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乌司他丁对脓毒症大鼠血浆高迁移率族蛋白B1水平的影响
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【摘要】 目的 观察乌司他丁(UTI)对脓毒症大鼠高迁移率族蛋白B1(HMGBl)水平的影响。方法采

用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备脓毒症大鼠模型。将105只大鼠随机分为假手术组、脓毒症组和UTI组，每组

35只。UTI组于制模成功后立即腹腔注射UTI 20 kU／kg，12 h注射1次，连用3 d。3组分别于CLP后1、3和

7 d各活杀5只大鼠，采用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测血浆HMGBl水平}余下的20只大鼠观察

术后1、3、7 d死亡率。结果 与假手术组比较，脓毒症组术后1、3和7 d血浆HMGBl水平均显著升高

(P<o．05或P<O．01)；UTI组各时问点血浆HMGBl水平较脓毒症组显著下降(P<0．05或P<0．01)，但术

后1 d、3 d仍高于假手术组(P均<o．05)。UTI组大鼠术后3 d和7 d的死亡率显著低于脓毒症组E3 d：30％比

70％，7 d：50％比85％，P均<O．053。结论UTI能显著抑制晚期炎症介质HMGBI的释放，对脓毒症具有较

长时间的“治疗窗”。
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[Abstract]Objectlve To investigate the effects of ulinastatin(UTI)on the plasma level of high

mobility group box 1(HMGBl)protein in septic rat．Methods Cecal ligation and perforation(CLP)method

was used to establish septic rat models．One hundred and five rats were randomly divided into three groups：

sham operation group(A，n=35)，CLP group(B，行=35)and CLP+UTI group(C，n一35)．Group

A received sham operation and the others underwent CLP operation．In the C group，after the model was

formed the rat received intraperitoneal injection of UTI 20 kU／kg，once every 12 hours for sequential 3 days，

and in the other two groups，similar amount of normal saline was intraperitoneany injected．Five rats in each

group were sacrificed on the 1st，3rd and 7th day after operation，respectively．The concentration of HMGBl

protein in plasma was assessed by Western blotting．The remaining 20 rats in each group were observed for

the mortality in rats at the time points of 1st，3rd and 7th day．Results Compared to those in A group，the

plasma HMGBl protein levels were increased obviously on the 1st，3rd and 7th day after operation in group B

(P<O．05 or P<0．01)．Compared with group B，the HMGBl protein levels were markedly reduced in group

C at different time points after operation(P<O．05 or P<O．01)，but they were slightly higher than those in A

group on the ist and 3rd day(both P<O．05)．Furthermore，the rat mortalities in group C were much lower

on the 3rd and 7th day in comparison with those in group B(3 dl 30％vs．70％，7 d：50％vs．85％，both

P<O．05)．Conclusion This study shows that UTI injection may markedly inhibit the later release of

pro-inflammatory cytokine，plasma HMGBl protein，thus it may prolong the time for treatment in septic rat．
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目前对脓毒症的发病机制尚未完全阐明，但炎

症介质无疑在其中起到关键作用，所以通过调整炎

症介质网络，改善脓毒性休克患者的预后，一直是研

究热点。研究发现，脂多糖(LPS)和肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)等炎症细胞因子可刺激机体产生高迁移率
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族蛋白B1(HMGBl)，HMGBl可能作为一种晚期

炎症介质参与致死性全身炎症反应和脓毒症的病理

生理过程n]。一系列药效动力学研究和临床研究表

明，抗炎药物乌司他丁(UTI)具有抑制多种蛋白、糖

和脂类水解酶的活性以及抑制炎症介质过度释放的

作用[2-3]。本研究中拟采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制

备脓毒症大鼠模型，观察UTI是否对晚期炎症介质
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HMGBl具有拮抗作用。

