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失血性休克大鼠器官组织中促炎细胞因子表达及 

释放的时相性研究 

刘勇军 毛恩强 李磊 汤耀卿 张圣道 

【摘要】 目的 探讨休克后促炎细胞因子表达释放的时相性变化。方法 8o只SD大鼠被随机分为失血 

性休克组(40只)和对照组(40只)。于休克后3O、6O和 90 min及复苏后30 min和 90 min各处死 8只大鼠，采 

用 逆转 录一聚合酶链反应 (RT—PCR)检测失血性休克后各时间点肠、肝、肺组织 内肿瘤坏死 因子一a 

(TNF—a)、白细胞介素一16(IL一16)、IL一6的mRNA表达，采用酶联免疫吸附试验(ELISA)双抗体夹心法测 

定血清中TNF—a、IL一6的含量。结果 ①休克30 min时，肠、肝、肺组织中促炎细胞因子的mRNA表达均未 

见升高；休克 60 min肠道首先出现 TNF—a mRNA表达升高(PG0．05)，而肝脏在休克 90 min时表达开始升 

高 (PG0．01)，肺脏则在复苏后 30 min表达开始升高(PG0．05)。复苏后 90 min肠、肝、肺组织中 TNF—a 

mRNA表达仍高于对照组 均GO．01)。TNF—a mRNA在肠、肝、肺内的表达升高最早，其后才是 IL一1p 

mRNA和 IL一6 mRNA。②休克 30 rain门静脉血和下腔静脉血中TNF—a、IL一6的含量与对照组比较差异 

均无显著性，而休克 60 min时门静脉血中TNF—a含量显著升高(P<O．05)；休克 90 min、复苏后 30 min和 

90 rain门静脉血和下腔静脉血中TNF—a、IL一6含量均较对照组显著升高(P均G0．01)。结论 失血性休克 

时细胞因子的释放顺序是肠道、肝脏和肺脏，推测存在“肠一肝一肺”细胞因子释放轴。 
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[Abstract] Objective To study the kinetics of expression and release of major pro—inflammatory 

cytokines in the vital organs after hemorrhagic shock．Methods Eighty Sprague—Dawley (SD)rats were 

randomly divided into hemorrhagic shock group ( 一 40)and control group ( 一 40)． Eight rats were 

sacrificed at 30， 60 and 90 minutes respectively after shock and 30 and 90 minutes respectively after 

resuscitation．The expressions of mRNA of tumor necrosis factor—a(TNF—a)，interleukin一16(IL一16)。 

and IL一6 in intestine。liver。lung tissues were assessed by reverse transcription—polymerase chain reaction 

(RT —PCR)，and the release of TNF —a and IL 一6 in blood serum were determined by enzyme—linked 

immunosorbent assay (ELISA)．Results ① The pro—inflammatory cytokines were not increased in 

intestine。liver and lung tissues at 30 minutes after shock． The TNF —a mRN『A expression was first 

uD—regulated in the intestine at 60 minutes after shock < 0．05)，followed by the liver at 90 minutes after 

shock (P< O．01)and then the lung at 30 minutes after resuscitation (P < O．05)． The TNF —a mRNA 

expressions in intestine．1iver and lung tissues were higher at 90 minutes after resuscitation compared with 

those of control group (all P< O．01)．The expressions of mRNA of TNF —a，IL 一1B，IL 一6 in the vital 

organs could be successively increased after hemorrhagic shock and resuscitation，with the TNF—a mRNA 

expression being the earliest，followed by the IL一16 mRNA and IL一6 mRNA．②The levels of TNF—a 

were increased in portal bloodstream prior to peripheral blood，and TNF—a preceded IL 一6 at 60 minutes 

after shock (P<O．05)，while there were no significant differences in the levels of TNF —a and IL一6 in 

portal bloodstream and peripheral blood at 30 minutes after shock，but they were higher than those of control 

group at 90 minutes after shock and at 30 and 90 minutes after resuscitation (all P< 0．01)．Conclusion 

There is gut—-liver—-lung axis in the kinetics of expression and release of major pro——inflammatory cytokines 

after hemorrhagic shock． 
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失血性休克导致细胞因子过度释放是全身炎症 

反应综合征(SIRS)、急性呼吸窘迫综合征(ARDS) 

以及多器官功能障碍综合征(MODS)的主要病理生 

理基础。细胞因子是炎症反应中的重要信使分子，在 
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局部炎症反应失控导致器官损害时，损伤组织内部 

