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·论著 ·

肿瘤坏死因子 -α 对多器官功能障碍综合征
家猪内皮祖细胞调控机制的影响
毛岸荣    黄河    丁科    辛海贝    种锦贵    胡剑平

【摘要】 目的 观察多器官功能障碍综合征（MODS）家猪内皮祖细胞（EPC）的数量与功能，探讨创伤

后 MODS 的发病机制。方法    将 40 头家猪按随机数字表法分为假手术组和实验组，每组 20 头。采取失血性

休克和内毒素血症的“二次打击法”制备 MODS 动物模型。分别于失血前（T1）、内毒素注射前（T2）及注射后

1、 24、 48 h（T3、 T4、 T5）取外周静脉血，采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测外周血单核细胞磷酸

化 p38 丝裂素活化蛋白激酶（p-p38MAPK）的表达；酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血浆肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）浓度；流式细胞仪检测外周血 EPC 数量。结果    实验组有 17 头家猪成功复制 MODS 模型，动物的

外周血单核细胞 p-p38MAPK 表达（A 值）于 T3 时达到高峰（4.83±0.52），T4、 T5 时逐渐下降（4.36±0.43、 
1.93±0.33），T3、 T4、 T5 时均显著高于 T1 时（1.00±0.22，均 P＜0.01）。实验组血浆 TNF-α 浓度（ng/L）于

T3 时显著高于假手术组并达高峰（532.43±52.17 比 129.03±20.45，t＝31.163，P＜0.001），随后逐渐下降，T4、 
T5 时仍显著高于假手术组（T4 ：398.93±35.75 比 131.12±29.53，t＝26.562，P＜0.001 ；T5 ：287.48±27.26 比

126.44±26.96，t＝17.861，P＜0.001）。实验组外周血 EPC 数量（×107/L）于 T3 时显著高于假手术组并达

高峰（4.832±0.624 比 3.545±0.363，t＝9.542，P＜0.001），随后逐渐下降，T4、 T5 时显著低于假手术组（T4 ：

2.628±0.627 比 3.442±0.325，t＝5.043，P＜0.001 ；T5 ：2.203±0.711 比 3.471±0.323， t＝2.972，P＜0.001）。

结论    在创伤性 MODS 的发生机制中，外周血单核细胞中 p38MAPK 的磷酸化可以促使血浆中 TNF-α 浓度升

高，EPC 数量下降，可能为其机制之一。
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【Abstract】 Objective　To study the modulation in number and function of endothelial progenitor cell ( EPC )  
in multiple organ dysfunction syndrome ( MODS ) after trauma in swine, and to investigate its pathogenesis. Methods    
Forty pigs were divided into sham group and MODS group ( each, n = 20 ). The model of MODS of "two-hit" injury, 
namely hemorrhagic shock and endotoxemia, was reproduced. The peripheral blood was collected before hemorrhage  
( T1 ) and endotoxin injection ( T2 ), and 1 hour ( T3 ), 24 hours ( T4 ), 48 hours ( T5 ) after endotoxin injection. 
Phosphorylation of p38 mitogen-activated protein kinase ( p-p38MAPK ) in mononuclear cell was determined by 
Western Blot, the content of tumor necrosis factor-α ( TNF-α) was determined with enzyme linked immunosorbent 
assay ( ELISA ), and the number of EPC was determined with flow cytometry. Results Model of MODS was successfully 
reproduced in 17 pigs. In model group, the expression of p-p38MAPK ( A value ) peaked at T3 ( 4.83±0.52 ),  
and gradually declined at T4 and T5 ( 4.36±0.43, 1.93±0.33 ), and the expression of p-p38MAPK at T3-T5 was 
significantly higher than that at T1 ( 1.00±0.22, all P < 0.01 ). The plasma concentration of  TNF-α ( ng/L ) at T3 in 
MODS group was obviously elevated compared with that of sham group ( 532.43±52.17 vs. 129.03±20.45, t = 31.163, 
P < 0.001 ), and it peaked at T3, it then gradually lowered, and it was significantly higher at T4 and T5 than that in 
sham group ( T4: 398.93±35.75 vs. 131.12±29.53, t = 26.562, P < 0.001; T5: 287.48±27.26 vs. 126.44±26.96,  
t = 17.861, P < 0.001 ). The number of EPC ( ×107/L ) was apparently increased in MODS group at T3 compared with 
sham group ( 4.832±0.624 vs. 3.545±0.363,  t = 9.542, P < 0.001 ), and it peaked at T3, then gradually decreased, 
and the number of EPC at T4 and T5 was significantly lower than that in sham group ( T4: 2.628±0.627 vs. 3.442±0.325, 
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 多器官功能障碍综合征（MODS）是外科重症

