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Ａｇｔｒ１ａ 调节 ＬＰＳ 诱导的 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞炎症
米传靓１，付彬１∗，李思迪１，２，陈志达１，郭中坤１，张振宇１，王可洲１∗

（１． 山东第一医科大学（山东省医学科学院）实验动物学院（省实验动物中心），济南　 ２５０１１７；
２． 济南朋悦实验动物繁育有限公司，济南　 ２５００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 ＬＢＰ 敲除小鼠（Ｌｂｐ－ ／ －）原代肝细胞探讨 ＬＢＰ 缺失后 Ａｇｔｒ１ａ 调节 ＬＰＳ 诱导炎症的作用。
方法　 通过两步灌流法提取 ＷＴ 组、Ｌｂｐ－ ／ －组小鼠原代肝细胞，构建 ＬＰＳ 诱导的原代肝细胞炎症模型；分别采取加

入抑制剂氯沙坦、转染 ｓｉＲＮＡ 两种方法抑制 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞 Ａｇｔｒ１ａ 表达；抑制剂法将细胞分为对照组 Ａ（空
白对照）、ＬＰＳ 组 Ａ（ＬＰＳ 刺激）、抑制剂氯沙坦组（氯沙坦干预 ３ ｈ 后加入 ＬＰＳ 刺激），转染 ｓｉＲＮＡ 法将细胞分为对

照组 Ｂ（空白对照）、ＬＰＳ 组 Ｂ（ＬＰＳ 刺激）、阴性对照组（ ｓｉ⁃ＮＣ 干扰 １２ ｈ 后加入 ＬＰＳ 刺激）、干扰组（ ｓｉ⁃ａｇｔｒ１ａ 干扰

１２ ｈ 后加入 ＬＰＳ 刺激）；ＷＴ 组小鼠原代肝细胞则分为对照组（空白对照）、ＬＰＳ 组（ ＬＰＳ 刺激）。 本研究利用

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞中 ＬＢＰ 蛋白敲除情况，从 ＷＴ 组、Ｌｂｐ－ ／ －组小鼠原代肝细胞的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
方面验证 Ａｇｔｒ１ａ 在 ＬＰＳ 刺激下的变化情况，使用 ＣＣＫ８、ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 等方法探讨抑制剂氯沙坦及 ｓｉ⁃ａｇｔｒ１ａ 对

Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞炎症的抑制情况。 结果　 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞中 ＬＢＰ 蛋白已敲除完全；与 ＷＴ 组相比，在
ＬＰＳ 诱导下 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞 Ａｇｔｒ１ａ 表达显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；抑制剂组细胞存活率显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
抑制剂组以及干扰组的炎症因子表达显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），同时与炎症相关蛋白 ｐ⁃ＥＲＫ 的表达也显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 ＬＰＳ 刺激 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞后 Ａｇｔｒ１ａ 表达上调能够代偿脂多糖结合蛋白（ＬＢＰ）的作用来促进

炎症的发生，抑制 Ａｇｔｒ１ａ 表达能显著降低 ＬＰＳ 诱导的 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞炎症反应。
【关键词】 　 血管紧张素受体 １ａ；Ｌｂｐ－ ／ －小鼠；原代肝细胞；抑制剂；干扰 ＲＮＡ；细胞外信号调节激酶 ／磷酸化细

胞外信号调节激酶
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｇｔｒ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ Ｌｂｐ－ ／ － ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｅｓ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｇｔｒ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ Ｌｂｐ－ ／ － ｍｉｃｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ａｇｔｒ１ａ； Ｌｂｐ－ ／ － ｍｉｃｅ； ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ； ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ； ＲＮＡｉ； ＥＲＫ ／ ｐ⁃ＥＲＫ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 脂多糖结合蛋白 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＢＰ）作为分泌型Ⅰ类急性期蛋白，主要在

