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减轻小鼠肾脏的炎症反应 ， 减轻细胞凋亡及组织损管 ， 立 即放人 －

８０１ 冰箱 中保存 。 血液在 １ ． ５ｍ ｌ

伤 ， 从而改善小 鼠生存率 。 然而 目 前 尚 缺少有关ＥＰ 管中 室温静置 ２ｈ 后 ，

３５００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ２０ｍ ｉｎ

Ｇａ＾６ 蛋 白 应用 于 ＡＬＩ 的研究 。 该研究 旨 在通过后取上清液 ， 迅速将血清移至 －

８０Ｔ 冰箱中保存 。

ＬＰＳ 诱导小 鼠 ＡＬＩ 模型 ， 探讨 Ｇａｓ
＊６ 蛋 白通过抑制１ ． ２ ． ３ 肺湿／干质量比测 定 迅速分离小 鼠五叶肺

炎症反应发挥对小 鼠 ＡＬ Ｉ 的保护作用 ， 为临床 ＡＬＩ组织 ，取两叶右侧肺组织后立刻称重 ，计为湿重 。 然

的治疗提供新的依据和思路 。后肺组织置于 ８０ｔ烘箱 中 ７２ｈ 后 ，再次称重 ， 计为

１干重 。 湿重／干重为肺湿／干质量比 。

＇

 １ ． ２ ． ４ 肺组织病理 学 变化及评分 取一叶右侧肺

ｉ ． １ 材料组织固定于 ４％ 多聚 甲 醛 中 ， 室温放置 ２４ｈ 后送入

１ ． １ ． １ 实验动 物 １ ０ ￣

１ ２ 周 龄雌性 ８３出／ ￡ ； 小 鼠安徽医科大学第二附属 医院病理科进行 ＨＥ 染色制
３ ２ 只

，

２０ ？ ２５
ｇ ，

ＳＰＦ 级 ， 由 安徽医科大学实验动物 备病理切 片 ， 光镜下 观察肺组织病理变化 。 采用

中心提供 。 Ｔａｋａ〇 ｅ ｔ ａ ｌ

［

４
］

的方法进行病理评分 。 主要就肺泡及
１

． １ ． ２ 实验＾剂及器材 ＬＰＳ
（
￡ ． ｃ〇 Ｚ ｉ０５５

：
Ｂ５

） （ 美 血管壁的 中性粒细臟润 、肺充血情况 、肺泡间隔增

国 Ｓ ｉ
ｇ
ｍａ 公 司 ） ；

Ｇａｓ＜ 蛋 白 （類 Ｒ＆ＤＳ
ｙ
ｓ ｔｅｍ ｓ 公

厚程度 、肺翻膜的形成等对賴伤程度进行评分 。

司 ） ； 肿瘤坏死因子－

ａ （
ｔｕｍ〇ｒｎ ｅ ｃ ｒｏｓ ｉ ｓｆａＣ ｔＯＴ

－

ａ
，

ＴＮＦ －

每项指标 由轻到重评分记为 〇 ？ ４ 分 。 并随机选取
〇〇 ￡脱 试剂盒和 白 细齡素 ￣６

（
— １＾七

，

正－

１ 〇 个爾进行 ｉ平估 ， 最终将评分汇总 ， 总分代表各
６

）ＥＵＳＡ 试剂盒 （ 武汉华美生物工程有 限公 司 ） ；

组小鼠肺损伤程度 。

ＲＮＡ 提取试剂盒 （ 美国 Ｐｒｏｍｅ
ｇａ 公 司 ） ； 逆转录试剂

ｒ２ ＿ ５ＥＬＩＳＡ 法检测 小 鼠血 清 ＴＮＦ—

ａ 及 以 浓度

按照 ＥＬ ＩＳＡ 试剂盒说明 书分别检测血清 ＴＮＦ －ａ
、

成 （ 上海生工生物Ｍ技木服务有 限 ａ 司
ｗ 浓度 酶标仪上 ４５ （） ｎｍ ＆ 测 吸光度 （

ｉｃａｌ

钠 、氯化钾 、磷酸氢二钠 、多聚 甲 酸 、 氢氧化纳 、鱗酸」
？

— 此 ｍ 、 他旦访
、

士「ｄｅｎｓ ｉ ｔ
ｙ ，０Ｄ ） 值 ， 绘制标准曲线 ，评估待测品浓度 。

＇ 国药集ｎ 移液器 国 ｐｐ ｅｎ
＿

Ｕ ． ６ 实 时定量 ＰＣＲ
（ ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ

）
法检测 小 鼠肺组

°

织 中 ＴＮＦ－

ａｍＲＮＡ
、

ＩＬ＾

６ｍＲＮＡ 表达情况 每 只小

＾ｋ睑分组及模型 建立 将 ３ ２ＲＨ）
