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Bcl—xL及Bax表达变化在大黄素影响脓毒症

患者中性粒细胞凋亡中的作用

邓秋明1 陈爱和2 尚东1

(1．大连医科大学附属第一医院，辽宁大连116011；2．大连市友谊医院，辽宁大连116100)
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-论著-

【摘要】目的通过检测抑，促凋亡调控基因Bcl—xI佃ax表达变化，研究大黄素(EMD)影响脓毒症患者

中性粒细胞(PMN)凋亡的机制。方法采集5例健康志愿者及16例脓毒症患者PMN进行体外培养。健康志

愿者的血标本作为对照组(Hc组)；脓毒症患者分为脓毒症组(sE组，8例)、EMD干预脓毒症组(EMD—sE组)。

采用反转录一聚合酶链反应(RT—PcR)及免疫细胞化学技术检测PMN抑凋亡基因Bcl—xL或促凋亡基因Bax

的mRNA及蛋白表达水平的差异。结果sE组抑凋亡基因Bcl-xLmRNA[吸光度(A值)]表达和蛋白阳性率

均较HC组显著增加[Bcl—xLmRNA：0．98±O．12比0．32±O．07，Bcl—xL蛋白：87．5％(7／8)比20．0％(1／5)，均P<

0．05]，而促凋亡基因Ba)【表达与Hc组比较差异无统计学意义[Ba)【mRNA(A值)：1．13±0．08比1．28±0．13，

Ba)【蛋自：62．5％(5，8)比80．O％(4，5)，均P>O．05]；EMD—SE组Bcl—xL表达均较SE组明显减少(Bcl—xLmRNA

(A值)：0．39±0．06比0．98±O．12，Bcl—xL蛋白：25．O％(2，8)比87．5％(7／8)，均P<0．05]，EMD—SE组与SE

组Bax表达差异均无统计学意义[Bax mRNA(A值)：1．19±0．1l比1．13±0．08，Ba)【蛋白：87．5％(7／8)比

62．5％(5／8)，均P>o．05]。SE组Bcl—x【肛ax埘RNA明显高于HC组(O．87±O．07比o．25±0．04，P<O．05)，

EMD—SE组Bcl—xI侣a]【mRNA明显低于SE组(0．32±0．03比0．87±O．07，P<0．05)。结论 EMD可使脓毒症

时增高的Bcl—xL姐a](比值下调，提示在EMD促PMN凋亡中抑／促凋亡调控基因Bcl—xL皿ax表达变化可能是

其分子机制之一。

【关键词】脓毒症；全身炎症反应综合征； 中性粒细胞；凋亡； 大黄素；Bcl—x啪a)【
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【Abstr越t】 ObjectiVe By detecting expression changes 0f ap叩totic gene Bcl—xIJ／Ba)【to investigate the

m01ecular mechanisms of emodin(EMD)e‰ct on印叩tosis of p01ymorphonuclear neutmphil(PMN)in patients wifh

sepsis of abdominal cavity i山ction． Methods Peripheralven叫s b100d们s collected舶m healthy v01unteers aIld
patients with sepsis．PMN was separated f南m peripheral blood and cultivated in vitl日．711he blond samples of healthy

volunteers were reeognized as contr01 gmup(HC gmup)，and the patients with s印sis were divided into sepsis group

(SE group)and EMD inten，ention sepsis group(EMD—SE group)．The changes of PMN mRNA and pmtein expressinns of

anti一／pm一印叩totic gene Bcl—xI／Bax were detected sepamteIy by using reverse tmnscription—polymerase chain reaction

(RT—PCR)aJld immunocytochemistry． R髂ld协 Compared访th HC group，the mRNA[absorbaIlce(A value)】and

protein positive expression rate of anti—apoptotic gene Bcl—xL were sign访cantly hig}ler in SE gmup[Bcl—xL mRNA：

0．98±0．12 vs，0．32±0．07，Bcl—xL pmtein positive expression阳te：87．5％(7，8)vs．20．0％(1，5)，P<0．05】．however，
the mRNA and pmtein positive expression rate of Ba)【0f the pm—apoptotic gene were not obviously di脆rent in SE group
fIDm those in the HC gmllp[mRNA似vaJue)：1．13±0．08 vs．1．28土O．13，pmtein positive expression mte：62．5％(5／8)

vs。80．0％(4，5)，晰h P>0．05]．Compared with SE gmup，either the expression of Bcl—xL mRNA or protein positive
expression rate in EMD—SE丹．0up was si目1i6eandy decreased[Bcl—xL mRNA(A value)：0．39±0．06 vs．0．98±0．1 2，

