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

１ ． ４ ． ３ＬＰＳ 刺 激 ＲＡＷ２６４ ．７ 建立 炎症模型 用 １

０００ｎｇ／ｍ ｌＬＰＳ 溶液刺激 ＲＡＷ２６４ ．７ 细胞 ２４ｈ
， 建立１ ．５ ． ５Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 Ｋ ｖ ｌ ．３ 及细胞 因 子蛋 白 表

炎症模型 。
Ｋｖ ｌ ． ３ 特异性阻断剂玛格毒素 （

Ｍ
ｇ
Ｔｘ

，达 使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取肝组织 、 原代 ＫＣ ｓ 和

１ ０ｎｍ〇 ｌ／Ｌ
） 于 ＬＰＳ 处理前 ２ｈ 加人 。 ＲＡＷ２６４ ． ７ 细胞 ， 裂解充分后 ，用移液管将匀浆液转

１ ． ５ 检测指标和方法 移至 １ ．５ｍ ｌＥＰ 管 中 ，

４ 丈
、

１ ２０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ３０

１ ． ５ ． １ 肝组织 形 态 学 ＨＥ 染 色 取 １ ０％ 甲醛溶液ｍ ｉｎ
，取上清液 ； 使用 ＢＣＡ 试剂 盒进行蛋 白 定量检

固定的肝左叶组织 ， 常规石蜡包埋 ，切片后脱蜡于苏测 ，各组上清液用裂解液调至相 同蛋 白浓度 ， 加入 ５

木精和伊红染料中依次染色 ， 封片后于光学显微镜ｘ ＳＤＳ 蛋 白上样缓冲液 ，

１ ００ｔ 沸水煮 １ ０ｍ ｉｎ
， 进行

下观察肝组织形态学的变化 。 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 电泳并转膜于 ＰＶＤＦ 膜上 ，

ＰＶＤＦ 膜用含

１ ． ５ ． ２ＡＬＴ
、
ＡＳＴ 活性检测 小鼠眼球采血 ，

４ １静５％ 脱脂牛奶室温置于水平摇床封闭 ３ｈ
。 然后依次

置过夜后 ，

２０００ｒ／ｍ ｉ ｒｉ 离心 １ ０ｍ ｉｎ
， 吸取上层血清 ，滴加 １

：
５００ 的 鼠抗 Ｋｖ ｌ ．３

、兔抗 ＴＮＦ －

ａ 、抗 ＩＬ ＜６ 和
（

３
－

根据试剂盒说明书 ， 检测血清血清 ＡＬＴ
、
ＡＳＴ 活性 。ａｃ ｔ ｉｎ 抗体 ，

４Ｔ 孵育过夜后 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 ， 每次 １ ５

１ ． Ｓ ． ３ 免疫组化方法检测 Ｋｖ ｌ ． ３ 蛋 白 表达 小鼠ｍ ｉｎ
， 使用 １ ：１ ００００ 山 羊抗 鼠／兔二抗孵育 １ｈ

，

肝组织经 甲醛溶液 固定及石蜡包埋后制成 ２
ｐｍ 厚ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 ， 每次 １ ５ｍ ｉｎ 。 最后用 ＥＣＬ 发光液

度的切片 ， 并经多聚赖氨酸处理 ，将石蜡切片常规脱进行曝光显影 ，

Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ 照相系统拍照 ，并用 Ｉｍａｇ

ｅ
－

Ｊ

蜡 ，滴加 ３％ 过氧化氢溶液 以抑制 内 源性过氧化物软件分析蛋 白 的相对表达量 。

酶 ，放置于室温下孵育 １ ５ｍ ｉｎ 。 冲洗甩干后浸泡于１ ． ６ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ ３ ． ０ 统计软件进行

