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受体相互作用蛋白１４０在脓毒症急性肺损伤大鼠肺泡巨噬细胞中的表达及其作用
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　　［摘要］　目的　探讨受体相互作用蛋白１４０（ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１４０，ＲＩＰ１４０）在脓毒症急性
肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）大鼠肺泡巨噬细胞中的表达及其在炎症反应过程中的作用。方法　３６只雄
性ＳＤ大鼠按随机数字表法分为正常对照组、假手术组和盲肠结扎穿孔术（ＣＬＰ）致脓毒症肺损伤３、６、
１２、２４ｈ组。ＨＥ染色观察肺组织病理变化；免疫组化检测ＲＩＰ１４０在肺组织的表达分布；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及
免疫荧光观察肺泡巨噬细胞 ＲＩＰ１４０的表达变化及定位；ＲＴｑＰＣＲ测定肺泡巨噬细胞 ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＩＬ６ｍＲＮＡ水平变化。结果　ＣＬＰ组可见明显肺损伤病理改变且随时间进展逐渐加重。ＲＩＰ１４０在脓
毒症肺损伤大鼠肺组织中主要表达于炎性渗出细胞，且随时间进展，表达ＲＩＰ１４０的细胞数量逐渐增多。
ＣＬＰ术后６ｈ大鼠肺巨噬细胞ＲＩＰ１４０蛋白表达水平较正常对照组开始升高（Ｐ＜００５），至１２～２４ｈ维
持一较高水平，且主要表达于细胞核。ＣＬＰ术后３ｈ大鼠肺巨噬细胞ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ水平较
正常对照组开始升高（Ｐ＜００５），至１２～２４ｈ维持一较高水平，下调肺泡巨噬细胞ＲＩＰ１４０的表达可明
显抑制ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达。结论　脓毒症肺损伤大鼠肺泡巨噬细胞可通过上调ＲＩＰ１４０
表达增强肺组织炎症反应，从而参与早期急性肺损伤的炎症应答。
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　　急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）／急性呼吸窘
迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）是临
床常见的危急重症，目前认为过激的炎症反应导致肺

实质急性弥漫性损伤是ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的主要病理生理基
础［１－２］。近年来有研究发现受体相互作用蛋白 １４０
（ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１４０，ＲＩＰ１４０）是巨噬细胞
中ＮＦκＢ的一重要辅助激活因子，下调 ＲＩＰ１４０的表
达可以明显降低巨噬细胞中促炎因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＩＬ６的表达水平［３－４］。此外，Ｈｏ等［５］研究表明

ＲＩＰ１４０在内毒素耐受（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ）过程中起
着重要作用，该研究还发现通过基因技术特异性沉默

巨噬细胞ＲＩＰ１４０表达的小鼠在脓毒症时生存率较野
生型小鼠明显提高。这一系列研究引起了广泛关注，

目前有研究者认为 ＲＩＰ１４０有望成为今后治疗脓毒症
等炎症疾病的一新靶点［６］。由于肺泡巨噬细胞是

ＡＬＩ／ＡＲＤＳ炎症反应过程中的重要炎症应答细胞，在
ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的炎症反应过程中起着极其重要的作
用［７－９］。为此，本研究通过盲肠结扎穿孔术致脓毒症

肺损伤后观察肺组织及肺泡巨噬细胞中 ＲＩＰ１４０的表
达变化情况，再通过下调肺泡巨噬细胞中ＲＩＰ１４０的表
达观察其对促炎基因表达的影响，初步探讨ＲＩＰ１４０是
否参与脓毒症肺损伤的炎症反应。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　健康雄性２～３月龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠（体质量
２００～２２０ｇ）由第三军医大学大坪医院野战外科研究
所实验动物中心提供；ＨＥ染色、免疫组化试剂由新桥
医院中心实验室提供；ＥＬＩＳＡ试剂盒购于上海沪尚科
技有限公司；Ｄｉｌ标记的氧化低密度脂蛋白购于广州奕
源生物科技有限公司；ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液、１０％胎
牛血清、ＤＨａｎｋｓ购于海克隆生物化学制品（北京）有
限公司；蛋白提取试剂盒、蛋白酶抑制剂、ＥＣＬ超敏化
学发光显影液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒均购于美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＬＰＳ购于 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＩＰ１４０兔抗鼠多
克隆抗体购于美国 Ａｂｃａｍ公司；ＧＡＰＤＨ兔多克隆一

