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DD"摘要#D目的D探讨重组人粒细胞集落刺激因子$'*]479I%对急性肺损伤幼鼠炎症因子表达的影响(

方法D选取 A;< 只 9^幼鼠#随机分为实验组和对照组#每组 R< 只( 采用经尾静脉注射精制大肠杆菌内毒素

脂多糖 C ,:_V:建立急性肺损伤模型( 实验组采用皮下注射'*]479I><

!

:_$V:)2%进行干预#对照组则注射

同等剂量的生理盐水#比较两组肺组织及支气管肺泡灌洗液在干预后第 C*A<*A?天转化生长因子
"

A$H]I4

"

A%*

肿瘤坏死因子
#

$HGI4

#

%和白介素 A

"

$LN4A

"

%的表达水平( 结果D在实验干预后第 C*A<*A? 天#实验组支气

管肺泡灌洗液及肺组织的H]I4

"

A*HGI4

#

和LN4A

"

水平均低于对照组#差异有统计学意义$! <̀a<C%( 结论

'*]479I能够有效地减轻急性肺损伤幼鼠的机体炎性反应(
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DD急肺损伤为临床常见急危重症#主要病理表现

为弥漫性肺泡毛细血管损伤所致的肺水肿#若诊治

不及时会进展为急性呼吸窘迫综合征!A#;"

( 急性肺

损伤的病死率可达 ?<a<d#是临床危重医学的研究

重点!>"

( 急性肺损伤发病机制与机体过度炎症反

应所引发的肺血管内皮细胞*肺泡上皮细胞被破坏

密切相关#肺部严重的急性炎症反应和中性粒细胞

肺泡炎是其主要组织学特征!?#C"

( 近年有研究!R"发

现#干细胞能修复急性肺损伤的肺泡上皮细胞和内

皮细胞#重建受损的肺组织结构和功能( 重组人粒

细胞集落刺激因子$'")%,-(.+.&*/,+. :'+./!%)0&"

)%!%.04#&(,/!+&(.:3+)&%'#'*]479I%是目前临床常见

的干细胞动员剂!U"

#但关于 '*]479I对急性肺损伤

的治疗效果及具体机制尚未完全明确( 本研究旨在

通过动物实验探讨'*]479I在急性肺损伤治疗中的

临床作用#现报告如下(

A8材料与方法

ABA8实验动物D选取无特定病原体$#$")(3()$+&*%:".

3'""#9TI%健康 9$'+:/"4̂+1!"0$9 %̂幼鼠 A;< 只#均

为 > e? 周龄#体重 AU? e;><$;<Aa>; f;<aCR%:#由

广州四和生物科技有限公司提供( 采用随机数字表

法将实验动物随机分为对照组和实验组#每组 R<只(

对照组雄性 ;< 只#雌性 ?< 只#平均体重$;<AaA= f

;Aa;A%:'实验组雄性 ;U 只#雌性 >> 只#平均体重

$;<;aUR f;;a<C%:( 两组性别*体重比较差异无统

计学意义$!g<a<C%#具有可比性( 实验开展前#幼

鼠均饲养 A 周$饲养温度设置为 ;A h%#自由进食

和饮水( 饲养观察 A 周无异常后进行实验#实验期

间无幼鼠死亡( 本实验获得广西医科大学动物实验

中心伦理委员会批准(

ABC8实验主要仪器及试剂8苏州安泰洁净工作台

$9i4754LÎ %*低速离心机$中佳#97>RA?%*大鼠肺

泡灌洗液*台式高速冷冻离心机$湖南湘仪实验仪

器开发有限公司#H]N4AR%*核酸蛋白测定仪$德国

Q$$".2%'3#;;>>A M+,-/':%*OELUC<< 荧光T78仪$美

国爱普拜斯#OELT8L9F

$

UC<< 9"X/".)" "̂&")&(%.

90#&",%*==< 型酶标仪$德国拜发仪器公司%( 试

剂&精制大肠杆菌内毒素脂多糖购自美国 9(:,+公

司''*]479I$中国医学科学院昆明医学生物研究所#

AC<

!

:_支%(

ABD8实验方法

Aa>aAD急性肺损伤幼鼠模型建立!="

D经尾静脉注

射精制大肠杆菌内毒素脂多糖 C ,:_V:#以建立内毒

素性肺损伤幼鼠模型( 当幼鼠出现呼吸窘迫*倦怠*

蜷缩*对外界刺激敏感*有泡沫状分泌物$带血性%

由鼻腔溢出和不喜欢活动等症状#提示造模成功(

Aa>a;D实验干预D实验组给予皮下注射 '*]479I

><

!

