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HSPTX通过抑制 NF—K B蛋白表达减轻失血性休克复苏诱 

发的肺部炎症反应 

刘 玉 -，唐季春 z，张 焰 ，曾因明 

(1．无锡市第四人民医院麻醉科，无锡 214062；2．江苏省麻醉学重点实验室，徐州 221002) 

【摘 要】目的：探讨HSPTX(7％、5％氯化钠 +己酮可可碱)对失血性休克大鼠肺损伤的保护作用。方法：24只雄性 sD大鼠随 

机分为 3组：假失血性休克(Sham)组，仅接受动静脉插管操作 ，不放血及复苏 、大容量等张乳酸钠林格氏液(RL)复苏组，接受 

32 nll／kg RL、小容量高张(7％、5％氯化钠)液 +PTX复苏组，接受 4 ml／kg 7．5％NaCI+25 mg／kg PTx，每组 8只。测定各组动脉血 

氧分压(PaO )、pH值 、二氧化碳分压(PaCO )、肺湿／干重比值 、测定血清丙二醛(Malondialdehyde)含量 以及超氧化物歧化酶 

(Superoxide dismutase)活性；检测支气管肺泡灌洗液(Bronchoalveolorlavagefluid)中性粒细胞比例及肺通透性指数 ，采用 ELISA 

法测定灌洗液上清中 TNF—ot、IL一1 B含量；采用 Western blot技术检测肺组织 NF—K B蛋白表达。结果：与 RL组相比，HSPTX 

组 PaO2和pH值升高、PaCO 降低(P<0．01)，HSPTX组大鼠肺湿／干重(W／D)、支气管肺泡灌洗液巾上清中 TNF— 、IL一1 13含量 

均低于 RL组(P<0．01)，同时 HSPTX组肺组织巾核因子 K B蛋白(NF—K B)表达显著低于 RL组。结论：HSPTX复苏通过抑制 

核因子 K B蛋白的表达减少失血性休克大鼠炎性细胞因子的表达，减轻由失血性休克诱发的急性肺损伤。 
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Hypertonic saline and pentoxifylline reduces hemorrhagic shock 

resuscitation-induced pulmonary inflammatiOn through inhibiting the expression 

Of NF—K B 

LIUYu，et 

(Department ofanesthesiology，Wuxi 4th Hospita1) 

【Abstract]Objective：To explore the effects of hypertonic saline and pentoxifylline resuscitation on puhnonary inflammation following 

hemmThagic shock in rats．Methods：Controlled hemorrhagic shock levas induced by blood withdrawal (MAP，40 mmHg)and maintained 

fnr 60 rain．Animals were randomly divided into 3 groups：① Sham animals(n 8)underwent cannulation without shock or resuscitation 

and served as negative controls；②RL—resuscitated animals(n=8)received 32 ml／kg RL；③HSFFX group received 4 inl／kg of 7．5％ 

NaCl+25 mg／kg of PTX．PaO2，pH，PaCO2，weffdry lung weight ratio(W／D)，and lung penetrating index were determined．The percentages 

of neutrophil in bronchoalveolar lavage fluid，the levels of malonadialdehyde (MDA)and superoxide dismutase (SOD)were measured． 

The tumor necrosis factor一 (TNF—o／_)and interleukin 1 p (IL—l p)in the supernatant of bronehoalveolor lavage fluid were determined 

by ELISA method，and the expression of NF—K B in the lung tissues was quantified by Western blot．Results：PaO2 and pH were 

increased whereas PaCO2 was decreased in HSPTX group when compared with that in RL group (P<O．01)．The weddry lung weight ratio 

and the percentages of neutrophil in the supernatant of bronchoalveolar lavage fluid were significantly lower than that in RL group(P< 

0．01)．The content of tumor TNF一 and IL一1 B in HSPTX group was significantly reduced when compared with that in RL group(火  

0．01)．The protein expression of NF—K B in HSPTX group was significantly decreased than that in RL group (P<0．01)．Conclusion： 

Attenuation of hemorrhagic shock——induced puhnonary inflanmmtion with HSPTX is associated with HSPTX——induced inhibition of 

neutrophil activation and production of inflammatory cytokines via inhibiting the expression of NF—K B． 
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研 究方向 ：脏 器功能 衰竭的 防治与调控 。 

