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$的影响%方法
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利用流体力学的方法
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后用内毒素!
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$诱导大鼠
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*利用荧光定量
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的表达变化*计算大鼠
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N̂ N[)20-0

质粒组

的
)20-0?596
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相比#

N̂ N[

林格液注射组和
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空载质粒组肝脏细胞凋亡增多*与
N̂ N[

空载质粒组相比#

N̂ N[)20-0

质粒组肝脏细胞凋

亡减少%与正常对照组相比#

N̂ N[

林格液注射组大鼠肝脏组织中
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观察期内#正常对照组大鼠均存活#

N̂ N[

林格液注射组及

N̂ N[

空载质粒组大鼠死亡率分别为
(&.&>

和
3&.&>

*而
N̂ N[)20-0

质粒组大鼠仅
%&.&>

死亡%结论
!

)20-0

基因可减弱

<Q;[U28AD9

诱导的大鼠
N̂ N

%

"关键词#

!

原癌基因蛋白质
)20-0

*重组质粒*大鼠*肝功能衰竭#急性

"中图法分类号#

!

57(7.#

"文献标识码#

!

6

"文章编号#

!

!'(!23#43

!

%&!(

$

!"2%'&42&4

G3..++.'(*+(3.5.'*$92/&/(

%

1&)$20

%

'HI,#J!

)

?=)2)*/KLK*+5&()

#

B,+$'(

)

@:'(

)

!

#

/2,(0'(

9

'(

)

%

#

5+(

)

D,.

!

$

!

!#5'

6

,%78'(7.

9

<,"7%.'(7'%.-.

);

#

7:'E'@.(?C

99

+-+,7'?D."

6

+7,-.

9

L,(@:,(

)

A(+!'%"+7

;

#

L,(@:,(

)

#

*+,(

)

1+##&&&'

#

B:+(,

*

%#7:'E'@.(?5'

6

,%78'(7.

9

K(7'%(,->'?+@+('

#

7:'$'.

6

-'M"D."

6

+7,-.

9

3'M,(B.2(7

;

#

&2=:.2

#

*+,(

)

1+#44#&&

#

B:+(,

"

!!

+

,9)(5&'(

,

!

:9

;

.'(28.

!

*,FR

O

D,EFGHFFKKFBG,KGHFEFB,?\-1A1G

O

DA0?-+

O

BU96#.!

)

)20-0,1KCD?-1A1GHF

O

AG-BKA-DCEF

!

N̂ N

"

-1EAG0.<.(3*0)

!

43HAKGFEEFB,?\-1A1G

O

DA0?-+

O

BU96#.!

)

)20-0\F-1

I

-?

O

,EGF+-1G,EAGD-@FE\

P

C0-1

I

GHF?FGH,+,KKDC-+?F2

BHA1-B0

#

N̂ N-1EAG0JA0-1+CBF+\

P

F1+,G,R-1

!

<Q;

"

[U2

I

ADABG,0A?-1F

!

U28AD9

"

.̀-GHKDC,EF0BF1BF

S

CA1G-GAG-@FQ)5A1+ F̀0G2

FE1\D,GG-1

I

#

)20-0FR

O

EF00-,1JA0GF0GF+.*HFA

O

,

O

G,0-0,KEAGD-@FEJA0+FGFBGF+\

P

C0-1

I

M̂0GA-1-1

I

A1+?FA0CE-1

I

)A0

O

A0F2#AB2

G-@-G

P

.*HFFR

O

EF00-,1BHA1

I

F0,KTBD2%A1+TARJFEFFRA?-1F+GHE,C

I

HC0-1

I

F̀0GFE1\D,GG-1

I

.*HF?,EGAD-G

P

EAGF,KEAG0JA0BAD2

BCDAGF++CE-1

I

%4H,\0FE@AG-,1

O

FE-,+.>.)41()

!

),?

O

AEF+J-GHGHF1,E?ADB,1GE,D

I

E,C

O

A1+N̂ N[F?

