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粒细胞一巨噬细胞集落刺激因子对失血性休克诱导 

急性肺损伤小鼠器官组织核转录因子一KB活化的影响 

王谦 宋勇 施毅 

【摘要】 目的 探讨特异性抗粒细胞一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)的抗体(22E9)和地塞米松 

(DEX)对失血性休克诱导急性肺损伤(AL1)小鼠肾、肝、心、肺组织核转录因子一~B(NF— B)活化的影响，为 

失血性休克继发的多器官损伤防治提供理论依据。方法 C57BL／6雄性小鼠 2O只，用心脏穿刺致失血性休 

克诱导 ALl小鼠模型。制模前经鼻分别滴入磷酸盐缓冲液(PBS，PCG组)、PBS+1 g 22E9(HS1组)、PBS+ 

10 bLg 22E9(HS10组)、PBS+20 g DEX(DEX组)进行干预，阴性空白对照组 (NCG组)经鼻滴入 PBS后仅 

予心脏穿刺。休克 4 h时采用凝胶电泳迁移率改变分析法(EMSA)检测肺 、心、肝、肾组织 NF— B活性；用酶 

联免疫吸附法(ELISA)检测肺、心组织肿瘤坏死因子一a(TNF—n)含量。结果 与PCG组 比较，高、低剂量 

22E9均可显著抑制肝、心、肺组织 NF一 B活性，且低剂量的抑制效果 比高剂量明显，同时可增加 肾组织 

NF—KB活性(P均<O．05)。DEX可增强肾、肝组织NF—KB活性(P均<O．05)，但与PCG组比较，DEX对肾、 

肝、肺组织NF—xB活性未见明显的抑制作用。22E9干预可显著抑制心、肺组织TNF—a含量的升高，DEX仅 

能有效抑制心组织 TNF—a含量(P均<O．05)。结论 22E9能显著抑制失血性休克诱导 ALl小鼠多器官组 

织 NF— B的活化及炎症反应，减少失血性休克引起的多器官损伤；DEX的抑制作用不显著。 
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[Abstract] Objective To investigate the effects of nuclear factor—KB(NF—KB)activation in multiple 

organs of hemorrhage—induced acute lung injury(AL1)by the specific granulocyte—macrophage colony 

stimulating factor(GM —CSF)-neutralizing antibody (22E9)and dexamethasone (DEX)in mice．Methods 

Twenty male C57BL／6 mice were used to reproduce a model of hemorrhagic shock by cardiac puncture． 

Before cardiac puncture，mice in different groups were transnasally administered with phosphate buffered 

solution (PBS，PCG group)．PBS plus 1／Lg 22E9(HS1 group)，PBS plus 10／Lg 22E9(HS10 group)and PBS 

plus 2O／Lg DEX (DEX group)，respectively．In negative control group (NCG group)received cardiac punc～ 

ture without shock followed by transnasal administration with PBS without shock．Lungs，hearts，livers and 

kidneys tissues of mice were harvested at 4 hours after hemorrhagic shock． The activities of NF —KB in 

different organs was determined by electrophoretic mobility shift assay (EMSA )． The tumor necrosis 

factor—a(TNF—a)in lung and heart were determined by enzyme—linked immunosorbent assay (ELLSA)． 

Results 22E9 in both low or high doses could significantly inhibit NF—KB activities in lung，heart and liver， 

and elevated NF—KB activity in kidney compared with those of PCG group (all P< 0．05)．The effect of 22E9 

was much better in HS1 group than in HS10 group (all P< O．05)．DEX significantly strengthened NF—KB 

activity in kidney (P< 0．05)and didn t significantly inhibit NF —KB activities in heart and liver compared 

with those of PCG group．22E9 significantly inhibited TNF —a in lung and heart，while DEX significantly 

inhibited TNF—a in heart (all P <：0．05)． Conclusion 22E9 can inhibit the NF — KB activation and 

inflammatory reaction in multiple organs after hemorrhage—induced ALI and reduce injury in multiple 

organs，while DEX has no significant effect． 
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· 论 著 · 

失血性休克是引起急性肺损伤(ALI)的重要间 

接因素n 。失血性休克可引起全身炎症反应综合征 

(SIRS)，机体在引发 SIRS的同时也必将引发代偿 

性抗炎反应，释放内源性抗炎介质以对抗炎症介质， 
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这有助于防止和减轻 SIRS引起的自身组织损伤。 

