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培养
-1

&其余组相同条件下培养
;1

!加

入
''f9:

试剂孵育
;L

后用酶标仪检测各组
E5

值"

!4#4C

!

*=6>=G7B@2>

检测
!

按上
!4-4/

所示进行分组细胞培

养!试验组在加入
%U9!:

前!

-8]

!

/[',

0

预培养
!1

&试验组

加入
%U9!:

后!

-8]

!

/[',

0

培养
-.K37

!收集各组细胞"以

核蛋白(浆蛋白抽提试剂盒分别提取细胞胞质蛋白及细胞核蛋

白!以二喹啉甲酸法$

Z'<

%蛋白浓度测定试剂盒$增强型%检测

蛋白浓度!每个样本选取等量蛋白$

-/

%

N

%!依次进行电泳#转

膜#封闭#抗体孵育等步骤!最终利用电化学发光$

M'U

%发光液

显色!采用
%K?

N

=e

软件对图像进行分析!检测
%

)

Z

!

和
RS9

)

Z

E

#/

蛋白表达情况"

!4$

!

统计学处理
!

采用
&T&&!84.

版统计学软件对数据进行

统计分析"计量资料用
Dc>

表示!组间比较采用
7

检验!不符

合正态分布时采用秩和检验&计数资料用率表示!组间采用
"

0

检验!检验水准
!

a.4./

!以
!

$

.4./

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"4!

!

%U9!:

及
%U9!:K)R<

的检测结果
!

TZ'

组血浆中
%U9

!:

的水平明显高于健康对照组$

!

$

.4./

%&

TZ'

组
%U9!:K)9

R<

的相对表达量较健康对照组比较差异有统计学意义$

!

$

.4./

%!见图
!<

$

Z

"

"4"

!

'P;

i

Q

细胞纯度及百分率并行细胞计数的结果
!

TZ'

组表达
%U9!:)

!

的
'P;

i

Q

细胞百分率高于健康对照组$

!

$

.4./

!图
!'

%"经流式细胞术检测!可以看出经磁珠分选后的

细胞纯度高且分选完全$图
0

%"经磁珠分选后细胞计数!

!KU

全血中
'P;

i

Q

细胞计数!

TZ'

组中的
'P;

i

Q

细胞量与健康

对照组相比明显升高$

!

$

.4./

%!见图
!P

"

!!

<

'两组血浆中
%U9!:

表达水平&

Z

'两组
TZ('

中
%U9!:K)R<

的表达情况&

'

'表达
%U9!:)

!

的
'P;

i

Q

细胞百分率&

P

'磁珠分选后!

!KU

全

血中
'P;

i

Q

细胞计数"

图
!

!!

两组
%U9!:

和
'P;

i细胞检测结果

-":!

重庆医学
0.!8

年
/

月第
;#

卷第
!;

期



!!

<

'磁珠分选前
TZ('

中
'P;

i

Q

细胞百分数&

Z

'磁珠分选后细胞滤液中
'P;

i

Q

细胞百分数&

'

'磁珠分选
'P;

i

Q

细胞纯度"

图
0

!!

流式细胞术检测结果

!!

<

'

%U9!:

刺激前
TZ'

组
'P;

i

Q

细胞&

Z

'

%U9!:

刺激后
TZ'

组

'P;

i

Q

细胞"

图
-

!!

镜下
%U9!:

刺激前后
'P;

i

Q

细胞的增殖!

0̀..

"

"4#

!

'P;

i

Q

细胞增殖率
!

磁珠分选并培养
'P;

i

Q

细胞!经

%U9!:

刺激后
TZ'

组
'P;

i

Q

细胞均被刺激增殖!

TZ'

组增殖

率明显高于健康对照组!差异有统计学意义$

!

$

.4.!

%!见表

!

#图
-

"

"4$

!

*=6>=G7B@2>

检测
%

)

Z

!

#

RS9

)

Z

E

#/

蛋白表达水平
!

未给

予
%U9!:

刺激时!

TZ'

组
%

)

Z

!

蛋白表达量明显低于健康对照

组!