O

G

PO

DA0?-+

I

E,C

O

#

)20-0

?596A1+

O

E,GF-1FR

O

EF00-,1DF@FD0JFEF-1BEFA0F+0-

I

1-K-BA1GD

P

-1GHFN̂ N[)20-0

O

DA0?-+

I

E,C

O

#

GHFEFJFEF0GAG-0G-BADD

P

0-

I

1-K-2

BA1G+-KKFEF1BF0

!

$

%

&.&!

"

.),?

O

AEF+J-GHGHF1,E?ADB,1GE,D

I

E,C

O

#

GHFA

O

,

O

G,G-BHF

O

AG,B

P

GF0JFEF-1BEFA0F+-1GHFN̂ N[

5-1

I

FEc00,DCG-,1-1

/

FBG-,1

I

E,C

O

A1+N̂ N[F?

O

G

PO

DA0?-+

I

E,C

O

*

B,?

O

AEF+J-GHN̂ N[F?

O

G

PO

DA0?-+

I

E,C

O

#

GHFA

O

,

O

G,G-BHF

O

A2

G,B

P

GF0-1GHFN̂ N[)20-0

O

DA0?-+

I

E,C

O

JFEF+FBEFA0F+.),?

O

AEF+J-GHGHF1,E?ADB,1GE,D

I

E,C

O

#

)A0

O

A0F2#FR

O

EF00-,1DF@FDJA0

-1BEFA0F+-1GHFN̂ N[5-1

I

FEc00,DCG-,1-1

/

FBG-,1

I

E,C

O

!

$

%

&.&!

"*

B,?

O

AEF+J-GHGHFN̂ N[F?

O

G

PO

DA0?-+

I

E,C

O

#

)A0

O

A0F2#FR2

O

EF00-,1DF@FD-1GHFN̂ N[)20-0

O

DA0?-+

I

E,C

O

JA0+FBEFA0F+

!

$

%

&.&7

"

.),?

O

AEF+J-GHGHF1,E?ADB,1GE,D

I

E,C

O

#

TBD2%FR

O

EF02

0-,1DF@FDJA0+FBEFA0F+0-

I

1-K-BA1GD

P

!

$

%

&.&!

"#

A1+TARFR

O

EF00-,1DF@FDJA0-1BEFA0F+0-

I

1-K-BA1GD

P

!

$

%

&.&!

"

-1GHFN̂ N[5-12

I

FEc00,DCG-,1-1

/

FBG-,1

I

E,C

O

*

B,?

O

AEF+J-GHGHFN̂ N[F?

O

G

PO

DA0?-+

I

E,C

O

#

GHFTBD2%FR

O

EF00-,1DF@FDJA0-1BEFA0F+

!

$

%

&.&7

"#

A1+TARFR

O

EF00-,1JA0+FBEFA0F+

!

$

%

&.&7

"

-1GHFN̂ N[)20-0

O

DA0?-+

I

E,C

O

.UCE-1

I

GHF%4H,\0FE@AG-,1

O

FE-,+

#

ADDEAG0-1GHF

1,E?ADB,1GE,D

I

E,C

O

JFEFAD-@F

*

GHF?,EGAD-G

P

EAGF0,KGHFN̂ N[5-1

I

FEc00,DCG-,1-1

/

FBG-,1

I

E,C

O

A1+N̂ N[F?

O

G

PO

DA0?-+

I

E,C

O

JFEF(&.&>A1+3&.&>EF0

O

FBG-@FD

P

#

JH-DFGHAG,KGHFN̂ N[)20-0

O

DA0?-+

I

E,C

O

JA0,1D

P

%&.&>.?*/'14)2*/

!

)20-0

I

F1FB,CD+

-1H-\-GN̂ N-1EAG0-1+CBF+\

P

<Q;[U28AD9.

+

@.

7

A*50)

,

!O

E,G,2,1B,

I

F1F

O

E,GF-10)20-0

*

EFB,?\-1A1G

O

DA0?-+

*

EAG0

*

D-@FEKA-DCEF

#

ABCGF

!!

