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·研究报告·

乌司他丁对脓毒症大鼠小肠功能保护的机制研究

王眷亭 孟玫 秦成勇 张怡婧 丁敏 蒋进皎 张继承任宏生

曾娟 楚玉峰 孟冲 郄国强 于杰滨

【擒要】 目的 观察乌司他丁(UTI)对脓毒症大鼠小肠黏膜的保护作用，并探讨其作用途径。方法健

康雄性成年Wistar大鼠85只被随机分为模型组(35只)、UTI组(35只)、假手术组(15只)。采用盲肠结扎穿

孔术(CLP)制备脓毒症大鼠模型，用乌司他丁每6 h腹腔给药1次(50 kU·kg-1·d．1)进行干预，连用4 d后

处死大鼠，观察小肠物理屏障、免疫屏障、运动功能、肠道黏膜微循环、肥大细胞及炎症介质的改变。结果

UTI可明显改善脓毒症大鼠的生存率(62．8％比37．1％，P<0．01)。与模型组比较，UTI组肠黏膜评分明显

升高，肠道组织损伤明显减轻，黏膜超微结构明显改善，细菌移位集落数明显减少(P<o．05或P<0．01)；但

3组间肠系膜淋巴结和脾脏淋巴节中细胞亚群及肠绒毛组织中T淋巴细胞亚群比较差异均无统计学意义

(P均>o．05)。与模型组比较，UTI组小肠的收缩振幅和频率明显升高，小肠黏膜血流量显著增多，脱颗粒肥

大细胞数量显著减少，肠道内肥大细胞蛋白酶I(RMCP 1)浓度、肠组织髓过氧化物酶(MP0)水平、血清和

小肠组织中一氧化氮(NO)及小肠诱生型一氧化氮合酶(iNoS)mRNA表达均显著降低(P<0．05或P<

0．01)。结论UTI对小肠免疫屏障没有影响，但可减少脓毒症大鼠细菌移位的发生，提高生存率，保护小肠

物理屏障，改善小肠运动和黏膜微循环；其作用机制可能是降低血液和小肠组织中N0水平，减少小肠组织中

MPO活性和iNOS mRNA表达，抑制小肠黏膜肥大细胞的活化。

【关键词】乌司他丁； 脓毒症，小肠功能； 大鼠

乌司他丁(UTI)最初用于治疗急性

胰腺炎(AP)，但目前研究显示，UTI对

创伤、烧伤患者有器官保护作用[1。]，临

床应用的成功给予脓毒症治疗以极大的

启发。本实验旨在通过建立脓毒症大鼠

模型，观察UTI对小肠物理和免疫屏障

功能，以及对小肠运动、黏膜微循环和肥

大细胞的作用。

1材料与方法

1．1 动物分组及模型制备：选取健康

雄性Wistar大鼠85只，体重(250．0士

12．7)g，由山东大学动物实验中心提供。

用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备脓毒症模

型。按随机数字表法将大鼠分为假手术

组15只，模型组35只，UTI组35只。

UTI组术后每6 h腹腔给予UTI 1次

(50 kU·k91·d“)，其他各组于同时

间点给予等量生理盐水，均连用4 d。

1．2检测指标及方法：术后4 d活杀大

鼠，心脏穿刺取血，离心取上清液。开腹
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取肠系膜淋巴结、脾及距回盲部5 el的

