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目的"通过建立
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过表达肺泡巨噬细胞株!研究
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对肺泡巨噬细胞炎症反应的影响及调控机制&方法"构建
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基因的慢病毒载体!转染大鼠肺泡巨噬细胞#
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急性呼吸窘迫综合征#

KI@P

$是造成重症肺

炎'重症急性呼吸综合征#

PKIP

$'爆发性禽流感等

疾病患者死亡的主要原因&

KI@P

病死率高!在美

国!其死亡人数相当于每年因乳腺癌'结肠癌和前

列腺癌死亡的人数总和)

#

*

&其诱因主要为肺部感染

和全身性感染&其中在脂多糖#

\SP

$导致的
KI@P

中!促炎及抗炎反应失衡是根本原因&肺泡巨噬细

胞在其中起始动作用!并与核因子#

VJ%

&

L

$炎症信
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号通路过度反应密切相关)
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K!"

蛋白!又称肿瘤坏死因子
%

诱导蛋白
2

#

<VJKBS2

$!是一种泛素修饰酶)

=

*

&既往研究)

C%&

*发

现!

K!"

基因多态性与多种炎症性疾病有关!并可负

性调节
VJ%

&

L

&在呼吸系统中
K!"

基因
PVS

位点

#

.5=NCC=C2

$与急性肺损伤的易感性有关)

>

*

&

K!"

基

因敲除小鼠能产生严重的炎症反应!并在
<VJ%

%

及

\SP

干预之后更明显!提示
K!"

能够抑制机体肿瘤

坏死因子#

<VJ

$诱导的
VJ%

&

L

活化)

#"

*

&

VJ%

&

L

在肺

泡巨噬细胞炎症反应中具有重要作用!而
K!"

能够

调控
VJ%

&

L

活化&因此本研究主要探讨
K!"

蛋白对

肺泡巨噬细胞炎症活性的影响&
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材料与方法
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肺泡巨噬细胞体外培养
!

选取
VI&2&2

大鼠

肺泡巨噬细胞株#中国科学院细胞库$!采用含
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培养基#
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谷氨酰胺溶

液!置于
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'

CT4A

!

细胞培养箱常规培养&取对

数生长期细胞进行后续实验&
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!
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质粒转染
!

采用
I<%S4I

法#按照
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7:;-5+5a+:

试剂盒

说明书进行!上游引物"

Ci%[<<[[4KKK[4K
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(下游引物"
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$扩增小鼠
K!"

/@VK

#购于康为世纪$&在
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和
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'

酶切位

点将上述
/@VK

插入
6

4@E%4̀ U%̀ 4P%(J#%/3
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目的基因的载体转染
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肺泡巨噬细胞!并进行

体外培养!荧光显微镜下观察转染是否成功&实时荧

光定量
S4I

'

d-5:-.7

印迹法检测细胞中
K!"

基因和

蛋白的表达&

#'2

!

\SP

刺激肺泡巨噬细胞
!

将体外培养慢病毒

包装后的肺泡巨噬细胞株分为
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过表达组#

K!"

组$和过表达空载组#

U(4

组$&向培养基中加入
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#
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$
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$进行刺激!分别于刺激后
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'

#

'

!

'
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!将培养液离心!吸取上清液!并收获细胞&细胞

提取细胞蛋白及总
IVK

!采用
d-5:-.7

印迹法检测

K!"

'

VJ%

&

L

蛋白表达情况!实时荧光定量
S4I

法检

测细胞中
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表达情况#
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引物!上游引
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$检测上清液中
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活性(

(\BPK

试剂盒

#
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$检测上清液
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B\%#

#

水平&

#'C

!

统计学处理
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采用
PSPP##'C

软件进行数据分

析!计量资料采用
$

#Q$

表示&多组间比较采用单因

素方差分析#
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$及
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检验!检验水准#
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B
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结
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果
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荧光显微镜下观察
K!"

过表达肺泡巨噬细

胞
!

将携带
K!"

基因的病毒载体转染肺泡巨噬细

胞#

K!"

过表达肺泡巨噬细胞$!感染
!=;

后!可在

荧光显微镜下观察到绿色荧光#图
#

$&

图
A

!

荧光显微镜下观察
$BI

过表达肺泡巨噬细胞
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"荧光视野
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过表达大鼠肺泡巨噬细胞的
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表达鉴

定
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采用
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印迹及实时荧光定量
S4I

鉴定

K!"

过表达肺泡巨噬细胞中
K!"

的表达情况&结

果显示!

K!"

过表达肺泡巨噬细胞#

K!"

$中
K!"

蛋

白及
)IVK

含量较
U(4

组明显升高!可用于后续

研究#图
!

$&

图
B

!

$BI

过表达肺泡巨噬细胞中
$BI

表达情况
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刺激后大鼠肺泡巨噬细胞
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表达情

况
!

