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脓毒症早期大鼠肾脏细胞凋亡及炎症细胞因子的变化 

张或 任延波 蒋丽 

【摘要】 目的 研究脓毒症时肾脏组织细胞凋亡变化与炎症细胞因子的关系。方法 采用盲肠结扎穿 

孔术(CI P)建立 SD大鼠脓毒症模型。分别取肾组织 ．通过组织裂解液。制备组织匀浆，测定匀浆上清中肿瘤 

坏死因子一a(TNF—a)、单核细胞趋化蛋白一1(MCP一1)含量；采用钙结合蛋白V／碘化丙啶(Annexin V／PI) 

双染色法和流式细胞仪测定组织凋亡细胞，采用原位末端缺刻标记技术(TUNEI )和免疫组化分析细胞凋亡 

情况。结果 在脓毒症早期，’ 组织匀浆中TNF d、MCP一1含量均明显增高，肾组织细胞凋亡数量增加以致 

伤后 3 h为最高，6 h后逐渐下降，差异均有显著性(尸<0．05或P<O．01)。结论 TNF—a、MCP一1是脓毒症 

早期激活的细胞因子，脓毒症早期’肾组织细胞凋亡数量增加与细胞因子大量释放有关 

【关键词】 脓毒症； 细胞凋亡； 肿瘤坏死因子一a； 单核细胞趋化蛋白一1 
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[Abstract】 Objective To investigate the relationship between changes in renal cell apoptosis and 

inflammatory cytokines in sepsis rats．Methods Sepsis was produced in rats by cecaIligation and puncture． 

Changes in tumor necrosis factor—a (TNF —a)and monoeyte chemotactic protein一1 (MCP 一1)levels in 

renal tissues were determined by enzyme — linked immunoadsorbent assay (ELISA )， respectively． 

Meanwhile．apoptosis rate was also assessed by Annexin V／PI staining and flow eytometry and terminal 

deoxvnucleotidvl transferase～mediated dUTP biotin nick end labeling(TUNEl )methods．Results ．rNF—Q 

and MCP 一1 levels in renal tissues were significantly increased in rats with sepsis in the early stage． 

Apoptosis rate 0f renal cells increased and reached the highest level at 3 hours after sepsis was established and 

decreased after 6 hours，and the differences were significant(尸< O．05 or P<0．01)．Conclusion TNF—n 

and MCP一1 are cytokines which are activated in early stage of sepsis．The increase in renal cel1 apoptosis in 

the early stage of sepsis is related with the release of cytokines． 

[Key words] sepsis； apoptosis； tumor necrosis factor—a； monocyte chemotaetic protein一1 

脓毒症是感染因素所致的全身炎症反应综合征 

(SIRS)。在SIRS以及继发组织损伤时，机体释放一 

些不能控制的细胞因子进入循环，引起血流动力学 

不稳定、组织广泛损伤，导致多器官功能障碍综合征 

(MODS)。M0DS是重症监护室(1CU)患者中最常 

见的死亡原因之一。MODS中出现 3个脏器功能衰 

竭时，只要不伴肾功能衰竭，患者就能生存；如果同 

时存在急性’肾功能衰竭 (ARF)，患者病死率可达 

88 。可见及时诊断与防治ARF对防治 MODS的 

发生、降低病死率是十分重要的。参与调节细胞因子 

释放及促炎症因子和抗炎症因子的平衡，可能对炎 

症反应的严重性起决定性作用。细胞凋亡已被证实 

在许多生物过程中起重要的调节作用，包括炎症反 

应；内毒素可诱发炎症介质释放及建立级联反应，诱 

导细胞凋亡，细胞凋亡反过来又促进炎症反应。因 
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此，探讨ARF发病机制，以寻求有效的防治措施尤 

为重要。本实验中以大鼠脓毒症时肾脏组织实验模 

型为基础，探讨细胞凋亡在 MODS时肾脏早期改变 

中的意义。 

1 材料与方法 

lI 1 实验动物和主要试剂：健康雄性 SD大鼠，体 

重 18O～230 g(由大连医科大学动物中心提供)；原 

位末端缺刻标记技术(TUNEI )细胞凋亡试剂盒购 

自德国Boehringer Mannheim公司。 

I．2 大鼠分组与模型制备：SD大鼠48只，按随机 

数字表法分成 l2组，每组 4只。其中 6个组为致伤 

组．又分为致伤后 1、3、6、12、24和 48 h亚组；另外 

6个组为对照组，同样时间分组。两组大鼠术前 12 h 

禁食、水，腹部局部脱毛，腹腔注射氯胺酮 0．32 ml 

(80 mg／kg)麻醉。致伤组大鼠采用盲肠结扎穿孔术 

(CLP)制模 腹正中切口，开腹将盲肠取出，在距盲 

端1 cm处结扎，用 12号针头贯穿，然后将盲肠移入 

腹腔，缝合切 口，编号(使用两种染料，一种编个位， 

一 种编十位)，置入笼内自由活动，不限饮食，每隔 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·90· 中国危重病急救医学 生 旦筮 堂箜 塑 |t !! !壁 ! ! = ： ! !： 