若反应过度，其结果必将造成细胞因子的作用由保 

护转为损伤，致使炎症过程失控，机体免疫功能严重 

受抑，局部组织及远隔器官均受损，形成多器官功能 

障碍综合征(MODs)，最终可导致多器官功能衰竭 

(MOF)。本研究通过心脏穿刺致失血性休克诱导 

ALI小 鼠模 型 ，观察 多器 官组织 核转 录因子 一 B 

(NF— B)活化和特异性抗粒细胞一巨噬细胞集落刺 

激 因子 (GM ～CSF)的抗 体 (22E9)及 地 塞 米 松 

(DEX)对其活性变化的影响，了解 22E9及 DEX对 

多器官组织 NF— B活化的影响及在失血性休克诱 

导的多器官损伤发病中的作用，为I 床失血性休克 

引起组织损伤的防治提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 试剂：22E9购 自R&D公 司，Bradford购 自 

Sigma公 司，7一弛P—ATP购 自 FreeBiotech公 司， 

100 异氟醚购 自 Phone—poulenc Chemicals公司， 

NF—KB寡核苷酸探针 (5 ～AGT TGA GGG GAC 

TTT CCC AGG一3 )购 自上海生物工程公司，凝胶 

电泳 迁 移率 改变分 析 法 (EMSA)试 剂 盒购 自 

Promega公司，其余试剂均为 Sigma公司产品。 

1．2 实验设计与动物分组：小鼠失血性休克模型制 

备参照文献[2]进行。雄性健康成年清洁型近交系 

C57BL／6小鼠 2O只(由南京军区南京总医院实验 

动物中心提供)，2～3周龄，体重 l8～22 g。按随机 

数 字 表 法分 为 5组 ，每 组 4只：阴性 空 白对 照 组 

(NCG组)；予心脏穿刺致单纯失血性休克模型组 

(PCG组)；失血性休克后 22E9低剂量干预组(Hsl 

组，l ug／只)；失血性休克后 22E9高剂量干预组 

(HslO组，10 ug／只)；失血性休克后 DEX干预组 

(DEX组，20 ug／只)。心脏穿刺前吸入异氟醚麻醉 

大鼠，然后经鼻滴入不同干预药物 35 l液体，所含 

成分分别为磷酸盐缓冲液(PBS)、PBS、PBS+1 g 

22E9、PBS+10 p-g 22E9、PBS+20 bLg(1 mg／kg) 

DEX；按文献[3]报道方法示踪剂显示经鼻滴入液 

体均匀分布于全肺。心脏穿刺后 60 S内抽取全血容 

量 3O 的血液 ，使平均动脉压 (MAP)从80 mm Hg 

(1 mm Hg一0．133 kPa)降至 40 mm Hg，并维持 

2 h以上，且死亡率<lO 为失血性休克模型制备成 

功。制模后 4 h麻醉并活杀动物，分别将肺、心、肝、 

肾组织立即用液氮速冻后一7O℃保存，用于提取组 

织核蛋白和制备组织匀浆。 

1．3 肺组织病理学观察：制模后 4 h，吸入麻醉后 

活杀小鼠，取左肺叶置人体积分数为 lO 的甲醛溶 

液中浸泡 24 h，石腊包埋、切片，苏木素～伊红(HE) 

染色后光镜下观察。 

1．4 组织核蛋 白提取 ：组织核提取物采用低渗性溶 

解、然后 高浓度盐提取 的方法进行。将约 8O mg组 

织在研磨后用 0．8 ml冰缓冲液[成分：10 mmol／L 

Hepes (pH 7．9)，10 mmol／L KCl，2 mmol／L 

MgC1 2，0．1 mmol／L 乙 二 胺 四 乙 酸 (EDTA)， 

l mmol／L二硫代苏糖醇 (DTT)]孵育，然后加入 

5O l NP一4O以 及 0．5 mmol／L苯 甲基 磺 酰 氟 

(PMSF)作用 15 min，4℃下 5 000×g离心l0 min， 

底物用 0．2 ml冰缓冲液(成分：50 mmol／L Hepes 

(pH 7．9)。50 mmol／L KCl，300 mmol／L NaCl， 

0．1 mmol／L EDTA。l mmol／L DTT，0．5 mmol／L 

PMSF和体积分数 为 lO 的丙三醇]冰上孵 育 

30 min，4℃下 12 000×g离心 15 min，收集上清液 

冻存于液氮中备用。用Bradford法测定蛋白含量。 

1．5 检测指标及方法：组织 NF— B活性检测采用 

EMSA，按 Promega步骤操作，采用光密度定量法 

分析 NF～KB强度。肿瘤坏死因子一a(TNF—a)检 

测采用酶联免疫吸附法(ELISA)。 

1．6 统计学分析：应用 SPSS12．0软件。数据以均 

数±标准差( ±s)表示，行单因素方差分析，组间比 

较采用 LSD方法，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 不 同组织 NF—KB活性 的变化 (彩色插 页 图 