抗、二抗辣根过氧化物酶标记山羊抗兔购于北京博士

德科技有限公司；Ｃｙ３标记的山羊抗兔二抗购于重庆
海韵生物科技有限公司；ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ腺病毒颗粒由
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）贸易有限公司包装合成；ＲＴｑＰＣＲ逆
转录试剂盒、ＳＹＢＲ定量 ＰＣＲ试剂盒购于 ＴａＫａＲａ
公司。

１．２　实验方法
１．２．１　实验动物分组及模型制备　　３６只雄性 ＳＤ
大鼠按随机数字表法分为６组：正常对照组、假手术组
和盲肠结扎穿孔术（ＣＬＰ）致脓毒症肺损伤 ３、６、１２、
２４ｈ组。大鼠经１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射
麻醉后，采用腹正中切口打开腹腔，行盲肠结扎穿孔

术。术毕，将动物放置笼内自由活动，不禁食水。假手

术组不结扎、不刺破盲肠，余同手术组。正常对照组不

处理。

１．２．２　肺组织病理学检查　　取大鼠右肺下叶组织
经１０％中性甲醛固定后，分别进行脱水、石蜡包埋、切
片，ＨＥ染色，常规光镜下观察肺组织病理损伤情况。
１．２．３　免疫组化ＳＰ法检测大鼠肺组织ＲＩＰ１４０的表
达分布　　大鼠肺组织标本行免疫组化 ＳＰ法染色，
００１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸盐缓冲液高温高压抗原修复，常
规透膜，５％ ＢＳＡ室温封闭１ｈ，滴加一抗（１∶２５０）４℃
过夜。ＨＲＰ标记的二抗（１∶１０００）３７℃孵育１ｈ，ＤＡＢ
显色，自来水冲洗终止，苏木精复染１０ｍｉｎ后返蓝，烤
干组织，中性树胶封片，镜下观察。

１．２．４　大鼠肺泡巨噬细胞的分离与鉴定　　大鼠经
放血处死后，通过支气管肺泡灌洗获取大鼠肺泡巨噬

细胞。按２５μｇ／ｍＬ的浓度将 Ｄｉｌ标记的氧化低密度
脂蛋白加入含１％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液后
混悬沉淀细胞，然后将细胞混悬液加入激光共聚焦培

养皿中。ＰＢＳ轻轻冲洗细胞后，常规固定，透膜，ＤＡＰＩ
染核３ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，于激光共聚焦显微镜下鉴
定巨噬细胞纯度。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＩＰ１４０在肺泡巨噬细胞的
蛋白表达　　按蛋白提取试剂盒说明书提取各组大鼠
肺泡巨噬细胞总蛋白。蛋白浓度由 ＢＣＡ蛋白浓度测

２５８
第３７卷第９期
２０１５年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１５



定试剂盒测定。将所提取的蛋白样本行电泳，转膜，封

闭后，加入 ＲＩＰ１４０一抗（１∶１０００）和 ＧＡＰＤＨ一抗
（１∶３０００），４℃孵育过夜。加入ＨＲＰ标记的二抗（山
羊抗兔 ＩｇＧ，１∶５０００），ＥＣＬ化学发光法显色。用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测定各条带积分光密度值，以ＧＡＰＤＨ
校正。

