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重症肺炎患者核转录因子一xB DNA结合活性变化

及血必净注射液的干预作用

宫蓓蕾 张永许启霞 陈余清

【摘要】 目的探讨核转录因子一gB(NF—xB)在重症肺炎发病机制中的作用及血必净注射液的干预效

应。方法 重症肺炎患者30例，按随机数字表法分为常规治疗组14例，血必净干预治疗组16例，后者在常规

治疗基础上加血必净注射液100 ml静脉滴注，每日1次，连用7 d；两组于治疗前及治疗3 d、7 d测定外周血

单核细胞NF一出DNA结合活性、炎症介质及凝血指标水平，同时行急性生理学与慢性健康状况评分系统I
(APACHE I)评分。并以10例健康体检者作为健康对照组。结果两组重症肺炎患者NF一·cB DNA结合活性

及肿瘤坏死因子一a(TNF-a)、降钙素原(PCT)、C一反应蛋白(CRP)、纤维蛋白原(Fib)、n二聚体含量均明显高

于健康对照组，凝血酶原时间(PT)、凝血酶时间(TT)短于健康对照组(P<o．05或P<0．01)。与常规治疗组

比较，干预治疗组治疗7 d NF—KBDNA结合活性(灰度值)显著降低(66．60士36．23比79．90士39．11)，TNF—q

(ng／L，25．81士11．67比33．78士13．36)、PCT(／jg／L，1．91士1．09比2．96士1．80)、CRP(mg／L，20．01土7．21

比26．59士10．66)、Fib(g／L，4．02士1．26比5．09士1．43)、m二聚体(mg／L，0．24士0．06比0．31士0．11)均明
显下降，治疗3 d时1vr(s)即明显延长(15．68士1．89比14．65士1．33)，7 d时APACHE I评分(分，15．81士

3．47比17．93±3．05)明显下降(均P<0．05)。治疗前及治疗3 d、7 d NF—KB DNA结合活性分别与TNF—a

含量(rl=0．373，r2=0．362，r3=O．419)、PCT含量(n=0．800，危=0．716，r3=0．920)、CRP含量(，．1=0．368，

r：一O．441，r3=0．366)呈正相关(均P<O．05)。结论重症肺炎患者NF—KB活化，凝血功能紊乱，NF—xB参与

调控炎症反应；血必净注射液可减轻重症肺炎的全身炎症反应，可能与其抑制NF—gB活化及抗凝机制有关。
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[Abstract]Objective To investigate the role of nuclear factor一赶；(NF—KB)in severe pneumonia and

observe the effects of Xuebijing injection(血必净注射液)in its treatment．Methods Thirty hospitalized

patients with severe pneumonia were divided into the routine therapy group(行=14)and Xuebijing therapy

group(筇=1 6)in whom with Xuebijing injection 1 00 ml was given once daily for 7 days besides routine

therapies。according to the random numeral．The DNA binding activity of NF—KB in human monocytes was

detected before and 3 days and 7 days after administration，the contents of tumor necrosis factor—a(TNF一俚)，

proealcitonin(PCT)and C—reactive protein(CRP)were determined，and the changes in coagulatory and

fibrinolytic parameters were assayed at the same time．Acute physiology and chronic health evaluation I

(APACHE I)score was also recorded．Ten healthy volunteers served as the healthy control group．Resuits

The DNA binding activities of NF—KB，the contents of TNF一口，PCT，CRP，fibrinogen(Fib)，D-dimer in

hospitalized subjects with severe pneumonia were higher before treatment than those in healthy control

group，while the prothromhin time(Pr)，thrombin time(TT)were significantly lower(P<0．05 or P<

0．01)．Compared with the routine therapy group，the DNA binding activity of NF—KB(grey level)at the

7 days(66．60士36．23 v8．79．90土39．11)was notably decreased in Xuebijing therapy group；the levels of

TNF—a(ng／L，25．81士11．67 vs．33．78士13．36)，PCT(t“g／L，1．91士1．09 vs．2．96士1．80)，CRP(mg／L，

20．0l士7．21 vs．26．59士10．66)，Fib(g／L，4．02士1．26 vs．5．09士1．43)，D—dimer(mg／L，0．24士0．06 vs．

0．31士0．11)were significantly lower in Xuebijing therapy group，and APACHE I score(15．81士3．47 vs．

