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!!"摘要#!目的!探讨短发夹?[@"+2.?[@#沉默高迁移率族蛋白$"bYV\$#对脓毒症小鼠肺损伤的保护
作用%方法!采用脂多糖"ML̂ #诱导小鼠脓毒症模型!随机分为磷酸盐缓冲液"L\̂ #组$ML̂ 组$ML̂ i+2.
?[@阴性对照"+2.[U#组和ML̂ i+2.bYV\$组%采用酶联免疫吸附试验"OM_̂@#检测各组小鼠血清前列
腺素O1"LVO1#及炎症细胞因子*肿瘤坏死因子.)"A[̀.)#$白细胞介素"_M.$(#和_M.)+表达水平!并且检测各
组小鼠肺组织髓过氧化物酶"YLX#活性及组织细胞凋亡情况%结果!ML̂ 组小鼠LVO1$A[̀.)$_M.$($_M.)
表达水平均明显高于L\̂ 组!ML̂ i+2.bYV\$组小鼠LVO1$A[̀.)$_M.$($_M.)表达水平均明显低于ML̂ i
+2.[U组!ML̂ 组小鼠肺组织 YLX活性$凋亡细胞比例均明显高于L\̂ 组!ML̂ i+2.bYV\$组小鼠肺组织

YLX活性$凋亡细胞比例均明显低于ML̂ i+2.[U组!差异均有统计学意义"!$%&%;#%结论!ML̂ 诱导的脓毒

症可刺激炎性反应!并对肺组织造成明显损伤%而体内沉默bYV\$可抑制炎性反应!对肺损伤具有保护作用%
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!!目前%脓毒症及其继发的多器官功能障碍综合征
#YXK̂ $是重症监护病房患者的主要死亡原因%全球
每年发病1%%%万例%病死率为'%>&$')多年来%人
们认为全身炎性反应综合征#̂_?̂ $是导致其高发病

率和高病死率的原因%但许多抑制炎症的临床试验均
未能提高患者生存率&1.0')1%$)年脓毒症被重新定义
为由宿主对感染的反应失调引起的 YXK̂ &;'%这将焦
点从 _̂?̂ 转移到了 YXK̂ )但对脓毒症导致器官功
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能障碍的机制的了解仍然非常有限&)'%因此%找到介
导多器官功能障碍的机制是目前深入了解脓毒症病

理生理学的主要挑战)
高迁移率族蛋白$#bYV\$$的过度表达已被证

明是各种疾病中器官损伤的原因)bYV\$可有效
驱动脓毒症的炎性反应%抑制 bYV\$的释放可预防
脓毒症出现严重的多器官功能障碍%并能提高脓毒症
动物存活率&-'%已被确定为脓毒症的重要治疗靶点)
本研究通过建立小鼠脓毒症模型并通过短发夹?[@
#+2.?[@$干扰 bYV\$的表达%从而观察脓毒症小
鼠模型中炎症因子及肺损伤相关分子的表达情况%探
索 bYV\$在脓毒症小鼠模型中对肺损伤的作用)

>!材料与方法

>&>!研究对象
选取)!$%周龄*体重#11W1$F的健康U;-\M"

)小鼠作为研究对象%购自上海史莱克实验动物有限
公司%饲养在特定温度#1;!1-h$*湿度#0;!;%>$
下%自由进食和饮水)随机分为磷酸盐缓冲液#L\̂ $
组*脂多糖#ML̂ $组*ML̂ i+2.?[@ 阴性对照#+2.
[U$组和ML̂ i+2.bYV\$组)

>&?!方法

>&?&>!构建表达+2.?[@慢病毒载体
根据基因库中小鼠 bYV\$基因序列#[Y 2

%%$'$'/(0$设计$条+2.?[@序列和$个阴性对照
#[U$序列%+2.bYV\$ 正向!;j.AAV VAV U@U
@VU@U@ @@AA@V.'j%反向!;j.UA@ @AAAVA
VUAVAVU@UU@@.'j(+2.[U正向!;j.U@@U@@
V@AV@@V@VU@UU@@.'j%反向!;j.AAVVAV
UAUAAU @AU AAV AAV.'j)+2.bYV\$和+2.
[U序列均由上海 9̂,F",生物技术有限公司合成%将
合成的 +2.bYV\$ 和 +2.[U 序列插入质粒载体

4̂_b:.b$.6"4V̀ L中%然后提取和转染质粒)

>&?&?!制作小鼠脓毒症模型

L\̂ 组小鼠腹腔注射L\̂ $%8F"5F(ML̂ 组小

鼠腹腔注射ML̂ $%8F"5F(ML̂ i+2.[U组小鼠腹腔
注射$%8F"5FML̂ *慢病毒携载的+2.[U(ML̂ i+2.
bYV\$组小鼠腹腔注射$%8F"5FML̂ *慢病毒携
载的+2.bYV\$)造模后0/2心脏采血%&18M%并
用0>戊巴比妥$%%8F"5F腹腔注射对小鼠实施安

