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乌司他丁对失血性休克大鼠回肠黏膜细胞凋亡的影响 

蒋龙元 杨炼红 钟娃 何志捷 常建星 黄子通 

【摘要】 目的 探讨乌司他丁对失血性休克大鼠回肠黏膜细胞凋亡的影响。方法 采用前瞻对照动物 

研究，用改良Chaudry方法制备大鼠失血性休克模型，60 rain后回输血液和生理盐水进行复苏，部分加用乌 

司他丁治疗。检测不同时间点血清肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、丙二醛(MDA)含量和回肠黏膜细胞 Bax、 

Bcl一2、caspase 3蛋白的表达水平。结果 大鼠失血性休克及复苏后血清 TNF—a、MDA含量以及回肠黏膜 

细胞 Bax、caspase 3蛋白的表达较正常对照组均明显升高，Bcl一2明显降低。复苏后血清TNF—a含量下降， 

MDA含量升高；回肠黏膜细胞 Bax、caspase 3蛋白的表达均明显下降，Bcl一2蛋白明显升高；乌司他丁复苏 

组上述指标的恢复程度较生理盐水复苏组为好。结论 乌司他丁可抑制失血性休克大鼠回肠黏膜细胞的凋 

亡，对失血性休克大鼠起保护作用。 
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[Abstract] Objective To investigate the effect of ulinastatin on apoptosis in ileal mucosa of rats with 

hemorrhagic shock．Methods A prospective，controlled animal study was performed．The rat model of 

hemorrhagic shock was replicated according to method described by Chaudry．After 60 minutes period of 

bleeding．rats were resuscitated by transfusion of shed blood and norma1 saline．A part of the animals were 

additionally treated with ulinastatin．The expression of tumor necrosis factor—a(TNF—a)，ma1ondia1dehyde 

(MDA)content in serum ，and expression of Bax，Bc1—2，caspase 3 protein in ilea1 mucosa were determined 

at different time points after reperfusion．Results Compared with the norma1 saline group，the expression 

levels of TNF—a。M DA content in serum 。Bax and caspase 3 protein in ileal mucosa during hemorrhagic 

shock after resuscitation were significantly increased，while Bcl一2 protein was markedly decreased．After 

fluid resuscitation，obvious increase in MDA，Bcl一2 protein，significant decrease in the 1eve1 of TNF—a，the 

expression of Bax and caspase 3 protein in ilea1 mucosa were observed in the ulinastatin group compared with 

normal saline group． Conclusion Ulinastatin has protective effect on rats with hemorrhagic shock by 

suppressing the apoptosis in ileal mucosa． 

[Key words] ulinastatin； hemorrhagic shock； ileal mucosa； apoptosis； rat 

失血性休克是一个复杂的病理生理过程，除缺 

血 、缺氧导致代谢紊乱外 ，组织细胞受损甚至死亡。 

在失血性休克中因肠黏膜屏障功能损伤，可导致全 

身炎症反应综合征 (SIRS)甚至多器官功能 障碍综 

合征(MODS)。既往认为，失血性休克时缺血／再灌 

注损伤中，肠黏膜细胞死亡以坏死方式为主，但近年 

认为这种损伤可造成肠上皮细胞凋亡，甚至是休克 
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时肠黏膜通透性增高的主要原因。 。王刚等 研究 

发现，乌司他丁(Ulinastatin)可减轻创伤失血性休 

克兔的缺血／再灌注肺损伤，起到良好的器官保护作 

用。本研究中观察了乌司他丁对失血性休克大鼠回 

肠黏膜细胞凋亡的影响及可能机制，报告如下 。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组 ：清洁级 Wistar大鼠(广东医学动物 

实验中心提供 ，粤检字号 ：2004A022)70只，雌雄各 

半 ，体重 2OO～250 g。按随机数字表法将大鼠分为正 

常对照组、休克组及复苏组 3组，复苏组再分为复苏 

后 1、3、6和 12 h 4个时间点。正常对照组、休克组每 

组 7只；复苏组各时间点 14只，其 中使用生理盐水 

(NS)复苏 7只，使用乌司他丁(乌 )复苏 7只。 

1．2 模 型制备 ：采用 Chaudry方法 (略作改动)制 

备大鼠失血性休克模型∞ 。动物实验前一晚上禁食、 
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自由饮水 ，腹 腔注射无菌乌拉 坦 (1 200 mg／kg)麻 

