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"摘要#
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目的
!

探讨
8#<ZH.$;;

在重症肺炎大鼠肺组织中的表达及过表达
8#<ZH.$;;

对重症肺炎肺组

织的保护作用及可能机制$方法
!

将
0;

只大鼠根据随机数字表法分为对照组&肺炎组"肺炎模型#&

8#<ZH.
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组"肺炎模型
M8#<ZH.$;;8#8#6+

#!每组
$;

只$采用反转录
.

聚合酶链反应"
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#测定肺组织
8#<.
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水平!采用苏木精
.

伊红"

AD

#染色观察肺组织病理形态学变化!采用酶联免疫吸附测定"

DFG=H

#法检

测肺组织匀浆和血清中白细胞介素"

GF

#

.$

&
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GF.)

&肿瘤坏死因子
%
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#水平!采用
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测定肺组织
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蛋白水平$结果
!

AD

染色显示对照组大鼠肺组织无渗出&出血和

炎性细胞浸润(肺炎组大鼠肺组织见明显渗出&出血和炎性细胞浸润(

8#<ZH.$;;

组大鼠肺组织渗出&出血和炎

性细胞浸润较肺炎组减轻$与对照组比较!肺炎组大鼠肺组织
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水平降低"
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$
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#!肺组织匀浆中

GF.$
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GF.)
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水平升高"
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#!血清中
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水平升高"

!

$

%&%;

#!肺组织
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蛋白水平升高"
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#(与肺炎组比较!
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组大鼠肺组织
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水平升高"
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#!肺组织

匀浆中
GF.$
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GF.)
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IZC.
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水平降低"
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蛋白水平比较!差异无统计学意义"
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重症肺炎大鼠肺组织中
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水平降低!过表达
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通过抑制
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信号通路可减轻肺组

织炎性反应$
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$%副主任医师%本科%主要从事感染性疾

病的研究(
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肺炎是指由理化因素*微生物等造成的终末气

道*肺泡及肺间质的炎症%最常见的为细菌性肺炎%细

菌性肺炎最常见的革兰阴性条件致病菌为肺炎克雷

伯杆菌%肺炎克雷伯杆菌是婴儿和新生儿医院获得性

肺炎的常见致病菌%严重可危及患儿生命&

$.1

'

(肺部

感染后可产生大量炎性细胞因子加重炎症症状&

'

'

%核

因子
.
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#

ZC.

'

]

$
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和
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'

]

激酶
%

#

G

'

]

%

$蛋白在呼

吸道炎症中发挥关键作用&

0

'

%为目前肺炎药物开发的

潜在靶点之一(

8#<ZH.$;;

在炎症*免疫反应*心血

管功能等方面具有重要作用%在呼吸系统疾病中%

8#<ZH.$;;

参与肺癌*哮喘*肺结核等疾病的形成过

程&

;

'

%在肺炎的发生中也具有重要作用&

)

'

%但
8#<ZH.

$;;

是否通过
ZC.

'

]

通路参与肺炎的发生*发展过程

尚不清楚(本文对重症肺炎大鼠肺组织中
8#<ZH.

$;;

表达及过表达
8#<ZH.$;;

对肺组织
ZC.

'

]

信号

通路及其下游炎性细胞因子水平的影响进行研究%以

为临床重症肺炎的诊治提供新的思路(

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

实验动物!健康*雌雄各半的
=O

大鼠
0;

只%体质量
$/%

"

11%

R

%购自上海斯莱克实验动物有

限公司%动物许可证号为
=@̂ _

#沪$

1%$1.%%%1

(主要

试剂!兔抗
44

);

单克隆抗体*兔抗
4

);

单克隆抗体*

兔抗磷酸化
G

'

]

%

#

4

.G

'

]

%

$单克隆抗体*兔抗
G

'

]

%

单

克隆抗体等抗体购自美国
=#

R

89

公司%酶联免疫吸附

测定#

DFG=H

$试剂盒*二喹啉甲酸#

]@H

$蛋白定量试

剂盒*反转录
.

聚合酶链反应#

<I.?@<

$试剂盒*化学

发光#

D@F

$发光液购自美国
<]

公司%肺炎克雷伯杆

菌由温岭市第一人民医院检验科提供#将肺炎克雷伯

杆菌在琼脂平皿中培养
$/2

%调整浓度为
$&;[$%

(

6SV

"

8F

$%

8#<ZH.$;;8#8#6+

由上海吉玛生物科技

有限公司设计合成(

B&C

!

方法

B&C&B

!

大鼠分组及处理
!

将
0;

只大鼠根据随机数

字表法分为对照组*肺炎组#肺炎模型$*

8#<ZH.$;;

组#肺炎模型
M8#<ZH.$;;8#,#6+

$%每组
$;

只(将

大鼠水合氯醛麻醉成功后%消毒颈部皮肤%切开颈部

皮肤暴露上段气管%

8#<ZH.$;;

组将
0%

#

R

8#<ZH.

