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·论著·

弱激光照射对早期内毒素血症大鼠肠系膜微循环的影响

赵世峰冯丽洁 贺红艳赵秀梅孙菁 沈洪

【摘要】目的探讨弱激光照射对早期内毒素血症(ETM)大鼠的治疗作用及机制。方法采用脂多糖

(LPS)静脉注射法建立ETM动物模型。60只SD大鼠按随机数字表法分为对照组、LPS组、弱激光照射组，每

组20只。照射组在注射LPS 30 min后以SLT型半导体激光治疗仪对大鼠一侧的股动、静脉和耳部血管同时

进行照射30 min(渡长650 am、功率5 mw、垂直照射)。在ETM形成1、2、4、6 h后，观察大鼠肠系膜微循环状

态，用数字式血流测速仪测定肠系膜微静脉血流速度，激光多普勒血流量图像仪(LDl)测量肠系膜血流量，同

时计算肠系膜毛细血管开放数和微循环附壁白细胞数。结果与对照组比较，LPS组伤后1 h和2 h肠系膜

微静脉血流速度(mm／s)增快(1 h：0．190土0．007比0．174士0．009，2 h：0．200士0．010比0．172士0．015，均

P<0．05)，6 h时流速明显减慢(O．116士0．015比0．164士0．011，P<0．05)；肠系膜血流量及毛细胞血管开放

数无明显差异；伤后2、4、6 h白细胞附壁数(个)显著增多(2 h：2．60±1．14比0．40士0．55，4 h：5．40士0．89比

0．40士0．55，6 h：5．40士1．52比0．60士0．90，均P<0．05)；微循环流态发生异常改变，由线流变为粒线流。弱

激光照射组肠系膜微静脉血流速度(mm／s)平稳(1、2、4、6 h分别为0．174士0．011、0．180土0．023、0．168士

0．013、0．162±0．023)；伤后4 h和6 h白细胞附壁数(个)较LPS组明显减少(4 h：2．oo±0．71比5．40±

0．89，6 h：2．60士1．52比5．40士1．52，均P<o．05)，微循环流态改善。结论弱激光照射可以改善ETM大鼠

肠系膜局部微循环，减轻ETM早期的病理损伤。

【关键词】内毒素血症；弱激光；微循环
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【Abstract】 Objective To observe the effects of low—level laser irradiation on mesenteric

microcirculation of rats in vivo in the early stage of endotoxemia(ETM)．Methods The experimental model

of ETM was reproduced by injection of lipopolysaccharide(LPS)．Sixty healthy male Sprague—Dawley(SD)

rats were divided into three groups used random number table：control group，LPS group and low—level laser

irradiation group，each group included 20 rats which were subdivided into four temporal subgroups(1，2，4，

6 hours，respectively)．In low—level laser irradiation group，the rats were irradiated by type SLT

semiconductor laser(650 nm，5 mW)on unilateral femoral artery and vein，and blood vessel of the ear

concurrently for 30 minutes．The interference course was vertical irradiation taken at 30 minutes after the

injection of LPS．At 1，2，4，6 hours after the injection of LPS，changes in mesenteric microcirculation and

microcirculatorv blood flow were recorded with the laser Doppler flowmeter，the velocity of red blood cells in

venules was observed，and the number of open capillaries and adherent leukocytes were recorded．Resuits

The blood flow velocity(mm／s)of the mesenteric microcirculation in LPS group was accelerated at 1 hour

and 2 hours after LPS injection(1 hour：0．190±0．007 vs．0．174土0．009，2 hours：0．200士0．010 vs．

0．172士0．015，both P<0．05，respectively)，but decelerated at 6 hours(O．116±O．015 vs．0．164士O．01l，

P<O．05)．The blood flow volume in the mesenteric vessels and the number of open capillaries did not show

any significant change at that time．Significant increase in number of adherent leukocytes was observed at 2，

4，6 hours after injury(2 hours：2．60士1．14 vs．0．40土O．55，4 hours：5．40土0．89 vs．0．40±0．55，

