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盐酸戊乙奎醚对腹腔感染脓毒症小鼠肺损伤的保护作用 

雷利荣 王焱林 贾宝辉 詹佳 王成夭 
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脓毒症／感染性休克是造成多器官 

功能障碍乃至死亡的重要原因。在脓毒 

症并发的多器官损伤中，肺脏往往是受 

累最早也是最严重的器官“ 。抗胆碱药 

用于治疗微循环障碍性疾病取得了很好 

的效果，文献 报道山莨菪碱(654—2) 

能将脓毒症的病死率降至 14 ，但其具 

体机制还不十分清楚。盐酸戊 乙奎醚 

(PHC)为新型选择性抗胆碱药，但其用 

于脓毒症／感染性休克治疗的研究尚未 

见报道。本研究利用盲肠结扎穿孔术 

(CLP)复制脓毒症／感染性休克动物模 

型，观察 PHC对肺组织超氧化物歧化酶 

(SOD)活性、丙二醛(MDA)含量和诱生 

型一氧化氮合酶(iN0S)mRNA表达的 

影响，并探讨其可能的机制。 

1 材 料与方法 

1．1 CLP模型制备：昆明雌性小鼠，体 

重(22．5±2．5)g，由武汉大学医学院实 

验动物中心提供。以 500 mg／kg的水合 

氯醛腹腔麻醉小鼠，于腹前正中作1 cm 

切口，游离肠系膜和盲肠，4—0丝线环 

形结扎盲肠根部，12号针头于盲端部位 

贯通穿孔，挤出粪便少许，还纳肠管，逐 

层缝合关腹。术毕皮下注射生理盐水 

20 ml／kg以补充丢失的液体，肌肉注射 

青霉素800 kU／kg以防止切口感染 。 

1．2 实验分组与方法：将 36只小鼠按 

随机数字表法分为假手术组、CLP组和 

PHC处理组，每组 12只。假手术组动物 

除不行盲肠结扎和穿孔外，其余步骤与 

CLP组相同；PHC处理组于制模前 1 h 

腹腔注射 PHC 0．45 mg／kg。 

1．3 观察指标及样品采集方法 

1．3．1 一般情况及大体形态学检查：观 

察动物有无萎靡、躁动、寒颤、竖毛、腹 
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泻、脓性尿及眼角分泌物增加，并观察其 

呼吸、二便、饮食和活动情况。剖腹观察 

各器官组织形态学改变。 

1．3．2 肺组 织病理学 观察 ：CLP后 6 h 

每组各处死 6只小鼠，取肺组织。一部分 

肺组织经体积分数为 4 的甲醛 固定， 

石蜡包埋、切片，苏木素一伊红(HE)染色 

后 ，用普通光学显微镜观察。另一部分肺 

组织经体积分数为 2．5 的戊二醛固定 

做电镜切片。 

1．3．3 肺组织 S0D活性和 MDA含量 

的检测 ：CLP后 12 h每组处死 6只小 

鼠，取肺组织。其中 0．5 g肺组织制成体 

积分数为 1O 的匀浆，检测 S0D活性 

和 MDA含量。S0D活性检测用黄嘌呤 

氧化酶法，MDA含量检测用硫代巴比 

妥 酸(TBA)法 。 

1．3．4 肺 组织 iN0S mRNA表 达 的检 

测：取 CLP后 12 h小鼠的新鲜肺组织， 

用含有体积分数为 1O 的焦碳酸二乙 

酯 (DEPC)和 4 的多聚甲醛磷酸盐缓 

冲液(PBS)0．1 mol／L固定，常规脱水、 

浸蜡、包埋、冰冻切片，操作步骤按试剂 

盒说明书进行。iN0S阳性染色表现为胞 

浆呈棕黄色颗粒沉着。参照 Birner等。 

的方法，以综合染色强度和染色细胞 占 

总细胞数的百分比两者积分之和来判 

断。强度积分：不染色为 0分，轻度染色 

为 1分，中度染色为 2分，强染色为 3分； 

阳性细胞占总细胞数的百分 比积分：≤ 

5 为 0分，6 ～ 25％为 1分，26 ～ 

5O％为 2分，51 ～75 为 3分，>75 

为 4分。上述两项评分相加，每个标本观 

察 1O个视野，取其平均值。结果的判定 

由两位不知分组情况的病理医生进行。 

1．4 统计学处理：采用 SPSS11．5统计 

软件进行分析，计量资料以均数±标准 

差(z± )表示，组问比较采用成组设计 

资料的 t检验，P<0．05为差异有统计 

学意义。 

2 结 果 

2．1 一般情况及组织大体形态学检查： 

CLP组动物术后逐渐出现萎靡、躁 动、 

竖毛、寒颤、腹泻、脓性尿及眼角分泌物 
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增加等表现，术后动物苏醒慢，精神极 