$;;8#8#6+

滴入气管%对照组和肺炎组滴入等量生理

盐水%

102

后%肺炎组和
8#<ZH.$;;

组用注射器将

%&$;8F

菌液滴入气管%对照组大鼠滴入等量生理盐

水(给药后将大鼠直立保持
'%+

%使接种菌液因重力

作用进入肺组织%然后缝合伤口%局部消毒(

B&C&C

!

标本采集
!

给药
102

后%水合氯醛麻醉大鼠%

抽取颈静脉血
;8F

%分离血清进行血清中白细胞介

素#

GF

$

.$

&

*

GF.)

*肿瘤坏死因子
%

#

IZC.

%

$水平测定)

颈动脉放血处死大鼠%迅速开胸%取出左肺组织用于

苏木精
.

伊红#

AD

$染色%右肺组织置于液氮中用于肺

组 织 中
8#<ZH.$;;

*

GF.$

&

*

GF.)

*

IZC.

%

水 平 和

44

);

*

4

);
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4

.G
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]

%

*

G

'

]

%

蛋白水平测定(

B&C&D

!

肺组织中
8#<ZH.$;;

水平测定
!

取
/%8

R

左右肺组织%按照试剂盒说明书提取肺组织总
<ZH

%

根据反转录试剂盒说明书将
<ZH

反转录合成
6O.

ZH

%采用
<I.?@<

测定肺组织
8#<ZH.$;;

#上游引

物!

;i.>>H HF> BB> HH> >B> @H> H@B

BB>.'i

%下游引物!

;i.@@@ >H> BH@ HH> >H@

@H>>HH>>.'i

$水平%

<I.?@<

反应条件为!

;)`

18#,

%

(;`18#,

)

(;`'%+

%

)%`'%+

%共
0%

个循

环)

1%`18#,

%以
>)

为内参基因%

8#<ZH.$;;

相对

表达量以
1

.

((

@I表示(

B&C&E

!

肺组织
AD

染色
!

将肺组织 在多聚甲醛溶液

中固定%固定后取出放入脱水机中脱水%透明*浸蜡过

夜%包埋机进行石蜡包埋%将石蜡块切成厚
0

#

8

切

片%烤片机中烤片
$;8#,

%脱蜡*苏木精染色
/8#,

%放

入盐酸乙醇中
'+

%放入氨水中
;+

%放入伊红中染色
1

8#,

%二甲苯透明*中性树胶封片%显微镜下观察
AD

染色情况(

B&C&F

!

肺组织匀浆中
GF.$

&

*

GF.)

及
IZC.

%

水平测

定
!

将肺组织于生理盐水中搅碎匀浆化%再将匀浆的

肺组织离心收集上清液%采用
DFG=H

法测定肺组织

匀浆中
GF.$

&

*

GF.)

及
IZC.

%

水平(

B&C&G

!

血清中
GF.$

&

*

GF.)

及
IZC.

%

水平测定
!

将

大鼠颈静脉血
;8F

离心取血清%采用
DFG=H

法测定

血清中
GF.$

&

*

GF.)

及
IZC.

%

水平(

B&C&I

!

肺组织
44

);

*

4

);

*

4

.G

'

]

%

及
G

'

]

%

蛋白水平测

定
!

取适量肺组织加入裂解液和蛋白酶抑制剂%采用

超声破碎成组织匀浆%将匀浆组织置于冰中裂解%提

取肺组织总蛋白%测定蛋白水平%采用
J7+37K,L:"3

测定肺组织
44

);

*

4

);

*

4

.G

'

]

%

*

G

'

]

%

蛋白水平!将蛋白

上样*凝胶电泳*湿法转膜%加入一抗#兔抗
44

);

单克

隆抗体*兔抗
4

);

单克隆抗体*兔抗
4

.G

'

]

%

单克隆抗

体*兔抗
G

'

]

%

单克隆抗体$过夜孵育%以
&

.963#,

为内

参%加入二抗孵育
12

%加入
D@F

曝光液曝光%采用

eV9,3#3

T

",7

软件分析各条带灰度值(

B&D

!

统计学处理
!

采用
=?==1%&%

软件进行统计分析%

$(/1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期
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H
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表示%多组间比较采用方差分析%组

内两两比较采用
F=O

检验%检验水准
%

b%&%;

%以
!

$

%&%;
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整%间质无炎性细胞浸润)模型组大鼠用药后
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肺组

织结构消失%肺泡萎陷%肺泡腔内有渗出*出血%肺泡

间隔断裂*增宽%血管扩张充血%见大量炎性细胞浸

润%表明重症肺炎模型建模成功)
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血水肿%肺泡内炎性细胞浸润和红细胞渗出&

-

'

%本文

通过向大鼠气道内滴入克雷伯杆菌建立大鼠重症肺

炎模型%发现用药后
$!

