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锌指蛋白Ａ２０对大鼠腹膜透析相关性急性腹膜炎症反应的影响


邹循亮，鄢巨振，徐　刚，吴　平

（杭州师范大学附属医院肾内科，杭州３１００１５）

　　摘　要：目的　探讨锌指蛋白Ａ２０对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的大鼠腹膜透析相关性急性腹膜炎模型腹膜组织ＣＤ４０表达、ＩκＢα磷

酸化及腹腔局部炎症反应的影响。方法　将２４只雄性ＳＤ大鼠随机分为４组，每组６只。对照组：腹腔注入４．２５％葡萄糖乳酸

盐腹膜透析液（简称腹透液，９０ｍＬ／ｋｇ）；ＬＰＳ组：ＬＰＳ１ｍｇ／ｋｇ腹腔注入４ｈ后，再注入腹透液；转染Ａ２０组及空载体组：超声微泡

转染ｐＧＥＭＴｅａｓｙＡ２０或ｐＧＥＭＴｅａｓｙ质粒至大鼠腹膜组织３ｄ后相继注入ＬＰＳ及腹透液。注入腹透液４ｈ后处死大鼠，留取

腹水、壁层及脏层腹膜组织。常规腹膜组织 Ｍａｓｓｏｎ、ＨＥ染色和腹水白细胞计数；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测腹膜组织 Ａ２０、ｐＩκＢα、ＩκＢα、

ＣＤ４０蛋白的表达；ＲＴＰＣＲ检测腹膜组织ＣＤ４０ｍＲＮＡ的表达；ＥＬＩＳＡ法检测腹水中ＩＬ６水平。结果　ＬＰＳ可诱导腹膜组织表

达Ａ２０。与ＬＰＳ组及空载体组相比，转染Ａ２０组大鼠腹膜组织水肿明显减轻、炎细胞浸润及腹水白细胞计数均减少，腹膜组织ｐ

ＩκＢα／ＩκＢα比值、ＣＤ４０ｍＲＮＡ及蛋白表达、腹水ＩＬ６水平均明显降低（犘＜０．０５）；与对照组相比，转染 Ａ２０组腹膜组织ｐＩκＢα／

ＩκＢα比值和腹水ＩＬ６水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），但ＣＤ４０ｍＲＮＡ及蛋白表达明显升高（犘＜０．０５）。结论　大鼠腹膜组

织过表达Ａ２０可抑制ＬＰＳ诱导的大鼠急性腹膜炎症反应，并对ＬＰＳ信号通路中相关功能蛋白起一定的调控作用。
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　　细菌性腹膜炎是持续性不卧床腹膜透析（ＣＡＰＤ）的主要

并发症之一，亦是导致透析失败的主要原因之一。革兰阴性细

菌产生的脂多糖（ＬＰＳ）是导致腹膜炎症的强力介质。ＬＰＳ可

与Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）４结合，激活核转录因子κＢ（ＮＦκＢ），诱

导促炎性细胞因子的产生，导致腹膜间皮细胞（ＲＰＭＣｓ）ＣＤ４０

及白细胞介素６（ＩＬ６）等表达增高，发生炎症反应
［１］。

锌指蛋白Ａ２０是ＴＬＲ下游信号效应的负性调节者，可负

性调节ＮＦκＢ活性。作者已在体外实验证实，大鼠ＲＰＭＣｓ过

表达Ａ２０可抑制ＬＰＳ诱导的ＲＰＭＣｓ炎症效应
［２］。本文旨在

从体内实验进一步探讨Ａ２０对ＬＰＳ诱导的大鼠急性腹膜透析

相关性腹膜炎症反应的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级ＳＤ雄性大鼠（２５０～３５０ｇ），由杭州

师范大学动物实验中心提供。

１．１．２　主要试剂及仪器　４．２５％葡萄糖乳酸盐腹透液（美国，
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Ｂａｘｔｅｒ），ＬＰＳ（美国，Ｓｉｇｍａ），ＳＡＢＣ组化反应试剂盒（武汉，博

