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p38丝裂原活化蛋白激酶抑制剂 

对脓毒症大鼠多器官损伤的保护作用研究 

马中富 乐胜 梁艳冰 詹红 唐皓 荆小莉 

【摘要】 目的 探讨脓毒症致多器官损伤的原因，以及p38丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)抑制剂的保护 

作用和机制。方法 采用盲肠结扎穿刺术(CLP)制备脓毒症大鼠模型，治疗组采用术前给予p38MAPK抑制 

剂SB203580灌胃。在不同时间点观察大鼠血清肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和白细胞介素一l~(II 一117)以及生 

化指标如丙氨酸转氨酶(ALT)、尿素氮(BuN)、肌酐(Cr)、肌酸磷酸激酶一同工酶(cPK—MB)浓度的变化。 

结果 CLP术后大鼠血清 TNF—a、IL一1B显著升高，ALT、BUN、Cr、CPK—MB也进行性升高；血清 AI T、 

BUN、Cr、CPK—MB变化与TNF—a、IL一1p呈显著正相关。应用 SB203580后，血清 TNF—a、IL一1浓度显著 

降低，同时ALT、BUN、Cr、CPK—MB也降低。结论 TNF—a、IL一1B的大量释放是脓毒症致多器官损伤的 

原因之一，通过调控 p38MAPK信号转导通路可对脓毒症所致多器官损伤起保护作用。 
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[Abstract] Objective To investigate the pathogenesis of multiorgan injury and the protective of p38 

mitogen activated protein kinase(p38MAPK)inhibitor on organs in sepsis． M ethods Cecal ligation and 

puncture was adopted to reproduce sepsis mode1． The levels of serum biochemical parameters [including 

alanine aminotransferase(ALT)，blood urea nitrogen(BUN )。creatinine(Cr)，M B isoenzyme of treatine 

phosphokinase(CPK —MB)，tumor necrosis factor—a(TNF —a)and interleukin 一1B(IL 一1B)were 

determined at different time points．Results The levels of ALT，BUN，Cr，CPK—MB，TNF—a and Ii 一1B 

rose progressively after the cecal ligation operation．The 1evels of TNF—a and IL一1B showed a significant 

correlation with levels of ALT，BUN ，Cr，CPK —M B． After the administration of p38MAPK inhibitor， 

SB203580，the 1eve1 of TNF—a and IL 一1B were found to decrease evidently，and the injury to multiple 

organs was alleviated． Conclusion Excessive secretion of TNF —a and IL 一 1B may be the main cause of 

multiorgan injury in sepsis．Modulation of the p38MAPK pathway may protect multiorgan injury in sepsis． 

【Key words】 sepsis； p38mitogen activated protein kinase； tumor necrosis factor—a； 
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丝裂原活化蛋白激酶(mitogen activated pro— 

tein kinase，MAPK)为细胞内的一类丝氨酸／苏氨 

酸蛋白激酶，是介导细胞反应的重要信号系统。p38 

信号转导通路是 MAPK家族重要成员，在炎症反 

应及细胞应激、迁移、凋亡等方面起重要作用“ 。本 

研究拟通过抑制 p38MAPK信号通路，探讨对脓毒 

症时多器官损伤的保护作用及其可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物和主要试剂：健康雄性 SD大鼠，体 

重 19O～220 g，由中山大学北校区实验动物中心提 
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供。p38MAPK抑制剂 SB203580为 Alexis公司产 

品；肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一1p 

(IL一1p)酶联免疫吸附法(ELISA)测定试剂盒为深 

圳晶美公司产品。 

1．2 实验方法 

1．2．1 脓毒症动物模型制备：66只健康雄性 SD大 

鼠，体重 190～220 g，随机分为正常对照组(6只)， 

盲肠结扎穿刺术(CLP)组(30只)和 CI P后治疗组 

(30只)。动物模型制备按 CLP方法。治疗组术前灌 

胃给予 SB203580(用 0．03 mol／I HCI和质量分数 

为 0．5％的Canth溶解)，10 mg／kg，每 12 h 1次。动 

物术前禁食 12 h，实验过程中自由饮水。采用体积 

分数为 1O 的水合氯醛(3 rng／kg)腹腔注射麻醉， 

麻醉后固定动物，消毒后开腹，分离出盲肠，在盲肠 

与小肠及大肠交界处环行结扎盲肠，在盲肠末端用 

9号针头贯穿穿刺两次，关闭腹腔，术后皮下注射生 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·212· 中国危重病急救医学2005年4月筮 !鲞箜 塑 尘 !垒 !： ! ：!!! ： 