炎症介质水平与病理损伤密切相关。在 MODS的发 

生过程中，肠、肝、肺既是炎症因子的重要释放器官， 

又是炎症因子作用的靶器官“ 。在休克状态下，肠道 

成为细菌／内毒素的储库，是全身炎症反应的“始动 

器官” ；肝脏中含有机体大部分的单核／巨噬细胞， 

是细胞因子的产地和储库。 ；肺脏是全身炎症反应 

导致器官损伤过程中最早出现临床症状的器官H 。 

临床工作中发现，早期改善肠道功能可明显降低 

MODS的发生率，因此推测细胞 因子的释放在肠、 

肝、肺之间互相调节。本研究通过检测失血性休克大 

鼠不同时间点肠、肝、肺组织中主要促炎细胞因子， 

如肿瘤坏死因子～a(TNF—Q)、白细胞介素一1 

(IL一1G)、IL一6的mRNA表达，探讨 SIRS失控致 

MODS的病理过程中这些炎症因子在肠 、肝 、肺之间 

的释放顺序。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组：选择 SPF级雄性健康成年 

SD大鼠8O只，体重 25O～300 g，5～6周龄，购于上 

海 BK实验动物有限公司。按随机数字表法分为休 

克组(40只)和对照组(40只)。 、 

1．2 休克模型制备：参照文献(53方法制备大鼠休 

克模型。用戊 巴比妥钠 (5O mg／kg)腹 腔注射麻醉 

后，无菌条件下行一侧颈动脉插管，经三通管分别连 

接多导生理记录仪监测动脉血压，并连接注射器 

(内含肝素盐水)以供放血。缓慢放血至平均动脉压 

(MAP)达到 30 mm Hg(1 mm Hg—o．133 kPa)，维 

持 90 min后，回输失血和与失血等量 的林格液。对 

照组除无失血及复苏外其他处理同休克组。分别于 

休克3O、6O和90 min，以及复苏后30 min和 6O min 

各处死 8只动物，分别取门静脉血和下腔静脉血，离 

心分离血清，于一8O℃保存；取肠、肝、肺组织装入体 

积分数为 0．1 的焦碳酸二乙酯(DEPC)水处理过 

的冻存管中，一8O℃保存备用。 

1．3 检测指标和方法 

1．3．1 监 测指标：测定各时 间点组 织 内TNF—a、 

IL一1 、IL一6的 mRNA表达，以及门静脉血和下 

腔静脉血内TNF—a、IL一6的含量。 

1．3．2 检测方法 

1．3．2．1 TNF—a、IL一1』3、IL～6的 mRNA表达： 

采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法测定。 

冰上组织匀浆一步法总 RNA提取试剂(Trizo1)提 

取组织总RNA，紫外分光光度计测定 RNA纯度含 

量，并进行 RNA电泳鉴定其完整性，以Oligo(dT) 
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为引物逆转录成 eDNA后进行 PCR。引物设计：从 

网址 www．ncbi．nlm．nig．gov的 Genebank中检 出 

大鼠的TNF—a、IL一1 、IL一6基因eDNA序列，用 

primer5．0软件设计引物，以 —actin作为内参照。 

PCR产物经质量分数为 1．5 的琼脂糖凝胶电泳后 

Biolmage凝胶分析系统进行半定量分析(以目的基 

因的灰度值／内参照的灰度值)。基因编号、引物序列 

和扩增长度见表 1。 

表 1 促 炎细胞 因子的基因序列 

Table 1 Data of primer gene sequence of 

pro—inflamm atory cytoMnes 

注：F：上游引物序列 ；R：下游引物序列 ；Tm：退火 温度 

1．3．2．2 血清 TNF—a、IL一6含量测定：离心分离 

血清后，于一8O℃下保存，采用酶联免疫吸附试验 

(ELISA)双抗体夹心法测定。按照试剂说明书要求 

采用四参数方法绘制标准曲线，用CurveExpert1．3 

软件拟合标准曲线。 

1．4 主要实验试剂和仪器：MPA多道生物信号分 

析系统(上海奥尔科特生物科技公司)；Trizol试剂 

(美国Invitrogen公司)；逆转录试剂盒(美国Proge— 

ma公司)，PCR试剂盒(美国Progema公司)；大鼠 

TNF ELISA试 剂盒 (美 国 Biosouree公 司)，大 鼠 

IL一6 ELISA试剂盒(美国Endogen公司)；引物合 

成(上海生工公司)。 

1．5 统计学方法：实验数据以均数士标准差( 士s) 

表示，使用 SPSS11．0软件分析处理，采用 t检验， 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 ‘ 

2．1 组织TNF—a mRNA表达(图1)：休克30 min 

时，各组织 TNF—a mRNA表达 比较差异均无显著 

性。休克 60 min肠组织中TNF—a mRNA表达首 

先升高(P<0．05)，休克 90 min肝组织TNF—a 

mRNA表达开始增高(P<O．05)，而肺组织在复苏 

后 30 min才开 始 出现 升高 (P<0．05)；复 苏后 

90 min时肠、肝、肺组织中TNF—a mRNA表达仍 

然显著升高，与相应对照组 比较差异均有显著性 

(P均<0．01)。 
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注 ：与 对 照 组 比 较 ： P< 0·05， P< 0．01 