差，卧不动，呼吸急促、呼吸困难，口唇发 

绀，部分小鼠鼻腔内流出血性泡沫状分 

泌物，毛发湿，饮食、水极少，二便量少且 

大便干燥。濒死前出现寒颤、四肢僵硬、 

呼吸困难甚至颈项 强直。剖 腹见 腹腔有 

混浊脓性渗出液，恶臭 ；盲肠肿胀变黑， 

发生坏疽和粘连；空肠肠管胀气；肝、肾 

充血、水肿，尚有淤点及淤斑等。而 PHC 

处理组术后表现较轻。 

2．2 肺组织病理学改变：①大体观察： 

CLP组肺脏体积 明显增大，呈暗红色， 

表面可见不同程度充血、水肿，边缘部分 

大量肺梗死灶。PHC处理组肺脏呈浅红 

色，表面轻度充血、水肿，未见明显肺梗 

死灶。②光镜下观察 ：CLP组肺泡、肺间 

质充血、水肿，肺泡腔内见大量弥漫性中 

性粒细胞浸润，部分有脓肿形成，可见不 

同程度肺不张、坏死、代偿性肺气肿、血 

栓及类似透明膜形成 (彩色插页图 1)。 

PHC处理组肺泡腔内未见 明显 的中性 

粒细胞浸润(彩色插页图 2)。③电镜下 

观察：CLP组板层小体排空现象明显， 

形成大空泡，多数线粒体膜断裂、解体、 

嵴粒溶解以及线粒体空泡化(彩色插页 

图 3)。PHC处理组板层小体排空减轻， 

未见线粒体膜的断裂、解体、嵴粒溶解以 

及线粒体空泡化(彩色插页图 4)。 

2．3 肺 组 织 S0D 活 性 和 MDA 含 量 

(表 1)：与假手术组比较 ，CLP组肺组织 

SOD活性降低，MDA含量升高(P均< 

0．01)；与 CLP组比较 ，PHC处理组肺 

组织 S0D活性明显升高，MDA含量明 

显下降(P均<0．05)。 

表 1 3组小 鼠肺组织 SOD活 性和 

MDA含量的比较( ± ， 一6) 

组别 SOD(U／mg) MDA(nmol／mg) 

假手术组 1 50．22~ 9．03 1．66士0．05 

CLP组 120．84士 5．62 1．93士0．1 3 

PHC处理组 139．82士14．07 1．74士0．10 

注：与假手术组比较：一 P<0．01；与 CLP 

组比较： P<O．05 

2．4 肺组织 iN0S mRNA 的表达 ：原位 
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杂交显示，假手术组 iNOS染色结果阴 

