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目的
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探讨白细胞介素"
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%
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介导脓毒症大鼠血管
(

$

肾上腺素能受体"

(

$

NO+

%失敏的机制&

方法
!

经盲肠结扎穿孔"

9IK

%复制脓毒症大鼠模型!检测假手术组!

9IK

后
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肠系膜上动脉"

;:N+
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敏感性及蛋白表达!分析其与血浆
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水平的关系&采用重组大鼠
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孵育大鼠血管平滑肌细胞
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用
OFN#

技术!观察
;

4

$

和
NK1+#OFN

对
d;:9+

(

$

NO+

蛋白表达的影响&结果
!

9IK'2

后
;:N+

(

$

NO+

敏感性及蛋白表达即明显下降"

"

$

%&%>

%!与血浆
QI.$

'

水平变化呈明显负相关"

"

$

%&%>

%&

QI.$

'

可降低

d;:9+

(

$

NO+

'

NK1

'

;

4

$

蛋白表达"

"

$

%&%>

%'

(

$A

NO

启动子活性"

"

$

%&%>

%!但不改变
(

$

NO+@OFN

的稳定

性 "

"

&

%&%>

%&

;

4

$

和
NK1+#OFN

均降低
d;:9+

的
(

$

NO+

蛋白表达"

"

$

%&%>

%&结论
!

QI.$

'

通过下调转

录因子
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表达!在转录而不是转录后水平下调
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质的反应性降低$是致使其高病死率的重要原因'
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研究证实%白细胞介素#
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$

.$

'

介导脓毒症血管

低反应性发生%含
FR

依赖和非依赖性机制'

'

(

%但针

对上述机制进行纠正却只能部分恢复血管反应

性'

0.>

(

%提示可能存在其他机制)基于
(

$

肾上腺素能

受体#

(

$

NO+

$在心血管系统中的重要作用%目前认为

(

$

NO+

失敏#主要是表达下降$是导致脓毒症后难治

性低血压发生的重要原因'

)

(

)笔者前期研究发现
QI.

$

'

能通过
bN81.;JNJ'

途径介导脓毒症休克家兔血

管
(

$

NO+

失敏'

-

(

)另有研究显示%

QI.$

'

通过核因子
.

)

P

#

FT.

)

P

$途径在转录而不是转录后水平降低小鼠

血管
(

$

NO+

的表达'

/

(

)由于
(

$

NO+

的表达调控具有

种属和组织的差异性'

(

(

%多种属作用机制的研究有利

于阐述其详细作用机制%本文重点研究
QI.$

'

对脓毒

症大鼠
(

$

NO+

的表达调控机制)

目前已经克隆出大鼠血管平滑肌细胞#

d;:9+

$

的
(

$

NO+

各亚型#

(

$N

NO

*

(

$P

NO

*

(

$A

NO

$的启动子区

域%其中相同的转录因子结合区域仅有
;

4

$

和

NK1

'

$%.$1

(

)笔者前期 研 究 显 示!

QI.$

'

对
d;:9+

(

$

NO+

各亚型表达均有类似幅度的下调作用'

-

(

%推测

QI.$

'

可能通过
;

4

$

和
NK1

在转录水平调控
d;:9+

(

$

NO+

表达%另外也研究
QI.$

'

是否通过改变
(

$

NO+

@OFN

半衰期在转录后水平调控
d;:9+

(

$

NO+

表达)

A

!

材料与方法

A&A

!

实验动物
!

体质量#

1%%`$%

$

B

的
;KT

级健康

成年雌性
;A

大鼠由陆军军医大学实验动物中心提

供%通过陆军军医大学伦理委员会审批)

A&B

!

主要试剂与仪器
!

重组大鼠
QI.$

'

#美国
K7

4

?"

J762

公司$%兔抗大鼠
(

$N

NO

抗体#美国
L

4

#3"@#6+

公

司$%山羊抗大鼠
(

$P

NO

*

(

$A

NO

抗体#美国
;<,3<9?CZ

公司$%兔抗大鼠
;

4

$

*

NK1

抗体#美国
K#7?67

公司$%

放线菌素
A

#美国
Q,V#3?"

B

7,

公司$%

_.3?7@7MLFL

HKAFN

转染试剂#美国
O"627

公司$%双萤光素酶

定量试剂盒#美国
M7,79"

4

"7#<

公司$%

K"D7?I<X

八

道生理记录仪#澳大利亚
NAQ,+3?C@7,3

公司$%垂直

板状电泳仪#美国
P#".O<!