加强治疗病房（ICU）危重患者的主要并发症，目前

其发病机制尚未完全阐明，而且在临床上缺乏有效

的治疗方法［1-2］。最近人们已慢慢认识到，MODS 实

际是生物体对多种严重损伤导致全身性过度性炎症

反应的最终结果，以肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白

细胞介素 -1β（IL-1β）等大量促炎因子过度释放

或 IL-4、 IL-10 等抗炎因子释放延迟为特征的炎症

过度反应综合征，最终引起机体的免疫调节失衡，促

使 MODS 的发生［3-4］。有研究报道，在 MODS 发生过

程中，内皮细胞不但是炎症反应的参与者，还是最先

受损的靶细胞，进而导致微循环损伤，这或许是多器

官功能障碍的始发因素［5］。当组织受到损伤时，外

周循环组织中的内皮祖细胞（EPC）动员与增殖能

力明显变强，而且能够在组织内定向分化为内皮细

胞，以代替功能障碍的内皮细胞、修复裸露血管的内

皮损伤区域，参与损伤组织内新生血管的生成，提高

缺血器官的功能；如果创伤后组织中 EPC 的分化、迁

徙等功能发生严重障碍，就会导致损伤部位微循环 
损害加重而无法修复，甚至导致器官功能衰竭［6-9］。

 本研究通过“二次打击法”建立猪 MODS 模型，

观察外周血单核细胞中 p38 丝裂素活化蛋白激酶

（p38MAPK）磷酸化情况，同时检测外周血 TNF-α
浓度与EPC的数量，为临床防治MODS提供新思路。

1    材料和方法

1.1    实验动物及分组：清洁级小型雄性家猪 40 只，

体质量（25.66±3.86）kg，由上海第二军医大学动物

中心提供，动物合格证号：SCXK 2013-0653。按照

随机数字表法将动物分为两组：实验组（20 只）采

用失血性休克 + 内毒素注射的二次打击方法；假手

术组（20 只）仅实施麻醉和动静脉插管，不进行失

血和内毒素注射。

1.2    家猪 MODS 模型制备：模型建立分为一次打

击（手术创伤 + 失血性休克 + 复苏再灌注）和二次

打击（内毒素血症）两个过程。在股动脉留置动脉

导管以备放血；一侧股静脉插入 Swan-Ganz 导管，

肺动脉插管后连接多道生物信号分析装置，用来监

测血流动力学指标；同时行气管切开，放置 9 号气

管套管用来吸痰、给氧与呼吸机辅助呼吸。实施改

良的 Wiggers 法复制失血性休克动物模型，从股动

脉插管放血约 30 min 后使平均动脉压（MAP）降至

（50±5）mmHg（1 mmHg＝0.133 kPa），并维持 2 h，
将 60% 失血量及 2 倍失血量的平衡液从静脉 1～ 
2 h 内回输用来复苏，回输结束后 MAP 需回升到伤

前水平 75% 以上。复苏 12 h 后从外周静脉持续滴

入（24 h 内）内毒素（美国 Sigma 公司）0.5 mg/kg。
 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3    MODS 诊断标准：本研究参考动物全身炎症反

应综合征（SIRS）诊断的标准［10］与动物 MODS 诊断

标准［11］判断 MODS 的发生，并计算 MODS 发生率。

24 h 内发生 MODS 或死亡者视为复苏失败。

1.4    检测指标及方法

1.4.1    血标本采集：分别于失血前（T1）、内毒素注

射前（T2）及注射后 1、 24、 48 h（T3、 T4、 T5）取外

周静脉血 30 mL，加入肝素抗凝，分离单核细胞；另

外留取静脉肝素抗凝血 10 mL，离心 10 min 后取上

清液，-70 ℃保存备用。

1.4.2    蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测外

周血单核细胞磷酸化的 p38MAPK（p-p38MAPK）：

提取外周血单核细胞总蛋白，采用 BCA 法测定样本

总蛋白的浓度，将样品浓度调整到 10 g/L，并加入相

应体积的 5× 上样缓冲液，100 ℃变性 5 min，冰上

冷却，按照免疫印迹杂交法步骤操作。

1.4.3    外周血 TNF-α 浓度检测：采用双抗体夹心 
ABC- 酶联免疫吸附试验（ELISA）测定血浆 TNF-α， 
操作按试剂盒（美国 Sigma 公司）说明书进行。