１．２．６　激光共聚焦免疫荧光检测ＲＩＰ１４０细胞表达及
定位　　大鼠肺泡巨噬细胞经固定、透膜、封闭、洗涤
后，加入ＲＩＰ１４０兔抗鼠多克隆抗体（１∶５００），４℃过
夜。ＰＢＳ洗涤后加入 Ｃｙ３标记二抗（１∶５００），３７℃孵
育１ｈ。ＤＡＰＩ染核３ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，抗荧光淬灭
封片剂封片，激光共聚焦显微镜观察。设一抗阴性及

一二抗阴性对照排除二抗非特异性结合及自发荧光。

１．２．７　ＲＴｑＰＣＲ　　使用 ＴＲＩｚｏｌ法提取大鼠肺泡巨
噬细胞总 ＲＮＡ，微量核酸蛋白检测仪测定样品 ＲＮＡ
的纯度和浓度，Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）在１．８～２．０为合格
样本。将 ｍＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，ＲＴｑＰＣＲ检测各指
标表达，反应条件：９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，总
共４０个循环。以ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－△△Ｃｔ法相对
定量，每组设３个复孔，重复３次，计算平均值。引物
由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）贸易有限公司设计合成。引物序
列：ＩＬ１β上游引物 ５′ＣＡＧＡＡＧＡＡＴＣＴＡＧＴＴＧＴＣＣＧ
ＴＧ３′，下游引物５′ＣＡＧＡＡＧＡＡＴＣＴＡＧＴＴＧＴＣＣＧＴＧ３′；
ＴＮＦα上游引物 ５′ＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣ３′，
下游引物 ５′ＧＡＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＴＡＡＧＧ３′；ＩＬ６上

游引物 ５′ＧＴＡＴＧＡＡＣＡＡＣＧＡＴＧＡＴＧＣＡＣＴＴＧ３′，下
游引物５′ＡＴＧＧＴＡＣＴＣＣＡＧＡＡＧＡＣＣＡＧＡＧＧＡ３′。
１．２．８　细胞转染　　ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ腺病毒颗粒或空
病毒载体按转染复数（ＭＯＩ）１００转染体外培养的正常
大鼠肺泡巨噬细胞４８ｈ，再接受 ＬＰＳ（１μｇ／ｍＬ）刺激
１２ｈ后检测ＲＩＰ１４０蛋白表达及促炎基因表达水平。
１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，作单
因素方差分析进行比较，组间比较行ｔ检验。

２　结果

２．１　肺组织病理学变化
　　光镜下观察肺组织 ＨＥ染色可见：假手术组大鼠
支气管和肺泡结构清晰，肺间质有少量炎性细胞浸润，

肺泡壁薄而完整，肺泡腔内未见渗出物。ＣＬＰ组大鼠
６ｈ后可见肺间质、肺泡腔炎性细胞浸润；１２ｈ后炎症
细胞浸润进一步增加，部分肺泡间隔增宽塌陷；２４ｈ
后肺间质可见大量炎症细胞浸润，大量肺泡塌陷萎缩，

肺组织结构严重破坏（图１）。
２．２　免疫组化检测ＲＩＰ１４０在脓毒症肺损伤大鼠肺组

织的表达及分布

　　在正常对照组和假手术组中，ＲＩＰ１４０主要表达于
少数肺间质细胞。在ＣＬＰ致脓毒症肺损伤后，肺组织
中表达 ＲＩＰ１４０的细胞数量较对照组明显增多（Ｐ＜
００５），且主要表达于炎性渗出细胞（图２）。
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Ａ：正常对照组；Ｂ：假手术组；Ｃ～Ｆ：ＣＬＰ致脓毒症肺损伤３、６、１２、２４ｈ组
图１　各组大鼠肺组织病理学变化　（ＨＥ×２００）
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Ａ：正常对照组；Ｂ：假手术组；Ｃ～Ｆ：ＣＬＰ致脓毒症肺损伤３、６、１２、２４ｈ组
图２　免疫组化检测大鼠脓毒症肺损伤时肺组织ＲＩＰ１４０蛋白的表达及分布　（ＳＰ×４００）
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Ａ：吞噬了Ｄｉｌ标记的氧化低密度脂蛋白的肺泡巨噬细胞发出红色荧光；Ｂ：ＤＡＰＩ标记的细胞核；Ｃ：图Ａ、Ｂ融合
图３　激光共聚焦显微镜鉴定体外分离培养的肺泡巨噬细胞纯度

