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#摘要$

!

目的
!

探讨细胞游离血红蛋白!

>S@

#对小鼠脓毒症肺损伤的影响'方法
!

将
#)

只
[7Q[

*

8

小

鼠分为假手术组!

7

组#(脓毒症组!

[

组#(脓毒症
g

生理盐水组!

>

组#(脓毒症
g>S@

组!

K

组#"每组
!$

只'

酶联免疫吸附试验!

EQ(F7

#检测肺泡灌洗液和血清肿瘤坏死因子
3

&

!

ORS3

&

#(白细胞介素
3!

'

!

(Q3!

'

#水平'测

定肺组织湿*干比值"苏木素
3

伊红染色观察肺组织病理改变并评分'免疫组织化学检测核因子
3

(

[

!

RS3

(

[

#及

其抑制蛋白
3

&

!

(

(

[3

&

#(血红素氧合酶
3!

!

@A3!

#及晚期糖基化终末产物受体!

'7LE

#的表达'结果
!

各组小鼠

肺组织水肿(病理改变和炎症反应严重程度由轻至重依次为
7

组"

[

(

>

组及
K

组'与
[

(

>

组比较"

K

组小鼠肺

组织
RS3

(

[

(

@A3!

及
'7LE

表达均上调"

(

(

[3

&

表达下调"差异均有统计学意义!
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)-)$

#&而
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组间肺组

织
RS3

(
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(

@A3!

及
'7LE

水平比较"差异均无统计学意义!
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#
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#'结论
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加重小鼠脓毒症肺损伤的

机制可能与
@A3!

及
'7LE

表达上调有关'
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脓毒症是指严重感染引起的全身炎症反应#多发

生于大手术后&休克或烧伤等#病死率较高+

!3.

,

$肺是

脓毒症引起全身炎症反应的起始靶器官#导致肺泡上

皮细胞及毛细血管内皮细胞损伤&弥漫性肺间质水肿

和炎性细胞渗出#即急性肺损伤*呼吸窘迫综合征

!

7Q(

*

7'KF

"#表现为进行性呼吸窘迫和低氧血

症+

53$

,

$脓毒症引起红细胞破坏#血红蛋白释放入血#

细胞游离血红蛋白!

89==W:99M9C+

N

=+T,1

#

>S@

"产生

自由基&损伤血管内皮细胞和作为损伤相关分子模式

而激活炎症反应+

#34

,

#但
>S@

对小鼠脓毒症肺损伤的

作用研究尚不明确$本研究拟建立小鼠脓毒症模型#

探讨
>S@

对小鼠脓毒症肺损伤的影响#为防治脓毒

症肺损伤提供新的思路$

!

!

材料与方法

!-!

!

实验动物及主要试剂
!

无特定病原体
[7Q[

*

8

小鼠
#)

只#雌雄不分#

!)

!

!6

周龄#体重
6)

!

.)

N

#均

购自广东省医学实验动物中心#合格证号)

F>_U

!粤"

6)!.3)))6

$将
#)

只小鼠随机分为假手术组!

7

组"&

"4)5
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脓毒症组!

[

组"&脓毒症
g

生理盐水组!

>

组"和脓毒

症
g>S@

组!

K

组"#每组
!$

只$

>S@

购自美国
>9==

F8,91890

公司%肿瘤坏死因子!

ORS

"

3

&

和白细胞介素

!

(Q

"

3!

'

"酶联免疫吸附试验!

EQ(F7

"试剂盒购自中国

武汉华美生物工程有限公司%二喹啉甲酸!

[>7

"蛋白

分析试剂盒购自中国碧云天生物技术有限公司%核转

录因子!

RS

"

3

(

[

及其抑制蛋白!

(

(

[3

&

"&血红素氧合酶

!

@A

"

3!

及糖基化终末产物蛋白!

'7LE

"抗体均购自

英国
7T8<C

公司$

!-"

!

方法

!-"-!

!

脓毒症模型建立
!

参照文献+

.

#

"

,介绍的盲

肠结扎穿孔术方法制备小鼠脓毒症模型$

7

组小鼠

仅开腹#不结扎穿孔%

[

&

>

&

K

组小鼠进行盲肠结扎穿

孔术%

>

组术后立即气管内注射等量
RF

%

K

组小鼠术

后立即气管内注射
>S@!))

*

N

$各组小鼠术后背部

均皮下注射生理盐水
)-$CQ

*

6)

N

抗休克#放回鼠笼

后自由饮水和进食$本实验中动物处置方法均符合

动物伦理学标准$

!-"-"

!

标本收集
!

术后
65M

处死小鼠#暴露心脏和

双肺#右心室取血液标本#低温离心
!)C,1

!

!4)):

*

C,1

"后留取上清$结扎右侧主支气管#用预冷磷酸缓

冲盐溶液!

