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摘要　 目的　 探讨 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４） ／ Ｒａｓ 同源基因家族

成员 Ａ（ＲｈｏＡ）信号通路参与调控连续血液滤过前后脓毒症

血清对血管内皮细胞通透性影响的分子机制。 方法　 收集

５ 例经连续血液滤过治疗前后的脓毒症患者血清，检测滤过

前后血清中炎症细胞因子含量；应用滤过前后血清干预人脐

静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）２４ ｈ，检测经连续滤过治疗前后的

血清干预对于血管内皮细胞钙黏蛋白（ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、聚合

肌动蛋白丝 （ Ｆ⁃ａｃｔｉｎ）、 ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 表达的影响；构建

ＴＬＲ４ 低表达细胞株，检测 ＴＬＲ４ 低表达对血管内皮细胞钙

黏蛋白（ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 和 ＲｈｏＡ 表达的影响及其对内

皮细胞通透性的影响。 结果 　 滤过后血清中 ＴＬＲ４、ＲｈｏＡ、
白细胞介素⁃１（ＩＬ⁃１）、白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）和肿瘤坏死因子

α（ＴＮＦ⁃α）含量均显著降低；滤过后血清干预组 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ、Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 的表达水平均显著降低，同时细胞

通透性明显降低；ＴＬＲ４ 低表达可明显促进 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃
ａｃｔｉｎ 的表达，抑制 ＲｈｏＡ 蛋白的表达。 结论　 ＴＬＲ４ ／ ＲｈｏＡ 信

号通路参与了连续血液滤过治疗引起脓毒症血清对血管内

皮细胞通透性变化的调节。
关键词　 脓毒症；ＴＬＲ４； ＲｈｏＡ； 连续血液滤过治疗；内皮细

胞；烧伤
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　 　 脓毒症是由于机体对感染的反应失调引起的危

及生命的多器官功能衰竭［１］。 烧伤患者由于皮肤

屏障功能被破坏，以革兰阴性菌为主的病原体更易

入侵机体造成感染引发脓毒症［２］。 大部分革兰阴

性菌的致病力与其细胞壁最外层的脂多糖相关。 目

前脓毒症的病理生理机制尚不明确，而内皮细胞屏

障功能障碍在脓毒症的多器官损伤和死亡中起着重

要作用［３］。 血管内皮细胞钙黏蛋白（ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）
的水平与脓毒症病情严重程度有一定相关性［４］。
内皮屏障功能的破坏往往伴随着 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 酪氨

酸磷酸化的增加和细胞连接处聚合肌动蛋白丝（Ｆ⁃
ａｃｔｉｎ）聚合的减少［５］。 目前脓毒症的治疗主要是通

过连续血液滤过清除炎症细胞因子，减轻炎症反应，
从而改善预后，尚无针对分子水平的治疗。 该研究

旨在通过检测连续血液滤过治疗前后炎症细胞因子

及内皮通透性相关基因表达变化，探讨脓毒症内皮

细胞通透性的调节作用及其机制。

１　 材料与方法

１． １　 脓毒症患者血清收集及连续血液滤过处理　
根据脓毒症诊断标准，收集 ５ 例行连续血液滤过治

疗前后的脓毒症患者血清，并进行无菌处理， － ８０
℃保存备用。 应用 ＥＬＩＳＡ 法检测滤过前后血清中

Ｔｏｌｌ 样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）、Ｒａｓ 同源

基因家族成员 Ａ （Ｒａｓ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ Ａ， ＲｈｏＡ）、白细胞

介素 １（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，ＩＬ⁃１）、白细胞介素 ６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕ⁃
ｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）和肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
α，ＴＮＦ⁃α）的水平，严格按照试剂盒说明书操作，应
用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长检测各样品吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，所得数据进行统计分析。
１． ２　 主要试剂和仪器　 ＤＭＥＭ 细胞培养基、胎牛血

清购于 Ｇｉｂｃｏ 公司，ＲＮＡ 提取试剂盒购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，反转录试剂盒购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，Ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒购于 ＴａＫａＲａ 公司，ＤＥＰＣ 水、一抗