肝细胞中产生，并在先天免疫应答中发挥关键作

用［１］。 脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）也称为内毒

素，是革兰氏阴性菌的外膜结构，同时也是免疫系

统最有效的诱导剂之一［２］。 ＬＢＰ 与 ＬＰＳ 结合并调

节炎症反应［３］。 有研究证明敲除 ＬＢＰ 可以降低

ＬＰＳ 诱导的大鼠炎症因子水平，从而对机体起到保

护作用［４］。 前期研究发现，Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠虽无法正常

表达 ＬＢＰ，但仍会将 ＬＰＳ 信号传递给靶细胞引起迟

发炎症反应［５］，表明 ＬＰＳ 诱导信号传递可能存在代

偿途径。 因此，以 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠为背景研究 ＬＰＳ 信号

传递的代偿途径，对解决由革兰氏阴性菌引起的炎

症反应有重要意义。
血管紧张素受体 １ａ 型 （Ａｇｔｒ１ａ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｔｙｐｅ １ａ， Ａｇｔｒ１ａ） 作为 Ｇ 蛋白偶联受体

（ＧＰＣＲ），含有信号转导所必需的七跨膜螺旋结构。
活化的 Ａｇｔｒ１ａ 将激活细胞内信号传导并触发多种

信号通道如细胞内蛋白激酶［６］ 如丝裂原活化蛋白

激酶 （ＭＡＰＫ） 家族、细胞外信号调节激酶 ＥＲＫ、
ｃ⁃ＪｕｎＮ⁃末端激酶（ＪＮＫ）和 ｐ３８ ＭＡＰＫ［７］。 Ａｇｔｒ１ａ 的

促炎效应是通过激活信号通路来表达促炎介质，如
细胞因子、趋化因子和粘附分子等。 ＥＲＫ１ ／ ２ 途径

由多种细胞表面受体（如生长因子、细胞因子受体、
Ｇ 蛋白偶联受体等）激活，其被磷酸化激活后转位

入核，调节 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 等炎症因子的表达［８］。 本

文旨在证明 Ａｇｔｒ１ａ 通过激活 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 通路调节

ＬＰＳ 诱导的 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞炎症反应；氯沙

坦是一种血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂，主要用于选择

性阻断 ＡＴ１ 受体［９］，而 ＲＮＡｉ 则是通过特定靶点来

降低 Ａｇｔｒ１ａ 的表达，抑制 Ａｇｔｒ１ａ 活性或降低 Ａｇｔｒ１ａ
表达均能有效地降低由 ＬＰＳ 诱导的 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠肝细

胞炎症反应，为 ＬＰＳ 所致的炎症治疗探索新途径。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级健康雌性 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠 １０ 只，ＳＰＦ 级健康

雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ４ 只，周龄为 ６ ～ ８ 周，体重 ２０
～ ２２ ｇ，购自济南朋悦实验动物繁育有限公司

【ＳＣＸＫ（鲁）２０１９ ０００３】，饲养于山东省实验动物中

心【ＳＹＸＫ（鲁）２０１９－０００７】，并经６０Ｃｏ 灭菌。 昼夜各

半并循环照明，温度控制在 ２２ ～ ２５℃，湿度 ６０％ ±
５％，饲养期间自由进食、进水。 实验动物使用遵循

３Ｒ 原则，所有实验操作均经山东省实验动物中心伦

理审批（ＳＹＤＷ２０２２０４０３⁃１）。

２２０１
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１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＬＰＳ（ｓｉｇｍａ，Ｌ５４１８），干扰 ＲＮＡ（北京擎科生物

科技公司合成），Ｌｏｓａｒｔａｎ（ Ｓｅｌｌｅｃｋ，Ｓ１３５９），ＲＮＡ 提

取 试 剂 盒 （ Ｏｍｅｇａ， Ｒ６９３４⁃０２ ）， Ａｎｔｉ⁃β⁃ａｃｔｉｎ
（ Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ， ＣＰＡ９１００ ）， Ａｎｔｉ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ （ Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ，
ＣＰＡ１９４４），Ａｎｔｉ⁃ｐ⁃ＥＲＫ（Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ，ＣＰＡ４９２４），Ａｎｔｉ⁃
ＡＴ１ （ Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ， ＣＱＡ８０１１ ）， Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ
（ Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ， ＣＳＡ１０３６ ）， ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＲＮＡｉＭＡＸ
转染试剂（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，１３７７８⁃１５０）。 显微镜（ＺＥＩＳＳ，
德国 ）， 细 胞 培 养 箱 （ Ｔｈｅｒｍｏ， 德 国 ）， 酶 标 仪

（ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ，美国），蛋白电泳和印迹系统 （ Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ，美国），凝胶成像仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国） Ｎａｎｏｄｒｏｐ
（Ｔｈｅｒｍｏ，德国），荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｔｈｅｒｍｏ，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 原代肝细胞的分离与提取

