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#摘要$

!

目的
!

探讨右美托咪定对脂多糖"

B̂:

%诱导大鼠外周血中性粒细胞髓样细胞触发受体
.$

"

5C=;.$

%

DCE9

表达的

影响'方法
!

健康雄性
3#+4I?

大鼠
0%

只!取外周血分离培养中性粒细胞!采用随机数字表法!将其随机分为
0

组"

)k$%

%!

9

组#

阴性对照$

W

组#中性粒细胞中加入
B̂:

"终浓度为
$%%

'

H

&

^

%$

<

组#中性粒细胞中加入
B̂:

"终浓度为
$%%

'

H

&

^

%加右美托咪定

"终浓度为
%&2,

H

&

D̂

%$

Y

组#中性粒细胞中加入
B̂:

"终浓度为
$%%

'

H

&

^

%加右美托咪定"终浓度为
$&%,

H

&

D̂

%'孵育
10J

后!

收集上清液!采用
=̂ T:9

法测定
5E7.

#

(

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度!采用
C5.B<C

法测定
5C=;.$DCE9

的表达'结果
!

与
9

组比

较!

W

组
5C=;.$DCE9

表达上调!

5E7.

#

(

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度升高!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%$与
W

组比较!

<

组和
Y

组

5C=;.$DCE9

表达下调!

5E7.

#

(

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度降低!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%$与
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组比较!

Y

组
5C=;.$DCE9

表达水平(

5E7.

#

(

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度比较差异无统计学意义"

!
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%&%2

%'结论
!

右美托咪定可通过下调
5C=;.$DCE9

表

达!抑制
B̂:

诱导大鼠外周血中性粒细胞
5E7.

#

(

T̂.$

!

和
T̂.)

的生成及分泌'

#关键词$
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脂多糖$

B̂:

&是革兰阴性细菌细胞壁的主要成分#机体免

疫系统会对
B̂:

诱导产生免疫应答#大量细胞因子和炎性介

质分泌#从而诱发全身炎性反应#严重者可导致脓毒血症和多

器官功能障碍综合征)髓样细胞触发受体
.$
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4?#
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?>L>

M
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4"?>P

M
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>A"#!L>AA+.$
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5C=;.$

&是近年来发现的表

达于髓样细胞$如单核"巨噬细胞*中性粒细胞&表面的免疫球

蛋白超家族活化受体#它介导的信号传导通路在炎性反应的发

生和级联放大中起重要作用'

$

(

#在盲肠结扎穿孔的脓毒症实验

动物模型研究发现
B̂:

能引起中性粒细胞和中性粒细胞

5C=;.$

的表达明显增加'

1

(

)右美托咪定是一种高选择性的

#

1

肾上腺素能受体激动剂#可产生镇静*镇痛*抑制交感活动

的作用)最近国外多个研究报道地塞米松$

Y=f

&还具有明显

的脏器保护及抗炎作用'

'.-

(

)本研究拟探讨右美托咪定对
B̂:

诱导大鼠外周血中性粒细胞
5C=;.$DCE9

表达的影响)
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材料与方法
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主要试剂和仪器
!

右美托咪定$江苏恒瑞医药股份有限

公司&#

B̂:
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DI

公司#美国&#大鼠中性粒细胞分离液$天津

灏洋生物制品科技有限公司&#台盼蓝检测试剂盒$江苏碧云天

生物公司&#

=̂ T:9

试剂盒$大连宝生物工程有限公司&#

C5.

B<C

相关试剂$

5IVI?I

公司#日本&#引物合成$上海生工生物

工程技术服务有限公司&#
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型
B<C

扩增仪$
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-%(0

重庆医学
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年
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主任医师#本科#主要从事临床麻醉学研究)
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!

动物选择及外周血中性粒细胞分离
!

选取健康雄性

3#+4I?

大鼠
0%

只#体质量
1'%

&

1-%

H

#由广东医学院实验动物

中心提供)用肝素湿润过的注射器穿刺大鼠心脏取血样
)

D̂

#加
1D̂ )X

右旋糖酐生理盐水#混匀后在室温静置
'%

&

02D#,

#使红细胞下沉#取上层细胞按
$a$

比例叠加到聚蔗

糖
.

泛影葡胺分层液面上#

2%%?

"

D#,

离心
'%D#,

%将沉淀细胞

用
%&/'X E8

0

<A

溶液破坏红细胞#离心洗涤后#悬于
1

&

'D̂

%&$%X

白明胶
8I,VU+

液中#计数并调整细胞浓度#取细胞液涂

片#分别作台盼蓝拒染试验和
6#>D+I

染色#鉴定其存活率与

纯度)

@&B

!

实验分组
!

随机数字表法将细胞随机分为
0

组$

)k$%

&#

9

组!阴性对照%

W

组!中性粒细胞中加入
B̂:

$终浓度为
$%%

'

H

"

^

&%

<

组!中性粒细胞中加入
B̂:

$终浓度为
$%%

'

H

"

^

&加右

美托咪定$终浓度为
%&2,

H

"

D̂

&%

Y

组!中性粒细胞中加入
B̂:

$终浓度为
$%%

'

H

"

^

&加右美托咪定$终浓度为
$&%,

H

"

D̂

&)

@&C

!

观察指标
!

各组细胞孵育
10J

后#收集培养上清液#

]

1%_

存放#采用
=̂ T:9

法测定
5E7.