柠檬酸盐缓冲液 中 ， 并使用微波炉高火加热 １ ０
￣

１ ５方差分析 ， 计量 资料 以 ｘ表示 ， 两两 比较采用

ｍ ｉｎ
，
以修复表面抗原 ，

ＰＢＳ 冲洗后加入 山羊血清封ＬＳＤ －

？ 检验 ， 多组 均数 比 较采用 Ｏｎｅ －Ｗａ
ｙ
ＡＮ０ＶＡ

闭 ，

３７ｔ孵育 ３ ０ｍ ｉｎ
， 再滴加 山羊抗大 鼠 Ｋｖ ｌ ．３ 多法。

克隆抗体 （
１ ：５００

） ， 使用 ＰＢＳ 作为 阴性对照组 ， 后２

放置于 ４冰箱 中过夜 ， 第 ２ 天 ， 将切片放人 ３ ７Ｔ

温箱中孵育 ３０ｍ ｉｎ 复温 ，

ＰＢＳ 冲洗甩干后滴加聚合２ ． １ 鼠肝组织及血清相关检测结果



安徽 医科大 学 学报Ａ ｃ ＺａｆＡｉ ｉｗＷａ仏如 ／ｕ＾２０ １ ６Ｍ ａ
ｙ ；

５ １
 （

５
）

？

６５ １ ？

２１ ． １两组小 鼠 的 肝组织 病理 学检查 比较 光镜２ ． １ ． ３免疫组化 法检测肝组织 Ｋｖ ｌ ．３ 蛋 白 表达情

下观察 ，
正常组肝脏组织形态正常 ， 肝小 叶结构清况 免疫组化结果显示 ， 与正常组相 比 ，模型组肝组

楚 ； 模型组可见大量肝细胞坏死 ， 肝小叶结构模糊 ， 织 Ｋ ｖ ｌ ．３ 蛋 白表达明显减少 ，见图 ３
。

组织汇管区充血 ， 周边 出现炎性细胞浸润及大小不^

等的空泡样变 ，肝细胞混浊肿胀 、边界不清 、胞质疏汚麵 ：

：◎敏
．

＇Ｖ － ＶＴ． ？

 ＇

Ｖ
＇

；
４ ． ■

＇
？

松淡染 。 见图 １
。

２ ． １ ． ２两 组小 鼠血清 ＡＬＴ
、
ＡＳＴ 活性结 果 检测血

清 中酶的活性的 改变可 以反映肝脏的功能情况 ， 当

肝细胞受损时 ， 肝细胞 内 的 ＡＬＴ
、
ＡＳＴ 释放入血 ，

血纪 ：
：
：濟 ＿分

’

糕 、二 ；

清 Ａ ＬＴ
、
ＡＳＴ 活性会升高 、 因此 ， 这两种酶的活性升〇释 ？ Ｂ

高成为肝功能受损 的特异性指标 。 结果显示 ， 模型图 ３ 免疫组化法标记肝组织 Ｋ ｖ ｌ ． ３ 的表达 Ｓ Ｐ ｘ ２００

组小 鼠血清 ＡＬＴ
、
ＡＳＴ 活性显著升高 ， 与 正 常组相 Ａ

： 正常组 ；
Ｂ

： 模型组

比 ， 差异有统计学意义 （
《＝ ８ ．０２０

、
５ ．０ ３ ３

，

Ｐ＜ ０ ．０ １
） 。

见图 ２
。 ２

． １ ． ４ 实 时 焚光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 的 相对定量结 果

采 月 ｊｑ ＲＴ
－ ＰＣ Ｒ 检 测 正 常 组 和 模 型 组 肝 组 织 中

两 组， ３
、
？＾ 蛋 白 表达量 的

比较 Ｗｅｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 结果显示 ， 与正常组相 比 ， 模型

图 １ 鼠肝脏组织形态学染色 Ｈ Ｅ ｘＭＯ组肝组织细胞因子 ＴＮ Ｆ －

ａ
（

ｉ＝ ９ ． ５ ３ ２
，

Ｐ＜ ０ ． ０ １

） 、
１ Ｌ －

Ａｍ ＢＵｍ ６
（

ｚ
＝ ３ ．６６ ３

，

尸 ＜ ０ ．０５
） 蛋 白表达水平升高 ，

Ｋ ｖ ｌ ．３ 蛋

丨 ０
「 白表达水平显 著降低 ０ ＝ ５ ．９４ １

，

Ｐ ＜０ ． ０ １

） 。 见 图

Ｔ ５
。

ｇ
８

＂

 ２ ． ２原代
ＫＣ ｓ中Ｋｖ ｌ ． ３

、
ＴＮＦ －

ａｍＲＮＡ的 表达

Ｆ６
－

 ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ 结果显示 ， 模型组提取 的 ＫＣ ｓ 中 ＴＮＦ －