失血性休克的病理生理学变化首先是失血所致全身应 

激反应、循环血容量不足、组织灌注不良和缺氧，最后导致一 

系列严重后果如败血症、急性呼吸窘迫综合征(Acute respi— 



一 878 一  重庆医科大学学报2010年第 35卷第6期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．6) 

ratory distress svndrome，ARDS)、多脏器功 能衰竭综合征 

(Multiple svStem organ dysfunction，MODS)Ill。研究显示当前临 

床上应用复苏液体林格液(Ringer’s lactate，RL)增强中性粒 

细胞的激活并且增加器官损伤，尤其表现在肺脏I 】。HS(高 

渗盐溶液 ，常用的是 7．5％NaC1 4 ml／kg)不仅可以快速的恢复 

血管内容量，减少肺水肿发生的，L率，而且与 RL相比它可以 

有效的减少失血性休克后中性粒细胞的激活。己酮可可碱 

(Pentoxifylline，PTX)是一种血管活性药物，临床 主要用于 

脑缺血以及外周血循环障碍性疾病，最近已经用来调节败血 

症和失血时的免疫反应。HS和 PTX在对巨噬细胞和微循环 

的影响上有相似的效应，但HS和PTX的作用机制并不相同 。 

据此本实验通过建立失血性休克模型探讨 HSPTX复苏对肺 

炎症反应的影响及可能的机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物选择及分组 

选择健康雄性 sD大鼠 24只，体重 300～400 g，由徐州 

医学院实验动物中心提供。随机分为 3组(n：8)：假失血性 

休克(Sham)组、大容量等张乳酸钠林格液复苏组(RL组)和 

小容量高张液 +PTX复苏组(HSPTX组 )。 

1．2 失血性休 克模型制作 

大鼠于实验前适应饲养环境 7 d，采用灯光照明的方法 

使昼夜时间均为 12 h，实验前 12 h禁食不禁饮。腹腔注射 

2％戊巴比妥钠 50mg／kg麻醉后，仰卧周定于大鼠手术台，分 

离一侧股动、静脉并置入22G套管，股动脉套管留作 血及 

监测平均动脉压，殷静脉套管留作注入复苏液体和放出的m 

液。通过动脉以0．5 ml／min速度放血，使平均动脉压(MAP)达 

到40 mmHg，放出的血液储存于无菌加肝素的容器，通过放 

出或回输血液使MAP维持于35～45mmHg之间，持续 60min。 

复苏时 RL组以 32 ml／kg乳酸林格氏液于 30 min内输入， 

HSPTX组以 4 ml／kg 7．5％NaC1+25 mg／kg PTX在 10 rain内 

输入，然后回输全部放出血液(15 min内输完)，Sham组大鼠 

仅作动静脉置管并维持测压状态同样时程，然后拔除动 、静 

脉置管 ，结扎血管，缝合切 口，放回原饲养场所待其 自然清 

醒和自由饮食。实验期间以白帜灯照大鼠，保持直肠温度 

36．5℃ 一37．5℃。 

1．3 标本制备 

复苏24 h时，放血活杀动物之前，经由左心室采血3 mI， 

1 ml作血气分析，剩余 2 m1分离血清，按试剂盒说明测定血 

清 SOD、MDA含量。 

1．4 支气管肺泡灌洗液中性粒细胞比值、肺通透指数及细 

胞 因子测定 

大鼠处死后 ，取全肺，剪开气管 ，经气管插管缓慢注入 

4℃无菌生理盐水灌洗 2次，每次灌洗量为5 ml；第 1个 5 ml 

生理盐水经气管插管缓慢注人动物肺脏，保留 0．5—1 min，同 

时轻轻按摩胸壁，反复灌洗5次后回收；第 2个 5 ml仅灌洗 

1次 。将 2次 回收的支气管肺泡灌洗 液(Bronehoalveolar 

lavage fluid，BALF)经双层无菌纱布过滤后 3 000 r／min离心 

15 min，取细胞沉淀涂片，显微镜下计数肺泡灌洗液中细胞总 

数及中性粒细胞并计算所占百分 比；Lowry法测定 BALF和 

血浆蛋白含量，计算肺通透性指数(BALF蛋白含量／血浆蛋 

白含量)；上清液于一20"12冻存，ELISA法测定灌洗液上清中 

肿瘤坏死因子 一 (TNF一Ⅱ)、IL_1 B含量。 

1．5 肺湿／干重(W／D)比测定 

取右下肺叶组织，滤纸沾干肺表面水分 ，精确称重后置 

烤箱 60℃干燥至恒重后测定肺脏干质量 ，计算肺湿于重以 

估计肺组织的水种程度。肺湿／干重LL(mg／g)=(肺湿重 一肺 

干重)／肺干重。 

1_6 肺组 织 NF—KB蛋 白水平 

肺组织加入细胞裂解液于匀浆器中匀浆后提取总蛋白， 

考马斯亮蓝法测定样品总蛋白含量。每组各取 50 g蛋白质 

样品加上样缓 冲液混匀 ，100℃加热 3 rain，以质量分数为 

12％的凝胶电泳分离 ，分离的蛋白用半干电转移法到 PVDF 

膜，室温下用封闭液封闭 1 h后加入适量 NF—K B P65(e一20) 

