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　　摘　要：目的　探讨内毒素性急性肺损伤（ＡＬＩ）过程中Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８ＭＡＰＫ）的表达。方法　腹腔注射脂

多糖（ＬＰＳ）２０ｍｇ／ｋｇ建立小鼠ＡＬＩ模型。心脏穿刺查血气分析，并获取肺脏标本，观察肺组织形态学改变。采用免疫组织化学

法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测小鼠肺组织中磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达。结果　与对照组比较，ＡＬＩ组各时相点小鼠肺组织中磷酸

化Ｐ３８ＭＡＰＫ阳性表达明显增加，且在２ｈ达到峰值，主要分布于浸润的炎症细胞、上皮细胞、血管内皮细胞。结论　内毒素性

ＡＬＩ过程中启动了Ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路。
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　　炎症反应是引起急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＴ）的

根本原因，已证实信号转导途径中的Ｐ３８丝裂原活化蛋白激

酶（ＭＡＰＫ）与炎症反应的调控密切相关
［１２］。本研究通过复制

小鼠ＡＬＩ模型，探讨Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８ＭＡＰＫ）

在小鼠肺组织中的表达，以期揭示Ｐ３８在ＡＬＩ的发生、发展中

的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　昆明种小鼠（重庆医科大学实验动物中心提供），

体质量１８～２２ｇ，清洁级。

１．２　方法

１．２．１　药物与试剂　脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）、兔抗

鼠磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ多克隆抗体采购于美国Ｓｉｇｍａ公司，羊

抗兔二抗、二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒采购于北京中杉金

桥生物技术有限公司，免疫组化试剂盒采购于深圳晶美工程有

限公司。

１．２．２　动物模型与分组　小鼠腹腔内注射ＬＰＳ２０ｍｇ／ｋｇ复

制ＡＬＩ模型
［２］。随机分为生理盐水对照组（５只）和 ＡＬＩ组

（２０只）。观察时间为腹腔注射生理盐水后即刻（Ｔ０）和注射

ＬＰＳ后０．５ｈ（Ｔ０．５）、２ｈ（Ｔ２）、４ｈ（Ｔ４）、８ｈ（Ｔ８），每个时相点５

只小鼠。

１．２．３　动物标本制备　各组动物用１０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠（３０

ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射麻醉，剖开胸腔，经左心室穿刺，用肝素化

抗凝空针采血０．５ｍＬ，保持气密，用１６２０型血气分析仪检测

ＰａＯ２，放血处死动物收集肺组织标本。剥离右肺，用电子天平

测量肺组织重量后迅速放入－７０℃冰箱备用。左肺放入１０％

的甲醛溶液中固定、脱水后，将标本制成厚５μｍ的石蜡切片，

用于免疫组化，并行 ＨＥ染色，观察组织学改变。

１．２．４　肺组织匀浆的制备　取称质量后的肺组织按照１００

ｍｇ组织加蛋白裂解液１ｍＬ进行冰浴匀浆，充分匀浆后转移

到预冷的４℃ ＥＰ管中。以４℃１００００ｒ／ｍｉｎ进行低温离心

２０ｍｉｎ，取上清液，弃沉渣。将上清液转入新的离心管内，－７０

℃冰箱保存备用。

１．２．５　免疫组化　采用ＳＰ法行免疫组化染色，严格按试剂

盒说明书进行操作。采用光镜观察，细胞内出现棕黄色颗粒作

为Ｐ３８ＭＡＰＫ阳性表达细胞。光镜１０×４０视野下，每张切片

随机取５个视野，分别计数视野中阳性细胞数。采取双人计

数，得出平均值，取５个视野计数之和的平均值为每个样本阳

性表达的相对含量。

１．２．６　蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　取冻存的肺组织匀浆，室温

下用考马斯亮兰法测定蛋白浓度后，加入等体积２×十二烷基

磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）上样缓冲液，沸水

中煮沸３～５ｍｉｎ，于事先配制好的１０％ＳＤＳＰＡＧＥ样品孔依

次加入１００μｇ总蛋白样品，行蛋白电泳。电转移至聚偏氟乙

烯（ＰＶＤＦ）膜上，ＰＶＤＦ膜经封闭液封闭后，与磷酸化的Ｐ３８

ＭＡＰＫ抗体（１∶８００）反应，再置入１∶２５０羊抗兔二抗稀释液

中反应，然后将ＰＶＤＦ膜放入１００ｍＬ新鲜配置的ＤＡＢ溶液

中，３７℃显色，待蛋白条带清晰后自来水冲洗，吹干，用 Ｇｅｌ

Ｄｏｃ２０００凝胶成像系统（美国 ＢｉｏＲＡＤ 公司）进行灰度值

测定。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析。计量
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资料以狓±狊表示。资料采用方差分析。检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰａＯ２ 的变化　生理盐水对照组ＰａＯ２ 为（９２．４５±８．１０）

ｍｍＨｇ，注射 ＬＰＳ后小鼠 ＰａＯ２ 从０．５ｈ开始迅速下降到

（７０．９５±９．５２）ｍｍＨｇ，４ｈ达峰值（５８．６５±７．４２）ｍｍＨｇ，８ｈ

有所上升，为（６０．８８±５．１８）ｍｍＨｇ，但仍显著低于基础值，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　肺组织形态学检查结果　对照组小鼠Ｔ０时相点肺组织

