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	项目名称
	p120调控NLRP3炎性小体的组装与活性对机械通气肺损伤的作用及机制研究

	项目完成单位

	序号
	主要完成单位
	创新推广贡献

	1
	山东省千佛山医院
	作为位为本课题的唯一完成单位；为本课题的成功开展提供部分的资金、技术支持和实验场所的支持。      我院中心实验室是省重点实验室，有大量的精密仪器和设备，同时实验室中有泰山学者和专职科研技术人员，研究团队实力雄厚，具有先进的科研理念和丰富的实验技术，给予我们实验团队大力的支持和指导，从实验室硬件设备到理论指导给予了全面的帮助。

我院科研处对于课题立项、实验过程中课题进展调研，验收及结果分析以及后期的鉴定、奖项申报等给予协调和大力支持与帮助。

	2
	
	

	项目完成人排序及创造性贡献

	序号
	完成人
	创造性贡献

	1
	王月兰
	1、负责整个课题设计、实验过程及结果分析，课题进展的总体把控；

2、给予技术指导：VILI 模型的建立、基因转染方法的选择、试验结果或意外的分析及补救方案；

3、负责论文修改。

	2
	谷长平
	1、主要负责部分实验工作，并对实验结果负责统计分析；2、指导实验进展，关键实验技术的支持，同时负责协助研究生的培养。

	3
	黄琳琳
	1、负责标本的收集处理及登记储存，动静脉采血及血气分析等及技术指导；
2、临床病人的随访。

	4
	宋秀梅
	1、主要负责细胞牵张仪实验工作、细胞牵张和基因转染，蛋白测定等以及设计实验；
2、结果分析和论文书写。

	5
	赵涛
	主要负责细胞牵张，动物模型建立，标本制作，测定和结果分析。

	6
	刘焕
	主要负责细胞牵张仪操作、免疫共沉淀、流式细胞技术等实验，结果分析和论文书写。

	7
	刘孟洁
	主要负责协助实验工作，尤其动物呼吸机操作及提取动物标本。

	8
	
	

	9
	
	

	项 目 情 况

	1、 项目简介
2、 客观评价

3、 推广应用情况

	项目简介
该课题针对临床上各种呼吸衰竭患者在呼吸机治疗过程中发生越来越多的呼吸机相关性肺损伤（VILI）的事实，通过离体细胞和在体VILI模型研究其发生机制及防治措施，为临床VILI防治提供多方位思考和干预途径。

主要技术研究内容：

临床上各类肺损伤的共性表现为不同程度肺水肿，肺泡膜屏障的完整性、通透性至关重要；而维持肺上皮细胞或肺血管内皮细胞结构完整和功能正常需要能量来支持，已知细胞内线粒体为能量供应的主要场所。除了以往的信号转导/炎症反应/细胞连接蛋白表达异常等研究之外，机械通气肺损伤（VILI）中构成肺泡膜的细胞内线粒体结构或产能作用是否异常或破坏？如果线粒体发生异常，又是通过何种机制所致？对肺水肿肺损伤产生何种影响？如若抑制线粒体破坏或修复其功能可否逆转或减轻肺损伤肺水肿？目前尚未明确。

为此，本研究从离体和在体探讨VILI过程中线粒体变化与炎性小体关系，明确p120负性调节 NLRP3对线粒体和肺损伤的保护作用及机制，从炎性小体和线粒体角度探讨VILI发生发展机制，为VILI基础研究及临床防治提供新思路、新靶点。

一、离体实验：采用Flexcell5000T系统牵张肺上皮细胞，模拟临床上呼吸机通气。

1、采用离体细胞进行机械牵张，来探讨细胞牵张前后 NLRP3 炎性小体的活性及相关信号通路（TLR4 和 ROS 信号通路）变化、观察线粒体结构和功能。

（1）、探讨机械牵张对NLRP3炎性小体的影响及机制；

（2）、阐明机械牵张对线粒体及细胞连接的影响及机制。

2、采用siRNA、cDNA转染技术及特异性抑制剂或者激活剂降低或增加NLRP3和p120表达，检测 TLR4 /ROS 信号通路、NLRP3 炎性小体活性、线粒体结构和功能变化。 

（1）、明确NLRP3炎性小体在牵张过程中对线粒体及细胞连接的影响；

（2）、探讨p120 在牵张过程中对 NLRP3炎性小体、线粒体及细胞连接的影响及机制，阐明他们之间关系。

二、动物实验：采用 NLRP3 基因敲除（KO）小鼠及p120条件性基因敲除（cKO）小鼠，机械通气后检测信号通路变化、NLRP3 炎性小体、线粒体结构和功能变化及肺损伤、肺水肿的程度。