乐死%获取肺组织)

>&?&@!检测血清前列腺素 O1"LVO1#及炎性细胞
因子

血液标本在室温下保存'%8#,%然后';%%<"

8#,离心$; 8#,#离心半径)68$%分离血清)用

LVO1酶联免疫吸附试验#OM_̂@$试剂盒测定小鼠血
清LVO1水平)用OM_̂@试剂盒检测血清肿瘤坏死
因子.)#A[̀.)$*白细胞介素#_M.$($*_M.)表达水平)
严格按试剂盒说明书进行操作)

>&?&A!测定髓过氧化物酶"YLX#活性
将肺组织在L\̂ 中研磨成匀浆)稀释$%倍后匀

浆在0h离心1%8#,%然后用$8M冰醋酸#;%,8":"

M%4b)&%$重新悬浮%用%&;> UOAXb溶液沉淀%超
声粉碎$%+)使用 YLX比色活性测定试剂盒#南京
建成股份有限公司$按说明书测定 YLX活性%使用酶
标仪在);%,8处测量样品吸光度#@$值%根据标准
曲线计算 YLX活性)

>&?&D!测定组织细胞凋亡
采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的!cAL.生物

素缺口末端标记#Ac[OM$染色测定组织细胞凋亡%
将石蜡包埋的肺组织切成''8厚的切片%二甲苯脱
蜡%乙醇复水%'-h用蛋白酶Q消化$;8#,%使用原
位凋亡检测试剂盒进行Ac[OM检测%严格按试剂盒
说明书进行操作)用奥林巴斯 \T;'̀ 光学显微镜

#0%%Z$观察%用_89F7J软件计数Ac[OM阳性细胞
数%即为凋亡细胞数)实验进行'次)

>&@!统计学处理
采用 L̂̂ 1̂$&%统计软件进行数据分析%计量资

料以-W>表示%采用非配对;检验*单因素方差分析
等)以!$%&%;为差异有统计学意义)

?!结!!果

?&>!对LVO1及炎性细胞因子的影响

ML̂ 组小鼠LVO1*A[̀.)*_M.$(*_M.)表达水平
均明 显 高 于 L\̂ 组%ML̂ i+2.bYV\$ 组 小 鼠

LVO1*A[̀.)*_M.$(*_M.) 表达水 平 均 明 显 低 于

ML̂ i+2.[U组%差异均有统计学意义#!$%&%;$)
表明脓毒症小鼠模型血清LVO1*A[̀.)*_M.$(*_M.)
高表达%而沉默 bYV\$表达后 LVO1*A[̀.)*_M.
$(*_M.)表达水平明显下降)见图$)

!!@!各组小鼠血清LOV1代谢产物水平(\!各组小鼠血清 A[̀.)表达水平(U!各组小鼠血清_M.$(表达水平(K!各组小鼠血清_M.)表达水

平)"!!$%&%;%与L\̂ 组比较(,!!$%&%;%与ML̂ i+2.[U组比较)

图$!!各组小鼠LVO1'炎性细胞因子表达水平比较

1-(' 重庆医学1%11年$1月第;$卷第1'期



?&?!对肺组织 YLX活性的影响

ML̂ 组小鼠肺组织 YLX活性明显高于L\̂ 组%

ML̂ i+2.bYV\$组小鼠肺组织 YLX活性明显低于

ML̂ i+2.[U组%差异均有统计学意义#!$%&%;$)
表明脓毒症小鼠模型肺组织 YLX活性明显升高%而
沉默 bYV\$的表达可降低 YLX活性%对脓毒症小
鼠肺损伤具有保护作用)见图1)

!!"!!$%&%;%与 L\̂ 组比较(,!!$%&%;%与 ML̂ i+2.[U组

比较)

图1!!各组小鼠肺组织 YLX活性比较

?&@!对肺组织细胞凋亡的影响

与L\̂ 组比较%ML̂ 组小鼠肺组织有明显的炎性

反应%表现为大量中性粒细胞聚集%明显肺水肿%肺组
织凋亡细胞比例明显升高%ML̂ i+2.bYV\$组小鼠
肺组织中性粒细胞聚集和肺水肿较ML̂ i+2.[U组
明显减轻%凋亡细胞比例明显下降%差异均有统计学
意义#!$%&%;$)表明ML̂ 诱导的脓毒症小鼠模型

可造成肺组织病理损伤%而沉默 bYV\$的表达可减
轻肺损伤)见图'*0)

!!"!!$%&%;%与 L\̂ 组比较(,!!$%&%;%与 ML̂ i+2.[U组

比较)