醉 。将大 鼠仰卧固定 ，无菌剥离颈动脉和颈静脉 ，进 

行插管，颈动脉管经三通 阀与血压换能器及 10 ml 

注射器相连接 ，插管 后立即注入 0．3 ml肝素一NS 

(含肝素 300 U)，通过 BL一410生物机能实验系统 

连续描记血压 、心率。经颈动脉放血至平均动脉压 

(MAP)为 (40土3)mm Hg(1 mm Hg一0．133 kPa)， 

继续 放血或 回输部分血液维持其 水平 6O min后 ， 

7只大鼠给予乌司他丁 25 kU／kg(2 ml NS稀释)静 

脉推注(5 min内)，并 回输放出的血液和等量 NS； 

另 7只大 鼠则给予 2 ml NS静脉推注 ，并 回输放出 

的血液和等量 NS，速度<2 ml／min，在 30 min进行 

复苏，血压恢复稳定后 ，分别在不同实验时间点取颈 

动脉血约 3 ml并活杀大鼠。正常对照组动物除不放 

血和输液外 ，其他处理与休克组相同。 

1．3 观察指标及方法：①血液离心后留取血清， 
一 20℃保存 ，留作测定肿瘤坏死 因子一a(TNF—a， 

采用双抗体夹心酶联免疫吸附法，试剂盒由深圳晶 

美股份有限公司提供)、丙二醛 (MDA，采用化学反 

应法 ，试剂盒由南京建成生物工程研究所提供)的含 

量 。②活杀大 鼠后 打开腹腔 ，距 回肠末端 8 cm 取 

1 cm回肠，以体积分数为 10％的甲醛固定，常规制 

作石蜡切片 ，苏木素一伊红 (HE)染色，光镜下观察组 

织病理及进行回肠上皮损伤指数测定，并且取回肠 

切片进行免疫组化染色测定 Bel一2、Bax、caspase 3 

蛋白的表达。 

1．4 统计学处理：采用 SPSS l1．5软件包处理，计 

量资料以均数土标准差(z土s)表示；正态分布变量 

多组间比较用方差分析 ，非正 态分布变量用秩和检 

验 ；两组 间比较 ，正态分布变量用 t检验 ，非正态分 

布变量则先进行 编秩 ，然后再用 t检验 ，P<0．05为 

差异有统计学意义。 

1．5 结果判断方法 

1．5．1 染色定位 ：阳性反应物质主要分布在肠黏膜 

细胞的胞浆 ，显色为棕黄色。 

1．5．2 染色结果的判断 ：以计分法半定量描述蛋 白 

的表达。按阳性反应细胞所 占比例分为 0分(无阳性 

细胞 )、1分 (阳性细胞 ≤ 10％)、2分 (阳性 细胞 占 

l1％～50％)、3分(阳性细胞>50 oA)。 

2 结 果 

2．I 乌司他 丁对各组大 鼠血清 TNF—a和 MDA 

含量的影响(表 1和表 2)：失血性休克大鼠经NS复 

苏及乌 司他丁复苏后不 同时间点血清TNF—a含量 

均明显高于正 常对照组 (P均<0．01)，但乌 司他丁 

复 苏后 血 清 TNF—a含量 均 明显 低 于 NS复 苏 

(P均<0．01)，表明乌司他丁能降低失血性休克与 

复苏中血清TNF—a含量。乌司他丁复苏后 1、3和 

6 h MDA含量均高于正常对照组(P均<0．01)，但 

乌 司他丁复苏后血清 MDA含量在复苏 6 h后明显 

低于 NS复苏(P均<0．01)；提示失血性休克时氧 

自由基增加，乌司他丁能抑制失血性休克、复苏中脂 

质过氧化 ，抑制氧 自由基 的生成 。 

表 1 两组复苏后不 同时 间点血清 TNF—a 

含量比较( 士 ，，l一7) 

