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$蛋白表达!
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受体有助于降低脂多糖诱导的肺微血管内皮细胞损伤%但盐酸戊乙奎醚上调
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脓毒症是当前急危重症患者的主要死亡原因之一&
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是此过程中最容易受到损伤的靶器官之一#主要表现为急性肺
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%#该成分也是脓毒症*

A;3

的主要致病因子之一)血管内皮细胞的损伤是脓毒症急性肺

损伤中的一个重要环节#脂多糖与受体结合后#可通过激活炎

性细胞因子直接及间接损伤肺微血管内皮细胞#增高肺微血管

通透性#最终引起急性肺损伤&
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%#商品名长托宁#由军事医学科

学院设计合成)
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抑制蛋白$

)

.FJJC+D#,+

%是当今生物学中信号

传导研究领域的热点之一#是
b

蛋白耦联受体通路的负调控

蛋白#本课题组前期研究发现#盐酸戊乙奎醚可上调
)

.FJJC+D#,.

$

表达#减轻脓毒症肺损伤 &
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)而盐酸戊乙奎醚是一种
7$

*
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选择性胆碱能受体阻滞剂)本研究拟通过
7'

受体
+G@.

>A

干扰转染人肺微血管内皮细胞#利用
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与细胞共同孵

育#模拟体外脓毒症状态#通过观察盐酸戊乙奎醚对细胞骨架

变化#内皮细胞乳酸脱氢酶$
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%蛋白表达以及
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.FJJC+D#,.$

表达的影响#观察
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在
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诱导的肺微血管内皮细胞损伤中的作用#并探讨盐酸戊乙

奎醚上调
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.FJJC+D#,.$

的作用是否与
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受体的存在有关)
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R9#C,4CHH

公司%#
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培养基$
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公司#美国%#盐酸戊乙奎醚$批号!
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#成都力思特制药厂%#无血清培养基中$
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;#IC:C9G,"H"

E

#C+
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$
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公司#美国%#
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染液$碧云天公司%#抗

荧光淬灭封片剂$碧云天公司%#
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一抗$
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胎牛血清
@T73$)0%

培养基#置于
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培养

箱中培养#隔天换液#相差显微镜下观察#培养瓶中单个细胞呈

梭形或多边形#细胞株不断生长*分化后#融合呈典型铺路石样

排列)待细胞培养至
/%]

左右融合时#吸弃培养液#用
T8R

冲

洗
1

次)用
'-Z

预温的
%&12]

胰蛋白酶消化
1

#

'M#,

#加
'

M;

培养基终止消化#吹打混匀成悬液#计数后按
$g1

比例传

代#实验取
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#

)

代细胞)

?&A

!

分组及处理
!

将已长成致密单层的内皮细胞用培养基稀

释成细胞悬液#以
$\$%

2 个"
M;

的密度接种于
)

孔板$每孔
1

M;

%或培养瓶$每瓶
0M;

%中#采用随机数字表法将其分为
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组!
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%*盐酸戊乙奎醚
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转染组$
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%和盐酸戊乙奎醚
f ;TRf7'+G@>A

转染组
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%)含
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受体
+G@>A

质粒的构建及转染委托武汉谷歌生

物公司完成)在
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的
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K

D#.7X7

无血清培养基中加入含

7'

受体
+G@>A

的质粒#另取
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&

;V

K

D#.7X7

无血清培养

基#加入
0&2

&

;

脂质体
1%%%

试剂#混匀后室温静置
1%M#,

#进

行转染)以含
7'

受体
+G@>A

转染细胞后#孵育
10G

)

A

组!

正常细胞加入终浓度为
%&$

&
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"

M;

的
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孵育
$G

(
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组!正

常细胞先加入终浓度为
1&%

&

E

"

M;

的盐酸戊乙奎醚#孵育
$G

时加入终浓度为
%&$

&

E

"

M;

的
;TR

继续孵育
$G

(

4

组!以含

7'

受体
+G@>A

的质粒转染细胞
10G

时加入终浓度为
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E
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的
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孵育
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受体
+G@>A

的质粒转

染细胞
10G

时加入终浓度为
1&%
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M;

的盐酸戊乙奎醚孵育
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后#加入终浓度为
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"
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继续孵育
$G
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免疫双荧光标记
.