公司$%

9R

1

细胞培养箱

#美国
;HLI

"

bP

公司$%

NPQK?#+@--%%

#美国
K7?5#,

L=@7?

公司$)

A&C

!

方法

A&C&A

!

脓毒症模型的复制及指标检测
!

将
'1

只大

鼠分为假手术组*经盲肠结扎穿孔#

9IK

$

'2

组*

9IK

)2

组及
9IK$12

组%每组
/

只)采用
9IK

复制脓

毒症模型%手术操作*分组处理和血管环制作同文献

'

$'

(%测定各组血管环的
(

$

NO+

敏感性'对去氧肾上

腺素#

KL

$的反应性(

'

-

(

&另游离出各组肠系膜上动脉

#

;:N+

$分支%用
OQKN

裂解液提取其总蛋白%用蛋白

质印迹法#

c7+37?,X="3

$检测
(

$

NO+

*

'

.<63#,

表达)

分析上述指标与
QI.$

'

浓度的关系)

A&C&B

!

QI.$

'

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+

*

;

4

$

*

NK1

表达

水平的影响
!

原代培养
;:N+

来源的
d;:9+

'

$'

(

%实

验分为对照组*

$,

B

"

@IQI.$

'

组*

$%,

B

"

@IQI.$

'

组

和
$%%,

B

"

@IQI.$

'

组%每组
0

瓶细胞)

QI.$

'

孵育

d;:9+

方法同文献'

$'

(%用
OQKN

裂解液提取各组

细胞的总蛋白%用
c7+37?,X="3

检测
(

$

NO+

*
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4

$

*

NK1

*
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.<63#,

表达)

A&C&C

!

QI.$

'

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+@OFN

半衰期

的影响
!

QI.$

'

孵育
d;:9+

方法同前%在对照组或

$%%,

B

"

@IQI.$

'

孵育
$12

后加入放线菌素
A

#终浓度

为
0

%

B

"

@I

$

'

$0

(

%依次加入放线菌素
A

后
%

*

1

*

0

*

)2

后

O7<=3#@7.K9O

检测
(

$

NO+@OFN

表达水平)所得
9

g

值结合标准曲线得到各组的量)引物序列见表
$
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A&C&D
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和
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对大鼠
d;:9+
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NO+

表

达的影响
!

实验分为空白对照组*

TN:+#OFN

#阴性

对照$组*

NK1

!

+#OFN

组*

NK1

(

+#OFN

组*

;

4

$+#O.

FN

组%每组
0

瓶细胞)细胞准备!取融合度
0%]

左

右的原代培养的大鼠
d;:9+

%

KP;

清洗
1

次%加入
$

/%%

%

I

含
1%]

胎牛血清的
A:L:T

"

$1

培养基)配

制转染复合物!
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培养基%
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的
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溶
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>

%

I

无酶水$%室温混匀放置
$>

@#,

)孵育细胞!将转染复合物加入各组细胞后细胞

培养箱中培养
-12

%

OQKN

裂解液提取各组总蛋白%

c7+37?,X="3

检测
;
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$

*
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*

'

.<63#,

及
(

$

NO+

表达水

平)
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组%每组
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瓶细胞)克隆
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NO

启动子并构建入质粒#
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#终浓度$
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孵育%对照

组仅加入转染试剂%

102

后吸取两组培养基%
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E

试剂盒按说明书操作检测两组培养基
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年
-
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表
$

!!

引物序列

基因 引物
!!!

片段长度#

X

4

$ 溶解温度 #

^

$

'

.<63#, >h.99M9MNMJN9NN99JJ9JJM.'h 1(- )%

>h.9NMJJMMJMN9NNJM99MJM.'h

(

$N

NO

>h.JM9NJ9NJ9J99NJ9MN99M.'h ''% )%

>h.JMN9JJMJ99MJ9JJMNMM9.'h

(

$P

NO

>h.MNNJ999MNJ9JMMN9N99M.'h $/' )%

>h.999N9MNJMM9NNNMNMMNJ.'h

(

$A

NO

>h.NNNMM9JN9NMMNJJ9M999.'h 1)- )%

>h.9NN9NMNJJJMJJ9MM9MMM.'h

与
M<C++#<

萤光素酶#

B

<C++#<=C6#W7?<+7

%

MIY9

$和分

泌性碱性磷酸酶#

<=5<=#,7

4

2"+

4

2<3<+7

%

;LNK

$反应

产生的光强度%

MIY9

"

;LNK

光强度即为启动子

活性)

A&D

!