Table 1 Comparison of TNF —a content at 

different time points after resuscitation 

between two groups( 土 ，n一7) ng／L 

NS复苏组 1O9．2土14．4 72．Oil．7 。 56．6土4．4- 4O．Oil．8-- 

乌复苏组 71．5土6．7 。 51．5~2．4 45．8~2．7 # 32．Oil．9--## 

注：正常对照组值为(12．1士1．0)ng／L，休克组值为(60．7士 

1．6)g／L；与正 常对照组 比较 ：一 P<0．01；与 NS复苏组 比 

较 ： P<0．01 

表 2 两组复苏后不同时间点血清 MDA含量 比较 ( 士 ，，l一7 

Table 2 Comparison of M DA content at different time 

points after resuscitation be tween two 

groups( 土 ，n一7) umol／L 

注 ：正 常对 照组 值为 (2．0士0．2)umol／L，休克组 值 为 (2．4士 

0．4)umol／L；与正常对照组比较：一 P<0．01；与NS复苏 

组 比较 ： P<0．01 

2．2 乌 司他丁对缺血／再 灌注后 回肠黏膜组织 中 

caspase3、Bax、Bcl一2蛋白表达的影响(表 3～6)：失 

血性休克及 NS和乌司他丁复苏后大鼠回肠黏膜细 

胞caspase 3蛋 白表达均 明显升高(P均<0．01)，但 

乌司他丁复苏组 回肠黏膜细胞 caspase 3蛋白表达 

少于 NS复苏组 ，且乌司他丁复苏 3、6和 12 h时均 

明显下降(P<0．05或 P<0．01)，提示乌司他丁能 

抑制 caspase 3蛋白在回肠黏膜 中的表达 。失血性休 

克及 NS和乌司他丁复苏后大 鼠回肠黏膜 Bax蛋白 

表达均明显高于正常对照组，而Bcl一2蛋白表达以 

及 Bcl一2／Bax比值则均 明显低于正常对照组 (P< 

0．05或 P<O．O1)；乌司他丁复苏后不同时间点 Bax 

蛋 白表达均 明显减少 ，而 Bcl一2蛋 白表达则增高 ， 

Bcl一2／Bax 比 值 均 明 显 增 加 (P< 0．05或 

P<O．O1)，表 明乌 司他 丁能上调缺血／再 灌注后肠 

黏膜组织 Bcl一2蛋 白表达，下调 Bax蛋 白表达，使 

Bcl一2／Bax比值增加。 
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表 3 两组复苏 后不同时间点回肠组织 caspase 3 

蛋 白表达的 比较 ( ±s，n一7) 

Table 3 Comparison of expression scores of caspase 3 

protein in ileal mucosa at different time points after 

resuscitation between two groups( ±s，n一7) 分 

注：正常对照组值为(0．7±0．5)分，休克组值为(1．3±0．5)分； 

与正常对照 组 比较：～ 尸<0．01；与 NS复苏组 比较： 

P< 0．05． P< 0．01 

表 4 两组复苏后不 同时 间点 回肠组织 Bax蛋白 

表达的比较 ( ±S，n=7) 

Table 4 Com parison of expression scores of Bax protein 

in ileal mucosa at different time points after resuscitation 

between two groups( ±s，n一7) 分 

组别 复苏1 h 复苏3 h 复苏6 h 复苏1 2 h 

NS复苏组 2．3±0．5 2．4±0．5 2．9±0．4 2．4±0．5 

乌复苏组 1．4±0．5 1．6±0．5 1．7士0．5 1．6±0．5 

注：正常对照组值为(1．0±0．0)分，休克组值为(1．6±0．5)分； 

与正常 对照组 比较 ： P<0．05，～ 尸<0．01；与 NS复 苏组 

比较 ： ，J<O．01 

表 5 两组复苏后不 同时 间点 回肠组织 Bcl一2 

蛋白表达的比较( ±s，n一7) 

Table 5 Comparison of expression scores of Bcl一2 protein 

in ileal m ucosa at different time points after resuscitation 

between two groups(x!s，n一7) 分 

注：正常对照组值为(2．9±0．4)分，休克组值为(1．6±0．5)分； 

与正常对照组 比较 ： P< 0．05，～ P<0．01；与 NS复苏组 

比较 ： P<0．05 

表 6 两组复苏后不 同时 间点 回肠 组织 Bcl一2／Bax 

比值的 比较 ( ±s，n一7) 

Table 6 Comparison of Bcl一2／Bax in ileal mucosa 

at different time points after resuscitatiOn 

between two groups( ±s， 一7) 

