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摘要 目 的 探讨脂多糖 （
ＬＰＳ

） 诱导 的小 鼠急性肝损伤模无特 效 的 防 治 方 法 。 脂 多 糖 （
ｌ ｉ ｐｏｐｏ ｌ

ｙ
ｓａｃ ｃ ｈａ ｒ ｉｄｅ

，

型 中 钾 离 子 通 道 蛋 白 Ｋ ｖ ｌ ． ３ 的 表 达 水 平 。 方 法 选 取ＬＰＳ
）诱导的免疫性急性肝损伤模型 ， 是 目 前常用 的

ＣＷ Ｂ ｉｙ６ 小鼠 ， 建立 ＬＰＳ 诱导的急性肝损伤模 型 ， 采用组织
研究肝脏损伤机制模型 。 在免疫性肝损伤 中 ， 免疫

会田胞如 巨嗤细胞 、
Ｔ 淋 巴 细胞在机体的发病过程 中

氨基转移酶 （
ＡＬＴ

） 和谷草转氨酶 （
ＡＳＴ

） 水平 ，
免疫组化 、 荧扣老法■面 仏 ｍ 抽命

、

苗 疋 ＾ｙ １

光实时定量反转 录 － 聚 合 酶链 反 应 （抑－卿 及 Ｗ ｅ－
起着重要作用 。 钾离子通道

Ｊ
白 Ｋｖ ｌ ． ３淋 巴

ｂ ｌｏ ｔ 检测 Ｋｖ ｌ ． ３ 表达变化 ；选取原位灌流的方法分离原代肝
细胞 、 巨唾细胞活化过程 中发挥重要作用 ， 乡 与多种

脏枯否细 胞 （
ＫＣ ｓ

） ， 检 测 Ｋ ｖ ｌ ． ３ 的 表 达 变 化 。 体 外 培 养 疾病的发生和发展 。 该研究通过建立 ＬＰＳ 诱导 的

ＲＡＷ２６４ ． ７ 细胞 ，使用 ＬＰＳ 刺激 ， 进一步检测 Ｋｖ ｌ ． ３ 的表达急性肝损伤模型 ，观察急性肝损伤模型 Ｋｖ ｌ ＿３ 的表

变化 ；使用 Ｋｖ ｌ ． ３ 特异性 阻断 剂 玛格 毒 素 （ Ｍｇ
Ｔｘ

） 预处理达 变 化 ， 体 外 采 用 ＬＰＳ 刺 激 小 鼠 巨 噬 细 胞

ＲＡＷ２６４ ． ７ 细胞 ， 再加 ＬＰＳ 刺激 ， 采用 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎＲＡＷ２６４ ．７

，检测 Ｋｖ ｌ ．３ 的表达变化 ， 同时采用特异

ｂ ｌ ｏ ｔ 检测细胞因子 的表达变 化 。 结果 组织病理学检查证性阻断剂阻断 Ｋｖ ｌ ．３
， 检测对 ＬＰＳ 诱导 的炎症细胞

实急性肝损伤模型建立成功 ， 模塑组的 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 含量均 因子分泌的影响 ， 探讨 Ｋｖ ｌ ＿３ 通道在免疫性急性肝
高于正常组 （

