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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 Ａｄｒａ１ａ 调节 ＬＰＳ 诱导的 ＬＢＰ 敲除小鼠（Ｌｂｐ－ ／ －）原代肝细胞炎症反应。 方法　 利用二步

灌流法提取 ＷＴ 型、Ｌｂｐ－ ／ －型小鼠原代肝细胞，构建由 ＬＰＳ 诱发的原代肝细胞原发炎症模型；采用加入抑制剂哌唑

嗪、转染 ｓｉＲＮＡ 来下调 ＬＢＰ 敲除小鼠原代肝细胞 Ａｄｒａ１ａ 的表达；抑制剂法将原代肝细胞分为 ３ 组分别是对照组

Ａ、ＬＰＳ 组 Ａ、抑制剂哌唑嗪组，转染 ｓｉＲＮＡ 主要是对原代肝细胞进行分组，包括对照组 Ｂ、ＬＰＳ 组 Ｂ、ｓｉ⁃ＮＣ 组、ｓｉ⁃
Ａｄｒａ１ａ 组；将 ＷＴ 型小鼠的原代肝细胞分为两组分别为对照组（空白对照）、ＬＰＳ 组（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）。 本研究以 ＷＴ
型、Ｌｂｐ－ ／ －型小鼠原代肝细胞为研究对象利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法验证 Ａｄｒａ１ａ 在 ＬＰＳ 刺激下的变化情况，采用 ＣＣＫ⁃８、
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等实验方法验证哌唑嗪及 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 对 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠的原代肝细胞的炎症及存活率的改善情

况。 结果　 在 ＬＰＳ 刺激下 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠的原代肝细胞 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），而野生型没有显著变化；
抑制剂哌唑嗪组及干扰组的细胞存活率显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ０５）；抑制剂哌唑嗪组及 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组的 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β 炎症因子表达情况显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），与细胞损伤及炎症相关的蛋白 ｐ⁃ｐ３８、ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ⁃ＪＮＫ 的表达量也显著降

低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ＬＰＳ 刺激 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞后 Ａｄｒａ１ａ 表达上调、炎症信号因子上调，使用哌唑嗪与 ｓｉ⁃
Ａｄｒａ１ａ 特异性降低 Ａｄｒａ１ａ 表达后使 ＬＰＳ 相关的 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞炎症因子明显下降，可验证敲除 ＬＢＰ 导致

Ａｄｒａ１ａ 在 ＬＰＳ 诱导的炎症调节中参与反应。
【关键词】 　 肾上腺素受体 α１Ａ 型受体；Ｌｂｐ－ ／ －小鼠；原代肝细胞；哌唑嗪；干扰 ＲＮＡ；ＭＡＰＫ 信号通路
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　 　 脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性

菌外膜的主要脂质成份［１］，而脂多糖结合蛋白

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＬＢＰ ） 是在肝细

胞中生成的 ５８ ｋＤａ 的糖基化蛋白，其释放在急性期

刺激状态下［２］。 当 ＬＰＳ 进入宿主后，首先被 ＬＢＰ 识

别生成复合物 ＬＢＰ⁃ＬＰＳ［３］，复合物将 ＬＰＳ 传递给

ＣＤ１４，接下来与细胞表面 Ｔｏｌｌ 样受体、骨髓分化因

子 ２（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＭＤ２）结合［４］，
将信号传导至细胞内。 有研究证明 ＬＢＰ 的敲除可

以有效改善由 ＬＰＳ 刺激引起的肝细胞的损伤，降低

炎症因子的表达［５］。 先前研究表明，在 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠

注射 ＬＰＳ 后其肝的炎症在得到有效缓解的同时其

炎症反应却出现了明显的迟缓现象［６］，而后以

Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞为研究对象时验证了血管紧

张素Ⅱ受体 １ａ 型 （Ａｇｔｒ１ａ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ｔｙｐｅ １ａ， Ａｇｔｒ１ａ）参与了 ＬＰＳ 诱导的炎性传递，使用