1材料与方法

1．1动物分组与CLP模型制备：雄性SD大鼠(由

中山大学北校区实验动物中心提供)，体重200～

250 g。给大鼠称重、编号，禁食12 h，按随机数字表

法分为假手术组、脓毒症组、UTI组3组，每组

35只。采用CLP制备脓毒症大鼠模型：用质量分数

为3％的戊巴比妥(30 mg／kg)腹腔注射麻醉大鼠，

无菌条件下开腹，在距盲肠末端1 am处用7-0丝线

结扎盲肠，用22G针头贯穿盲肠3次，注意避免粪

便污染，用生理盐水2 m1湿润肠管，并按生理位置

还纳；术毕逐层关腹，腹壁皮下注射林格液50 ml／kg

抗休克，术后自由进食水。假手术组无菌状态下开腹

寻找到盲肠后再将其还纳腹腔，然后逐层关腹。各组

术后立即腹腔注射生理盐水2 ml，12 h重复1次，

连用3 d；UTI组术后立即腹腔注射UTI 20 kU／kg

加生理盐水2 ml，12 h注射1次，连用3 d。3组于术

后1、3和7 d各活杀5只大鼠留取标本，余下的

20只大鼠观察术后1、3和7 d的死亡率。

1．2血浆HMGBl的检测：用蛋白质免疫印迹法

(Western blotting)检测血浆HMGBl含量，按试剂

盒说明书步骤操作：血浆中加入蛋白提取液，离心

20 min，取上清液，采用二喹林甲酸(BCA)蛋白测定

试剂盒(美国Bio—Rad公司)测定蛋白质浓度；再将

提取的蛋白等量加样，经质量分数为10％的十二烷

基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)、转

膜，用含质量分数为5％牛血清白蛋白(BSA)的血

清封闭液(TBST)室温封闭1 h后，依次加入山羊抗

HMGBl多克隆抗体(美国Santa Cruz公司)、羊抗

大鼠磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)多克隆抗体，4℃

孵育过夜，加辣根过氧化物酶(HRP)标记的IgG二

抗(美国Sigma公司)37℃孵育1 h；洗膜后显色，用

凝胶成像和化学发光图像分析系统(美国Alpha

Innotech公司)扫描分析结果。

1．3统计学处理：计量资料的实验数据以均数士标

准差(z土s)表示，采用SPSS 11．5统计软件包进行

t检验、X2检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 UTI对脓毒症大鼠血浆HMGBl水平的影响

(表1)：与假手术组比较，脓毒症组术后1、3和7 d

血浆HMGBl水平均显著升高(P<0．05或P<

0．01)。UTI组术后1、3和7 d血浆HMGBl水平均

显著低于脓毒症组(P<0．05或P<0．01)；但术后

1 d、3 d时仍显著高于假手术组(P均<O．05)。

表1 UTI对脓毒症大鼠血浆HMGBl水平的

影响(王土$，一=5)

注：与假手术组比较，。P<o．05，。．P<o．01；与脓毒症组比较，

ep<o．05。4P<0．Ol

2．2 UTI对脓毒症大鼠死亡率的影响(表2)：假手

术组术后各时间点均无死亡大鼠。脓毒症组和UTI

组随术后时间的延长，大鼠死亡率均逐渐增加，但

UTI组增加的幅度明显低于脓毒症组，术后3 d和

7 d，UTI组动物死亡率显著低于脓毒症组(弼d=

6．40，xz d=5．58，尸均<O．05)。

袭2 UTI对脓毒症大鼠死亡率的影响

注：与脓毒症组比较，。P<O．05

3讨论

尽管抑制早期炎症介质如TNF、白细胞介素一1

(IL一1)治疗脓毒症的动物实验取得成功，但临床试

验未能改善脓毒症患者的生存率，甚至使患者的病

死率增加n喃]。原因可能与炎症介质的多样性和炎症

网络的复杂性有关，尤其是针对新近发现的晚期炎

症介质HMGBl的研究为解开这一困惑提供了新的

思路。1999年Wang等哺3首先发现HMGBl释放到

胞外后可介导炎症反应，将其归类为内毒素血症和

脓毒症的晚期炎症介质。近年有研究显示，HMGBl

与全身炎症反应综合征(SIRS)及脓毒症的发生发

展密切相关，而且HMGBl表达水平与脓毒症严重

程度及预后也相关[7]。单核／巨噬细胞、垂体细胞受

内毒素、IL一1、TNF刺激后均能释放HMGBl，而

HMGBl也可刺激单核／巨噬细胞释放致炎因子，如

TNF、IL—la、IL一1p等哺]。因此，HMGBl已成为抗炎

治疗的新靶点[6,8-9]。在感染24 h内给予HMGBl抗

体仍可明显改善脓毒症动物的症状及死亡率[1引，其

治疗“时间窗”在所有炎症因子中是最宽的。因此，

HMGBl作为炎症性疾病的重要晚期炎症因子，抑

制其作用对炎症性疾病实验动物具有明显的保护作
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用，为临床治疗脓毒症、脓毒性休克及多器官功能障

碍综合征(MODS)等开辟了新途径。

本研究结果表明，UTI在脓毒症模型大鼠制模

后各时间点对晚期炎症介质HMGBl均有抑制作

用，并且能明显降低脓毒症大鼠各时间点的死亡率，

说明其在脓毒症发病全过程中均可使用。UTI这种

具有较长“时间窗”的特点，无疑使其与其他专门抑

制TNF和IL一1药物相比更具有优势。尽管脓毒症

发病过程有关信号转导的机制未能完全阐明，但

UTI在治疗脓毒症时明显的治疗效果及无毒性等

优点，充分说明了UTI用于治疗脓毒症具有较好的

前景，值得继续进行研究和探索。
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