1.4.4    外周血 EPC 数量检测：取外周血 50 μL，离心

弃上清，200 μL 磷酸盐缓冲液（PBS）重悬，加入鼠

抗猪 CD133、CD34 和血管内皮细胞生长因子受体 2 
（VEGFR-2）抗体，加入 5 μL 异硫氰酸荧光素标记

马抗小鼠 IgG 二抗避光孵育 20 min，用流式细胞仪

进行流式分类（FACScan）。
1.5    统计学方法：采用 SPSS 11.0 软件进行数据处

理，计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间

比较采用 t 检验； MODS 发生率比较采用 χ2 检验。 
P＜0.05 为差异有统计学意义。

t = 5.043, P < 0.001; T5: 2.203±0.711 vs. 3.471±0.323, t = 2.972, P < 0.001 ). Conclusion    Phosphorylation of 
p38MAPK could increase the plasma concentration of TNF-αand decrease the quantity of EPC in MODS，which may 
be one of the mechanisms of MODS．

【Key words】 Multiple organ dysfunction syndrome;    p38 mitogen-activated protein kinase;    Tumor necrosis 
factor-α;    Endothelial progenitor cell
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2    结    果
2.1    MODS 发生率：实验组 20 只猪中有 17 只发生

MODS，其中 2 个器官功能障碍 6 只，3 个器官功能

障碍 7 只，4 个或以上器官功能障碍 4 只；另 3 只猪

24 h 内发生 MODS，视为复苏失败，予以剔除。假手

术组 20 只猪均未发生 MODS。
2.2    MODS 猪外周血单核细胞 p-p38MAPK 蛋白表

达（图 1）：T3 时 p-p38MAPK 表达至最高值，较 T1
时明显升高（P＜0.01），随后逐渐下降，至 T5 时仍明

显高于 T1 时（P＜0.01）。

2.3    两组血浆 TNF-α 含量的比较（表 1）：两组

T1、 T2 时血浆 TNF-α 含量差异均无统计学意义

（均 P＞0.05）；T3 时实验组血浆 TNF-α 含量较假

手术组显著升高并达峰值（P＜0.01），随后逐渐下

降，至 T5 时仍显著高于假手术组（P＜0.01）。
2.4    两组外周血 EPC 数量的比较（表 2）：两组 T1、 
T2 时外周血中 EPC 数量比较差异均无统计学意义

（均 P＞0.05）；T3 时实验组外周血 EPC 数量较假手

术组显著升高并达峰值（P＜0.01），随后逐渐下降，

T4、 T5 时显著低于假手术组（P＜0.01）。
3    讨    论
 最近研究发现，在很多疾病中可以检测到外周

血 EPC 的数量和功能的改变；不同炎症状态下外

周血 EPC 的数量有所不同。Grisar 等［12］研究显示，

在风湿性关节炎中外周血 TNF-α 升高明显，然而

EPC 数量明显下降，抑制 TNF-α 浓度升高后，外周

血 EPC 的数量、功能得到明显改善，二者之间呈明

显负相关；Palange 等［13］研究发现，在慢性阻塞性肺

疾病（COPD）中 EPC 数量明显下降；Burnham 等［14］ 
发现急性肺损伤（ALI）患者 EPC 数量明显升高；

Mayr 等［15］给 36 位志愿者分别服用小剂量内毒素 
（2 ng/kg）与安慰剂两种药物，结果发现服用小剂量

内毒素后志愿者发生了 SIRS，外周血 TNF-α 浓度

明显升高，而 EPC 数量下降。本实验观察到，MODS
家猪在注射内毒素后 1 h p-p38MAPK 即达到最大

值，而后逐渐下降，但 48 h 时仍然高于失血前，且血

浆 TNF-α 浓度也发生了类似变化。

 p38MAPK 是由 Brewster 等

在 1993 年研究高渗环境对真菌

影响时首次发现的，次年 Han 等

分离出相对分子质量为 38 000、
由 360 个氨基酸组合构成的蛋

白质，它是一种新的 MAPK 信

号转导通路。p38MAPK 静息状

态下主要散在分布于细胞质，受

到启动后转移到细胞核内；细

菌脂多糖（LPS）、炎性细胞因子

TNF-α、应激、高渗、热休克等

均可激活 p38MAPK 蛋白激酶的

活性，将细胞外信号传递到细胞

核，同时产生细胞反应，在全身

性炎症反应、失血性休克等方面

发挥十分重要的作用［16-19］。磷酸

表 1    MODS 对家猪各时间点血浆 TNF-α 含量的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

