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脏器纤维连接蛋白免疫组织化学表达的研究 

李艳容 竞花兰 成建定 罗思敏 姜富学 张宜骏 

【摘要】 目的 通过观察老年多器官功能障碍综合征(MODSE)的纤维连接蛋白(FN)在各重要器官组 

织(心、脑、肺、肾和肝)的分布特点，探讨MODSE的内皮损伤特点及凝血功能失调机制。方法 建立盲肠结扎 

穿孔术(CLP)的 MODSE模型，设立青年多器官功能障碍综合征(MODS)组及两组相应的假手术对照组，分 

别于术后 6、12、24、48和 72 h采用链霉素一卵白素一生物素的免疫组织化学技术 (LSAB)对各重要器官进行研 

究。结果 MODSE和青年 MODS组FN表达强度主要为阴性和弱阳性，MODSE组比青年 MODS组 FN降 

低得快且早，而老年假手术组(SOGE组)也比青年假手术组(SOG)的 FN表达强度要弱一些，各组织一般在 

0．5～48．0 h降低得比较显著。结论 MODSE、MODS和SOGE均存在不同程度的内皮细胞损伤和凝血功能 

障碍，其中以 MODSE最为严重。 

【关键词】 老年多器官功能障碍综合征； 纤维连接蛋白； 内皮损伤； 凝血功能失调 
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[Abstract] Objective To study the characteristic of endothelial injuries and the mechanisms of 

coagulation disorder in multiple organ dysfunction syndrome in elderly rats by observing the distribution and 

the intensity of fibronectin(FN)expression in important viscerae including the heart，brain，lung，kidney， 

liver．M ethods Fifty W istar rats(one half of them were 3 months old，another half 20 months old)were 

anaesthetized and cecal ligation puncture (CLP)was done．They were defined as MODS group and M ODSE 

group．Forty W istar rats(one half of them 3 months old，another half 20 months old)were anaesthetized 

and laparotomy was done as sham operation group(SOG)and sham operation group in elderly(SOGE)．The 

heart，brain，lung，liver and kidney were harvested and were examined histologically at 6，12，24，48 or 

72 hours after operation． They were also stained immunohistochemically by using anti—FN as the first 

antibody．Results The expression of FN on the surfaces of vascular endothelial cells in hearts，brains， 

lungs，1ivers，kidneys was weakly positive or positive in M ODSE， MODS or SOGE group，。but it was 

positive or strongly positive in SOG group．The differences were significant(P< O．05)．Conclusion The 

injury of endothelia1 cells and the disorders of coagulation system are observed in MODSE。MODS，SOGE 

groups，especially in MODSE． 

[Key words] multiple organ dysfunction syndrome in the elderly； fibronectin； endothelial injury； 

coagulation disorder 
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老年人抗体有不同程度的老化，易产生多器官 

的慢性疾患，使相应器官功能衰退 ，甚至有的器官已 

达到功能障碍的临界状态，此时无需严重的感染、创 

伤和出血等打击，即可影响到某器官 ，进而发生连锁 

反应，并发展为多器官功能障碍综合征 (multiple 

organ dysfunction syndrome，MoDS)。老年多器官 

功能障碍综合征(multiple organ dysfunction syn一 
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drome in the elderly，MODSE)是指发生在 6O岁以 

上的MoDS。国外相关研究未见有别于 MoDS单独 

提出来，主要集中在研究老年感染性休克的发生和 

发展机制的报道。国内研究有学者将其单独提出来 ， 

1987年国内首先由王士雯院士发表了老年多器官 

衰竭 (multiple organ failure in the elderly，MOFE) 

临床分析报告，并对其病理生理、临床特征、诊断标 

准、分型分期及防治措施等进行了较系统的研究和 

报告，逐步引起了国内外老年医学界的重视。本研究 

中通过建立MODSE的大鼠动物模型，采用以纤维 

连接蛋 白(fibronectin，FN)为一抗的链霉素一卵 白 

素一生物素的免疫组织化学技术(LSAB)，对各重要 

器官的 FN 的分布特点及染色强度进行 比较分析， 
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以探讨 MODSE的内皮损伤特点及凝血功能失调 