？ 關

鼠分别称取 ４〇 叫 肺组织 ， 液氮中辦 ， 匀賴反复

龄雌性 Ｂａｌｂ／ ｃ 小 ＩＩ随机分为空 白对照组 （ 生理盐水
Ｐ＿ ｅ

ｇ
ａ

＋ 生理盐水 ） 、
Ｇａｓ４ 蛋 白 对照组 （ 生理盐水 ＋ Ｇａｓ

－

总 驅 。 用 日 本 ＴａＫａＲａ 公 司 的 逆转
、

录 及 ＳｃｎＰ 〖

６
） 、

ＬＰＳ 处理组 （
ＬＰＳ＋ 生理盐水 ） 、

Ｇａ ｓ４ 蛋 白保护
ＲＴ －

ｑ
ｐＣＲ 试剂

今
并参照试剂盒说明 书逆转录合成

组 （
ＬＰＳ＋Ｇａｓ

＾

６
） ， 每组８只小 鼠 。

ＬＰＳ
（
￡ ．ｃｏ Ｚ ｉ０５ ５

 ：
ｃＤＮＡ

， 然后进行ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ法检测 。 从

ＰｕｂＭ ｅｄＧｅｎ
－

Ｂ５
） 用生理盐水配制成浓度为 ２ｍ

ｇ
／ｍ ｌＸ 蛋 白

—

按照 ５ ｊ

ｉｇ
／２００

 ｜

ｘ ｌ 溶解于生理盐水 中 。
ＬＰＳ 处麵

行引物设计合成 。 引 物序列 ：
？Ｆ －

ａ 上游引 物 ：
５

’

－

和 Ｇａｄ 蛋 白 保护组小 鼠分别腹腔注射 ２０ｍｇ
／ｋ

ｇ
ＡＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣ －

３
＇

，
下 游 引 物 ：

的 ＬＰＳ 诱导小鼠 ＡＬＩ 模型 ， 其余两组则腹腔注射等
５

＇

－ＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡ －

３
ｆ

；
ＩＬ ＊６ 上游 引 物 ：

量的生理盐水 。 然后 Ｇａｓ七 蛋 白对照组和 Ｇａｓ
？

６ 蛋
５

＇

－ＡＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴＣ －

３
＇

， 下游引物 ：

５
＇

－ＣＴ－

白保护组小 鼠立刻通过尾静脉注人 ５ 网 的 Ｇａｓ
￣６ＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧ －３

＇

；ＧＡＤＰＨ 上 游 引 物 ：

蛋 白 ，其余两组分别尾静脉注人等量生理盐水 。 ５
＇

－ＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ －３
＇

， 下游引 物 ：
５

＇

－ＧＣ －

１ ． ２ ． ２ 标本 制 备 ＬＰＳ／生理盐水腹腔注射 １ ２ｈＣＣＣＴＣＣＴＧＴＴＡＴＴＡＴＧＧ －３
＇

。 反应条件 ：

９５＾
、
３０ｓ

后 ，摘眼球取血 ， 血液收集于 １ ． ５ｍｌＥＰ 管 中 ， 然后为预变性阶段条件 ，
９５ 尤

、
５ｓ

，

６０ｔ
、
３０ｓ

， 共 ４０ 个

通过颈椎脱 臼法处死小 鼠 。 快速打开胸腔 ， 取出肺循环的扩增阶段 ，

９５ ｓ
，

６０ｔ
、

ｌｍ ｉｎ
，

９５Ｔ Ｊ ５

组织 。 取两叶右侧肺组织进行肺湿／干质量比测定
；

ｓ 为 溶 解 曲 线 阶段 条件 。 以 ＧＡＤＰＨ 作 为 内 参 ，

一叶右肺组织 ４％ 多 聚 甲 醛 固定 （ 室温 ） ，

２４ｈ 后送２
ｉＡＵ

法计算 ｍＲＮＡ 的相对表达量 。

人安徽医科大学第二附属 医院病理科进行 ＨＥ 染色１ ． ３ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ ９ ． ０ 软件进行分析 ，