6 hours：5．40士1．52 vs．0．60士O．90，all P<O．05，respectively)．The state of blood flow in the

microcirculation became abnormal．After irradiated with laser in low dose。the blood flow velocity was

smooth and stable(mm／s，1 hour：0．174士0．011，2 hours：0．180士0．023，4 hours：0．168土O．013，

6 hours：0．1 62±0．023)，and the number of adherent leukocytes was reduced significantly at 4 hours and

6 hours than that in LPS group(4 hours：2．00士O．71 vs．5．40土0．89，6 hours：2．60±1．52 vs．

5．40士1．52，both P<0．05)and the microcirculatory flow state was improved obviously．Conclusion

Low。level laser irradiation may ameliorate the local mesenteric microcirculation，alleviate the microcirculatory

disorder in early stage of ETM．
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在内毒素血症(ETM)发生发展过程中，不同组

织器官的血流灌注程度不一，会出现区域性血流分

布不均匀n]。即使全身性氧供恢复正常，局部组织细

胞仍然存在缺氧及氧摄取障碍心]，并造成线粒体损

伤，发生微循环及线粒体窘迫综合征∞]。因此，有人

认为ETM实质是一种微循环疾病，治疗理念应该

是尽早开放和重建微循环，重视微循环复苏，因为微

循环得到复苏才是ETM治疗的最终目标H]。弱激

光照射疗法在临床已广泛用于缺血缺氧性疾病、急

慢性炎症、神经性疾病的治疗，并取得了较好的效

果。本研究旨在探讨弱激光照射在ETM早期肠系

膜微循环障碍中的可能效应。

1材料与方法

1．1实验动物分组及模型制备：60只健康成年雄

性SD大鼠，体重250～300 g，由解放军总医院实验

动物中心提供，二级合格证：军医动字第D98010

号。按随机数字表法均分为3组：①对照组：静脉注

射(静注)生理盐水0．5 ml，30 rain后再给0．5 ml。

②脂多糖(LPS)组：静注LPS(购自美国Sigma

公司)4 mg／kg，30 min后静注生理盐水0．5 ml。

③弱激光照射组：静注LPS 4 mg／kg，30 min后静注

生理盐水0．5 ml，同时以SLT型半导体激光治疗仪

(天基权科技集团生产)对一侧股动、静脉和耳廓血

管照射30 min。

1．2弱激光照射方法：应用SLT型半导体激光治

疗仪，主要技术指标：波长650 nrfl，光纤末端输出功

率o～5 mW可调，光斑直径1 cm。以5 mW功率对

大鼠左／右侧股动、静脉和左／右侧耳部血管同时垂

直照射30 min。

1．3微循环观察：各组在处理后1、2、4、6 h分别取

5只大鼠，开腹分离肠系膜，在倒置显微镜下观察微

循环，摄像机记录微循环变化的动态过程。用冷光源

加光导纤维作为透射光源，在10倍、40倍的放大倍

数下用微循环显微分析系统进行观测和录像。

1．4图像分析及指标评价方法

1．4．1肠系膜微静脉血流速度：采用数字式血流测

速仪观察微静脉血流速度。

1．4．2肠系膜血流量：使用PIM I型激光多普勒

血流量图像仪(LDI)观察肠系膜血液灌流量。图像

中红色代表血流量较高的区域，绿色代表血流量下

降的区域，蓝色代表血流量进一步减少，深蓝色代表

血流量接近零。单位以PU表示。

1．4．3肠系膜毛细血管开放数：采用毛细血管网交

叉点计数法，计算毛细血管上1 mm长度内毛细血

管的交织数目。

1．4．4肠系膜微循环附壁白细胞数：在物镜测微仪

校正过的电视屏幕中选择直径30～40 t-Lm静脉，测

定管腔内100弘m×20弘m面积的白细胞黏附数。

1．4．5肠系膜微循环流态：根据微循环血管壁、血

流及其各组分的变化，将血流状态分为7级，进行半

定量评定。微循环流态分级：A级(线流)：血流快，

呈光滑索条带状，无颗粒感，形如塑料带，以数值“7”