#

*

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度)

另提取细胞总
CE9

#

C5.B<C

法测定
5C=;.$DCE9

表达水

平)

5C=;.$

上游引物!

2U.9<<9<<9<<956699<5<

<696<5 6<9 9<5 999 5.'U

%下游引物!

2U.666 99<

9<9<<5<696<<569569595<565<9<.'U

)扩增

片段长度
221@

M

)以
!

.IL4#,

作为内参#

!

.IL4#,

上游引物!

2U.

9<<9<9 6<5696 966 995<6.'U

#下游引物!

2U.969

665559 <65 65< 99< 6<.'U

#扩增片段长度
12)@

M

)

B<C

反应体系
12

'

^

#反应条件为!

(0_

变性
2D#,

后#按
(0

_'%+

#

)%_2%+

#

-1_2%+

#扩增
'%

个循环#最后
-1_

延伸

$%D#,

)取各样本
B<C

产物
0

'

^

和溴酚蓝载样缓冲液
$

'

^

#

加入
$&2X

琼脂糖凝聚样品孔中#

/%b

恒压电泳
1%D#,

#用

Y81%%%

凝胶图像分析系统进行分析结果#以
5C=;.$DCE9

条带灰度值与
!

.IL4#,

条带灰度值的比值反映
5C=;.$DCE9

表达水平)

@&D

!

统计学处理
!

采用
:B::$)&%

统计软件分析处理#计量

资料以
.d;

表示#计数资料采用
!

1 检验#组间比较采用单因

素方差分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

!!

0

组大鼠外周血中性粒 细 胞
5E7.

#

*

T̂.$

!

*

T̂.)

和

5C=;.$DCE9

的比较)与
9

组比较#

W

组
5C=;.$DCE9

表达上调#

5E7.

#

*

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度升高$

!

$

%&%2

&%与
W

组比较#

<

组和
Y

组
5C=;.$DCE9

表达下调#

5E7.

#

*

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度降低$

!

$

%&%2

&%

<

组与
Y

组
5C=;.$DCE9

表达及
5E7.

#

*

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度比较差异无统计学意义

$

!

&

%&%2

&#见表
$

)

表
$

!!

0

组大鼠外周血中性粒细胞
5E7.

#

'

T̂.$

!

'

T̂.)

和

!!!

5C=;.$DCE9

的比较%

.d;

)

)k$%

&

组别
5E7.

#

$

,

H

"

D̂

&

T̂.$

!

$

MH

"

D̂

&

T̂.)

$

MH

"

D̂

&

5C=;.$DCE9

9

组
%&1-d%&$$ 1'&%%d/&%% $1-&%%d$/&%% %&0-d%&$(

W

组
%&-/d%&$-

#

-(&%%d$$

#

'(/&%%d01&%%

#

%&-/d%&1(

#

<

组
%&)$d%&$2

'

22&%%d$%&%%

'

12-&%%d12&%%

'

%&)1d%&12

'

Y

组
%&2-d%&$'

'

2$&%%d(&%%

'

1'/&%%d1'&%%

'

%&2(d%&11

'

!!

#

!

!

$

%&%2

#与
9

组比较%

'

!

!

$

%&%2

#与
W

组比较)

B

!

讨
!!

论

!!

1%%$

年#

W"QLJ",

等'

/

(首次报道了
5C=;.$

作为介导脓

毒性休克的关键介质触发并扩大了炎性反应)

5C=;.$

能够

通过跨膜调节蛋白
Y9B$1

引起髓样细胞内蛋白激酶磷酸化#

触发和放大炎性反应#使中性粒细胞和单核细胞释放
T̂.$

!

*

T̂.1

*

T̂.)

*

T̂./

*

T̂.$1

*

M

0%

*

5E7.

#

*髓过氧化酶$

;BZ

&*中性

粒细胞趋化蛋白
.$

$

;<B.$

&*

;<B.'

*巨噬细胞炎性蛋白
.$

#

$

;TB.$

#

&#以及活性氧自由基#触发中性粒细胞和单核细胞的

炎症反应#诱导炎症因子的分泌和钙离子的动员#使机体产生

炎症因子形成瀑布效应#使炎症扩大甚至失去控制'

$

#

(.$%

(

)陆

立仁等'

$$

(前期研究表明#用
$%%

'

H

"

^

的
B̂:

刺激人中性粒细

胞系
58B.$

细胞表面的
5C=;.$

表达上调)因此#本研究将

B̂:

终浓度定为
$%%

'

H

"

^

#结果表明#给予
B̂:

刺激后#

W

组

与
9

组比较#大鼠外周血中性粒细胞
5C=;.$DCE9

表达上

调#

5E7.

#

*

T̂.$

!

和
T̂.)

的浓度升高#说明
B̂:

可诱导中性粒

细胞活化#导致
5C=;.$

合成增加#从而诱发
5E7.

#

*

T̂.$

!

和

T̂.)

的生成与释放)临床上右美托咪定的推荐治疗靶浓度为

%&0

&

$&1,

H

"

D̂

)因此#本研究选择
<

*

Y

组分别加入右美托

咪定终浓度为
%&2,

H

"

D̂

和
$&%,

H

"

D̂

#结果表明#与
W

组比

较#

<

组和
Y

组
5C=;.$DCE9

表达下调#

5E7.

#

*

T̂.$

!

和

T̂.)

的浓度降低#说明右美托咪定可下调
5C=;.$DCE9
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