制备病理切 片 ， 光镜下观察组织病理变化 ； 余肺经数据以 ％± ￥ 表示 ， 多组间的均数 比较采用单因素方

０ ．０ １ ％ＤＥＰＣ 水漂洗 ２ 遍后放人 １ ．５ｍ ｌ 无酶 ＥＰ差分析 ，
两两比较采用 Ｔｕｒｋ ｅ

ｙ 检验 。



安徽 医科大 学 学报ｙ ｌ ｃ／ａ ２０ 】 ６Ｍ ａ
ｙ ；

５ １
 （

５
） ？

６５７
？

２结果

２ ． １ 各组小 鼠肺湿／干质量 比 经 Ｌｉ
＞

Ｓ
、

ＧａＳ
－

６ 蛋 白

处理后 ， 各组小 鼠肺湿／干质量 比 的差异有统计学意

义 （
Ｆ ＝１ ４ ．５ ８

，
／
）

＜ （ ） ． （ ） （ ） （ ） １ ） 其屮空 白 对照组 、
Ｇａｓ

－

６ 蛋 白对照组小 鼠肺湿／干质量 比差异无统计学意 ： 、
： 二 ， ． ：

ｂ

义 ＬＰＳ 处理绀及 Ｇａｄ 蛋 丨

＇

丨 保护 纟
丨 １小 鼠 ， 肺湿／干

质量 比较空 丨

＇

１ 对照组小 鼠均旮所升 卨 （
Ｐ＜ ０ ． ０５

）

ｉＷ Ｇａｄ 蛋 丨

＇

丨 保护绀小 鼠肺湿／干质量 比较 ＬＰＳ 处

刊谢 小 丨

；

ｉＵ ｉ 所降低 （
＂ ＜ 〇 ． 叫 见 及 丨

表 １ 经 ＬＰＳ 及 Ｇ ａ ｓ
－

６ 蛋 白 处理后各组小 鼠肺 图 １ 经 及 Ｇａ ｓ
￣

６ 蛋 白 处理后

湿／干质量 比 、肺组织病理学评分 比较Ｕ ＝ ８
，
ｘ ± ．〇各组小 鼠肺组织病理学改变 ＨＥ ｘ  １ ００



ｊ

ｊ＾ｎ

 —

 ａ
 ： 空 白对照组

；

ｂ
 ： 
Ｇ ａＳ＾ 蛋 白对照组 ；

ｃ
： 
ｌｐｓ 处理组

；

ｄ
 ： 
〇批名 蛋



湿／干质量 比 （ ｇ
／
ｇ ）评分 （ 分 ）

Ｍ怵 办 』

空 白对照 ３ ． ９４± ０ ． １ ７ １ ． ２３± ０ ． １ ８

Ｇ ａｓ七 蛋 白 对照 ３ ． ９２ ± ０ ． ２２ ］ ．  １ ５± ０ ． １ ７ １〇〇 〇

｜

＂

□ＴＮ Ｆ ．

ａ

Ｌ ＰＳ 处理 ４ ＿ ５ １ ± ０ ． ２６
＊

 ５ ． ９５± ０ ． ４３
＊

—■ ＩＬ －

６

！

；“ 釘 丨 保护


４
：＾ ° － １ ５

＇ ？

Ｌｉ ：^

７
—ｉ

＿
．

 干
与空 白对照组 比较 ：

＊

尸 ＜ 〇 － ０ ５
 ； 与 ＬＰＳ 处理组 比较 ， Ｐ ＜ ０ ． ０５

２ ． ２ 各组小鼠肺组织病理学变化及评分 与空 白高

对照组 、
Ｇａ ｓ

￣６ 蛋 白 对照组 比较 ， 经 ＬＰＳ 处理后 的ｇ■ ＊
＃

＊
＃

ＬＰＳ 处理组 、
Ｇａｓ

－６ 蛋 白保护组小鼠肺组织病理改变奮 ｍ ｏ
－Ｉ

表现为不同程度的肺组织充血 、炎性渗 出 、肺泡壁增广Ｌ■Ｉ