和 B—actin多克隆抗体，摇床上室温反应 2 h，洗膜 3次每次 

20 rain，辣根过酶标记的二抗室温孵育 2 h，用化学发光法显 

色 ，x线底片曝光。各蛋白的相对含量以目的蛋白与内参照 

B—actin蛋白表的灰度比值表示。 

1．7 统计学处理 

采用 SPSS 12．0统计软件包进行分析。所有数据以均 

数 ±标准差(；±s)表示 ，组内比较采用 t检验 ，组间比较采 

用单因素方差分析，P≤0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 一般情 况 

Sham组大鼠不进行放血及复苏，RL组放血量(6．62±0．55) 

ml，HSPTX组大鼠放血量(6．11±0．73)ml，组间比较差异无 

统计学意义(P>O．05)。 

2．2 血清各项血气指标 

与 Sham组相比，RL组 PaO 和 pH值均明显降低，二氧 

化碳分压(PaCO )明显升高(P<0．01)；与 RL组相比 HSPTX 

组 PaO 和 pH值升高，PaCO：降低(P<O．05)；HSPTX组与Sham 

组相比，PaO：、PaCO 和pH值无显著性差异(P>0．05)(表 1)。 

2_3 3组大鼠肺通透指数(LPI)、肺湿，干重比值 

与 Sham组相比，RL组大鼠肺通透指数、肺湿／干重比显 

著增大(尸<0．01)；与 RL组相比，HSPTX组大鼠肺通透指数、 

肺湿，干重比值明显下降(尸(0．01)，说明失血性休克诱发的肺 

毛细血管通透性增加在使用 HSPTX复苏时能够得到一定程 

度上的改善(表 2)。 

2．4 3组大鼠支气管肺泡灌洗液中性粒细胞比值 

结果见表2，与Sham组相比，RL组大鼠支气管肺泡灌洗 

液中细胞总数明显增多，中性粒细胞计数比显著增大(P<O．01)， 
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HSPTX组与 RL组相 比，大鼠支气管肺泡灌洗液中细胞总 

数、中性粒细胞计数 比明显下降(P<0．O1)，说明 HSPTX复苏 

失血性大鼠与林格液复苏相 比可以明显的抑制休克诱发的 

中性粒细胞肺部聚集。 

2．5 3组大鼠血清中SOD、MDA含量的比较 

RL组大鼠血清中MDA水平较Sham组显著增力I(P<0．01)， 

而 HSPTX组较 RL组则明显下降(P<0．01)；RL组大鼠血清 

中 SOD水平较 Sham组显著下降，而 HSPTX组较 RL组则显 

著增加(火O．O1，表 3)。 

2．6 各组大鼠支气管肺泡灌洗液上清TNF一 、IL一1B水平 

RL组大鼠支气管肺泡灌洗液中TNF—d、IL一1 13水平较 

Sham组显著升高(P<0．O1)，而 HSPTX组较 RL组则明显下 

降(P<O．01，表 4)。 

2．7 各组大鼠肺组织 NF—KB蛋白表达水平 

Western blot结果及图像分析结果显示 ，Sham组大鼠肺 

组织 NF—K B蛋白表达很低(0．085 4-0．009)，而 RL组大鼠 

肺组织 NF—KB蛋白(0．457-4-O．O11)显著增加(P<O．01)，HSP— 

TX组大鼠肺组织 NF—K B蛋白(0．265±0．008)较 RL组则明 

显下降fP<O．01)(图 1)。 

A B C 

—— —， —— 一 p—actin 

— — —  一 ——■ ·一  
’ NF-K B 

A．Sham组 ；B．RL组 ；C．HSPTX组 

图 1 Western blot检测 NF—K B蛋白蛋白表达水平 

3 讨 论 

失血性休克是创伤后病人死亡的主要原因之一。早期阶 

段病人死亡主要是由于出血没有得到控制 ，经历休克和复苏 

存活的患者往往会发生难以控制的系统性炎症反应最终导 

致终末器官损伤。而中性粒细胞的激活过度激活在休克诱发 

的急性肺损伤和 ARDS中发挥关键的作用。 

最近几年来大量的研究证实传统的复苏液体乳酸林格 

液 RL能够导致中性粒细胞的激活和削弱内皮细胞的功能。 

在应用于休克病人中的经典的 RL中包含 D和 L两种异构 

体形式 ，而研究发现 D型乳酸能够增强中性粒细胞的氧化爆 

发。因此，最近几年来人们都在寻找可以替代的复苏液体。 

HS能够快速的恢复血管内容量 ，降低肺水肿发生的机率 ，并 

且有几个研究证实 HS能够减少中性粒细胞在肺部的扣押m。 

然而另有研究认为单纯应用 HS并不能有效的改善失血性休 

表 1 3组大鼠各项血气指标的比较 (n=8，x±S) 

