
!论!!著!

WQE( 对缺血再灌注损伤中 -QY&

(

影响的实验研究

吴!勇'

!叶!芬'

!葛轶睿'

!陆!燕'

!魏锐利*

!!!摘要"!目的!研究核转录因子&

'

%$3J85/92H98162&P9::9%"QY&
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%%抑制剂 WQE( 对氧糖剥夺条件下培养的 W$大鼠巨噬

细胞炎性因子肿瘤坏死因子&

(

$1JI623/8260A0H98162&

(

"-QY&

(

%表达的影响# 方法!用"--法检测 WQE( 对细胞增殖活性的影

响"以UTSW#法检测氧糖剥夺条件下 WQE( 对-QY&

(

表达影响# 结果!经 WQE( 处理的氧糖剥夺条件下的巨噬细胞成活率较

未经处理的明显上升$Fh(>(E 或Fh(>('%"-QY&

(

表达的上调幅度亦明显变小$Fh(>(E 或Fh(>('%# 结论!WQE( 主要是

通过抑制QY&

'

%核的移位干扰了-QY&

(

的基因转录而导致其合成的蛋白量降低#

!!!关键词"!WQE('巨噬细胞'肿瘤坏死因子&

(

'核转录因子&

'

%'缺血再灌注
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!!缺血再灌注损伤的概念是指机体组织缺血一段

时间"当血流再次恢复流通后"细胞的结构发生破

坏"代谢功能发生障碍"甚至比刚缺血时更加严重"

进而导致器官功能进一步损害的综合征(')

# 眼部

很多疾病都存在这种病理生理现象"如急性闭角型

青光眼&视网膜中央动脉阻塞&糖尿病性视网膜病等

血管的阻塞都可以引起缺血再灌注损伤性眼病(*)

#

肿瘤坏死因子&

(

$1JI623/8260A0H98162&

(

" -QY&

(

%主

要是由活化的单核&巨噬细胞所产生的具有多种生

物学效应的细胞因子"并且在组织和细胞炎症损伤

中起着相当重要的作用"常常被作为组织和细胞炎

症损伤及其严重程度的重要观察指标(7)

# 研究表

明核转录因子&

'

%$3J85/92H98162&P9::9%"QY&

'

%%是

一种具有多种功能的核转录因子"被激活后可促进

基金项目$ 国家自然科学基金$;'*((='?%

作者单位$ '>*'(((* 江苏南京"第二军医大学南京临床医

学院$南京军区南京总医院%眼科'*>*((((7 上

海"第二军医大学附属长征医院眼科

通讯作者$ 魏锐利"U&I9A5*2JA5AK/AV'*)>86I

许多种炎症细胞因子及免疫基因的转录'而 WQE(

则是一种QY&

'

%的活性抑制肽"具有很强的细胞膜

穿透能力(+)

"可以高效地&特异性地抑制 QY&

'

%所

诱导的下游基因表达# 本研究建立缺血再灌注损伤

的细胞模型"再将细胞模型在氧糖剥夺条件下进行

培养"通过体外实验来观察和了解 WQE( 对缺血再

灌注损伤中-QY&

(

表达的影响"为眼部缺血性疾病

的临床治疗提供理论探索#

@A材料与方法

@>@A试剂与仪器AWQE($%A6IL公司 美国%"-QY&

(

UTSW#RA1$美国S3FA126G/3公司%"<["S')+( 培养

液$美国\A486公司%"胎牛血清$美国\A486公司%"

"--$美国S3FA126G/3公司%"细胞培养瓶与细胞培养

皿$美国 Z623A3G公司%"<]<"#7'7' 三气培养箱

$美国 -,/2I6W8A/31AHA8公司%"OU<#UkW [SZ]'=

离心机$美国 -,/2I6W8A/31AHA8公司%"Y]<"#=((

超低温冰箱$美国-,/2I6W8A/31AHA8公司%"UZTS[WU

-A倒置显微镜 $日本 QAP63 公司%""kT-SWR#Q
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"R7 酶标仪$美国-,/2I6W8A/31AHA8公司%#