表示，B级(线粒流)：血流快，呈光滑的细索条状，稍

有颗粒感，形如绸带，以数值“6”表示；C级(粒线

流)：血流较快，连续成线，有明显颗粒感，形如布带，

以数值“5”表示；D级(粒流)：血流较慢，轴流、缘流

混杂，如泥沙流，形如麻带，以数值“4”表示；E级

(粒缓流)：血流呈泥沙状，连续缓慢流动，以数值

“3”表示；F级(粒摆流)：血流呈泥沙状，缓慢流动

或前后摆动，仍能向前流动，以数值“2”表示；G级

(停滞)：血流停滞不动，以数值“1”表示。

1．5统计学方法：应用SPSS 10．0统计软件，计量

数据以均数±标准差(z士s)表示，采用t检验，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肠系膜微静脉血流速度(表1)：注射LPS后

1 h、2 h肠系膜微静脉血流速度快于对照组(均

P<O．05)，4 h时恢复至对照组水平，6 h后流速较

对照组明显下降(P<o．05)。弱激光照射组血流速

度与对照组相比差异均无统计学意义；6 h时流速

快于LPS组(P<O．05)。

2．2肠系膜血流量(表1；彩色插页图1)：注射LPS

后4 h肠系膜血流量明显多于1 h和2 h水平。3组

间相同时间点比较差异均无统计学意义(均尸>

表1各组大鼠肠系膜微静脉血流速度及血流量比较(；士s)

组别警
肠系膜微静脉血流速度(ram／s) 肠系膜血流量(Pu)

伤后1 h 伤后2 h 伤后4 h 伤后6 h 伤后1 h 伤后2 h 伤后4 h 伤后6 h

对照组 5 0．174士0．009 0．172士0．015 0．174士0．011 0．164士O．011 4．208士1．395 4．934±0．967

LSP组 5 0．190士0．0076 0．200土0．010"0．176士0．009。0．116士0．015”3．992士0．663 3．706士1．101

照射组 5 0．1745：0．011 0．1805：0．023 0．168+0．013 0．162-1-0．0236 4．254+1．165 4．314土1．158

4．642±0．645 4．484±0．615

5．352土0．999。4．894士2．553

5．020士1．400 5．664士1．104

注：LPS：脂多糖；与对照组比较，8P<o．05；与LPS组比较，。P<O．05}与本组伤后1 h比较，‘P<O．05
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衰2各组大鼠肠系膜毛细血管开放数及附壁白细胞数比较(；士s)
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注；LPS：脂多糖；与对照组比较，-P<0．05}与LPS组比较．5P<0．05l与本组伤后1 h比较，cP<0．05

