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丙酮酸乙酯对烫伤延迟复苏大鼠脾淋巴细胞增殖及洲亡影响 

董宁 姚咏明 董月青 刘辉 魏鹏 于燕 盛志勇 

【摘要】 目的 观察 酮酸乙酯对 烫伤延迟复苏大鼠脾淋巴细胞增殖及凋 的影响．jf：对填机制进 

步探 讨。方法 72只 Wistar人鼠随机分 为假烫伤组 (n=24)、烫伤组( 一24)和丙酬酸乙酣(3．23 nlg／m1)瀹 

疗组 (”一24)，分别 f伤后 1、3干̈ 5 d活杀_人鼠，检测脾淋巴细胞增殖能力及凋 L’：情况。结果 烫伤 延迟 )j： 

后 1～5 d．脾淋巴细胞对丝裂原刺激的增殖反应明显受抑 制(，)均<0．05)；在烫伤后第 1 d，脾 (：I)3 【’I)1．r 

细 胞凋亡显著增 加(，J<0．05)。 用丙酬酸乙酯治疗能够 明显恢 复烫伤 后 1～5 d脾淋巴细l地的增 

(P<0．05)，同时烫伤后第 1 d的凋 亡明显下降( <0．05)。结论 酮酸乙酯能够有效恢 旋协延迟 J 

脾淋巴细胞的增殖能力．井减轻脾淋巴细胞凋 。 

【关键词】 烧伤； 丙酮酸乙酯； T细胞； 增殖 ； 洲亡 
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[Abstract] Objective To investigate the effects of ethyl pyruvate(EP)on splenocyte proliferati()n and 

apoptosis in burn rats with delayed resuscitation，and its potentia1 underlying mechanism．Methods Seventv— 

two male Wistar rats were randomly divided into sham — scalded contro1 group (”一 2-1)。scald grOUP 

(n一 24)， and scald with EP treatment group (n一 24)． Animals were sacrificed on days 1． 3．and 

5 postburn， and spleen samples were collected to determine splenocyte proliferation and apoptosis
．  

Results Splenic 1ymphocyte proliferation response to T cel1 mitogen， concanavalin A (Con A )。 as 

significantly depressed from 1 to 5 days after burn injury(all P<O．05)．Meanwhile，burn injurv resuIted in 

a marked increase in splenic CD3 CD．4一T lymphocyte apoptosis in comparison with that in sham —scalded 

controls on day 1 postburn (P< 0．05)．Treatment with EP after burns resulted in a dramatic restoration of 

lymphocyte proliferation response and reduction of splenic CD3 CD4 T lymphocyte apoptosis compared with 

seald group (P < 0．05)． Conclusion Administration of EP can markedly improve the splenocyte 

proliferation response and inhibit splenic CD3 CD4 T lymphocyte apoptosis in thermally in ured rats． 