原癌基因参与调控细胞的正常分裂$增殖$成熟及分化过

程#以及组织稳态维持过程的调控+
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%因此#原癌基因对细胞
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"是以急性严重肝损伤为特征

的一种临床综合征+
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#缺乏有效的治疗手段#病死率很高%所

以#需研究其他治疗
N̂ N

的有效方法%笔者假设
)20-0

能在受

损肝脏组织的修复及
N̂ N

的治疗中发挥积极作用%为此#本

研究将
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基因导入大鼠肝脏#并用内毒素!
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[U2

半乳

糖胺!
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"诱导大鼠建立
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模型#检测大鼠肝脏的凋亡

情况#且计算大鼠死亡率#以探索
)20-0

是否可以成为
N̂ N

治

疗的分子作用靶点#为治疗
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提供新的思路或切入点%
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公司#
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的
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抗购自
6\BA?

公

司#

TBD2%

和
TAR

的
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抗购自
;A1GA)EC]

公司*

U96

相对分子

质量标准及蛋白低相对分子质量标准购自上海捷瑞生物工程

有限公司*苏木精购自
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I

?A

公司*免疫组织化学半胱氨酸天

冬氨酸蛋白酶!
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笼#于室温
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饲养#每
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小时昼夜循

环#并能自由获取食物及水%本研究获得南昌大学第二附属医

院医学伦理委员会批准!编号(研临审+

%&!#

,第
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号"%重组

质粒
O

BU96#.!
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导入大鼠体内是通过流体动力学的方

法+
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(即大鼠吸入乙醚麻醉后#溶于
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林格液的
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质粒在
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内被快速注射进入大鼠尾静脉%

!."."

!

N̂ N

的造模和分组
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将大鼠分为
4

组#每组至少
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只

大鼠%其中
!

组设为正常对照组#其余
#

组大鼠均通过腹腔内

注射溶于
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无菌生理盐水的相应质量的
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和
U28AD9

!按
7&

)

I

)

_

I

<Q;[#&&?

I

)

_

I

U28AD9

乘以大鼠体质量得出"

诱导
N̂ N

+

(

,
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%腹腔注射
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后#提取肝组织和血液标本%另有
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组#在腹腔注射
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后计算动物死亡率%
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抽提及反转录参照说

明书操作%
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!加去离子水稀释成一致浓度"
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%并按如下条件进行
Q)5

扩增(

"7.&b!7?-1
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"7.&b
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#
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#

(%.&b%&0

模板阅读#共
#"

个循环#融合

曲线
(&

"

"7b

#增量
&.7b!&0

模板阅读%最终使用荧光定

量
Q)5

分析软件即
T:Y256U )NZ =A1A

I

FE

实施计算及

分析%

!.".C

!

蛋白质印迹法!
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用放射免疫沉淀试

验!
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"提取总蛋白#二喹啉甲酸!

T)6

"法测定蛋白质水平#

取
!&&

)

I

获得的蛋白质进行十二烷基磺酸钠
2

聚丙烯酰胺凝

胶电泳!

;U;2Q68M

"分离蛋白质%蛋白质转印到硝酸纤维素

膜!

9)

膜"上#

9)

膜用脱脂奶粉溶液
4b

封闭过夜*再分别以

相应比例稀释的
!

抗孵育#

4b

过夜#用
&

抗孵育
9)

膜
%H

#

用二氨基联苯胺!

U6T

"显色照相%采用
jCA1G-G

P

Y1F4.'%

软

件进行分析#结果以目的条带)
#2

磷酸甘油醛脱氢酶!

86QÛ
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的灰度值表示%
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苏木精
2

伊红!

M̂

"染色检测
!

肝脏组织用
!&>

甲醛溶

液固定#石蜡包埋#然后按
4

)

?

切片#并通过苏木精和伊红染

色#最终用光学显微镜观察分析%
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免疫组织化学检测
)A0

O

A0F2#

活性
!

将肝脏组织固

定#石蜡包埋$切片和脱蜡%切片用内源性过氧化物酶阻断和

灭活后#用
)A0

O
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的
!