利用改良版两步灌流法提取 ＷＴ 型、Ｌｂｐ－ ／ －型小

鼠原代肝细胞，将小鼠麻醉后，７５％乙醇皮肤消毒，
打开腹腔。 用 ３７℃、ｐＨ ＝ ７􀆰 ４ 的灌洗液Ⅰ（含有

０􀆰 ３７５ ｇ ／ Ｌ ＥＧＴＡ 的 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 溶液）按 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 流

速进行肝灌注约 ３０ ｍＬ，灌入的同时剪开肝门静脉，
随后用灌流液Ⅱ（含 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 胶原酶Ⅳ的高糖培养

基）灌流约 ３０ ｍＬ 至肝软塌出现皲裂。 剪下肝放置

培养皿中，加入 １５ ｍＬ 完全培养基，撕裂肝包膜，形
成肝细胞混悬液，用 ７０ μｍ 细胞网滤过，收集滤液。
６００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ３ ｍｉｎ，弃上清，重复 ３ 次。 加入新鲜

细胞培养基混匀，台盼蓝计数活细胞数（活细胞数 ＞
８０％则用于后续实验）。 接种细胞，待细胞贴壁后

更换培养液，并进行后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞分组与 ＬＰＳ 刺激炎症模型的构建

将 ＷＴ 型小鼠原代肝细胞分为对照组（空白对

照）、ＬＰＳ 组（ＬＰＳ 刺激）；Ｌｂｐ－ ／ － 型小鼠原代肝细胞

抑制剂法将细胞分为对照组 Ａ（空白对照）、ＬＰＳ 组

Ａ（ＬＰＳ 刺激）、抑制剂组（氯沙坦干预 ３ ｈ 后加入

ＬＰＳ 刺激）；Ｌｂｐ－ ／ －型小鼠原代肝细胞 ｓｉＲＮＡ 转染法

将细胞分为对照组 Ｂ（空白对照）、ＬＰＳ 组 Ｂ（ＬＰＳ 刺

激）、阴性对照组（ ｓｉ⁃ＮＣ 干扰 １２ ｈ 后加入 ＬＰＳ 刺

激）、干扰组（ｓｉ⁃ａｇｔｒ１ａ 干扰 １２ ｈ 后加入 ＬＰＳ 刺激）。
提取原代肝细胞后，按照 ７０％细胞满度铺于六孔

板，细胞贴壁过夜后，各对照组不做处理，其他组均

加入 ＬＰＳ 使其终浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ，刺激时间 １２ ｈ，进
行后续实验。
１􀆰 ２􀆰 ３　 抑制剂处理原代肝细胞

提取 Ｌｂｐ－ ／ －型小鼠原代肝细胞，按照 ７０％细胞

满度铺于六孔板，细胞培养贴壁过夜后，于次日处

理细胞，对照组 Ａ 不做处理，抑制剂组中加入氯沙

坦使其终浓度为 ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ，３ ｈ 后于 ＬＰＳ 组 Ａ、抑
制剂组中加入终浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ，收集

样品待用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ｓｉＲＮＡ 转染细胞

提取 Ｌｂｐ－ ／ －型小鼠原代肝细胞，按照 ７０％细胞

满度铺于六孔板，细胞贴壁后将培养基更换成无双

抗培养基，过夜培养，于次日进行细胞转染，对照组

Ｂ 不做处理，阴性对照组中加入终浓度为 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
的 ｓｉ⁃ＮＣ，干扰组中加入终浓度为 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的

ｓｉ⁃ａｇｔｒ１ａ， ６ ～ ８ ｈ 后更换培养基，转染 １２ ｈ 后 ＬＰＳ
组 Ｂ、阴性对照组、干扰组中分别加入终浓度 １０ μｇ ／
ｍＬ ＬＰＳ 处理 １２ ｈ，收集样品待用。 ｓｉ⁃ａｇｔｒ１ａ 的靶向

序列为：ＧＣＴＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＣＧＴＣＡＴ；正义链为：
５’⁃ＧＣＵＵＧＧＵＧＧＵＧＡＵＣＧＵＣＡＵ（ｄＴ）（ｄＴ） ⁃３’；
反义链为：５’⁃ＡＵＧＡＣＧＡＵＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＣ（ｄＴ）
（ｄＴ） ⁃３’。
１􀆰 ２􀆰 ５　 荧光定量 ｑＰＣＲ 检测相关基因表达