２．３　激光共聚焦显微镜鉴定肺泡巨噬细胞
　　为了研究脓毒症肺损伤时肺泡巨噬细胞中
ＲＩＰ１４０的表达，我们首先通过氧化低密度脂蛋白荧光
染色法鉴定了体外分离培养的大鼠肺泡巨噬细胞。激

光共聚焦显微镜下可见：巨噬细胞因吞噬了 Ｄｉｌ标记
的氧化低密度脂蛋白在５５０ｎｍ激发波下发出红色荧
光（图３）。通过ＩｍａｇｅＪ软件计数分析可知９６％的细
胞为巨噬细胞，提示肺泡巨噬细胞分离培养成功。

２．４　脓毒症肺损伤时大鼠肺泡巨噬细胞中ＲＩＰ１４０的
表达及定位

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，正常对照组及假手术

组肺泡巨噬细胞ＲＩＰ１４０呈一较低表达水平，而在ＣＬＰ
术后６ｈＲＩＰ１４０的表达水平较正常对照组开始升高
（Ｐ＜００５），至１２～２４ｈ维持一较高水平（Ｐ＜００５，
图４）。通过激光共聚焦技术发现在脓毒症肺损伤时
ＲＩＰ１４０在正常对照组和假手术组肺泡巨噬细胞中主
要表达于细胞质，而在肺损伤时则主要表达于细胞核

且随肺损伤时间进展在胞核的表达水平逐渐升高，至

１２～２４ｈ维持一较高水平（图５）。
２．５　脓毒症肺损伤时大鼠肺泡巨噬细胞中促炎基因

的表达变化

　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，ＣＬＰ致脓毒症肺损伤
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３ｈ后，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ在大鼠肺泡巨噬细
胞中的表达水平较正常对照组开始升高（Ｐ＜００５，图
６），至１２～２４ｈ维持一高水平（Ｐ＜００５）。
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１：正常对照组；２：假手术组；３～６：ＣＬＰ致脓毒症肺损伤
３、６、１２、２４ｈ组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分
析结果　ａ：Ｐ＜００５，与正常对照组比较，ｂ：Ｐ＜００５，与
ＣＬＰ致脓毒症肺损伤６ｈ组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脓毒症肺损伤时大鼠肺泡巨噬细

胞ＲＩＰ１４０的表达变化

２．６　下调大鼠肺泡巨噬细胞ＲＩＰ１４０对促炎基因表达
的影响

　　正常对照组大鼠肺泡巨噬细胞在ＬＰＳ刺激６ｈ后
ＲＩＰ１４０的表达较正常对照组开始升高（Ｐ＜００５），至
１２～２４ｈ维持一较高水平（Ｐ＜００５，图７），与体内结
果（图 ４）一致。随后通过腺病毒载体携带 ＲＩＰ１４０
ｓｈＲＮＡ下调巨噬细胞ＲＩＰ１４０的表达，观察其对ＩＬ１β、
ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达影响，结果显示，ＲＩＰ１４０
ｓｈＲＮＡ病毒载体可明显下调肺泡巨噬细胞在静息和ＬＰＳ
刺激时ＲＩＰ１４０的蛋白表达。ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，
大鼠肺泡巨噬细胞在ＬＰＳ刺激１２ｈ后，ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ＋

ＬＰＳ组肺泡巨噬细胞 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ的表
达明显低于空载体＋ＬＰＳ组（Ｐ＜００５，图８）。

!" !#

!
"

#
$
%

&
$
%
&
'

!" !# !" !#

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

!" !# !" !#

!" !#

!" !# !" !#

'() *+,- ()

!
"