:_$V:)2%#以动员骨髓干细胞'对照组注射同

等剂量生理盐水( 两组均连续注射 C 2(

Aa>a>D标本采集D在干预后第 C*A<*A? 天#两组每

次分别经腹腔注射 >d戊巴比妥钠$A ,:_V:%麻醉

幼鼠 ;< 只#并采用断颈法处死( 取部分左肺组织#

于生理盐水中迅速漂洗干净后立即放入液氮中冷冻#

后转入BU< h冰箱中低温保存#备用后续检测( 右

肺以 A< ,!生理盐水灌洗 >次#收集灌洗液#=<< '_,(.

离心 C ,(.#收集上清液置于BU< h冰箱中保存备用(

ABE8指标检测D$A%采用酶联免疫吸附测定$".j0,"4

!(.V"2 (,,/.%#%'-".&+##+0#QNL9O%法检测支气管肺泡

灌洗液转化生长因子
"

A$&'+.#3%',(.::'%1&* 3+)&%'4

"

A#

H]I4

"

A%*肿瘤坏死因子
#

$&/,%'.")'%#(#3+)&%'4

#

#

HGI4

#

%和白介素 A

"

$(.&"'!"/V(.4A

"

#LN4A

"

%水平#实

验操作严格按试剂盒说明书操作( $;%采用逆转录

聚合酶链反应$'"P"'#"&'+.#)'($&(%.4$%!0,"'+#")*+(.

'"+)&(%.#8H4T78%法检测肺组织匀浆H]I4

"

A*HGI4

#

*

LN4A

"

的,8GO表达水平( 以
"

4+)&(.作为内参( 采用

8GO提取试剂盒$Q.:'"".#北京英格恩生物科技有

限公司%提取样品8GO#经逆转录试剂盒$ELŜ QQ#

北京拜尔迪生物技术有限公司%逆转录为 )̂GO进

行8H4T78#以 ;

B

!!

7H法计算待测因子 ,8GO的相

对表达量#引物序列见表 A(

)==R)

7*(."#"5%/'.+!%3G"17!(.()+!F"2()(."#5/!0;<;<#K%!/,"A>#G/,-"'UDD



表 AD引物序列

H]I4

"

A

上游&Cc4H]]]7O]H7O]H7OO7HH4>c

下游&Cc4]OOH7OH7O]]OHO]O]]4>c

LN4A

"

上游&Cc4]O]]OHOHH]H77O77H77H4>c

下游&Cc4OHO]77H]HH7O7H]]H]H4>c

HGI4

#

上游&Cc4H]H]7H777HH]77HH]H4>c

下游&Cc4O]HOOH]]7H]]OHH]OH]H74>c

ABF8统计学方法8应用 9T99A@a< 统计学软件对数

据进行分析#计量资料以均数f标准差$

"

?f;%表示#

两组间比较采用成组 2检验'计数资料组间比较采

用
!

; 检验( ! <̀a<C 为差异有统计学意义(

C8结果

CBA8两组支气管肺泡灌洗液炎症因子在不同时间的

表达水平比较D在实验干预后第 C*A<*A? 天#实验组

支气管肺泡灌洗液 H]I4

"

A*HGI4

#

和 LN4A

"

水平低

于对照组#差异有统计学意义$! <̀a<C%( 见表 ;(

表 ;D两组支气管肺泡灌洗液炎症因子在不同时间的表达水平比较!

"

?f;"

组D别

第 C 天$& k;<% 第 A< 天$& k;<% 第 A? 天$& k;<%

H]I4

"

A

$$:_,!%

HGI4

#

$.:_N%

LN4A

"

$$:_,!%

H]I4

"

A

$$:_,!%

HGI4

#

$.:_N%

LN4A

"

$$:_,!%

H]I4

"

A

$$:_,!%

HGI4

#

$.:_N%

LN4A

"

$$:_,!%

实验组 <aCU f<a<? <aRR f<a<C <aRC f<a<> <a?; f<a<> <a?; f<a<; <a?U f<a<? <a>? f<a<> <a;C f<a<; <a>; f<a<;

对照组 <a@C f<a<? <a@@ f<a<? Aa<U f<a<R <a@U f<a<C Aa<> f<a<R AaA< f<a<C Aa<; f<a<U <a@= f<a<U Aa<< f<a<>

2 ><a<?; ;>a<?= ;=a<<< ?;aA=> ?>aA>? ??a<<A >@a@>A ??a=?? =?a>??

