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乌司他丁对脓毒症大鼠黏附分子及内皮功能的影响
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【摘要】 目的 探讨乌司他丁（UTI）对脓毒症大鼠内皮细胞的保护作用及其机制。方法 52 只雄性 SD

大鼠，按随机数字表法分为生理盐水预处理组（对照组）和 UTI 预处理组（UTI 组）两组，每组 26 只。两组均腹

腔注射脂多糖（LPS）10 mg/kg 制备脓毒症大鼠模型 ； UTI 组于 LPS 注射前 18 h 腹腔注射 UTI 100 kU/kg（溶于

5 mL 生理盐水中）预处理，对照组于 LPS 注射前 3 h 腹腔注射 5 mL 生理盐水预处理。分别于制模后 0.5、 2、 4、 

12、 24、 72 h 取尾静脉血和心肌组织，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、

白细胞介素（IL-6、IL-10）和血管细胞黏附分子（VCAM）、细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）水平，并分析 TNF-α

与 ICAM-1 的相关性 ；用免疫组化法检测心肌细胞 ICAM-1 表达。结果 制模后两组脓毒症大鼠血清

TNF-α、IL-6、IL-10、ICAM、VCAM 均逐渐升高，分别于 24 h、 12 h、 12 h、 72 h、 72 h 达到峰值。与对照组比较，

UTI 组各时间点 TNF-α、IL-6、ICAM-1、VCAM 均明显降低〔24 h TNF-α（ng/L）：119.8±28.9 比 190.2±30.4，

12 h IL-6（ng/L）：327.8±26.9 比 948.7±63.8，72 h VCAM（ng/L）：36.3±3.2 比 68.8±2.4，72 h ICAM（ng/L）：

115.6±11.6 比 129.4±8.2，P＜0.05 或 P＜0.01〕，IL-10 明显升高〔12 h（ng/L）：80.7±1.9 比 42.3±4.9，P＜0.01〕。

TNF-α 与 ICAM 呈显著正相关（UTI 组 ：r＝0.907，P＝0.050 ；对照组 ：r＝0.961，P＝0.010）。免疫组化显示，两

组制模后 0.5 h 心肌细胞基本无 ICAM-1 阳性表达 ；12 h 时对照组 ICAM-1 阳性表达增加，UTI 组有少量表达 ；

72 h 时两组 ICAM-1 表达均明显增加。结论 UTI 通过调节促炎因子、抑炎因子及黏附分子的表达，改善微血

管通透性从而起到保护内皮细胞功能的作用。
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【Abstract】 Objective　To approach the effect of ulinastatin (UTI) on protection of vascular endothelial cells in 
rats with sepsis and its mechanism.  Methods  Fifty-two Sprague-Dawley (SD) male rats were randomly divided into a 
normal saline pretreatment group (control group) and a UTI pretreatment group (UTI group), each group n = 26. The rats 
in two groups were given lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg) intra-peritoneal injection for the establishment of rat septic 
models. In UTI group, 18 hours before LPS injection, intraperitoneal injection of UTI 100 kU/kg dissolved in 5 mL normal 
saline was given, while in the control group, 3 hours before LPS injection, intraperitoneal injection of 5 mL normal saline 
was given to the rats for pretreatment. Respectively, at 0.5, 2, 4, 12, 24, 72 hours after model establishment, tail venous 
blood and myocardial tissue were taken. The levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukins (IL-6, IL-10), 
vascular cell adhesion molecule (VCAM) and intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) were detected by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA); the correlation between TNF-α and ICAM-1 was analyzed; the expression of 
ICAM-1 in myocardial cell was determined by immunohistochemistry.  Results  After model establishment, the levels 
of TNF-α, IL-6, IL-10, ICAM and VCAM in two groups were gradually increased, reaching the peaks at 24, 12, 12, 72, 
72 hours, respectively. Compared with control group, the levels of TNF-α, IL-6, ICAM-1, VCAM of UTI group were 
significantly lower at various time points [24 hours TNF-α (ng/L): 119.8±28.9 vs. 190.2±30.4, 12 hours IL-6 (ng/L): 
327.8±26.9 vs. 948.7±63.8, 72 hours VCAM (ng/L): 36.3±3.2 vs. 68.8±2.4, 72 hours ICAM-1 (ng/L): 115.6±11.6 
vs. 129.4±8.2, P < 0.05 or P < 0.01], IL-10 was significantly increased [12 hours (ng/L): 80.7±1.9 vs. 42.3±4.9, P < 
0.01]. TNF-αwas positively correlated to ICAM significantly (UTI group: r = 0.907, P = 0.050; control group: r = 0.961, 
P = 0.010). Immunohistochemistry showed that after modeling for 0.5 hour, basically no positive expression of ICAM-1  
in myocardial cells was found in the two groups; in the control group, at 12 hours the positive expression of ICAM-1 
was increased, and in UTI group, a little expression of ICAM-1 was seen; at 72 hours, the expression of ICAM-1 was 
significantly increased in both groups.  Conclusion  UTI can protect the function of endothelial cells in rats with 
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sepsis by regulating the expressions of proinflammatory cytokine, anti-inflammatory cytokine, adhesion molecules, and 
improving the microvascular permeability.