稀释液购于碧云天生物技术研究所，蛋白提取及定

量试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 聚丙烯酰胺凝胶试剂盒购于上海雅酶生物医药

有限公司，广谱彩虹预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、ＥＣＬ 超敏发

光试剂盒购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗

体、Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 抗体购于 Ａｂｃａｍ 公司，山羊抗小鼠 ＩｇＧ
（ＨＲＰ）、山羊抗兔 ＩｇＧ（ＨＲＰ）购于 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司，酶
标仪 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ １５１０ 购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公

司，细胞培养箱 ＭＣＯ⁃１８ＡＣ 购于日本松下公司，普
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通 ＰＣＲ 仪器 ２７２０ 购于美国 ＡＢＩ 公司， － ８０ ℃超低

温冰箱 ８９５００８６Ａ 购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，荧
光定量 ＰＣＲ 仪 ７５００ 购于美国 ＡＢＩ 公司。
１． ３　 方法

１． ３． １　 细胞培养　 常规复苏冻存的人脐静脉内皮

细胞 （ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＵ⁃
ＶＥＣ），于 ＤＭＥＭ 完全培养基中吹打混匀，放入 ３７
℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中进行培养。 培养细胞至汇

合度为 ８０％时，根据实验设计进行后续实验。 应用

１０％的滤过前后血清干预 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ，检测脓毒症

血清对 ＨＵＶＥＣ 通透性的影响；同时，应用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光法分别检测其对 ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ 及蛋白表达的影响。
１． ３． ２ 　 构建 ＴＬＲ４ 低表达株 　 根据 ＴＬＲ４ （ＮＭ＿
１３８５５７）基因序列设计、合成 ３ 条干扰序列，干扰序

列片段如下，ＴＬＲ４⁃ＲＮＡｉ⁃Ｉ：５′⁃ＴＡＴＴＣＡＡＡＧＡＴＡＣＡ⁃
ＣＣＡＧＣＧＧ⁃３′； ＴＬＲ４⁃ＲＮＡｉ⁃Ⅱ： ５′⁃ＡＴＡＴＴＡＡＧＧＴＡＧ⁃
ＡＧＡＧＧＴＧＧＣ⁃３′；ＴＬＲ４⁃ＲＮＡｉ⁃Ⅲ：５′⁃ ＡＡＡＴＴＣＴＣＣＣ⁃
ＡＧＡＡＣＣＡＡＡＣＧ⁃３′。 并 将 其 构 建 至 质 粒 载 体

（ＧＶ２９８）上。 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 进行细胞转染，检
测分析各序列的干扰效率。 选取干扰效率最高的序

列（ｓｈＲＮＡ⁃Ⅰ），应用浓度为 １. ０ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素筛

选 ６ 周，构建 ＴＬＲ４ 低表达稳转细胞株（ＴＬＲ４⁃ｓｈＲ⁃
ＮＡ）。 检测 ＴＬＲ４ 低表达对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 和

ＲｈｏＡ 表达的影响及其对血管内皮细胞通透性的影

响。
１． ３． ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 和

ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达变化　 遵照 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒

说明书，以 ｃＤＮＡ 为模板，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ 染料法

进行实时荧光定量 ＰＣＲ，检测各目的基因的表达，
见表 １。

表 １　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物序列 长度（ｂｐ）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′⁃ＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣ⁃３′ １８２

Ｒ：５′⁃ＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＡＧＧ⁃３′
ＴＬＲ４ Ｆ：５′⁃ＧＣＣＡＧＧＡＴＧＡＴＧＴＣＴＧＣＣＴＣ⁃３′ １１０

Ｒ：５′⁃ＴＴＡＧＧＡＡＣＣＡＣＣＴＣＣＡＣＧＣ⁃３′
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：５′⁃ＧＡＴＡＣＡＡＣＣＧＴＣＴＴＧＧＴＣＡＧＣＣＣ⁃３′ １４４

Ｒ：５′⁃ＧＡＧＡＡＧＣＡＧＧＣＣＡＧＧＴＡＴＧＡＧ⁃３′
Ｆ⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５′⁃ＣＣＡＣＣＡＧＡＣＣＡＣＡＴＣＣＣＡＡＡ⁃３′ １５２

Ｒ：５′⁃ＧＡＧＴＣＡＧＡＡＣＣＡＴＣＴＧＧＧＣＴＴ⁃３′

１． ３． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ、
ＴＬＲ４、ＲｈｏＡ 蛋白表达变化　 ＲＩＰＡ 裂解液（强）提取