抑制剂或 ｓｉ⁃Ａｇｔｒ１ａ 特异性降低 Ａｇｔｒ１ａ 的表达时并

未完全阻断 ＬＰＳ 诱导的炎症反应，其炎症及损伤的

降低程度还有待提高［７］，因此我们推测 ＬＰＳ 刺激信

号在 Ｌｂｐ－ ／ －敲除后还存在其它传递途径。 由此，本
研究旨在寻 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞中其他 ＬＰＳ 信号

传导途径，希望能为临床上治疗革兰氏阴性菌引发

的机体严重免疫损伤提供一定参考。
肾上腺素受体 α１Ａ 型受体（ ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａ

１Ａ，Ａｄｒａ１ａ）为其中一种 Ｇ 蛋白偶联受体，被激活后

和 Ｇｑ 蛋白发生偶联反应，随后引起下游相关细胞

反应［８］。 α１Ａ 肾上腺素受体被活化以后能够将细

胞与组织里面的丝裂原活化蛋白（ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， ＭＡＰＫ）激酶途径激活，同时对细胞

生长起到调节作用［９］，ＭＡＰＫ 信号家族的 Ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ－
末端激酶（ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、细胞外调

节蛋白激酶（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，
ＥＲＫ）与 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白 （ ｐ３８ ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ，
ｐ３８ＭＡＰＫ）激酶通路，对细胞的重要信号，如炎症、
氧化应激、增殖和衰亡等均存在介导作用［１０］，有科

学研究证实在动物实验中，α１ 肾上腺素受体的抑制

剂哌唑嗪具有抑制肝纤维化、细胞外基质沉积、保
护肝细胞功能作用［１１］。 Ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 作为干扰 ＲＮＡ
是通过特定靶点来降低基因的表达，起到抑制作

用。 因此本文通过抑制剂哌唑嗪法，ｓｉ⁃ＲＮＡ 法特异

性降低 Ａｄｒａ１ａ 表达，缓解了由 ＬＰＳ 导致的 Ｌｂｐ－ ／ －小

鼠原代肝细胞炎症反应。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 选取购自济南朋悦实验动物繁育有限公司的

１０ 只等级为 ＳＰＦ 的 Ｌｂｐ－ ／ －雌性 ６ 周龄体重为 ２０～２２
ｇ 的小鼠，５ 只等级为 ＳＰＦ 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌性 ６ 周龄
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体重为 ２０～２２ ｇ 的小鼠［ＳＣＸＫ（鲁）２０１９－０００３］，实
验用鼠均在山东省实验动物中心，光照 ／黑暗循环

１２ ｈ ／ １２ ｈ、温度（２２～２５ ℃）、湿度（５５％～６０％）的标

准条件下饲养［ＳＹＸＫ（鲁）２０１９－０００７］，此次研究在

山东省实验动物中心伦理审批通过情况下进行

（ＳＹＤＷ２０２２０４０３－１），实验小鼠根据 ３Ｒ 原则给予

人道关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 ＬＰＳ （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， Ｌ５４１８）；干扰

ＲＮＡ（于北京擎科生物公司合成）；哌唑嗪 （美国

Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，Ｓ１４２４）；逆转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ
公司，ＲＲ０４７Ａ）；ＲＮＡ 提取试剂盒（美国 Ｏｍｅｇａ 公

司，Ｒ６９３４⁃０２）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（上海生

工生物工程有限公司， Ｃ５０３０４１）； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

ＲＮＡｉＭＡＸ 转染试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，１３７７８ －
１５０）；β－肌动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ）、ＥＲＫ１ ／ ２、ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ３８、
ｐ⁃ｐ３８、Ａｄｒａ１ａ、山羊抗兔二抗（中国 Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ 公司，
ＣＰＡ９１００、ＣＰＡ１９４４、ＣＰＡ４９２４、ＣＰＡ７１２６、ＣＰＡ５０５５、
ＣＰＡ７０９６、ＣＳＡ１０３６）；ＪＮＫ、ｐ⁃ＪＮＫ（美国 ＣＳＴ 公司，＃
９２５２、＃９２５１）。