【Key words】  Sepsis;  Ulinastatin;  Endothelial cell;  Adhesion molecule;  Rat

 脓毒症（sepsis）是由感染引起的全身炎症反应

综合征（SIRS），涉及复杂的炎症反应、凝血功能障

碍、微循环功能障碍及组织器官损伤等。内皮细胞

作为全身炎症反应的第一道保护屏障，其结构和功

能的完整性对脓毒症的进展有重要作用。乌司他丁

（UTI）是从人尿液中提取的一种广谱蛋白酶抑制剂，

可以抑制多种蛋白酶的活性，减少各种炎性因子的

生成和释放，拮抗炎症反应［1-2］。本研究拟通过观

察 UTI 对脓毒症大鼠炎性因子和黏附分子的影响，

探讨 UTI 对脓毒症大鼠内皮功能的影响，现将结果

报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物、药物及试剂 ：选择健康雄性 SD 大

鼠 52 只，体质量（250±35）g，由浙江中医药大学动

物实验中心提供，动物合格证号 ：SCXK2013-0016。

UTI 由广东天普生化医药股份有限公司提供（规格：

100 kU/ 瓶，批号 ：国药准字 H19990134），用生理盐

水配制成 20 kU/mL。脂多糖（LPS，L4130）购自美

国 Sigma 公司 ；酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒

由美国 eBioscience 公司提供。

1.2 实验分组及处理 ：按随机数字表法将大鼠分为

UTI 预处理组（UTI 组，n＝26）和生理盐水预处理组

（对照组，n＝26）。两组均腹腔注射 LPS 10 mg/kg 诱

导大鼠脓毒症模型 ；UTI 组于 LPS 注射前 18 h 腹腔

注射 UTI 100 kU/kg（溶于 5 mL 生理盐水中），对照

组于 LPS 注射前 3 h 腹腔注射 5 mL 生理盐水。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学要求。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 动物大体观察 ：制模成功后，两组分别随机

选取 8 只大鼠，观察活动、进食、竖毛、腹泻、眼球凹

陷、呼吸等情况。

1.3.2 炎性因子及黏附分子检测 ：剩余大鼠分别于

制模后 0.5、2、4、12、24、72 h 各时间分别收集 3 只

大鼠的尾静脉血，4 ℃静置分离血清，置于 -80 ℃保

存，采用 ELISA 检测肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白

细胞介素（IL-6、IL-10）及细胞间黏附分子（ICAM）、

血管细胞黏附分子（VCAM）的水平，并分析 TNF-α

与 ICAM-1 的相关性。收集血清后取心肌组织制作

冰冻切片，采用免疫组化法检测 ICAM-1 蛋白表达。

1.4 统计学方法 ：采用 SPSS 17.0 软件进行统计学

处理，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组

间比较用 t 检验；相关分析采用 Pearson 相关性检验；

P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般情况 ：制模后两组大鼠一般情况类似，均

有竖毛、进食减少、疲倦、腹泻、眼周分泌物增多等表

现，但 UTI 组较对照组动物灵活，活动度增加等。

2.2 两组血清炎性因子水平变化比较（表 1）：两组

TNF-α 浓度逐渐升高，24 h 达高峰 ；IL-6 浓度于 

0.5 h 开始升高，12 h 达峰值，随后 UTI 组呈下降趋

势，对照组浓度居高不下 ；IL-10 浓度于 2 h 开始

显著升高，12 h 达峰值，随后呈下降趋势。与对照

组比较，UTI 组各时间点 TNF-α、IL-6 显著下降，

IL-10 显著升高（P＜0.05 或 P＜0.01）。 

表 1 UTI 预处理对脓毒症大鼠血清炎性因子和黏附分子的影响（x±s）

指标 组别 动物数（只） 制模后 0.5 h 制模后 2 h 制模后 4 h 制模后 12 h 制模后 24 h 制模后 72 h 

TNF-α（ng/L） 对照组 3 21.6±3.8 69.2±  3.2 74.8±  6.9 120.2±43.8 190.2±30.4 159.7±10.5

