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乌司他丁联合 ｇｈｒｅｌｉｎ对内毒素血症大鼠肠功能障碍的影响

陈　峤１，黄　健２，黄显凯１　（１．第三军医大学大坪医院野战外科研究所创伤科，重庆 ４０００４２；２．重庆医科大学附属永川医院
急诊科，重庆 ４０２１６０）

　　［摘　要］　目的　观察乌司他丁（ＵＴＩ）联合ｇｈｒｅｌｉｎ（ＧＨＬ）对内毒素血症大鼠肠功能障碍的影响，探讨ＵＴＩ联合ＧＨＬ改善内毒
素血症大鼠肠功能的作用及其可能机制。方法　以内毒素（ＬＰＳ）１５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射大鼠作为内毒素血症动物模型。将６０只雄性
ＳＤ大鼠随机等分为对照组（ＣＯＮ组）、ＬＰＳ组、ＵＴＩ组、ＧＨＬ组、ＵＴＩ＋ＧＨＬ组，采用ＨＥ染色、ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ、小肠葡聚糖蓝２０００（ＢＤ
２０００）推进率和ＥＬＩＳＡ等方法在１２ｈ及２４ｈ观察各组大鼠小肠屏障功能、小肠运动功能以及炎症介质 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１等变
化。结果　ＨＥ染色结果显示 ＵＴＩ＋ＧＨＬ组、ＵＴＩ组与 ＬＰＳ组相比能不同程度减轻回肠结构损伤，且 ＵＴＩ＋ＧＨＬ组更明显
（Ｐ＜０．０５）。ＵＴＩ组和ＵＴＩ＋ＧＨＬ组在ＲＤ５和ＴＦＦ３ｍＲＮＡ表达水平方面较ＬＰＳ组有显著提高（Ｐ＜０．０５），且ＵＴＩ＋ＧＨＬ组升高明
显（Ｐ＜０．０５）。ＧＨＬ组和ＵＴＩ＋ＧＨＬ组较ＬＰＳ组小肠运动功能均显著升高，且ＵＴＩ＋ＧＨＬ组更为明显（Ｐ＜０．０５）。ＵＴＩ＋ＧＨＬ组、
ＵＴＩ组、ＧＨＬ组与ＬＰＳ组相比均能显著降低ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１等炎症因子表达（Ｐ＜０．０５），且在肠黏膜组织中发现了类似结果。
结论　ＵＴＩ联合ＧＨＬ可通过抑制内毒素血症时全身炎症反应及肠组织局部炎症反应，明显改善肠屏障及提高肠运动功能。
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　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｕｌｉｎａｓｔａｉｎ；ｇｈｒｅｌｉｎ；ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ；ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ；ｒａｔ

　　脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）指由感染引起的全身炎症反应综
合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ），
可发展成为多器官功能不全（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓｆｕｎ

ｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）。在ＩＣＵ感染患者中，有严重脓
毒症或脓毒症休克占 ３０．８％，并且病死率可达
３８．９６％［１］。肠道不仅是脓毒症时脏器损害的重要靶

器官，肠道功能障碍更是脓毒症的“始动因素”，也是

由脓毒症发展至 ＭＯＤＳ的重要因素之一［２］。因此，在

脓毒症救治过程中，如何保护肠道功能对改善脓毒症

预后具有重要意义。乌司他丁（ＵＴＩ）是一种蛋白酶抑
制剂，能同时抑制多种水解酶活性。已发现 ＵＴＩ可以

·５·
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抑制炎症介质的过度释放［３］，改善微循环和组织灌注，

临床已开始用于脓毒症的治疗。Ｇｈｒｅｌｉｎ（ＧＨＬ）是生长
激素促分泌素受体（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｓｅｃｒｅｔａｇｏｇｕｅｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ＧＨＳＲ）的内源性配体，具有抗炎作用，能改善脓毒
症时肠运动功能［４］，显示了其针对脓毒症的潜在应用