抗!抗体工作浓度为
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"孵育#

再用相应的
&

抗孵育%切片用
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染色#最后用苏木精复染%

显微镜下观察#阳性表达呈棕黄色或棕褐色#每张免疫组织化

学切片选择
#

个不同的视野!

e%&&

"观察#并判读阳性表达强

度和阳性率%染色结果按试剂说明书进行#采用半定量分析方

法(评分以染色强度结合阳性细胞数百分比进行乘积+

3

,

%染色

强度以多数细胞呈现的染色强度并减去背景着色计分(无明显

着色记为
&

分#淡黄色或轻微黄色记为
!

分#深黄色或棕黄色

记为
%

分#棕褐色或黑褐色记为
#

分%阳性细胞百分比即每张

免疫组织化学切片选择
7

个不同的视野!

e%&&

"观察#每个视

野计数
!&&

个细胞中阳性细胞数#计算阳性细胞平均数(

"

7>

为
&

分#

&

7>

"

%7>

为
!

分#

&

%7>

"

7&>

为
%

分#

&

7&>

"

(7>

为
#

分#

&

(7>

为
4

分%每个视野均进行染色强度计分与

阳性细胞百分比乘积评分#以阳性细胞百分比与染色强度的乘

积进行评分(

&

分判为阴性#

!

"

'

分判为弱阳性#

(

"

!%

分判为

强阳性%

!.B

!

统计学处理
!

采用
;Q;;!#.&

统计软件进行统计分析#

计量资料以
1i"

表示#多组间比较采用单因素方差分析#组间

两两比较采用
<;U

检验*以
$

%

&.&7

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

)20-0

表达升高的鉴定
!

与正常对照组和
N̂ N[

空载质

粒组比较#

N̂ N[)20-0

质粒组的
)20-0?596

!图
!6

"和蛋白

质!图
!T

"表达水平升高#差异均有统计学意义!

$

%

&.&!

"%

!!

#

(

$

%

&.&!

#与正常对照组和
N̂ N[

空载质粒组比较

图
!

!!

荧光定量
Q)5

和
F̀0GFE1TD,GG-1

I

检测大鼠

肝脏组织
)20-0

的表达

"."

!

M̂

染色检测结果
!

正常对照组(大鼠肝组织肝细胞结

构正常#肝细胞排列紧密#细胞核呈圆形#无脂滴$炎症$坏死等

病变#肝小叶结构正常#肝细胞$血窦围绕中央静脉呈放射状排

列*

N̂ N[

林格液注射组(可见炎性细胞浸润#细胞类型以中性

粒细胞为主#

"

只大鼠肝组织内可见散在肝细胞凋亡#

!

只大鼠

7&'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'
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!"
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!!

6

(正常对照组!

(X3

#

e!&&

"*

T

(正常对照组!

(X3

#

e%&&

"*

)

(

N̂ N[

林格液注射组!

(X!&

#

e!&&

"*

U

(

N̂ N[

林格液注射组!

(X!&

#

e%&&

"*

M

(

N̂ N[

空载质粒组!

(X!4

#

e!&&

"*

N

(

N̂ N[

空载质粒组!

(X!4

#

e%&&

"*

8

(

N̂ N[)20-0

质粒组!

(X!#

#

e!&&

"*

^

(

N̂ N[)20-0

质粒组

!

(X!#

#

e%&&

"

图
%

!!

M̂

染色检测结果

肝组织广泛性坏死#肝脏组织结构消失#肝窦内可见大量瘀血*

N̂ N[

空载质粒组(可见炎性细胞浸润#细胞类型与
N̂ N[

林

格液注射组相同#其中
!%

只大鼠肝组织内可见散在肝细胞凋

亡#

%

只大鼠肝组织广泛性坏死#肝窦内可见大量瘀血*

N̂ N[

)20-0

质粒组(肝组织内可见以中性粒细胞为主的小灶性炎#

4

只大鼠肝细胞凋亡#细胞核固缩#部分细胞结构破坏#

!

只大鼠

肝组织广泛性坏死#肝窦内可见大量瘀血%具体结果见图
%

%

".B

!