RS9

)

Z

E

#/

蛋白表达量明显高于健康对照组$

!

$

.4.!

%"

给予
%U9!:

刺激后!各组中
%

)

Z

!

蛋白相对表达量相均有所下

降#

RS9

)

Z

E

#/

蛋白相对表达量均有所上调!且
TZ'

组更加明

显$

!

$

.4.!

%!见表
0

!图
;

"

表
!

!!

%U9!:

对
'P;

i

Q

细胞增殖的影响!

Dc>

)

&a/

"

组别
%U9!:

$

$

%

E5

值
%U9!:

$

i

%

E5

值 增殖率$

[

%

健康对照组
.4/8.c.4.// .4#-8c.4./! !!4:/c.4.0#

TZ'

组
.4#0"c.4!.: .488"c.4!.- 0;4:-c.4./-

?

!!

%U9!:

$

$

%'未经
%U9!:

刺激&

%U9!:

$

i

%'经
%U9!:

刺激后&

?

'

!

$

.4.!

!与健康对照组比较"

表
0

!!

各组蛋白经
%U9!:

刺激前后表达相对灰度值!

Dc>

)

&a/

"

组别
%

)

Z

!

蛋白

%U9!:

$

$

%

%U9!:

$

i

% 下调率$

[

%

RS9

)

Z

E

#/

蛋白

%U9!:

$

$

%

%U9!:

$

i

% 下调率$

[

%

TZ'

组
.4/8.c.4!."

?

.4-8#c.4!..

?

-;4-8

?

.4#./c.4.;;

?

.4"80c.4.:8

?

#!4-/

?

健康对照组
.4:"-c.4.;# .48/8c.4.#- !/40/ .4;0"c.4.;# .4/0;c.4.!- 0-4"!

!!

%U9!:

$

$

%'未经
%U9!:

刺激&

%U9!:

$

i

%'经
%U9!:

刺激后&

?

'

!

$

.4./

!与健康对照组比较"

图
;

!!

两组
*=6>=G7B@2>

条带

#

!

讨
!!

论

TZ'

是一种以肝内小胆管渐进性破坏导致慢性胆汁淤

积#汇管区炎症#纤维化并可能导致肝硬化最终发展为肝衰竭

为特征的
<%P

)

8

*

"其可能是环境因素与遗传因素相互作用的

结果)

!

!

:

*

"

P̂'<

作为唯一被美国
SP<

批准的用以治疗
TZ'

的药物可以防止门脉高压#食管静脉曲张并延迟需要肝移植的

时间)

"

*

!对于处于第
!

或第
0

阶段的患者!经
P̂'<

治疗!其

生存率与年龄相一致的健康者相接近)

!.

*

!但并非对所有的患

者都有效)

!!

*

!最终需要肝移植"需要指出的是!经国内外专家

取得共识!如经早期诊断及规范化治疗!大部分患者不一定会

发展至肝硬化!然而-肝硬化.的名字会给患者在工作及生活上

带来较大精神压力!建议将-原发性胆汁性肝硬化.更名为-原

发性胆汁性胆管炎.

)

!0

*

"

本研究分别检测了
TZ'

组
TZ('

中
%U9!:K)R<

相对表

达量#表达
%U9!:)

!

的
'P;

i

Q

细胞百分率及血浆中
%U9!:

水

平!结果显示其各项指标表达水平较健康对照组均明显升高!

提示
%U9!:

与
TZ'

的发病相关且其可能通过
'P;

i

Q

细胞介

导
TZ'

的发病"

%U9!:

是
!""/

年发现的具有诱导干扰素
*

$

%SR9

*

%高水平表达作用的细胞因子!其可通过多种途径促进

;":!

重庆医学
0.!8

年
/

月第
;#

卷第
!;

期



QL!

型免疫反应!如诱导
QL!

细胞和
Rf

细胞产生
%SR9

*

!与

%U9!0

具有协同作用!诱导
QL!

细胞产生
%SR9

*

)

!-9!;

*

"

%U9!:

还可促进新生
'P;

i

Q

细胞的增殖!并诱导
'P;

i

Q

细胞极化

为
QL!