价值。虽然已有的文献认为，ＵＴＩ、ＧＨＬ均可改善脓毒
症时脏器功能障碍，减轻炎症反应，但特异针对脓毒症

时肠功能障碍的相关研究较少，且相应机制也不甚明

了。鉴于肠道在脓毒症发生发展中的重要作用，本实

验以内毒素血症为脓毒症模型，观察了 ＵＴＩ、ｇｈｒｅｌｉｎ对
内毒素血症大鼠小肠屏障功能、运动功能及全身和肠

道局部炎症反应的影响，以期为脓毒症时肠功能障碍

的治疗提供理论及实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康ＳＰＦ级ＳＤ大鼠６０只，雄性，体质量为２２０～２４０ｇ，由
第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供，动

物实验前禁食８ｈ，禁水４ｈ。

１．２　主要试剂及仪器
　　内毒素粉剂（ＬＰＳ）、ｇｈｒｅｌｉｎ、小肠葡聚糖蓝２０００（ＢＤ
２０００）；注射用乌司他丁（规格：每支 １０万 Ｕ，国药准字
Ｈ１９９９０１３４）；大鼠肿瘤细胞坏死因子（ＴＮＦα）、大鼠白介素 ６
（ＩＬ６）、大鼠高迁移率族蛋白１（ＨＭＧＢ１）ＥＬＩＳＡ试剂盒；ＲＮＡ
提取试剂ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ；逆转录试剂盒；ＰＣＲ试剂盒；ＢＣＡ试剂
盒；肠黏膜防御素５（ＲＤ５）、肠三叶因子家族３（ＴＦＦ３）、βａｃ
ｔｉｎ引物由上海百力格生物技术有限公司合成；光学显微镜、
ＰＣＲ仪、分光光度计、酶标仪。

１．３　实验分组及脓毒症模型的建立
　　将６０只大鼠采用随机数字法随机分为５组（ｎ＝１２），分别
为对照组（ＣＯＮ组）、内毒素组（ＬＰＳ组）、乌司他丁组（ＵＴＩ组）、
ｇｈｒｅｌｉｎ组（ＧＨＬ组）、ＵＴＩ＋ｇｈｒｅｌｉｎ组（ＵＴＩ＋ＧＨＬ组）。大鼠以
３％的戊巴比妥钠（３５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉。各实验组麻醉
后，以ＬＰＳ１５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射构建内毒素血症模型，ＣＯＮ组以
等量生理盐水代替内毒素腹腔注射。在 ＬＰＳ注射后 １０ｍｉｎ，
ＵＴＩ组以 ＵＴＩ１５×１０４Ｕ／ｋｇ腹腔注射［５］，ＧＨＬ组给予 ｇｈｒｅｌｉｎ
２５μｇ／ｋｇ腹腔注射［６］，ＵＴＩ＋ＧＨＬ组给予 ＵＴＩ１５×１０４Ｕ／ｋｇ＋
ｇｈｒｅｌｉｎ２５μｇ／ｋｇ腹腔注射，ＣＯＮ、ＬＰＳ组给予同等剂量生理盐
水。各组１２ｈ后再次给药。每个实验组于术后１２ｈ和２４ｈ分
别处死６只大鼠并留取标本。

１．４　小肠黏膜屏障功能的测定
１．４．１　观察黏膜组织病理变化　　剪取回肠２ｃｍ，置于４％的
甲醛水溶液中固定４８ｈ，石蜡包埋，连续切片（厚度小于５μｍ），
ＨＥ染色，光镜下观察组织病理学改变。
１．４．２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＲＤ５和 ＴＦＦ３的 ｍＲＮＡ表达
水平　　Ｔｒｉｚｏｌ法提取回肠样本中总 ＲＮＡ，鉴定后以１μｌＲＮＡ