3～4 h观察 1次；6个对照组以同样方法开腹，但不 

结扎、不穿孔，同时间分组、编号。 

1．3 组织肿瘤坏死因子一a(TNF—a)和单核细胞 

趋化蛋白一l(MCP一1)测定：依照 Tulzo等。 方法 

收集组织匀浆上清，一2O C保存，酶联免疫吸附法 

(ELISA)测定 TNF一0【和 MCP一1含量，测定按照 

试剂盒说明进行。 

1．4 凋亡细胞制备：根据酶溶解组织提取细胞的方 

法取材 组织用磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗干净后，浸 

泡在含PBS的平皿中，剪碎，放入试管中，加入 3 ml 

PBS及质量分数为 0．1％的胶原酶，37℃温箱消化 

48 h，1 000 r／min离心 10～15 min，去上清，PBS漂 

洗、离心、去上清，并重复 2～3次。计数活细胞及细 

胞数为 l0 ～10 ／ram。。采用钙结合蛋白V／碘化丙 

啶(Annexin V／PI)双染色法和流式细胞仪测定组 

织凋亡细胞。 

1．5 TUNEL检测：大鼠肾脏经体积分数为 10％ 

的甲醛固定，常规石蜡包埋，经肾门纵向 4／zm连续 

切片 6张，3张行苏木素一伊红(HE)染色，余3张行 

凋亡检测(TUNEI 法)。切片脱蜡，梯度乙醇水化。 

湿盒内(37℃)经 25 mg／L蛋白酶 K消化 2O rain， 

PBS洗 5 min×2次；加体积分数为0．3 的H O 一甲 

醇液 以阻断内源性过氧化物酶，30 min，PBS洗 

5 min×3次；加入 TUNEL反应液，湿盒内(37℃) 

孵育 1 h，PBS洗5 min×2次；加过氧化物酶连接的 

抗荧光素抗体，湿盒内(37℃)孵育30 min，PBS洗 

5 min×3次；3，3'-二氨基联苯胺(DAB)显色，苏木 

素复染，树胶封片，显微镜下观察。 

2 结 果 

2．1 肾组织细胞凋亡、TNF一0【和MCP一1 的变化 

2．1．1 肾组织匀浆细胞凋亡的变化：CLP致伤后 

1～3 h凋亡细胞明显增多，于致伤后 3 h达高峰，与 

对照组比较差异均有显著性(表 1)。流式细胞仪测 

定凋亡细胞所占构成比见图 1和图2。 

2．1．2 肾组织匀浆TNF一0【水平变化(表 1)：CI P 

致伤后 1～48 h肾组织匀浆 TNF—a水平明显升 

高，于致伤后 3 h达高峰，致伤各时间点与对照组比 

较差异均有显著性(尸均<0．01)。 

2．1．3 肾组织匀浆MCP一1水平变化(表 1)：CLP 

致伤后 1～48 h肾组织匀浆 MCP一1水平明显升 

高，于致伤后 3 h达高峰，致伤各时间点与对照组比 

较差异均有显著性(P均<0．O1)。 

2．2 免疫组化 TUNEL染色结果(彩色插页图 3)： 

凋亡细胞 DNA链在核酸内切酶的作用下发生断 

裂 ，产生羟基末端，通过TUNEL标记。致伤组在3 h 

即可见到部分细胞呈阳性染色，阳性细胞染成棕黄 

色，表明出现了凋亡细胞。 

衰 1 脓毒症模型大鼠TNF—a、MCP一1和 

细胞凋亡结果(．r±s，n一4) 

Table 1 Changes ln TNF—a，M CP一1 levels and 

cell apoptois in septic rats( ±s．n一4) 

组别 细胞凋亡( ) TNF—a(ng／L) MCP一1(ng／L) 

对照组 0．19士0．21 79．25士23．75 606．O0士35．OO 

致伤 1 h组 6．32士0．48A 1 021．OO士43．36△ 2 976．00士39．00 

致伤 3 h组 12．68士0．32△1 629．00士46．32 3 562．00士53．OO 

致伤6 h组 3．45士0．26△ 983．00士38．72A 2 734．00士48．O0z, 

致伤 12 h组 1．26士0．24 920．00士42．29△ 2 648．00士32．00△ 

致伤 24 h组 l_68士0．43△ 832．00士38．65△ 2 372．00士42．O0△ 

致伤 48 h组 1．O6士0．23 901．00士37．86 2 764．00±41．00A 

注：与对照组比较： P<o．01 

注{右上为凋亡 0．39 

田 1 对照组3 h细胞凋亡 

Figure 1 Apoptosis in 3 hours of control groups(O．39％) 