小肠，保存待检。

1．2．1小肠物理屏障的研究

1．2．1．1镜下观察：①将小肠组织切片

进行苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观

察黏膜组织病理变化。每张切片任意选

取20个视野，按Ozkan等¨I的评分标准

对小肠组织结构变化进行评分。②制备

小肠电镜标本，透射电镜下观察肠黏膜

上皮细胞超微结构及紧密连接。每张切

片任意选取50个紧密连接进行观察，细

胞间紧密连接>20 llm即为紧密连接增

大。用增大的紧密连接个数占50个紧密

连接的百分比表示结果。

1．2．I．2细菌移位：将肠系膜淋巴结用

生理盐水匀浆，接种至血琼脂培养板，置

于厌氧培养箱培养24～48 h，计数细菌

移位集落数，超过100 cfu／g即为阳性。

1．2．2小肠免疫屏障的研究

1．2．2．1 T淋巴细胞亚群测定：用流式

细胞仪测定T淋巴细胞亚群比例，用免

疫组化方法检测CD4、CD8，用上皮细胞

和固有层细胞计数法计数。在回肠绒毛

固有层中任选5个图像计数，结果用每

10 000严m2阳性细胞数表示，回肠绒毛

上皮细胞中的阳性淋巴细胞用每100个

上皮细胞中的阳性细胞数表示。

1．2．2．2脾淋巴细胞增殖反应：分离、

培养脾淋巴细胞，用四甲基偶氮唑盐

(MTT)比色法测定样本中的吸光度(A)

值，以反映脾淋巴细胞增殖反应强度。增

殖指数(PI)=实验组A值／阴性对照组

A值。

1．2．2．3淋巴细胞上清液中细胞因子

测定：采用双抗体夹心酶联免疫吸附法

(ELISA)测定弘干扰素(IFN一7)和白细

胞介素一4(IL一4)水平。

1．2．3小肠运动功能和肠道黏膜微循

环的研究

1．2．3．1小肠腔内压力变化的测定：在

大鼠小肠中段插入一尖端带球囊的聚乙

烯导管，导管连接到与放大器相连的压

力转换器上，测定肠道内压力变化，每只

动物记录2 h，以肠道内压力变化反映小

肠运动功能。

1．2．3．2小肠黏膜微循环的测定：在大

鼠小肠系膜缘对侧切口，将探头插入肠

腔轻触肠黏膜，采用激光多普勒微循环

血流计测定小肠黏膜微循环血流量，每

隔0．2 s取1次信号，血流量单位以灌

注单位(PU)表示，取连续测得10次的

平均值作为微循环血流量值。

1．2．4肥大细胞作用的研究

1．2．4．1肥大细胞超微结构观察：制作

超微切片，计算每个切片中脱颗粒肥大

细胞个数占总观察细胞个数的百分比。

1．2．4．2肠腔内鼠肥大细胞蛋白酶I

(RMCP 1)浓度测定：取10cm长小肠

万方数据
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表1 UTI对脓毒症模型大鼠小肠物理屏障和免疫屏障的影响(；士s)
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注：与假手术组比较，8P<0．01；与模型组比较．“P<0．05，。P<0．01}括号内为动物数

的肠内容物，加到含有Tris—HCl、NaCI

和CaCl2的缓冲液(pH值8．3)4 ml中

混匀，离心取上清液，测定小肠肠腔中

RMCP i水平，按ELISA试剂盒说明书

操作。

1．2．5炎症介质的测定：①用分光光度

计测定小肠组织髓过氧化物酶(MPo)