理盐水 5 ml／100 g以补充手术过程中体液的丢失。 

术后 1、3、6、12和 24 h各取 6只大鼠，抽取 2管股 

静脉血各 1 ml，分离出血清，用于测定生化指标。 

1．2．2 血清生化指标检查：采用 7170型全 自动生 

化分析仪(日本 Hitachi公司生产)测定丙氨酸转氨 

酶 (ALT)、尿素氮(BUN)、肌酐(cr)和肌酸磷酸激 

酶一同工酶(CPK—MB)。 

1．2．3 血清 TNF—a和 IL一1 浓度检测：应用双 

抗体夹心酶联免疫吸附法(ELISA)检测。抗大鼠 

TNF—a或IL一1口单克隆抗体包被于酶标板上，将 

标本和稀释后的标准品依次加入酶标板孔中与之结 

合，孵育后洗去未结合物，加入生物素化的抗体，再 

经过温育、洗涤、显色等过程，最后在酶标仪 450 nm 

处测吸光度( 值)，通过绘制标准曲线求出标本的 

TNF—a或 IL一1 浓度 。 

1．3 统计学方法：所有数据以均数±标准差(z± ) 

表示，两组间比较采用独立样本的t检验；多组间比 

较根据方差齐性检验结果，方差齐时采用 LSD单因 

素方差分析，方差不齐时采用 Tamhane方差分析； 

相关分析采用 Spearman直线相关分析。所有数据 

均用 SPSS 11．0统计软件处理，P<0．05为差异有 

统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 IL一1 、TNF—a浓度与各脏器损害的相关性 

分析(表 1)：IL一1t?、TNF—a浓度与 ALT、BUN、 

Cr、CPK—MB均呈显著正相关(P均<O．01)。 

表 1 脓毒症大鼠炎症介质与生化指标的相关分析(，值) 

Table 1 Correlation analysis between the inflammatory 

factors and the biological chemistry parameters(，) 

2．2 p38MAPK抑制剂SB203580对血清TNF—a、 

IL一1 浓度的影响(表 2)：正常大鼠血清 II 一1 、 

TNF—a浓度较低。CLP后血清IL一1 浓度迅速升 

高，于 12 h到达高峰，是基础值的 12倍，而后仍维 

持在较高水平；TNF—a也急剧升高，并进行性增 

加，持续升高到 24 h，为基础值的 8．6倍。与正常组 

比较差异均有显著性(P<0．05)。 

治疗组 IL一1p和 TNF—a浓度也进行性增加 ， 

与正常组比较差异有显著性(PG0．05)，但其升高 

幅度较 CLP组明显减小，各相应时间点与 CLP组 

比较差异有显著性(P<0．05)，其中IL一1 最高抑 

制达 39．0 ，TNF—a为 52．5 。 

表 2 各组大鼠血清 IL一1p、TNF—a浓度变化( ±s) 

Table 2 Levels of serum IL一1B and TNF—a 

in different groups( ±s) 

注：与正常对照组 比较 ： P<O．05；与 CLP模型组相应时间点 

比较 ： P％0．05 

2．3 p38MAPK抑制剂 SB203580对血清生化指 

标的影响(表 3)：CLP大鼠血清 AI T、CPK—MB、 

BUN、Cr水平均显著升高，各时间点与正常对照组 

比较差异均显著(P均G0．05)，且呈进行性升高。在 

应用 p38MAPK抑制剂 SB203580后，治疗组血清 

4种指标水平的升高均明显受抑(P均G0．05)。 

表 3 各组大鼠血清生化指标的变化( ±s) 

Table 3 Changes of the level of serum biological chemistry parameters in different groups(x~s) 