机制 ，为今后 MODSE的临床诊疗提供一定的理论 

依据 。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 ：中山大学医学院实验动物中心饲养 

的健康 Wistar大鼠 100只，雌雄不限，老年组(月龄 

为18~24个月)和青年组(3～4个月)各半。 

1．2 实验方法 ： 

1．2．1 动物分组 ：MoDSE及青年 MoDS动物模 

型建立 ：Wistar大 鼠术前禁食 12 h，自由饮水，用盐 

酸氯胺酮溶液 (0．15 ml／200 g)肌肉注射麻醉下腹 

正中切 口，取 出盲肠，行盲肠中远 1／3结扎 ，并在盲 

肠末端戳孔，直径为 0．3 cm左右，保留结扎盲肠的 

血供，将盲肠放回腹腔原位，双层缝合腹壁切口。术 

后经皮下注射质量分数为 5 的葡萄糖生理盐水 

8 ml，苏醒后 自由饮水进食的动物不需皮下注射液 

体。模型大鼠分为MODSE组和青年 MODS组，每 

组 25只。MODSE和青年 MODS假手术组(分别为 

SoGE组和 SOG组)大鼠不结扎穿孔，其余处理 同 

模型组，每组 25只。 

1．2．2 生物机能监测与生化指标的测定：分别于 

6、12、24、48、72 h用质量分数为 1 的戊巴比妥钠 

(0．15 ml／100 g)腹腔麻醉下 ，采用 BL一410生物机 

能实验系统监测呼吸频率 (RR)、心率(HR)和血压 

(BP)，然后取模型组 5只和假手术组 4只，从股动 

脉或断颈取血活杀 ，各取血 5 ml离心(1 500 r／min) 

l0 min留血清；各分成两部分来测定血清蛋白和各 

种脏器功能的生化指标(该血清需避光保存，用牛皮 

纸来包装离心管)；再进行左肺支气管肺泡灌洗，灌 

洗液(BALF)离心(1 500 r／min)后 留上清待测蛋白 

含量 。用 Bradfords法测定 BALF及血清蛋白含量， 

肺通透指数=BALF蛋白含量／血清蛋白含量。然后 

将剩余血清用 自动生化分析仪 Dimension AR检测 

脏器功能指标：血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨 

酸转氨酶(AST)、总胆红素(TB)、肌酐(cr)及尿素 

氮(BUN)。 

1．2．3 标本收集、制片和染色 ：将各组处死后的大 

鼠解剖，分别取出心、肺、肾、脑和肝组织，用生理盐 

水清洗组织后置于体积分数为 1 的甲醛液中固定 

24 h。常规石蜡切片，切片厚 5 m，采用链霉菌抗生 

物素蛋 白一过氧化物酶免疫组织化学染色超敏试剂 

盒(SP试剂盒)对 FN进行染色，普通光镜观察。免 

疫组织化学技术采用标记的 LSAB法 ，一抗系即用 

型兔抗 鼠FN(Maxim公司生产)。以磷酸盐缓冲液 
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(PBS)代替一抗作为阴性对照。阳性结果为棕黄色， 