NS复苏组 0．5i0．i 0．6~0．2 0．610．2 0 7i0．3 

乌复苏组 1．310．j 1．310．5 1 4~0．5 1．510．5 

注：正常对照组值为 2．9±0．4，休 克组值 为 1．1±0．6；与正常对 

照组 比较 ：一 P<0．01；与 NS复苏组 比较 ： P<0．01 

3 讨 论 

细胞凋亡(apoptosis)是 由体 内外 因素触发细胞 

内预存 的死亡程序而导致的细胞死亡过程，又称 为 

程序性细胞死亡(programmed cell death，PCD)。以 

往的研究认为，失血性休克所致缺血／再灌注损伤时 

肠黏膜细胞死亡以坏死方式为主，但近年来 的研究 

表明，其亦可造成肠上皮细胞凋亡 ，并且细胞凋亡 占 

相当大的比例 。目前认为，细胞凋亡的机制可能为： 

①氧化损伤 ：杨海贤等“ 报道 ，在 内毒素休克过 程 

中，氧 自由基增加 ，是对内皮细胞损伤的重要因素 。 

有报道证实氧化应激损伤是细胞凋亡的机制之一， 

各种氧化剂可直接诱导细胞凋亡 ，使用抗 氧化剂可 

以阻断具备氧化应激背景的各种凋亡诱导因素，如 

TNF—a、电离辐射等所引起的细胞凋亡。②钙稳态 

失衡。③线粒体损伤：线粒体跨膜电位下降，膜通透 

性增大 ，使细胞凋亡启动因子如细胞色素 C、凋亡蛋 

白酶激活因子(Apaf)和凋亡诱导因子(AIF)等从线 

粒体内释放出来 ，激活凋亡相关酶，使细胞凋亡 。 

本研究结果亦显示，在失血性休克与复苏中，小 

肠黏膜细胞 同时存在坏死和凋亡 ，乌司他丁复苏较 

NS复苏时凋亡要轻 。乌司他丁是从健康成年男性 

尿液中分离纯化 的尿胰蛋 白酶抑制剂 ，具有同时抑 

制多种蛋 白酶、糖和脂水解酶，稳定溶酶体膜 ，抑制 

炎症介质释放等多种特殊的药理性质 。乌司他丁 

具有抗凋亡作用 ，其可能机制 ：①抗氧化损伤作用 ： 

乌司他丁能降低 MDA 的含量，抑制氧 自由基 的脂 

质过氧化损伤作用 。②抑制凋亡相关 因素：已证实 

TNF—a是凋亡诱导 因素之一，可通过神经酰胺信 

号途径触发细胞凋亡。本研究提示 ，乌司他丁可抑制 

失血性休克大鼠细胞因子TNF—a释放。⑧干扰凋 

亡相关基 因与凋亡相关蛋 白酶的表达 ：目前公认 的 

细胞凋亡过程包括凋亡信号转导 、凋亡相关基 因激 

活、细胞凋亡执行及凋亡细胞清除等方面。Bcl一2基 

因能促进细胞周期和细胞增殖 ，其过度表达可特异 

性抑制细胞凋亡 ；亦有研究表明，Bcl一2基因能抑制 

转基因大 鼠肠上皮细胞缺血／再灌注损伤导致 的凋 

亡 。Bax是强有力促凋亡分子，能与抑制凋亡的蛋 

白 Bcl一2、Bcl—X一1形成异源二聚体 ，阻断它们抑 

制凋亡 ；caspase 3是一种 凋亡 蛋 白酶，能够水解蛋 

白质结构 ，导致细胞解体、形成凋亡小体 。近年来的 

研究表明，Bcl一2与 Bax调节细胞 凋亡不仅取决于 

其 自身表达的高低，还与它们的比值(Bcl一2／Bax) 

有关 ，因 Bcl一2／Bax能决定细胞对各种引起凋亡刺 

激的敏感性及细胞的生存与死亡 ，当比值下降时， 

细胞趋 向于凋亡。Cinel等“∞在肠缺血预处理对肠 

缺血／再灌注损伤作用的研究 中发现 ，缺血预处理可 

上调 Bcl一2基 因表达 ，使 回肠凋亡减少，逆转肠结 

构 的严重 破坏 ，避 免多器官功 能衰竭 (MOF)。而 

Masuko ̈ 研究 发现，用左旋谷 氨酸能明显抑制 大 

鼠缺血／再灌注 中肠黏膜上皮细胞凋亡，并认为其机 

制与 Bcl一2蛋 白表达 增 加、Bax蛋 白表 达减 少、 

Bcl一2／Bax mRNA 比值增高有关。 
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综上所述，本研究 中采用免疫组化法发现 ，失血 

