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目的
!

探讨不规则趋化因子"

&U%

#在大鼠急性肺栓塞"

G"M

#后的表达及其作用机制$方法
!

采

用自体血栓回输法复制
C

K
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大鼠
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模型'将
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只大鼠分为对照组%溶剂组%

G"M

组!每组
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只!观察
!
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个时间点各组大鼠肺组织中磷酸化
K

.5

%

&U%DN%G

及蛋白表达情况$结果
!

免疫组织化

学检测显示!

&U%

%

K
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在
G"M

组大鼠肺实质%肺动脉血管壁上均有明显表达'

7><?>@A1;B?

检测显示!

G"M

组

各时间点大鼠肺组织中磷酸化
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.5

表达水平较对照组%溶剂组各时间点明显升高"
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检测结

果显示!

G"M

组各时间点大鼠肺组织中
&U%DN%G

表达水平较对照组%溶剂组各时间点升高"
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G"M

后大鼠肺组织内
&U%
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K
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的表达明显升高!可能
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丝裂原活化蛋白激酶"
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.5FG"U

#信号通路在

G"M

后
&U%

的表达中发挥调控作用$

&关键词'

!

急性肺栓塞'

K

.5

丝裂原活化蛋白激酶'不规则趋化因子

&中图法分类号'

!

N+3.,4

&文献标识码'

!

G

&文章编号'

!

!*-!'5.35

"

40!5

#

.4'3!!4'0.

E(42

5

)-&F

G

1&77.)-,-2*&'>,-.7*)%%1,'(,+/.-&.-,'4(&

G

4+*)-,1

5

&*6)+.7*

$

H2&H*,1#,

!

"

G72H<4E*#

-

4

%

%

!I34

=

,>?94#?1

@

J4"

=

*>,?1>

B

"

84#KC1<;1"

=

*?,A1

@

6>,E*?*1#,AGC*#4"4:4E*5*#4

7

@@

*A*,?4E%C4

+

*,#

-

GC*#4"4:4E*5,A/#*F4>"*?

B

"

84#KC1<

"

%C4

+

*,#

-

.4+000

"

GC*#,

#

4I34

=

,>?94#?1

@

J4"

=

*>,?1>

B

,#EG>*?*5,AG,>4:4E*5*#4

"

?C4D*>"?7

@@

*A*,?4E

;1"

=

*?,A1

@

84#KC1<:4E*5,A/#*F4>"*?

B

"

84#KC1<

"

%C4

+

*,#

-

.4+000

"

GC*#,

&

!!

*

;67(1,'(

+

!

:6

3

&'(.<&

!

$BB1<>@\>?L>>=

K

@><<QBA/AED>:L/AQ<DBVV@/:?/;̂QA>

%

&U%

&

QA/:X?>

K

X;DB'

A/@

O

>D1B;Q<D

%

G"M

&

@/?<,=&(>)27

!

$L>G"MDBE>;BVC

K

@/

Y

X>'R/̀;>

O

@/?< /̀<@>

K

;Q:/?>E1

O

/X?B;B

Y

BX<

?L@BD1X<?@/A<V>@,G?B?/;BV-4@/?< >̀@>EQ\QE>EQA?B?L>:BA?@B;

Y

@BX

K

"

?L><B;\>A?

Y

@BX

K

/AE?L>G"M

Y

@BX

K

"

Q̀?L43@/?<QA>/:L

Y

@BX

K

,S1<>@\>E?L>>=

K

@><<QBABV

K

LB<

K

LB@

O

;/?>E

K

.5/AE&U%DN%G/AE

K

@B'

?>QAQA;XA

Y

?Q<<X><BV@/?<QA?L>?QD>

K

BQA?<!

"

3

"

5L,?&74+(7

!

HDDXABLQ<?B:L>DQ<?@

O

<LB̀ >E?L/?&U%/AE

K

.5 >̀@><Q

Y

AQVQ:/A?;

O

>=

K

@><<>EQA?L>;XA

YK

/@>A:L

O

D//AE

K

X;DBA/@

O

/@?>@

O

/̀;;QA?L>G"M

Y

@BX

K

,7><?'

>@A1;B?<LB̀ >E?L/??L>>=

K

@><<QBA;>\>;BV

K

LB<

K

LB@

O

;/?>E

K

.5QA?L>G"M

Y

@BX

K

/̀<LQ

Y

L>@?L/A?L/?QA?L>

:BA?@B;

Y

@BX

K

/AE?L><B;\>A?

Y

@BX

K

/?/A

O

?QD>

K

BQA?