按其分布范围及特点分为阴性 (一)：无棕黄色颗粒； 

弱 阳性(±)：微量至少量棕黄色颗粒；阳性(+)：散在 

分布较多棕黄色颗粒；强阳性 (++)：棕黄色颗粒呈小 

灶状分布。 

2 结 果 

2．1 模型有效的标准 ：有 2个或 2个以上脏器达到 

器官功能损伤标准。 者即可判断为 MODSE或 

MoDS(MoI为多器官损害，MOF为多器官衰竭)。 

2．2 FN在各器官组织的分布：FN 在心肌组织的 

阳性分布主要集 中在血管 内膜及间质纤维组织 中 

(见彩色插页图 1，图 2)，MODSE和 MODS组可见 

心肌细胞内亦有阳性表达 ；在肺组织主要见于肺间 

质、血管内膜及肺泡渗出液中(见彩色插页图 3， 

图 4)；肾主要分布于肾小球系膜基质、肾间质、肾小 

管基膜及血管内膜(见彩色插页图 5，图 6)；正常对 

照组和假手术对照组肝组织 FN在肝小叶周边区增 

多，MODSE和 MODS组均显示 FN聚集于肝小叶 

周 边组织 ，中央区层显著 减少 (见彩 色插 页图 7， 

图 8)，以 MODSE组明显；脑组织 FN分布于脑血管 

内皮表面和血管基底膜上(见彩色插页图9，图 10)。 

2．3 各组各器官血管 内皮细胞(VEc)的 FN表达 

强度的分布：将实验所得数据输入 SPSS10．0软件 

包 ，采用 Wilcoxon秩和检验进行统计学分析，各组 

心、肺、肾、肝和脑组织 VEC的FN表达强度分布均 

存在显著性差异(P均d0．05)，MODSE和 MODS 

组 FN 在各组织 VEC的表达强度主要是 阴性和弱 

阳性 ，而 SoGE组主要是弱阳性和阳性 ，SOG组和 

正常对照组是以阳性和强阳性 为主(见表 1)。各处 

死时间的 FN表达强度在各组中的变化无显著性差 

异(P>0．05)。 

3 讨 论 

FN是一种细胞外非胶原的大分子糖蛋 白，广 

泛分布于细胞表面、血浆、细胞外液、结缔组织及大 

部分的基底膜，几乎所有组织和体液都含有 FN，根 

据其在体内分布的区别，一般分为血浆型及组织型 

两大类。血浆型FN(PFN)主要以溶解状态存在于 

血浆中，故称可溶性 FN，每个二聚体分子上有一个 

自由巯基，如果将其封闭，就可阻碍 FN与细胞表面 

结合；组织型FN存在于细胞表面，呈丝状或网状。 

有生物学作用的主要是 PFN，两者可互相转换， 

PFN减少时 ，组织型 FN大量释放入血以维持动态 

平衡 。因此，通过检测组织型FN含量可大致反映 

PFN水平。动物实验和I临床研究证实，FN下降与内 
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皮细胞损伤有关，FN下降越明显，VEC损伤越严 

