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dà >7

后
E

.V8'9

$

E

.4PJ

增加!

E

.V8'9

在刺激
'%D#,

达峰值"

$

$

%&%2

#!以后逐

渐下降!

$1%D#,

与
%3

接近"

$

%

%&%2

#!

E

.4PJ

在刺激
'%D#,

明显增加!

)%D#,

达峰值!

$1%D#,

仍高于
%3

"

$

$

%&%2

#&

?\1(0%%1

下调了
E

.4PJ

表达"

$

$

%&%2

#!同时降低
7̀45.$

蛋白$

DFA4

合成"

$

$

%&%2

#&

4PJ

抑制剂也抑制
7̀45.$

蛋白$

DFA4

"

$

$

%&%2

#&

V8'9

$

4PJ

抑制剂均不影响
7̀45.$DFA4

稳定性"

$

%

%&%2

#%结论
!

V8'9

(

4PJ

信号途径在转录水平调控
7̀45.$

表达%

"关键词#

!

V8'9

(

4PJ

信号通路&脂多糖&人脐静脉血管内皮细胞&血管细胞黏附分子

"中图分类号#

!

F'(1&)

"文献标识码#

!

4

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$)

#

1(.0%').%2

H-'.

"

43)/1

I

92(19

IJ

2)"02

A

*#

I

'(2)#/K,45&$#8

J

*#//1%92))"#)*29/$*1

J

)1%92((#;#(

"

H&-I1'*

+

*-*

$

#

I1&H&-G&*

1

#

%&.&-5;&*

+

$

#

#

21'*.&-5J&*

+

$

$

$#7'

8

-9:;'*:5

<

K;'9

+

'*>

(

D'B&>&*'

(

1#7'

8

-9:;'*:5

<

L'"

8

&9-:59

(

D'B&>&*'

#

%&-*

(

/*

+

-*

+

C5"

8

&:-@

A

<<

&@&-:'B:5./F15/D'B&>-@M*&!'9"&:

(

#

%&-*

(

/*

+

-*

+

#

H&-*

+

"/111%%%

#

21&*-

%

!!

&

4=/)*2$)

'

!

>=

?

#$)1;#

!

@"IT

E

K"GIJ3IILLINJ"LV8'9

"

4PJ+#

;

,MK#,

;E

MJ3UM

O

",K

E

+#,!RNI!HM+NRKMGNIKKRKMGM!3I+#HID"KINR.

KMG$

$

7̀45.$

%

IT

E

GI++#",M,!#J+DIN3M,#+D&5#)"%:/

!

dRDM,RDQ#K#NMKHI#,I,!"J3IK#MKNIKK+

$
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程度可分为脓毒症)严重脓毒症和脓毒性休克#临床表现为器

官功能障碍和$或%液体治疗无法逆转的低血压&

$

'

*随着人口

的老龄化)肿瘤发病率的上升#由慢性阻塞性肺疾病)肺炎及恶

病质引起的脓毒症发病率在不断升高#每年全球新增数百万脓

毒症患者#其中#超过
$

"

0

的患者死亡&

1

'

*革兰阴性细菌胞壁

)'%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期

"

基金项目)国家自然科学基金资助项目$

/$'%%%21

%(中国博士后科学基金$

1%$252-%01%

%(江苏省卫生和计划生育委员会资助课题

$

d1%$22/

%(江苏省自然科学基金资助项目$

_91%$'%0%1

%(连云港科技局资助项目$

6d$0%$

%*

!

作者简介)贾圣男$

$(/(]

%#硕士#主要从事脓毒

症炎症器官功能衰竭的基础及临床研究*

!

#

!

通讯作者#

@IK

!

$'--20($%((

(

>.DM#K

!

K

O;

KT#,

$

$)'&N"D

*



脂多糖$

K#

E

"

E

"K

O

+MNN3MG#!I

#

?V6

%是其主要致病成分*

?V6

通

过与细胞表面
@"KK

样受体$

@?F

%相关受体结合#激活丝裂原

激活蛋白激酶$

54V9+

%)磷脂酰肌醇
.'