＜Ｐ＜ ０ ． ０〇 ， 模 型 组 组 织 和 原代 肝 脏 ＫＣ ｓ 中损伤进程中 的潜在作用 。

Ｋｖ ｌ ． ３ 表达均低 于 正 常组 （
Ｐ ＜ ０ ． ０ １

） ， 体外 实验 ＬＰＳ 刺 激
入 °

ＲＡＷ２６４ ． ７ 细胞后 ，
ＫＶ １ ． ３ 表达降低 （

Ｐ ＜ ０ ． 〇５
） ；

Ｋｖ ｌ ． ３ 特异１材料与方法

性阻断剂 Ｍ
ｇ
Ｔｘ 减少 ＬＰＳ 诱导 的细胞 因 子 的分泌 。 结论＿

Ｋｖ ｌ ． ３ 在急性肝损伤模型 中 的表达降低 ， 阻断 Ｋｖ ｌ ． ３ 能减少
１ ＿ １ 实验动物 ４０ 只健康雄性 Ｃ５ ７ ＢＬ／６ 小 鼠 ，

１ ８

ＬＰＳ 诱导 巨 噬细胞炎症 因子 的分泌 ，

Ｋ ｖ ｌ ． ３ 可能在治疗肝脏
￣ ２２

ｇ ， 购于安徽 医科大学实验动物 中心 。 伺养于

疾病过程 中发挥着重要 的作用 。安徽医科大学药学院动物房 。
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—抗购 自 美 物增强剂 ，

３７ 尤 孵育 ２０ｍ ｉｎ
，

ＰＢＳ 冲洗后加人辣根

国 八１＾１ １１ 公司 ； 白 细胞介素 ￣６
（

丨 １＾ １

＇

１６ １１ １？± ［１
￣６

，

１ １＾６
） 、酶标记山羊抗小 鼠 Ｉ

ｇ
Ｇ 多聚体 ，

３０Ｔ ： 孵育 ３０ｍ ｉｎ
，

Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎ
、 白 细胞介素 －

ｉ
ｐ （ 

ｉｎ ｔｅｒｌｅｕｋ ｉｎ
－

１
 （

３
，

ＩＬ －

ｉ
ｐ ）

—抗ＰＢＳ 冲洗甩干后应用 ＤＡＢ 显色 。

购 自 武汉博士德生物工程有限公司 ；
ＴＲＩｚｏ ｌＲｅａ

ｇ
ｅｎ ｔ１ ． ５ ． ４ 实 时 定量 ＲＴ －

ＰＣＲ 检测 Ｋｖ ｌ ＿３ 及细胞因

ＲＮＡ 提取试剂购 自美 国 Ｉｎｖ ｉ ｔｒｏ
ｇ
ｅｎ 公司 ； ｐ

－

ａｃ ｔ ｉｎ
、
ＩＬ －子的表达应用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒提取肝组织 、原代提取

６
、
Ｋｖ ｌ ＿ ３

、
ｉＮＯＳ

、
ＩＬ －

ｌ

ｐ 、 ＴＮＦ
－

ａ弓  ｜ 物 由Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ

（ 上ＫＣ ｓ
、细胞株

ＲＡＷ２６４ ． ７中总ＲＮＡ ， 并测定其浓度和

海 ） 公司合成 ；

ＦＢＳ 购 自杭州 四季青生物工程材料有纯度 ， 并要求吸光度 （ ａｂｓｏ ｒｂａｎｃｅ
，

Ａ
） 值 Ａ２６０／Ａ２８０

限公司 ；

ＤＭＥＭ 培养液购 自 美国 Ｈ
ｙ
Ｃ ｌｏｎｅ 公司 ； 荧光为 １ ．８￣ ２ ． ０

， 并调整 ＲＮＡ 浓度至 １ｍ
ｇ
／Ｌ

， 采用
一

定量染料 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ 购 自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司 。步法 ＲＴ －