活性。②用硝酸盐／亚硝酸盐分光法，

按试剂盒说明书步骤测定血清和肠组织

中N0含量。③逆转录一聚合酶链反应

(RT—PCR)半定量法检测小肠诱生型

一氧化氮合酶(iNoS)mRNA表达。将

p肌动蛋白(p-actin)作为内参照，iNOS

作为目的基因，基因查阅相关文献及与

GeneBank核对序列，采用0LIGO 6．0

软件设计引物。取10肛l PCR产物进行

琼脂糖凝胶电泳，在紫外灯254 nm波长

处观察，DNA存在处显示出肉眼可辨的

桔红色荧光条带，根据DNA分子质量

标准判断PCR产物目的条带的分子质

量大小，用计算机凝胶图像分析系统分

析，以iNOS／paetin A值比值作为iNOS

的相对表达量。

1．3统计学方法：采用Kaplan—Meier

和Log—Rank方法比较各组动物的生存

率，小肠组织病理学结果用Kruskall

Wallis方法分析；其他结果以均数土标

准差Q士s)表示，数据用单因素方差分

析(one—way ANOVA)。用SPSS 15．0软

件进行统计学分析，P<0．05为差异有

统计学意义。

2结果

2．1生存率分析：假手术组无动物死

亡；UTI组生存率为62．8％(22／35)，显

著高于模型组的37．1％(13／35)，差异

有统计学意义(P<O．01)。

2．2小肠物理屏障观察结果

2．2．1 小肠黏膜评分结果(表1)：模型

组肠黏膜评分明显高于假手术组(P<

0．01)}UTI治疗可以显著改善肠道的

组织损伤(P<o．05)。

2．2．2肠黏膜上皮细胞超微结构(表1)：

假手术组大鼠小肠上皮细胞连接结构正

常，仅有少量紧密连接增宽；模型组有很

表2各组大鼠脾淋巴结、肠系膜淋巴结中细胞亚群比较(；士s)

表3各组大鼠肠绒毛组织中T淋巴细胞亚群结果比较(；士s)

注：LPL为固有层淋巴细胞，IEL为上皮淋巴细胞

表4各组大鼠小肠腔内压力(收缩振幅和频率)和肠道

黏膜微循环血流量比较(；士5)

注：与假手术组比较，8P<0．01；与模型组比较，“P<0．05，。P<0．01

表5各组大鼠小肠肥大细胞数、RMCP I浓度及炎症介质水平比较(；土s)