激酶$

V8'9

%一系列信

号转导分子及转录因子#最终促进炎症因子白细胞介素$

8?

%

.

0

)

8?.)

)

8?./

)

8?.$%

)

8?.$1

等的表达&

'.0

'

*而循环中的
?V6

还

可诱导内皮细胞表达
7̀45.$

#

7̀45.$

不仅能够调节钙黏

素黏附功能)内皮屏障功能及血管的通透性&

2

'

#还可以介导中

性粒细胞的聚集)浸润#到达炎性局部清除病原体#以及进一步

激活免疫细胞释放炎性介质#促进炎症因子大量释放#导致炎

症的级联放大&

)

'

*而
V8'9

"

4PJ

信号通路是否能够调控

7̀45.$

的表达尚不完全清楚*因此#本研究拟探讨炎性刺

激
?V6

作用于人脐静脉血管内皮细胞$
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组$

$%

!

D"K

"

??\1(0%%1

预处理
$3

#

?V6

刺激
/3

#

加入
4NĴ
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图像分

析系统进行分析*

B&C&E

!

F@.V7F

检测
7̀45.$DFA4

的表达
!

@G#f"K

试剂

提取各组总
FA4

#测定
FA4

浓度#取
1

!

;

#应用
VG#DI+NG#

E

J

F@GIM

;

I,J9#JZ#J3

;

Â4 >GM+IG

进行逆转录#按照
V7F

DM+JIGD#T

试剂说明进行逆转录扩增#

V7F

所用的引物由上

海生物工程技术有限公司合成*

7̀45.$DFA4

!上游引物

2Y.777@@e477ee7@ee4e4@@.'Y

#下游引物
2Y.@ee

eee74474@@e474@444e@e.'Y

(

e4V̂ d DFA4

!

上游引物
2Y.4e44ee7@eeee7@74@@@e.'Y

#下游引

物
2Y.4eeee774@77474e@7@@7.'Y

*

F@.V7F

的反

应条件!预变性
(0:$D#,

#

(0:'%+

#

)%:'%+

#

-1:'%+

循环
'2

次#得到
N̂ A4

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳#将电泳

后的凝胶置于凝胶成像系统下拍照#利用
8DM

;

I[

软件分析

Â4

条带灰度#目的
FA4

相对表达量
c

目的条带灰度值"内

参条带灰度值*

B&D

!

统计学处理
!

采用
6V66$)&%

统计分析软件#计量资料

用
GC"

表示#组间比较采用非配对
:

检验#多组间比较采用单

因素方差分析$

4AX̀ 4

%#以
$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

?V6

诱导人脐静脉血管内皮细胞
7̀45.$

蛋白表达
!

?V6

组刺激
dà >7)

)

$1

)

103

后
7̀45.$

表达明显升高#在

刺激
$13

达高峰#随后下降#与正常对照组比较#差异有统计

学意义$

$

$

%&%2

%#见图
$

*

!!

"

!

$

$

%&%2

#与正常对照组比较*

图
$

!!

?V6

刺激
dà >7

后
7̀45.$

蛋白表达

C&C

!

?V6

刺激
dà >7

后激活
V8'9

"

4PJ

信号分子
!

?V6

刺

激
dà >7'%

)

)%

)

$1%D#,

#

V8'9

)

4PJ

总蛋白与正常对照组比

较均差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%#见图
14

)

1_

*

E

.V8'9

在

'%D#,

明显高于正常对照组$

$

$

%&%2

%#

)%D#,

较前降低#但

仍高于正常对照组$

$

$

%&%2

%#

$1%D#,

与正常对照组比较差

异无统计学意义$

$

%

%&%2

%#见图
17

*

E

.4PJ

在细胞刺激
'%

D#,

明显增多#

)%D#,

进一步增加#

$1%D#,

下降#但仍高于正

常对照组$

$

$

%&%2

%#见图
1̂

*

C&D

!

V8'9

抑制剂
?\1(0%%1

抑制
E

.4PJ

)

7̀45.$

蛋白表达#

4PJ

抑制剂
4)-'%

抑制
7̀45.$

蛋白合成
!

?\1(0%%1

不同

浓度$

$%

)

2%

!