%

$

"

0,0+

&#

N$'"IN<LB̀ >E?L/??L>>=

K

@><<QBABV

&U%DN%GQA?L>G"M

Y

@BX

K

/̀<LQ

Y

L>@?L/A?L/?QA?L>:BA?@B;

Y

@BX

K

/AE?L><B;\>A?

Y

@BX

K

%

$

"

0,0+

&

,

@)-'+47.)-

!

$L>>=

K

@><<QBABV&U%/AE

K

.5QA;XA

Y

?Q<<X>BV@/?<<Q

Y

AQVQ:/A?;

O

QA:@>/<>E/V?>@G"M,$L>

K

.5

DQ?B

Y

>A'/:?Q\/?>E

K

@B?>QA Q̂A/<>

%

K

.5FG"U

&

<Q

Y

A/;QA

YK

/?L̀ /

O

D/

OK

;/

O

/@>

Y

X;/?B@

O

@B;>QA?L>>=

K

@><<QBA

BV&U%/V?>@G"M,

*

A&

5

B)127

+

!

/:X?>

K

X;DBA/@

O

>D1B;Q<D

#

K

.5DQ?B

Y

>A'/:?Q\/?>E

K

@B?>QA Q̂A/<><

#

V@/:?/;̂QA>

!!

急性肺栓塞%

/:X?>

K

X;DBA/@

O

>D1B;Q<D

"

G"M

&

后引起严重的肺损伤和急性肺动脉高压%

K
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O
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"GT

&是导致死亡的直接原因'有报道

发现"

G"M

后形成的
"GT

与肺动脉的机械阻塞作用

密切相关*

!

+

"甚至认为肺栓塞后血栓的机械阻塞是导

致
"GT

的直接原因'近年来随着研究的深入还发

现"肺动脉机械阻塞严重程度与肺动脉压力的增高有

时不成正相关"当机械性阻塞基本解除后"仍发现肺

动脉压力持续升高的现象'此外"有研究结果显示"

G"M

时大量炎症细胞聚集浸润在栓塞血管的周围"这

些聚集稍微炎症细胞释放的细胞因子进一步加重肺

血管内皮损伤"因此"这些细胞因子在
G"M

性
"GT

的形成中扮演重要的角色*

4
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'其中"不规则趋化因子
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亚族的独有成员"具有可溶和膜结合两种形

式"既有趋化性蛋白的功能也有细胞黏附分子的功

能"还具有促进平滑肌细胞增殖的生长因子作用*

.

+

'
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等*

3

+在
"GT

模型中发现"肺动脉病变周围

的炎症细胞中
&U%

表达增加且在血管平滑肌细胞中

的表达也明显增加'本文研究大鼠
G"M

后
&U%

的

表达变化及其机制"从而探讨肺栓塞后炎症反应的作

用机制'
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材料与方法

C,C

!
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&动物!
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级健康雄性
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只"体质量
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"由温州医科大学动物实验中

心生产提供"实验动物合格证为
CI8U

%浙&

400+'

00!2

'动物置于相同环境和条件饲养'%
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蛋白浓度检测试剂盒购自
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显色试剂盒购自福建迈新生物

技术开发有限公司%
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&#兔抗大鼠

磷酸化
K
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抗体$兔抗大鼠总
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抗体和山羊抗兔

TN"

二抗购自美国
IC$

%

I>;;CQ

Y

A/;QA

Y

$>:LAB;B
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公司#兔抗大鼠
&U%

抗体购自美国
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Y
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公司'
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方法

C,!,C

!

实验动物分组
!

按照完全随机的方法将
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只
CR

大鼠分为对照组$溶剂组$

G"M

组"每组
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只#

再将每组分为处理后
!
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$

5L.

个亚组"每组
5

只'

C,!,!
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G"M

大鼠模型建立
!

%
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&自体血栓制备!取聚

维酮碘棉球对大鼠颈部进行消毒"内径
!,!DD

头皮

针%

!2#

&置入左颈动脉取血并静置
!0DQA

凝血"再将

血块置于
.-d

水中
40DQA

"切成统一规格
!,!DDf

.,0DD

的栓子"并用无菌生理盐水轻柔冲洗
.

遍"放

入对应试管内"加无菌生理盐水
4D[

"

3d

冷藏备用"

所有操作均为无菌操作'%

4
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G"M

模型的建立!使用
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水合氯醛%
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Y

&经腹腔注射麻醉大鼠"暴露颈

正中线并行纵行切口"分离大鼠颈外静脉并剪一小

口"插入
!2#

聚乙烯导管"通过导管注入之前准备的

栓子约
+0

个%不致大鼠死亡&"附以无菌生理盐水
0,*

D[

%

0,!D[

,

DQA

&"血栓伴随循环血液汇聚并嵌顿于

肺动脉"行核素扫描检测发现栓塞部位核素摄取量明

显减少"证明
G"M

大鼠模型建立成功'对照组不作

任何处理#溶剂组大鼠除注入等量的生理盐水外"余

操作同
G"M

组'在成功建立
G"M

模型后"分别于
!

