CCK-8，孵育 4h 后，

使用酶标仪检测 450nm 处的吸光度（OD）值，筛选出网膜

素最佳的炎症抑制浓度。

2.2.3 网膜素对 LPS 诱导 SMCs 中炎症因子的影响

按“2.2.1”步骤得出的结果，采用 6 孔板培养 SMCs，

取细胞上清液，按照试剂盒说明书操作，设置实验组（加入

LPS 和网膜素干预）测定 IL-6，IL-8，TNF-α 的含量，同

时设置空白组（不加 LPS 和网膜素），和模型组（加 LPS，

不加网膜素），每组设置 3 个复孔。

2.2.4 Western bloting 法检测网膜素对 LPS 诱导 SMCs

中炎症通路的影响

采用 6 孔板培养干预后，吸取培养基，加入细胞裂解液，

提取胞浆和胞核蛋白，进行 SDS-PAGE 电泳，完成后加入一

抗（TLR4，NF-KB p65），孵育过夜，加入二抗孵育 2h，显影。

2.2.5 网膜素对 LPS 诱导 SMCs 炎症反应中 mRNA 表

达的影响

采用“2.2.4”步骤中细胞培养方法，参照试剂盒要求提

取总 RNA，纯度检测合格后使用引物 [5] 进行 PCR 扩增，荧

光定量检测 TLR4 和 NF-KB p50 的 mRNA 的表达。

2.3 数据分析

采用 SPSS 22.0，单因素方差分析。*P ＜ 0.05 表示差异

显著，**P ＜ 0.01 表示差异极为显著。

3 结果

3.1 LPS 诱导 SMCs 的最佳浓度和作用时间

表 1 实验结果表明，细胞存活率随 LPS 作用浓度的增加

而降低，作用浓度越大，细胞毒性越强。作用浓度为 20ng/

ml 时，作用时间为 48h 时细胞存活率明显降低，对细胞毒性

作用显著（P ＜ 0.01）。浓度大于 20ng/ml 时，均呈现明显

的细胞毒性。因而选择脂多糖作用浓度为 20ng/ml，作用时

间为 24h 开展后续实验。

表 1 脂多糖诱导 SMCs 细胞作用浓度和作用时间（X±S，

n=3）

浓度（ng/ml） 12h 24h 48h

0 98.66±0.55 97.55±0.82 98.03±1.35

10 96.31±1.32 95.89±0.56 95.32±1.78

20 93.11±1.05 94.12±0.68 79.32±0.88**

40 94.21±0.96 73.21±1.55** 55.32±1.86**

80 66.57±2.12** 55.21±1.34** 32.81±0.87**

160 43.21±0.63** 32.16±0.99** 16.23±0.53**
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3.2 网膜素对 LPS 诱导的 SMCs 细胞炎症抑制作用

的最佳浓度

表 2 实验结果表明，网膜素作用浓度为 10μg/ml 时产

生炎症抑制作用（P ＜ 0.05），随着浓度增加，IL-1β 值降

低，炎症抑制作用增强。细胞存活率结果发现，浓度为 40 和

80μg/ml 时，细胞存活率明显降低（P ＜ 0.01），细胞毒性作

用强。结合 IL-1β 值和细胞存活率，选择网膜素干预浓度为

20μg/ml 进行实验。

表 2 不同浓度的网膜素作用细胞 IL-1β值和细胞存活率

（X±S，n=3）

浓度（μg/ml） IL-1β（pg/ml） 细胞存活率（%）

0 412.04±11.36 98.32±1.53

5 426.77±9.27 96.52±2.36

10 386.28±10.23* 93.37±1.99

20 273.35±9.41** 94.69±3.54

40 153.29±8.35** 78.59±5.26**

80 99.54±5.31** 43.56±4.81**

3.3 网膜素对 LPS 诱导的 SMCs 细胞分泌 IL-6，

IL-8 和 TNF-α 的含量测定

表 3 实验结果表明，各组细胞上清液中的 IL-6，IL-8

和 TNF-α 含量变化明显。模型组的各炎症因子含量显著高于

空白组（P ＜ 0.01），表明 LPS 诱导细胞产生炎症模型。实

验组加入网膜素后，作用 24h，炎症指标比模型组显著降低（P

＜ 0.01），表明网膜素能显著降低细胞炎症因子的表达量，

具有炎症抑制作用。

表 3 SMCs 细胞中分泌 IL-6，IL-8 和 TNF-α的含量（X±S，

n=3）

组别 IL-6（pg/ml） IL-8（pg/ml） TNF-α（pg/ml）

空白组 85.3±3.6 101.5±8.9 98.5±2.8

模型组 3356.8±52.3** 2844.6±21.7** 2932.2±12.5**

实验组 1674.6±33.5## 1386.3±46.8## 1865.4±13.6##

注：与空白组比较 *P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较 #P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01。