D"K

"

?

%均明显降低
E

.4PJ

表达#与正常对照组比

较差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#且
2%

!

D"K

"

??\1(0%%1

明

显低于
$%

!

D"K

"

??\1(0%%1

#见图
'4

*同时
?\1(0%%1

$

$%

)

-'%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期



2%

!

D"K

"

?

%)

4)-'%

$

1

)

$%

!

D"K

"

?

%均可减少炎症因子
7̀45.

$

合成#与正常对照组比较差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#加入

高浓度抑制剂
7̀45.$

蛋白水平明显低于低浓度抑制剂

$

$

$

%&%2

%#见图
'_

)

'7

*

C&E

!

?V6

刺激及
V8'9

抑制剂
?\1(0%%1

)

4PJ

抑制剂
4)-'%

对
dà >7

表达
!

?V6

刺激
dà >70

)

/

)

$13

#

03

后

7̀45.$DFA4

明显增多#

/3

达高峰#

$13

较前下降#但仍高

于正常对照组$

$

$

%&%2

%#见图
04

*

?\1(0%%1

$

$%

)

2%

!

D"K

"

?

%减低
7̀45.$DFA4

合成#与正常对照组比较差异有统计

学意义$

$

$

%&%2

%(加入
2%

!

D"K

"

??\1(0%%1

的
7̀45.$

DFA4

明显低于
$%

!

D"K

"

??\1(0%%1

$

$

$

%&%2

%#见图
0_

*

4)-'%

$

1

)

$%

!

D"K

"

?

%可明显降低
?V6

刺激的
dà >7

表达

7̀45.$DFA4

#与正常对照组比较#差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%(加入
1

!

D"K

"

?4)-'%

的
7̀45.$DFA4

含量明显高

于
$%

!

D"K

"

?4)-'%

$

$

$

%&%2

%*

C&F

!

V8'9

)

4PJ

对
7̀45.$DFA4

稳定性的影响
!

设定
%3

量为
$%%W

#其他时间点值为与
%3

的比值#应用
eGM

E

3VM!

VG#+D

软件
",I

E

3M+I!INM

O

程序测定不同处理组之间
DFA4

的半衰期#结果发现
V8'9

抑制剂组)

4PJ

抑制剂组
7̀45.$

的半衰期分别为
$)%

)

$2-D#,

#与正常对照组$

$)(D#,

%比较#

差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%#见图
2̂

)

2>

*

!!

4

!

V8'9

总蛋白的表达(

_

!

4PJ

总蛋白的表达(

7

!

E

.V8'9

变化(

^

!

E

.4PJ

变化(

"

!

$

$

%&%2

#与正常对照组比较*

图
1

!!

?V6

刺激
dà >7

后激活
V8'9

'

4PJ

信号分子

!!

4

!

E

.4PJ

表达变化
%3

无
?V6

刺激#

$3

为
?V6

刺激
$3

#

?\1(0%%1$%

)

2%

!

D"K

"

?

为不同浓度
?\1(0%%1

预处理
$3

后
?V6

刺激
$3

(

_

!

7̀45.$

蛋白表达变化*

%3

无
?V6

刺激#

$13

为
?V6

刺激
$13

#

?\1(0%%1$%

)

2%

!

D"K

"

?

为不同浓度
?\1(0%%1

预处理
$3

后
?V6

刺激
$13

(

7

!

4PJ

抑制剂
4)-'%

对
7̀45.$

表达的影响#处理方式同
_

(

"

!

$

$

%&%2

#与正常对照组比较(

'

!

$

$

%&%2

#与
?V6

刺激
$13

比较*

图
'

!!

V8'9

抑制剂
?\1(0%%1

抑制
E

.4PJ

$

7̀45.$

蛋白表达

!!

4

!

F@.V7F

检测
7̀45.$DFA4

(

_

!

$%

)

2%

!

D"K

"

?

不同浓度
?\1(0%%1

预处理
$3

后
?V6

刺激
/3

#

F@.V7F

测
7̀45.$DFA4

的变化(

7

!

4PJ

抑制剂
4)-'%

对
7̀45.$DFA4

的影响(

"

!