激光共聚焦显微镜观察肌动蛋白骨架

变化
!

将内皮细胞用胰蛋白酶消化并制成细胞悬液#吹打均匀

后滴于盖玻片上#取出盖玻片按以下流程处理!

T8R

漂洗#

0]

多聚甲醛室温固定
2M#,

#细胞生长至融合后加入罗丹明标记

的鬼笔环肽并在室温下孵育
0%M#,

)

T8R

漂洗#滴加
<AT3

染

液#在黑暗中室温孵育
$%M#,

)采用
4FJHiC#++-

激光扫描共

聚焦显微镜$

4FJHiC#++Ab

#德国%观察细胞骨架的变化)

?&D

!

;<=

水平测定
!

取出加入处理因素后的
)

孔板#每组取

两板#任选
$%

个培养孔#于
)%M#,

时间点#按照
;<=

试剂盒

说明书进行操作#用
1

#

0.

二硝基苯肼显色法检测
;<=

水平)

?&E

!

免疫细胞荧光染色法检测
4̀A7.$

蛋白表达
!

取出加

入各种处理因素后的
)

孔板#放置灭菌盖玻片#用
0]

多聚甲

醛固定#

T8R

冲洗后稍甩干#用组化笔在盖玻片中间细胞分布

均匀的位置画圈#加
$%%

&

;

浓度为
%&$]

的破膜工作液#室温

孵育
$%M#,

后
T8R

冲洗#一抗覆盖组织#爬片置于冰箱内
0Y4

孵育过夜)次日取出爬片后
T8R

冲洗
'

次#去除
T8R

后滴加

与一抗相应种属的二抗#避光室温孵育
2%M#,

后#

T8R

冲洗)

滴加
<AT3

染液#室温下避光孵育
$%M#,

#

T8R

冲洗后稍甩干#

将有细胞的一面朝下用抗荧光淬灭封片剂将玻片封固在载玻

片上封片)采用全自动图像分析系统
>3R.CHCMC,D+?'&1

对阳

性染色进行分析#测定
4̀A7.$

阳性表达的平均吸光度值

$

V<

%#随机选取
2

个高倍视野#测定阳性表达的吸光度值#取

平均值反映
4̀A7.$

的表达)

?&G

!

dC+DCJ,NH"D

法
!

每组取
2

个培养瓶#收集细胞#检测
)

.

FJJC+D#,.$

表达)采用蛋白抽提试剂提取蛋白)取
0%

&

E

蛋白#

上样进行
R<R.TAbX

蛋白电泳#分离的蛋白随后转印至

T̀ <?

膜#膜在封闭液中$

2]

脱脂奶粉溶于
T8R

缓冲液
.

%&%2]:OCC,1%

%室温作用
$G

封阻非特异性结合)再分别

加入
)

.FJJC+D#,.$

一抗和
)

.F9D#,

一抗#

0Z

孵育过夜#用
:8R:

漂洗滤膜
'

次#每次
2M#,

后#加入二抗
=@T.

羊抗兔
3

E

b

#于

室温平缓摇动孵育
'%M#,

#用
:8R:

漂洗滤膜
'

次#每次
2

M#,

#进行增强化学发光反应)采用
AH

K

GFXF+C?4

分析软件

处理系统分析目标带的光密度值)

?&H

!

实时荧光定量
T4@

检测
)

.FJJC+D#,.$M@>A

表达
!

主要

步骤包括采用
:J#U"H

提取总
@>A

*逆转录合成
9<>A

及实时

荧光定量
T4@

)

)

.FJJC+D#,.$

上游引物!

44AA4AA4A44AA.

4AAbA4bb

#下游引物!

4b4::4:4:4bb::A::bb4

#扩

增片段长度
$('N

K

)内参
)

.F9D#,

上游引物!

b:44A44b.

4AAA:b4::4:A

#下游引物!

:b4:b:4A44::4A44b:.

:4

#扩增片段长度
$(%N

K

)

T4@

反应体系!

1\

P

T4@ 7#S

!

$1&2

&

;

#

1&2

&

M"H

"

;

内标引物!

1&%

&

;

#反转录产物!

1&%

&

;

#

!!=

1

V
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