为模板，用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ将其
逆转录成ｃＤＮＡ。按照ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ操作说明进行
荧光定量ＰＣＲ。反应体系２０μｌ，扩增条件：９４°Ｃ３０ｓ，９４°Ｃ
３０ｓ，５５°Ｃ变性１ｍｉｎ，７０°Ｃ退火３０ｓ，共４０个循环。引物：
ＲＤ５，上游为 ＧＡＡＧＡＣＡＣＴＴＧＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＴＧ，下游为 ＴＧＴＴＧ
ＣＡＧＡＴＣＣＣＣＡＴＡＡＴＧＣＣＴ；ＴＦＦ３，上游为ＧＡＴＡＡＣＣＣＴＧＣＴＧＣＴ
ＧＧＴＣＣＴＧ，下游为 ＧＧＧＣＡＣＡＴＴＴＧＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧ；βａｃｔｉｎ，上
游 为 ＡＧＡＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴ，下 游 为 ＣＴＴＧＣＣＧＴＧＧＧ
ＴＡＧＡＧＴＣＡＴ。以βａｃｔｉｎ为参照，采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软
件计算ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．５　小肠运动功能测定
　　随机选取各实验组６只大鼠，于造模后４ｈ用浓度为１％
ＢＤ２０００（５ｍＬ／ｋｇ）给实验组大鼠灌胃，并在造模后１２ｈ处死动
物，取全肠以５ｇ天平砝码垂挂测量其长度，再测量ＢＤ２０００染
色长度，计算动物小肠传输百分率（小肠传输百分率 ＝小肠染
色长度／小肠总长度×１００％）。

１．６　血清炎症因子表达水平测定
　　处死各组大鼠时经腹主动脉取血，静置 ３０ｍｉｎ后，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ取血清，－８０℃保存。根据 ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明书要求操作，检测血清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１水平。

１．７　肠黏膜炎症因子表达水平测定
　　处死各组大鼠时取肠黏膜，与组织裂解液混合充分研磨，
静置３０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清，用 ＢＣＡ法测
蛋白浓度后，用组织裂解液配成５０μｇ／μｌ，－８０℃保存。根据
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书要求操作，检测血清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１。

１．８　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析，数据以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，多样本均数比较采用单因素方差分析，组间两两
比较采用ＬＳＤｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　小肠黏膜屏障功能变化
２．１．１　光镜下大鼠小肠组织病理学改变　　１２ｈ时观察：ＣＯＮ
组小肠各层结构清晰，黏膜表层完整，腺体排列整齐；ＬＰＳ组小
肠绒毛顶端上皮下毛细血管充血及脱落，中央乳糜管扩张，固

有层裸露、崩解，毛细血管出血；ＵＴＩ组小肠出现小部分绒毛顶
端上皮脱落，中央乳糜管小幅度扩张；ＧＨＬ组小肠绒毛顶端上
皮下毛细血管充血及脱落，中央乳糜管扩张；ＵＴＩ＋ＧＨＬ组小肠
出现少量绒毛顶端上皮脱落，中央乳糜管小幅度扩张（图１）。
２４ｈ时镜下观察小肠组织病理学改变与１２ｈ时结果类似。
２．１．２　肠黏膜ＲＤ５及ＴＦＦ３的ｍＲＮＡ表达水平变化　　１２ｈ
时ＬＰＳ组ＲＤ５及 ＴＦＦ３的 ｍＲＮＡ表达水平较对照组显著下降
（Ｐ＜０．０１），而ＵＴＩ组和 ＵＴＩ＋ＧＨＬ组 ＲＤ５及 ＴＦＦ３的 ｍＲＮＡ
表达水平较ＬＰＳ组明显升高（Ｐ＜０．０１），且 ＵＴＩ＋ＧＨＬ组提高
效果优于 ＵＴＩ组（Ｐ＜０．０５），而 ＧＨＬ组对 ＲＤ５及 ＴＦＦ３的
ｍＲＮＡ表达水平无明显影响（Ｐ＞０．０５）。２４ｈ检测各组数据与
１２ｈ时结果相似（图２）。
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ａ：ＣＯＮ组；ｂ：ＬＰＳ组；ｃ：ＵＴＩ组；ｄ：ＧＨＬ组；ｅ：ＵＴＩ＋ＧＨＬ组
图１　各实验组大鼠１２ｈ回肠病理组织切片光镜观察（ＨＥ×２００）
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图２　各实验组大鼠回肠黏膜不同时间点ＲＤ５及ＴＦＦ３的ｍＲＮＡ的表达