细胞总蛋白，采用 ＢＣＡ 法测量样品在 ５６２ ｎｍ 波长

附近的吸光度值，测定蛋白浓度，调整合适后进行蛋

白变性处理（１００ ℃，５ ｍｉｎ）。 根据待检测蛋白分子

量制备合适浓度的分离胶 （ ＧＡＰＤＨ，１０％ ；ＴＬＲ４，
７. ５％ ； ＲｈｏＡ， １５％ ； ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， ８％ ； Ｆ⁃ａｃｔｉｎ，
１０％ ），经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离后，分别进行转膜、
封闭、一抗孵育［ＴＬＲ４ （１ ∶ ４００），ＲｈｏＡ（１ ∶ ５００），
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶ ５００），Ｆ⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ４００）］、二抗孵育

（１ ∶ １０ ０００）及 ＥＣＬ 发光、显影，以 ＧＡＰＤＨ 为内参，
进行灰度扫描及相对表达量分析。
１． ３． ５　 单层细胞通透性实验　 制备单细胞悬液，细
胞计数后调整细胞浓度至 １ × １０４ ／ ｍｌ，然后将 １００ μｌ
的 ＨＵＶＥＣ 接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，待单层内皮细胞

层形成，测定跨上皮电阻（ ｔｒａｎｓ⁃ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＲ）至稳定后，无牛血清培养基培养 １２
ｈ。 双层小室的顶室加入 ＦＩＴＣ⁃ａｌｂｕｍｉｎ （溶于 Ｄ⁃
Ｈａｎｋ 液），底室加入 Ｄ⁃Ｈａｎｋ 液。 继续培养 ４５ ｍｉｎ，
吸取双层小室的顶室和底室液体，应用荧光分光光

度计，设定激发波长 ４８８ ｎｍ，发射波长 ５２５ ｎｍ，检测

各样品荧光强度值，分析细胞通透性系数。
１． ４　 统计学处理 　 实验重复 ３ 次，所得数据采用

ＳＰＳＳ １１. ０ 统计软件进行分析，结果资料以均数 ±
标准差（�ｘ ± ｓ）表示，比较两组是否存在差异时，采用

两独立样本均数比较的 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 血液滤过前后血清中相关细胞因子含量变化

　 ＥＬＩＳＡ 法检测结果显示：与滤过前相比，滤过后血

清中 ＴＬＲ４、ＲｈｏＡ、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量均降低

（ ｔ ＝ ４. ７２２，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ ４. １６８，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ ６. ６２３，
Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ ８. １４１，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ ６. ３７２，Ｐ ＜ ０. ０１）。
见图 １。

图 １　 滤过前后血清中细胞因子含量变化

与同一指标滤过前比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ２　 滤过前后血清干预对细胞通透性的影响　 细

胞通透性检测分析结果表明，与正常组相比，滤过前

血清干预组荧光强度明显增强，单层细胞通透性系

数明显升高（ ｔ ＝ ６. ９９９，Ｐ ＜ ０. ０１）；与滤过前血清干

预组相比，滤过后血清干预组细胞通透性明显降低

（ ｔ ＝ ５. １９５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。

图 ２　 滤过前后血清干预对血管内皮细胞通透性的影响

与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与滤过前比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３　 滤过前后血清干预对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ
表达的影响　 分析结果表明，与正常组相比，滤过前

血清干预组 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平

均降低（ ｔ ＝ ９. ９９６，Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝ ９. ５２４，Ｐ ＜ ０. ０１），
同时其蛋白表达也明显降低（ ｔ ＝ ６. ８４９，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ
＝ １２. ３４０，Ｐ ＜ ０. ０１）。 与滤过前干预组相比，滤过