高通量三通道读板仪（美国 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ 公司，
型号：ｉ３ｘ）；倒置显微镜 （德国 ＺＥＩＳＳ 公司，型号：
３８２０１１３８６）；超高灵敏度化学发光成像系统（美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，型号：ＢＲ１７９５２）；细胞培养箱（德国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司，型号：ｉ１６０）；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ ４８０Ⅱ实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪（德国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，型号：Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅ
４８０Ⅱ）；蛋白电泳印迹系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，型
号：Ｍｉｎｉ ｐｒｏｔｅａｎ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 二步灌流法分离培养小鼠原代肝细胞及细

胞分组

　 　 对小鼠实施麻醉后，使用 ７５％乙醇浸泡身体消

毒并在操作台上固定，将腹腔打开，将留置针插入

下腔静脉，将 １５ ｍＬ 无钙灌流液以 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 速度

灌注小鼠体内，之后使用 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 的含钙胶原酶Ⅳ
灌流液Ⅱ，当肝柔软塌陷、压力之处留痕则停止消

化结束。 分离肝并放入培养皿中用 ＰＢＳ 清洗干净，
加入 １５ ｍＬ 新鲜 ＨＤＭＥＭ 完全培养基，用镊子小心

撕裂肝包膜，肝细胞自然流出形成肝细胞混悬液，
用 ２００ 目细胞网筛滤过，收集滤液。 用 ４ ℃ ５０ ｒ ／
ｍｉｎ 转速离心肝细胞混悬液 ３ ｍｉｎ，弃上清，重复 ３
次，随后用 ４０％ ｐｅｒｃｏｌｌ 进行密度梯度离心，４ ℃ ５５０
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 以提高细胞活率，弃掉上清，加入

新鲜细胞培养基混匀，台盼蓝染色活细胞数，确定

细胞存活率大于 ８０％后，进行后续实验。 利用哌唑

嗪法将细胞分为对照组 Ａ（空白对照）、ＬＰＳ 组 Ａ
（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）、哌唑嗪组（哌唑嗪干预 １ ｈ 后加入

ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ），转染 ｓｉＲＮＡ 法将细胞分组，包括对

照组 Ｂ（空白对照）、ｓｉ⁃ＮＣ 组（ｓｉ⁃ＮＣ 干扰 １２ ｈ 后再

加入 ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）、ＬＰＳ 组 Ｂ（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ）、ｓｉ⁃
Ａｄｒａ１ａ 组（ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 干扰 １２ ｈ 后再加入 ＬＰＳ 刺激

１２ ｈ）；ＷＴ 型小鼠原代肝细胞则分为两组分别为对

照组（空白对照）、ＬＰＳ 组（ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ），分组方

法参考文献［７］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＬＰＳ 刺激构建炎症模型　 　
　 　 对小鼠原代肝细胞的各 ＬＰＳ 组、哌唑嗪组、ｓｉ⁃
ＮＣ 组、ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组中加入 ＬＰＳ 使其终浓度为 １０
μｇ ／ ｍＬ，刺激 １２ ｈ 后再做后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 哌唑嗪处理原代肝细胞

　 　 取小鼠原代肝细胞，按 ７０％细胞满度铺于六孔

板，对抑制剂哌唑嗪组中加入哌唑嗪使其终浓度是

０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ，１ ｈ 后将 ＬＰＳ 加入，使浓度最终达到

１０ μｇ ／ ｍＬ，经过 １２ ｈ 刺激后，收集备用。
１􀆰 ３􀆰 ４　 细胞转染

　 　 在原代肝细胞的 ｓｉ⁃ＮＣ 组和 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组加入

干扰 ＲＮＡ 使其终浓度为 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，经过 １２ ｈ 转染

后，将 ＬＰＳ 加入其中，使其达到 １０ μｇ ／ ｍＬ 的终浓

度，对细胞进行收集，备用，ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 的靶向序列为

ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＴＣＡＧＣＴＡＣＴＡ， 正 向 为： ５ ’⁃ＣＣＵＵＣＡ
ＡＧＡＵＣＡＧＣＵＡＣＵＡ⁃３’； 反 向 为： ５ ’⁃ＵＡＧＵＡＧＣＵ
ＧＡＵＣＵＵＧＡＡＧＧ⁃３’。
１􀆰 ３􀆰 ５　 实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检
测相关因子 ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 实时荧光定量聚合酶链反应 （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 对