1、VILI动物模型中探讨线粒体的变化；

2、p120是否通过抑制NLRP3形成，抑制其对线粒体损害，进而降低或逆转 VILI形成；

3、探讨炎性小体和线粒体在肺损伤、肺水肿中的作用中的改变及干预措施；

4、明确p120负性调节 NLRP3对线粒体和肺损伤的保护作用。

三、对围术期VILI高危人群、炎性状态患者进行肺保护策略呼吸参数设定及改良监测手段：PAW、肺驱动压肺顺应性。
客观评价：
本项目探讨了对机械通气肺损伤中肺血管通透性的研究，在分子学机制通过研究肺泡上皮细胞线粒体与炎性小体及连接蛋白的相互作用进一步阐述了线粒体和NLRP3的重要性及参与VILI的机制，明确这一机制后将为临床VILI或ALI、ARDS患者的机械通气治疗或疾病预防提供重要的理论基础。本研究项目深入探讨VILI 发生机制、有效防治VILI，对改善组织氧合、加快患者康复、提高生存率具有重要临床价值和社会意义。

推广应用情况：

本项目是系列研究的延续，已在省内外多家大医院呼吸机治疗过程中采用本项目研究的新理念：关注抑炎因子水平、采用小潮气量，合理运用PEEP防止肺泡萎陷,运用药物增强细胞膜稳定性及保护线粒体等均收到较好效果；国内多家肺组、麻醉学实验室相互交流合作开展该项系列研究；与本项目相关论文在亚澳麻醉年会、美国麻醉年会及全国麻醉学术年会等大型国内外学术活动中多次交流，发表论文60余篇；其中SCI30余篇。

	提供的代表性成果目录

	论文：
1. Ventilator-induced lung injury is alleviated by inhibiting NLRP3 inflammasome activation.
2. Role of Glutamine in the Mediation of E-cadherin p120-catenin and Inflammation in Ventilator-induced Lung Injury.
3. Stromal-interacting molecule1 (stim1)/Orai1 modulates endothelial permeability in ventliator induced lung injury.
4. Autophagy in pulmonary macrophages mediates lung inflammatory injury via c-src tyrosine kinase pathway activation during mechanical ventilation.
5. Follistatin Like Protein 1 Promotes Mechanical Ventilation Induced NACHT, LRR and PYD Domains Containing Protein 3 Inflammasome in Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells.
6. Anesthesia and surgery inpair blood-brain barrier and cognitive function in mice.
7. Sevoflurane impairs learning and memory of teh developing brain through post-transcriptional inhibition of CCNA2 via microRNA-19-3p.
8. CYP3A4 gene polymorphism is correlated with individual consumption of sufentanil.
9. Curcumin alleviates neuronal apoptosis and cerebral mitochondrial dysfunction in septic mice.
10. Comparison of prophylactic bolus norepinephrine and phenylephrine on hypotension during spinal anesthesia for cesarean section.
11. Effect of ketamine anesthesia on cognitive function and immune function in young rats.

	推荐单位意见

	本课题为基础应用研究，针对临床上呼吸机治疗过程中发生大量呼吸机相关性肺损伤（VILI）的事实，研究其发生机制及防御措施，为VILI防治提供多方位干预途径。课题靶向于各类肺损伤的共同解决难点，即肺水肿，从源头切断后续的一系列肺损伤的发展。
因此，本课题针对肺泡膜通透性、细胞连接蛋白p120、炎性反应等，在体实验和离体实验分别探讨，直接切断肺损伤的根源，具临床价值和应用医学转化的可能性。
从肺损伤关键环节探讨NLRP3炎性小体在机械力作用下的变化，分析其与线粒体之间的关系，从肺上皮细胞内能量及细胞代谢的角度研究导致肺损伤的原因及机制，有望发现VILI的新机制；阐明通过调节p120表达抑制炎性小体，减轻线粒体损害，为临床VILI防治提供生物转化新思路、理论依据和新的靶点，并有助于实现广义脏器保护作用及价值。

我单位认真审阅了该项目推荐书及其附件材料，确认真实有效，相关栏目符合填写要求。     

按照要求，我单位及完成人所在单位均进行了公示，确认完成人、完成单位排序无异议。    

根据项目VILI中调控细胞连接蛋白的关键切入点，倡导的临床防治新思路已在省内外多家医院应用且取得很好的社会效益，经完成单位公示，排序为：王月兰，谷长平，黄琳琳，宋秀梅，赵涛，刘焕，刘孟洁。各人员对排序无异议，并参照山东省医学科技奖申报要求，同意该项目申报2019年度山东医学科技奖科技创新成果奖一等奖。