士德），细胞裂解液（美国，ＣＳＴ），兔抗大鼠 Ａ２０抗体（美国，

ＣＳＴ），兔抗大鼠ｐＩκＢα抗体、ＩκＢα抗体（美国，ＣＳＴ），兔抗大

鼠ＣＤ４０抗体（美国，Ａｂｂｉｏｔｅｃ），小鼠抗大鼠βａｃｔｉｎ抗体（武

汉，博士德），山羊抗兔ＩｇＧ（丹麦，Ｄａｋｏ），山羊抗小鼠ＩｇＧ（美

国，ＣＳＴ），Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（美国，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＲＮＡ逆转录试剂

盒（立陶宛，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），质粒提取试剂盒（美国，ＱＩＡＧＥＮ

ＰｌａｓｍｉｄＭｅｇａＫｉｔ），发泡剂（意大利，Ｍｉｌａｎｏ），超声仪（比利时，

ＦＹＳＩＯＭＥＤＳｏｎｉｃ１５Ｃ），大鼠ＩＬ６ＥＬＩＳＡ 试剂盒（奥地利，

ＢｅｎｄｅｒＭｅｄＳｙｓｔｅｍｓ），Ａ２０质粒（ｐＧＥＭＴｅａｓｙＡ２０）由上海捷

瑞生物工程有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　体内基因转染　按试剂盒说明书提取ｐＧＥＭＴｅａｓｙ

Ａ２０质粒，将提取的质粒用生理盐水稀释；每支发泡剂用５ｍＬ

生理盐水溶解，二者以体积比１∶１充分混匀，Ａ２０终浓度为

１００μｇ／ｍＬ，以６ｍＬ注射入大鼠腹腔后体外超声处理。方法

简述：１０％水合氯醛麻醉，腹腔内注射外源基因Ａ２０混合物充

分按摩腹部，涂螯合剂，首先选择１ＭＨＺ超声，超声输出功率

为２．６Ｗ／ｃｍ２，输出频率为１０％，超声８ｍｉｎ，过程中不断变换

超声位置，完成以上操作后，将大鼠腹部朝下，使液体聚集于壁

层腹膜处，再超声５ｍｉｎ。最后选择３ＭＨＺ超声，输出功率和

输出频率不变，超声５ｍｉｎ。

１．２．２　实验模型及分组　２４只ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠随机分

为４组，每组６只。（１）对照组；（２）ＬＰＳ组；（３）转染 Ａ２０组

（ｐＧＥＭＴｅａｓｙＡ２０＋ＬＰＳ）；（４）空载体组（ｐＧＥＭＴｅａｓｙ＋

ＬＰＳ）。各组受试因素如下：对照组腹腔注入腹透液（９０ｍＬ／

ｋｇ）；ＬＰＳ组腹腔注入ＬＰＳ（无菌生理盐水稀释）１ｍｇ／ｋｇ，４ｈ

后再注入腹透液（９０ｍＬ／ｋｇ），建立腹透相关性急性腹膜炎模

型［３］；转染Ａ２０组及空载体组在基因转染３ｄ后建模，然后相

继注入ＬＰＳ及腹透液；各组腹透液留腹４ｈ后乙醚麻醉下处死

动物。留取腹水、肠系膜组织－８０℃冻存，腹腔前壁壁层腹膜

及脏层腹膜以４％多聚甲醛固定用于常规病理检测。

１．２．３　腹膜组织 Ｍａｓｓｏｎ、ＨＥ染色　取石蜡包埋的壁层及脏

层腹膜组织，４μｍ切片，６０℃烘干融蜡，二甲苯脱蜡，乙醇梯

度脱水，常规 Ｍａｓｓｏｎ、ＨＥ染色，光镜下观察腹膜组织病理

改变。

１．２．４　腹水白细胞计数　采用血细胞计数板计数。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测腹膜组织Ａ２０、ｐＩκＢα、ＩκＢ、ＣＤ４０、β