3.4 网膜素对 LPS 诱导的 SMCs 细胞中炎症通路的

影响

图 1 和表 4 中 Western bloting 结果表明，与空白组比较，

模型组经 LPS 诱导后，TLR4 和 NF-KB p65 蛋白表达量显著

上调（P ＜ 0.01）。经网膜素干预后，TLR4 和 NF-KB p65

蛋白表达量均显著下调（P ＜ 0.01），表明网膜素的干预机

制可能通过 TLR4/NF-KB 通路产生炎症抑制作用。

图 1 网膜素对 LPS 诱导的 SMCs 细胞中 TLR4 和 NF-KB p65

蛋白表达的影响

表 4 TLR4 和 NF-KB p65 蛋白表达的灰度值比（X±S，

n=3）

组别 TLR4/β-actin NF-KB p65/β-actin

空白组 0.186±0.005 0.275±0.012

模型组 0.834±0.088** 0.638±0.015**

实验组 0.215±0.013## 0.317±0.054##

注：与空白组比较 *P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较 #P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01

3.5 网 膜 素 对 LPS 诱 导 的 SMCs 细 胞 中 TLR4 和

NF-KB p65 mRNA 表达影响

经过 PCR 扩增，以 2-ΔΔCt 计算相对 mRNA 的表达水平。

表 5 结果显示，模型组中 TLR4 和 NF-KB p65 的 mRNA 转

录水平显著高于空白组（P ＜ 0.01）。与模型组比较，实验

组经网膜素干预后，TLR4 和 NF-KB p65 的 mRNA 转录水

平显著降低（P ＜ 0.01）。

表 5 细胞中 TLR4 和 NF-KB p65mRNA 转录水平的影响

（X±S，n=3）

组别 TLR4（2-ΔΔCt） NF-KB p65（2-ΔΔCt）

空白组 1.006±0.005 1.005±0.002
模型组 4.749±0.058** 5.838±0.015**
实验组 2.266±0.051## 3.290±0.027##

注：与空白组比较 *P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01；与模型组比较 #P ＜ 0.05，
##P ＜ 0.01

4 讨论

血管平滑肌细胞是维持体内张力和功能的主要细胞成

分，可以合成和分泌细胞外基质成分和多种细胞因子，与心

血管疾病例如动脉粥样硬化等有非常重要的联系 [6-8]。血管平

滑肌细胞炎症反应是心血管损伤的基础病理反应，因而研究

血管平滑肌细胞的炎症抑制作用对心血管疾病的治疗有非常

重要的意义 [9-10]。
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本研究建立脂多糖诱导血管平滑肌细胞产生炎症，采用

CCK-8 法筛选出脂多糖最佳诱导浓度为浓度为 20ng/ml，作

用时间为 24h；随后结合 IL-1β 和细胞存活率，筛选出网膜

素抗炎最佳干预浓度为 20μg/ml。为了验证其对血管平滑肌

细胞的炎症抑制作用，对细胞的上清液收集，采用 Elisa 法测

定细胞分泌的 IL-6，IL-8 和 TNF-α 含量。结果表明，网膜

素干预后，均能显著抑制脂多糖诱导的血管平滑肌细胞炎症

反应。为了进一步探究其炎症抑制的作用机制，采用 Western 

bloting 和 RT-PCR 法测定其 TLR4 和 NF-KB p65 的蛋白和

mRNA 表达的量，结果证实，网膜素可能通过 TLR4/NF-KB

通路产生炎症抑制作用。

网膜素是脂肪细胞内的一类非常重要的因子，对心血

管疾病的治疗有积极的作用 [11-12]。实验结果表明网膜素能显

著抑制脂多糖诱导的血管平滑肌细胞的炎症反应，可能通过

TLR4/NF-KB 通路产生抗炎作用，为进一步利用网膜素治疗

心血管疾病提供了实验基础。
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