U(4

组及
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组
\SP

刺激后
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蛋白及
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含量均较刺激前升高!且于
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达高峰!之

后逐渐下降(

\SP

刺激后
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组中
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蛋白及
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的含量高于
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对
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刺激后肺泡巨噬细胞中细胞因子

分泌的影响
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和
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低!差异具有统计学意义#
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$!表明
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能抑

制
\SP

刺激后肺泡巨噬细胞中的细胞因子分泌

#图
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图
F
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各时间点肺泡巨噬细胞中
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含量
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刺激后肺泡巨噬细胞中
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的影响
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比较!其他各个

时间点各组核内
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蛋白含量#图
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$及
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结合活性#图
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$升高(与
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组各个时间点核内
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蛋白含量#图
CK

'

CL

$

及
VJ%

&

L@VK

结合活性#图
C4

$均降低!差异具有

统计学意义#

"

%

"'"C

$!表明
K!"

能抑制肺泡巨噬

细胞
VJ%

&

L

表达及活性&

F

!

讨
!

论

过度放大的炎症反应是
KI@P

重要的病理生

理特征!而肺泡巨噬细胞在其中起始动作用&通常

认为!

KI@P

具有双期炎症过程!晚期依赖于中性粒

细胞!早期肺泡巨噬细胞为启动
KI@P

炎症瀑布发

挥着巨大作用)

##

*

&当外界刺激因子作用于机体时!

首先激活巨噬细胞!释放并活化一系列促炎因子!

#%#

!
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如
<VJ

'

B\%#

'

B\%$

'

B\%&

等!进而作用于各种效应

细胞!导致炎症反应过度放大及失衡!最终造成

KI@P

&此外!肺巨噬细胞产生的细胞因子!因不能

被血清灭活!而在肺内不断蓄积!使始动因素持续

存在!造成
KI@P

继续&在
\SP

所致的
KI@P

中!

\SP

能够导致肺泡巨噬细胞中
VJ%

&

L

介导的炎症

信号通路过度反应!诱导上述细胞因子活化!进而

造成肺损伤&因此!有效地抑制肺泡巨噬细胞中

VJ%

&

L

活性可能是延缓或抑制
KI@P

炎症反应行

之有效的方法&

图
P

!

MQE

干预后肺泡巨噬细胞中
$BI

#

JCG

#

"

蛋白表达及活性变化

!!

K

"

d-5:-.7

印迹结果(

L

"核内
6

&!

蛋白相对表达量(

4

"

VJ%

&

L@VK

结合活性
'

k

"

%

"'"!

与
";

比较(

"

"

%

"'"!

与
U(4

组比较
'

!('

!

$

#*$

!!

K!"

是相对分子质量约
&""""

的胞内锌指蛋

白!最早在人脐静脉内皮细胞中被发现&目前!它

被认为是重要的炎症负性调节因子&多种炎症因

子刺激!如
\SP

'

B\%#

#

及
4@="

等!能够诱导
K!"

表达&本研究中!体外
\SP

刺激大鼠肺泡巨噬细胞

后!

K!"

表达增加!这与以往的研究)

C

*相似&本研究

发现!

K!"

表达高峰期在
\SP

刺激后
#;

!与
B\%#

#

及
<VJ%

%

的分泌时相一致!提示
K!"

与肺泡巨噬

细胞细胞因子的分泌有关&

本研究结果显示!

\SP

刺激后该细胞株中
K!"

蛋白及
)IVK

含量较
U(4

组明显升高!而
B\%#

#

及
<VJ%

%

水平明显降低!表明
K!"

能够抑制肺泡巨

噬细胞分泌
B\%#

#

及
<VJ%

%

&研究)

##%#!

*认为!

B\%#

#

及
<VJ%

%

是与
KI@P

有关的主要近端细胞因子!

在
KI@P

早期主要由巨噬细胞分泌!并通过刺激肺

部的各种效应细胞产生远端细胞因子!起动细胞因

子瀑布&本研究中
K!"

能抑制这两种细胞因子的

分泌!提示
K!"

可能通过抑制肺泡巨噬细胞分泌

<VJ%

%

及
B\%

#

来调控
KI@P

&

VJ%

&

L

在细胞因子瀑布的调节中起重要作

用)

#2%#C

*

&在
\SP

诱导的
KI@P

中!

VJ%

&

L

通路是

主要的炎症信号通路之一!它能够调节多种促炎因

子的表达及分泌!如
<VJ%

%

'

B\%

#

'

B\%$

等&

VJ%

&

L

的结合序列在巨噬细胞来源的很多细胞因子#包括

<VJ%

%

'

B\%#

#

!

B\%$

和
B\%&

$启动子中被发现&既往

研究)

=

*发现!

K!"

能够抑制
VJ%

&

L

活化及
<VJ%

%

和
B\%#

诱导的信号通路传导&

VJ%

&

L

活化过程涉

及多个蛋白的泛素化!包括
`K\<#

'

<IKJ$

!而

K!"

蛋白能够脱去这些蛋白的泛素化链!从而调控

VJ%

&

L

的活化&本研究中给予
\SP

刺激后!与

U(4

组相比!

K!"

组各个时间点核内
6

$C

蛋白含量

及
VJ%

&

L@VK

结合活性都明显降低!表明
K!"

能

抑制肺泡巨噬细胞
VJ%

&

L

表达及活性&由于
VJ%

&

L

能调节
<VJ%

%

'

B\%#

#

分泌!故综合以上研究结

果!

K!"

可能通过抑制
VJ%

&

L

而调控
<VJ%

%

'

B\%#

#

分泌!进而抑制肺泡巨噬细胞炎症反应!在
KI@P

炎症反应中起负性调节作用&
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