后血清干预组 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达水

平均升高（ ｔ ＝ ３. ２３７，Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ ４. ６０５，Ｐ ＜ ０. ０１），
见图 ３。 同时其蛋白表达也明显升高（ ｔ ＝ ４. ７４４，Ｐ
＜ ０. ０１；ｔ ＝ ２. ６６７，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４。

图 ３　 滤过前后血清干预对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ

和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ 表达的影响

与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与滤过前比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 滤过前后血清干预对 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达的影

响　 与正常组相比，滤过前血清干预组 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ
表达显著升高（ ｔ ＝ １２. １１０，Ｐ ＜ ０. ０１）；与滤过前血清

干预组相比，滤过后血清干预组 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达

显著降低（ ｔ ＝ ８. ８２５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ５。

图 ４　 滤过前后血清干预对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：滤过前后血清干预对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 蛋白表达的影

响；Ｂ：采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 蛋白表达的条

带；ａ：正常组；ｂ：滤过前组；ｃ：滤过后组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；

与滤过前比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 滤过前后血清干预对 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达的影响

与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与滤过前比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 滤过前后血清干预对 ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 蛋白表

达的影响 　 与正常组相比，滤过前血清干预组

ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 蛋白表达升高（ ｔ ＝ ８. １１７，Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ
＝ ６. ０３７，Ｐ ＜ ０. ０１）；与滤过前血清干预组相比，滤
过后血清干预组 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达降低（ ｔ ＝ ６. ９０９，
Ｐ ＜ ０. ０１；ｔ ＝ ３. ２６６，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ６。
２． ６　 ＴＬＲ４ 低表达对 ＲｈｏＡ 及 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃
ａｃｔｉｎ 表达的影响 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析结果表明，
ＴＬＲ４ 低表达可明显促进 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 的

ｍＲＮＡ 表达，与正常组相比，差异有统计学意义（ ｔ ＝
１ １. ５９０，Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝ １３. ０５０，Ｐ ＜ ０. ０１） 。同时，
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图 ６　 滤过前后血清干预对 ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：滤过前后血清干预对 ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 蛋白表达的影响；Ｂ：采
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 蛋白表达的条带；ａ：正常组；ｂ：

滤过前组；ｃ：滤过后组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与滤过前比：＃＃Ｐ
＜ ０. ０１

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果也表明，ＴＬＲ４ 低表达可抑制 ＲｈｏＡ
蛋白的表达（ ｔ ＝ ４. ２８９，Ｐ ＜ ０. ０１），促进 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 蛋白的表达（ ｔ ＝ １３. ２７８， Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝
３. ７８１，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 连续血液滤过治疗对于清除炎症因子，改善脓

毒症患者预后方面有着积极作用，但其在脓毒症病

理生理过程中发挥作用的机制尚不明确。 该研究

中，经连续血液滤过治疗后，脓毒症患者血清中

ＴＬＲ４、ＲｈｏＡ、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量均显著降低，

表明该疗法能够有效清除炎症因子。 使用经连续血

液滤过治疗前后的脓毒症血清干预 ＨＵＶＥＣ，结果显

示滤过后血清干预组 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｆ⁃ａｃｔｉｎ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达明显升高，细胞通透性明显降低。 提示通

