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摘要　 目的 　 研究腺相关病毒（ＡＡＶ）介导的短发夹 ＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ）敲低臂旁外侧核（ＬＰＢ）ＥＰ３ 受体表达对 ＬＰＢ 微量

注射前列腺素 Ｅ２（ＰＧＥ２）和腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ）引起的发

热反应的影响。 方法　 构建干扰 ＥＰ３ 受体表达的 ＡＡＶ 载

体，采用立体定位方法分别向 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃
ＥＰ３ 组大鼠 ＬＰＢ 注射 ＡＡＶ２⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰ 和 ＡＡＶ２⁃ｓｈＲＮＡ⁃Ｐｔ⁃
ｇｅｒ３（ＥＰ３）⁃ＥＧＦＰ 病毒。 ４ 周后，利用荧光显微镜观察 ＡＡＶ
病毒的转染效率；采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＬＰＢ ＥＰ３ 受

体 ｍＲＮＡ 表达的变化，以验证敲低效果；采用无线遥测和能

量代谢测定的方法检测 ＬＰＢ 微量注射生理盐水、ＰＧＥ２ 或腹

腔注射 ＬＰＳ 对 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠的体温

（Ｔｃｏｒｅ）和能量代谢（ＥＥ）的影响。 结果 　 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组及

ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠 ＡＡＶ 病毒转染主要集中于 ＬＰＢ 脑区；
与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＡＡＶ 病毒注射敲低了 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３
组大鼠 ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ ＜ ０. ０５）；ｓｈＲＮＡ⁃
ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠的基础体温无明显差异，ＬＰＢ
微量注射生理盐水引起 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 均出现短暂轻微的升高，
但 ２ 组间无明显差异；与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＰＧＥ２ 升高

ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠 Ｔｃｏｒｅ 作用明显减弱（Ｐ ＜ ０. ０５）；ｓｈＲＮＡ⁃
ＥＰ３ 组大鼠腹腔注射 ＬＰＳ 后仍能引起发热反应，但与 ｓｈＲ⁃
ＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，发热反应减弱，腹腔注射 ＬＰＳ 后 ５. ５ ｈ 的

体温升高幅度明显降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论 　 敲低 ＬＰＢ 的

ＥＰ３ 受体表达减弱了 ＬＰＢ 微量注射 ＰＧＥ２ 和腹腔注射 ＬＰＳ
引起的发热反应，提示，ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体介导 ＬＰＢ ＰＧＥ２ 的

致热作用，部分参与了 ＬＰＳ 性发热。
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　 　 外周注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）能够

诱导体温调节中枢视前区合成释放发热介质前列腺

素 Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２， ＰＧＥ２），ＰＧＥ２ 与诱导发热的

关键 受 体 即 ＥＰ３ 受 体 结 合 后， 引 起 炎 症 性 发

热［１ － ４］。 研究［５ － ７］表明，参与前馈体温调节的臂旁

外侧核（ｌａｔｅｒａｌ ｐａｒａｂｒａｃｈｉａｌ ｎｕｃｌｅｕｓ， ＬＰＢ）也介导了

发热反应。 在清醒和麻醉大鼠 ＬＰＢ 局部应用 ＰＧＥ２

均能引起明显的发热反应，其效应器机制与棕色脂

肪代谢产热和骨骼肌战栗产热增强，尾部皮肤散热

减少有关［６ － ７］。 在 ＬＰＳ 致热过程中，ＬＰＢ 局部能够

合成 ＰＧＥ２，而且不管是减少 ＬＰＢ 的 ＰＧＥ２ 生成，还
是直接毁损 ＬＰＢ，均减弱了 ＬＰＳ 性发热反应，提示

ＬＰＢ 部分参与了 ＬＰＳ 致热反应，但 ＬＰＢ 的 ＰＧＥ２ 是

否通过 ＥＰ３ 受体参与 ＬＰＳ 性发热尚不清楚。 该实

验采用 ＲＮＡ 干扰、脑立体定位、无线遥测、能量代谢

测定和实时荧光定量 ＰＣＲ 等方法观察敲低 ＬＰＢ 的

ＥＰ３ 受体表达对 ＬＰＢ 微量注射 ＰＧＥ２ 和腹腔注射

ＬＰＳ 引起的发热反应的影响，以研究 ＥＰ３ 受体是否

介导 ＬＰＢ ＰＧＥ２ 参与 ＬＰＳ 致热反应的过程。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 雄性 ＳＤ 大鼠 ２０ 只，体质量 １４０ ～ １６０
ｇ，购自成都达硕实验动物有限公司，在标准饲养条