TNF-α（ng/L）

T1 T2 T3 T4 T5

假手术组 20 187.98±22.04 123.86±23.14 129.03±20.45 131.12±29.53 126.44±26.96
实验组 17 194.94±45.85 120.72±25.73 532.43±52.17 398.93±35.75 287.48±27.26
t 值 1.351 1.052    31.163    26.562    17.861
P 值 0.182 0.293 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

       注 : MODS 为多器官功能障碍综合征，TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，T1 为失血前，T2 为

内毒素注射前，T3、T4、T5 分别为内毒素注射后 1、24、48 h

表 2    MODS 对家猪各时间点外周血中 EPC 数量的影响（x±s）

时间
动物数

（只）

EPC 数量（×107/L）

T1 T2 T3 T4 T5

假手术组 20 3.213±0.443 3.833±0.425 3.545±0.363 3.442±0.325 3.471±0.323
实验组 17 3.492±0.311 3.933±0.436 4.832±0.624 2.628±0.627  2.203±0.711
t 值 0.061 0.362     9.542     5.043     2.972
P 值 0.950 0.721 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

       注 : MODS为多器官功能障碍综合征，EPC为内皮祖细胞，T1为失血前，T2为内毒素注射前，

T3、T4、T5 分别为内毒素注射后 1、24、48 h

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，MODS 为多器官功能 
障碍综合征，p-p38MAPK 为磷酸化 p38 丝裂素活化蛋白激酶，

β-actin 为 β- 肌动蛋白，T1 为失血前，T2 为内毒素注射前，

T3、 T4、 T5分别为内毒素注射后1、 24、 48 h；与T1比较，aP＜0.01

图 1    Western Blot 检测 MODS 家猪各时间点外周血单核细胞

p-p38MAPK 的表达



·  497  ·中华危重病急救医学  2015 年 6 月第 27 卷第 6 期　Chin Crit Care Med，June 2015，Vol.27，No.6

化 MAPK 超家族分布于细胞质内，它具有丝氨酸和

苏氨酸双重磷酸化的功能，是细胞内的重要信号转

导通路之一。MAPK 超家族包括 4 个亚家族，即细

胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）、c-Jun 氨基末端激

酶 / 应激活化蛋白激酶（JNK/SAPK）、丝裂素活化蛋

白激酶 1/ 细胞外信号调节激酶 5（BMK1/ERK5）和

p38MAPK，其中 p38MAPK 主要对炎性细胞因子的

细胞应激信号进行转导，p38MAPK 的信号转导过程

为细胞凋亡信号调节激酶 1 抗体（MEKK5） —抗丝

裂素活化蛋白激酶 3/6（MKK3/6） —p38MAPK［20-21］。 
MODS 外周血中炎性细胞因子产生的 TNF-α 使外 
周血 EPC 中的 p38MAPK 发生磷酸化，导致 EPC 数

量和功能下降。Seeger 等［22］等认为，导致 EPC 数量

和功能下降的原因不是凋亡引起的，而是与 TNF-α
对 EPC 中 p38MAPK 的下游激酶丝裂原和应激活化

激酶 -1（AP-1）以及转移因子环磷酸腺苷（cAMP）
反应性元素结合蛋白（CRE）产生剂量、时间依赖性

下降相关。在本实验观察到，内毒素注射后 1 h EPC
数量升高是由于创伤后骨髓 EPC 的动员增强，但是

随着外周血 TNF-α 浓度的升高，其对 EPC 的负性

作用使外周血中 EPC 的数量迅速下降，因此其数量

在内毒素注射后 24 h 和 48 h 更低。

 综上，通过本实验研究证实：在失血性休克、失

血再灌注、 内毒素等多种因素的刺激下，导致外周

血单核细胞内 p38MAPK 磷酸化明显增强，TNF-α
等细胞因子的合成与分泌增强，进而导致 EPC 内的

p38MAPK 磷酸化增强，而 EPC 数量与功能随之下

降，进而各器官组织的微血管损伤修复能力下降，促

使 MODS 加重。
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本刊对论文中实验动物描述的有关要求
  在医学论文的描述中，凡涉及到实验动物应符合以下要求： ① 品种、品系描述清楚； ② 强调来源； ③ 遗传背景； ④ 微生

物学质量； ⑤ 明确体质量； ⑥ 明确等级； ⑦ 明确饲养环境和实验环境； ⑧ 明确性别； ⑨ 有无质量合格证明；10  有对饲养的

描述（如饲料类型、营养水平、照明方式、温度、湿度要求）；11  所有动物数量准确；12  详细描述动物的状况；13  对动物实验的

处理方式有单独清楚的交代，符合动物伦理学标准；14  全部有对照，部分可采用双因素方差分析。