注，与假手术组比较，。P<0．01f与模型组比较，6P<0．05，cP<0．01-．．·代表未测到

多紧密连接增大；UTI组黏膜超微结构

较模型组明显改善，增大的紧密连接数

量也较模型组显著减少(P<o．01)。

2．2．3细菌移位结果(表1)：假手术组

没有观察到细菌移位；模型组13只动物

细菌移位均为阳性；UTl组22只中有

17只动物细菌移位阳性。与模型组相

比，UTI组发现的细菌移位集落数明显

减少(P<0．01)。

2．3小肠免疫屏障观察结果(表1～3)：

流式细胞分析及免疫组化结果显示，

3组脾淋巴结、肠系膜淋巴结中CD4+

CD3+、CD8+CD3+、CD4+CD3+／CD8+

CD3+比值以及肠绒毛组织中CD4+、

CD8+T淋巴细胞比较差异均无统计学

意义(P均>o．05)。模型组脾淋巴细胞

PI较假手术组被显著抑制，差异显著

(P<o．01)；UTI组脾淋巴细胞增殖

反应较模型组无显著改善(P>0．05)。

模型组淋巴细胞上清液中IFN一7较假手

术组显著降低，IL一4则较假手术组显著

升高(P均<0．01)；UTl组IFN一7、IL一4

与模型组相比差异均无统计学意义

(P均>O．05)。

2．4小肠腔内压力和黏膜微循环结果

(表4)：模型组小肠收缩振幅明显抑制，

收缩频率明显减小}UTl治疗后可显著

改善小肠的收缩振幅和频率(P<o．05

万方数据
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或P<0．01)。模型组小肠黏膜血流量较

假手术组显著减少(P<0．01)IUTI则

可以明显改善小肠黏膜局部的血流量

(P<0．01)。

2．5肥大细胞的变化(表5)：模型组脱

颗粒肥大细胞数较假手术组显著增多

(P<0．01)，UTI组较模型组显著减少

(P<O．05)。模型组肠腔内RMCP I浓

度较假手术组显著增高(P<O．01)，UTI

组较模型组显著降低(P<O．05)。

2．6炎症介质水平(表5)：模型组小肠

组织MPO较假手术组显著升高lUTI

组MPO较模型组显著降低(P均<

0．01)。模型组血清及小肠组织NO浓度

均较假手术组显著升高；UTI可显著降

低血清及小肠组织中NO浓度(P均<

0．01)。假手术组未检测到iNOS mRNA

表达，模型组iNoS mRNA表达较假手

术组显著升高，UTI治疗后可改善这种

升高(P均<O．01)。

3讨论

UTI是一种典型的Kunitz型蛋白

酶抑制剂，具有两个活性功能区，两个功

能区不完全重叠且有多种酶的结合位

点，故UTI有很广的抑酶谱，能够同时

抑制胰蛋白酶、a一糜蛋白酶、磷脂酶A。、

透明质酸酶、粒细胞弹性蛋白酶、纤溶

酶、羧基肽酶、巯基酶等多种酶活性[4‘]。

Ogawa等[43及Gando和Tedo[5]在体外

实验中发现，UTI可以抑制中性粒细胞

弹性蛋白酶的活性。Tani等[6]只是从心

排血指数、血压、乳酸和血糖这些临床指

标来评价UTI对脓毒症患者的保护作

用。另有研究表明，UTI预处理可明显

改善大鼠缺血／再灌注后心功能的下降，

其机制主要通过降低线粒体膜受损程

度，恢复线粒体产能作用[7]。Inoue等n]

研究发现，腹腔注射脂多糖(LPS)制备

脓毒症小鼠模型后，UTI基因剔除小

鼠肺部单核细胞趋化蛋白1(MCP一1)、

肾脏MCP一1和角质化细胞化学引诱物

(KC)、肝脏内巨噬细胞炎性蛋白2

(MIP一2)、IL—lp均较野生型小鼠升高，

提示UTl能够降低致炎因子的生成，保

护全身炎症反应综合征(SIRS)所引起

的后续损伤脏器。

在本实验中，CLP模型模拟临床急

性肠穿孔和腹膜炎的发病过程。能很好

地反映脓毒症的病理生理变化。UTI可

改善小肠的物理屏障，包括对小肠组织

光镜下结构和超微结构的保护，还可改

善小肠的运动和黏膜微循环，UTI同样

可抑制脓毒症肠组织中iNoS、No和

MPO的表达。Sato等[9]发现，UTI对术

后患者具有改善免疫抑制的作用。肠黏

膜肥大细胞存在于肠道黏膜固有层，维

持着肠道生理功能的正常发挥。最近，肥

大细胞被认为可以调节多种器官的功

能，特别是肠道功能，肥大细胞的异常活

化会损害肠道屏障功能。实验证实，不仅

是感染，而且慢性或急性应激反应、炎症

和乙醇干预都可通过肥大细胞使胃肠道

黏膜通透性升高[1””]。肠道肥大细胞与

肠上皮细胞和神经末梢密切接触，调节

着肠道的屏障功能。

在内毒素血症动物模型中发现，结

肠黏膜细胞问的通透性和细菌移位增加

是通过肥大细胞脱颗粒和释放到结肠肠

腔中的RMCP I机制发生作用的[1“。这

些酶通过活化存在于上皮细胞顶端的蛋

白水解激酶受体2(PAR一2)来增加肠道

的通透性。有研究表明，PAR一2在肠道

细胞上高表达，并且表达在这些细胞的

基底外侧膜和顶膜上[1“。RMCP I是大

鼠黏膜肥大细胞所特有的丝氨酸蛋白

酶，在肥大细胞活化时被大量释放入肠

腔中[nn]。在本组实验中我们发现，肥大

细胞活化后，小肠肠腔中RMCP I水平

升高，这种升高对于肠道屏障功能的病

理生理改变及介导小肠铁转运和通透性

改变起到很大作用fUTI组脱颗粒肥大

细胞数量减少，小肠腔中RMCP I水平

降低；同时还发现，小肠紧密连接的改变

和细菌移位的发生与RMCP I水平的

升高有关，但并未发现UTI对小肠免疫

屏障的保护作用，却发现了UTI可通过

抑制肠道肥大细胞的活化发挥其保护小

肠的作用机制，所以推测UTl可能通过

抑制脓毒症中肥大细胞的活化来保护小

肠结构和功能的完整。
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