注：与正常对照组比较： P<o．05；与CLP模型组相应时间点比较； P<o．05 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


国危重病急救医学 2005年 4月第17卷第 4期 Chin Crit ! !垒 !： ! !： !! !： 

3 讨 论 

脓毒症和多器官功能障碍综合征(MODS)是严 

重感染、休克、烧伤患者常见的并发症，其发病迅速， 

临床救治难度大，病死率高。因此，如何降低脓毒症、 

MODS的发病率及病死率是 目前急危重病医学面 

临难题之一。近 2o多年来，随着对脓毒症、MODS 

研究的不断进展，对其发病机制逐渐有了一致的看 

法，即全身炎症反应综合征(SIRS)是 MODS重要 

的病理学基础和形成的根本原因。 。在 SIRS中产 

生的炎症因子众多，其中TNF及 IL一1是主要和关 

键的炎症介质，能直接导致多器官的损伤。本研究发 

现，CLP致大鼠脓毒症时，血清 TNF—a、IL一1p浓 

度明显升高，同时血清 ALT、BUN、Cr、CPK—MB 

也明显升高，说明肝、肾、心等脏器功能明显受损。相 

关分析发现，TNF—a、IL一1p浓度与血清 ALT、 

BUN、Cr、CPK—MB呈显著正相关，说明脓毒症时 

大量释放的炎症因子确实是导致多器官损害的主要 

原因之一 。 

鉴于 SIRS是脓毒症、MODS形成的根本原因， 

除了治疗原发病外，抗炎治疗已成为处理脓毒症的 

基本策略之一。近 10多年来国内外学者在应用拮抗 

炎症介质，如抗 TNF、抗 IL一1、抗血小板激活因子 

(PAF)等治疗脓毒症、MODS方面进行了大量临床 

研究，发现这些措施未能降低脓毒症和 MODs的发 

生率及病死率“ 。如Symons等 在用IL一1受体 

拮抗剂治疗 893例脓毒症患者的Ⅲ期临床试验中发 

现，患者 28 d病死率并未减少。Reinhart等。 在采 

用 TNF—a抗体片段(MAK195F)治疗 122例严重 

脓毒症或脓毒症休克患者的 11期临床试验中发现， 

各组病死率差异也无显著性。究其原因可能是 SIRS 

时产生的炎症介质众多，单纯用一种或几种炎症介 

质拮抗剂或抗体来治疗 MODS很难取得满意效果。 

因此，如能从调控炎症反应的“瓶颈”——即关键环 

节进行干预，如核转录因子一 B(NF— B)、MAPK 

信号通路等，才有可能从根本上解决这一难题@ 。 

MAPK信号转导通路存在于大多数细胞内，是 

介导细胞反应的重要信号系统，参与了细胞生长、发 

育、分化及凋亡等。p38信号转导通路是 MAPK家 

族的重要组成成员，在炎症反应方面起着重要作用。 

Obata等 研究证实，LPS刺激中性粒细胞能引起 

p38MAPK磷酸化，从而增强 TNF—a mRNA及蛋 

白质表达。p38MAPK在被磷酸化激活后细胞产生 

的一种反应就是释放大量致炎因子，如 TNF—a、 

IL一1、IL一6和IL一8 。’“ 。有证据显示，人类中性 
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粒细胞合成 TNF—a时在转录水平甚至在翻译水平 

都要受 p38MAPK的调节 。本研究中使用的是 

p38MAPK特异性抑制剂 SB203580，发现其能显著 

降低脓毒症大鼠血清 TNF—a、IL一1p浓度，其中 

IL一1p最高抑制达 39．0 ，TNF—a为 52．5 ，同 

时血清 ALT、BuN、cr、cPK—MB较对照组显著减 

少，说明通过抑制 p38MAPK信号通路，能显著改 

善脓毒症时多器官的损伤。 

综上所述，p38MAPK信号转导通路参与了脓 

毒症的发病过程，通过调控 p38MAPK信号转导通 

路，能降低炎症因子 TNF—a、II 一1p的产生，从而 

保护脓毒症时多器官的功能，这也为以后脓毒症、 

M0Ds的治疗提供了新的途径。 
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