BcI—xL pmtein posⅢve expression rate：25．O％(2，8)vs．87．5％(7／8)，aII P<0．05】；however，the expression 0feitller Ba)【

mRNA or protein was not markedly different in EMD—SE舒oup from either one of them in control group【Bax mRNA

似vaJue)：1．19±0．11 vs．1．13±0．08，Bax protein positive expression rate：87．5％(7／8)vs．62．5％(5／8)，both P>

0．05】．The ratio of Bcl—xL／Bax mRNA in SE目．oup was significantly higher than that in HC羽．oup，being 0．87±0．07 vs．

O．25士O．04；the rati0 of Bcl—xI。门Bax mRNA in EMD—SE gmup was obviously 10wer than that in SE伊Dup(o．32±O．03
vs．0．87±O．07，both P<0．05)． C蚰dusion EMD can down—regulate the elevated rati0 of Bcl—xL／Bax in sepsis，
sugges“ng that in the e艉ct 0f EMD in pm—apoptosis of PMN，tlIe expression changes of anti一／pro—ap叩tosis regIllatory

gene Bc卜x珊a】【might be possibly one of the molecular mechanisms．
【l沁y words】 Sepsis； Systemic innammatory response syndrome；f，oIymo甲honuclear neutmphil； Apoptosis；

Emodin： Bcl—xL／Bax
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脓毒症是机体对感染的反应失调损伤了自身

组织，从而出现的一种威胁生命的状况。机体所产

生的异常失控的炎症反应是造成损害的病理基础。

在机体的非特异性免疫防御反应中，中性粒细胞

(PMN)是非常重要的一环，在炎症发生、扩大中起

着关键的作用，同时对其转归亦产生重要影响。在

生理状态下，PMN凋亡后，其凋亡小体被吞噬细胞

清除，而在炎症状态下，PMN延迟凋亡，其作用时间

增加，且细胞因子大量分泌，产生逐步扩大的“瀑布

样”炎症反应。故PMN凋亡是炎症反应消除的一

个关键因素⋯。近年来，随着大承气汤等中药方剂

在疾病治疗中作用的深入研究∽J，在研究大黄改善

脓毒症中的作用也取得一些进展，证实其有抗炎、抗

氧化等作用b圳；大黄的有效成分之一大黄素(EMD)

能够促进sIRs患者PMN的凋亡¨o。本研究通过

检测脓毒症患者抑，促凋亡基因Bcl—xL／Bax的表达

水平，观察EMD对脓毒症患者PMN凋亡影响的可

能分子机制。

1资料与方法

1．1病例选择及分组

1．1．1研究对象的选择：选择2013年6月至2014年

12月本院急腹症外科收治的24 h内临床诊断为

急性胆囊炎、急性阑尾炎等急腹腔感染、年龄为

18。75岁非孕妇患者。同时符合2008年“国际脓

毒症定义大会”提出的脓毒症诊断标准M J。

1．1．2伦理学：本研究符合医学伦理学标准，并经

本院伦理委员会批准，治疗和检测方法取得患者或

家属知情同意并签署知情同意书。

1．1．3研究分组：将符合入选标准的脓毒症患者按

随机数字表法分为脓毒症组(sE组，8例)、EMD干

预脓毒症组(EMD—sE组，8例)。同期本院体检健

康志愿者设为对照组(HC组)。

1．2主要材料：EMD为美国Sigma公司产品[试剂

溶于二甲基亚砜(DMSO)中，浓度10 g／L，一20℃

保存]；反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)试剂盒

为日本Takm公司产品；Bax、Bcl—xL单克隆抗体
(鼠抗人)为美国Santa Cruze、zYMED公司产品。

1．3检测指标及方法

1．3．1 PMN的分离及培养r7|：取肝素抗凝的外周

静脉血5 mL，注入离心管(预置30 g，L葡聚糖T500)