l～4，表 1)：休克后 4 h，PCG组心、肺、肝、肾组织 

NF—KB活性均显著高于NCG组，差异均有显著性 

(P均d0．05)；22E9低剂量干预可显著抑制肝、心、 

肺组织 NF—KB活性(P均<0．05)，HSI组抑制效 

果明显优于HS10组(P均<0．05)；22E9高剂量可 

明显增加肾组织 NF—KB活性 (P<0．05)；DEX可 

增加肾、肝组织 NF～KB活性 (P均d0．05)，与 PCG 

组比较，DEX组对肾、肝、肺组织 NF— B活性未见 

有显著的抑制作用。 

2．2 心、肺组织 TNF—a变化(表 2)：PCG组心、肺 

组织 TNF—a含量均显著高于NCG组，差异有显 

著性(P均d0．05)；与 PCG组比较，22E9干预可显 

著抑制心、肺组织 TNF—a含量升高(P均d0．05)， 

而 22E9高、低剂量组间比较差异未见显著性；DEX 

可显著增加心、肺组织 TNF—a含量，与 HSI组 和 

HS10组 比较差异均有显著性(P均d0．05)。 

2．3 肺组织病理学观察：光镜下PCG组肺泡隔明 

显增宽，肺泡腔内见大量红细胞及炎性细胞浸润，且 

有较多的纤维蛋白渗出；22E9干预组失血后肺泡隔 
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未见 明显增宽 ，肺泡腔内见少量红细胞及炎性细胞 

浸润 ，偶有纤维蛋 白渗 出，HS1组较 HSIO组略轻 ； 

DEX组示肺泡隔明显增宽 ，肺泡腔内见大量红细胞 

及炎性细胞浸润，偶见纤维蛋 白渗出。 

表 1 各 组失血性休克后 4 h器官组织 NF—KB 

活性变化( ±s，H：4) 

Table 1 Change of NF —KB activity in 

different organs with different treatments at 4 hours 

after hemorrhagic shock( ±s，n=4) 

注：与 NCG组 比较 ： P<0．05；与 PCG组 比较 ：△P<O．05； 

与 HS1组比较 ：☆P<0．05；与 HS10组 比较 ；Op<0．05 

表 2 各组失血性休克后 4 h心、肺组织 TNF—o【含量 

的变化 ( ±S，n一4) 

Table 2 Change of TNF—o【content in heart and lung 

with different treatments at 4 hours after 

hemorrhagic shock( 士s，n=4) pg／mg 

注 ：与 NCG组 比较 ： P<O．05；与 PCG组 比较 ： P<O·05； 

与 HS1组 比较 ： P<O．05；与 HS10组 比较 ：OP<0．05 

3 讨 论 

NF— B存在 于多种类 型的细胞中，能 和许 多 

基因启动子区域的固定核苷酸序列结合、启动基因 

转录，在机体免疫应答、炎症反应及细胞的生长调控 

等方面发挥重要的作用“ 。郭振辉等 研究表明，被 

激活的 NF— B可启动炎症分子的表达，从而参与 

ALI的炎症反应及损伤过程 。细胞内有正负两种调 

节机制反馈 NF—fcB的激活：当NF～fcB激活后，产 

生TNF—a、白细胞介素一I~(IL一1』3)、GM—CSF等 

前炎因子可进一步激活 NF— B，使炎症反应持续 

放大 ；而 NF—fcB激 活 的同时也 上调 了 IfcB—a和 

P105的基因转录，这些抑制因子的增加使 NF—fcB 

稳定于胞浆内终止其继续产生炎症因子，限制了炎 

症的无限扩大，使 NF— B的进一步激活受到控制。 

NF～~~B／Rel蛋白家族的同源或异源二聚体中以 

P50／RelA(P65)最普遍，含量最丰富，P65中有反式 

激活区，在启动基因中起主要作用。失血性休克后可 
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导致失控性全身炎症反应 ，NF— B被激活。本实验 