0．0S)。组织灌注多普勒血流图显示，对照组大鼠肠

血液灌流量较高，图像上呈偏红色，其中高灌流区域

很大，几乎占肠壁50％以上区域。LPS损伤6 h内

肠血液灌流量并无减少。

2．3肠系膜毛细血管开放数(表2)：3组间相应时

间点和组内不同时间点肠系膜毛细血管开放数比较

差异均无统计学意义(均P>O．05)。

2．4肠系膜微循环附壁白细胞数(表2)：注射LPS

后肠系膜微循环附壁自细胞数多于对照组，2、4、6 h

时差异有统计学意义(均P<0．05)，其中4 h、6 h

时为最高。弱激光照射组在4 h和6 h时微循环附

壁白细胞数明显多于对照组，但明显低于LPS组

(均P<0．05)。

2．5肠系膜微循环流态：对照组大鼠微血管镜下清

晰可见，呈网络、树枝状分布，形态柔和，边缘整齐光

滑，大多自然弯曲，未见微血管粗细不均及异常舒

缩，无囊状扩张，血流大多为线流(A级)和线粒流

(B级)，无红细胞聚集，未见或少见白细胞贴壁滚

动，田牛加权积分为6．5分。LPS组伤后1～4 h血

流速度快，呈线流(A级)，可见白细胞数目增多及贴

壁滚动，田牛加权积分为7．0分；至6 h由线流(A

级)变为粒线流(C级)，白细胞贴壁增多，田牛加权

积分为5．0分。弱激光照射组ETM早期微循环血

流呈线流(A级)和线粒流(B级)，无红细胞聚集，白

细胞贴壁滚动明显少于LPS组，田牛加权积分为

6．5分。

3讨论

相关研究证实，ETM的病理生理改变可能是

以微循环障碍为基础的全身炎症反应[5。]，其发展过

程中出现一系列时相性微循环和血液流变学改变：

①血管扩张：微动脉、分支毛细血管和毛细血管扩

张、开放，毛细血管数量增多；局部血流量增加，流速

加快，呈动脉性充血；局部温度升高，发红，血流量增

多，集合毛细血管、微静脉舒张及阻力增加，物质交

换面积也增加。②血流减慢：在致炎因子持续作用

下，微静脉亦发生扩张，局部血流量减少，流速减慢，

出现静脉性充血；毛细血管扩张、数量增加，血管通

透性增高，液体渗出增多。⑧血流淤滞：血流减慢，红

细胞聚集，血浆外渗，血黏度增大，导致血流速度显

著减慢，若损伤持续发展，血流将完全停滞[8_9]。从微

循环水平对ETM早期进行有效干预，可通过改善

血液灌注和组织氧合对治疗效果和预后产生重要的

影响。

弱激光照射疗法的确切作用机制尚不清楚，其

可能的生物学效应是：改善血液流变学特性及微循

环；激活多种酶的生物活性，清除氧自由基，促进糖

的利用和ATP酶产生；直接作用于红细胞和血管

内的各种成分，使细胞膜极化分子按偏振光电场力

方向重新排列，增加红细胞携氧功能，抑制血小板的

活化和聚集[1 0‘”]。由此推测，弱激光照射疗法可能对

ETM和脓毒症病理发生发展的多个环节有干预

效应。

本实验中发现，ETM早期由于红细胞携氧能

力下降、组织细胞缺氧及微循环的局部调节作用，使

LPS损伤后1～2 h肠系膜静脉血流速度加快，这可

能是在高代谢高血流动力状态下，微循环两侧压力

梯度增大，血流驱动力增强所致[1如；而弱激光照射

的大鼠未出现这种血液流变学改变。本实验中应用

LDI测定了与相应肠系膜对应的肠壁组织血液灌流

量的变化，这是了解组织微循环功能状态的综合性

指标。结果显示，对照组LDI图像中可见高灌流区

很大，几乎占肠系膜及肠壁50％以上的区域，平均

灌流量数值较高，说明大鼠肠系膜及肠壁的微循环

状况较好；LPS损伤早期(6 h内)肠系膜血流量在

6 h内尚无减少趋势，这与ETM早期肠系膜微静脉

血流速度并未明显减慢是一致的，这与某些相关报

告的结果[143有出入，可能说明给大鼠注射4 mg／kg

的LPS在6 h内还不足以使微循环发生暴发性失

代偿。但这时如不能及时有效干预，随后将会出现血

流减慢、血流淤滞、微静脉扩张、局部血流量减少，最

终造成微循环的严重障碍。

毛细血管开放数是反映微循环变化的一个间接

征象，在严重脓毒症时毛细血管开放数减少一般发

生在微静脉扩张期之后，此时微循环将出现静脉充
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血，全身的有效血流量减少，体循环血压下降n副。本

实验中未发现毛细血管开放数减少，可能是因为

ETM大鼠在6 h内仍处于动脉扩张充血期。

LPS损伤大鼠4～6 h时细静脉内白细胞贴

壁滚动数量增加，而黏附不动的白细胞不多；在

100 pm×20弘m的细静脉内白细胞贴壁数平均为

5～6个；相信随着时间的延长，将会有更多白细胞

沿血管腔贴壁而发生黏附。弱激光照射后附壁白细

胞数有所减少。血流状态体现了微循环的综合状况，

LPS损伤1～2 h血流速度快，呈线流，至6 h转变

为粒线流，田牛加权积分为5．0分。弱激光照射组微

循环流态稳定，未见C级血流。

本实验的初步结果提示，弱激光疗法可改善

ETM早期的微循环状态，因此可能影响ETM的演

变过程和预后。
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白细胞介素一33通过增强中性粒细胞的趋化作用从而减弱脓毒症效应