%大鼠肺组织结构消失%肺泡

萎陷%肺泡腔内有渗出*出血%肺泡间隔断裂*增宽%血

管扩张充血%见大量炎性细胞浸润%表明重症肺炎模

型建模成功(

8#<ZH

是长约
11

个碱基*非编码*内源性*单链

<ZH

%可与靶向
8<ZH

的
'i

端非编码区结合使其降

解或阻止其翻译%在转录后水平调控相关基因的表

达&

/.(

'

(人类大部分基因受
8#<ZH

调控%

8#<ZH

的

功能涉及细胞分化*增殖*凋亡*代谢等多种细胞进

程&
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'

(

8#<ZH.$;;

为
8#<ZH+

重要成员之一%参与

病毒感染*造血*免疫应答等多种细胞功能调控&

$$

'

)

8#<ZH.$;;

在
I

细胞应答和
]

细胞应答中发挥重要

作用%固有免疫中
I"::

样受体配体可以通过
IG<

结

构域衔接蛋白#

I<GC

$信号通路或髓样分化因子
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#

E

T

O//

$上调
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水平%

8#<ZH.$;;

和转化

生长因子激酶
$

#

IH_$

$相关结合蛋白
1

#

IH]1

$结合

抑制
I"::

样受体信号通路中的
ZC.

'

]

表达%负反馈

调节脂多糖介导的炎症介质的表达)

8#<ZH.$;;

在

肺癌*肺结核*肺纤维化*哮喘等肺部疾病的形成中也

发挥重要作用%

8#<ZH.$;;

通过介导多种细胞因子

表达参与肺部疾病的发生*发展&

$1.$'
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(本研究发现重

症肺炎大鼠肺组织中
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水平降低%表明
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参与重症肺炎的发生*发展(

炎性细胞因子在重症肺炎的发生过程中发挥重

要作用%
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为在机体感染时由内皮细胞*单核细

胞*成纤维细胞等细胞产生的细胞因子%可刺激血小

板生长因子*集落刺激因子等细胞因子的产生%可使

I

细胞产生
GF.1

%在组织修复和免疫应答中发挥重要

作用)可介导
]

细胞活化*增殖和分化%在炎性反应中

发挥重要作用%在肺炎患者中
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水平升高&
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淋巴细胞*单核巨噬细胞*
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淋巴细胞*上皮

细胞及多种肿瘤细胞产生%可诱导
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细胞分化*诱导

GF.1

表达*增强
Z_

细胞活性等)

GF.)

也是介导机体

炎性反应的细胞因子%是炎性反应的重要递质%在肺

炎中
GF.)
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水平升高&
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可特异性与增强子
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]

位点或多种基因启动子

位点结合%并促进其转录%

ZC.
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]

在细胞最常见的形

式为
4

);

和
4

;%

形成的二聚体&

$-

'

%在未受刺激时%二

聚体与
G

'

]

结合%在机体受到刺激时%

G

'

]

被降解并磷

酸化%释放
4

);

%使
4

);

从细胞质中转移到细胞核内%

从而发挥对炎症相关基因表达的调节&

0
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ZC.
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]

与
GF.$
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*

GF.)
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IZC.

%

等炎性细胞因子形成复杂的调

控网络%调控肺炎的发生过程&

$(

'

(

本研究发现%重症肺炎大鼠
GF.$

&

*

GF.)

*

IZC.

%

水平和
44
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*
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.G

'

]

%

蛋白水平升高)上调肺组织中

8#<ZH.$;;
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GF.$
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*

GF.)

*

IZC.
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水 平 和

44
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*

4
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'
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%

蛋白水平降低(可见重症肺炎大鼠肺部

炎症的发生可能为细菌感染肺组织后激活
ZC.

'

]

信

号通路%

ZC.

'

]

信号通路的激活调控下游的
GF.$

&

*

GF.)

*

IZC.

%

细胞因子水平%使肺组织中
GF.$

&

*

GF.)

*

IZC.

%

细胞因子水平升高%从而引起肺组织的炎性损

伤)过表达
8#<ZH.$;;

干预后%可明显降低肺组织炎

性反应%其机制可能为过表达
8#<ZH.$;;

干预增加

肺组织
8#<ZH.$;;

水平%

8#<ZH.$;;

参与
I

细胞应

答和
]

细胞应答过程%通过和
IH]1

结合%抑制
I"::

样受体信号通路中的
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.G

'

]

%

蛋白水平%抑制

ZC.

'

]

信号通路%

ZC.

'

]

信号通路的抑制负反馈调节

肺炎克雷伯杆菌引起的
GF.$

&

*

GF.)

*

IZC.

%

等炎症介

质的表达%减轻炎性反应对肺组织的损伤%从而发挥

对肺组织的保护作用(

综上所述%重症肺炎肺组织中
8#<ZH.$;;

水平

降低%过表达
8#<ZH.$;;

可降低重症肺炎肺组织的

炎性反应%其机制可能与
8#<ZH.$;;

抑制
ZC.

'

]

信

号通路有关(由此可见%

8#<ZH.$;;

有望成为重症

肺炎治疗的潜在靶点(
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