结果显示，失血性休克后 4 h时，PCG组肾、肝、心 

及肺组织的NF—fcB活性显著高于NCG组，肺组织 

HE染色显示 PCG组肺泡隔明显增宽 ，肺泡腔 内见 

大量红细胞及炎性细胞浸润 ，且有较多的纤维蛋白 

渗出，与国内相关报道 一致 。 

GM ～CSF是一种重要 的炎症 因子，可进一步 

激活 NF— B，但 目前其信号转导的分子机制仍未 

阐明。Ebner等 证实了IKK一』3是 GM—CSFR的 

a和 j3链交互作用的重要配偶体，其转导的信号导 

致IKK一』3激活，最终导致 NF—fcB活化。内源性的 

GM —CSF可调节严重的炎症反应并强烈激活 Akt 

和 Erk激酶凹 ，Akt通过 IKK—a激活 NF—KBL 。 

Barsness等 研究表明，失血性休克诱导的ALI依 

赖于 Toll样受体 4(TLR4)。最近的研究表明，用抗 

GM —CSF抗体阻断脂多糖(LPS)诱导的 ALI模型 

显示 TLR4表达减少。 。以上这些显示 了 TLR4与 

GM —CSF之间有正相关性 。此外 ，TLR4可以通过 

IL一1信号转导过程中的信号分子(MyD88、IRAK、 

IRAK2、TRF6等)间的相互作用，最终导致 NF—fcB 

活化n”。本实验结果显示，局部应用低剂量 22E9干 

预可显著抑制心、肝、肺组织的NF— B活性，仅肾 

组织 NF— B活性抑制效果不明显，但其数值仍低 

于PCG组。高剂量 22E9局部应用显著增强了肾组 

织 NF— B活性，而其他器官的抑制效果明显低于 

低剂量组。说明特异性阻断GM—CSF能有效抑制 

NF— B活性，从而减少炎症因子的释放，减轻炎症 

反应对多器官组织的损伤，而低剂量 22E9的效果 

优于高剂量，可能由于高剂量 22E9在抑制巨噬细 

胞的同时造成巨噬细胞吞噬作用及杀伤作用明显下 

降，延迟了细胞凋亡，加重了损伤，刺激了其他细胞 

释放大量 GM —CSF，导致干预因素作用下降。而两 

组肺组织病理学变化也显示了同样的结果。但具体 

的干预信号转导途径尚不明晰，仍需进一步研究。 

糖皮质激素(GC)在 ALI／急性呼吸窘迫综合征 

(ARDS)早期应用始终是众多学者争论的焦点。本 

实验显示，局部使用低剂量的 DEX不能显著抑制 

多数器官组织 NF— B的活性。理论上说，GC能抑 

制机体的炎症反应和减轻炎症介质对肺组织的损 

伤，早期应用 GC应该能取得较好的临床疗效。然 

而，多中心临床研究并没有取得预期的结果。国内有 

报道显示，对 于脓毒症大鼠早期在腹腔内注射 DEX 

后 6 h，肺组织 NF—fcB活性得到显著抑制 ，与本 

实验结果不相符，可能是由于本实验给药途径和引 
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起肺损伤的诱因不同有关，其具体机制不详，仍有待 

进一步研究。李春盛等“∞与DEX治疗 ALl对比，证 

实大黄可减轻肺和全身炎症反应也是通过抑制炎症 

细胞因子活性来实现的。 

此外，我们仅检测了心、肺组织的 TNF—a含 

量 ，但结果显示 ，PCG组心、肺组织 TNF—a含量均 

显著高于 NCG组，22E9可有效抑制心、肺组织 

TNF—a含量升高，而 DEX仅能有效抑制心脏组织 

TNF—a，对肺组织未见明显的抑制作用，多数结果 

和NF一-cB的结果平行，说明22E9在较短时间内能 

有效抑制多器官组织 NF一-cB的活化和炎症 因子的 

释放，减少多器官损伤。 
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中性粒细胞 CD64表达率和血清 白细胞介素一8水平能预测脓毒症的病程及预后 

为研究早期预测脓毒症严重性及病死率的可靠指标 ，希腊学者检测了47例脓毒症患者发病 24 h内的多项指标，包括血 

清 自细胞介素～8(IL一8)、IL一1p、IL一6、IL一10、IL一12p70、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、前降钙素(PCT)和 C一反应蛋 白 

