YAP1在大鼠脓毒血症中表达情况的实验研究
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【摘要】目的 探索Hippo信号通路中的关键基因YAP1在大鼠脓毒血症中的表达情况， 为后期进一步研究奠定基础。方法 18只SD大鼠随机分配为正常组、假手术组、脓毒血症组（n=6），通过CLP法构建大鼠脓毒血症；采用免疫组化、qRT-PCR、Western Blot 技术检测关键因子YAP1的表达情况。结果 建模48h后，与正常组和假手术组相比，在脓毒血症组大鼠肝脏组织中YAP1基因及蛋白表达水平增加（p<0.05）。 结论 HIPPO信号通路可能参与脓毒血症过程。
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【abstract】objective  To investigate the expression of YAP1 on sepsis in rat and establish the base of the further research. Methods  18 SD rats were randomly divided into three groups: normal group, sham operated group and sepsis group (n=6)，which were constructed by CLP method. The expression of YAP1 on liver of rats with sepsis were measured using immunochemistry，qRT-PCR and western blot. Result The expression level of YAP1 increased significantly in sepsis group, compared with normal group and sham operated group on 48h of sepsis（p<0.05）. Conclusion HIPPO Signal pathway maybe involved in sepsis process.
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脓毒血症（Sepsis）是由于感染而导致的全身性炎症反应综合征的临床表现。如果脓毒症早期持续得不到有效的控制，进一步发展可导致脓毒性休克、多器官功能障碍综合征（MODS）。目前,虽然对脓毒血症的研究取得较大进步,但其死亡率仍高达30%-50%[1-2]。其主要原因在于对其发生、发展机制还未完全认识。是否在经典的TLR4信号通路以外还存在多个相关信号？本研究拟探索HIPPO信号通路的关键基因YAP1在脓毒血症肝脏中表达情况，为后期的作用机制研究奠定实验基础。
1    材料与方法 

1.1  实验动物 

18只SD大鼠购于西南医科大学实验动物中心,质量200g左右,随机分为正常组、假手术组、脓毒血症组。所有饲养以及实验流程符合《西南医科大学实验动物伦理审查的基本原则》的规定。
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1.2 仪器与耗材

荧光定量PCR仪（Canada  FTC2000)；RT试剂、荧光定量PCR试剂、 sybr green I（重庆Western Biotechnology）、引物（上海生工）；垂直板电泳转移装置、电泳仪（美国bio-rad）；PVDF膜（Millipore公司）；显影液、定影液（上海冠龙）；预染蛋白marker (Fermentas)；一抗（美国santa cruz）；HRP二抗、ECL化学发光试剂（北京普利莱）。

1.3大鼠脓毒血症模型构建

实验前饲养1周适应环境，禁食过夜，自由饮水。拟行盲肠结扎穿孔术(CLP)构建脓毒血症模型[3]。简而言之：以质量分数为盐酸氯氨酮(40mg/kg)腹腔注射麻醉后固定，沿腹正中线作1.5 cm切口，结扎盲肠根部(避免结扎回肠及盲肠系膜血管)，用18号针穿刺盲肠4次，之后将盲肠还纳腹腔，缝合腹壁切口。假手术对照组开腹同实验组，不行盲肠穿刺，正常组不做特殊处理。
1.4 免疫组化观察YAP1定位表达 

大鼠建模48h后处死，取肝脏组织石蜡包埋,采用EnviSion二步法染色,具体操作按照说明书进行,以PBS代替一抗作为阴性对照。阳性产物为棕黄色或棕褐色，背景为蓝色。按其强弱程度分为：弱（+）、中（++）、强（+++）。
1.5 QRT-PCR检测YAP1 mRNA表达  

取肝脏组织（每一只取3处重复）， 使用 TRIzol 法手工提取总mRNA[9-10]，反转录反应条件的设置：25℃10分钟 42℃50分钟，85℃5分钟；引物如下：
Yap1 F：CCCCAGACGCTGATGAACTC，Yap1 R：GGGTCCAGCCAGGATGTG；大小：122bp
β-ActinF: CCCATCTATGAGGGTTACGC，β-actin R：TTTAATGTCACGCACGATTTC；              大小：150bp 。荧光定量PCR反应体系的配制（总体积50ul）：2× PCR buffer：25ul；Primers(25pmol/ul)：2ul；Sybr green I(20*)：0.5ul；模板*(cDNA)：2ul；DEPC水：20.5ul。荧光定量PCR扩增条件的设置：94℃4分钟；94℃20秒；60℃30秒；72℃30秒；循环35次，72℃检测信号。相对表达量以2(-⊿⊿Ct)计算。