性，其评分值为 (1．9O±0．99)分；CLP 

组有大量单核／巨噬细胞、血管平滑肌细 

胞和支气管上皮细胞着色，胞质呈深棕 

色深染，其评分值为(4．9O士1．1O)分，为 

iNOs强阳性表达(彩色插页图 5)，与假 

手 术组 比较 差异 有显 著性 (P< 0．01)； 

PHC处理组只有散在的单核／巨噬细 

胞、血管平滑肌细胞和支气管上皮细胞 

着色，胞质呈棕色，其评分值为(3．50± 

1．27)分，为 iNOS弱 阳性表 达 (彩 色插 

页 图 6)，与 CLP组 比较 差异 有显 著性 

(P< 0．05)。 

3 讨 论 

内毒素作用于肺内的巨噬细胞、内 

皮细胞和肺上皮细胞等，激活 iN0s和 

其他炎症 介质大量表达，产生过量 的 

N0，促使大量中性粒细胞在肺组织内聚 

集和活化，引起“呼吸爆发”，产生大量氧 

自由基 ，促进肺组织的炎性渗出及肺泡 

损伤“ 。有研究表明，CLP／内毒素所致 

急性肺损伤时，注入选择性 iNOS抑制 

剂可减轻肺损伤和微血管渗漏 。其 

中，MDA是机体内氧 自由基代谢中产 

生的脂质过氧化产物，它可以反映该体 

系中脂质过氧化 自由基的存在及反应的 

程度 。SOD是广泛存在于需氧物体内 

的一种金属酶，能催化超氧阴离子自由 

产生歧化反应，是体内最重要的 自由基 

清除剂 。 

本 研 究 表 明，CI P 小 鼠 肺 组 织 中 

MDA含量明显升高，SOD活性明显降 

低 ，肺组织 iNOS mRNA的表达显著增 

强。肺泡、肺问质充血、水肿，肺泡腔内大 

量弥漫性中性粒细胞浸润，部分有脓肿 

形成。电镜显示板层小体排空现象明显， 

形成大空泡，多数线粒体膜断裂、解体、 

嵴粒溶解。iN0S mRNA过度表达，产生 

大量 NO，可通过两个方面损伤肺组织： 

①NO与细胞质中可溶性鸟苷酸环化酶 

(GC)活化中心上的Heme基因结合 ，使 

之 活 化 ，造 成 细 胞 内 环 磷 酸 鸟 苷 

(cGMP)升高而产生血管平滑肌松弛作 

用 。 ；②NO与氧自由基结合生成另一 

种强氧化 自由基—— 过氧化硝基化合 

物，产生细胞毒性作用，造成组织损伤、 

细胞坏死⋯ 。 

给予 PHC处理后，小 鼠肺组织 中 

SOD活性明显升高，MDA含量显著下 

降，iN0S mRNA表达也明显减弱，肺泡 

腔 内无 明显 的中性粒 细胞浸 润 ，板 层小 

体排空减轻，形成空泡数量少、体积小， 

未见线粒体膜的断裂、解体、嵴粒溶解 。 

PHC对 CLP引起肺损伤的保护作用可 

能通过抑制 iNOS活性，减少过量 NO 

产生来实现，一方面降低血管平滑肌松 

弛和细胞毒性作用，纠正肺部低氧血症 

及改善肺脏血流量，而减轻肺损伤；另一 

方面则通过减少脂类过氧化物的形成， 

增强机体对 自由基损伤的防御能力，从 

而减轻组织或细胞的过氧化损伤。但其 

详细机制及其临床效果有待进一步深入 

研究 。 
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依那西普降低酵母多糖诱导的多器官功能障碍综合征急性期组织损伤和死亡率 

众所周知，肿瘤坏死因子一a(TNF—a)在多器官功能障碍综合征(MODS)的发病过程中起重要作用。近期，意大利研究者 

用酵母多糖(500 mg／kg，溶于氯化钠溶液，腹腔内注射)复制 MODS模型，在此模型上应用一种可溶性的TNF—a抑制剂依那 

西普(Etanercept，10 mg／kg皮下注射)，研究其对 MODS急性期和后期死亡率的影响。实验采用注射酵母多糖 1 h后给予依 

那西普，18 h后处死动物；另一组只给予依那西普的动物用于监测药物的组织毒性、体重降低和 12 d死亡率；并设生理盐水组 

和 TNF受体 1(TNFR1)缺陷动物组作为对照。结果显示，在依那西普治疗和 TNFR1基因缺陷的小鼠，由酵母多糖所诱导的 

腹膜渗出和中性粒细胞迁移均显著减轻；胰腺和回肠组织损伤减轻 ，回肠和肺组织髓过氧物酶活性增加；胰腺和回肠组织 

TNF—a、转化生长因子一p和血管内皮生长因子免疫组化阳性染色深度明显减弱；18 h器官功能指标和 12 d存活率均明显改 

善。研究者由此证明了依那西普能降低非脓毒症 MODS模型小鼠急性期组织损伤和死亡率。 

杜颖 ，编译 自((Shock》，2007—08—23(电子版)；胡森，审校 
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电刺激迷走神经对脓毒症大鼠急性肺损伤的影响 

(正文见593页 ) 

A；SHAM组 ；B；CLP组 ；C；STM组 

图1 各组光镜下肺组织病理学改变 (HE．X400) 

Figu re 1 Pathological change of lung tissue in each g roup under light mic roscope(HE，X 400) 

A：SHAM组 ；B：CLP组 ；C：STM组 

图2 各组电镜下肺组织病理学改变(醋酸铀一枸橼酸铅双染，X5 000) 
Figu re 2 Pathological change of lung tissue in each g roup unde r electron mIcroscope(u ranyIacetate and lead citrate double staining，X 5 000) 

盐酸戊乙奎醚对腹腔感染脓毒症小鼠肺损伤的保护作用 

图1 光镜下CLP组肺组织病理学观察 

(HE，×400) 
Figu re 1 Pathological change of lung tissue 

in CLP g roup under light microscope 

(HE，×400) 

图4 电镜下PHC处理组肺组织病理学观察 
(醋酸铀 枸橼酸铅双染，×10 000) 

Figure 4 Pathological change of lung tissue 

in PHC g roup under electron microscope 

(u ranylacetate and lead citrate 
double staining，×1 0 000) 

图2 光镜3~PHC处理组肺组织病理学观察 

(HE，×400) 

Figu re 2 Pathological change of lung tissue 

in PHC group under light microscope 

(HE，×400) 

图5 CLP组肺组织iNOs mRNA阳性表达 
(原位杂交，×400) 

Figu re 5 Positive expression of iNOS mRNA 

of lung tissue in CLP g roup 

(in situ hybritization，×400) 

(正文见623页 ) 

图3 电镜下CLP组肺组织病理学观察 
(醋酸铀一枸橼酸铅双染，×1 0 000) 

Figure 3 Pathological change of lung tissue 

in CLP g roup under electron microscope 

(uranylacetate and lead citrate 
double staining，×1 0 000) 

图6 PHC处理组肺组织iNOS mRNA 

阳性表达(原位杂交，×400) 
Figure 6 Positive expression of iNOS mRNA 

of lung tissue in PHC group 

(in situ hybritization，×400) 

(． 
／l，I 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