[Key words] burn； ethyl pyruvate； T lymphocyte； proliferation； apoptosis 

业已明确 ，严重烧伤后存在细胞免疫功能紊乱 ， 

淋巴细胞的增殖受抑和早期洲亡增加在其发病机制 

中起着重要作用，因此针对性进行干预成为预防烧 

伤后感染及脓毒症发生的重要措旋“ 。近期研究发 

现 ，丙酮酸乙酯(ethyl pyruvate，EP)能够抑制晚期 

炎症介质～ 一高迁移率族蛋 白 B1(HMGB1)的释 

放，进而改善内毒素血症及脓毒症动物的存活率 ， 

但其调节作用机制尚有待澄清。本实验拟采用大鼠 

烫伤延迟复苏模型 ，观察 EP治疗对脾淋巴细胞增 

殖及洲亡情况的影响。 
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1 材料与方法 

1．1 动物与模型制 备：雄性 清洁级Wistar大鼠，购 

自中国医学科 学院实验 动物研 究所 ，体重 230～ 

250 g，给大鼠称重、编号．禁食 l2 h。盐酸氯胺酮注 

射液与速眠新 2：1混合液 0．1 ml肌肉注射麻醉， 

背部及侧胸去毛，浸于(99．0±0．5)(、沸水中 12 s． 

造 成 3o 总体表面积 Ⅲ度 烫伤，涂 以体积分数 为 

2％的碘酒抗感染(每 日 2次)．伤后 6 h(延迟)腹腔 

注射生理盐水 (40 ml／kg)或 EP液(40 ml／kg)抗休 

克，麻醉苏醒后单笼饲养。 

1．2 实验分组 ：72只动物随机 分为： 假烫伤组 

(7l一24)；②烫伤组( 一24)，烫伤后 6 h给 予林格液 

(40 ml／kg)抗 休克治疗 ，此外，在烫伤后 12、24、36 

和 48 h每次给予3 ml的林恪液腹腔内注射；@EP 

(3．23 mg／m1)治疗组 (，z一24)，烫伤 6 h用 EP液 

(40 ml／kg)抗休克治疗，此外在烫伤岳 12、24、36和 

48 h每次给予 3 ml的 EP液腹腔内注射。以上各实 
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验组动物分别在烫伤后 1、3和 5 d活杀。 

1．3 睥淋巴细胞的分离 ：无菌取动物脾脏 ，置于盛 

有不含胎牛血清(FCS)的 RPMI一1640(5 m1)不完 

全培养液平皿 中，于 100目金属网上用注射器针芯 

研压，收集网下的细胞悬液，注入无菌离心管中。将 

脾细胞悬液缓慢置于 已经配好的无菌、无热原聚蔗 

糖一泛影葡胺液面上 ，18～20 C、2 500 r／min离心 

20 min，吸取第二层云雾状的低密度细胞 ，离心洗涤 

后去红细胞。应用单核细胞和多形核细胞黏附塑料 

及毛玻璃的特性 ，进一步分离和纯化淋巴细胞。苔盼 

蓝检测分离细胞的活性大于 97％，计数细胞，调整 

细胞浓度为 5×10 ／ml。 

1．4 噻唑蓝(MTT)比色法检测睥淋巴细胞增殖反 

应：用含体积分数 为 2O FCS的 RPMI一1640培 

养液调整细胞浓度至 5×106／ml，取 0．1 m1接种于 

96孔培养板，另加 1O0 l刀豆素(Con A)5~g／ml 

进行刺激。用含有 2O FCS的 RPMI一1640培养液 

与5~g／ml Con A各 100 l混合作为调零孑L。37 C、 

体 积分数 为 5 的 CO 孵箱孵育 68 h，轻 轻吸弃 

1O0 1上清，再向各孑L加入 10 1 MTT(5 mg／m1)， 

轻微振荡，继续培养 4 h。加 1O0 l曲通一异丙醇 

(Triton—ISOP)溶液，37 C温箱过夜 ，测定波长为 

540 nm处的吸光度值( 值)。 

1．5 流式细胞仪检测脾 CD3 CD4 T细 胞的凋 

亡：分离脾淋 巴细胞，调 节细胞浓度 至5×10 ／ml， 

用 0．01 mol／I 的磷酸盐缓冲液(PBS)0．5 ml洗涤、 

离 L-2次 ，弃上清，再用 0．1 ml的 1×结合缓冲液 

(binding buffer)悬 浮。 

加 入 CD3一异硫 氰酸 荧光 素 (FITC)0．2 1、 

膜联蛋白V(Annexin—V)5 tA、CD4一别 藻 蓝 素 

(APC)0．5 l和 7一氨基放 射 菌素 D(7～AAD) 

5 l避光孵育 15 rain．再加入 0．4 ml的 1×binding 

buf~r。流式细胞仪检测 ，所有荧光标记抗体和凋亡 

试剂盒均购自美国BD Pharmingen公司。 

1．6 统计学处理：数据以均数±标准差( ± )表 

示，采用 Stata 7．0统计软件包对数据进行 t检验和 

方差分析，P％0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 EP对烫伤延迟复苏大鼠脾淋巴细胞增殖的影 

响(图 1)：与假烫伤组比较，烫伤组烫伤延迟复苏后 

1、3、5 d脾淋巴细胞对丝裂原刺激增殖反应显著受 

抑(尸均<O．05)。而用 EP治疗能明显减轻烫伤后 

1、3、5 d脾淋巴细胞增殖的抑制状态(P均<O．05)。 

2．2 EP对烫伤延迟复苏大鼠脾淋巴细胞凋亡的影 

响(图2，图 3)：与假烫伤组比较，烫伤组在烫伤延迟 

复苏后的第 1 d，脾 CD3 CD4 T细胞凋亡显著增 

~JIl(P<0．05)，而第 3和 5 d差异不明显。与烫伤组 

比较，EP干预能够明显减少烫伤后第 l d脾CD3 

CD4+T细胞凋亡(P<O．05)，而伤后第 3和 5 d则 

蒡异无显著性 。 

伤后时间(d) 