ＰＣＲ 试剂盒反转录 ｃＤＮＡ 。

１ ． ４ 方法

１ ． ４ ． １动物模型 的 建立 与 处理Ｃ５７ ＢＬ／６ 小 鼠 ４０ 表 １ 基 因 引 物序 列

只 ， 随机分为正常组Ｕ
＝ ２０

） 和急性肝损伤模型组ｇ标ｇ因 弓 丨 物序 歹 ３

＇

）
̄

Ｕ
＝２０

） 。 所 有 小 鼠 处 理 前 禁 食 １ ２ｈ
， 参 照 文

献
［

＾ ２
］

， 模型组小 鼠腹腔注射 １ ０ｍ
ｇ
／ ｋ

ｇ 的ＬＰＳ ，
正 Ｉ Ｌ －

６Ｆ
：ＧＡＧＧＡＴＡＣＣＡ ＣＴＣＣＣＡＡＣ ＡＧＡ Ｃ Ｃ

常组注射等体积 的 〇 ．９％ＮａＣ ｌ 溶液 。 处理过 ２４ｈ ｒ
：ａａｇｔｇｃａｔｃ ａｔｃｇｔｔｇｔｔｃａｔａ ｃａ

后 ，所有小鼠眼球采血 ， 分离血清 ， 测定 ａｌｔ
、
ａｓｔ 活

ＴＮ￣

^

性。 取部分肝左叶组织 ， 用 １ ０％ 甲 醛溶液 固定 ， 剩 ＩＬ ＿

１

｜

３Ｆ
：

ＣＴＴＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣＧＧＡＣＣＣ

余肝组织放人液氮速冻 ， 然后转入 －

８０ 丈 冰箱进行 Ｒ
：ＴＧＡＧＴＧＡＴＡＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧ

长期促存 ｉＮ０ＳＦ
 ： 
ＡＡＴＣＴＴＧＧＡＧＣＧＡＧＴＴＧＴＧＧ

’ °

，
，

，
， Ｒ

 ： 

ＣＡＧＧＡＡＧＴＡＧＧＴＧＡＧＧＧＣ１ＴＧ

１ ． ４ ． ２ＫＣ ｓ提取 多 考头验室提取ＫＣ ｓ方法 ， （ＪＡＰＤＨＦ
：ＧＧＡＣＣＴＣ ＡＴＧＧＣＣＴＡＣＡＴ

提取正常组 、模型组 ＫＣ ｓ
，进行后续实验 ＾

Ｒ
：ＴＡＧＧＧＣＣＴＣＴＣ ＩＴＧＣＴＣＡＧＴ


１ ． ４ ． ３ＬＰＳ 刺 激 ＲＡＷ２６４ ．７ 建立 炎症模型 用 １

０００ｎｇ／ｍ ｌＬＰＳ 溶液刺激 ＲＡＷ２６４ ．７ 细胞 ２４ｈ
， 建立１ ．５ ． ５Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ 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 ０ｎｍ〇 ｌ／Ｌ
） 于 ＬＰＳ 处理前 ２ｈ 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 ．５ｍ ｌＥＰ 管 中 ，

４ 丈
、

１ ２０００ｒ／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 ００ｔ 沸水煮 １ ０ｍ 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 ． ２ＡＬＴ
、
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 ３ｈ
。 然后依次

置过夜后 ，

２０００ｒ／ｍ ｉ ｒｉ 离心 １ ０ｍ 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 ，

４Ｔ 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 ００００ 山 羊抗 鼠／兔二抗孵育 １ｈ

，

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 ５ｍ 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 ５ｍ ｉｎ 。 冲洗甩干后浸泡于１ ． ６ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ 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 ，

３７ｔ孵育 ３ ０ｍ 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 ７Ｔ

温箱中孵育 ３０ｍ 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 ＺａｆＡｉ ｉｗＷａ仏如 ／ｕ＾２０ １ ６Ｍ ａ
ｙ ；

５ １
 （

５
）

？

６５ １ ？

２１ ． 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 － ＶＴ． ？

 ＇

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 ｊｑ 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 ｅｒｎｂ 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 －

ａｍＲＮＡ的 表达

Ｆ６
－

 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 ． ３ｍＲＮＡ 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 ｌＬＰＳ 刺 激

１ ５ 〇

［
ＲＡＷ ２６４ ．７ 细胞 ２４ｈ

，ｑＲＴ
－ＰＣＲ 结果显示 ， 与正常

组相 比 ，模型组 Ｋｖ ｌ ．３ｍＲＮＡ 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 ． ４ＭｇＴｘ 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 ． ２Ｍ