件下单笼饲养。 腺相关病毒（ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，
ＡＡＶ）介导 的 ＡＡＶ２⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰ 病毒（３. １５ × １０１２

ｖ． ｇ． ／ ｍｌ）及 ＡＡＶ２⁃ｓｈＲＮＡ⁃Ｐｔｇｅｒ３ （ＥＰ３）⁃ＥＧＦＰ 病毒

（３. ４２ × １０１２ ｖ． ｇ． ／ ｍｌ）由上海吉凯基因化学技术有

限公司提供， ＲＮＡ Ｌａｔｅｒ 购自美国 Ｌｉｆｅ 公司，ＴＲＩｚｏｌ
购自美国 Ｉｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
购自 大 连 ＴａＫａＲａ 公 司， ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ＤＮＡ
Ｐｒｏｂｅｓ Ｍａｓｔｅｒ 及实时荧光 ＰＣＲ 探针购自美国 Ｒｏｃｈｅ
公司。 脑立体定位仪（６８０１８）购自深圳市瑞沃德生

命科技有限公司，动物能量代谢分析系统（ＣＬＡＭＳ⁃
ＨＣ⁃８Ｒ）及温度传感器（Ｇ２ Ｅ⁃Ｍｉｔｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｎｄｅｒｓ）均
购自美国 Ｃｏｌｕｍｂｕｓ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司，冰冻切片机

（ＣＭ１９５０）购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司，自动荧光显微镜

（ＢＸ６３）购自日本奥林巴斯公司，实时荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＣＦＸ９６）购自美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司。

·２７８１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｎｏｖ；５８（１１）



１． ２　 动物分组　 ２０ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠随机分

为 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组（对照组）和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组（实
验组）各 １０ 只，每组动物中，５ 只用于实时荧光定量

ＰＣＲ 实验，５ 只用于体温（Ｔｃｏｒｅ）和能量代谢（ＥＥ）测
定以及转染情况观察。 分别向 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和

ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠 ＬＰＢ 内注射 ＡＡＶ２⁃ＣＭＶ⁃ＥＧＦＰ
和 ＡＡＶ２⁃ ｓｈＲＮＡ⁃Ｐｔｇｅｒ３⁃ＥＧＦＰ 病毒，２ 周后植入温

度传感器，３ 周后植入留置导管，４ 周后进行相关指

标检测，实验结束后处死大鼠制备含有 ＬＰＢ 冰冻脑

切片观察转染情况。
１． ３　 ＡＡＶ２⁃ｓｈＲＮＡ⁃Ｐｔｇｅｒ３⁃ＥＧＦＰ 病毒合成　 ｓｈＲ⁃
ＮＡ 干扰序列的筛选和病毒载体的构建由上海吉凯

基因化学技术有限公司完成。 根据 Ｐｔｇｅｒ３（ＥＰ３ 受

体）基因设计并合成 ３ 条 ｓｈＲＮＡ 干扰序列（表 １）。
经过外源筛选有效 ＲＮＡｉ 载体实验检测得知 ｓｈＲＮＡ
ｂ 序列对目的基因的表达有敲减作用，因而该靶点

为有效靶点。 最终通过 ＡＡＶ 将 ｓｈＲＮＡ ｂ 序列包装

为 ＡＡＶ２⁃ ｓｈＲＮＡ⁃Ｐｔｇｅｒ３⁃ＥＧＦＰ 病毒。

表 １　 大鼠 Ｐｔｇｅｒ３ 的 ３ 条 ｓｈＲＮＡ 及阴性对照 ｓｈＲＮＡ

ｓｈＲＮＡ 序列（５′⁃３′）
ｓｈＲＮＡ ａ ＡＴＧＣＡＡＧＡＣＧＣＡＧＡＴＧＧＧＡＡＡ
ｓｈＲＮＡ ｂ ＣＴＧＣＴＧＣＴＡＡＧＡＡＡＧＡＴＣＣＴＴ
ｓｈＲＮＡ ｃ ＣＡＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴ
ｓｈＲＮＡ 对照 ＣＧＣＴＧＡＧＴＡＣＴＴＣＧＡＡＡＴＧＴＣ