过连续血液滤过治疗可以保护血管内皮组成相关基

因 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 的表达，通过保护其结构

功能，改善血管内皮细胞骨架结构，进而稳定血管内

皮通透性。 内皮细胞高通透性是脓毒症病理生理过

程中的重要一环，这对于改善脓毒症预后有着重要

意义。 同时在该研究中还伴随着 ＴＬＲ４ 和 ＲｈｏＡ 表

达的显著降低。
　 　 ＲｈｏＡ 是属于 ＧＴＰａｓｅｓ 的 Ｒｈｏ 亚家族。 研究［６］

表明 ＲｈｏＡ 可通过调节细胞骨架的重组，降低紧密

连接蛋白的表达，引起血管内皮屏障功能障碍。
Ｒｈｏ 蛋白是细胞骨架、细胞形态和运输的关键调节

因子，能够在多种信号通路发挥作用。 Ａｍａｄｏ⁃Ａｚｅ⁃
ｖｅｄｏ ｅｔ ａｌ［７］发现在脓毒症患者的肺微血管内皮细胞

中，ＲｈｏＡ 通过以 Ｒｈｏ ＧＴＰａｓｅ 依赖性方式参与了增

加黏附连接和细胞基质黏附的动力学来促进细胞回

缩和间隙形成的过程。 Ｒｈｏ 家族的小 ＧＴＰａｓｅｓ 在肌

动蛋白细胞骨架动力学的控制中发挥关键作用［８］。
Ｒｈｏ ＧＴＰａｓｅ 及其下游效应物 Ｒｈｏ 激酶（Ｒｈｏ ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＲＯＣＫ）介导的 Ｒｈｏ ／ ＲＯＣＫ 信号通路已

被证明参与细胞黏附、运动和收缩，参与调节内皮通

透性［９］。 研究［１０］显示经脂多糖处理可降低肺微血

管内皮细胞中紧密连接蛋白和 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达

水平，ＲｈｏＡ 激活剂的应用能使连接蛋白表达减少，
引起内皮屏障功能受损，ＲｈｏＡ 是脂多糖诱导的内皮

细胞功能障碍信号通路中的关键蛋白质。
　 　 脂多糖作为一种典型的病原体相关分子模式，
可以被天然免疫系统中模式识别受体识别，模式识

别受体能使它们将自身组织和外来病原微生物区分

开 ，从而针对入侵的病原体产生防御性炎症反

图 ７　 ＴＬＲ４ 低表达对 ＲｈｏＡ、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 表达的影响

　 　 Ａ：ＴＬＲ４ 低表达对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎｍＲＮＡ 表达的影响；Ｂ：ＴＬＲ４ 低表达对 ＲｈｏＡ、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 蛋白表达的影响；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 法检测 ＲｈｏＡ、ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 蛋白的表达；ａ：正常组；ｂ：ＴＬＲ４ 低表达组（ＴＬＲ４⁃ｓｈＲＮＡ）；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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应［１１］。 这些受体中就包括 Ｔｏｌｌ 样受体，其在脓毒症

中能够驱动内皮细胞释放细胞因子、趋化因子和促

凝因子，并表达促黏附分子，引起内皮通透性增加致

间质渗漏，最终导致微循环血流受损、组织灌注不足

和危及生命的器官衰竭［１２］。 ＴＬＲ４ 是 Ｔｏｌｌ 样受体家

族成员，参与先天免疫并通过识别脂多糖介导炎症

反应。 ＴＬＲ４ 的过度激活触发各种炎症因子的产生，
在炎症反应的诱导中起着关键作用［１３］。
　 　 该研究进一步构建了 ＴＬＲ４ 低表达细胞株，结
果显示 ＴＬＲ４ 低表达可明显促进 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃
ａｃｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达，同时可抑制 ＲｈｏＡ 蛋

白的表达，内皮通透性随之降低。 ＴＬＲ４ ／ ＲｈｏＡ 信号

通路能够影响细胞通透性相关基因 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和

Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 的表达在脓毒症内皮细胞调节中发挥作用，
而经过连续血液滤过治疗能够有效降低血液中

ＴＬＲ４、ＲｈｏＡ 等细胞因子含量，从而影响脓毒症形成

过程中的信号通路的正常转导，通过保护内皮细胞

ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 等结构以协助血管内皮功能

的稳定，同时能够清除过多的 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α
等炎症因子以减轻对免疫功能的破坏，从而改善脓

毒症患者预后，为脓毒症的治疗提供了新思路。
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ｍｉＲ⁃３８１⁃３ｐ 在急性髓系白血病中的表达
及对白血病细胞增殖和凋亡的影响

张红霞，王　 奎，吴广胜

摘要　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃３８１⁃３ｐ 在急性髓系白血病（ＡＭＬ）中
的表达、临床意义、进展与预后，以及对 ＡＭＬ 细胞增殖和凋