17．93士3．05)was obviously lowered(all P<0．05)．There was statistical difference of the TT(s)between

two groups at 3 days(15．68±1．89 vs．14．65士1．33，P<0．05)．There was a significant positive correlation

between NF一·cB DNA binding activity and the levels of TNF—a(r】。0．373，r2=0．362，r3；0．419)，PCT

(71=0．800，r2=0．716，r3=0．920)or CRP(rl=0．368，r2=0．441，均=0．366，all P<0．05)before and

3 days and 7 days after the treatment．Conclusion NF—KB activation and coagulopathy were observed in

patients with severe pneumonia，and NF—KB was involved in the process of inflammatory response．

Inflammatory response was partly alleviated by Xuebijing injection．These effects of Xuebijing injection may

be mediated by inhibition of the activation of NF—gB and its anticoagulation property．
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重症肺炎发病机制复杂。血必净注射液具有抗

炎症介质、抗内毒素、抗凝作用n也]。本研究中通过检

测重症肺炎患者核转录因子一KB(NF—KB)DNA结合

活性以及炎症相关指标、凝血指标水平，观察血必净

注射液在重症肺炎患者治疗中的作用，并探讨其作

用机制。

l对象与方法

1．1研究对象：选取2007年6月至2009年4月本

院住院的重症肺炎患者30例，其中男18例，女12

例；平均年龄(58士19)岁；符合中华医学会呼吸病学

分会2006年《社区获得性肺炎诊断和治疗指南》、

《医院获得性肺炎诊断和治疗指南》中重症肺炎诊断

标准。排除标准：年龄<16岁或>80岁者；有免疫系

统疾病或应用免疫抑制剂治疗者；在采血15 d内使

用抗血小板或抗凝药物者；有血液系统疾病者；慢性

疾病出现器官功能不全者；退出研究及放弃治疗者。

将患者按随机数字表法分为两组：常规治疗组14例

中男11例、女3例，年龄(59±17)岁；干预治疗组

16例中男7例、女9例，年龄(57土21)岁。两组患者

的性别、年龄、人院时病情严重程度[包括临床症状、

体征、辅助检查、急性生理学与慢性健康状况评分系

统I(APACHE I)评分]比较差异无统计学意义

(均P>0．05)，具有可比性。另外选择10例健康体

检者作为健康对照组，其中男5例，女5例；年龄

(56士7)岁。本研究经医院伦理委员会批准，患者均

签署知情同意书。

1．2治疗方法：常规治疗组给予抗生素(p内酰胺

类联合大环内酯类或氟喹诺酮类)、营养支持及其他

对症处理；干预治疗组在常规治疗基础上，加用血必

净注射液(天津红日药业股份有限公司，批号：

070516)100 ml加生理盐水250 ml静脉滴注，每日

1次，连用7 d。

1．3检测指标及方法：于治疗前及治疗后3 d、7 d

记录患者的体温、动脉血压、心率、呼吸频率、意识状

态、吸人氧浓度、血常规、血生化、动脉血气，进行

APACHE 1评分，并记录患者住院时间。取患者空

腹静脉血，其中10 m1肝素抗凝血分离单核细胞，培

养、提取核蛋白，测定蛋白浓度后，分装并于一80℃

冰箱保存；5 m1静脉血室温放置，离心分离血清，分
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装后置于一20℃冰箱保存待测。

1．3．1炎症介质及凝血指标测定：用酶联免疫吸附

法(ELISA)检测血清肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、降

钙素原(PCT)、D一二聚体含量；用免疫比浊法检测

血浆C一反应蛋白(CRP)含量；用凝固法检测凝血酶

原时间(PT)、活化部分凝血活酶时间(APTT)、凝

血酶时间(TT)、纤维蛋白原(Fib)含量。操作严格按

照TNF—a和PCT ELISA试剂盒(德国R&D公司)

