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● 基础研究

脓毒症大鼠肺损伤时肺组织巨噬细胞移动抑制

因子变化及丙酮酸乙酯的干预作用

马艳梅梅冰詹剑勇 沈美华 何建 霍正禄

【摘要】 目的观察脓毒症大鼠肺损伤时肺组织巨噬细胞移动抑制因子(MIF)mRNA的变化及丙酮酸乙酯

(EP)的干预作用。方法雄性wistar大鼠，以盲肠结扎穿孔法建立脓毒症大鼠模型。80只大鼠随机分为假手术

组、脓毒症组、EP早期治疗组(建模后6 h给药)和EP晚期治疗组(建模后12 h给药)。各组分别于模型建立后24h

和48h检测肺组织MIF mRNA、髓过氧化物酶(MP0)的活性、肺湿重／干重(w／D)比以及肺组织的病理变化。结果

24h、48h脓毒症组、EP6h组和EPl2h组MIF mRNA、MP0活性、肺W／D比值以及肺组织的病理学评分均较假手

术组显著升高；EP6h组和EPl2h组肺组织MIF mRNA水平、MP0活性、肺w／D比值以及肺组织的病理学评分均

较同时相点脓毒症组显著降低；脓毒症组24h肺组织MIF mRNA的水平与MP0、w／D比值以及肺组织病理学评分

的变化之间呈显著正相关。结论脓毒症大鼠肺损伤时肺组织MIF mRNA的表达显著升高，EP对脓毒症肺损伤

有保护作用，其机制可能与其抑制MIF的表达有关。

【关键词】大鼠；丙酮酸乙酯；脓毒症；急性肺损伤；巨噬细胞游走抑制因子
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【Abst憎ct】 0bjective To observe the expression of macrophage migration inhibitory factor(MIF)mRNA and

the effects of ethyl pyruvate(EP)on the lurlg injury in sepsis rat． Methods In a sepsis model by cecal ligation and

puncture，eighty Wistar male rats were randomly divided into sham operation group，sepsis group，EP 6h treatment

group(received EP introperitoneally 6h after CLP)and EP 12h treatment group(received EP intrope“toneally 12h af—

ter CUP)． Animals were sacrificed at 24 and 48 h after operation．The lung tissue samples were collected to detemine

the expression of MIF mRNA(by r∞1．time PCR)，pulmonary myeloperoxidase(MP0)activity and wet／dry lung

weight ratioIL The pathological changes in lung tissues were obsenred with 1ight microscopy after HE staining． Re—

sults Compared with sham operation group，the expression of MIF mRNA，the activity of MP0，the ratio of wet／

dry lung weight and the pathological scores of lung iIljury were markedly elevated in sepsis group and EP treatment

group at 24h and 48h after operation． The previous results compared with sepsis group， the expression of IVIIF

mRNA，the activity of MP0，the ratio of wet／dry lung weight and the pathological scores of lung injury were

markedIy decreased in EP treatment group．The expression of MIF mRNA was correlated with the changes in the ac—

tivity of MPO。the ratio of wet／dry lung weight and the pathological scores of lung injury in the sepsis group at 24h

after operatioll． There were no statistic difference between early EP treatment group and late EP treatment group．

Conclusion The expression of MIF mRNA obviously increases on the lung injury induced by sepsis．EP could inhibit

the expression of MIF mRNA to exert the protective effects on the lungs against acute injury induced by sepsis．
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近年来研究发现，巨噬细胞移动抑制因子