Ａｄｒａ１ａ、β⁃ａｃｔｉｎ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达水平进行

检测。 使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取到肝细胞总 ＲＮＡ 并按照

逆转录试剂盒，合成 ｃＤＮＡ，然后以 ｃＤＮＡ 为模板扩

增目标基因的基因编码段，反应结束后分析溶解曲

线，确定有无非特异性扩增，将 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参照，
通过相对定量 ２－ΔΔＣｔ 法分析相对表达量。 引物序列

见表 １。
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率

　 　 在 ９６ 孔板中接种细胞（每孔 １×１０４ 个细胞），
每组设复孔 ４ 个，置于含 ５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中

在 ３７ ℃条件下培养，抑制剂及干扰 ＲＮＡ 处理完细

胞后，使用 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 对 ＬＰＳ 组、哌唑嗪组、
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　 　 　 表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

物种
Ｓｐｅｃｉｅ

正向引物（５’－３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５’－３’）

反向引物（５’－３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５’－３’）

Ａｄｒａ１ａ Ｍｉｃｅ ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＴＴＣＴＡＣＴＴＧＧＧＧＴ ＣＧＡＧＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＧＡＴＧＡ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｍｉｃｅ ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ
ＩＬ⁃１β Ｍｉｃｅ ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ
ＴＮＦ⁃α Ｍｉｃｅ ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

注：与对照组 Ａ 比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与对照组 Ｂ 比较， ＾＾Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 ＬＰＳ 刺激及抑制和干扰后 Ａｄｒａ１ａ 蛋白的表达变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＾＾Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｄｒａ１ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

干扰组细胞进行 １２ ｈ 的刺激。 向每孔加入 １０ μＬ
Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８，充分混合，继续于培养箱中培养

１～４ ｈ，随后用酶标仪读取吸光度，设置标准曲线，
计算细胞存活率。
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白的表达情况

　 　 提取原代肝细胞总蛋白，用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒检测吸光度，计算蛋白浓度。 取约 ２５ μｇ 蛋白样

品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，利用半干转设置电流 ０􀆰 ２
Ａ，电压 １􀆰 ５ Ｖ，转膜时间 ９ ｍｉｎ。 用封闭液在 ３７ ℃
封闭 ＰＶＤＦ 膜 ２ ｈ；一抗 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ５００～１ ∶ １０００）、
Ａｄｒａ１ａ、ＥＲＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ （ １ ∶
５００）置于 ４ ℃条件下孵育过夜，１×ＴＢＳＴ 进行 ３ 遍清

洗，１ 次 １５ ｍｉｎ；滴加兔抗二抗 （ １ ∶ ３０００ ～ １ ∶
５０００），置于 ３７ ℃条件下进行 ２ ｈ 孵育，１×ＴＢＳＴ 清

洗 ３ 遍，１ 次 １５ ｍｉｎ；滴加 ＥＣＬ 发光液显色拍照，以
β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参蛋白，利用 Ｉｍａｇｅｌａｂ 分析蛋白条

带，计算出每种蛋白的相对表达量。

１􀆰 ４　 统计学方法　 　
　 　 实验数据用平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，并采用

Ｇｒａｐｈｐａｄ ８􀆰 ４􀆰 ２ 软件进行统计学分析，数据统计组

间两两比较采用 ｔ 检验方法，认为 Ｐ＜０􀆰 ０５ 差异有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＢＰ 蛋白的敲除情况

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示，Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝

细胞中的 ＬＢＰ 蛋白不再有表达（图 １）。
２􀆰 ２　 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达变化情况

　 　 如图 ２Ａ，在野生型小鼠原代肝细胞中与对照组

图 １　 原代肝细胞中 ＬＢＰ 蛋白的表达量

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＢＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ
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相比，ＬＰＳ 组 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达量无显著性差异（Ｐ＞
０􀆰 ０５）；而在 Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞中与对照组相

比，ＬＰＳ 组蛋白表达量显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），加入哌

唑嗪后其蛋白表达量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），如图 ２Ｂ；
加入 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 后蛋白表达量显著降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），
如图 ２Ｃ。
２􀆰 ３　 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达对细胞存活率的影响