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
５Ｚ４－

Ｅ Ｐ

？５
－ ｉ

Ｓ ｄ
２－


［

－

〇
ｌ—— — ０Ｌ＿

正 常 组模 型 组正 常组模 型 组

８ ０

厂 ＊ ＊ 丨 ． ５
一

＿丁＿

裕锵
１０

＿
￣Ｕ

１４ ０
－ ％

Ｉ １ ４－

ｅ ｓｏ ． ５—丁
Ｓ

＇

２ ０
－

 ^

－

^

０
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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 ． ３ｍＲ 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 １̄

Ｉ Ｌ －

６— …一 ^

－ ｌ
，４

－

ＴＮ Ｆ －

ａ＿——
＿

？蒙
，

 ｜

１ ：：：
￣

一

￣

Ｚ
Ｋ ｖ ｌ ． ３ ：

：酬賺賴酵 笔

Ｉ２
－

｜

３
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ

 ｜ＺＴ

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 ｒｎｂ 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 ，
ＬＰＳ 诱导的细胞 因子分泌与 ＬＰＳ 模型组相 比 ，

３

ｉＮ０Ｓ
、
ＩＬ －

６
、

Ｉ Ｌ －

ｉ

ｐ 、
ＴＮＦ －

ａ 蛋 白 表达 水平降低 ， 差异

有统计学意义 （
厂 ＝ ３７７ ．３

、
１ ０９ ．５

、
１ １ ５ ．０

、
２０ ．４４

，

Ｐ＜急性肝损伤是易发和常见 的肝脏疾病 ， 而 内毒

０ ．０５
，

Ｐ＜ ０ ． ０ １

） 。 见图 ９ 素 血症是引起肝损伤 的主要病因 ， 因此 内毒素诱发



安徽 医科大 学 学报Ａｃ ｆａ ｉｋｆｅ ｔｆｉｃ ｉＶｉａ Ｚ ｉｉ２０ １ ６Ｍａ
ｙ ；

５ １
 （
５

）
＿

６５ ３
？

１ ５

［泌 ＩＬ －

ｉ
ｐ 、

ＩＦＮ －

７ 、
ＴＮＦ －

ａ 等细胞因子 ， 进
一步激活肝

＿脏 ＫＣ ｓ
，在这些细胞 因子及相关黏附分子 的介导下

｜ １ 〇
．ｉ 引起免疫炎症反应导致肝细胞及组织损伤

［
７

］

。
ＫＣ ｓ

｜

＇

是肝内定居的 巨噬细胞 ， 在炎症和防御 的过程 中起

Ｉ重要作用 。
ＬＰＳ 可通过 受体激活 ＮＦ－

ｋＢ
， 使肝脏

｜
０ ． ５

－ ＫＣ ｓ 释放内源性致炎细胞 因子 ， 在免疫性肝损伤 中

ｔｒ
＾－

ｉ发挥着重要作用 。

细胞膜上离子通道 电生理活性 ， 对于细胞的活
〇 〇

＾
—

化 、细胞因子的分泌 、细胞的增殖等起着重要作用 。

一

正常大鼠腹腔巨唾细胞钾离子通道电生理特性证实
图 ７Ｋ ｖ ｌ ． ３ｍ Ｒ Ｎ Ａ 表达水平

＾Ｍ ｆｃｋ？ －

＊

Ｐ ＜ 〇 〇５ 了 巨 噬细胞表达不 同 的功能性钾离子通道蛋 白 亚
１＂

＇
＇

型
［

８
］

。 文献
［

９ １ °
］

报道 ，
Ｋｖ ｌ ． ３ 对巨噬细胞生理功能

急性肝损伤模型 的建立对基础科研和临床用药研究 调节起着重要作用 ，影响细胞增殖和细胞因子分泌 。