$

$

%&%2

#与正常对照组比较(

'

!

$

$

%&%2

#与
?V6

刺激
/3

比较*

图
0

!!

?V6

刺激
dà >7

不同时间及加入
V8'9

抑制剂$

4PJ

抑制剂后
7̀45.$DFA4

的变化

/'%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期



!!

4

!

?V6

刺激
/3

加入
4NĴ

$

4NĴ 2

!

;

"

D?

%于
%

)

$

)

1

)

'

)

03

收集细胞#

F@.V7F

检查(

_

!

V8'9

抑制剂对
7̀45.$DFA4

稳定性的影响

?\1(0%%1

$

$%

!

D"K

"

?

%预处理
$3

后
?V6

刺激
/3

#后续处理同上(

7

!

4PJ

抑制剂对
7̀45.$DFA4

稳定性的影响
4)-'%

$

1

!

D"K

"

?

%预处理
$3

后
?V6

刺激
/3

#后续过程同
4

(

^

)

>

!利用
eGM

E

3VM!

计算出的不同处理条件下
7̀45.$DFA4

的半衰期*

图
2

!!

V8'9

$

4PJ

对
7̀45.$DFA4

稳定性的影响

D

!

讨
!!

论

脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征#机体过度放

大的炎症反应是脓毒症的本质#其主要致病成分
?V6

迅速大

量激活免疫细胞#激活
54V9+

)

V8'9

"

4PJ

信号转导通路#合

成
8?.)

)

8?./

)

8?.$1

等炎症因子#最终过度增多的炎症因子对

机体造成损害&

'.0

'

*而
V8'9

"

4PJ

信号分子作为细胞质内一组

脂质激酶#在相关外部刺激激活跨膜受体后#胞内区可募集

V8'9

至胞膜#活化后的
V8'9

将磷脂酰肌醇
.1.

磷酸$

V8V1

%磷

酸化形成磷脂酰肌醇
.'.

磷酸$

V8V'

%#

V8V'

作为第二信使活化

下游蛋白激酶
_

$

V9_

"

4PJ

%)磷脂酰肌醇依赖的蛋白激酶

$

V̂ V9$

%

&

-

'

#

4PJ

)

V̂ V9$

进 一 步 活 化 糖 原 合 成 激 酶
.'

$

e69'

%)哺乳动物雷帕霉素靶向的复合物$

D@XF

%下游分

子&

/

'

#最终激活
AB.

(

_

)

4V.$

)

AGL

)

6@4@

等转录启动子#促进

大量合成炎症因子&

(

'

*而循环中的
?V6

也可诱导内皮细胞表

达
8?.)

)

8?./

)

57V.$

)

7̀45.$

等一系列炎性介质&

$%

'

#其中#

7̀45.$

不仅介导中性粒细胞的聚集)浸润#到达炎性局部清

除病原体#还可以进一步激活免疫细胞释放炎性介质#导致炎

症的级联放大&

)

'

*而信号途径
V8'9

"

4PJ

是否可以调控
da.

>̀7

中
?V6

诱导的
7̀45.$

表达尚不完全清楚*笔者应用

?V6

刺激培养的人脐静脉血管内皮细胞株发现#

?V6

刺激

dà >7

后可激活
V8'9

)

4PJ

信号分子#诱导
E

.V8'9

)

E

.4PJ

迅速增多#并且也可以增加
7̀45.$

表达一直到刺激
103

*

可见在
dà >7

#脓毒症刺激时也可激活
V8'9

)

4PJ

信号分

子#并上调促炎介质
7̀45.$

表达*

在单核巨噬细胞株
@dV.$

中#

?V6

刺激可激活
V8'9

)

4PJ

#

E

.V8'9

)

E

.4PJ

表达增多#伴炎性因子
8?.)