1.6  western blot 检测YAP1蛋白表达水平 

取肝脏组织剪切成细小的碎片；每100毫克组织加入1 ml RIPA裂解液。匀浆充分裂解；14000rpm离心20min，取上清，BCA法蛋白浓度测定、80μg上样，SDS－PAGE电泳、转膜、封闭、孵育一抗（santa cruz，鼠抗1:500）、孵育二抗(兔抗鼠1:5000)、化学发光，显影，定影。对胶片进行扫描，然后用UVP凝胶图象处理系统Labworks4.6软件分析目的条带的灰度值。以GAPDH为内参。
1.8  统计学方法 

采用SPSS17.0，数据均以均数±标准差(
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±s)表示，组间比较采用t检验，P＜0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1肝脏组织中YAP1蛋白的定位表达情况

大鼠肝脏细胞阳性表现为棕黄色或棕褐色，并呈颗粒状，背景成蓝色。YAP1蛋白主要在肝脏细胞胞浆中表达。脓毒血症组较正常组和假手术组表达增多，假手术组与正常组差异没有统计学意义（见图1）。
[image: image2.png]


[image: image3.png]


[image: image4.png]


                 

图1  YAP1蛋白在各组肝脏中的定位表达情况。（A:脓毒血症组；B：假手术组；C:正常组）
2.2各组肝脏组织中YAP1 mRNA定量表达情况

    建模48h后，与正常组、假手术组相比，qRT-PCR检测YAP1在脓毒血症组肝脏中 mRNA表达较正常组转录水平明显上升（P＜0.05）,假手术组与正常组差异没有统计学意义（见图2）。
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图2  各组大鼠肝脏中YAP1 mRNA的表达情况。A为qRT-PCR扩增曲线； B为溶解曲线； C为各组YAP1的mRNA表达均值的相对比值图，* 表示P＜0.05。
2.3 western blot 检测各组肝脏中YAP1蛋白的表达情况

YAP1蛋白在脓毒血症组肝脏组织中的表达量与正常组和假手术组相比表达上升，差异具有统计学意义（P＜0.05），假手术组与正常组无统计学差异（见图3）。


YAP1 70KD 
GAPDH 36KD


图3   YAP1 蛋白在各组大鼠肝脏中表达情况，* 表示P＜0.05。
3
讨论

目前在细胞层面主流观点认为：致病菌产生脂多糖（lipopolysaccharide, LPS），Toll样受体4（Toll like receptor 4, TLR4）是LPS的跨膜受体在CD14和MD-2的辅助下负责将LPS信号向细胞内转导。TLR4被LPS激活后，MYD88依赖型及非依赖型信号通路向下传递。后者通过其死亡结构域与IL-1受体相关激酶家族成员结合并导致其磷酸化而活化；激活TRAF-6，进而促使NF-κB以及AP-1的活化；活化的转录因子转至胞核，启动相应的靶基因表达，从而导致多种细胞因子产生[4-5]。然而，仅仅阻断TLR4信号通路并不能完全阻断炎症因子的释放。通过对脓毒血症基因表达谱高通量筛选以及生物信息学分析，发现脓毒血症的发生发展涉及WNT、HIF-1等多个信号通路[6]，但还需传统分子生物学方法验证。
YAP1作为HIPPO信号通路的关键转录因子，在特定环境下可磷酸并与TAZ蛋白结合后，发生核转位，促使下游因子的转录、表达。本研究组发现YAP蛋白在大鼠脓毒血症肝脏中，在病理、基因、蛋白层面均表达上升，具有统计学意义。本研究组在前期的生物信息学筛选的基础上，初步验证了YAP因子参与了脓毒血症肝脏病理过程，但其在脓毒血症中的磷酸化水平、起促进还是抑制作用？它作用于哪些下游因子？是否与经典的TLR4信号通路有交叉谈话？它又受何种因子调控？其作用机制有待进一步研究。
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