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依达拉奉对脓毒症大鼠的保护作用研究

施梦 曹同瓦 沈蕾孙正达祝禾辰

·747·

·研究报告·

【摘要】目的探讨依达拉奉及地塞米松对脓毒症大鼠的保护作用。方法将50只SD大鼠随机分为

假手术组、模型组、地塞米松治疗组、依达拉奉治疗组、地塞米松与依达拉奉联合治疗组，每组10只。用盲肠结

扎穿孔术(CLP)建立脓毒症大鼠模型。各治疗组于术后即刻经阴茎背静脉分别注射地塞米松和(或)依达拉奉

各5 mg／kg，假手术组及模型组给予等量生理盐水。于术后12 h采集腹主动脉血，用化学反应法检测血清丙

二醛(MDA)含量和总抗氧化能力(T—AoC)；取肺组织，采用原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测肺组织细胞

凋亡情况，并进行病理评分。结果与假手术组比较，模型组MDA及细胞凋亡指数(A1)升高，而T—AoC水

平下降；与模型组比较，各治疗组MDA及AI降低，T—AOC升高，差异均有统计学意义(P<0．05或P<

0．01)，且联合治疗组疗效优于地塞米松组和依达拉奉组。模型组大鼠肺组织中肺泡破坏、间质水肿、炎性细胞

浸润明显，用药物干预后损害程度降低。结论依达拉奉可通过减少氧自由基产物，抑制组织中脂质过氧化，

从而减轻脓毒症。依达拉奉和地塞米松联合应用对脓毒症有更好的治疗效果。

【关键词】脓毒症； 盲肠结扎穿孔术；依达拉奉；地塞米松，肺； 氧化应激I凋亡

严重感染引发的脓毒症可使炎症反

应失控，最终导致多器官功能障碍综合

征(MODS)。目前MODS的发病机制尚

未明确，氧化应激可能是其中一个致病

因素，但对其研究较少。依达拉奉(3一甲

基一l一苯基一2一吡唑啉一5一酮)是一种自由

基清除剂，通过清除自由基、抑制脂质过

氧化，可对缺血／再灌注损伤的多种脏器

及组织起保护作用⋯。本研究中通过观

察脓毒症大鼠的氧化还原状态，初步探

讨依达拉奉防治脓毒症的作用。

1材料与方法

1．1动物分组、模型制备及给药：雄性

SD大鼠50只(由中国医学科学院上海

实验动物部提供)，体重250～300 g。按

随机数字表法将大鼠分为假手术组、模

型组、地塞米松治疗组、依达拉奉治疗组

和依达拉奉与地塞米松联合治疗组，每

组10只。采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制

作脓毒症大鼠模型，模拟临床腹腔感染

脓毒症患者。各治疗组分别于制模后即

刻经阴茎背静脉注射依达拉奉和(或)地

塞米松，用量均为5 mg／kg；假手术组及

模型组注射等量生理盐水。依达拉奉注射

液购自南京先声东元制药有限公司；地塞米

松注射液购白天津药业焦作有限公司。
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裘1各组大鼠肺组织病理评分比较(；士s)

注：与假手术组比较，8P<O．005}与模型组比较，“P<O．005

1．2检测指标及方法：于制模后12 h

取3 ml腹主动脉血，用于检测氧化应激

指标；放血处死大鼠，取右肺制作病理标

本，进行免疫组化实验。

1．2．1氧化应激指标检测：血清丙二醛

(MDA)含量和总抗氧化能力(T—AOC)

用化学反应法测定，按试剂盒(南京建成

生物工程研究所)说明书操作。

1．2．2肺组织病理观察：取肺组织，用

甲醛水溶液固定，常规脱水、石蜡包埋、

切片、苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观

察肺组织病理改变。按病变范围占总视

野的百分比进行病理评分；无损伤为

1分，损伤<25％为2分，25％～50％为

3分，50％～75％为4分，75％～100％

弥漫性损伤为5分。每个标本有3个切

片，取其均值。

1．2．3肺组织细胞凋亡指数(AI)：取右

肺中叶小块肺组织用甲醛水溶液固定，

常规石蜡包埋，采用原位末端缺刻标记

法(TUNEL)定量检测凋亡细胞，按照试

剂盒(北京罗氏公司)说明书操作。阳性

细胞为凋亡细胞核呈棕黄色着色，部分

胞质可呈阳性着色。凋亡细胞包括肺泡

上皮细胞、支气管上皮细胞、血管内皮细

胞以及淋巴细胞等。每张切片在光镜

(×400)下随机选择10个视野，分别计

数凋亡细胞和总细胞数，计算细胞AI。

1．3统计学处理：应用SPSS 11．5统计

软件，结果以均数士标准差(z士s)表示，

用单因素方差分析(one—way ANOVA)

和LSD检验，P<0．05为差异有统计学

意义。组织学半定量评分统计采用X2检

验，为避免I类错误，5组间比较时P<

0．005为差异有统计学意义。AI与各参

数间的相关关系采用Pearson法分析，

P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肺组织病理观察(表1；彩色插页

图1)：模型组肺损伤病理评分总分明显

高于假手术组(P<o．005)。与模型组比

较，各治疗组肺损伤病理评分总分均明

显降低(P均<o．005)。地塞米松可减少

炎性细胞浸润；依达拉奉可改善肺组织

水肿及出血情况，地塞米联用依达拉奉

可明显减轻肺水肿，减少炎性细胞浸润

及出血。光镜下观察，假手术组大鼠肺泡

无萎陷，肺泡和肺间质无炎性细胞浸润，
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肺泡壁无增厚，无毛细血管扩张、充血及