重 ，两者之间互为因果 ，形成恶性循环∞“ 。但是有学 

者认为，内毒素休克模型的 FN早期对循环胶样物 

质的调理过程并没有作用 。FN减少与循环内皮 

细 胞 (circulating endothelial cell，CEC)成正 比关 

系，而 CEC是一种可以直接而特异地反映血管损伤 

的标记物 ，因此 FN可作为反映 VEC损伤的间接标 

志物之一“ 。 

表 1 各组心、肺 、肾、肝和脑 FN表达分布分析 

Tab．1 FN expressions on VEC in hearts，lungs， 

kidneys，livers and brains in each group 

本 实验 中用免疫组织 化学技术检 测 MODSE 

组 、MODS组 和相应假手术组心、肺、肾、肝和脑组 

织内血管内皮细 胞 FN 的表达强度 ，发现 MODSE 

和 MODS组 FN 表达强度主要是 阴性 和弱阳性 ， 

MODSE组 比 MODS组 FN 降低 得快 而且早 ，而 

SOGE组也 比正常对照组的 FN表达强度要弱一 

些，各组织一般在0．5～48．0 h降低得比较显著。黄 

志红等 的研究动态观测了 17例已发生多器官功 

能衰竭的患者在发病后 1～20 d血浆 FN水平的变 

化，结果显示全部患者在病程各时间点的 PFN均值 

均低于正常值。有作者认为 ，严重创伤和烧伤时 

血浆 FN的含量会明显下降，并与创伤和烧伤后病 

情变化关系密切，并起着十分重要的作用。我们的研 

究 也观 察 到 与之 相似 的结 果，且 这 一结 果 表 明 

MODSE、MODS和老年假手术组的各组织均存在 

着不同程度的VEC的损伤，同时也存在不同程度 

的血管内凝血功能失调，甚至出现不同程度的弥散 

性血管内凝血(DIC)，其中以 MODSE出现 VEC损 

伤和血管 内凝血功能失调最早而且严重。但是在 

Nagelschmidt等“∞的猪内毒素休克模型中，通过检 

测血浆 FN和黏附在胶样物质的 FN，发现总 FN水 

平和血浆 FN持续下降，在 5 h后就分别降到原来 

手术前 FN水平的 57 和 5O ，但是在微循环和大 

循环中发生 内毒素休克的变化之前，FN 水平没有 

显著性变化。由于组织型 FN稍增加但是增加得不 

显著，因此，他们提出 FN介导的循环胶样物质的调 

理作用在循环休克早期中并不是很重要。 

本研究中所见各重要器官 FN减少的原因分析 

如下 ：①在感染过程中血浆 FN的消耗增多，因为在 

感染发生时，血浆 FN要清除血循环中的变性蛋白、 

脱落细胞、补体、凝血因子激活物和免疫复合物等， 

而使得血浆 中的 FN 减少 ，组织型 FN 释放到血浆 

中会增多，已达到 PFN与组织型 FN之间的平衡状 

态。②在组织形态学研究中，已发现各器官均存在了 
一

定的损伤，受损细胞膜的通透性增加 ，FN能通过 

细胞膜进入受损的细胞 内，可发现受损细胞 内 FN 

表达强度增加。⑧FN参与止血和血液凝固的过程 

中的消耗增多。④血管内皮细胞受损使得维持细胞 

形态稳定性的组织型 FN释放到血浆中，而使组织 

型 FN 减少 。 

综上所述 ：本研究结果提示，老年 人在发生了 

MODS时，较易发生血管内皮细胞的损伤和凝血功 

能障碍，所以更应注意早期器官功能的支持治疗和 

对血管内皮细胞的保护作用，及时纠正凝血功能障 

碍。同时也提示，可以应用 FN来治疗器官功能障 

碍、血管内皮细胞受损和凝血功能失调。 
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闭合性颅脑损伤患者血清白细胞介素一2、6和 16的变化及意义 
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急性 颅脑损伤后继发脑组织缺血 、 

