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Adra1a调节 LPS诱导的 Lbp- / -小鼠原代肝细胞
炎症反应

米传靓1,付　 彬1∗,李思迪1,2,陈志达1,郭中坤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　 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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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

Adra1a
 

in
 

regulating
 

the
 

LPS-induced
 

inflammation
 

response
 

in
 

primary
 

hepatocytes
 

of
 

lipopolysaccharide-binding
 

protein
 

knockout
 

(Lbp- / - )
 

mice.
 

Methods　 Primary
 

hepatocytes
 

were
 

extracted
 

from
 

WT
 

and
 

Lbp- / -
 

mice
 

using
 

a
 

two-step
 

perfusion
 

method,
 

and
 

an
 

inflammation
 

model
 

was
 

established
 

using
 

LPS
 

induction.
 

Expression
 

of
 

Adra1a
 

in
 

primary
 

hepatocytes
 

of
 

Lbp- / -
 

mice
 

was
 

suppressed
 

by
 

administering
 

the
 

inhibitor
 

prazosin
 

and
 

transfection
 

with
 

si-Adra1a.
 

The
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

groups
 

under
 

inhibitor
 

conditions:
 

control
 

group
 

A,
 

LPS
 

group
 

A,
 

and
 

prazosin
 

group.
 

For
 

siRNA
 

transfection,
 

cells
 

were
 

also
 

divided
 

into
 

groups:
 

control
 

group
 

B,
 

LPS
 

group
  

B,
 

si-NC
 

group,
 

and
 

si-Adra1a
 

group.
 

WT
 

primary
 

hepatocytes
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups:
 

control
 

group
 

(blank)
 

and
 

LPS
 

group
 

(12
 

h
 

stimulation).
 

Changes
 

in
 

the
 

Adra1a
 

response
 

to
 

LPS
 

stimulation
 

were
 

verified
 

by
 

Western
 

blot.
 

Other
 

method
 

ologies,
 

such
 

as
 

CCK-8,
 

qRT-PCR,
 

and
 

Western
 

blot
 

assays,
 

were
 

used
 

to
 

confirm
 

improvements
 

in
 

cell
 

inflammation
 

and
 

the
 

survival
 

rate
 

by
 

prazosin
 

and
 

si-Adra1a.
 

Results　 Significant
 

elevation
 

in
 

Adra1a
 

protein
 

expression
 

in
 

Lbp- / -
 

primary
 

hepatocytes
 

was
 

observed
 

post-LPS
 

stimulation
 

(P<0. 01),
 

whereas
 

no
 

notable
 

change
 

was
 

found
 

in
 

the
 

wildtype.
 

A
 

remarkable
 

increase
 

in
 

the
 

cell
 

survival
 

rate
 

was
 

noted
 

in
 

prazosin
 

and
 

si-Adra1a
 

groups
 

(P<0. 01,
 

P<0. 05).
 

Furthermore,
 

prazosin
 

and
 

si-Adra1a
 

groups
 

exhibited
 

significantly
 

reduced
 

expression
 

of
 

proinflammatory
 

factors
 

TNF-α
 

and
 

IL-1β
 

(P<0. 01),
 

p-p38,
 

p-ERK,
 

and
 

p-JNK
 

(P<0. 01),
 

which
 

are
 

associated
 

with
 

cell
 

damage
 

and
 

inflammation.
 

Conclusions　 Following
 

LPS
 

stimulation,
 

upregulation
 

of
 

Adra1a
 

and
 

proinflammatory
 

cytokine
 

expression
 

was
 

observed
 

in
 

Lbp- / -
 

primary
 

hepatocytes.
 

Specific
 

downregulation
 

of
 

Adra1a
 

expression
 

using
 

prazosin
 

and
 

si-Adra1a
 

significantly
 

decreased
 

LPS-induced
 

proinflammatory
 

cytokines
 

in
 

Lbp- / -
 

primary
 

hepatocytes.
 

Adra1a
 

is
 

implicated
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

LPS-induced
 

inflammation
 

response
 

in
 

primary
 

hepatocytes
 

of
 

Lbp- / -
 

mice.
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MAPK
 

signaling
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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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