白细胞附壁现象。模型组大鼠肺间质内

可见大量炎性细胞浸润，肺泡间隔增宽，

肺间质渗液明显，局限性的肺泡塌陷和

肺不张，偶见肺泡水肿及出血现象，符合

急性肺损伤改变。各治疗组肺泡萎陷明

显减轻，肺泡间隔变窄，毛细血管增生及

白细胞附壁现象明显减少。

2．2血清MDA和T—AoC(表2)：模型

组大鼠血清MDA浓度较假手术组显著

升高，T—AoC明显降低(P均<0．05)。

与模型组比较，各治疗组血清MDA浓

度明显降低，T—Aoc明显增高(P均<

0．05)；其中以联合治疗组作用明显，但

3个治疗组问比较差异无统计学意义。

2．3肺组织细胞AI(彩色插页图2；

表2)：假手术组可见胞质有阳性着色，

胞核着色较少。模型组胞核阳性着色明

显，胞质亦见阳性着色；AI明显高于假

手术组(P<o．01)。各治疗组胞核着色

较模型组不明显，AI明显减小(P均<

0．05)，以联合治疗组变化明显。

3讨论

脓毒症可引起患者多器官功能障

碍，肺脏是最常见的首发衰竭器官[2]。肺

泡巨噬细胞是位于肺泡表面的游离细

胞，也是肺泡腔内的常驻吞噬细胞，是肺

组织天然免疫系统的第一道防线，在肺

部炎症反应中发挥重要作用[3】。所以本

实验中取肺组织标本进行观察，以显示

感染对脓毒症大鼠的损伤程度。

脓毒症时机体炎症介质失衡，同时

产生大量的氧自由基，引起脂质过氧化，

直接导致组织损伤；这些分子，特别是羟

自由基高度不稳定，通常和细胞膜脂质

成分发生反应。脂质过氧化导致的细胞

损害表现为增加细胞通透性和细胞溶解

等[4]。MDA是氧自由基致脂质过氧化的

中间代谢产物，表示器官内脂质过氧化

损伤的程度。研究发现，注射内毒素小鼠

血浆中MDA含量明显增高，提示MDA

与炎症相关[53；而T—AoC代表了机体

总的抗氧化能力。本研究中通过检测血

清中MDA及T—AOC水平探讨氧化应

激对脓毒症机体的损伤，研究发现，应用

依达拉奉能明显减轻氧化应激诱导的脂

质过氧化反应，其抗脂质过氧化能力明

显比地塞米松好；地塞米松也表现出一

定的抗氧化能力，但其抗氧化能力可能

是由于它的抗炎效果而不是因为它的直

接抗氧化所产生的。抗氧化治疗能抑制

表2各组大鼠血清氧化应激指标及肺组织细胞AI比较(；-4-s)

注：与假手术组比较，aP<0，05，6P<0．01；与模型组比较，。P<O．05

氧化应激和随后炎症反应中炎症细胞因

子的释放。

肺组织中性粒细胞清除方式有坏死

和凋亡两种。林丽娜等¨j在实验中也发

现，再灌注后肺组织细胞凋亡明显增加。

在创伤领域里能导致细胞凋亡的因素有

细菌感染、细胞因子、氧化应激和缺血／

再灌注。在氧化应激反应及热休克时内

皮细胞发生凋亡‘”。Hussain等¨3研究发

现，中性粒细胞凋亡与肺损伤密切相关，

表现为在肺损伤转归后期，中性粒细胞

凋亡开始增加，与炎症反应的消退相一

致。尚东等[93研究发现，全身炎症反应综

合征患者存在中性粒细胞的凋亡异常。

本研究中发现，脓毒症肺损伤大鼠的肺

组织中出现大量的凋亡细胞，用依达拉

奉干预后凋亡细胞明显减少。

依达拉奉是一种自由基清除剂，具

有自由基清除和抑制脂质过氧化的作

用，对缺血／再灌注损伤多种脏器及组织

有保护作用。依达拉奉被用于急性脑梗

死患者的治疗，已发现其可抑制脑细胞

的过氧化损伤，延迟神经细胞死亡，减轻

脑缺血以及脑缺血引起的脑水肿和组织

损伤n⋯。本研究中证实，依达拉奉能抑

制氧化应激引起的脂质过氧化反应，增

强机体的抗氧化能力；依达拉奉可通过

抑制氧化应激反应，减轻脓毒症大鼠的

炎症反应及感染引起的器官损伤，并能

减少组织细胞的凋亡；而地塞米松作为

外源性糖皮质激素，能在一定程度上缓

解脓毒症机体损伤，并通过抑制炎症反

应而使氧化应激损伤明显减轻。但糖皮

质激素在脓毒症中的使用，临床上一直

存在不同看法，主要是考虑到糖皮质激

素的作用广泛，有可能造成免疫抑制及

二重感染等严重副作用。而依达拉奉却

没有这些副作用，但其确切的应用价值

还要进一步探讨。
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