注 ：与假烫伤组比较 P<o．05；与烫伤组比较 P<o．05 

图 1 EP对烫伤延迟复苏大鼠脾淋巴细胞增殖的影响 

Figure 1 Effects of EP on splenocyte proliferation 

in rats with delayed resuscitation after burn injury 

1 3 5 

伤后时 间(d) 

注 ：与假烫伤组比较 ； P<0．05；与烫伤组比较 ： P<0．05 

图 2 EP对烫伤延迟复苏大鼠脾 CD3 CD4+T细胞凋亡的影响 

Figure 2 Effects of EP on apoptosis of CD3 CD4 T lymphocytes 

in rats with delayed resuscitation after burn injury 

3 讨 论 

脓毒症的发生与严重创、烧伤后细胞免疫功能 

紊乱密切相关 。业 已明确 ，T细胞增殖受抑使免疫系 

统不能维持正常的免疫应答 。在脓毒症的发展过 

程中，淋巴细胞’f岗亡不仅表现为一种病理现象，同时 

也被认为是诱导免疫抑制的重要原因。 。本实验采 

用标记有特异荧光的 4种抗体检测脾淋巴细胞的凋 

亡情况，探讨 EP处理对烫伤大鼠免疫功能的影响。 

结果显示，烫伤延迟复苏后 1～5 d，脾淋巴细胞对丝 

裂原刺激的增殖反应持续受抑制，表明机体细胞免 

疫功能严重障碍。与此同时，在烫伤延迟复苏早期， 

脾 CD3 CD4 T细胞的凋亡亦明显增加 。凋亡被认 

为是机体对严重创伤所诱发促炎状态的一种负向调 
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注 ：R1为根 据前 相角 和侧 相角 圈 定的脾 淋 巴细 胞群 ；R2、R3为根 据 CD3一FITC 和 CD4一APC所 圈定的 

CD3 CD4 T细胞和CD3 T细胞 ；不同组别的凋亡图示全部为对 R2群细胞的分析 

图 3 不同组别淋巴细胞凋亡流式图比较 

Figure 3 Comparison of apoptosis of lymphocytes among different groups 

节 ，早期过度的 T细胞凋亡是诱发免疫功能失调的 动物死亡率 。据报道 ，EP通过降解谷胱甘肽成为 

重要因素。据报道 ，细胞凋亡可诱导细胞免疫功能抑 谷胱甘肽的二硫化物，使细胞 内氧化一还原状态改 

制，促使T细胞的极性分化，并且能够明显降低单 变，抑制核转录因子一,cB活性，最终抑制促炎介质的 

核细胞的活性 。新近研究证实，HMGB1作为一种晚 产生 。此外，体内氧自由基产生过多时能明显抑制 

期炎症介质介导了脓毒症的致死效应 。本课题组前 脾淋巴细胞增殖 ，且可诱导淋巴细胞凋亡 ，EP也可 

期的研究分别采用不同的烧伤或脓毒症模型，观察 能通过中和氧自由基而使淋巴细胞的增殖抑制及过 

到 HMGB1在多种组织中均呈现延迟 、高表达效应； 度凋亡得以缓解。本研究进一步证实 ，EP对严重烫 

并发现 HMGB1与体 内促炎／抑炎细胞因子 比例的 伤延迟复苏动物具有明显的保护作用，可能通过减 

失调 、烧伤后免疫功能紊乱有关 ；同时体外预试 少 HMGB1释放，使 T细胞的过度堋亡和增殖受抑 

验还发现，HMGB1能显著影响脾淋巴细胞增殖功 状态得以明显改善。EP作为一种高效、安全的复苏 

能。本资料证实，严重烫伤后应用EP液延迟复苏能 液，在多种急重症动物模型中均显示有益作用 ，但 

明显改善动物的免疫功能，具体表现为：①显著提高 对其确切临床应用效果仍有待进一步探讨。 
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血液净化抢救重度急性中毒患者 36例 