及D一二聚体ELISA试剂盒(上海森雄生物科技发

展有限公司)说明书进行。

1．3．2凝胶电泳迁移率法(EMSA法)检测外周血

单核细胞NF—KB DNA结合活性：采用含KB序列

(57一AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC一3’)的双

链寡核苷酸探针标记丫一32P—ATP，纯化标记的探针，

将细胞核提取物与探针进行结合反应，总体积20 pl

上样，电泳后干胶、压片，一80℃放射自显影，定影

后用凝胶成像系统进行灰度扫描。按EMSA试剂盒

(美国Promega公司)说明书操作。

1．4统计学处理：数据采用SPSS 13．0统计软件进

行统计学分析，计量资料以均数±标准差(z士s)表

示，先进行方差齐性检验，方差齐时单样本组内比较

用t检验，方差不齐时用Wilcoxon秩和检验，两个

数量间的相关程度采用直线相关分析；P<o．05为

差异有统计学意义。

2结 果

2．1 两组重症肺炎患者治疗前后APACHE I评

分、平均住院日变化及预后比较(表1)：两个治疗组

治疗后APACHE I评分均较治疗前下降，干预治疗

组较常规治疗组下降时间出现稍早，且治疗后7 d

干预治疗组较常规治疗组明显下降(P<o．05)。干

预治疗组平均住院日C(13．3±5．3)d]较常规治疗

组[(14．6士4．3)d3有所缩短，但差异无统计学意义

(P>o．05)。常规治疗组患者死亡5例，病死率为

35．7％；干预治疗组死亡4例，病死率为25．O％。

表1两组重症肺炎患者治疗前后APACHE I

评分变化比较(；士s)

APAcHE I评分(分)
组别 例数——

治疗前 治疗3 d 治疗7 d

注：APACHE I评分：急性生理学与慢性健康状况评分系统I

评分；与本组治疗前比较，‘P<O．05，6P<0．01；与常规治疗

组比较，‘P<o．05

2．2两组重症肺炎患者治疗前后炎症介质含量
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的变化(表2)：重症肺炎患者入组时TNF—a、PCT、

CRP含量均较健康对照组明显升高(均P<0．01)；

但两组患者间各指标相比差异均无统计学意义

(均P>O．05)。常规治疗组患者治疗后TNF—a、

PCT、CRP含量均下降，于治疗后7 d显著低于治疗

前(均P<O．01)；干预治疗组于治疗后3 d即出现

明显差异(均P<0．01)，于7 d明显低于常规治疗

组(均P<0．05)。

2．3两组重症肺炎患者治疗前后凝血指标的变化

(表2)：与健康对照组相比，重症肺炎患者入组时

PT、TT均明显缩短，Fib、D一二聚体含量均职显升

高(P<o．05或P<0．01)，但两组患者间各指标相

比差异无统计学意义(均P>O．05)。与治疗前比较，

常规治疗组患者TT于7 d有所延长(P<0．01)，

D一二聚体于7 d降低(P<o．05)，PT、APTT、Fib

无明显变化(均P>0．05)；干预治疗组患者PT、

TT于治疗后3 d即明显延长(均P<0．05)，Fib、

D一二聚体于治疗后3 d即开始明显下降(P<O．01

和尸<o．05)，7 d降低更明显(均P<O．01)，APTT

则无明显变化(均P>O．05)。与常规治疗组比较，干

预治疗组TT于治疗后3 d显著延长，Fib、D一二聚

体于7 d显著下降(均P<0．05)，而PT、APTT变

化无差异(均P>0．05)。

2．4 各组外周血单核细胞NF—KB DNA结合活性

变化(图1；表3)：治疗前两组重症肺炎患者的细胞

核提取物与探针结合，清楚看到DNA一核蛋白复合

物条带，健康对照组基本看不见结合条带；随着治疗

时间的推移，DNA一核蛋白结合条带逐渐变淡。灰度

扫描显示治疗前两组重症肺炎患者胞核中NF—JcB

DNA结合活性明显高表达，与健康对照组比较差异

有统计学意义(均P<0．01)。与治疗前比较，干预治

疗组NF—KB DNA结合活性于治疗后3 d开始下降

(P<o．05)，7 d降低更明显(P<o．01)；常规治疗组

则于治疗后7 d出现明显下降(P<o．01)。干预治疗

组治疗后7 d NF一-cB DNA结合活性较常规治疗组

降低更加明显(P<0．05)。

NF—KB：核转录因子一KB；1：健康对照组；2～4：干预治疗组治疗前

及治疗3 d、7 d15～7：常规治疗组治疗前及治疗3 d、7 d’

8：特异性竞争抑制对照

圈1凝胶电泳迁移率法检测重症肺炎患者和健康对照组

外周血单核细胞NF—KB DNA复合物条带变化

表3灰度扫描显示各组重症肺炎患者和健康对照组

外周血单核细胞NF—KB DNA结合活性变化＆士s)