(CRP)水平，以及中性粒细胞 CD64的表达。研究结果显示，脓毒症早期仅有中性粒细胞 CD64表达率和血清 IL一8水平与疾 

病的严重程度呈正相关，并可据此将病程划分为脓毒症、重症脓毒症和脓毒性休克。评价脓毒症严重程度[依据急性生理学与 

慢性健康状况评分系统 Ⅱ(APACHEⅡ)评分]的最佳指标为 CD64、IL一8和 IL一6，评价器官衰竭程度[依据脓毒症相关器官 

衰竭评分(SOFA))的最佳指标为 CD64和 IL一8。研究结果还表明，中性粒细胞 CD64表达和IL一8水平与 28 d病死率有关 ， 

是预测脓毒症病程和28 d病死率的高度灵敏性和特异性指标。因此研究者认为，脓毒症初期中性粒细胞CD64表达率和IL一8 

水平的升高能可靠地预测脓毒症的病程、严重程度以及 28 d病死率。 

耿 世佳 ，周 国勇，编译 自((Cytokine》，2006，36(5—6)：283—290；胡 森，审校 

阻断血小板和中性粒细胞的聚集可逆转酸吸入引起的急性肺损伤 

急性肺损伤(ALI)具有极高的死亡率 ，但其分子机制尚不清楚。酸吸人是 ALI的常见病因，可导致中性粒细胞扣押、通透 

性增加和换气功能的降低。研究者采用鼠ALI模型观察血小板和中性粒细胞之间的相互作用。结果显示：酸吸人可导致体循 

环和肺毛细血管中 P一选择素引起的血小板一中性粒细胞相互作用，减少循环中血小板的数量或阻断 P一选择素阻止的 ALI发 

展。骨髓检查显示 ，ALI与血小板(而不是内皮细胞)和 P一选择素有关 ；血小板与中性粒细胞、内皮细胞之间的相互作用与血 

栓素 Az的形成、肺组织损伤及通透性增加有关；血小板的活化可以导致内皮细胞表达细胞间黏附分子一1并使中性粒细胞黏 

附增加。阻断血小板一中性粒细胞的聚集可以改善换气功能 ，减弱中性粒细胞向肺组织的趋化和游走 ，增加存活率。上述重要 

发现在脓毒症导致的 ALI的研究中被进一步证实，这将为临床治疗提供新的线索。 

于燕 ，编译 自《J Clin Invest》，2006，116(12)：3211—3219；胡森，审校 
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人工胶体液对感染性休克犬血管通透性及 

血管内皮细胞生长因子的影响 
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注：A：正常 ；B：休克后 ；C：生理盐水复苏组，D：高渗盐水复苏组 ，E：中分子羟乙基淀粉(HESl 30／0．4)复苏组 ， 

图1 各组肺组织VEGFIIB性表达变化(免疫组化，×300) 

Figure 1 Change of positive expression of VEGF of lung tissues in each group(immun0hist0chemistry，x 300) 

粒细胞一巨噬细胞集落刺激因子对失血性休克诱导 

急性肺损伤小鼠器官组织核转录因子一KB活化的影响 

4 5 

l：NCG组{2：PCG组；3：HSl组 
4：HSlO组 ：5：DEX组 

图1 失血性休克后4 h肾组织 

NF—KB活性的变化 
Fiqure 1 Change of NF-KB 

activity in kidney at 4 hours after 

hemorrhagic shock 

4 5 

l：NCG组 2：PCG组 {3：DEX组 
4：HSlO组{5：HSl组 

图2 失血性休克后4 h肝组织 
NF—KB活性的变化 

Figure 2 Change of NF-KB 

activity in liver at 4 hours after 

hemorrhagic Shock 

4 5 

l：DEX组{2：HSlO组{3：HSl组 
4：NCG组；5：PCG组 

图3 失血性休克后4 h心组织 
NF—KB活性的变化 

Figure 3 Change of NF- KB 

activity in heart at 4 hours after 

hemorrhagic Shock 
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1 2 3 4 5 

l：PCG组{2：DEX组{3 HSI组 
4：HSlO组 {5：NCG组 

图4 失血性休克后4 h肺组织 
NF—KB活性的变化 

Figure 4 Change of NF—KB 

activity in lung at 4 hours after 

hemorrhagic shock 

氯胺酮对感染性休克大鼠抗休克作用及其相关机制研究 
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