细胞!进一步分泌
%SR9

*

"研究表明!

TZ'

患者血清中

的细胞因子以
QL!

细胞分泌的
%U90

#

%SR9

*

#肿瘤坏死因子
!

$

QRS9

!

%升高为主!而作为炎性细胞因子的
%SR9

*

介导的炎症

反应是
TZ'

肝脏病理损伤的原因之一"而
%U9!:

能诱导

'P;

i

Q

细胞增殖#极化为
QL!

细胞并分泌
%SR9

*

"因此!

%U9

!:

在增强
QL!

型免疫应答上起着重要调节作用"另据
e26L3

等)

!/

*的研究!浸润于肝组织汇管区的
Q

淋巴细胞以
'P;

i

Q

细胞居多!且原位杂交分析
TZ'

患者汇管区表达
%SR9

*

K)9

R<

明显增加!并总结了
TZ'

肝浸润淋巴细胞中以
QL!

为主"

而有关
%U9!:

在
TZ'

中的研究却很少报道"

d?K?72

等)

!#

*虽

然对
TZ'

患者血清中的
%U9!:

做了相关研究!本研究结果与

其相符合!但其并没有深入到基因水平!也没有对其相关信号

通路进行研究!而本研究恰好弥补了这方面的不足!更加全面"

%U9!:)

可表达于
QL!

细胞表面而
QL0

细胞不表达!由
!

#

'

两

个亚单位组成"研究报道!

%U9!:)

的
!

9

亚单位缺失的小鼠不

能与
%U9!:

产生反应!表明受体
!

9

亚单位在应答反应中起关键

作用)

!89!:

*

"结合
TZ'

患者
'P;

i

Q

细胞中以
QL!

型细胞占主

导作用的免疫学特点及
%U9!:

在
Q

细胞免疫中的生物学作用!

提示
%U9!:

与
'P;

i

Q

细胞表面
%U9!:)

!

结合!从而发挥其增

殖
Q

细胞功能并促进其极化为
QL!

细胞!介导
QL!

型细胞免

疫!从而攻击胆管上皮细胞发生炎症坏死!并导致肝内胆汁淤

积!造成肝脏的病理损伤"

在细胞增殖实验中!运用免疫磁珠分选法对外周血
TZ('

中的
'P;

i

Q

细胞进行分离!用流式细胞术对分选后的细胞进

行纯度测定!结果显示磁珠分选的细胞纯度高并且分选完全!

为后续实验奠定基础"运用
''f9:

法进行预实验时!在未添

加
%U90

和植物血凝素$

T+<

%的情况下!细胞不仅不增殖而且

存活率低#病死率高!在细胞培养基内加入
T+<

及
%U90

可有

效促进细胞的增殖#分化"使用
T+<

和
%U90

诱导
Q

淋巴细

胞增殖是科研实验中最常用的免疫学方法"目前研究表明!

%U90

信号转导依靠
e?7D6

激酶
9

信号转导子和转录激活子

$

e<f9&Q<Q

%信号转导途径"

%U90

与其受体结合后!通过活化

蛋白酪氨酸激酶
e<f!

及
e<f-

激活信号转导及转录激活因

子
&Q<Q/

!活化的
&Q<Q/

进入细胞核后可促使细胞进入分裂

周期)

!"

*

"

%U90

信号转导途径与本实验研究
%U9!:

激活
'P;

i

Q

细胞
RS9

)

Z

信号途径并不一致!未对本实验造成干扰"以
%U9

!:

重组蛋白对经
%U90

及
T+<

作用后的
'P;

i

Q

细胞进行体

外刺激实验!结果表明!相对于未经
%U9!:

刺激而言!

TZ'

组与

健康对照组
'P;

i

Q

细胞均增殖!提示
%U9!:

可以促进
'P;

i

Q

细胞的增殖"

TZ'

组增殖更为明显!且前期实验证实
TZ'

患

者外周血中表达
%U9!:)

!