１． ４　 脑立体定位和病毒干扰　 １４０ ～ １６０ ｇ 的大鼠

经 ４％戊巴比妥钠 （１ ｍｌ ／ ｋｇ，腹腔注射）麻醉后，进
行脑立体定位。 ＬＰＢ 坐标为前囟后 ８. ３０ ～ ８. ３５
ｍｍ，中线左右旁开 ２. １０ ｍｍ，深 ６. ３５ ～ ６. ４５ ｍｍ。
每只大鼠 ＬＰＢ 的 ２ 个位点分别注射 ２５０ ｎｌ 病毒，注
射速率为 ５０ ｎｌ ／ ｍｉｎ。 ３ 周后，于 ＬＰＢ 上方植入留置

导管。 术后连续 ３ ｄ 肌肉注射头孢曲松钠（１０ ｍｇ ／
１００ ｇ）以防止术后感染。
１． ５　 温度传感器植入和遥控测温　 大鼠麻醉后，参
照文献［６ － ７］的方法，腹腔植入温度传感器。 实验前

连续 ７ ｄ，每天上午 １０ 时对实验大鼠进行头颈部抚

摸（ｈａｎｄｌｅ），以减轻大鼠的应激反应。 实验前 １ 天

下午，将大鼠移入清洁代谢笼，置于人工气候箱内的

无线遥测接收板上进行适应性过夜，并开启动物代

谢分析系统监测大鼠 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ。 每日上午 ９：３０—
１０：３０ 利用大鼠头部留置导管向大鼠 ＬＰＢ 注射生理

盐水（０. １ μｌ）、ＰＧＥ２（０. １ μｇ ／ ０. １ μｌ）或腹腔注射脂

多糖（１００ μｇ ／ ｋｇ），随后连续同步监测记录 １０ ｈ 大

鼠自由活动时的 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ。

１． ６　 ＡＡＶ 病毒转染位点形态学检测 　 大鼠麻醉

后，经升主动脉灌注生理盐水和多聚甲醛溶液进行

前固定，剥离鼠脑后进行后固定。 用 ３０％ 蔗糖溶液

脱水，在冰冻切片机中沿冠状面切片，制备 ３０ μｍ
厚含有 ＬＰＢ 的脑切片，贴于黏附性玻片上，用抗荧

光衰减封片剂封片后，用荧光显微镜检测病毒注射

的位点及转染情况。
１． ７　 ＬＰＢ ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 表达水平检测 　 大鼠

麻醉后，断头取脑，参照文献［６］ 用显微镊在冰上快

速分离出 ＬＰＢ 脑组织并转移至 ＲＮＡ ｌａｔｅｒ 中，储存

于 － ２０ ℃备用。 根据 ＴＲＩｚｏｌ 试剂说明书提取样品

总 ＲＮＡ，并测定总 ＲＮＡ 的浓度和纯度。 引物由成

都擎科梓熙科技有限公司合成（表 ２）。 根据 Ｐｒｉｍｅ⁃
Ｓｃｒｉｐｔ 逆转录试剂盒说明书，将样品总 ＲＮＡ 反转录

为 ｃＤＮＡ。 根据 ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ＤＮＡ Ｐｒｏｂｅｓ Ｍａｓ⁃
ｔｅｒ 试剂盒说明书检测 β⁃肌动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ）和 Ｐｔ⁃
ｇｅｒ３（ＥＰ３ 受体）的 ｍＲＮＡ 水平。 ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 通

过 β⁃ａｃｔｉｎ（内参）ｍＲＮＡ 表达水平进行相对定量，计
算方法为 ２ － ΔΔＣｔ。

表 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

引物 引物序列（５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴ

Ｒ：ＣＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＡＡＣＴ
Ｐｔｇｅｒ３ Ｆ：ＧＡＴＣＣＴＴＣＴＴＣＧＡＡＡＧＴＴＣＴＧＣ