)A0

O

A0F2#

活性检测结果
!

与正常对照组比较#

N̂ N[

林

格液注射组
)A0

O

A0F2#

表达水平升高#差异有统计学意义!

$

%

&.&!

"*与
N̂ N[

空 载 质 粒 组 比 较#

N̂ N[)20-0

质 粒 组

)A0

O

A0F2#

表达水平降低#差异亦有统计学意义!

$

%

&.&7

"#见

表
!

$图
#

%

表
!

!!

大鼠肝脏组织中
)A0

O

A0F2#

表达比较$

1i"

&

组别
( )A0

O

A0F2#

正常对照组
3 &.3(7i!.!%'

N̂ N[

林格液注射组
" (.###i#.34!

#

N̂ N[

空载质粒组
" '.33"i#.###

N̂ N[)20-0

质粒组
" #.33"i%.&33

,

!!

#

(

$

%

&.&!

#与正常对照组比较*

,

(

$

%

&.&7

#与
N̂ N[

空载质粒

组比较

!!

6

(正常对照组*

T

(

N̂ N[

林格液注射组*

)

(

N̂ N[

空载质粒组*

U

(

N̂ N[)20-0

质粒组

图
#

!!

免疫组织化学法检测大鼠肝脏组织中
)A0

O

A0F2#

的表达$

e%&&

&

!!

#

(

$

%

&.&!

#与正常对照组比较*

,

(

$

%

&.&7

#与
N̂ N[

空载质粒组比较%

6

(正常对照组!

(X3

"#

T

(

N̂ N[

林格液注射组!

(X"

"#

)

(

N̂ N[

空

载质粒组!

(X"

"#

U

(

N̂ N[)20-0

质粒组!

(X"

"

图
4

!!

F̀0GFE1TD,GG-1

I

检测大鼠肝脏组织
TBD2%

与
TAR

的表达

'&'%
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%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期



".C

!

动物死亡率
!

%4H

观察期内各组大鼠死亡情况见表
%

%

正常对照组大鼠均存活#

N̂ N[

林格液注射组和
N̂ N[

空载

质粒转染组
%4H

内大鼠死亡率分别为
(&.&>

$

3&.&>

*

N̂ N[

)20-0

质粒组在
%4H

的观察期内仅
%

只大鼠死亡#死亡率为

%&.&>

%

表
%

!!

观察时间内动物死亡情况

分组
( &H 4H 3H !%H %4H

死亡率!

>

"

正常对照组
!& & & & & & &

N̂ N[

林格液注射组
!& & & # % % (&.&

N̂ N[

空载质粒组
!& & & # # % 3&.&

N̂ N[)20-0

质粒组
!& & & & % & %&.&

".D

!

TBD2%

和
TAR

的表达
!

与正常对照组比较#

N̂ N[

林格液

注射组的
TBD2%

表达水平明显降低#

TAR

表达水平明显升高#差

异均有统计学意义!

$

%

&.&!

"*与
N̂ N[

空载质粒组比较#

N̂ N[)20-0

质粒组
TBD2%

表达水平升高#

TAR

表达水平降低#

差异均有统计学意义!

$

%

&.&7

"#见图
4

%

B

!

讨
!!

论

原癌基因能促进正常细胞和组织增殖#并抑制其凋亡#对

细胞正常生长及组织修复起到了非常重要的作用%原癌基因

)20-0

的基本功能是诱导有丝分裂信号向细胞内转导且能诱导

细胞的增殖+

"2!&

,

%

)20-0

编码蛋白
QU8N2T

是一种较强的化学

诱导剂和促有丝分裂源#能诱导间叶组织来源细胞分裂及增

殖#促进血管的再生及创伤愈合+

!!2!%

,

%以上提示
)20-0

有诱导

细胞增殖与抑制细胞凋亡#从而促进组织修复的功能%因此#

笔者假设
)20-0

可能在受损的肝脏组织修复及针对
N̂ N

的治

疗中起到积极作用%

N̂ N

是由多种病因引起的#突然出现大

量肝细胞坏死和严重肝功能损伤#且在首发症状出现后的
3

周

内发生肝性脑病的一种临床综合征%其临床特点为起病急$进

展快#肝细胞广泛坏死#且病情危重$症状表现多样%病毒感

染#尤其是乙型肝炎病毒感染为我国
N̂ N

最常见病因+

!#

,

%当

前针对
N̂ N

缺乏有效的治疗手段#病死率高%所以#仍需研究

其他治疗
N̂ N

的有效方法%本研究结果表明#

<Q;