$

3

$

5L.

个时间点处死大鼠"经胸腔取大鼠肺组织'

C,!,#

!

免疫组织化学%

HTI

&检测
!

摘取大鼠左肺上

叶组织"固定于
3c

多聚甲醛液
43L

"经漂洗$脱水$透

明$浸蜡$和包埋后再行切片"通过
HTI

检测
&U%

$

K

.5

蛋白的表达'组织切片经脱蜡$水化$封闭及微波

修复后"滴加抗
&U%

抗体%

!e+0

&或抗
K
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抗体%

!e

+0

&于
3d

过夜后"加入山羊抗兔二抗%

!e+0

&"

RG9

显色终止后行苏木素复染"最终脱水$透明中性树胶

封片'置于显微镜下观察
K
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$

&U%

在肺组织中的

表达'
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表达
!

称取各组大鼠等量新鲜肺组织加入细胞裂解

液后充分研磨"再经超声细胞粉碎仪充分破碎"于低

温超速离心机
!4000@

,

DQA3d

离心
!0DQA

"取上清

液加入等体积
4f

上样缓冲液及相应体积
"9C

充分

震荡混匀并分装至
"IN

管经
"IN

仪维持
22d

运行

+DQA

"多余蛋白于
J-0 d

冰箱保存备用'进行
!0

DB;

,

[CRC'"G#M

%电压浓缩胶
50h

"分离胶
!40h

&

蛋白电泳"电泳后将蛋白转印至
"hR&

膜%转膜电流

.00DG

"

.0DQA

&后用
+

Y

,

[

脱脂奶粉在室温下封闭

!L

"分别加入
+c

牛血清清蛋白%

9CG

&稀释的磷酸化

K

.5

单克隆抗体%

!e!000

"兔抗大鼠&和总
K

.5

单克

隆抗体%

!e!000

"兔抗大鼠&

3d

冰箱孵育过夜后"

用
$9C$

充分洗涤条带
.DQA

后"室温下孵育标记辣

根过氧化物酶%

TN"

&的羊抗兔二抗%

!e4000

&

!L

"再

次用
$9C$

充分洗涤
.DQA

"使用
MI[

试剂显色及暗

室内胶片曝光'使用图像分析系统对所得条带进行

扫描保存及灰度分析'

C,!,D

!
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检测
&U% DN%G

表达
!

使用
$@'

QiB;

试剂盒提取肺组织总
N%G

并测出
G

值"

G

4*0AD

,

G

450AD

为
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'

4,0

'用日本
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试剂盒进行逆转录扩增"逆转录扩增条件!

*+ d

!DQA

"

.0d+DQA

"

*+d!+DQA

"

25d+DQA

"

+d

+DQA

"转录成
:R%G

后"各组取
+

(

[

加入
"IN

反应

体系"

"IN

扩增条件!

23 d

预变性
+ DQA

"

23 d

!DQA

"

+*,4d

退火
!DQA

"

-4d

延伸
!DQA

"循环
.0

次'各组
"IN

产物等量注入
4c

琼脂糖凝胶孔中行

水平电泳并在紫外凝胶成像系统下观察$摄像"随后

进行吸光度值%

L3

&分析'各样本的基因表达量计算

方法为产物胶上条带
L3

与
%

'/:?QBA

基因条带
L3

的

比值'

C,#

!

统计学处理
!

采用
C"CC!*,0

统计软件进行数

据分析"计量资料用
!("

表示"符合正态分布的采用

[CR

法检验#方差不齐者两两比较采用
C?XE>A?'

%>̀ D/A'U>X;<

"以
$

"

0,0+

为差异有统计学意义'
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!

结
!!

果
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!

G"M

大鼠
&U%

的表达部位
!

HTI

检测结果显

示"

&U%

在
G"M

大鼠的肺实质$肺动脉血管壁上均

有不同程度的表达#

K

.5

在
G"M

大鼠的肺实质$肺动

脉血管壁细胞核内均有表达'

表
!

!!

各组大鼠各时间点磷酸化
".5

蛋白
L3

比值

!!!