脓毒症是由感染导致的全身性炎症反应，其病死率高且l临床治疗方法有限。英国的学者最近通过实验研究发现白细胞介

素一33(IL一33)能够降低盲肠结扎穿孔术(CLP)所致脓毒症小鼠的死亡率。实验中，与未经处理组相比，经IL一33处理组小鼠可

使更多的中性粒细胞向腹膜腔聚集且具有更高的细菌清除率。IL一33对炎症反应的减弱作用表现于全身而非局部，但对辅助

性T淋巴细胞由Thl型向Th2型的转化无明显作用。以往研究已经证明CXCR2趋化因子受体对于中性粒细胞向感染部位

的聚集至关重要，中性粒细胞中Toll样受体(TLRs)可引起CXCR2的表达下调从而减弱中性粒细胞向炎症部位的聚集。研究

表明，IL一33可阻止由活化TLR4引起CXCR2表达下调而使得中性粒细胞趋化受到抑制。此外，IL一33还可通过抑制G蛋白

耦联受体激酶2(GRK2)的表达来逆转由TLR4引起的中性粒细胞中CXCR2表达下调。而GRK2作为丝氨酸一苏氨酸蛋白激

酶的一种，其可诱发趋化因子受体的细胞内摄作用。研究人员还发现，与康复个体相比，脓毒症未康复个体体内含有更多的可

溶性ST2(ST2为IL～33的诱骗受体)。本研究为IL一33应用于脓毒症的临床治疗提供了理论依据。

方涛，编译自((Nat Med》，2010—06—16(电子版)；胡森，审校

脓毒症炎症反应时巯基亚硝基化CD40减少

通过表面分子CD40进行的信号转导对于脓毒症状态时的细胞活性调节至关重要，近日美国学者对其机制进行了初步研

究。巯基亚硝基化(SNO)即蛋白质中半胱氨酸的巯基与亚硝基基团(NO基团)形成共价键，是一氧化氮(No)在体内发挥细胞

信号转导作用的机制之一。在研究中学者们发现，CD40显示出对半胱氨酸残基潜在的监管作用并且其在炎症环境中可能暴

露于N0，并认为SNO在CD40中的作用类似于翻译后修饰，可调节细胞水平的信号转导过程；研究人员证明了CD40可看作

是内源性SNO的作用体，并且暴露于人类和鼠类巨噬细胞的N0供体。当SNO的CD40与其配体(CD40L)相结合后，可引起

白细胞介紊(IL．1p、IL一12)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)等细胞因子产物的减少，但其在N0合成抑制因子出现后被逆转，在休眠

状态的RAW246．7巨噬细胞及BALB／C系小鼠腹膜巨噬细胞中发现了SNO的CD40，脂多糖(LPS)可使其转变为亚硝基化

状态；在脓毒症患者的单核细胞中CD40多为亚硝基化状态，而在健康个体中其多为SN0状态。研究者认为，CD40在基于细

胞活化诱导受体亚硝基化的新型翻译后调节机制中扮演了重要角色，这一点在脓毒症炎症反应中得到了体现。

方涛，编译自《Shock》，2010，33：626—633；胡森，审校
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进行照射,治疗参数为波长650 nm、功率5 mW,一次性垂直照射30 min.在ETM形成1、2、4、6 h后,检测胃液pH值,观察胃黏膜组织病理学变化.结果 胃液

pH值在ETM形成6 h内尚未发生变化,但此时大鼠胃黏膜已有组织学改变,主要表现为胃黏膜上皮细胞损伤、脱落,局部充血、水肿、渗出及炎性细胞浸润

;经弱激光照射后胃黏膜炎性反应明显减轻.结论 这种SD大鼠早期ETM疾病模型在6 h内胃液pH值未发生变化,但胃黏膜已有形态学变化,弱激光照射可减轻

早期的病理损伤.
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