　 　 由 ＣＣＫ⁃８ 结果可知，对比 ＬＰＳ 组，哌唑嗪组细

胞存活率显著上升（Ｐ＜０􀆰 ０１），如图 ３Ａ；ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组

细胞存活率也有明显提高（Ｐ＜０􀆰 ０５），如图 ３Ｂ。
２􀆰 ４　 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达对炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β
的影响

　 　 在 ＬＰＳ 的刺激下，Ｌｂｐ－ ／ － 小鼠原代肝细胞炎症

因子表达量升高；而加入哌唑嗪后，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的

表达量均有显著下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），如图

４Ａ、４Ｂ。 对 Ａｄｒａ１ａ 进行干扰后，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达

显著性降低（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ０１），如图 ４Ｃ、４Ｄ。
２􀆰 ５　 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达对 ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋

白表达的影响

　 　 在 ＬＰＳ 刺激下，ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ３８ 蛋白磷酸化会显

著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１，Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｐ＜０􀆰 ００１），加入哌唑嗪

抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达后 ＪＮＫ、ＥＲＫ、ｐ３８ 蛋白磷酸化显著

性降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ＜ ０􀆰 ００１，Ｐ＜ ０􀆰 ００１），如图 ５Ａ ～
５Ｃ。 而转染 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 下调 Ａｄｒａ１ａ 表达后， ＪＮＫ、
ＥＲＫ、ｐ３８ 蛋白磷酸化显著性降低（Ｐ＜０􀆰 ００１），如图

５Ｄ～５Ｆ。

注：与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达对 Ｌｂｐ－ ／ －小鼠原代肝细胞存活率的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｄｒａ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ Ｌｂｐ－ ／ － ｍｉｃｅ

注：与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１；与 ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达对各组小鼠原代肝细胞 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｄｒａ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
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注：与对照组 Ａ 比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１；与哌唑嗪组比较， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１；与对照组 Ｂ 比较， ＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ００１， ＾＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ０００１；与

ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ 组比较， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 抑制 Ａｄｒａ１ａ 表达对各组小鼠原代肝细胞 ｐ⁃ＥＲＫ、ｐ⁃Ｐ３８、ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ａ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒａｚｏｓｉｎ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｂ， ＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ００１， ＾＾＾＾Ｐ＜０􀆰 ０００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃Ａｄｒａ１ａ ｇｒｏｕｐ， ＆＆＆Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｄｒａ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＥＲＫ， ｐ⁃Ｐ３８， ｐ⁃ＪＮＫ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ

３　 讨论

　 　 ＬＰＳ 是在大多数革兰氏阴性菌的外膜外小叶中

发现的一种特征明确的病原体分子，它可以引发强

烈的免疫反应，并作为细菌感染的早期预警信

号［１２］，而 ＬＢＰ 为肝细胞产生的 Ｉ 类急性期蛋白［１３］，
ＬＰＳ 刺激信号由 ＬＢＰ 和 ＣＤ１４ 复合物呈递到 ＴＬＲ４⁃
ＭＤ⁃２ 以触发炎性细胞因子的释放［１４］，严重者可导

致脓毒症。 肝在脓毒症发生时发挥积极作用，通过

分泌急性期蛋白、代谢调节机制等方式减少损伤；

但肝在脓毒症发生时受损较为严重，包括缺血和休

克导致的缺氧性肝炎、药物毒性或严重炎症导致的

肝细胞损伤［１５］，在一项临床报道中将 ＬＢＰ 作为早

期标记物精准区分危重新生儿、儿童的非感染性全

身性炎症和脓毒症，标明 ＬＢＰ 可以作为一种生物标

志物来诊断早期临床脓毒症［１６］。 目前临床上对脓

毒症的治疗大多数采用抗生素的方法，尽管目前医

疗取得了迅速进展，由于滥用抗生素造成的耐药

性，目前临床上脓毒症尚无安全有效治疗手段，致
死率较高［１７］。 由于 ＬＢＰ 作为第一个传递 ＬＰＳ 信号
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的蛋白，Ｓｏｎｇ 等［５］建立了 ＬＢＰ 敲除大鼠模型，通过