I[F

"充分灌洗左肺并收集肺泡灌洗液

!

7QS

"$剪开左心耳处心肌#经右心室灌注
I[F

#冲

洗左肺至肺组织变白后保留肺组织$所有标本保存

在
%4)h

待检$

!-"-#

!

肺组织湿*干质量比值!

?

*

K

"测定
!

取小鼠

新鲜右肺组织称取湿质量!

?

"后#置恒温烤箱!

2$h

"

中烘烤
54M

至恒质量#称取干质量!

K

"并计算
?

*

K

值#评估肺组织水肿程度$

!-"-$

!

7QS

细胞计数及总蛋白测定
!

取出
7QS

低

温离心
!)C,1

!

!5)):

*

C,1

"#

I[F

溶解沉淀后用改良

R9XT<X9:

计数板进行细胞计数$采用
[>7

法检测

7QS

总蛋白水平#严格按照
[>7

蛋白检测试剂盒说

明书进行操作$
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!

肺组织病理学观察及评分
!

左肺组织行苏木

素
3

伊红染色$光镜下观察并拍照#肺损伤病理学评

分$评分根据以下方面)肺泡是否充血水肿%肺泡腔

有无出血%白细胞有无渗出%肺泡间质是否损伤$每

个评分标准)

)

分轻微%

!

分轻度%

6

分中度%

.

分重度%

5

分严重+

!)

,

$

!-"-C

!

EQ(F7

检测血清及
7QS

中
ORS3

&

和
(Q3!

'

表达
!

采用
EQ(F7

检测血清及
7QS

中
ORS3

&

和

(Q3!

'

的水平#实验操作严格按照说明书步骤进行$

!-"-D

!

免疫组织化学检测肺组织
RS3

(

[

&

(

(

[3

&

&

@A3

!

及
'7LE

蛋白表达
!

切片脱蜡后封闭#加相应的一

抗
5h

孵育过夜#洗涤后加辣根过氧化酶标记的二抗

室温孵育
!-)M

#

.

#

.i3

二氨基联苯胺!

K7[

"显色和苏

木素染核#光镜下观察目标蛋白的表达情况#细胞及

周围组织呈现褐色即为阳性表达$阴性对照用
I[F

5h

孵育过夜#采用
@&(7F36)))

型全自动图像分析

系统拍照并分析$

!-#

!

统计学处理
!

采用
FIFF6.-)

统计学软件进行

数据分析#计量资料以
Gj#

表示#组间比较则采用单

因素方差分析和
QFK3<

检验#以
&

&

)-)$

为差异有统

计学意义$

"

!

结
!!

果

"-!

!

各组小鼠肺组织
?

*

K

比值及病理学评分等比

较
!

与
7

组比较#

[

&

>

&

K

组小鼠肺组织
?

*

K

比值&

病理学评分&总蛋白水平和细胞计数均明显增加!

&

&

)-)$

"$与
[

&

>

组比较#

K

组小鼠肺组织
?

*

K

比值&

病理学评分&总蛋白水平和细胞计数均明显增加!

&

&

)-)$

"%但
[

&

>

组间肺组织
?

*

K

比值&病理学评分&总

蛋白水平和细胞计数比较#差异均无统计学意义!

&

#

)-)$

"#见表
!

$

表
!

!!

各组小鼠肺组织
?

'

K

比值及病理学评分等

!!!

比较%

Gj#

(

*k!$

&

组别
?

*

K

比值 病理学评分 总蛋白!

N

*

Q

" 细胞计数!

l!)

$

*
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"
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组
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#与
7

组比较%

T

)

&

&

)-)$

#与
K

组比较
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!

各组小鼠肺组织病理学改变
!

7

组小鼠肺组织

无明显病理学改变%

[

&

>

组小鼠肺组织结构紊乱#肺

间质充血水肿#肺泡内见炎性细胞和红细胞渗出%

K

组小鼠肺组织结构明显紊乱#肺间质严重充血水肿#

肺泡内有大量的炎性细胞和红细胞渗出#见图
!

$

图
!

!!

各组小鼠光镜下肺组织病理学改变%

l!))

&
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重庆医学
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年
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各组小鼠血清及
7QS

中炎症因子表达水平比

较
!

与
7

组比较#

[

&

>

&

K

组小鼠血清及
7QS

中炎症

因子
ORS3

&

和
(Q3!

'

水平均增加!

&

&

)-)$

"%与
[

&

>

组比较#

K

组小鼠血清及
7QS

中炎症因子
ORS3

&

和

(Q3!

'

水平均明显增加!

&

&

)-)$

"%但
[

&

>

组间小鼠

血清及
7QS

中
ORS3

&

和
(Q3!

'

水平比较#差异均无

统计学意义!

&

#

)-)$

"#见表
6

$
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!