用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取各组细胞中 ＲＮＡ，逆转

录法合成 ｃＤＮＡ，用荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒进行 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 反应，以 ２－ΔΔＣＴ法计算基因表达。 Ａｇｔｒ１ａ 上游引

物序列：５’⁃ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＴＴＣＴＡＣＴＴＧＧＧＧＴ⁃３’，
下游引物序列：５’⁃ＣＧＡＧＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＧＡＴＧＡ⁃
３’；β⁃ａｃｔｉｎ 上游引物序列：５’⁃ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴ
ＣＣＡＴＣＧ⁃３’，下游引物序列：５’⁃ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣ
ＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ⁃３’；ＩＬ⁃１β 上游引物序列：５’⁃ＧＣＡＡ
ＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ⁃３’，下游引物序列：５’⁃
ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ⁃３’；ＴＮＦ⁃α 上游引物

序列：５’⁃ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ⁃３’，下
游引物序列：５’⁃ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ⁃３’。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率

将细胞以 １ × １０４ 个 ／孔接种于 ９６ 孔板，每组设

３ 个复孔。 １０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ 后，每孔加入 １０
μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，继续培养，３ ｈ 后于酶标仪上测定

４５０ ｎｍ 波长处的吸光值。
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＬＢＰ、 Ａｇｔｒ１ａ、 ＥＲＫ、
ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白

取 ３ 组小鼠原代肝细胞，加入 ＲＩＰＡ 裂解液 １００
μＬ 冰上充分裂解，４℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 取

上清，应用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度；待
测样本加入蛋白上样缓冲液，１００℃ 煮沸变性。 取

２５ μｇ 蛋白，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳（浓缩胶恒压 ８０ Ｖ

３２０１
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电 ３０ ～ ４０ ｍｉｎ，Ｍａｒｋｅｒ 进入分离胶后 １１０ Ｖ 电泳至

结束），半干转法将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜（恒压 ２５ Ｖ，
电流 １３０ ｍＡ，转膜 ９ ｍｉｎ）。 ５％脱脂奶粉 ３７℃封闭

２ ｈ；加入 ＬＢＰ、Ａｇｔｒ１ａ、ＥＲＫ、ｐ⁃ＥＲＫ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗

（１ ∶ ５００ ～ １ ∶ １０００），４℃孵育过夜，１ × ＴＢＳＴ 洗涤

３ 次每次 １５ ｍｉｎ；加入二抗（１ ∶ ３０００ ～ １ ∶ ５０００），
室温孵育 ２ ｈ，１ × ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次每次 １５ ｍｉｎ；加入

ＥＣＬ 化学发光液，凝胶成像仪显影，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参，计算蛋白相对表达量。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ８􀆰 ４􀆰 ２ 软件进行统计

学分析，结果用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 两组

间比较采用非配对 ｔ 检验法进行差异分析，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义；多组间比较采用单因

素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞 ＬＢＰ蛋白表达量的鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明，Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞

中 ＬＢＰ 蛋白已敲除完全并不再表达，见图 １。

图 １　 ＬＢＰ 蛋白表达结果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＬＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ

２􀆰 ２　 ＬＰＳ 刺激下 Ａｇｔｒ１ａ 表达的变化

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明，野生型小鼠原代肝细胞

在 ＬＰＳ 刺激下 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表达量没有显著变化（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５），如图 ２Ａ；Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞 ＬＰＳ 刺激

后 Ａｇｔｒ１ａ ／ β⁃ａｃｔｉｎ 的比值显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），加入

抑制剂后其 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表达量显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ００１），如图 ２Ｂ；加入干扰 ＲＮＡ 后，Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表

达量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），如图 ２Ｃ。
２􀆰 ３　 抑制 Ａｇｔｒ１ａ 对 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞存活率

的影响

ＣＣＫ８ 结果显示，与 ＬＰＳ 组相比，抑制剂组细胞

存活率显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），如图 ３Ａ；干扰组细胞

存活率虽有上升，但无显著性变化，如图 ３Ｂ。

注：与对照组 Ａ 相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与抑制剂组相比， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与对照组 Ｂ 相比，＆＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与干扰组相比， ＾＾＾＾Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ２　 ＬＰＳ 刺激条件下 Ａｇｔｒ１ａ 表达的变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＆＆＆Ｐ ＜