(macrophage migration inhibitory factor，TvIIF)在

脓毒症和炎症反应中扮演中心地位的角色[1矗]。脓

毒症患者中可以检测到高水平的MI F[21；将MlF和

细菌或细菌毒素一起注射入小鼠体内，可致包括急

性肺损伤(acute 1ung injury，ALI)在内的多器官功

能不全综合征发生，使小鼠的死亡率明显增加[3]。

笔者认为，MIF过度表达可能是导致脓毒血症患者

AI。1乃至多器官功能不全综合征发生、促进其死亡

的一个危险因素。丙酮酸乙酯(ethyl pyruvate，

EP)是一种稳定的丙酮酸衍生物，近期研究表明它

具有抗炎和免疫调节效应L4]。本研究采用大鼠盲肠

结扎穿孑L致脓毒症肺损伤模型，观察脓毒症ALI时

肺组织MIF mRNA的变化，并探索EP对肺组织

MIF表达水平的影响，探讨EP对脓毒症肺损伤的

保护作用及其机制，为临床治疗提供理论基础。

1材料与方法

1．1动物模型制备健康雄性清洁级Wistar大鼠

(第二军医大学实验动物中心提供)，体重200～2509。

大鼠禁食12 h。脓毒症模型采用盲肠结扎穿孔方法，

腹腔注射2％戊巴比妥钠(35 mg／kg)麻醉后固定，沿

腹正中线做1．5cm的切口，然后在盲肠根部结扎盲

肠，用18号针穿通2次，形成肓肠漏，再将盲肠还纳

腹腔，逐层缝合腹壁切口。

1．2 实验分组及方法 大鼠随机分为4组：假手术

组(竹=20)：除不作盲肠结扎穿孔术外，其余操作同

脓毒症组；脓毒症损伤组(行=20)：行盲肠结扎穿孔

术，术后即刻及术后6，12，18，24，36h腹腔内注射乳

酸林格液3 ml／kg；EP早期治疗组(，z=20)：盲肠结

扎穿孔术后6，12，18，24，36h腹腔内注射EP为40

mg／kg(3 ml／kg)；EP晚期治疗组(，z一20)：于盲肠

结扎穿孔术后12，18，24，36h腹腔内注射EP

40 mg／kg(3 ml／kg)。各组分别于模型建立后24h

和48h留取肺组织。

1．3肺组织MIF mRNA的测定 采用实时RT—

PCR方法检测肺组织MIF mRNA。根据GenBank

公布的基因序列，合成MIF引物片段，引物序列为：

上游引物5’CTATGCCTATGTTCATCGTG 3’；下

游引物5’CAGCAGCTTGCTGTAGTTGC 3’，产物

长24lbp。p一肌动蛋白作内参，其引物序列为上游

引物5’AGCCATGTAAGCCATCC 3’；下游引物5’

CTCTCAGTGGTGGTGAA 3’。所有操作步骤严

格按照SYBR PrimeScript RT—PCR试剂盒的要求

进行。取约50mg肺组织，按Trizol一步法提取

RNA，按试剂盒的操作要求逆转录cDNA。定量

PCR反应及数据处理均在Rotor gene 6000 PCR仪

及其相联的计算机上进行。

1．4 肺组织髓过氧化物酶(myelopero越dase，

MP0)及肺湿／干重比值(W／D)测定 采用分光光

度法测定MP0活性；采用真空加热干燥法测定肺

W／D比值。

1．5肺组织病理形态观察取各试验组24h右肺中

叶部分肺组织，10％甲醛固定，常规石蜡包埋，切片，HE

染色后行组织学检查。肺组织评分参照文献拍]。

1．6统计学处理数据统计采用SPSSl2．O统计

软件，结果以孑±s表示，组间比较采用单因素方差

分析和f检验，以P<0．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 肺组织MIF mRNA的变化及丙酮酸乙酯的

干预作用 如表1所示，24h、48h脓毒症组、EP6h

组和EPl2h组MIF mRNA均较假手术组显著升

高；EP6h组和EPl2h组MIF mRNA均较同时相点

脓毒症组显著降低；各时相点EP6h组和EPl2h组

之间MIF mRNA无显著性差异(P>0．05)。

表l 肺组织MlF mRNA的

变化及丙酮酸乙酯的干预作用(刀=20)