ａ

ｈ ｎ ｉＲＮ Ａ 表达显著高于正常组 （
《＝ ４ ．８ ８ ６

，
Ｐ＜０ ．０ １

） 。

ｍ
４

＇

ｒ
＾

ｎ 模型 组 Ｋｖ ｌ ． ３ｍＲＮＡ 表 达 显 著低 于 正 常 组 ＝

£
２ － １ ４ ． ３ ５

，

Ｐ ＜ ０ ． ０ １
） 。 见图

６
。

２ ． ３体外 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４ ．７ 细胞 Ｋｖ ｌ ．３ 的 表

正 常 组模 型 组达模 型 组 为 采 用 １〇〇〇ｎ
ｇ
／ｍ ｌＬＰＳ 刺 激

１ ５ 〇

［
ＲＡＷ ２６４ ．７ 细胞 ２４ｈ

，ｑＲＴ
－ＰＣＲ 结果显示 ， 与正常

组相 比 ，模型组 Ｋｖ ｌ ．３ｍＲＮＡ 的表达降低 ， 与正常组

ｇ １ 〇 〇
．

？相 比 ， 差异有统计学意义 ０
＝ ４ ． ５ ８ ３ ，＜ ０ ． ０５

） 。 见

＾ 图
７

。

■

ｇ ２ ． ４ＭｇＴｘ 抑制 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４ ．７ 细胞因子的

｜
５ ０

－

＾分泌

５ ２ ． ４ ． １实 时 荧 光定量 ＲＴ －ＰＣＲ 的 相对定 量 结 果

〇
丨 Ｉ Ｉ Ｉ ｑ

ＲＴ －ＰＣＲ 结果显示 ，

Ｍ
ｇ
Ｔｘ 预处理后 ，

ＬＰＳ 诱导 的 细

正 常 组模 型组胞因子 ； １＾〇５
、
１ １－６

、
１ １＾ 丨

０ 、
丁￣ １

＜＾ １＾ １＾ 表达水平降

图 ２ 正 常组与模型组 ＡＬＴ
、
Ａ ＳＴ 结果低 ， 与挨型组 比较 ， 差异有统计学意乂 （

Ｆ＝ Ｉ ６ ８ ．２
、

与正常组 比较 ：

＊ ＊

ｐ ＜ 〇 ． 〇 ］ ８６２ ．９
、
５９６ ．７

、
６ １ ．１ １

 ，

Ｐ ＜ ０ ．０５
，

Ｐ ＜ ０ ．０ １
） 〇见图

８
。

２
． ４ ． ２Ｍ

ｇ
Ｔｘ 抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４ ．７ 细胞 因
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ｙ ；

５ １
 （

５
）

２ ０
「 １ ０

厂 ＊ ＊

＊ ＊＿

Ｔ
＿

％Ｔ？８
－

 ｜

丁

尝 １ ５

－ 超
８

ｚ懈

ｓ 友 ６
－

＜ １ ０
－

 ｆ
５Ｚ４－

Ｅ Ｐ

？５
－ ｉ

Ｓ ｄ
２－


［

－

〇
ｌ—— — ０Ｌ＿

正 常 组模 型 组正 常组模 型 组

８ ０

厂 ＊ ＊ 丨 ． ５
一

＿丁＿

裕锵
１０

＿
￣Ｕ

１４ ０
－ ％

Ｉ １ ４－

ｅ ｓｏ ． ５—丁
Ｓ

＇

２ ０
－

 ^

－

^

０
＝＝ ０ ． ０



正常 组模 型 组 正 常组模 型组

图 ４ 肝组织各细胞 因子及 Ｋ ｖ ｌ ． ３ｍＲ Ｎ Ａ 表达水平

与■常组比较：

＊

Ｆ ＜ ０ ． ０５
，

＊ ＊

Ｐ ＜ ０ ． ０ １

正 常 组模 型组 ６

「 ＋

＿ 遞 １̄

Ｉ Ｌ －

６— …一 ^

－ ｌ
，４

－

ＴＮ Ｆ －

ａ＿——
＿

？蒙
，

 ｜

１ ：：：
￣

一

￣

Ｚ
Ｋ ｖ ｌ ． ３ ：

：酬賺賴酵 笔

Ｉ２
－

｜

３
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ

 ｜ＺＴ

〇 ｌ

 


．

□Ｋｖ ｌ ＇ ３ 疋常组模型组
國 Ｉ Ｌ －

６ ］５
ｐ

，．

■ＴＮ Ｆ －

ａ

＋
衫

『
：

１圓 ｉ ！

：ｎ
正 常 组模 型 组^

图 Ｓ 肝组织各细胞 因子及 Ｋ ｖ ｌ ． ３ 蛋 白 表达 〇 ． 〇 Ｉ １—Ｊ

与正常组 比较 ：

＊

Ｐ ＜ 〇 ． 〇 ５
，

＊ ＊

Ｐ ＜ ０ ． ０ 丨正常组模型组

图 ６ 原代 ＫＣ ｓ 中 Ｋ ｖ ｌ ． ３
、
Ｔ Ｎ Ｆ ｃ ＜ｍ ｉ ？ ＮＡ 表达水平

子分泌 的 蛋 白Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 结果显示 ，

Ｍ
ｇ
Ｔｘ 预处与正常组 比较 ：

＊

／

，

＜ 〇 ． 〇 ５
，

＊ ＊

Ｐ ＜ 〇 ． 〇 丨

理后 ，
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＾－
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