图 1 各时间点肠 、肝 、肺组织 TNF—a mRNA表达变化 

Figure 1 Change of expression of TNF —a mRNA of intestine， 

liver and lung tissues at different time points 

2．2 组织IL一1p mRNA表达(图 2)：休克 3O min 

和 60 min各组织 IL一1p mRNA表达均无明显升 

高，休克 90 min后在肠、肝组织中表达开始升高，复 

苏后 3O min肠、肝、肺组织中表达均明显升高，复苏 

后 9O min仍保持较高水平(P<O．05或 P<O．01)。 

1．6卜 -◆-休 直 组肠 组织 

2．3 组织IL一6 mRNA表达(图3)：休克 3O、6O和 

90 min在肠、肝、肺组织中均未出现 IL一6 mRNA表 

达增加，复苏后 30 min肝组织中 IL一6 mRNA 表达 

升高，复苏后 90 rain肠、肝、肺组织 IL一6 mRNA表 

达均显著高于相应对照组(P<O．05或P％0．01)。 

-◆-休克组肠组织 

休 克 休 克 休 克 夏 后 复 苏后 
30 min 60 min 90 min 30 min 90 mi“ 

时间 

注{与对照组 比较 ： P<o．05， P<o．Ol 

图3 各时间点肠、肝、肺组织IL一6 mRNA表达变化 

Figure 3 Chan ge of expression of  IL 一6 mRNA of intestine， 

liver and lung tissues at different time points 

2．4 血清TNF—a水平(表2)：休克 30 min f-j静脉 

血和下腔静脉血中TNF—a水平均无明显升高，休 

克 60 min时门静脉血中 TNF—a较对照组明显升 

高(P<0．05)，在复苏后 30 rain达到高峰，复苏后 

90 rain开始下降，但仍高于对照组水平(P<O．01)。 

下腔静脉血中TNF—a在休克 90 rain才显著升高 

(P<O．01)，复苏后 30 min达高峰，复苏后 90 rain开 

始下降，与对照组比较差异均有显著性(P均<O．01)。 

2．5 血清IL一6水平(表 3)：休克30 rain和60 rain 

门静脉血和下腔静脉血中 IL一6水平均未出现升 

高，休克 90 rain f-j静脉血和下腔静脉血中IL一6均 

显著升高(P均<O．01)，至复苏后 90 rain仍继续升 

高(P均<O．01)。 
表 2 各 时间点血清 中 TNF—a表达水平 ( ± ，Jl一8) 

TaMe 2 Expression of serum TNF—a at different time points(x+s，Jl一8) ng／L 

注：与对照组比较： P<o．05， P<O．Ol 

表3 各时间点血清中IL一6表达水平( ± ，Jl一8) 