各组小鼠肺组织
RS3

(

[

&

(

(

[3

&

&

@A3!

及
'7LE

蛋白质表达
!

与
7

组比较#

[

&

>

&

K

组小鼠肺组织

RS3

(

[

&

@A3!

及
'7LE

表达均上调#而
(

(

[3

&

表达下

调#差异均有统计学意义!

&

&

)-)$

"$

K

组小鼠肺组

织
RS3

(

[

&

@A3!

及
'7LE

表达均较
[

&

>

组明显升

高#而
(

(

[3

&

表达降低#差异均有统计学意义!

&

&

)-)$

"%

[

&

>

组小鼠肺组织
RS3

(

[

&

@A3!

及
'7LE

表

达水平比较#差异均无统计学意义!

&

#

)-)$

"#见

图
6

$

表
6

!!

各组小鼠血清及
7QS

中炎症因子水平

!!!

比较%
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图
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!!

各组小鼠肺组织
RS3

(

[

)

(

(

[3

&

)

@A3!

及
'7LE

表达水平%

l!))

&

#

!

讨
!!

论

!!

脓毒症患者起病急骤#多数可导致
7Q(

*

7'KF

&

休克和多器官功能障碍综合征!

&AKF

"$炎性细胞

激活和炎症因子释放是脓毒症肺损伤发展的主要因

素#肺损伤的早期出现是引起脓毒症患者死亡的重要

原因#其发病机制目前尚不明确$本研究通过盲肠结
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扎穿孔术建立小鼠的脓毒症模型#手术引起的组织损

伤&结扎引起的组织坏死&混有细菌的肠内容物引起

感染#引起腹膜炎和肠道细菌移位#激活免疫系统并

导致呼吸&循环等系统衰竭&休克和
&AKF

$本课题

组发现
[

&

>

组小鼠肺组织明显水肿&病理学损伤和炎

症反应严重#同时炎症蛋白
RS3

(

[

表达上调和
(

(

[3

&

表达下调#提示小鼠脓毒症肺损伤模型成功建立$

与
[

&

>

组比较#

K

组小鼠肺组织明显水肿&病理

学损伤和炎症反应明显增加#同时炎症蛋白
RS3

(

[

表

达明显上调#提示
>S@

加重了小鼠脓毒症肺损伤$

>S@

是红细胞在病理情况下大量破坏#血红蛋白释

放入血#产生自由基&损伤血管内皮细胞和作为损伤

相关分子模式而激活免疫炎症反应+

#34

,

$脓毒症引起

的
7'KF

常引起肺泡内大量红细胞渗出并发生溶

血+

!!

,

#因此升高的
>S@

可能参与并激活
7'KF

的免

疫炎症反应#加重
7'KF

$

F@7JE'

等+

!6

,研究发现#

气管内注射外源性
>S@

导致呼吸机相关性肺损伤的

肺泡毛细血管通透性增加&炎症反应和肺泡上皮细胞

损伤明显加重$

本研究发现#

>S@

处理后小鼠肺组织
@A3!

和

'7LE

蛋白表达明显上调#提示
>S@

加重脓毒症小

鼠
7Q(

可能与
@A3!

表达有关$

'7LE

是诊断
7Q(

的敏感指标+

!.3!5

,

#其表达明显上调与肺损伤的严重程

度呈正相关性$有研究表明#

>S@

与结合珠蛋白结

合并形成复合体#被肺泡巨噬细胞表面的
>K!#.

识别

和摄取#上调效应酶
@A3!

的表达+

!$3!#

,

$

@A3!

可能

在脓毒症
7Q(

中起到抗炎和抗氧化性组织损伤的作

用#对脓毒症
7Q(

的免疫和炎症反应平衡具有十分重

要的意义+

!2

,

$但本研究发现#

@A3!

表达上调并不能

改善脓毒症
7Q(

的炎症反应和组织损伤#可能与氧化

应激与抗氧化反应失衡有关$

RS3

(

[

是调节炎症反

应中细胞因子&炎症介质和黏附分子基因转录过程的

序列特异性
KR7

结合蛋白#在免疫炎症反应中起着

非常关键的作用+

!4

,

$脓毒症发生的
&AKF

常伴有

RS3

(

[

信号转导通路的上调活化+

!"

,

$本研究发现#

>S@

处理后小鼠肺组织
RS3

(

[

蛋白表达明显上调#

而其抑制蛋白
(

(

[3

&

表达明显下调#提示
RS3

(

[

蛋白

可能参与了脓毒症肺损伤的炎症反应$

综上所述#

>S@

加重小鼠脓毒症肺损伤#表现为

肺水肿&形态学损伤&炎症因子
ORS3

&

和
(Q3!

'

水平

增加#炎症蛋白
RS3

(

[

和
'7LE

表达上调#可能与

@A3!

表达有关$
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