罩l、玉汾 

【关键词】 血液 净化 ； 中毒； 抢救 

用血液灌流 (HP)和连续性静一静脉 

血液滤过(CVVH)技术抢救各种重度急 

性 中毒患者 36例 ，总结如下。 

1 临床资料 

1．1 病例 ：36例患者 中男 17例 ，女 19 

例；年龄 16～76岁，平均 36．2岁；有 机 

磷农药中毒 14例 ，安 眠药 中毒 12例 ，毒 

鼠药中毒 8例 (其中毒鼠强 中毒 2例 )， 

百草枯中毒 2例 。入院时 昏迷 27例次， 

嗜睡 3例次 ，休克 18例次 ，呼吸衰竭(呼 

衰)11例次 ，抽搐 6例次 。全部 患者入院 

24 h内最差 的情 况按 照急性 生理学与 

慢性健康状况 I(APAcHEⅡ)“ 评分 ， 

36例评分 21～38分，平均 26．4分 全 

部患者均合并 2个以上器官功能障碍， 

其中急性 肾功能衰 竭(ARF)6例 ；按 多 

器官 功能 障碍 综合 征 (MODS)评分 标 

准。 评为 9～22分，平均 12．3分 。 

1．2 治疗方法 ：常规给予彻底洗 胃、催 

吐、导泻、利尿 、补液 、解毒剂 ，如有休 克、 

呼衰 ，给予纠正休克、气管插管、呼吸机 

辅助通气。治疗中进行心电、血压和血氧 

监测。采用日本产 NIKKIsO DKP一22 

型血 泵机行 HP，灌 流器采 用瑞 典金 宝 

Adsorba 300活性 炭和珠海丽珠 HA 型 

吸附树脂。1 4例有机磷农药 中毒者 中， 

8例用活性 炭，6例用树脂 ；12例安眠药 

中毒者中，1O例用活性炭，2例用树脂； 

8例毒鼠药 中毒者中，5例用活性 炭， 

作者单位：529020 广东省江 门市人民 

医院 ICU 

作者 简介 ：孙玉汾 (1950一)，女(汉族 )， 

北京市人，副主任医师。 

3例用树脂；2例百草枯中毒者全部用活 

性炭。CVVH采用瑞典金宝 Prisma血滤 

机 ，滤器采 用金宝 M6O型 血液灌流器 ， 

置换液参考季大玺推荐的碳酸氢盐方法 

配制。 。 

1．3 结 果：36例患者共进行 41次 HP， 

其中 5例进行 2次 ，6例因出现 ARF同 

时行 CVVH；HP开始 治疗 时间 为 5～ 

30 h，平均 15 h；治愈组为 2～12 h；平均 

10 h；救 冶成功 29例 (占 8O．56 )，死 

亡 7例(占 19．44 )。其中 4例死于循 

环衰竭 ，3例死于呼衰 ；死于有机磷农药 

中毒 5例，百草枯中毒 1例，毒鼠强中毒 

1例 ；死亡组 HP治疗 中死亡 2例 ，灌流 

后 1 h内死亡 3例 ，5 h内死亡 2例 。治 

疗过程中出现低血压 16例 ，灌流器堵塞 

5例 ，无一例出血 。CVVH治疗 6例无死 

亡 ，冶疗时间 52～95 h，平均 74 h。 

2 讨 论 

本组患者为各种药物和毒物重度中 

毒，入院时症状重，APACHEⅡ评分均 

值>25分 ，MODS评分均值>10分。有 

报道 ，MODS分值 9～12分时病死率达 

25 ，而 两个 器 官 衰竭 时 病 死率 高 达 

6O “ 。本组应 用 HP或 加用 CVVH 

救治，成功率达 8O．56 ，证 明此法疗效 

良好 。目前临床主要用 HP抢救药物和 

毒物中毒，清除效率大于血液透析 (HD) 

和腹膜透析“ 。但 HP对尿素清除率很 

差，对电解质、酸碱平衡紊乱和水负荷亦 

无作用“ 。CVVH则可清除血 中炎性介 

质 、尿素和过 多水分 ，纠正电解质和酸碱 

平衡紊乱 ，HP和 CVVH联用 可起到取 

长补短的作用。有学者亦认为各种急性 

药物 中毒选 择 HP效果 优于 HD，如伴 

MODS．选 择 HP+cVVH 或 HP+HD 

效果更佳 。本组 8例毒鼠药中毒者中， 

3例用树脂均有效，用活性炭 5例中死 

亡 1例 ；12例安眠药 中毒，经联 用活性 

炭和树脂进行 HP，全部抢救成功。多数 

有机磷农药是脂溶性 很强的化合物 ，根 

据灌流器的特点，树脂效果要 比活性炭 

好“ 。本组死亡5例全部用活性炭灌流， 

应用树脂灌流的 9例全部抢救成功。 
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