有重要意义 。 啮齿类动物腹 腔 内 单独应用 ＬＰＳ 或Ｋｖ ｌ ．３ 通道属 于 电压 门控钾通道 Ｓｈａｋｅ ｒ 家族 ， 是 由

与肝毒素共同作用建立肝脏急性炎症损伤模型 ，
已 约 ５００ 个氨基酸的亚单位非共价结合形成的 同源 四

被广泛应 用
［

４
］

。 本 实 验采用 腹腔 注射 １ ０ｍｇ／ ｋｇ聚体 ， 是 巨 噬 细 胞 主要 表达 的钾 离 子通 道亚 型 。

ＬＰＳ 作用 ２４ｈ 后 ， 收集血清和肝脏组织 。 组织病理Ｋｖ ｌ ．３ 在动脉粥样硬化
［

１ １

］

、胰腺癌
［

１ ２
］

、乳腺癌
［

１ ３
］

等

学 ＨＥ 染色验证模型建造成功 ， 血清 ＡＬＴ／ＡＳＴ 活性疾病中异常表达 ，
已成为疾病治疗的重要靶点 。

的测定反映 了肝细胞损害和坏死的程度 。鉴于 Ｋｖ ｌ ．３ 在 巨 噬细胞及许多疾病 中 都起着

文献
［
５

］

报道 ，

ＣＤ４
＋

Ｔ 淋 巴细胞及其分泌的细重要作用 ， 而 Ｋｖ ｌ ．３ 在肝脏损伤方面暂无研究 ， 为

胞因子如 ＴＮＦ
、 干扰素 －

７ （
ｉｎ ｔｅｒｆｅ ｒｏｎ

－

７ ，
ＩＦＮ －

７ ） 有促此本课题组设计探讨 Ｋｖ ｌ ．３ 在免疫性肝损 伤 中 的

肝脏损伤作用 ， 同时在 自 身免疫性肝脏疾病中 ，

Ｔ 淋作用 。 结果显示 ，

Ｋｖ ｌ ．３ 在 ＬＰＳ 诱导 的小 鼠急性肝

巴细胞介导的免疫炎症显著促进此类肝脏疾病 中肝损伤模型 中表达降低 ， 提示 Ｋｖ ｌ ．３ 的异常表达可能

脏损伤的发生和进展
Ｗ

。 在参与 炎性反应 的 细胞参与急性肝损伤 的 发生发展过程 。 体外实验证实

中 ，

Ｔ 淋 巴细胞活化为 ＣＤ８
＋

和 ＣＤ４

＋

Ｔ 细胞 ， 通过分Ｋｖ ｌ ＿３ 特 异 性 阻 断 剂 Ｍ
ｇ
Ｔｘ 能 减 少 ＬＰＳ 诱 导 的

３ ００
ｒ ２０

－

§ １ １ ５
．早

Ｓ

２００
－

早 荽

ｆ ｜

—

Ｈｆ １ ０
■

１
１ 〇〇 － ｉ

ｃＳ ？５
－

ｏ 与

ｇ
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Ｇａｓ －６ 蛋 白对小鼠急性肺损伤保护作用的研究

尹 璐 ， 杨 进 ，
汪 影

， 毕继蕊 ，刘 辉 ， 陆友金

摘要 目 的 研究外源性 ＧａｓＡ 蛋 白对脂多糖 （
ＬＰＳ

）诱发小鼠肺组织湿／干质量 比 、肺组织病理学评分 、血清 中 ＴＮＦ－

ａ
、

鼠急性肺损伤的保护作用 。 方法 将 Ｂａ ｌｂ／ ｃ 小 鼠随机分为 ＩＬ＊

６ 水平及肺组织中 ＴＮ Ｆ －

ｏ ｔｍＲＮＡ
、
ＩＬ４ｍＲＮＡ 的表达较空

空 白对照组 、
Ｇａ＾６ 蛋 白对照组 、

ＬＰＳ 处理组 、
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＾

６ 蛋 白保护白对照组升高 ，差异有统计学意义 （
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 ） 。 而 Ｇａ＾６ 蛋

组 。
ＬＰＳ 处理组 、

Ｇａｓ －６ 蛋 白 保护组分别通过腹腔注射 ＬＰＳ白保护组上述指标较 ＬＰＳ 处理组均有所下降 ， 差异有统计学
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