ａｃｔｉｎ蛋白表达　取液氮内冻存的脏层腹膜组织约１００ｍｇ，研

磨后加入细胞裂解液，４℃，１４０００ｇ离心１５ｍｉｎ，以ＢＣＡ法检

测上清中蛋白水平。取等量蛋白与２×上样缓冲液混合煮沸

１０ｍｉｎ后上样，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。电泳后以４００ｍＡ，

４℃，１ｈ，电转膜于硝酸纤维素膜，以含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ

封闭６０ｍｉｎ后，分别加入兔抗大鼠Ａ２０抗体（１∶１０００），兔抗

大鼠ｐＩκＢα、ＩκＢ抗体（１∶１０００），兔抗大鼠ＣＤ４０（１∶５００），小

鼠抗大鼠βａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００），山羊抗兔ＩｇＧ（１∶１０００）、山

羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶１０００），室温孵育１ｈ，洗膜，显影、定影。自

动成像系统成像并分析。实验重复６次。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ检测腹膜组织ＣＤ４０ｍＲＮＡ的表达　按Ｔｒｉｚｏｌ

试剂盒提供的方法提取大鼠腹膜组织标本总ＲＮＡ，取２μＬ总

ＲＮＡ按逆转录试剂盒操作说明合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应条件如

下：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延

伸４５ｓ，共３６个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取４μＬＰＣＲ产

物在１．５％琼脂糖凝胶上进行电泳，凝胶自动成像仪进行成像

并分析。实验重复６次。ＰＣＲ引物由ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计，

上海生工生物公司合成，以ＧＡＰＤＨ为内参。见表１。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ法检测腹水ＩＬ６蛋白水平　按照ＩＬ６ＥＬＩＳＡ

试剂盒操作说明测定大鼠腹水中ＩＬ６蛋白水平，４５０ｎｍ波长

进行ＥＬＩＳＡ读数，ＩＬ６水平计算结果以ｐｇ／ｍＬ表示。实验重

复６次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析。计

量资料以狓±狊表示或以中位数和范围表示。两组间比较采用

独立样本狋检验，多组间均数比较用方差（ＡＮＯＶＡ）分析或

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ａ２０过表达对腹膜炎大鼠腹膜组织结构病理改变的影响

　Ｍａｓｓｏｎ染色见ＬＰＳ组及空载体组壁层腹膜组织明显水肿，

而转染Ａ２０组腹膜组织水肿明显减轻，见图１。ＨＥ染色见

ＬＰＳ组及空载体组脏层腹膜组织间质水肿明显，可见大量的淋

巴细胞及浆细胞弥漫性浸润，毛细血管极度扩张充血；而转染

Ａ２０组腹膜组织间质水肿较轻，可见散在的淋巴细胞及浆细胞

浸润，毛细血管轻度扩张充血，见图２。

表１　　ＰＣＲ引物序列和扩增产物

引物 正义链 反义链 扩增产物（ｂｐ）

ＣＤ４０ ５′ＧＴＧＴＧＴＴＡＣＧＴＧＣＡＧＴＧＡＣＡＡ３′ ５′ＡＴＣＣＴＣＡＣＡＧＣＴＴＧＴＣＣＡ３′ ４４２

ＧＡＰＤＨ ５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′ ５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′ ４５２

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：转染Ａ２０组；Ｄ：空载体组。

图１　　４组大鼠壁层腹膜组织结构比较（Ｍａｓｓｏｎ染色×４００）
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　　Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：转染Ａ２０组；Ｄ：空载体组。