亡的影响，为治疗 ＡＭＬ 提供理论依据。 方法 　 利用生物信

息学分析寻找差异性表达的 ｍｉＲＮＡｓ，收集 ＡＭＬ 患者的临床

资料和血液样本，测定纳入患者骨髓液中 ｍｉＲＮＡ 的表达水

平，进一步阐明 ｍｉＲＮＡ 与 ＡＭＬ 的关系，并对纳入患者进行

随访，计算总生存期（ＯＳ）和无病生存期（ＤＦＳ）；体外培养

ＡＭＬ 细胞，构建 ｍｉＲ⁃３８１⁃３ｐ 的质粒，使 ＡＭＬ 过表达 ｍｉＲ⁃
３８１⁃３ｐ 和敲低 ｍｉＲ⁃３８１⁃３ｐ，分为 ｃｏｎｔｒｏｌ、 ｍｉＲ⁃３８１ ｍｉｍｉｃｓ、
ｍｉｍｉｃｓ ＮＣ、ｍｉＲ⁃３８１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ 五组，采用 ＣＣＫ⁃８
及流式细胞术检测 ＡＭＬ 细胞的增殖及凋亡情况。 结果　 使

用生物信息学分析发现差异性表达的 ｍｉＲＮＡｓ 并最终确定

ｍｉＲ⁃３８１⁃３ｐ 为研究分子，纳入 ＡＭＬ 患者共 ９０ 例，ＡＭＬ 患者

ｍｉＲ⁃３８１ 表达水平低于对照组，且各 ＦＡＢ 分型患者均低于正

常组；ｍｉＲ⁃３８１ 表达水平的高低与 ＡＭＬ 患者的年龄、性别、
外周血白细胞、淋巴细胞、ＦＡＢ 分型均无关系，且高表达的

ｍｉＲ⁃３８１ 患者 ＯＳ 及 ＤＦＳ 显著延长，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５）；体外实验表明敲低 ｍｉＲ⁃３８１ 后，可抑制 ＡＭＬ 细胞的

凋亡，促进增殖，当过表达 ｍｉＲ⁃３８１ 后，可促进 ＡＭＬ 细胞的

凋亡，抑制增殖。 结论　 ｍｉＲ⁃３８１⁃３ｐ 在 ＡＭＬ 患者中低表达，
其过表达患者可显著延长 ＯＳ 和 ＤＦＳ，ｍｉＲ⁃３８１⁃３ｐ 可以促进
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ＡＭＬ 细胞的凋亡，抑制增殖，有望成为治疗 ＡＭＬ 的靶向分

子。
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　 　 急性 髓 系 白 血 病 （ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）是一种累积遗传突变所导致的常见血液系统

恶性肿瘤［１］，发病率和病死率在所有恶性肿瘤中居

第 １３ 位和第 ９ 位［２］。 ＡＭＬ 常导致出血、致命感染

或器官侵犯［３］。 临床上对 ＡＭＬ 的治疗通过多药联

合化疗及造血干细胞移植，但 ５ 年总生存率仍低于

３０％ ［４］。 因此，有必要寻找新的生物标志物用于肿

瘤的早期诊断、预后判断和治疗指导。
　 　 微小 ＲＮＡ （ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一种含有约

２２ 个核苷酸的内源性非编码小 ＲＮＡ 分子，通过与

靶 ｍＲＮＡ 的 ３′⁃非翻译区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ，３′⁃
ＵＴＲ）结合，调节转录后水平靶基因的表达，翻译抑

制或 ｍＲＮＡ 降解参与基因沉默［５］。 在 ＡＭＬ 的发生

发展中，ｍｉＲＮＡ 通过多种方式最终失调 ｍｉＲＮＡ 导

致疾病的发生［６］。 因其高度的保守性、稳定性以及

广泛存在于组织和血液中［７］，ｍｉＲＮＡｓ 作为多种疾

病的临床诊断和预后的生物标志物已被广泛研

究［８］。 该研究旨在探讨血清 ｍｉＲ⁃３８１ 在 ＡＭＬ 中的

表达、临床价值及其对细胞生物学行为的调节作用，
旨在为治疗 ＡＭＬ 的临床诊断和预后提供新的靶点。
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