比较"

!("

#

#)5

$

组别 处理后
!L

处理后
3L

处理后
5L

对照组
0,40(0,0-

/

0,4!(0,0-

/

0,43(0,0-

/

溶剂组
0,4.(0,02

/

0,44(0,0-

/

0,4+(0,05

/

G"M

组
0,.*(0,02 0,+4(0,05 0,**(0,0*
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各组大鼠各时间点肺组织磷酸化
K

.5L3

比值

比较
!

G"M

组各时间点大鼠肺组织磷酸化
K

.5L3

比值高于对照组和溶剂组%

$
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&"见表
!

$图
!

'

图
!

!!

各组大鼠处理后
5L

磷酸化
K

.5

的表达水平

!,#

!

各组大鼠各时间点肺组织
&U% DN%GL3

比

值比较
!

G"M

组各时间点大鼠肺组织
&U% DN%G

L3

比值明显高于对照组和溶剂组%

$

"

0,0+

&"见

表
4

'

表
4

!!

各组大鼠各时间点
&U%DN%G

的
L3

比值

!!!

比较"
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#
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$

组别 处理后
!L

处理后
3L

处理后
5L

对照组
0,4+(0,03

/

0,43(0,03

/

0,4+(0,04

/

溶剂组
0,4+(0,03

/

0,4+(0,0+

/

0,4*(0,03

/

G"M

组
0,.3(0,0+ 0,33(0,0* 0,*.(0,0+
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/

!

$

"

0,0+

"与
G"M

组比较

图
4

!!

各组大鼠处理后
5L

肺组织
&U%DN%G

的表达水平

#

!

讨
!!

论

#,C

!

&U%

在
G"M

后的表达及其作用
!

&U%

是

!22-

年由
9G_G%

等*

+

+在用趋化因子的基因探针检

索表达序列标签数据库时发现的"是目前
I8.I'

类趋

化因子中惟一成员"它是含有多个结构域的大分子蛋

白"人的
&U%

基因定位在染色体
!*

P

!.

*

*

+

'膜结合型

&@/:?/;̂QA>

存在于活化的细胞表面"主要起着黏附作

用#分泌型
&@/:?/;̂QA>

主要是对单核$

%U

细胞等具

有强有力的趋化作用*

-'5

+

'近年来有报道指出"炎症

反应时"

&U%

在单核细胞和
$

细胞募集到血管壁的

过程中起重要作用"而且
&U%

还具有类似于生长因

子促肺动脉平滑肌细胞增殖的作用*

.

+

'在
G"M

后"

对
&U%

的研究较少报道'

本研究结果显示"

G"M

后
&U%

$

K

.5

在肺血管内

皮$肺泡上皮$支气管内皮上有明显表达%

$

"

0,0+

&'

本研究结果显示"

G"M

组各时间点大鼠肺组织
&U%

DN%G

的表达量明显高于对照组和溶剂组%

$

"

0,0+

&'目前研究认为"

G"M

后
"GT

的形成可能与

栓塞后血管周围大量炎症细胞浸润及其释放的细胞

因子进一步损伤肺动脉内皮有关*

2

+

"而表达增多的

&U%

对炎症细胞的聚集起到促进作用'

#,!

!K

.5FG"U

通路在
G"M

后被激活从而上调

&U%

的表达
!

!22.

年科学家研究发现
K

.5FG"U

信

号转导通路"该通路一旦被激活"细胞质中的非磷酸

化
K

.5FG"U

转化为磷酸化
K

.5FG"U

"再移位到细

胞核内*

!0

+

'本研究中采用
7><?>@A1;B?

检测肺组织

磷酸化
K

.5

的表达"结果显示随时间延长磷酸化
K

.5

的表达有明显增高趋势%

$

"

0,0+

&"提示在大鼠
G"M

后"

K

.5FG"U

通路被激活'因此本课题组推测"

G"M

后
K

.5FG"U

通路被激活"上调了
&U%

的表

达"使得
&U%

在
G"M

后明显升高'

此外"有研究报道
&U%

在
"GT

的发生$发展中

起到重要作用"值得注意的是损伤的内皮细胞可过度

表达
&U%

*

!!'!4

+

"其是否在
G"M

后
"GT

的形成中起

作用有待进一步研究'也有研究显示
&U%

所引起的

趋化白细胞$纤维化$凋亡等均可能是心力衰竭的诱

因*

!.'!+

+

'右心功能不全也是
G"M

后
"GT

的形成的

原因之一'

综上所述"本研究结果显示在
G"M

后
5L

内"大

鼠肺组织中
&U%

的表达即明显升高"作为炎症趋化

因子"

&U%

对
G"M

后肺部炎症反应有明显促进作

用"从而加重了
G"M

后炎症反应及
"GT

的形成'
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