Ｒ：ＣＴＧＧＧＧＧＡＡＧＡＡＡＴＴＣＴＣＡＴＡＣＴ

１． ８　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 统计软件进行

数据分析。 实验数据用 �ｘ ± ｓ 表示，每组例数均为 ５。
能量代谢用相对于基础值（给药前 ０. ５ ｈ 能量代谢

平均值）的变化百分率即（测定值 － 基础值） ／基础

值 × １００％表示。 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组

的 ＬＰＢ ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 表达水平差异、ＬＰＢ 注射

ＰＧＥ２ 或生理盐水后 Ｔｃｏｒｅ及 ＥＥ 的组间差异及腹腔注

射 ＬＰＳ 后 ２. ５ ｈ 和 ５. ５ ｈ Ｔｃｏｒｅ的组间差异均采用两

样本独立 ｔ 检验进行分析，ＬＰＢ 注射 ＰＧＥ２ 或生理盐

水或腹腔注射 ＬＰＳ 后不同时间点相对于基础值的

变化采用重复测量设计方差分析。

２　 结果

２． １　 ＡＡＶ 成功转染大鼠 ＬＰＢ 并敲低 ＬＰＢ ＥＰ３ 受

体 ｍＲＮＡ 的表达　 由于对照病毒和干扰病毒均携

带增强绿色荧光蛋白 ＥＧＦＰ，故利用绿色荧光来观

察病毒表达部位。 在荧光显微镜下观察到 ｓｈＲＮＡ⁃
ＥＰ３ 组及 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠 ＡＡＶ 病毒转染均主
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要集中于 ＬＰＢ 脑区（图 １Ａ、Ｂ），提示 ＡＡＶ 病毒成功

转染至两组大鼠的 ＬＰＢ。 接下来，通过实时荧光定

量 ＰＣＲ 验证 ２ 组大鼠 ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 表达

的变化。 结果显示，与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 对照组相比，
ＡＡＶ 病毒注射敲低了 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠 ＬＰＢ 的

ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 的表达（Ｐ ＜ ０. ０５）（图 １Ｃ）。 提示，
ＡＡＶ 介导的 ｓｈＲＮＡ 有效敲低了大鼠 ＬＰＢ ＥＰ３ 受体

ｍＲＮＡ 的表达。
２． ２　 敲低 ＬＰＢ的 ＥＰ３ 受体表达对基础体温的影响

　 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠在 ２４ ℃环

境中的基础体温差异无统计学意义；向 ２ 组清醒大

鼠 ＬＰＢ 微量注射生理盐水均引起 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 出现短

暂轻微的升高，但 ２ 组间差异无统计学意义（图 ２）。
２． ３　 敲低 ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体表达对 ＬＰＢ ＰＧＥ２ 致

热作用的影响 　 向 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组清醒大鼠 ＬＰＢ
注射 ＰＧＥ２ 引起 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 均明显升高，其峰值分别

出现在给药后的 ３０ ｍｉｎ 和 ２５ ｍｉｎ。 而往 ｓｈＲＮＡ⁃
ＥＰ３ 组大鼠 ＬＰＢ 注射 ＰＧＥ２ 引起清醒大鼠 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ
均仅有轻微升高，与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｔｃｏｒｅ升高

作用明显减弱，ＥＥ 也有降低趋势（图 ３）。

图 １　 病毒注射 ４ 周后大鼠 ＬＰＢ 转染效果以及 ＬＰＢ ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 表达的变化

Ａ、Ｂ：大鼠 ＬＰＢ 微量注射 ＡＡＶ ４ 周后，前后不同水平 ＬＰＢ 病毒表达（绿色）示意图 × ４０；ｍｅ５：中脑三叉神经核；ＳＣＰ：小脑上脚；Ｃ：大鼠 ＬＰＢ
微量注射 ＡＡＶ ４ 周后，ＬＰＢ 中 ＥＰ３ 受体的基因表达水平；１：ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 ＬＰＢ 应用生理盐水对 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 的影响