@>BA动物的分组A取健康的成年 W$大鼠 7( 只"=

c; 周鼠龄"体重 ';( c*((G"由南京军区南京总医

院比较医学科提供"实验动物使用许可证号*W_DR

$军%*((=&(*?# 随机分为氧糖剥夺组&正常对照组

及氧糖剥夺oWQE( 处理组"每组 '( 只#

@>CA巨噬细胞的分组造模A各组大鼠先予巨噬细

胞行原代培养"即以 *( IGBIT戊巴比妥钠注射液

按 7E IGBPG剂量鼠腹腔注射麻醉# 经腹主动脉放

血"以大鼠眼球苍白为放血充分后"游离大鼠气管"

固定[U软管"注射器抽吸后灌洗生理盐水"每次灌

注生理盐水 '( IT"充分灌洗大鼠的肺泡巨噬细胞#

离心收获的生理盐水";(( 2BIA3$离心半径 ; 8I%离

心 E IA3"去除上清液"以细胞培养液重悬"并予肺泡

巨噬细胞计数备用# 用上述方法获取 W$大鼠的肺

泡巨噬细胞"将含有巨噬细胞的细胞培养液以 ;((

2BIA3$离心半径 ; 8I%离心 E IA3"去除上清液"生

理盐水洗涤 * 次# 生理盐水重悬巨噬细胞"将巨噬

细胞放入培养皿内#

氧糖剥夺组*把含有巨噬细胞的培养皿放在

7= a&E`Z]

*

o7`]

*

o?*`Q

*

的三气培养箱内#

正常对照组*把含有巨噬细胞的培养皿放入

E`Z]

*

"7= a"饱和湿度环境下进行培养#

氧糖剥夺oWQE( 处理组*将巨噬细胞放入培养

皿后"加入 WQE("WQE( 的工作浓度为 7(

$

""再放

入 7= a&E`Z]

*

o7`]

*

o?*`Q

*

的三气培养箱

内#

三组均在培养 ( ,&(>E ,&* ,&'* , 后";(( 2B

IA3$离心半径 ; 8I%离心 E IA3"收集细胞培养液及

巨噬细胞进行各项测定比较#

@>DA"--法检测细胞的存活率A用 E IT"--溶

剂溶解 *E IG"--"配制成 E IGBIT的 "--溶液"

分装后放置于e*( a避光保存# 于 ?) 孔反应板上

每孔加入 '((

$

T约 '(

+ 个细胞&"--溶液 '((

$

T"

7= a继续孵育 + ,后去除上清液# 在酶标仪上选择

+?( 3I检测波长"并用 );( 3I为参考波长"测定各

孔的吸光值$]$%# 按以下公式计算细胞存活率*

存活率d

实验孔]$e空白孔]$

对照孔]$e空白孔]$

b'((`

@>JA-QY&

(

的检测A用 UTSW#法检测正常对照

组&氧糖剥夺组&氧糖剥夺 oWQE( 处理组的巨噬细

胞培养液中-QY&

(

的表达情况"按说明书操作并计

算浓度#

@>KA统计学处理A检测数据使用 W[WW ';>( 软件

进行统计学分析# 定量数据以均数g标准差$Eg@%

表示"成组设计多个样本均数比较采用 ]3/&K9L

#Q]X#方差分析"两样本间均数比较用 =检验'定

性资料以率$`%表示"组间比较采用
)

* 检验'Fh

(>(E 为差异具有统计学意义# 图表制作使用 ]2AG&

A3[26=>( 软件#

BA结A果

B>@A"--法检测的细胞存活率A在氧糖剥夺条件

下培养"经过 WQE( 处理与未经 WQE( 处理的相比

较"* , 及 '* , 的细胞存活率明显上升"经过 WQE(

处理的细胞存活率分别为$?( g=%`和$;+ g=%`"

未经 WQE( 处理的细胞存活率分别为$=7 g+%`和

$E' g7%`"两组同时点比较差异均有统计学意义

$分别为Fh(>(E"Fh(>('%#

B>BAWQE( 处理后的 -QY&

(

表达!本文观察到在

氧糖剥夺条件下培养"(>E ,&* ,后-QY&

(

表达逐渐

升高'在培养 '* , 后"-QY&

(

表达有明显的增高#

同样在氧糖剥夺条件下"经过 WQE( 处理后"-QY&

(

的表达上调幅度明显变小"其中 * ,与未经 WQE( 处

理的相比差异有统计学意义$Fh(>(E"图 '%"到 '*

,这种差异更加明显$Fh(>('%#

与氧糖剥夺培养组比较"

!