中；静置45 min，取上清铺在等体积淋巴细胞分离

液上，离心后将沉淀细胞用1 mL冰无菌水破除红细

胞，PRMI 1640培养液洗细胞3次；锥虫蓝排斥试

验检测显示PMN存活率>95％，纯度>95％。将分

离的PMN用RPMI 1“0培养液悬浮，镜下调整细胞

浓度5×109个／L。EMD—SIRS组患者PMN中加入

EMD 5 ng，L(DMSO终浓度<0．1％¨o)，在37℃、5％

CO，饱和湿度条件下孵育24 h。

1．3．2 RT—PCR检测Bax／Bcl_xL的mRNA表达水平：

提取总RNA，鉴定后保存于一80℃或用于反转录，

合成cDNA，合成体系为20皿；合成条件为30℃

10 min，42℃30 min，99℃5 min，5℃5 min。PCR

反应：依据Ba)【、Bcl—】(L两个基因的cDNA序列(BaX

的GenBallk代码为AX057142、Bel—xL为Z23115)

设计引物，大连宝生物公司合成引物。反应体系为

20止；反应条件：在95℃温育15 min，第1个循环

为94℃45 s、72℃40 s、72℃90 s，退火降温1℃，

8个循环后以94℃45 s、64℃30 s、72℃90 s共

29个循环，72℃延伸10 min。测定Ba】【、Bcl一xL与

内参基因B一肌动蛋白(B—actin)的吸光度(A值)o

1．3．3免疫细胞化学技术检测凋亡基因Ba】【和Bcl—)【L

的蛋白表达水平：调整细胞浓度为1010个／L，经冷

丙酮固定、过氧化氢(H：0：)室温放置，磷酸盐缓冲

液(PBS)冲洗，即用型Ma)【Vision聊试剂室温孵育、

PBs冲洗后，加3—3’一二氨基联苯胺(DAB)显色，复

染10 s(苏木素)、流水冲洗10 min；梯度乙醇干燥

脱水。取10个高倍视野(400倍)计数阳性反应颗

粒(淡黄到棕黄色颗粒，淡黄色为1分，黄色为2分，

棕黄色为3分。阴性为阳性细胞数低于5％，1分为

5％～25％，2分为26％～50％，3分为51％一75％，

4分为75％以上；上述2种评分相乘后得出数值：

弱阳性为1。4分，中等阳性为5—8分，强阳性为

9～12分)。

1．4统计学处理：使用ssPs 12．O统计软件进行数

据分析，计量资料以均数±标准差(面±s)表示，

采用￡检验，用四格表确切概率法分析计数资料。

尸<o．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 Bcl—xL和BaX的mRNA表达水平(表l；图1)：

sE组抑凋亡基因Bcl—xL mRNA表达较HC组显著

增加(P<0．05)，而促凋亡基因Bax表达差异无统

计学意义(P>0．05)，SE组Bcl—x坍a】【mRNA表达
较Hc组明显升高(P<o．05)。sE组Bcl—xL mRNA

表达较EMD—SE组明显减少(P<0．05)，但两组

Ba】【表达差异无统计学意义(P>0．05)，EMD—SE组

Bcl—x【佃a】【mRNA较sE组明显减少(P<0．05)。

2．2 Bcl—x加a)【蛋白表达水平(表2；图2)：Bax、
Bcl—xL蛋白以胞质着色为主，部分伴有胞核着色。
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sE组PMN抑凋亡蛋白Bcl一xL阳性表达率较Hc组

显著增加，而促凋亡蛋白Bax阳性表达率差异无统

计学意义(P>0．05)。EMD—SE组Bcl—xL蛋白阳性

表达率较sE组显著下降，BaDc表达差异无统计学意

义(P>0．05)。

表l BcI—xL和Bax的mRNA表达水平比较(i±一)

fi：：l为M}ll·k¨；2为II(：组：3为娜：组；4为l·：MD—SE纠

图1 各组BcI—xL和Bax mRNA表达水平

表2各组Bax和Bcl—xL蛋白阳性表达率比较(i±一)

i HC组l七较，8P<0．05；与sE组l‘匕较．”P<o．05

∥j；一o’‘辩·l，

‘雾：意，≤薹三o：了≥^ ·。Q?￡￡◇ ·．如
j二 心。。一静：，∥。
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3讨论