注：与 Sham 组比较，‘P<0．01；与 RL组比较， P<O．Ol 

表 2 3组大鼠W／D比值、LPI和 BALF中性粒细胞比值(n=8，x±S) 

注：与 Sham 组比较， P<O．01；与 RL组 比较， P<O．叭 

表 3 3组大鼠血清中SoD和 MDA含量的比较(n=8，x±S) 

注：与 Sham 组比较， P<O．O1；与 RL组比较， P<0．01 

表4 3组大鼠支气管肺泡关系液上清TNF—a、IL-1 p水平(；±S，ng／L) 

注：与 Sham组比较，‘P<O．O1；与 RL组比较，★尸<O．叭 
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克患者的生存率，并且有离体研究表明存中性粒细胞激活前 

应用 HS可以有效的抑制中性粒细胞的激活，而在中性粒细 

胞激活后应用 HS不能有效地抑制甚至促进它的激活。我们 

的前期研究也发现单纯应有HS复苏似乎并不能改善休克大 

鼠的生存率。 

由于失血性休克复苏后发生严重的系统性炎症反应从 

而导致 ALI和ARDS最后导致多器官衰竭 ，许多研究在探寻 

一 种能够显著抑制炎症反应的复苏液体。己酮可可碱(PTx) 

是一种血管活性药物，临床上主要用于脑缺血以及外周血循 

环障碍性疾病。己酮可可碱有剂量依赖性地降低血液粘度， 

提高红细胞变形性、改善白细胞的血液流变特性的作用，并 

能抵制嗜中性粒细胞的粘附和激活，但其确切的机制仍未阐 

明。由于 HS和 PTX的抗炎作用机制并不相同，国外几位学 

者提出把两者结合起来用于失学性休克复苏并取得了一定 

的研究成果 。本研究结果证明HSPTX复苏与 RL相比在各 

项血气指标方面得到了很大的改善，说明 HSPTX复苏与 RL 

相比能够改善肺泡的氧合。结果显示 HSPTX组大鼠肺湿／干 

重、肺通透指数与 IRL组大鼠相比均有明显的降低 ，HSPTX 

组血清中 MDA含量低于 RL组，而 SOD含量高丁 RL组，说 

明 HSPTX复苏失血性休克大 鼠能够降低肺毛细血管通透 

性。失血性休克时 TNF— 的大量增加对急性肺损伤的发生 

发挥重要的作用，在失血性休克发生一小时 TNF～ 后即有 

明显的升高 ，我们的研究结果显示 HSPTX组大鼠 BALF上清 

中TNF—oL、IL一1 B水平较 RL组显著降低，表明 HSPTX复苏 

与 RL相比可以有效的减轻肺部的炎症反应 ，这些与 Coimbra 

R等 的研究结果一致。 

在失血性休克复苏过程中，NF—K B的不恰当表达是引 

起过度炎症反应和炎症损伤的关键[太]素，NF—K B是可以调控 

炎症反应相关基因表达，调节炎症细胞[天J子 TNF～ 、IL一1 B 

的产生，而是 ALI发生时的重要炎性细胞凶子，其义能够作 

为 NF～K B的细胞外刺激信号再次激活 NF—K B，从而形成 

了恶性循环，因此通过抑制 NF—K B的表达而减轻炎症反应 

拥有诱人的前景[91。本研究发现，RL组大鼠怖组织 NF—tc B活 

性与 Sham组相比显著增加 ，与 RL组 BALF上清 TNF一仅、 

IL一1 B水平相一致 ，而 HSPTX组大鼠肺组织 NF～K B与 RL 

组相比则有显著的下降，其 BALF上清 TNF— 、IL一1 B也明 

显低于 RL组，这些都说明了 HSl~rx复苏失阻性休克大鼠减 

轻机体的炎症反应可能与抑制 NF—K B的表达有关。 

有研究发现 HS和 PTX的作用机制并不相问：HS作用 

于 PKC的上游 ，而 PTX则作用于 PKC的下游；HS在减少中 

性粒细胞激活的时候主要影响 MAPKp38，而 PTX则减少中 

性粒细胞MAPKp38和ERK的激活⋯”。因此，我们下一步的 

研究重点是比较单纯 HS复苏和 HSPTX复苏时机体的炎症 

反应状态以及 MAPKp38和 ERK的表达水平。 
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