性休克能上调回肠组织Bax蛋白和caspase 3蛋白 

表达，下调Bc1—2蛋白表达，Bc1—2／Bax比值下降， 

促使 回肠组 织凋亡 ；与 NS比较 ，乌司他丁能 抑制 

Bax蛋 白和 caspase 3蛋 白表达上调 以及Bc1—2蛋 

白表达下调 ，从而使回肠组织细胞凋亡减少。提示乌 

司他丁可通过上调 Bc1—2蛋白表达 ，下调 Bax蛋 白 

和 caspase 3蛋白表达来抑制组织细胞凋亡 ，从而对 

失血性休克起到保护作用。 
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急诊患者输液过程中的不安全因素分析及对策 

韩 洁 周淑 玲 

【关键词】 急诊输液； 不安全因素； 护理对策 

急诊科是医院抢救急危重症患者的 

第一线，是医院的窗口。我院是一所综合 

性三级 医院，每 日接收输液治疗者在 

200 400例次。我们根据急诊 的特点， 

抓住输 液过 程 中的关键环 节 ，减 少护理 

缺陷 的发生 ，提高了护理质量 ，患者满意 

率也明显增高，现将体会总结如下。 

1 应 充分认识 到急诊 输液 过程 中的不 

安全 因素 

急诊 输液过程 中的不安全 因素有 以 

下几种：①不了解患者病情 ，静脉液体速 

度未合理调节，造成患者不适；②急诊科 

患者较多时，容易造成输液过程 中核对 

患者姓名失误，引起液体输错 ；③患者自 

己调节输 液速 度而造 成不适 症状 出现 ； 

④患者输液过程中自己更换位置，易引 

起液体漏输或错输；⑤静脉输注青霉素 

类抗生素患者超过 48 h不用，而后又重 

作者单位：300050 天津市天和医院 

作者 简介 ：韩 洁 (1959一)，女 (汉 族)，天 

津人 ，主管护师 。 

新使用未再次做皮试；⑥曾做过乳腺根 

治术的患者未说明情况，护士将液体输 

入患侧上肢可造成肢体肿胀和不适感； 

⑦流感暴发期、夏季是输液量的高峰期， 

急诊就诊患者大量增多，会出现忙乱现 

象，易引起护理差错 ；⑧护士不很了解药 

物 的药 理作 用及输 液注意 事项 ，造 成护 

理纠纷；⑨液体输注完毕，护士未执行穿 

刺点正规按压方法，造成注射局部瘀血， 

令 患者不满意 。 

2 护理对策 

2．1 遵重患者的知情权：首先要了解患 

者 的病情 ，根 据医 嘱输液 治疗 时应 向患 

者讲明输液 目的及要求，取得其配合。 

2．2 严格执行查对制度：分别放置不同 

液体，实行输液、换液、拔针签名负责制。 

我们规定在输液瓶上要标明药物名称和 

2位 护士的签名 (配 液者 、操作者 )，杜绝 

液体错输或漏输的发生。 

2．3 加强对护士安全 防范意识的教育 ， 

做好人员调配和管理：日常工作中做到 

· 经 验 交 流 · 

“警钟长鸣”，常抓不懈，强化查对制度， 

认真做好实习护生的带教，确保护理安 

全 。流感暴发期 、夏季出现输液 高峰时 ， 

护士长对人员的合理安排是非常重要 

的。应以满足患者的护理需要为原则，合 

理安排班次和人员 ，避免 因患者 多、排长 

队引 起的忙 乱现象 ，以及护 士处 于疲 劳 

状态 造成工 作 中注意力松 散 、判 断失误 

而出现护理缺 陷。 

2．4 增强技术能 力 ：要根据患者 的病情 

和年龄 ，不 同药物 的药理 作用及 不 良反 

应调节输液速度。静脉输注青霉素类抗 

生素之前，要严格检查皮试结果，加强业 

务学习，掌握各种药物的相关知识。 

总之 ，急诊 护士 在 为患者输 液 治疗 

过程 中，必 须严格 执行操 作规 程和查 对 

制度 ，熟练掌握护理对策，抓住关键环节 

及 找出安全隐患 ，才能确保护理安全 ，提 

高护理质量 。 
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