结构清晰，肺泡腔干净，肺泡壁无增厚，支气管黏膜上皮完整；

注射ＬＰＳ后可见肺组织充血明显，肺泡壁增宽，肺间质弥漫性

出血，肺泡腔内大量炎性细胞浸润及红细胞渗出；并随时间的

演变，肺组织病理改变逐渐加重，见图１～３。

２．３　免疫组化　免疫组化结果显示磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白

阳性表达表现为胞核染色。对照组肺组织中偶见Ｐ３８ＭＡＰＫ

免疫反应阳性细胞，为阴性反应；ＡＬＩ组在注射 ＬＰＳ后Ｐ３８

ＭＡＰＫ阳性细胞数迅速增加，主要分布于浸润的炎性细胞、肺

泡上皮细胞及血管内皮细胞的胞核内，见图４～６、表１。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　ＡＬＩ组在注射ＬＰＳ后０．５ｈ磷酸化Ｐ３８

ＭＡＰＫ表达量开始上升，Ｔ２时相点达峰值，而后逐渐回落。

ＡＬＩ组各时相点与对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

图１　　对照组小鼠Ｔ０ 时相点

肺的组织学特点（×４００）

图２　　ＡＬＩ组小鼠Ｔ２ 时相点

肺的组织学特点（×４００）

图３　　ＡＬＩ组小鼠Ｔ８ 时相点

肺的组织学特点（×４００）

图４　　磷酸化Ｐ３８在对照组小鼠

Ｔ０ 时相点肺组织中的表达（×４００）

图５　　磷酸化Ｐ３８在ＡＬＩ组小鼠

Ｔ２ 时相点肺组织中的表达（×４００）

图６　　磷酸化Ｐ３８在ＡＬＩ组小鼠

Ｔ８ 时相点肺组织中的表达（×４００）

表１　　两组小鼠肺组织中磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达

组别 狀 时相 Ｐ３８ＭＡＰＫ灰度值（×１０６） Ｐ３８ＭＡＰＫ阳性细胞率

对照组 ５ Ｔ０ ５１．１３±０．７７ －

ＡＬＩ组 ２０ Ｔ０．５ ８４．９０±１．６３ａ ＋

Ｔ２ １８３．２５±３．５２ａ ＋＋＋

Ｔ４ １０２．７３±４．５４ａ ＋＋

Ｔ８ ９２．５２±３．０４ａ ＋

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

ＭＡＰＫ是细胞内的一类丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶。存在

于大多数细胞内，是真核细胞转导细胞外信号到细胞内，并引

起细胞反应的四大信号系统之一［３］。其中的Ｐ３８ＭＡＰＫ信号

通路参与了细胞的生长发育及细胞间功能同步等多种生理过

程，并与炎症、应激反应的调控密切相关，被认为是细胞信息传

递的交汇点和共同通路［４５］。Ｐ３８ＭＡＰＫ通路可被紫外线照

射、促炎因子、应激刺激及 ＬＰＳ和 Ｇ＋ 细菌细胞壁成分所激

活［６７］。其中，内毒素是Ｐ３８ＭＡＰＫ的一个主要激活剂之一，

大量研究表明，ＬＰＳ 通过激活巨噬细胞、多形核白细胞

（ＰＭＮ）、内皮细胞Ｐ３８ＭＡＰＫ通路，调控炎症因子的表达，参

与急性炎症［８１０］。在静息状态下，Ｐ３８ＭＡＰＫ以非活化的形式

存在于细胞质中，一旦受到外界有效刺激，Ｐ３８即被磷酸化而

活化，活化的Ｐ３８由细胞质进入细胞核，磷酸化转录因子，调

节靶向基因的表达，故蛋白提取物中磷酸化Ｐ３８的相对含量

可反映Ｐ３８的活化程度
［６］。

ＡＬＩ最主要的临床特征是顽固性的低氧血症，血气分析指

标中ＰａＯ２ 的变化最能反映 ＡＬＩ时肺功能的变化。本实验通

过向小鼠腹腔内注射ＬＰＳ复制内毒素性 ＡＬＩ模型，发现在注

射ＬＰＳ后，ＰａＯ２ 显著下降，同时光镜下见肺间质弥漫性出血，

肺泡壁增宽，肺泡腔内大量炎性细胞浸润及红细胞渗出，这说

明ＡＬＩ模型制作成功。
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目前，有关Ｐ３８ＭＡＰＫ参与炎症反应的研究多限于体外

实验，其在ＡＬＩ的在体研究少见报道
［１１１２］。曾有文献报道，用

ＬＰＳ刺激小鼠肺血管内皮细胞，５ｍｉｎ后就可看到细胞内Ｐ３８

ＭＡＰＫ蛋白磷酸化水平升高，１０～４５ｍｉｎ内最为明显，而后逐

渐减弱，２ｈ基本恢复正常
［１３］。而本实验通过免疫组化和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，在腹腔注射ＬＰＳ后０．５ｈ肺组织中磷

酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达开始增加，２ｈ达到峰值，然后逐渐下

降，８ｈ仍高于对照组。与肺组织的病理改变程度基本一致。

提示ＬＰＳ诱导了肺组织Ｐ３８蛋白激酶的活化，其活化可能与

ＡＬＩ的发生和发展密切相关。但Ｐ３８ＭＡＰＫ参与ＡＬＩ的具体

作用机制以及如何通过调节Ｐ３８活性达到防治ＡＬＩ的目的还

有待进一步研究。
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细胞群的改变，与ＳＬＥ、ＲＡ疾病活动性、病情进展及转归密切

相关，其作用机制有待进一步深入研究。
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