Table 3 Expression of serum IL一6 at different time points(x~s，Jl一8) ng／L 

注：与对照组比较： P<o．Ol 

叶 ， ●叶 

●  O  O  O  O  O  O  O  O  

《Z III口● H 
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3 讨 论 

休克引起MODS的过程中首先要经历SIRS阶 

段 ，在参与 SIRS的众多炎症介 质 中，最 主要 的是 

TNF—a、IL一1p、IL～6等，研究发现炎症介质和死 

亡率关系最为密切 。TNF—a、IL—lp、IL～6之间有 

相互协同作用，TNF—a可刺激单核／巨噬细胞产生 

IL一1、IL一6，并呈剂量依赖性。目前认为失血性休 

克早期释放的TNF～a是炎症反应的启动因子，上 

调其他细胞因子的产生。此外，IL一1可诱导单核／ 

巨噬细胞释放TNF—a、IL一6；但IL一6则可下调单 

核细胞合成 TNF—a和 IL—l而促进 IL—l0的产 

生 。TNF～a、IL一1p和 IL一6在 SIRS发生发展的 

病理过程 中起重要作用 。 

失血性休克致 MODS过程中最常见累及的器 

官是肠、肝、肺，这是由它们的解剖位置和生理功能 

决定的；而且肠、肝、肺等重要器官均可表达释放细 

胞因子 。肠道含有大量的细菌及其产物内毒素， 

由于正常情况下肠道有机械屏障、黏膜屏障、化学屏 

障、生物屏障、免疫屏障等生理屏障，从而维持正常 

的肠道功能。失血性休克时，肠道绒毛顶部的黏膜细 

胞对缺血非常敏感而易于损伤、坏死、脱落，引起细 

菌／内毒素移位，同时可刺激肠道上皮细胞合成、释 

放大量的炎症因子。移位的炎症因子、细菌／内毒素 

可经过门静脉进一步刺激肝、肺中的单核／巨噬细 

胞 ，引发细胞 因子“瀑布样”级联反应 。肝脏含有人体 

大约 80 的单核／巨噬细胞，可分泌大量的TNF—a 

等细胞因子。肝脏分泌的炎症因子一方面通过血液 

循环影响肺脏和其他器官；另一方面又可以随胆汁 

分泌到肠道加重肠道损伤。 。Towfigh等。 用体外 

实验证实 ，肠上皮细胞在缺氧环境下可释放细胞因 

子并影响肝脏库普弗细胞的功能，他将肠道和肝脏 

之间的细胞因子的调控机制称为“肠一肝轴”(gut— 

liver axis)。正常肺脏支气管、肺泡中含有 的大量巨 

噬细胞处于未激活状态 ，未被激活 的肺脏 巨噬细胞 

仅起着吞噬异物、清洁呼吸道的作用。炎症反应时， 

一 方面来 自肝脏分泌的炎症介质通过下腔静脉首先 

到达肺脏 ，激活肺脏巨噬细胞和淋 巴细胞，继而引发 

肺脏细胞因子表达和释放 ；另一方面肠源性的细菌／ 

内毒素超过了肝脏的解毒能力，也可以“溢出”到达 

肺脏激活肺脏巨噬细胞分泌大量的 TNF，诱发 中性 

粒细胞(PMN)扣押于肺血管床，导致 ARDS。尹华 

华等n∞研究结果显示，创伤失血后肺泡巨噬细胞分 

泌炎症因子及抗炎因子功能亢进，可引发肺部感染 

及急性肺损伤，从而导致ARDS。Callery等 ̈ 将这 
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一 肺脏损伤机制称为“肝一肺巨噬细胞轴”(hepatic— 

pulmonary macrophage axis)。 

本研究 RT—PCR结果显示，失血性休克肠、 

肝、肺组织中 ，肠道组 织 TNF—a mRNA 表达首先 

升高，随后肝组织中表达开始升高，肺组织最后升 

高。肠道细胞因子之所以最先表达释放升高，是因为 

肠道不仅是一个消化器官也是一个免疫器官。空肠、 

回肠含有大量集合淋巴组织、淋巴细胞、肠黏膜上皮 

细胞等都可以分泌细胞因子。失血性休克时，首先是 

供应内脏的血管收缩，肠黏膜对缺血非常敏感，容易 

损伤脱落，由于肠道与肠道内的细菌／内毒素接触最 

密切，因此移位的肠源性细菌／内毒素可刺激肠道表 

达分泌炎症因子 ；另外，失血性休克时缺血、缺氧 

本身(而无需细菌、内毒素)即可诱导细胞因子表达 

和释放。∞。肠道释放的细胞因子以及肠道移位的细 

菌／内毒素进一步通过门脉系统激活肝脏单核／巨噬 

细胞，引发细胞因子的级联反应，使得肝脏释放大量 

的细胞因子通过血液循环到达肺脏以及全身各个器 

官，最终引起 ARDS和MODS。这与门静脉和下腔 

静脉(外周静脉)血清中细胞因子的检测结果是一致 

的。ELISA检测血清细胞因子结果显示，门静脉血 

中的TNF—a、IL～6含量比下腔静脉血先升高，但 

下腔静脉血中TNF—a、IL一6升高的水平比门静脉 

血含量更高。门静脉主要收集胃肠道回流的静脉血， 

因此，门静脉血中的炎症因子水平主要反映肠道炎 

症因子释放；下腔静脉血主要收集全身重要器官释 

放的细胞因子特别是肝、肺等，肝脏库普弗细胞激活 

后可合成分泌大量的细胞因子，因此外周血中的细 

胞因子高于门静脉血。以上实验结果支持肠道是全 

身炎症反应“始动器官”和“原动力” 的提法。肠源 

性细胞因子和细菌／内毒素经过门静脉到达肝脏并 

激活肝脏单核／巨噬细胞；肝脏产生的细胞因子又可 

通过下腔静脉血回流心脏后，经体循环到达全身各 

个器官，进而影响肺脏和其他远隔器官，最终导致 

ARDS和 MODS。总之，本研究结果表明失血性休 

克时细胞因子的释放顺序依次是肠道、肝脏和肺脏， 

因此推测存在“肠一肝一肺”细胞因子释放轴。 

目前，也有研究表明在门静脉出现细菌／内毒素 

移位之前肠系膜淋巴结就已经出现了细菌／内毒素 

移位，并且出现 TNF—a mRNA表达增高n 。肠系 

膜淋巴液中TNF、IL一6等细胞因子含量升高，肠系 

膜淋巴管结扎可减轻肺部损伤 ”。Magnotti等n 

就推测失血性休克后肺损伤是由肠源性炎症因子通 

过肠系膜淋巴液到达肺部引起的，而不是通过“肠一 
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