０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｓｔｕｒｂ ｇｒｏｕｐ， ＾＾＾＾Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ａｇｔｒ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

２􀆰 ４　 抑制 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表达对炎症因子的影响

荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，加 ＬＰＳ 刺激后，Ｌｂｐ－ ／ －

小鼠原代肝细胞炎症因子升高；加入抑制剂氯沙坦

后，炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达量均显著降低（Ｐ ＜

０􀆰 ０００１；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），即抑制剂抑制 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表达

后，能抑制炎症的发生，如图 ４Ａ，４Ｂ。 同样，将干扰

ＲＮＡ 进行转染后，炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达也会

有显著性降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），如图 ４Ｃ，４Ｄ。

４２０１
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注：Ｂ：加入干扰 ＲＮＡ 后 ＣＣＫ８ 变化；与抑制剂组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ３　 抑制 Ａｇｔｒ１ａ 对 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞存活率的影响

Ｎｏｔｅ． Ｂ． ＣＣＫ８ ｃｈａｎｇｅｓ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ａｇｔｒ１ａ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ Ｌｂｐ－ ／ －ｍｉｃｅ

注：与抑制剂组相比， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１；与干扰组相比， ＾＾Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 抑制 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表达对炎症因子的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｓｔｕｒｂ ｇｒｏｕｐ， ＾＾Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ Ａｇｔｒ１ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

２􀆰 ５　 抑制 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表达对 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达的

影响

在 ＬＰＳ 刺激下，ＥＲＫ 蛋白磷酸化显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０００１），当加入抑制剂氯沙坦后 ＥＲＫ 磷酸化显著

性降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），如图 ５Ａ。 同样，对原代肝细胞

进行转染 ｓｉ⁃ａｇｔｒ１ａ 后，ＥＲＫ 磷酸化也显著性降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１），如图 ５Ｂ。

３　 讨论

ＬＰＳ 是革兰氏阴性菌外膜的主要脂质成分，也
是细菌感染的先天免疫反应的主要启动物质［１０］。
ＬＢＰ 是一种由肝细胞产生的 ６０ ｋＤａ 急性期蛋

白［１１］。 分布细胞表面，参与识别 ＬＰＳ 的第一个蛋白

质是 ＬＢＰ。 ＬＢＰ⁃ＬＰＳ 复合物被转移到 ＣＤ１４ 和 Ｔｏｌｌ
样受体 ＴＬＲ４ 簇，以触发细胞炎症因子的释放，即内

毒素血症［１２］。 肝作为主要的代谢部位，成为 ＬＰＳ 攻

击的重要靶器官，高水平的血清 ＬＰＳ 可引起肝细胞

坏死和胆汁淤积，从而导致严重的肝损伤，严重的

内毒素血症可并发败血症，导致感染性休克［１３］。 血

清 ＬＢＰ 浓度升高可作为细菌感染的早期诊断标志。
在重症监护室（ ＩＣＵ）收治的成年患者中，血清 ＬＢＰ
浓度升高与菌血症或严重败血症和脓毒症休克的

发生相关［１４］。 临床上通过抗生素治疗影响 Ｔｏｌｌ 样
受体反应来调节宿主免疫，从而控制炎症以及增加

细菌清除，此种治疗手段杀死细菌的同时会释放细

菌来源的壁碎片，这导致了促炎级联的启动，可能

会对服用这些抗感染药物的患者造成更严重的伤

害［１５］。 宋子晨［１６］ 通过敲除 ＬＢＰ，从源头阻断 ＬＰＳ
的传播，可显著减低大鼠炎症反应。 另有研究表示

在 ＬＰＳ 刺激下，激活循环单核细胞既不需要 ＬＢＰ 也

５２０１
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注：与对照组 Ａ 相比，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０．０００１；与对照组 Ｂ 相比，＆＆＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，与干扰组相比，＾＾＾Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ５　 抑制 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白表达对 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｂ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＆＆＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｓｔｕｒｂ

ｇｒｏｕｐ， ＾＾＾Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｇｔｒ１ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＥＲＫ ｐｒｏｔｅｉｎ