统计学处理
!

采用
;K;;$-&%

统计软件进行分

析)计量资料以
I 3̀

表示%多组间采用单因素方差

分析%相关性分析采用
;

4

7<?@<,

)以
"

$

%&%>

为差

异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

脓毒症大鼠
(

$

NO+

敏感性和各亚型蛋白表达及

与血清
QI.$

'

的关系
!

与假手术组相比%在
9IK

后
'

*

)

和
$12

%大鼠
;:N+

的
(

$

NO+

敏感性和各亚型蛋白

表达均明显降低#

"

$

%&%>

$%见图
$

)笔者前期研究

结果显示血浆
QI.$

'

水平在
9IK

后
)2

明显升高%相

关性分析显示其与同时期
;:N+

的
(

$

NO+

敏感性及

蛋白表达水平呈明显负相关#

AG\%&/1'

*

\%&/)0

%

"

$

%&%>

$)

!!

<

!

"

$

%&%>

%与假手术组比较

图
$

!!

脓毒症大鼠
(

$

NO+

敏感性和蛋白表达变化

B&B

!

QI.$

'

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+

*

NK1

和
;

4

$

表达

的影响
!

与对照组相比%各浓度
QI.$

'

组大鼠
d;:9+

(

$

NO+

各亚型的蛋白表达均明显降低#

"

$

%&%>

$%而

且呈浓度依赖性降低)各浓度
QI.$

'

均能明显降低

NK1

和
;

4

$

表达#

"

$

%&%>

$%见图
1

)

B&C

!

QI.$

'

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+@OFN

稳定性及

启动子活性的影响
!

与对照组比较%

$%%,

B

"

@IQI.

$

'

组大鼠
d;:9+

(

$

NO+

各亚型的
@OFN

稳定性无

明显改变#

"

&

%&%>

$)

$%%,

B

"

@IQI.$

'

能明显降低

大鼠
d;:9+

(

$A

NO

启动子活性#

"

$

%&%>

$%见图
'

)

!!

<

!

"

$

%&%>

%与对照组比较

图
1

!!

QI.$

'

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+

'

NK1

和

;

4

$

表达的影响

B&D

!

;

4

$

和
NK1

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+

表达的影

响
!

空白对照组和阴性对照组间
(

$

NO+

表达无明显

差异#

"

&

%&%>

$)与空白对照组或阴性对照组相比%

;

4

$+#OFN

*

NK1

(

+#OFN

和
NK1

!

+#OFN

组均能明

显降低
d;:9+

(

$

NO+

各亚型的蛋白表达 #

"

$

%&%>

$%见图
0

)

!!

<

!

"

$

%&%>

%与对照组比较

图
'

!!

QI.$

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+@OFN

稳定性及

(

$A

NO

启动子活性的影响

()$1

重庆医学
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年
-

月第
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卷第
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期



!!

<

!

"

$

%&%>

%与空白对照组比较&

X

!

"

$

%&%>

%与阴性对照组比较

图
0

!!

;

4

$

'

NK1+#OFN

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+

表达的影响

C

!

讨
!!

论

!!

尽管对脓毒症的认知水平有明显提高%但在全球

范围内%其发病率*病死率均较高)鉴于
(

$

NO+

在心

血管系统中的重要作用%它在脓毒症的发生*发展和

转归中具有重要地位)

研究显示脓毒症时存在血管
(

$

NO+

失敏%主要是

受体减少%亲和力无明显改变'

/

(

)体内外研究均显示

QI.$

'

能下调脓毒症时血管
(

$

NO+

表达量'

).-

(

%但是对

其调控机制目前不甚清楚)

本研究通过
9IK

复制脓毒症大鼠模型%整体水

平验证脓毒症时存在
(

$

NO+

失敏且与
QI.$

'

相关)

结果显示
9IK'2

后即存在
(

$

NO+

失敏和表达量进

行性下降%但
(

$

NO+

亲和力无明显改变%而血浆
QI.$

'

却在
9IK)2

后开始升高'

$'

(

)

QI.$

'

浓度升高晚于

(

$

NO+

失敏%可能因为脓毒症早期其他细胞因子如肿

瘤坏死因子
(

#

JFT.