厚和破 坏 、 透 明 膜 形 成 、 中 性粒 细 胞 浸 润 等 ｕ 而

ｑ
Ｕ￣＾￣ ￣ ￣

 ４

Ｇａ ｓ
＞６ 蛋 白保护组小 鼠较 ＬＰＳ 处理组小 鼠上述情况－Ｕ Ｉ

４ ４Ｍ －ｗｘｎｎ ｊ 以丄 儿

图 ２ＥＬ ＩＳＡ 法检测经 ＬＰＳ 及 Ｇａｓ －６ 蛋 白处理后

窄 Ｉ 所减轻 。 见图 １
。 随机选取 １ ０ 个 视野进行评估 ， 各组小 鼠血清 ＴＮＦ －

ａ 、
Ｋ 浓度

最终将评分 汇 总 ， 总 分代表小 鼠肺损 伤程度 。 经 １  ： 空 白 对照组 ；

２
：
Ｇａ ｓ

＾

６ 蛋 白 对照组 ；

３
：

１ ，ＰＳ 处理组
；

４
：
Ｇａｓ ６ 蛋

ＬＰＳ
、
Ｇａｓ

－６ 蛋 白 处理后 ， 各组小 鼠肺组织病理评分ｆｔ保护＆Ｕ 与空 白对照组 比较 ：
Ｐ＜ 〇 ． 〇 ５

 ；

１

 ．

ｊＬＰＳ 处理组 比较 ：

＂

Ｐ ＜

的差异有统计学意 义 （
Ｆ＝ ５ １ ７ ．００

，

Ｐ＜ ０ ． ０００ １

 ） 。００ ５

其中空 白对照组 、
Ｇａ ｓ

－

６ 蛋 白 对照组小 鼠肺组织病

理学评分差异无统计学意义 。
ＬＰＳ 处理组及 Ｇａ ｓ

－６２ ． ４ 各组小 鼠肺组织 ＴＮＦ －

ａ 及 ＩＬ －６ｍＲＮＡ 表达

蛋 白保护组小 鼠肺组织病理学评分较空 白对照组小经 ＬＰＳ
、
Ｇａｓ

－６ 蛋 白处理后 ， 各组小 鼠肺组织 ＴＮＦ －

鼠均有所升高 （
Ｐ＜ 〇 ．０５

） 。 而 Ｇａｓ
－

６ 蛋 白 保护组小
ａｍＲＮＡ 表达差异 有统计学意 义 （

Ｆ＝３ ５ ．２ ３
，

Ｐ＜

鼠肺组织病理学评分较 ＬＰＳ 处理组小 鼠有所降低
〇

．〇〇〇 １

） 。 其中空 白对照组 、
Ｇａｓ

－６ 蛋 白 对照组小鼠

（
Ｐ＜ ０ ．０５

） 。 见表 １肺组织 ＴＮＦ －

ａｍＲＮＡ 表达差异无统计学意义 。
ＬＰＳ

２ ． ３ 各组小鼠血清 ＴＮＦ －

ａ 及 ＩＬ －６ 浓度 经 ＬＰＳ
、处理组及 Ｇａｓ

－

６ 蛋 白保护组小 鼠肺组织 ＴＮＦ －

ＵｍＲ

Ｇａ ｓ
－６ 蛋 白处理后 ， 各组小 鼠血清 ＴＮ Ｆ －

ａ
、

Ｉ Ｌ －６ 浓度
ＮＡ 表达较空 白对照组小鼠均有所升高 （

Ｐ＜ ０ ．０５
）〇

差异 均 有 统 计 学 意 义 （
厂 ＝ ９ ６ ．９ ８ １ ４０ ．２０Ｐ＜而 Ｇａｓ

－６ 蛋 白保护组小 鼠肺组织 ＴＮ Ｆ －

ａｍＲＮＡ 表达

０ ．０００１
） 。 其 中空 白 对照组 、

Ｇａｓ
－６ 蛋 白对照组小 鼠
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