的
'P;

i

Q

细胞增多!进一步证实

TZ'

患者外周血中存在大量增殖能力强#对
%U9!:

刺激敏感度

高的
'P;

i

Q

细胞"

%U9!:

可以通过
RS9

)

Z

通路#

e<f

(

&Q<Q

通路#

'9eD7

氨

基末端激酶$

eRf

%通路等多条信号转导通路发挥其促炎作用"

其中
RS9

)

Z

是机体内重要的核转录因子!参与多种生理病理

过程!由
E

/.

和
E

#/

两个多肽链单位组成异源二聚体!其中

E

#/

是抑制蛋白
%

)

Z

的结合部位!参与转录的起始调节"在细

胞的细胞质中!

E

#/

与
%

)

Z

稳定结合!被外来因素刺激后!

%

)

Z

磷酸化降解!

RS9

)

Z

随即被活化进入细胞核内"

%

)

Z

家族为

RS9

)

Z

抑制蛋白!

%

)

Z

!

作为
%

)

Z

家族
"

个成员中最为经典的成

员)

0.

*

!在
RS9

)

Z

活化过程中是作用最强的负反馈因子"静息

状态下!其能够与
RS9

)

Z

E

#/

稳定结合!接受刺激冲动时能快

速活化与之解离!故
%

)

Z

!

是研究
RS9

)

Z

信号通路激活状态的

最佳指标"因此!本试验选择与
%

)

Z

可以稳定结合的
RS9

)

Z

E

#/

及
%

)

Z

!

作为
RS9

)

Z

信号通路是否活化的检测指标"对未

经
%U9!:

刺激的各研究组细胞质蛋白
%

)

Z

!

和核蛋白
RS9

)

Z

E

#/

进行
*=6>=G7B@2>

检测!结果显示
TZ'

组细胞质蛋白
%

)

Z

!

明显低于健康组#核蛋白
RS9

)

Z

E

#/

明显高于健康组!提示

TZ'

患者
'P;

i

Q

细胞中
RS9

)

Z

信号通路处于相对较高的激

活状态"外源性给予
%U9!:

刺激后!

TZ'

组
'P;

i

Q

细胞胞质

蛋白
%

)

Z

!

表达进一步降低!胞核蛋白
RS9

)

Z

E

#/

表达进一步

增高!证实在
TZ'

患者
'P;

i

Q

细胞中
RS9

)

Z

信号通路可以

被
%U9!:

高度激活"因此!本研究推测在
TZ'

患者体内!由于

%U9!:

的增高导致
'P;

i

Q

细胞中
RS9

)

Z

信号通路的高度激

活!产生大量炎性因子!这些因子共同作用引起肝内胆管上皮

细胞的损伤!肝内胆汁淤积症状逐渐加重!最终引起
TZ'

的

发生"

总的来说!本研究进一步证实了
%U9!:

与
TZ'

发病的相

关性!并表明其可以通过介导
'P;

i

Q

细胞的
RS9

)

Z

信号通路

的激活参与
TZ'

的细胞免疫炎症反应!这提示
%U9!:

的干预

有可能成为
TZ'

有效治疗新的靶点"介于其发病机制的复杂

性且仍有约
!

(

-

患者对
P̂'<

应答欠佳而最终需要进行肝移

植)

0!

*

!对
TZ'

研究十分必要!有关其与信号传导通路及天然

免疫的关系!需进一步研究"
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红景天与维生素
M

目前均已广泛应用于抗疲劳的治疗与

预防中!而本研究将两种药物联合起来通过实验小鼠进行研究

分析!充分发挥两种药物的自身优势!证实了两种药物联合应

用在小鼠动物模型中的安全性与有效性!但由于本次动物试验

仅仅针对用药$连续用药
0

周%后的
;

周进行研究!研究时间段

较短!且并未在运动期间给药!因此在今后研究中将在运动前

及运动期间均给予药物治疗!有望取得更好的效果&与此同时

小鼠的膳食营养对骨骼肌损伤的保护作用未进行研究!也将在

今后进一步探讨"此外!既往研究表明红景天具有很强的调节

免疫功效)

"

*

!本课题组将对免疫功能与肌肉损伤方面进一步研

究!为日后的临床实践提供完善的理论基础"
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