图２　　４组大鼠脏层腹膜组织结构比较（ＨＥ染色×２００）

２．２　Ａ２０过表达对腹膜炎大鼠腹水白细胞计数的影响　与对

照组［中位数１０．０８×１０５／ｍＬ，范围（５．７５～１７．６７）×１０５／ｍＬ］

相比，ＬＰＳ 组 ［中 位 数 １７．５９ ×１０５／ｍＬ，范 围 （１１．４７～

３９．６５）×１０５／ｍＬ］及空载体组［１８．９３×１０５／ｍＬ，范围（１１．５６～

３５．７８）×１０５／ｍＬ］腹水白细胞计数显著增加（犘＜０．０１）；与

ＬＰＳ组及空载体组相比，转染 Ａ２０组［中位数１１．３６×１０５／

ｍＬ，范围（８．６８～２５．８５）×１０５／ｍＬ］腹水白细胞计数显著减少

（犘＜０．０５），接近对照组水平（犘＞０．０５）。

２．３　各组大鼠腹膜组织Ａ２０蛋白表达比较　与对照组相比，

ＬＰＳ组及空载体组Ａ２０蛋白表达明显升高（犘＜０．０５）；基因转

染３ｄ后，与ＬＰＳ组及空载体组相比，转染Ａ２０组Ａ２０蛋白升

高更明显（犘＜０．０１）。见图３。

　　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：转染Ａ２０组；４：空载体组。

图３　　各组大鼠腹膜组织Ａ２０蛋白表达比较

　　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：转染Ａ２０组；４：空载体组。

图４　　４组大鼠腹膜组织ＩκＢα蛋白表达比较

２．４　Ａ２０过表达对腹膜炎大鼠腹膜组织ＩκＢα蛋白磷酸化的

影响　ＬＰＳ组及空载体组ｐＩκＢα／ＩκＢα比值与对照组相比明

显升高（犘＜０．０１）；转染Ａ２０后，ｐＩκＢα／ＩκＢα比值与ＬＰＳ组及

空载体组相比显著降低（犘＜０．０１），与对照组比较差异无统计

学性意义（犘＞０．０５）。见图４。

２．５　Ａ２０过表达对腹膜炎大鼠腹膜组织ＣＤ４０ｍＲＮＡ和蛋白

表达的影响　ＬＰＳ组及空载体组ＣＤ４０ｍＲＮＡ和蛋白表达与

对照组相比显著升高（犘＜０．０１）；转染 Ａ２０后与ＬＰＳ组及空

载体组相比，可降低ＣＤ４０ｍＲＮＡ和蛋白表达（犘＜０．０５），但

仍高于对照组（犘＜０．０５）。见图５、６。

　　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：转染Ａ２０组；４：空载体组。

图５　　４组大鼠腹膜组织ＣＤ４０ｍＲＮＡ表达比较

　　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：转染Ａ２０组；４：空载体组。

图６　　４组大鼠腹膜组织ＣＤ４０蛋白表达比较

２．６　Ａ２０过表达对腹膜炎大鼠腹膜组织ＩＬ６蛋白分泌的影

响　ＬＰＳ组及空载体组腹水ＩＬ６水平与对照组相比显著升高

（犘＜０．０５）；转染Ａ２０后腹水ＩＬ６水平与ＬＰＳ组及空载体组

相比明显降低（犘＜０．０５），与对照组相比差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。见图７。

　　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：转染Ａ２０组；４：载体组。

图７　　４组大鼠腹膜组织ＩＬ６蛋白表达比较
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３　讨　　论

ＣＡＰＤ是治疗慢性肾衰竭的重要措施之一，ＲＰＭＣｓ对维

持腹膜结构和功能完整性起重要作用，在腹膜炎症反应中起主

导地位［４］。腹膜炎时，ＲＰＭＣｓ通过释放促炎性细胞因子等炎

症介质，加重炎症反应。

Ａ２０是一种胞浆蛋白，在各种炎症性疾病及其进展过程中

发挥负性调节作用。各种活化ＮＦκＢ的刺激因素均可诱导多

种细胞表达Ａ２０。Ａ２０基因缺陷鼠对亚致死量肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）极其敏感，易导致严重的多脏器炎症反应。Ａ２０对