缺氧及炎症反应，可导致脑组织进一步 

损伤。白细胞介素(IL)-2、6和 16，具有 

重要的免疫调 节作用 ，与许多疾病的发 

生有关。本研究中拟观察急性颅脑损伤 

后血清 IL一2、6及 16的动态变化 ，旨在 

探讨其在颅脑损伤中的作用。 

1 对象与方法 

1．1 研究对象 ： 

1．1．1 颅脑损伤组 ：选择本院住院的急 

性 闭合性颅脑损伤患者 2O例。其 中男 

1 5例 ，女 5例 ；年 龄 19～ 7O岁，平 均 

(39．5±16．7)岁；均 经头 颅 CT扫描 明 

确诊断 ，其中脑内血肿 13例 ，明显脑挫 

裂伤 14例 ，颅骨骨折 1O例 ；除 3例因血 

肿扩大而手术外 ，患者都予以保守治疗 ， 

并且符合下列条件：①格拉斯哥昏迷 

评 分(GCS)在 12分 以 下 的 中、重 型； 

②无其他部位外伤及感 染；③抽血前未 

使用激 素；④近 2周 内无上呼吸道感染 

病史；⑤无心 、肝、肾疾病 ，免疫疾病及哮 

喘等疾病 。 

1．1．2 正常对照组 ：3O例 ，均 为同期体 

检健康者 ，其 中男 2O例 ，女 10例 ；年龄 

2O～65岁，平均(41．3±10．6)岁。 

1．2 标本采集 ：颅脑损伤组于住院后第 

1和 3 d清晨空腹抽取 肘静脉血 6 ml， 

4 C离心 (4 000 r／min)10 min，留血清 

一 40 C冻存 。正常对照组空腹抽肘静脉 

血 6 ml，血清 留取方法同颅脑损伤组 。 

1．3 IL测定方法 ：IL一2、6及 16用酶 

联免疫吸 附法测 定；IL一2、6试剂 为法 

国迪 龙公司试剂盒 ，IL一16试剂盒为加 

拿大Yes公司产品；按说明书操作，反应 

完后即刻在 450 nm处测吸光度 A值； 

酶标仪为 Wellscan MK35型(芬兰产)。 

1．4 统计学方法 ：数据用均数±标准差 

( ± )表示，用 SPSS8．0统计软件包进 

行统 计分 析，行 f检验 和 u 检 验，P< 

0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

颅脑损伤组 患者第 1 d血清 IL一2 

和 IL一6明显高于正常对照组 ，且第 3 d 

IL一6进一步 升高 ，明显高 于第 1 d；第 

3 d IL一16明显高 于第 1 d和对 照组 

(见表 1)。 

3 讨 论 

在脑组织中 II 一6主要 由星形细胞 

和 小胶质细胞产生 。本组结 果表 明， 

中、重型颅 脑损伤后 第 1 d血清 II 一6 

明显高于对照组 ，第 3 d进一步 升高 ，提 

示 IL一6参 与 颅 脑 损 伤 后 发 病 过 程。 

IL一6一方面引起炎症反应 ，使颅脑损伤 

患者处于前炎症状态 ；另一方面对中枢 

神经 系统有重要 营养支持作用 ，如促进 

PC12细胞突起生长、分化等。 。 

IL一2在人体细胞、体液免疫及免 

疫调节 中起重要作用。本组结果表明，急 

性颅脑损伤后第 1 d IL一2明显升高，但 

第 3 d血清IL一2明显降低，提示 IL一2 

参与 了颅脑损伤后早期病理生理过程 ， 

颅脑损伤患者存在免疫功能紊乱。 

IL一16为淋巴细胞的趋化素，是一 

种重要的促炎细胞因子 ，它可能广泛参 

与了体内的炎症反应过程。 。本组结果 

表 明中、重型颅脑损伤在第 3 d IL一16 

明显高于第 1 d和对照组 ，提示 IL一16 

也参与 了颅脑损伤后的炎症反应 ，但较 

IL一2和 IL一6反应稍后。 
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M O D S E各脏器 纤维连接蛋 白免疫 组织化学 表达 的研 究 

图1 MODSE组24 h心肌FN染色弱阳性 

(SP，x200) 
Fig 1 FN exp ression was weakly 

positive in 24 hou rs in myoca rdium with 

MODSE(SP，x 200) 

图2 SOG组24 h心肌FN染色强 阳性 

(SP，x200) 
Fig 2 FN exp ression was st rongly 

positive in 24 hou rs in myoca rdium 

with SOG(SP，x 200) 

图4 SOG~24 h肝组织FN染色强 阳性(SP，x400) 
Fig 4 FN expression was strongly positive in 

24 hou rs in livers with SOG(SP，x 400) 

图6 SOG~124 h肾组织FN染色强阳性(SP，x 200) 
Fig．6 FN expression was strongly positive in 

24 hou rs in kidneys with SOG(SP，x 200) 

图8 SOG组24 h肺组织FN染色强阳性 

(SP，x200) 
Fig．8 FN exp ression was st rongly positive 

in 24 hou rs in lungs with SOG(SP，x200) 

(正 文 见202页 ) 

图3 MODSE组24 h肝组织FN染色弱阳性 
(SP，x400) 

Fig．3 FN exp ression was weakly 

positive in 24 hou rs in live rs 

with MODSE(SP，x400) 

图5 MODSE~．24 h肾组织FN染色阴性(SP，x200) 
Fig 5 FN expression was negative in 24 hou rs 

in kidneys with MODSE(SP，x 200) 

图7 MODSE~．24 h肺组织FN染色弱阳性(SP．x 200) 
Fig 7 FN expression was weakly positive in 24 hou rs 

in lungs with MODSE(SP，x200) 

图9 MODSE组24 h脑组织FN染色弱阳性 

(SP，x200) 
Fig 9 FN expression was weakly positive 

n 24 hours in brains with MODSE(SP，x 200) 

图10 SOG组24 h脑组织FN染色强阳性 

(SP，x200) 
Fig．1 0 FN exp ression was st rongly positive 

in 24 hou rs in b rains with SOG(SP，x 200) 
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