PMN是免疫系统中重要效应细胞，在一些常

见的炎症性疾病中，PMN与其发生发展有密切关

系∽J。研究表明，凋亡PMN的内在生化改变和细

胞表面分子标志物改变，是吞噬细胞识别、清除的基

础¨0‘¨J。如因细胞表面CDl6丢失，使其表面膜联

蛋白V的结合位点由膜内翻转至膜外，而膜联蛋白

与磷脂酰丝氨酸(PS)亲和力高，巨噬细胞等在胞质

膜外侧存在PS，两者一旦接触，则吞噬细胞将吞噬

PMN，另外，吞噬了凋亡的PMN的吞噬细胞进一步

产生细胞因子及趋化因子的水平就明显下降¨2—4I，

减少了组织损伤，促进了炎症的消散。故而，可以认

为机体是通过凋亡的生理调节机制来清除具有潜在

损害活性的PMN【l 5|。全身炎症反应时，可能是大

量炎性介质的作用，PMN的寿命将成倍延长，凋亡

延迟甚至坏死，造成组织中PMN聚集的数目增多，

而PMN一旦坏死，将改变细胞膜的通透性，导致溶

酶体酶释放和活性氧的代谢，使周围细胞损伤并发

生组织炎症，甚至损伤以及多器官功能障碍综合征

(MODS)¨1
16

o，对PMN凋亡的进程进行适时适度的

干预，可对脓毒症缓解有一定作用，从而减轻甚至阻

止发生MODS，使患者病程缩短，进而改善预后。

《本草经》阐述大黄有“下瘀血、破病瘾瘕积聚、

荡涤肠胃、推陈致新、通利水谷、调中化食”的作用。

而EMD是大黄的主要成分之一，具有抑制过度的

炎症反应、杀菌、抑制肿瘤细胞增殖及诱导凋亡、泻

下、调节胃肠动力、解除奥迪括约肌痉挛及促进微循

环改善、减轻缺血／再灌注(I，R)损伤、抗凝等的作

用⋯‘20‘。本课题组前期的研究亦发现，体外培养的

脓毒症患者PMN延迟凋亡，而这种凋亡的延迟能够

为EMD所改善，可能正是EMD这种促进“异常存

活”的PMN凋亡作用，成为通里攻下之中药得以促

进炎症消除的原因之一¨J。

细胞凋亡主要通过外源性途(死亡受体途径)

或内源性途径[线粒体介导或天冬氨酸特异性半

胱氨酸(caspase一9)途径]”1I。在线粒体介导途径

中发挥重要的作用是Bcl一2家族心2I，在Bcl一2家

族中，决定细胞生存或者死亡命运的重要因素是

在细胞质中凋亡调控基因的相对浓度比3|。促进凋

亡的调控基因包括Bax、Bid、Bak等，抑制凋亡的

调控基因包括BcI一2、Mcl一1及Bcl—xL等∽4|。李

莉等∽纠研究认为，活性氧(ROs)通过下调Bcl—2、

上调Bax的表达参与热打击后人脐静脉内皮细胞

(HuVEC)的凋亡。研究表明PMN的抑制凋亡蛋白
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Mcl—l、Bcl—xL表达时间较短，但促凋亡蛋白Ba：x、

Bid和Bak则持续表达，这是PMN容易凋亡的可能

原因之一u4|。当凋亡因素刺激细胞后，定位于线

粒体外膜上的Bax，开放线粒体上通透性转换(PT)

孑L道，明显增加了外膜的通透性，降低跨膜电位，进

而细胞色素C(Cyt—C)释放，激活c鹪pase一9，通过

caspase一9途径细胞发生凋亡ⅢJ。相反，在Bcl一2、

Bcl—xL的作用下，Cyt—C则无法经外膜通过，可能的

机制是与Bax结合，产生异源性二聚体，进而使Prll

孔道堵塞发挥作用旧7|。

本研究结果提示，无论Hc组或sE组，促进凋

亡的Ba】【无论mRNA还是蛋白表达水平均无明显

差异，同时EMD干预亦对Bax表达影响不显著。但

与HC组比较，SE组Bcl_xL表达明显增加，这种

变化导致Bcl—xL／BaX比例失衡，这可能是脓毒症中

PMN凋亡明显延迟的机制之一。而经EMD干预后，

使Bcl一】【L表达减少，故而使脓毒症患者异常升高的

Bcl—xⅣBax比值下降，这种变化在基因及蛋白水平

是一致的，在EMD发挥促脓毒症患者PMN凋亡中

发挥了积极的作用。

综上所述，Bcl_x工屉ax在EMD促进脓毒症患者

PMN凋亡中可能发挥了一定的作用，但由于凋亡是

一个受多基因调控、众多细胞因子及其他多种因素

调节的复杂过程，可能EMD促进脓毒症患者PMN

凋亡的作用还存在其他凋亡调控基因或途径，试图

找到一个关键凋亡基因是不现实的，为了更好地对

凋亡机制进行控制需要深入研究其可能的凋亡机制

为EMD治疗脓毒症提供理论基础，从而使EMD或

大黄能更好地应用于脓毒症患者，改善脓毒症预后。
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