UTI 组 3 14.8±2.5 a 48.8±  3.9 b 56.3±  4.2 a 106.4±65.8 a 119.8±28.9 a 112.3±10.2 a

IL-6（ng/L） 对照组 3 145.4±5.9 343.7±18.8 458.2±35.7 948.7±63.8 841.4±60.7 898.7±34.9

UTI 组 3 118.7±4.6 b 224.6±22.4 a 273.3±28.3 b 327.8±26.9 b 306.2±  6.5 a 278.3±15.6

IL-10（ng/L） 对照组 3 5.7±0.8 17.2±  1.6 22.3±  2.1 42.3±  4.9 29.7±  1.4 21.4±  2.9

UTI 组 3 11.7±0.9 a 31.9±  2.6 a 54.7±  4.8 a 80.7±  1.9 b 69.4±  3.4 b 74.3±  5.5 b

ICAM（ng/L） 对照组 3 59.3±3.6 90.1±  3.4 97.5±  4.2 108.3±  2.4 123.5±  5.2 129.4±  8.2

UTI 组 3 39.7±3.5 a 81.7±  2.9 b 84.5±  3.8 a 91.5±  1.9 a 98.9±  7.4 a 115.6±11.6 a

VCAM（ng/L） 对照组 3 20.1±1.1 32.6±  3.2 38.3±  2.4 46.2±  1.8 54.4±  1.8 68.8±  2.4

UTI 组 3 15.4±0.7 b 22.7±  1.8 a 25.9±  1.5 a 31.1±  2.6 b 24.3±  3.0 b 36.3±  3.2 b

注 ：与对照组同期比较，aP＜0.05，bP＜0.01
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2.3 两组血清黏附分子水平变化比较（表 1）：两组