#
*
%

&
!
$
&
'

!
+

#
*
%
&

.
&
'

!
"
#
*

%
&

)
&
'

,
-
.
/

'
0
1
2
'

图５　激光共聚焦免疫荧光检测ＲＩＰ１４０在脓毒症肺损伤时
大鼠肺泡巨噬细胞表达定位
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Ａ：ＴＮＦα；Ｂ：ＩＬ１β；Ｃ：ＩＬ６　１：正常对照组；２：假手术组；３～６：ＣＬＰ致脓毒症肺损伤３、６、１２、２４ｈ组　ａ：Ｐ＜
００５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＣＬＰ致脓毒症肺损伤３ｈ组比较

图６　ＲＴｑＰＣＲ检测大鼠脓毒症肺损伤肺泡巨噬细胞ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达变化
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１～５：ＬＰＳ刺激０、３、６、１２、２４ｈ组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜００５，与ＬＰＳ刺激０ｈ组比
较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＬＰＳ刺激６ｈ组比较
图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常大鼠肺泡巨噬细胞在ＬＰＳ刺

激后ＲＩＰ１４０的表达变化
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证大鼠肺泡巨噬细胞转染 ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ
后ＲＩＰ１４０的表达　１：正常对照组；２：空载体组；３：空载体组＋
ＬＰＳ组；４：ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ组；５：ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ＋ＬＰＳ组；
Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测大鼠肺泡巨噬细胞转染 ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ后
ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达　１：空载体组；２：ＲＩＰ１４０
ｓｈＲＮＡ组；３：空载体组＋ＬＰＳ组；４：ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ＋ＬＰＳ组
ａ：Ｐ＜００５，与空载体组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与空载体组 ＋ＬＰＳ
组比较

图８　下调ＲＩＰ１４０对大鼠肺泡巨噬细胞促炎基因表达的影响

３　讨论

　　ＡＬＩ／ＡＲＤＳ是临床常见的危急重症，通常由脓毒

症、创伤等引起。目前已知过激的炎症反应是 ＡＬＩ／
ＡＲＤＳ发生、发展的主要原因，因此寻找促进 ＡＬＩ／
ＡＲＤＳ肺部炎症消退的新的治疗措施是目前的研究重
点［１０－１１］。ＲＩＰ１４０通常被认为是核受体如过氧化物酶
增殖体激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲｓ）、糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ＧＲ）、甲状腺素受体（ｔｈｙｒｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＲ）、肝脏 Ｘ
受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＸＲ）、雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）等的辅助抑制因子，在能量代谢、生殖等过
程中发挥着重要的作用［１２－１６］。

　　但近年来研究发现 ＲＩＰ１４０除了在能量代谢方面
发挥作用外，还在炎症反应过程中扮演极其重要的角

色。２００８年，Ｚｓｃｈｉｅｄｒｉｃｈ等［３］首次发现 ＲＩＰ１４０是 ＮＦ
κＢ的一重要辅助激活因子参与调控许多促炎因子的
表达。此外，另有研究发现ＲＩＰ１４０还在小鼠内毒素耐
受过程中起着关键作用［５］。鉴于 ＲＩＰ１４０这些特殊的
功能作用，已有学者认为ＲＩＰ１４０可能成为脓毒症等炎
症性疾病的一新治疗靶点［６］。但 ＲＩＰ１４０是否参与脓
毒症肺损伤目前还不清楚。

　　肺泡巨噬细胞在 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ炎症反应的发生、发
展中起着极其重要的作用［７－９］，深入研究肺巨噬细胞

在ＡＬＩ／ＡＲＤＳ炎症反应中的作用对于阐明 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ
炎症失控具有十分重要的作用。在本研究中，我们通