图'!!各组小鼠肺组织细胞凋亡情况比较

图0!!各组小鼠肺组织Ac[OM染色情况$0%%Z%

@!讨!!论
脓毒症是一种常见的急危重症%主要表现为持续

性低血压*代谢性酸中毒和 _̂?̂ &/'%可能导致多个器
官损伤%甚至死亡)最近对美国)家医院;)/例死亡
患者进行的一项队列调查结果显示%脓毒症出现在

'%%例患者#;1&/>$中%是$(/例患者#'0&(>$最常
见的直接死亡原因%表明脓毒症仍然是医院患者的主
要死亡原因&(')由于肺部易感性%急性肺损伤#@M_$
是脓毒症常见的致死性并发症之一&$%')bYV\$是
一种存在于细胞外的晚期炎症介质%细胞外 bYV\$
主要有两种来源%即细胞主动分泌和被动释放)当单
核"巨噬细胞*组织细胞*中性粒细胞*树突状细胞等
受到刺激和激活时可主动分泌 bYV\$到细胞外)
当细胞受到生物因素的影响而导致细胞损伤*裂解或
死亡时 bYV\$被动地释放出细胞外&$$')主动分泌
和被动释放于细胞外的 bYV\$可通过促进核因子

-\#[̀ .-\$核转位%导致炎性细胞因子释放而诱导

@M_和细胞凋亡%炎性细胞因子进一步促进 bYV\$
的释放%导致一个正反馈回路而放大炎性级联
反应&$1.$;')

+2.?[@作为一种选择性基因沉默的治疗策略%
具有沉默效应较长和成本相对较低等优势%并且被证

明比小干扰?[@#+#?[@$更有效地下调基因表达)

+2.?[@是由可以通过标准技术在实验室中容易繁殖
的质粒或慢病毒颗粒编码的%并且比+#?[@具有更
高的基因敲除和更少的脱靶效应%是一种常用的*稳
定的基因沉默策略&$).$-')本研究给ML̂ 诱导的脓毒

症小 鼠 注 射 携 带 +2.bYV\$ 的 慢 病 毒 以 抑 制

bYV\$的表达%从而观察了 bYV\$在脓毒症中的
作用)

LVO1参与了多种生物学过程%包括疼痛*发热*
炎症*血管生成和肿瘤的发生%而在脓毒症早期阶段%

A[̀.)*_M.$(*_M.)等促炎性细胞因子通过过度激活
淋巴细胞*吞噬细胞*血管内皮细胞和刺激炎症介质
的释放而发挥关键的致病作用%从而导致组织损伤和
器官功能障碍&$/.1%')本研究发现%在ML̂ 诱导的脓毒

症小鼠模型中%血清LVO1*A[̀.)*_M.$(*_M.)等表
达水平均明显升高%而沉默 bYV\$表达后LVO1*

A[̀.)*_M.$(*_M.)表达水平均明显下降)有学者用
米诺环素治疗抑制脓毒症小鼠肺组织 [̀ .-\ 和

Q794$的表达%从而下调 A[̀.)*_M.$(*_M.)*LVO1
的表达水平%结果显示%对脓毒症小鼠@M_具有保护
作用&1$'%本研究与其结论一致)

YLX是中性粒细胞中的一种特殊酶%反映了中

'-('重庆医学1%11年$1月第;$卷第1'期



性粒细胞的浸润程度&11')在肺组织中 YLX的激活
程度是肺组织炎性反应水平的指标&1'')JOX[V
等&10'发现%ML̂ 可通过激活 [̀ .-\ #L);$和 Y@LQ
#4'/%J[Q%O?Q$而使肺泡灌洗液中 YLX*中性粒细
胞浸润*肺泡通透性及促炎性细胞因子_M.)*A[̀.)
水平显著增加)与本研究结果一致%而体内沉默
bYV\$可降低肺组织中 YLX活性%从而达到保护
肺组织的作用)

肺上皮细胞的凋亡在脓毒症 @M_的发病机制中
具有重要意义%因此%减少细胞凋亡的过度激活可能
是一种重要的治疗策略)本研究结果显示%脓毒症小
鼠肺组织凋亡细胞比例明显升高%而沉默 bYV\$表
达后肺组织凋亡细胞比例明显降低)A@[V等&1;'研

究表明%bYV\$可诱导烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸
氧化酶激活%增加中性粒细胞中活性氧的产生%诱导
自噬%并增加肺损伤)而包括丙酮酸乙酯在内的抗氧
化剂可减少 bYV\$的释放%减少肺损伤)有研究发
现%辣椒素可显著抑制 bYV\$的表达%抑制 [̀ .-\
的激活%从而使脓毒症小鼠肺组织细胞凋亡减少%
69+49+7.'*裂解69+49+7.'和\9f表达下调%\6:.1表
达上调&1)'%与本研究结论一致%提示沉默 bYV\$表
达可抑制肺组织细胞的凋亡%从而起到保护肺组织的
作用)

综上所述%ML̂ 诱导的脓毒症可刺激炎性反应%
并对肺组织造成明显的损伤)而体内沉默 bYV\$
可抑制炎性反应和 YLX活性%减轻肺损伤%为脓毒症
并发肺损伤的防治提供了一定的理论参考依据)
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