２．２　小肠ＢＤ２０００推进率
　　１２ｈ时间点检测各组小肠 ＢＤ２０００推进率，ＬＰＳ组较对照
组小肠运动功能减弱明显，而ＧＨＬ组以及ＵＴＩ＋ＧＨＬ组能够改
善脓毒症大鼠小肠运动功能（Ｐ＜０．０５），并且 ＵＴＩ＋ＧＨＬ组效
果较ＧＨＬ组更为显著（Ｐ＜０．０５），但 ＵＴＩ组无明显改善作用
（图３）。

２．３　血清炎症介质水平变化
　　１２ｈ、２４ｈ时间点ＬＰＳ组血清 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１水平显
著高于对照组及其余各组（Ｐ＜０．０１），ＵＴＩ＋ＧＨＬ组、ＵＴＩ组以
及ＧＨＬ组较ＬＰＳ组各时间点 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１水平显著降
低（Ｐ＜０．０５），见图４。

２．４　回肠黏膜炎症介质水平变化
　　１２ｈ、２４ｈ时间点 ＬＰＳ组回肠黏膜组织中 ＴＮＦα、ＩＬ６、
ＨＭＧＢ１水平显著高于对照组及其余各组（Ｐ＜０．０５），ＵＴＩ＋
ＧＨＬ组、ＵＴＩ组及 ＧＨＬ组 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１水平显著低于
ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），与血清中检测结果基本一致（图５）。
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图３　各实验组大鼠小肠ＢＤ２０００推进率
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图４　各组大鼠不同时间点血清ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１水平
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图５　各组大鼠不同时间点肠黏膜ＴＮＦα、ＩＬ６、ＨＭＧＢ１水平

３　讨论

　　脓毒症是多因素共同作用导致的获得性疾病，可
由先天应激、细胞损伤以及器官功能障碍等因素引

起［７］，最常累及肠道，造成肠黏膜上皮水肿，上皮细胞

膜及细胞间连接断裂，细胞坏死，上皮从绒毛顶端脱

落，甚至黏膜全层脱落而形成溃疡。肠道损伤后，其通

透性增加、肠屏障功能受损，肠道细菌及其毒素得以吸

收进入循环系统而发生细菌移位，使 ＳＩＲＳ加剧、失控，
严重时诱发ＭＯＤＳ，增加救治难度［８］。因而，在脓毒症

的防治过程，如何改善肠道功能，是提高其救治成功率

的关键之一。

　　肠道运动功能、消化吸收功能以及屏障功能是维
持机体正常功能所必需。肠道屏障由机械屏障、化学

屏障、免疫屏障与生物屏障共同构成，其中机械屏障和

免疫屏障的功能是判断肠道屏障功能的常见指标。完

整的彼此紧密连接的肠黏膜上皮结构构成了肠道的机

械屏障；ＲＤ５和ＴＦＦ３则是评价肠道免疫屏障功能的
标志物。体外实验已经证实 ＲＤ５在保护肠道屏障功
能中发挥着极为重要的作用［９］，ＴＦＦ３可与黏液糖蛋
白相互作用，具有修复肠黏膜细胞和保护肠黏膜细胞

的功能［１０］。

　　在本实验以内毒素诱导的脓毒症模型中，肠黏膜
的机械屏障和免疫屏障均受到不同程度的损害，表现

为光镜下肠黏膜组织超微结构的改变，例如：小肠绒毛

顶端上皮下毛细血管充血及脱落，中央乳糜管扩张，固

有层裸露、崩解，毛细血管出血等。同时伴有 ＲＤ５和
ＴＦＦ３ｍＲＮＡ的表达下调等。ＵＴＩ和 ＧＨＬ均能不同程
度减轻肠黏膜组织超微结构的损害，同时，ＵＴＩ还能上
调肠黏膜ＲＤ５和 ＴＦＦ３ｍＲＮＡ的表达，而 ＧＨＬ在本
实验条件下，未观察到这种作用，但能加强 ＵＴＩ的效
应。说明ＵＴＩ能有效改善脓毒症时的肠屏障功能，联
合应用ＧＨＬ能进一步减轻肠屏障损伤。本实验观察
到内毒素血症时动物出现肠运动功能障碍，表现为小