Ａ、Ｃ：同时监测 ＬＰＢ 微量注射生理盐水对 ２ 组清醒大鼠 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 的影响 （虚线表示注射时间点）；Ｂ、Ｄ：ＬＰＢ 注射生理盐水后 ２ 组大鼠

Ｔｃｏｒｅ（３０ ｍｉｎ， Ａ）和 ＥＥ（２５ ｍｉｎ， Ｂ）的比较；１：ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组
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２． ４　 敲低 ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体表达对 ＬＰＳ 性发热的

影响　 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠腹腔注射 ＬＰＳ 引起典

型的双相发热，体温分别在 ２. ５ ｈ 和 ５. ５ ｈ 左右达峰

值，且均高于基础体温水平。 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠腹腔

注射 ＬＰＳ 后也引起体温升高，５. ５ ｈ 体温与基础体温

比较明显升高，但与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，发热反应

减弱，腹腔注射 ＬＰＳ 后 ５. ５ ｈ 的体温明显低于 ｓｈＲ⁃
ＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组，２. ５ ｈ 的体温也有降低趋势（图 ４）。

图 ３　 ＬＰＢ 微量注射 ＰＧＥ２ 对 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 的影响

Ａ、Ｃ：同时监测 ＬＰＢ 微量注射 ＰＧＥ２ 对 ２ 组清醒大鼠 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 的影响 （虚线表示注射时间点）；Ｂ、Ｄ：ＬＰＢ 注射 ＰＧＥ２ 后 ２ 组大鼠 Ｔｃｏｒｅ（３０

ｍｉｎ）和 ＥＥ （２５ ｍｉｎ）的比较；１：ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 腹腔注射 ＬＰＳ 对 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠 Ｔｃｏｒｅ的影响

Ａ：腹腔注射 ＬＰＳ 对 ２ 组清醒大鼠 Ｔｃｏｒｅ的影响 （虚线表示注射时间点）；Ｂ：腹腔注射 ＬＰＳ 后 ２ 组大鼠 ２. ５ ｈ 和 ５. ５ ｈ Ｔｃｏｒｅ的比较；Ｃ、Ｄ：腹腔

注射 ＬＰＳ 后 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｂａｓｅｌｉｎｅ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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３　 讨论

　 　 在 ＬＰＳ 等致热源的刺激下，发热介质 ＰＧＥ２ 合

成并释放到参与体温调节的脑区，与其受体结合后

引起发热［１ － ４］。 ＰＧＥ２ 受体包括 ＥＰ１⁃ＥＰ４ ４ 个类型，
其中 ＥＰ３ 受体介导了 ＰＧＥ２ 的大部分中枢发热效

应，是诱导发热的关键受体［２］。 研究［６ － ７］ 表明，ＬＰＢ
也参与发热反应，是 ＰＧＥ２ 在视前区外的又一致热

作用部位，但 ＬＰＢ ＰＧＥ２ 的致热作用是否由 ＥＰ３ 受

体介导尚需证实。 该研究通过 ＡＡＶ 介导的 ｓｈＲＮＡ
敲低大鼠 ＬＰＢ ＥＰ３ 受体表达的模型，观察 ＬＰＢ ＥＰ３
受体表达降低对发热反应的影响，以研究 ＬＰＢ ＥＰ３
受体是否介导 ＬＰＢ ＰＧＥ２ 的致热作用以及 ＬＰＳ 引起

的全身性发热反应。 该研究采用脑立体定位注射的

方式将 ＡＡＶ 直接注入 ＬＰＢ，并参考文献［８］，选择注

射 ＡＡＶ 病毒 ４ 周这个时间点观察病毒转染和敲低

效率。 在荧光显微镜下，ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组及 ｓｈＲＮＡ⁃
ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠 ＡＡＶ 病毒转染主要集中于 ＬＰＢ 脑区，
确保了干扰部位的局限性；与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 对照组

相比，ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠 ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体 ｍＲＮＡ 的

表达明显减少，表明 ＡＡＶ２⁃ｓｈＲＮＡ⁃Ｐｔｇｅｒ３⁃ＥＧＦＰ 病

毒有效敲低了 ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体表达。 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组和 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大鼠的基础体温无明显差