过体内、体外实验发现急性脓毒症肺损伤时ＲＩＰ１４０在
肺泡巨噬细胞的表达升高并能促进促炎基因的表达，

证实了ＲＩＰ１４０参与ＡＬＩ／ＡＲＤＳ炎症反应。首先，通过
盲肠结扎穿孔术成功地复制了大鼠脓毒症肺损伤模

型，并在此基础上通过免疫组化观察脓毒症肺损伤时

ＲＩＰ１４０在大鼠肺组织的表达及分布，结果显示在脓毒
症肺损伤时ＲＩＰ１４０在肺组织中主要表达于炎性渗出
细胞。随后，通过支气管肺泡灌洗体外分离了脓毒症

肺损伤大鼠肺泡巨噬细胞并观察脓毒症肺损伤时

ＲＩＰ１４０在大鼠肺泡巨噬细胞中的表达是否存在变化。
实验结果显示脓毒症肺损伤６ｈ后大鼠肺泡巨噬细胞
内ＲＩＰ１４０的表达水平较正常对照组开始升高，且随时
间进展呈持续上升趋势，至１２～２４ｈ维持一较高水
平，并且主要表达于细胞核。我们还发现正常大鼠肺

泡巨噬细胞在 ＬＰＳ刺激６ｈ后 ＲＩＰ１４０的表达水平也
开始上升，至１２～２４ｈ维持一较高水平。通过体内、
体外实验充分证实了在炎症反应过程中肺泡巨噬细胞

ＲＩＰ１４０的表达是升高的。此外，在 ＲＩＰ１４０的表达升
高的同时，肺泡巨噬细胞内 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ
的表达也呈一逐渐升高的趋势。为证实 ＲＩＰ１４０的表
达变化是否与这些促炎基因的表达相关，我们通过
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ＲＩＰ１４０ｓｈＲＮＡ腺病毒载体下调肺泡巨噬细胞 ＲＩＰ１４０
的表达，观察在炎症反应时对ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ
表达的影响。结果表明下调 ＲＩＰ１４０的表达可明显抑
制ＬＰＳ刺激后肺泡巨噬细胞ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ
的表达水平。ＮＦκＢ是肺损伤时调控炎症介质表达的
关键转录因子，在细胞受到炎症等刺激后则进入细胞

核与靶基因 ＤＮＡ接触调控许多炎性介质，如 ＩＬ１β、
ＴＮＦα、ＩＬ６等的表达合成［１７］。作为 ＮＦκＢ的一重要
转录辅助激活因子，ＲＩＰ１４０在这一过程中发挥着极其
重要的作用［３］。本研究表明，ＲＩＰ１４０在脓毒症肺损
伤时肺巨噬细胞的表达明显升高且通过激光共聚焦免

疫荧光发现其主要表达于胞核，通过体外实验进一步

证实下调ＲＩＰ１４０的表达可明显抑制炎症反应过程中
肺泡巨噬细胞促炎基因 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ的
表达。这表明当脓毒症肺损伤时肺巨噬细胞细胞核

ＲＩＰ１４０的表达升高可能通过增强 ＮＦκＢ的转录活性
进而促进大量促炎因子的释放，增强肺组织炎症反应，

从而参与急性肺损伤的发生、发展。

　　综上所述，本研究表明脓毒症肺损伤大鼠肺泡巨
噬细胞可通过上调 ＲＩＰ１４０表达参与 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ炎症
反应，结合相关文献提示深入研究ＲＩＰ１４０在炎症反应
过程中的功能作用有可能为ＡＬＩ／ＡＲＤＳ防治提供新的
理论依据。
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ｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒＴＲ２［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，１９９８，１８（１１）：

６７４５－６７５５．

［１６］ＬｅｅＣＨ，ＷｅｉＬＮ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ１４０ｉｎｒｅｔｉｎｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，

１９９９，２７４（４４）：３１３２０－３１３２６．

［１７］金咸誽，张珍祥，王迪浔．实用呼吸系统病理生理学

［Ｍ］．武汉：华中科技大学出版社，２００６：１４６－１４７．
（收稿：２０１４１２１５；修回：２０１５０２０１）

（编辑　黄　超）

７５８
第３７卷第９期
２０１５年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１５