)

U28AD9

成功诱导大鼠发生
N̂ N

#导致大鼠急性死亡#而
)20-0

基因表

达的上调能抑制
N̂ N

诱发的肝脏细胞凋亡#降低大鼠死亡率%

这与预期的实验结果一致#即证实(

)20-0

基因具有抑制
N̂ N

的肝损伤作用%此外#用
<Q;

)

U28AD9

处理后
3H

大鼠才开始

出现死亡#所以在
<Q;

)

U28AD9

处理大鼠后
3H

这个时间节点

获取大鼠肝脏%

有研究发现#将人骨髓间充质干细胞移植进入
N̂ N

猪体

内有助于
N̂ N

的恢复+

!4

,

%还有研究表明#人骨髓间充质干细

胞导入猪的肝脏内#可用于治疗
U28AD

诱发的
N̂ N

+

!7

,

%骨髓

间充质干细胞及其分泌的分子能诱导
N̂ N

大鼠模型的肝细胞

增殖并抑制其凋亡#下调巨噬细胞的浸润#将
)U4

[

*

淋巴细

胞系统转换成抗炎状态#并促进肝星状细胞死亡#因此能改善

N̂ N

的肝损伤程度及肝硬化+

!'

,

%由此可见#目前针对
N̂ N

治疗的研究多数集中在干细胞对受损肝脏的修复方面%干细

胞是人体中保留的未成熟细胞#具有分化形成其他细胞和组织

器官的潜力#可将其运用于包括
N̂ N

在内的多种脏器疾病的

治疗%然而#首先由于成体干细胞产量很低#难以应用于
N̂ N

的治疗+

!(

,

*其次#当
N̂ N

发生时#干细胞的获取困难*此外#外

来的干细胞输入体内后产生免疫排斥反应限制了干细胞的异

体移植%而将
)20-0

应用于
N̂ N

的治疗没有上述问题的限制%

另外#

)20-0

编码的蛋白
QU8N2T

能诱导间叶组织来源细

胞分裂和增殖#对于血管再生和创伤愈合具有良好的促进作

用+

!!2!%

,

%

QU8NT

能刺激人纤维细胞源性外质体释放#后者能

加速糖尿病小鼠溃疡愈合+

!3

,

%有研究使用纳米技术制作生物

可降解膜#该膜能释放重组人
QU8N2T

用于促进糖尿病并发的

创面愈合+

!"

,

%

QU8N2T

能诱导血管平滑肌细胞的可溶性环氧

化物水解酶表达水平升高#而后者被抑制可明显减弱大鼠大动

脉损伤模型的新生血管形成+

%&

,

%以上提示
)20-0

具有促进上

述组织或细胞增殖并抑制细胞凋亡的功能%但
)20-0

是否能促

进肝脏组织或细胞的生长并抑制其凋亡#国内外鲜有相关报

道%本研究发现#

)20-0

基因表达的上调能抑制
<Q;[U28AD9

诱导的
N̂ N

大鼠发生肝细胞凋亡#并降低大鼠死亡率#表明

)20-0

基因具有抑制
N̂ N

的肝损伤作用%

综上所述#

)20-0

基因可能成为治疗
N̂ N

的分子作用靶

点#为
N̂ N

的治疗提供了新的可能途径%而且本研究可为包

括
N̂ N

在内的肝脏损伤的基因治疗提供理论和实践基础%
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弯曲能量#具有良好的促进骨创伤愈合的作用%其详实的物质

基础和作用机制有待进一步研究%
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