例 NF—xB DNA结合活性(灰度值)
组别 ～——

效 治疗前 治疗3 d 治疗7 d

健康对照组10 29．20士13．36

常规治疗组14 119．80+39．05-102．20士44．38 79．90士39．11。

干预治疗组16 123．84士59．658 95．58士43．696 66．60+36．23甜

注：NF—JoB：核转录因子一蝎I与健康对照组比较，4P<0．01，与本

组治疗前比较，6P<0．05，cP<o．01}与常规治疗组比较，

6P<0．05；空白代表无此项

2．5重症肺炎患者外周血单核细胞NF一加；DNA

结合活性与炎症介质含量的相关性分析：重症肺炎

患者NF—KB DNA结合活性与治疗前及治疗后3 d、

7 d TNF—a含量(r值分别为0．373、0．362、0．419)、

PCT含量(r值分别为0．800、0．716、0．920)、CRP

含量◇值分别为0．368、0．441、0．366)均呈明显正

相关(均P<0．05)。

3讨论

难以控制的炎症级联反应是重症肺炎病情凶

险、预后差的主要问题所在，促进其发生发展的重要

表2两组重症肺炎患者治疗前后炎症介质、凝血指标的变化及与健康对照组间的比较Cz+s)

注：TNF—a：肿瘤坏死因子．a，PCT：降钙素原，CRP：C一反应蛋白，PT：凝血酶原时间，APTT：活化部分凝血活酶时间，TT：凝血酶时间，Fib：

纤维蛋白原#与健康对照组比较，4P<0．01，。P<0．05}与本组治疗前比较，。P<0．05，8P<0．01，与常规治疗组同期比较，。P<o．05
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环节在炎症反应基因表达的转录水平，转录因子是

关键。NF—KB广泛存在于细胞中，具有多种转录调

节作用C3|，是一个快速反应的转录因子，是内在或外

在促炎症反应信号的共同转导通路n巧]。本研究结果

显示，重症肺炎患者NF—KB DNA结合活性明显高

于健康对照组，且与TNF—a、CRP含量的升高呈正

相关。提示重症肺炎患者NF—KB活化，促使TNF-a

的释放，增加炎症因子的表达[6]，从而启动和扩大异

常的炎症病理反应，造成机体局部及全身的严重损

害。PCT作为脓毒症、严重感染的血清标志物之

一[7]，是降钙素的前体物质，微生物感染时在不同类

型细胞中持续释放[8]，但其机制尚不清楚。本研究结

果还显示：重症肺炎患者PCT含量明显升高，且与

NF—KB DNA结合活性呈正相关。提示PCT参与了

重症肺炎的发生发展过程，且可能与NF—JcB之间存

在调控关系，但NF—KB如何调控PCT释放及PCT

的释放是否可促进NF一．cB的活化等，均有待进一步

研究证实。

D一二聚体可直接反映凝血酶和纤溶酶生成。本

研究显示，重症肺炎患者Fib、D一二聚体含量明显升

高，PT、TT明显缩短。提示重症肺炎患者存在凝血

功能紊乱，可能是重症感染时单核细胞活化，炎症介

质产生增多，伴随着凝血活性增强，凝血系统的某些

成分如凝血酶又可促进炎症反应，导致组织损

伤[9。州。如何有效抑制或阻断失控的炎症反应、改善

异常凝血是治疗的关键问题之一。

血必净注射液具有显著的抗炎症介质、抗内毒

素、抗凝作用，本研究结果显示，加用血必净注射液

治疗对重症肺炎患者NF—KB DNA结合活性有明显

抑制作用，且与TNF—a、PCT、CRP含量的降低呈正

相关，对凝血指标有不同程度的改善，且较常规治疗

有明显优势。另外，早期血必净注射液干预对患者

APACHE I评分改善更加有益，其作用机制可能是

通过抑制NF—KB活化，降低了TNF—a等炎症介质

的释放[11|，改善了异常的凝血功能，阻断了疾病进

展。同时，联合血必净注射液治疗的综合措施，通过

“菌、毒、炎”并治，拮抗内毒素、减少炎症介质释放，

发挥多途径协同治疗，在某种程度上阻断炎症与凝

血相互作用的恶性循环，从而减轻组织损伤[12-13]。最

终显示，干预治疗组患者平均住院日较常规治疗组

有所缩短。

综上所述，血必净注射液可能从抑制炎症反应、

改善凝血功能环节上改善重症肺炎疾病进展，有望

进一步改善疾病的预后，但本组患者处于高凝状态，

当随着重症肺炎的进展有出血倾向时应慎用，本研

究为中西医联合治疗重症肺炎提供一定的理论基础

和实验依据。
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