不需要 ＣＤ１４。 目前尚不清楚这些情况下，ＬＰＳ 刺激

信号是通过 ＴＬＲｓ 簇受体介导，还是通过另一种尚

未识别的途径介导的［１７］，同时 Ｍｉｎｔｅｒ 等［１８］ 也有相

似的发现，也证明了 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠和 ＷＴ 小鼠对照组

体内循环细胞因子表达相当，在外源性 ＬＰＳ 递送

后，Ｌｂｐ－ ／ －小鼠和 ＷＴ 小鼠分离的 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞上，
ＬＰＳ 受体 ＴＬＲ４、ＣＤ１４ 和 ＣＤ１８ 的细胞因子表达相

当，尚不清楚这是否代表敲除小鼠产生了代偿机

制。 目前，在对 ＬＢＰ 蛋白敲除的基础上研究 ＬＰＳ 刺

激的炎症反应鲜有报道，因此寻找 ＬＢＰ 敲除后替代

ＬＢＰ 传递 ＬＰＳ 刺激信号的代偿途径，将有助于开发

新的治疗方案用于由 ＬＰＳ 诱导引起的内毒素血症。
Ａｇｔｒ１ａ 作为一种细胞表面的 ＧＰＣＲ 蛋白，可以

触发 Ｇ 蛋白独立的第二信使信号，激活许多细胞内

蛋白激酶，包括蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）、丝裂原活化蛋白

激酶 ＭＡＰＫｓ，ＭＡＰＫ 是慢性损伤时被激活的细胞内

信号蛋白［１９］。 Ａｇｔｒ１ａ 缺陷小鼠实验中表明 ＡＴ１ａ 受

体在受损肝中介导 ＭＡＰＫ 的激活，介导氧化应激的

发展和 ＥＲＫ、 ｃ⁃Ｊｕｎ 的磷酸化。 目前的研究表明

ＡＴ１ａ 受体在肝纤维形成中起着重要作用，缺乏

ＡＴ１ａ 受体的小鼠对纤维化刺激后炎症和纤维化的

发展具有抗性［２０］。 另有实验证明阻断 ＡＴ１ 受体，即
使用 ＡＴ１ ｓｉＲＮＡ 可明显抑制肝癌细胞增殖和炎症

反应［２１］，Ｚｈａｏ 等［２２］ 利用血管紧张素Ⅱ受体抑制剂

氯沙坦改善了由血管紧张素诱导的肝细胞 ＣＲＰ 的

表达，降低了肝炎症。 以上实验均表明，Ａｇｔｒ１ａ 有介

导肝损伤的作用，抑制其受体的表达均会对肝损伤

有改善。
本研究对 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞进行 ＬＰＳ 刺激

时，发现 Ａｇｔｒ１ａ 蛋白的表达量显著上升，在分别加

入 Ａｇｔｒ１ａ 抑制剂氯沙坦、ｓｉ⁃Ａｇｔｒ１ａ 后，Ａｇｔｒ１ａ 蛋白的

表达量显著下降，ＥＲＫ 磷酸化呈现显著性降低，同
时与 ＥＲＫ 相关的炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 也显著性

下降，Ａｇｔｒ１ａ 在 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞炎症的发生

与发展中起着一定的作用，而对野生型小鼠原代肝

细胞进行 ＬＰＳ 刺激时，Ａｇｔｒ１ａ 的表达量并无显著性

变化，由此猜想，Ａｇｔｒ１ａ 通过激活 ＥＲＫ 蛋白的磷酸

化从而促使了 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞炎症的发生，
Ａｇｔｒ１ａ 起到代偿 ＬＢＰ 蛋白的作用。 两种抑制方法

相比较而言，利用 ｓｉ⁃Ａｇｔ１ａ 有更好的炎症抑制效果，
而使用抑制剂氯沙坦既可以抑制炎症也能提高细

胞生存率，如 Ｃｈａｎ 等［２３］ 在急性肝损伤中应用 ＡＴ１

６２０１
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受体抑制剂氯沙坦作为治疗方案，结果表明氯沙坦

治疗可以防止急性肝损伤的进展并使得细胞存活

率升高、肝酶的减少、肝组织学的得到改善，同时本

实验也验证了使用抑制剂氯沙坦不仅可以降低肝

细胞炎症，还能提高细胞的存活率，这也许是氯沙

坦本身特性，其具体机制还有待探究。 本研究对炎

症的降低程度还有待提高，或许还有其他代偿途径

需要进一步探索，也许可以通过联合用药的方式来

使 ＬＰＳ 诱导的炎症有更大程度的降低，为临床上治

疗内毒素血症提供有效的参考。
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