注：vs假手术组，‘P<0．01；vs脓毒症组，。P<O．01

2．2 大鼠肺组织MP0活性、肺W／D比值的变化

及丙酮酸乙酯的干预作用 24h、48h脓毒症组、

EP6h组和EPl2h组肺组织MP0活性、肺W／D比

值均较假手术组显著增高，EP6h组和EPl2h组肺

组织MP0活性、肺w／D比值均较同时相点脓毒症

组显著降低；但EP6h组和EPl2h组之间无统计学

差异(P>O．05；表2)。

2．3肺组织病理学变化光镜下，假手术组肺组织

结构完整，肺泡间隔无水肿，肺泡腔清晰；脓毒症组

肺泡间隔增宽，部分肺泡内渗出、水肿、出血，肺间质

见大量炎症细胞浸润；EP治疗组较脓毒症肺损伤

组明显减轻(图1～4)。与假手术组相比，脓毒症

组、EP治疗组的病理学评分增加；EP治疗组与脓

毒症损伤组相比病理学评分降低(表2)。
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表2肺组织MPo、w／D比值、病理学评分的变化及丙酮酸乙酯的干预作用(一=20)

注：与假手术组比较，’P<O．01；与脓毒症组比较，4P<O．Ol

图l 假手术组24h肺组织¨IE．×2㈣)

图3 EP铀组24h肺组织(腿，x2∞)

2．4 肺组织MIF mRNA与MPO、W／D比值以及

肺组织病理学评分相关性分析对脓毒症组24h肺

组织MIF mRNA与MP0、w／D比值及肺组织病

理学评分相关性进行分析发现，肺组织MIF mRNA

与MP0、w／D比值以及肺组织病理学评分之间存

在显著相关性，直线相关与回归方程分别为：y一

2．18+1．66X，r=O．816，P<O．01；y一0．41+1．47

X，r一0．824，P<O．01；y一一O．95+2．23X，r=

O．831，P<O．01。48h肺组织MlF mRNA与MPO、

w／D比值以及肺组织病理学评分的直线相关与回

归方程分别为：y一3．07+1．64X，r=O．799，P<

O．01；y=1．70+1．45X，r=0．794，P<0．01；y=

一O．44+1．91X，r=O．764，P<0．01。

图2脓毒症组2．．h肺组织(¨E．×200)

图4 EPl2h组24h肺组织(HE，×2∞)

3讨论

脓毒症是危重患者常见并发症，在临床危重病

患者的死亡原因中占有重要地位。在脓毒症并发的

多器官损伤中，肺脏是最易受损伤的靶器官，ALI

出现最早，发生率也最高。MIF来源于机体内许多

种类的细胞，包括B淋巴细胞、巨噬细胞、内皮细

胞、上皮细胞、成纤维细胞、树突状细胞以及垂体细

胞等[6~8]。近年来研究发现，MIF不仅可促进炎症

细胞因子的表达[9]，并可抵抗糖皮质激素的抗炎作

用[1引，在各种炎症性疾病尤其是脓毒症中起重要作

用。MIF可以促使细胞膜表面钟样受体4(TolI—

like receptor_4，TLR4)表达上调，从而促进机体对

内毒素的免疫反应[1¨。在小鼠盲肠结扎穿孔模型
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中，采用抗MIF抗体中和MIF可大大降低包括