(

$对
(

$

NO+

失敏也有作用)而

在
QI.$

'

升高后
(

$

NO+

进一步失敏%相关性分析显示

二者存在明显负相关)为排除脓毒症时其他细胞因

子的干扰%笔者在离体时采用重组大鼠
QI.$

'

孵育大

鼠
d;:9+

%观察其对
(

$

NO+

表达的影响)结果显示

QI.$

'

能明显降低
(

$

NO+

各亚型的表达)整体和离体

水平验证了
QI.$

'

通过下调
(

$

NO+

各亚型的表达介

导脓毒症
(

$

NO+

失敏的发生)

尽管已有研究显示
QI.$

'

通过下调小鼠血管

(

$

NO+

启动子活性在转录而不是转录后水平下调

(

$

NO+

的表达)但现有研究提示
(

$

NO+

各亚型的表

达*分布和调控机制具有种属和组织的差异性%

QI.$

'

对小鼠的作用机制是否适用于大鼠甚至人类%目前不

得而知)通过运用转录抑制剂#放线菌素
A

$%发现

QI.$

'

并不能改变大鼠
d;:9+

(

$

NO+

各亚型
@OFN

的半衰期%提示
QI.$

'

也可能是通过转录而不是转录

后介导大鼠血管
(

$

NO+

表达下降)为验证这一结论%

笔者随机选择检测
(

$A

NO

启动子活性%结果显示
QI.

$

'

能明显下调大鼠
d;:9+

(

$A

NO

启动子活性%尽管

没有检测
(

$N

NO

和
(

$P

NO

启动子活性%但仍然可以

得到
QI.$

'

通过转录水平介导大鼠
d;:9+

(

$

NO+

表

达下降这一结论)

目前
(

$

NO+

各亚型在大鼠
d;:9+

的启动子区

域已经克隆出来%

(

$N

NO

主要有
;

4

$

*

FT.

)

P

*

FT

"

QI.

)

*

NK$

*

9JT

"

FT$

*

NK1

等转录因子的结合区域'

$%

(

%

(

$P

NO

主要有
;

4

$

*

HFT.$

"

>

*

NK1

*

FT$

*

9OLP

*

9K$

等的结合区域'

$$

(

%而
(

$A

NO

则主要有
;

4

$

和
NK1

的

结合区域'

$1

(

)它们都有
;

4

$

和
NK1

的结合区域%上

述结果提示
QI.$

'

对大鼠
d;:9+

(

$

NO+

各亚型的表

达存在相同的下调作用%且下调趋势基本一致%为此

笔者推测
QI.$

'

可能通过相同的转录因子#

;

4

$

和

NK1

$发挥调节作用)笔者检测了
QI.$

'

对大鼠

d;:9+;

4

$

和
NK1

表达的影响%发现
QI.$

'

能明显

降低
;

4

$

和
NK1

的蛋白表达)

;

4

$

和
NK1

的蛋白表

达下调是否引起
(

$

NO+

的表达下降呢+ 通过运用

;

4

$

和
NK1

#含
NK1

(

和
NK1

!

$

+#OFN

%发现
;

4

$

和

NK1

表达下降使得
(

$

NO+

各亚型表达下降)由于

(

$N

NO

和
(

$P

NO

还有其他转录因子结合区域%也可能

在
QI.$

'

介导的脓毒症大鼠血管
(

$

NO+

失敏中发挥

作用)鉴于本研究得出
;

4

$

和
NK1

在脓毒症大鼠血

管
(

$

NO+

失敏中的重要作用%值得进一步的研究%未

来可以考虑作为脓毒症的治疗靶点)

综上所述%

QI.$

'

可能通过下调大鼠
d;:9+

的

;

4

$

和
NK1

表达%在转录而不是转录后水平下调

(

$

NO+

表达%介导脓毒症大鼠血管
(

$

NO+

失敏的

发生)
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分进行比较)

P

组
ONd

动脉晚期主观评分高于门脉

期%差异有统计学意义#

"

$

%&%$

$)同为动脉晚期扫

描的
P

*

9

组%虽然
9

组降低了管电压和管电流%主观

评分为
0

分的例数较
P

组减少%但是总体显示率仍处

于较高水平%两组间主观评分差异无统计学意义#

"

&

%&%>

$)常规剂量与低剂量扫描相比%低剂量扫描的

有效辐射剂量减少了
0)&//]

%但是对
ONd

的检出

率无明显影响)

综上所述%

ONd

在动脉晚期扫描的显示率最佳%

且适当降低管电压和管电流可以在保证图像质量的

同时降低辐射剂量)

ONd

的
9J

成像技术对于
KN

的分型有重要的辅助应用价值)
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