异，ＬＰＢ 微量注射生理盐水引起 ２ 组大鼠均出现核

团注射操作引起的 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 的短暂轻微升高，但 ２
组间无明显差异，提示，ＬＰＢ ＥＰ３ 受体未参与基础体

温的调节以及注射操作引起的应激性体温升高。 往

ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组清醒大鼠 ＬＰＢ 注射 ＰＧＥ２ 引起 ＥＥ
和 Ｔｃｏｒｅ 明显升高，其峰值分别出现在给药后的 ２５
ｍｉｎ 和 ３０ ｍｉｎ，这与先前研究［６］ＬＰＢ ＰＧＥ２ 通过增加

产热，诱导发热的结果一致。 而向 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组大

鼠 ＬＰＢ 注射 ＰＧＥ２ 引起清醒大鼠 Ｔｃｏｒｅ和 ＥＥ 均仅有

轻微升高，与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｔｃｏｒｅ升高作用明

显减弱，ＥＥ 增加也有减弱趋势，提示 ＥＰ３ 受体介导

了 ＬＰＢ ＰＧＥ２ 的致热作用。
Ｏｉｓｈｉ ｅｔ ａｌ［９］研究表明，特异性敲除小鼠神经系

统的 ＥＰ３ 受体，消除了 ＬＰＳ 诱导的发热反应，提示

神经系统的 ＥＰ３ 受体介导了 ＬＰＳ 性发热。 进一步

的研究［４］表明，视前区的 ＥＰ３ 受体在 ＬＰＳ 性发热中

起关键作用。 另有报道［１０］显示，选择性抑制环氧化

酶⁃１，减少 ＰＧＥ２ 生成，可阻断 ＬＰＳ 诱导的发热反应

和 ＬＰＢ 等脑区的 Ｆｏｓ 蛋白（神经元激活标志物）表

达。 敲除 ＰＧＥ２ 合成的终端酶 ｍＰＧＥＳ⁃１ 也明显减少

了 ＬＰＳ 诱导的 ＬＰＢ 等脑区 Ｆｏｓ 蛋白表达。 先前实

验［６ － ７］显示，腹腔注射 ＬＰＳ 后，大鼠 ＬＰＢ 的环氧化

酶⁃２ 与 ｍＰＧＥＳ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白的表达均明显上

调；而且不管是向双侧 ＬＰＢ 注射环氧化酶⁃２ 抑制剂

减少 ＰＧＥ２ 的生成，还是应用鹅膏氨酸直接毁损

ＬＰＢ，均减弱了 ＬＰＳ 性发热反应幅度，提示，ＬＰＢ 合

成的 ＰＧＥ２ 可能参与了 ＬＰＳ 性发热，但该过程是否

由 ＬＰＢ ＥＰ３ 受体介导尚不清楚。 在 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ
组中，大鼠腹腔注射 ＬＰＳ 引起典型的双相发热，体
温分别在 ２. ５ ｈ 和 ５. ５ ｈ 左右达峰值，这与先前研

究［１，６ － ７］报道的 ＬＰＳ 致热反应一致，说明 ＡＡＶ 病毒

注射对 ＬＰＳ 性发热没有影响。 在 ｓｈＲＮＡ⁃ＥＰ３ 组，大
鼠腹腔注射 ＬＰＳ 后也引起体温升高，５. ５ ｈ 体温明

显高于基础体温，但与 ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，发热

反应明显减弱，腹腔注射 ＬＰＳ 后 ５. ５ ｈ 的体温低于

ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ 组，提示敲低 ＬＰＢ ＥＰ３ 受体表达削弱

了 ＬＰＳ 引起的发热，ＬＰＢ ＥＰ３ 受体部分参与了 ＬＰＳ
引起的全身性发热。

综上所述，敲低 ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体表达不但削弱

了 ＬＰＢ 局部应用 ＰＧＥ２ 引起的发热反应，还减弱了

腹腔注射 ＬＰＳ 引起的全身性发热。 提示 ＬＰＢ ＰＧＥ２

的致热作用由 ＥＰ３ 受体介导，表明除了视前区 ＥＰ３
受体，ＬＰＢ 的 ＥＰ３ 受体也在 ＬＰＳ 性发热中起一定作

用。
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