)

8?.$%

)

8?.$1

表达增多#应用
V8'9

)

4PJ

抑制剂后炎症因子表达下调&

$$

'

*

因此#笔者认为
V8'9

"

4PJ

可调节上述炎症因子的合成*同

时#本实验中笔者应用
V8'9

抑制剂
?\1(0%%1

抑制
V8'9

活

性后不仅降低了
?V6

诱导的
E

.4PJ

蛋白的增加#还可以抑制

7̀45.$

蛋白的表达#进一步应用
4PJ

抑制剂发现也降低了

?V6

诱导的
7̀45.$

蛋白增加#这就证明了
dà >7

与

@dV.$

细胞拥有同样的信号转导途径调控炎症介质的表达*

为进一步明确
7̀45.$

基因水平的变化#在
?V6

刺激
da.

>̀7

不同时间及
V8'9

)

4PJ

抑制剂应用后行
7̀45.$F@.

V7F

#结果显示
V8'9

"

4PJ

同样调控
7̀45.$DFA4

表达#这

与上述蛋白测定的结果是一致的*

机体有效适度的免疫应答#是外部因素刺激机体后#免疫

系统迅速大量合成炎症因子清除病原体#而后免疫调节降低炎

症因子的合成#保持炎症反应的平衡&

$1

'

*炎症因子的调节包

括转录及转录后调节#转录调节是通过调节基因状态)转录子)

增强子等调节由
Â4

合成
FA4

的过程#转录后调节是在

FA4

合成后#通过
2Y

或者
'Y

非转录区相关序列与
FA4

结合

蛋白结合#对
FA4

进行可变剪接)盖帽)加多聚
4

尾)调节

FA4

稳定性等一系列过程#最终到达翻译成为蛋白&

$'.$0

'

*机

体免疫系统被激活后#不仅依靠转录调节方式迅速增加炎症因

子合成#还会以转录后调节方式调控信使
FA4

稳定性#迅速

调控炎症因子蛋白的合成增多或减少*而基因
'Y

非翻译区的

富含
4a

的序列$

4F>

%即+

4aaa4

,序列调节#与相关
FA4

结合蛋白结合后调节
DFA4

的稳定性是一种常见转录后调节

形式#如
dRF

)

dR̂

与之结合并增加
DFA4

稳定性#而
@@V

)

4aB$

与之结合后加速了
DFA4

降解#缩短
DFA4

半衰

期&

$2

'

*

4F>

序列的转录后调节在炎症因子的调节中发挥重

要作用#在人和大鼠骨髓源性的巨噬细胞中发现#

4aB$

可加

速
?V6

诱导的
8?.)

)

8?.$%

)

@ABDFA4

降解#减少炎症因子

蛋白表达*因此#笔者检索
Va_5>̂

基因库#发现在人

7̀45.$

基 因
'Y

非 转 录 区 含
1

个 +

4aaa4

,序 列#而

V8'9

"

4PJ

是否可以通过
4F>

依赖的转录后调节机制调控

7̀45.$

表达尚不明确#笔者进一步在实验中测定对照组)

V8'9

抑制剂组及
4PJ

抑制剂组
7̀45.$DFA4

半衰期#结

果发现
V8'9

)

4PJ

并不显著改变
7̀45.$

半衰期*因此#笔

者明确了
V8'9

"

4PJ

可以在转录水平调控
7̀45.$

表达#而

不是转录后调节*

综上所述#本研究发现在
?V6

刺激
dà >7

后可激活

V8'9

"

4PJ

信号通路#

E

.V8'9

)

E

.4PJ

迅速增加#并上调
7̀45.

$

蛋白表达*应用
V8'9

)

4PJ

抑制剂后发现二者可以浓度依赖

性抑制
7̀45.$

蛋白表达#也可以抑制
7̀45.$DFA4

变

化#这与上述蛋白结果是一致的*进一步研究
V8'9

"

4PJ

对

7̀45.$DFA4

稳定性的影响发现#

V8'9

"

4PJ

并不显著改变

7̀45.$DFA4

稳定性#因此#笔者认为
V8'9

"

4PJ

可以通过

转录水平调节方式调控
?V6

诱导的内皮细胞
7̀45.$

表达#

而不是转录后调节*然而本实验由于条件限制#没能够进一步

深入研究
V8'9

"

4PJ

是通过哪些信号分子调控
7̀45.$

表

达#以及本实验材料是体外培养的细胞株#可能与在体细胞会

有不同#还需要进一步研究*
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