Annex112 V 
．  

‘  

注：右上为凋亡 39 

圈2 致伤组 3 h细胞满亡 

Figure 2 Apoptosis In 3 hours of injury groups(39％) · 

2．3 病理学变化(彩色插页图 4)：光镜下致伤组肾 

小管出现浊肿、变性，部分出现坏死，以 48 h最明 

显；对照组无明显改变。 
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3 讨 论 

脓毒症的发展与 SIRS宿主对突发刺激的反应 

程度有关，是宿主对感染刺激过度反应的结果，尽管 

体内防御机制对机体是有益的，能中和侵入的微生 

物，清除损伤的细胞和修复破坏组织，但过度的活化 

可能是有害的 。在此过程中，细胞因子起信息分 

子作用，发出不同的细胞反应信号，引起细胞和体液 

反应。肾脏是 SIRS和脓毒症休克的靶器官，内皮细 

胞损伤的结果多累及心、肺和肾，特点是生成一些过 

量的促炎症体液介质。 

CLP后由于组织坏死、肠道组织通透性增加、 

细菌移位，形成脓毒症，严重者导致 MODS。致伤组 

大鼠致伤后肾组织匀浆液 TNF—a、MCP一1水平 

均显著升高，在致伤后 3 h达高峰。TNF已被认为 

是机体系统炎症发病机制中的前炎症细胞因子  ̈。 

TNF—a主要来源于单核／巨噬细胞等，主要通过诱 

导其他细胞因子的产生和释放，如白细胞介素一1B 

(IL一113)、II 一6等造成机体损伤的同时，再激活炎 

症效应细胞，释放更多的炎症因子，使炎症信号进一 

步放大和加强，产生“级联放大”作用。 

MCP一1是几种类型细胞(如单核细胞、肾小管 

上皮细胞)分泌的一种强效化学激活合成物，能刺激 

核转录因子 ~B(NF—IcB)的活性∞ 。NF一，cB是急 

性炎症反应的中枢环节，通过调节炎症因子的基因 

表达，控制 SIRS的发展。 

细胞凋亡已被证实在许多生物过程中起重要的 

调节作用，包括炎症反应。有研究显示，内毒素、烧 

伤、缺血等均可导致相关脏器的细胞凋亡 。本研究 

中通过 TUNEL染色、流式细胞仪观察细胞凋亡客 

观指标，发现在致伤后 3 h肾组织细胞凋亡已显著 

高于对照组，随着损伤程度的加重，细胞凋亡呈先增 

加后减少的趋势。正常肾组织细胞很少发生细胞凋 

亡，本研究显示脓毒症早期肾组织发生细胞凋亡的 

总体水平不高，与 TNF—a和 MCP一1的值同时达 

到高峰，表明 TNF—a是介导细胞凋亡的重要介 

质 。有实验显示，TNF—a诱导内毒素所致肝细胞 

发生凋亡，细胞凋亡反过来又促进炎症反应。 随着 

ATP大量耗竭，导致细胞膜上的“死亡通道”开放， 

引起细胞坏死，坏死最常见于近端肾小管。内毒素可 

诱发炎症介质释放及建立级联反应，同时肾小管上 

皮细胞可产生致炎因子，包括 TNF—cc、IL一6、转化 

生长因子一t3(TGF一 )和趋化因子等。 

如果开始感染严重，脓毒症将直接导致 MODS 

的发生，严重的炎症反应伴随器官细胞坏死。但发生 
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细胞凋亡时，潜在炎症反应的危害是有限的。因此脓 

毒血症时，凋亡有减轻炎症的作用 。在严重脓毒症 

中，呈瀑布样释放的前炎症因子和抗炎症细胞因子 

也调节细胞的死亡程序，因此，在伴随系统性器官功 

能障碍的脓毒症患者，组织中的凋亡细胞比循环中 

的凋亡细胞要重要的多。凋亡可能通过清除产生前 

炎症因子的单核细胞而对机体产生有益的作用，也 

可能使宿主的防御能力下降而起坏作用，如肾小管 

细胞凋亡直接导致通透性增加，局部淋巴细胞凋亡 

使抵抗力下降而易发生感染。 

本研究显示，脓毒症早期，肾小管细胞凋亡的增 

加与炎性因子 TNF—a和 MCP一1增加密切相关。 

有资料显示，应用 TNF a抗体可明显减少肠集合 

淋巴结中淋巴细胞凋亡“ ⋯。早期肾小管细胞结构 

重建是以凋亡的方式参与；而晚期细胞凋亡数量减 

少，使其不能参加结构重建，致坏死细胞增多，进一 

步加重了肾功能的损害。表明肾组织细胞凋亡数量 

与炎性因子TNF—a和MCP一1的表达对肾功能衰 

竭早期诊断提供预警指标，并对判断预后提供依据。 
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脓毒症早期大鼠肾脏细胞凋亡及炎症细胞因子的变化 
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多器官功能障碍综合征患者外周血单个核细胞凋亡的研究 
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围1 电镀下PBMCs(醋融铀一丰衄椿吐铅) 

Figu re1 PBMCs underelelronmic roscope 
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舶2 荧光显搬镀下PBMCs(AO—EB．x 400) 

Figure2 PBMCs underfluorescencemicroscope 
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