! <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<<

CBC8两组肺组织炎症因子 ,8GO在不同时间的表

达水平比较D干预后第 C*A<*A? 天实验组肺组织

H]I4

"

A*HGI4

#

和LN4A

"

水平低于对照组#差异有统

计学意义$! <̀a<C%( 见表 >(

表 >D两组肺组织炎症因子,8GO在不同时间的表达水平比较#!

"

?f;"$;

B

!!

7H

%

组D别
第 C 天$& k;<% 第 A< 天$& k;<% 第 A? 天$& k;<%

H]I4

"

A HGI4

#

LN4A

"

H]I4

"

A HGI4

#

LN4A

"

H]I4

"

A HGI4

#

LN4A

"

实验组 <aA= f<a<A <aA? f<a<A <a;> f<a<; <a;? f<a<; <a;> f<a<; <a>A f<a<> <a>< f<a<> <a>= f<a<> <aCA f<a<C

对照组 <a;= f<a<; <a;A f<a<; <aR; f<a<; <a>U f<a<> <a?> f<a<? <aC< f<a<C <aCU f<a<C <aR< f<a<R <aU; f<a<U

2 ;<a<<< A?a<<< RAaRR? ARaA;C ;<a<<< A?aCU; ;<aU<= A?aRRU A<a@AU

! <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<< <a<<<

D8讨论

DBA8急性肺损伤是儿科中危害较大的疾病之一!@#A<"

(

近期研究!AA"发现干细胞能再生修复急性肺损伤患

者肺泡上皮细胞和内皮细胞#重建损伤的肺组织结

构并改善患者的肺功能( 干细胞动员成为急性肺损

伤治疗的新方法#并可能是未来治疗急性肺损伤的

主要方式!A;"

( 目前关于干细胞治疗急性肺损伤的

效果及其机制的研究较少#本研究探究了干细胞动

员剂治疗急性肺损伤幼鼠的疗效及其潜在机制#为

临床急性肺损伤的治疗提供参考(

DBC8骨髓干细胞动员是利用细胞因子使骨髓中的

干细胞进入外周血#通过血液循环到达损伤组织从

而达到细胞移植的目的!A>"

( 相关研究!A?"显示#干

细胞动员剂具有同时动员骨髓造血干细胞*间质干

细胞及内皮干细胞的能力#因而骨髓动员后骨髓的

多种干细胞均可参与组织器官的修复( 而现阶段所

使用的干细胞动员剂主要有粒细胞集落刺激因子*

粒巨细胞集落刺激因子*血管内皮生长因子和干细

胞因子等#其中以粒细胞集落刺激因子的应用最为

广泛( 肺部严重的急性炎症反应以及中性粒细胞肺

泡炎是急性肺损伤患者最为常见的组织学特征#急

性肺损伤患者肺泡表面活性物质和炎症因子常存在

异常表达现象!AC#AR"

( 本研究选用 '*]479I对急性

肺损伤模型幼鼠进行干预#结果发现干预后第 C*A<*

A?天实验组支气管肺泡灌洗液的H]I4

"

A*HGI4

#

和

LN4A

"

水平均显著低于对照组#且肺组织的H]I4

"

A*

HGI4

#

和 LN4A

"

,8GO水平也均显著低于对照组#

提示重组粒细胞刺激因子对急性肺损伤模型幼鼠的

肺损伤有一定保护作用#这与其可有效降低炎症因

子有关!AU"

( 也有研究!A="提示#干细胞在损伤局部

参与组织修复#并可直接分化成肺泡上皮细胞#肺损

伤的修复程度与骨髓干细胞动员剂具有剂量依赖性

关系( 郭素萍等!A@"的研究也显示#移植至肺损伤小

鼠的干细胞可分化成上皮样细胞#并有效地降低

)@=R)
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HGI4

#

*H]I4

"

A和白介素 R$(.&"'!"/V(. R#LN4R%水平(

HGI4

#

*H]I4

"

A 和白介素水平与机体炎性反应程度

呈正相关#而机体过度炎性反应会导致肺血管内皮细

胞和肺泡上皮细胞被破坏#从而促进急性肺损伤发生

和进展( '*]479I是近年发现的骨髓干细胞动员剂#

属于酪氨酸激酶受体)4Y(&的配体( 应用'*]479I可

使外周血中的骨髓干细胞数量增高数十倍#外周血

中干细胞数量增多是其向损伤灶归巢及分化的基

础#动员出的干细胞可在肺内定植并向肺上皮细胞

分化#减轻机体炎症反应#修复肺损伤!;<"

(

综上所述#'*]479I对急性肺损伤治疗具有积

极作用#能够有效地减轻机体的炎症反应#为急性肺

损伤治疗提供参考(
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