ALI在内的多器官功能不全综合征的发生，降低小

鼠的死亡率，并在对敲除TNF—d基因的小鼠研究中

也得到同样结果，提示MIF对脓毒症的预后起着重

要的作用[3]。在临床研究中，由脓毒症导致的ALI

患者中，MIF在基因表达和蛋白含量检测方面均明

显高于正常对照组[1 21。由此可见，MIF在脓毒症肺

损伤的发生、发展中可能起着重要作用。

本研究显示，脓毒症大鼠肺损伤时肺组织MIF

mRNA均较同时相点假手术组显著升高，通过相关

分析发现，肺组织MIF mRNA与MP0、w／D比值

以及肺组织病理学评分的变化之间存在显著的正相

关，上述结果提示MIF参与了脓毒症肺损伤的发

生、发展过程，并且与动物的病情轻重相关。

EP是一种稳定的亲脂性的丙酮酸衍生物，是

有效的氧自由基清除剂，在医学领域的应用很广泛。

近期研究提示，EP是一种有效的抗炎药物，可以抑

制多种炎症因子的表达[13~1引。以往的研究发现，

EP通过抑制肺组织TNF—a等的表达，对脓毒症肺

损伤产生一定的保护作用[1引。但EP对脓毒症肺组

织MIF的影响尚未见相关报道。

本研究显示，EP6h组和EPl2h组MIF mRNA

均较同时相点脓毒症组显著降低，同时，EP6h组和

EPl2h组肺组织MP0活性、肺W／D比值以及肺组

织的病理学评分均较相同时相点脓毒症组显著降

低，且肺组织MIF mRNA与肺组织MP0、W／D比

值以及肺组织病理学评分的变化之间存在显著的正

相关，本实验结果提示，EP对脓毒症大鼠的肺损伤

具有保护作用，其作用机制可能是通过抑制MIF的

表达来实现的。本实验还发现，EP6h组和EPl2h

组MIF mRNA、MP0、W／D比值以及肺组织病理

学评分的变化之间无统计学差异，EP6h组和

EPl2h组肺组织病理切片显示无明显差异。提示

EP在脓毒症发病后有较长的“治疗窗”，显示其具

有良好的应用前景。

本研究结果显示，EP对脓毒症肺损伤具有一

定的保护作用，其机制可能与其抑制MIF mRNA

的表达有关，且EP在脓毒症发病后有较长“治疗

窗”，这为将来ALI的治疗带来一个新的思路。但

是，鉴于目前所有的治疗经验都来自动物实验，故对

EP的临床抗炎作用机制和安全性等问题尚需进一

步研究。
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隔缺损封堵术、微创经胸房间隔缺损封堵术、体外循

环下房间隔缺损修补术，三种术式各有优缺点，适用

于不同的适应症【4~7]。对于中央型房间隔缺损，直

径<3．6cm，且无其他心脏合并畸形患者，首选介入

伞堵或者经胸微创伞堵，创伤小，恢复快。对于介入

封堵和微创经胸封堵两种术式的优缺点，目前尚缺

乏大组病例对照比较。笔者体会，介入伞堵无需全

麻气管插管，创伤更小，恢复更快。对于孔径较小、

边缘明确的中央型房间隔缺损，适于选择介入伞堵。

而房间隔缺损直径>3．ocm以上，或者边缘较软或

短小的患者，介入伞堵成功率相对较小，建议经胸微

创伞堵，一旦封堵失败，可以延长切口，建立体外循

环，行房间隔缺损修补术。对于合并其他心脏病变，

需要同期手术治疗患者，或者房间隔缺损孔径过大，

边缘短小，以及上腔静脉型、下腔静脉型，不适于伞

堵患者，则需要在体外循环下，修补房间隔缺损，同

期矫治心脏合并病变。

老年房间隔缺损手术后往往合并各种房性心律

失常，体外手术患者心律失常发生率更高，需要常规

缝置心外膜临时起搏导线备用。术后根据具体情况

应用抗心律失常药物。老年患者存在合并冠心病的

可能，术前需要常规行冠状动脉造影检查，主要冠状

动脉Ⅲ级以上狭窄(管径狭窄>50％或管腔面积狭

窄>75％)的患者，需要同时行经皮冠状动脉介入治

疗或冠状动脉搭桥手术，避免围术期心肌梗死。老

年房间隔缺损患者多合并不同程度的肺动脉高压。

从本组临床数据可以看出，除个别患者出现艾森曼

格综合征失去手术时机外，多数患者可以通过手术

明显降低肺动脉压，改善症状。经严格选择手术适

应证和手术方式，围术期合理应用血管活性药物，体

外循环下修补房间隔缺损术后可适当延长术后呼吸

机辅助时间，严格掌握拔除气管插管指征，尽量保证

一次成功拔除气管插管，避免二次插管，可以有效避

免术后肺动脉高压危象，减少术后肺部并发症，降低

手术死亡率。

4结论

老年房间隔缺损如无其他禁忌证，均应手术治

疗，高龄本身并非手术禁忌。合理选择手术方式、适

当的围术期处理、避免各种手术并发症是手术成功

的关键。
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