肠ＢＤ２０００推进率明显下降。这种肠动力的缺失，可
导致中毒性肠麻痹、肠腔积液积气、麻痹性肠梗阻等，

严重者可出现肠缺血坏死、穿孔，甚至引起腹腔间隙综

合征（ａｂｄｏｍｉｎａｌｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＣＳ）。应用
ＧＨＬ能显著加强内毒素血症大鼠的肠运动功能，其机
制可能与降低Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达，抑制组织细胞凋亡
的发生有关［１１］。ＵＴＩ虽然对脓毒症时的肠运动功能影
响不明显，但能增强ＧＨＬ的作用。
　　ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＨＭＧＢ１是脓毒症发生、发展中十
分重要的炎症介质，可诱发全身炎症反应，进而造成包

括肠道在内的诸多脏器损害［１２１４］。已有文献报告，ＵＴＩ
和ＧＨＬ均可抑制全身炎症反应［１５１６］。本实验发现，

ＵＴＩ、ｇｈｒｅｌｉｎ不仅能降低脓毒症时血清 ＴＮＦα、ＩＬ６和
ＨＭＧＢ１水平，即减轻全身炎症反应，还能显著抑制肠
道黏膜组织中的 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＨＭＧＢ１水平，即还能
抑制肠道黏膜组织的局部炎症反应，且二者在全身及

脏器组织局部水平上均有协同作用。因此，本实验观

察到的ＵＴＩ对肠屏障功能的保护以及 ＧＨＬ促进肠道
运动的机制不仅与二者抑制全身炎症反应的效应有

关，同时还与其降低肠黏膜局部组织的炎症反应有着

密切联系。

　　肠道屏障功能和运动功能是相互依赖、紧密联系
的。肠运动功能的正常依赖于肠屏障结构的完整；反

之，肠屏障结构和功能的损害，必然导致肠运动功能的

减弱。因而，虽然本实验未观察到脓毒症时 ＧＨＬ对肠
黏膜有直接的保护作用，但却通过改善肠运动功能，增

强了ＵＴＩ对肠黏膜的保护效应。同样，由于对肠黏膜
的保护作用，ＵＴＩ能增强ＧＨＬ促进肠运动的效应。
　　综上所述，ＵＴＩ联合 ｇｈｒｅｌｉｎ能显著改善脓毒症大
鼠的肠道功能，其机制可能与其抑制脓毒症大鼠全身

（下转第１１页）

·８·



局解手术学杂志　２０１４年 第 ２３卷　第 １期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１４，Ｖｏｌ．２３，Ｎｏ．１

靠下捆扎子宫下段阻断血供后再进行相应的手术操作

（图１ｄ），以避免在进行外科缝合操作时损伤膀胱输尿
管或出现子宫的大量出血而导致出血性休克等并发

症。缝合结束后，必须观察１０～１５ｍｉｎ，观察内容包括
子宫下段有无膨胀、挤压子宫下段后阴道出血情况以

及生命体征。确认阴道出血量明显减少方可关腹，如

仍有鲜红色出血及血凝块，立即增加子宫下段环行缝

扎圈数。

　　自我科开展此项缝合技术后，大大减少了前置胎
盘致产后大出血采取动脉栓塞术和全子宫切除术的发

生率，减少了输血量，也减轻了血源紧张的压力。经临

床实践，我们认为子宫下段环形缝合术对前置胎盘致

产后大出血止血迅速可靠，安全，无需特殊设备和高超

的手术技巧，可保留子宫，值得推广应用。
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炎症反应及肠黏膜局部炎症反应有关，显示了二者联

合用于脓毒症时的潜在价值。至于 ＵＴＩ和 ＧＨＬ在抑
制全身及肠黏膜局部组织炎症反应方面的协同作用机

制，尚需进一步探索。
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