ＴＮＦ受体和ＴＬＲ／ＩＬ１Ｒ途径活化的 ＮＦκＢ活性产生即时调

控作用，负反馈调节ＮＦκＢ诱导的炎症反应
［５］。

作者用超声微泡转染 Ａ２０基因至大鼠腹膜组织，结果显

示，转染３ｄ后大鼠腹膜组织 Ａ２０蛋白表达显著增高，且过表

达Ａ２０可显著抑制ＬＰＳ诱导的腹膜炎症效应，减轻腹膜组织

水肿、炎细胞浸润程度，减少腹水白细胞计数。提示 Ａ２０在腹

膜炎时可发挥局部防御效应。

Ｏｓｈｉｍａ等
［６］研究表明，Ａ２０是一种即早反应基因，早期负

性调节ＴＬＲ５信号介导的肠上皮细胞炎症反应，可能在先天免

疫反应中发挥与其他负性调节因子相互联系的桥梁作用。本

研究结果显示，ＬＰＳ可迅速诱导大鼠腹膜组织 Ａ２０蛋白表达

增高，但外源性 Ａ２０基因在腹膜组织高表达后不受ＬＰＳ刺激

的影响，提示 Ａ２０在炎症状态下早期发挥内源性调节系统的

作用。在ＬＰＳ诱导肝组织损伤中，吴丽娟等
［７］证实 Ａ２０蛋白

表达的意义在于抑制炎症、减轻肝组织炎症损伤。

ＮＦκＢ在细胞炎症、免疫、分化、增殖和凋亡过程中调节多

种靶基因的表达。Ａ２０是一种泛素编码的蛋白酶，控制靶蛋白

的泛素化及去泛素化过程，通过转录后修饰作用抑制 ＮＦκＢ

活性［８］。ＩκＢα是ＮＦκＢ信号的主要调节者，ＩκＢα磷酸化及随

后降解是ＮＦκＢ信号活化的标志。本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

显示，大鼠腹膜组织过表达 Ａ２０可显著抑制ＬＰＳ诱导的ＩκＢα

磷酸化。

ＣＤ４０是ＴＮＦ受体（ＴＮＦＲ）家族成员之一，细胞表面膜分

子ＣＤ４０是免疫反应中极重要的共刺激分子，ＲＰＭＣｓ功能性

表达ＣＤ４０，ＣＤ４０高表达及活化参与ＣＡＰＤ相关性腹膜炎过

程［９］。ＣＤ４０与其配体ＣＤ４０Ｌ结合，活化 ＮＦκＢ信号，诱导细

胞因子和趋化因子产生。在ＬＰＳ作用下，ＲＰＭＣｓ表达ＣＤ４０、

ＴＮＦα、ＩＬ６等增高
［１］。本研究结果显示，Ａ２０可显著抑制

ＬＰＳ诱导的ＣＤ４０ｍＲＮＡ及蛋白的表达，提示 Ａ２０可在转录

及翻译水平调控ＣＤ４０生物学功能。研究表明，Ｂ淋巴细胞表

达Ａ２０可限制ＣＤ４０和Ｂ细胞受体（ＢＣＲ）的免疫应答，终止

ＣＤ４０触发的ＮＦκＢ信号效应
［１０］。肝细胞过表达 Ａ２０防治鼠

慢性移植肝失功亦与其抑制ＣＤ４０和ＣＤ４０Ｌ表达有关
［１１］。然

而，在本实验结果中，虽然Ａ２０完全抑制ＩκＢα磷酸化，但并未

完全抑制 ＬＰＳ诱导的 ＣＤ４０ｍＲＮＡ 及蛋白的表达，可能与

ＬＰＳ活化其他信号通路，如ＳＴＡＴ１ａ信号途径有关
［１２］。大鼠

腹膜组织过表达Ａ２０可显著抑制ＬＰＳ诱导的ＩＬ６产生，提示

Ａ２０可直接抑制ＬＰＳ诱导的急性炎症反应。

本研究中，作者初步探讨了 Ａ２０在急性腹膜透析相关性

腹膜炎中的保护作用及机制。Ａ２０可负性调节ＬＰＳ诱导的腹

膜炎症反应，并对ＬＰＳ信号通路中相关功能蛋白起一定的调

控作用，其确切机制有待进一步探讨。
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