黏附分子 ICAM-1、VCAM-1 均于制模后 2 h 开始升

高，且随感染时间延长逐渐升高，至 72 h 达峰值 ；但

UTI 组各时间点 ICAM-1、VCAM-1 均较对照组显

著下降（P＜0.05 或 P＜0.01）。 

2.4 TNF-α 与 ICAM-1 相关性分析 ：UTI 组（r1＝ 

0.907、P1＝0.050）和 对 照 组 中 TNF-α 与 ICAM-1

均呈显著正相关（r2＝0.961、P2＝0.010）。

2.5 心肌细胞 ICAM-1 蛋白表达（图 1）：免疫组化

法检测 0.5、12、72 h 心肌细胞 ICAM-1 表达，阳性

物质呈黄色、棕黄色颗粒。两组制模后 0.5 h 心肌细

胞基本无 ICAM-1 阳性表达 ；12 h 对照组 ICAM-1

阳性表达增加，UTI 组少量表达 ；72 h 两组 ICAM-1

表达均明显增加。

在脓毒症早期，细胞内毒素刺激巨噬细胞及其他炎

性细胞释放大量 TNF-α，而 TNF-α 又可以刺激炎

性细胞分泌 IL-6、IL-1 等炎性介质，从而引起炎症

反应放大，炎性介质过度释放，导致组织器官损伤。

本研究结果显示，制模后脓毒症大鼠 TNF-α 显著

升高，在 24 h 达到峰值，UTI 预处理可使 TNF-α

明 显 下 降。IL-10 是 一 种 抗 炎 因 子，可 以 抑 制 巨

噬细胞、单核细胞的活性，减少炎性介质 TNF-α、

IL-6 等的释放，而本实验中制模后两组脓毒症大鼠

IL-10 均升高，且 UTI 组较对照组升高更显著。研

究发现，UTI 治疗多器官功能障碍综合征（MODS）

患者，可使 TNF-α、IL-6、IL-8 等炎性因子浓度较

常规治疗明显下降［8-11］，这与本实验研究结果是一

致的。UTI 可以显著降低炎性介质的释放，减轻炎

症反应，其机制可能为 ：一方面，UTI 是一种广谱蛋

白酶抑制剂，可以抑制多种蛋白酶的活性，如粒细

胞弹性蛋白酶、透明质酸酶等，减轻组织细胞损伤，

从而阻断炎症反应的恶性循环，减少炎性介质的产 

生［12-14］；另一方面，UTI 通过促进抗炎因子 IL-10

的表达，抑制炎症免疫应答作用，对抗炎性因子，维

持抗炎与促炎因子之间的平衡，防止过度炎症反应。

 ICAM-1 又称 CD54，是黏附分子免疫球蛋白超

家族的主要代表。生理状态下，内皮细胞可少量表

达 ICAM-1，当受到 TNF-α、氧化物、IL-1、γ- 干

扰素或 LPS 等刺激时，内皮细胞表面在数小时后迅

速增加表达上调的 ICAM-1 与其白细胞表面配体

的相互作用，引起中性粒细胞和内皮细胞的黏附反

应，加重由白细胞介导的炎症病理损伤，使白细胞黏

附于血管内皮表面而形成小栓子，阻塞毛细血管，

导致微循环障碍［15］。ICAM-1 过量表达是内皮细

胞损伤、血管通透性增高、血气屏障破坏的重要因 

素［16-17］。研究证实，心肺复苏术后患者应用乌司他

丁可以下调 ICAM-1 的表达［18］。本研究观察到，随

着感染时间的延长，ICAM 表达明显升高，同时还观

察到 ICAM 与 TNF-α 的表达呈显著相关性，这与

1997 年 Mandi 等［19］研究中发现经 TNF、粒 / 巨噬细

胞集落刺激因子（GM-CSF）和金黄色葡萄球菌的刺

激，ICAM-1 的表达是增加的，TNF-α 是 ICAM-1

有效诱导剂的结论是一致的。

 综上所述，UTI 对脓毒症所致血管内皮细胞损

伤有一定的保护作用，其机制一方面是通过抑制炎

症反应，减少炎性介质的释放，促进抗炎因子表达，

防止过度炎症反应 ；另一方面是通过下调黏附分子

的表达，抑制炎性细胞与内皮细胞的黏附反应，降低

3 讨 论

 脓毒症是感染所引起的 SIRS，目前广泛认为其

发生发展与炎性介质的大量释放、凝血系统过度激

活等密切相关。内皮细胞作为全身炎症反应侵袭的

第一屏障，感染初期，在 IL-6、TNF-α、LPS 等炎性

介质刺激下活化，内皮细胞黏附分子表达上调，细胞

间隙增大，血管通透性增加，淋巴细胞浸润增多，协

助机体的炎症反应。如果炎症反应持续存在，血管

活性物质不断释放，激肽系统激活，可导致内皮细胞

严重损伤，器官的稳态被打破，最终导致器官功能衰

竭［3-4］。近年来研究发现 UTI 可以降低脓毒症患者

病死率，其具体机制尚不明确［5-7］。

 TNF-α 是脓毒症发生发展中重要的促炎因子。

图 1 光镜下观察 UTI 预处理对脓毒症大鼠心肌
ICAM-1 的表达的影响（免疫组化 高倍放大）

1 ：对照组 ；2 ：UTI 组 ；

A ：制模后 0.5 h ；B ：制模后 12 h ：C ：制模后 72 h
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微血管的通透性，改善循环状态，从而减轻对各组织

器官的损伤。
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·书讯·

《热射病防治技术手册》由人民军医出版社出版发行

  中国人民解放军第四〇一医院重症医学科李海玲教授组织主编的《热射病防治技术手册》由

人民军医出版社出版发行，全国各地新华书店均有售，定价 ：25.0 元 / 本。

  《热射病防治技术手册》是一部热射病防治方面的工具书，共 11 章约 17 万字。详细阐述了热

射病的流行病学特点、发病原因、病理生理机制、临床表现、辅助检查、诊断、监测技术、现场急救与

后送、治疗方案、预防与健康宣教、护理、预后及管理策略等。

  本书内容简明实用，指导性强，可以作为基层部队卫生预防宣教、急救后送指导教材，以及供

二、三线医院救治热射病参考。

《腹部心肺复苏学》由人民军医出版社出版发行

  武警总医院急救医学中心主任王立祥教授主编的《腹部心肺复苏学》由人民军医出版社出版

发行，全国各地新华书店均有售，定价 ：198.0 元 / 本，购书服务电话 ：4006-120-160。

  《腹部心肺复苏学》是国内外第一部系统阐述腹部心肺复苏（CPR）的大型专著。第一篇全面

论述了腹部 CPR 的概念、范畴、特征与途径，深度解析了腹部 CPR 的解剖生理基础以及“腹泵”等

参与复苏的“多泵机制”原理，着重诠释了腹部提压 CPR 的研究与转化。第二篇系统归纳总结了

腹部 CPR 的实验研究结果与临床实践案例。第三篇深刻揭示了 CPR 研究的现状、技术及趋势，从

整合医学的全新理念出发，揭示腹部 CPR 的内在规律。本书内容翔实，科学性强，对于从事临床医

学与基础医学的医界同仁具有重要的阅读价值。