Fh(>(E"

!!

Fh(>('

图 '!三组巨噬细胞培养液中-QY&

(

的表达情况

CA讨A论

在缺血再灌注损伤过程中"各种细胞因子或炎

性因子都会参与其中"有研究表明"在脑部的缺血再

灌注损伤后"脑内的-QY&

(

在组织缺血再灌注后的

表达会明显增加(E)

'-QY&

(

可激活组织内的巨噬

细胞&内皮细胞及小胶质细胞产生各种炎性代谢物"

持续炎性反应())

# -QY&

(

同时还可促进白介素&'

$A31/25/JPA3&'"ST&'%&白介素&) $A31/25/JPA3&)"ST&)%

及粒细胞&单核细胞集落刺激因子"产生相互协同的
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炎性作用(=)

'-QY&

(

对毛细血管有非常直接的作用"

不仅可导致微小动脉痉挛"而且还能增加毛细血管

的通透性"加重外周白细胞的浸润"同时 -QY&

(

还

可导致内皮细胞的损伤(;)

#

在正常情况下"QY&

'

%是以无活性的状态存在

于细胞质中# 当细胞受细胞外信号$如细胞因子&

病毒&紫外线&氧自由基等%刺激后"S

'

%激酶复合体

$A

'

%PA390/"SRR%活化后将 S

'

%磷酸化"使 QY&

'

%

暴露了核定位序列"此时蛋白酶迅速降解磷酸化的

S

'

%"而游离的QY&

'

%会快速移位至细胞核内"与特

异性
'

%的序列结合"诱导相关的基因产生转录(?)

'

已有许多研究报道"QY&

'

%与缺血再灌注损伤有相

当密切的关系"其可以诱导多种细胞因子或炎性因

子的表达增加('(&'*)

# QY&

'

%还能调控其他与血管

发生有关的基因"包括编码-QY&

(

&血管细胞黏附分

子e'$XZ#"&'%以及胞间黏附分子&'$SZ#"&'%的

基因('*)等# 也就是说这些因子由QY&

'

%调控"同时

又可激活QY&

'

%而形成正反馈"使得缺血再灌注的

损伤加剧"QY&

'

%与-QY&

(

两者之间存在有相互协

调或是相互促进的作用# -QY&

(

由于在组织和细胞

炎症损伤中起着相当重要的作用"所以常常被作为

组织和细胞炎症损伤及其严重程度的重要观察指

标('7)

# 本实验中"在氧糖剥夺条件下"经过了 WQE(

处理后"巨噬细胞 -QY&

(

的表达上调幅度明显变

小"与未经 WQE( 处理的相比差异有统计学意义$F

h(>('%'而且 WQE( 处理后的细胞存活率与未处理

的相比差异亦有统计学意义$Fh(>(E%# WQE( 作

为一种可以穿过细胞膜的 QY&

'

%抑制性蛋白肽类"

特异性好"无明显的毒副作用"可以阻断 QY&

'

%所

介导的细胞信号的传导通路# 根据 WQE( 对 -QY&

(

I<Q#和蛋白水平的作用效果具有的一致性('+)

"本

文认为 WQE( 主要是通过抑制QY&

'

%核的移位干扰

了-QY&

(

的基因转录而导致其分泌的蛋白量降低#

眼部的缺血再灌注损伤性疾病非常多见"目前

针对其发病机制的实验研究很多"形成各种各样的

学说"有氧自由基学说&一氧化氮学说&钙通道学说&

炎症反应学说&兴奋性氨基酸学说等等"但是还没有

明确真正的发病机制# 本研究从分子生物学的角度

探讨发病机制及治疗对策"通过建立模拟缺血再灌

注损伤的体外模型"虽然可在细胞水平研究取得一

些比较理想的结果"然而由于实验本身具非整体性"

细胞在体外培养时具有形态&理化因素的差异"体外

的实验结果还需结合动物实验模型进行整体分析研

究#
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