与正常大鼠对比，ＬＰＳ 给药的 ＬＢＰ 敲除大鼠，其相

关炎症因子表达降低，并且肝炎性损伤较轻。 但又

有研究发现，ＬＢＰ 敲除小鼠的血液缺乏免疫反应性

ＬＢＰ，基本上无法在体外将 ＬＰＳ 转移到 ＣＤ１４，并且

细胞无法对 ＬＰＳ 做出炎性反应。 而体内注射 ＬＰＳ
的野生型和 ＬＢＰ 缺陷小鼠血浆中 ＴＮＦ⁃α 水平没有

显著差异，表明存在一种与 ＬＢＰ 无关的脂多糖应答

机制进行了炎症信号的传导［１８］，因此，ＬＢＰ 敲除小

鼠可为探究 ＬＰＳ 其他代偿性信号应答机制提供研

究基础。
Ａｄｒａ１ａ 是 Ｇ 蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ）之一［１９］，同

时又作为肝细胞上主要的肾上腺素受体，它特异性

偶联于 Ｇｑ ／ １１。 应激状态下，机体的交感神经系统

与肾上腺髓质的激动与释放均会增加，都可使得肝

细胞上的 α１⁃ＡＲ 过度激活［２０］，α１⁃ＡＲ 亚型可促进

ＥＲＫ ／ ＭＡＰＫ 磷酸化的激活，从而导致细胞出现各

种各种炎症效应等［２１］。 同时，α１Ａ⁃ＡＲ 转染的 ＰＣ１２
细胞在用去甲肾上腺素处理后，将细胞外信号调节

蛋白激酶、ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶与 ｃ⁃Ｊｕｎ 末端激

酶被激活，造成细胞损伤［２２］。 有研究表明，利用化

学交感神经切除术或使用 α 肾上腺受体抑制剂即

哌唑嗪等都可以有效改善由 ＣＣｌ４ 诱导的肝脂质过

氧化导致的氧化应激受损，使炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β 的表达降低［２３］。 因此，以上实验表明，Ａｄｒａ１ａ 的

激活可通过 ＭＡＰＫ 信号通路，对肝造成损伤，抑制

其受体表达会改善损伤的发生和发展。
本次研究在对 Ｌｂｐ 敲除小鼠进行 ＬＰＳ 刺激时，

发现其 Ａｄｒａ１ａ 表达量明显增加，而在野生型中却没

有变化。 随着 Ａｄｒａ１ａ 蛋白表达量的明显增加，丝裂

原活化蛋白激酶家族的 ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ 蛋白磷酸化

程度也显著增加，ＭＡＰＫｓ 调节细胞各种生命活动，
包括增殖、凋亡、炎症和先天免疫反应［２４］。 我们通

过使用哌唑嗪以及转染干扰 ＲＮＡ 的方法来抑制蛋

白 Ａｄｒａ１ａ 的表达，两种方法都能显著降低 Ａｄｒａ１ａ
蛋白的表达，但相比较而言，由于抑制剂哌唑嗪特

异性不高，因此干扰 ＲＮＡ 的方法抑制效果要更好一

些。 Ａｄｒａ１ａ 蛋白的抑制，ＭＡＰＫｓ 家族蛋白表达量显

著降低，其通路下游的炎症因子的表达量下降，细
胞存活率明显上升。 因此我们猜想，Ａｄｒａ１ａ 蛋白激

活了信号传导，使 ＭＡＰＫｓ 家族蛋白磷酸化，造成了

炎症因子的产生和细胞损伤的发生以及存活率的

下降。 目前实验室还发现 ＧＰＣＲ 家族其他蛋白，存

在与 Ａｄｒａ１ａ 相似的作用，因此后续希望可以通过联

合抑制潜在代偿受体，更高效地抑制 ＬＰＳ 诱发的炎

性反应。 与此同时该实验对象是小鼠原代肝细胞，
后续将体外筛选到的有效治疗靶点应用到小鼠模

型中做体内验证，希望可以找到 ＬＢＰ 敲除后传递

ＬＰＳ 诱导信号的有效代偿途径。
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