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　　提　要:目的　观察重组人内毒素结合肽蛋白在烧伤合并内毒素血症大鼠中的作用。方法　采用烧伤合并内毒素

血症大鼠模型 ,分为模型组(n=36)、治疗组(n=36)及对照组(n=6)。模型组在烧伤后立即腹腔内注射 1 mg/kg 内毒素

(用 1 ml生理盐水配制);治疗组腹腔内注射 1 mg/ kg内毒素(用 0.5 ml生理盐水配制)后 , 再注入 400μg/ kg制备好的内毒

素结合肽(用 0.5 ml生理盐水配制);模型组和治疗组分别在处理后 1、3 、6、12 、24、48 h 取血和肝 、肺组织 ,对照组仅在脱毛

后腹腔内注入 1 ml生理盐水 ,取血和肝 、肺组织作总体对照。采用生化速率法 、ELISA法及组织学切片染色和电镜制样等

方法 ,测定血清中丙氨酸转氨酶(ALT)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白介素-6(IL-6)的含量变化以及光 、电镜观察肝 、肺组织的

病理学变化。结果　模型组于伤后 1 h 血清 TNFα显著高于对照组(P<0.01), 6 h 达峰值;治疗组与模型组比较各时相点

血清 TNFα含量均显著降低(P <0.01 , P<0.05)。血清 IL-6 含量测定结果 , 模型组于伤后 1 h 血清 IL-6 显著高于对照组

(P<0.01), 12 h 达峰值。治疗组 3～ 48 h 各时相点血清 IL-6 含量均显著低于模型组(P<0.01 , P<0.05)。大鼠血清中谷

丙转氨酶的动态变化提示 ,模型组大鼠血清ALT 水平较正常组显著升高(P<0.01),治疗组大鼠的血清 ALT 水平和模型组

相比显著降低(P<0.01 , P <0.05)。组织病理学变化方面 , 治疗组中肝细胞的变性程度减轻 , 炎细胞浸润减少;肺间质充

血 、出血及肺泡间隔的炎性改变也有不同程度减轻。结论　重组人内毒素结合肽 EBP在烧伤合并内毒素血症大鼠中具有

一定的生物活性和保护作用。
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　　Abstract:Objective　To observe the protective effect of recombinant human endotoxin binding peptide (EBP)

on a rat model of burn combined with endotoxemia .Methods　A total of 78 rats of model of burn combined with en-

dotoxemia were divided into three groups:model group (n =36), treatment group (n =36), and control group (n

=6).Rats in the model group were intraperitoneally injected with 1 mg/kg endotoxin (prepared with 1 ml saline)

immediately after burn.After intraperitoneal injection of 1 mg/kg endotoxin (prepared with 0.5 ml saline), rats in

the treatment group were intraperitoneally injected with EBP (prepared with 0.5 ml saline).Blood and liver and lung

tissues of rats in the model and treatment groups were collected at 1 , 3 , 6 , 12 , 24 , and 48 h after treatment.Rats

in the control group were intraperitoneally injected with 1ml saline after trichomadesis.Blood and liver and lung tis-

sues of rats in the control group were collected for the total control.The changes of alanine aminotransferase (ALT),

TNF-α, and IL-6 contents in serum were determined by biochemical velocity analysis , ELISA , and light microscopy .

The pathological changes of the liver and lung tissues were observed light microscopically and electron microscopical-

ly .Results　The serum TNF-αlevel of rats in the model group was significantly higher than that in the control at 1

h after injury (P <0.01)and reached the peak value at 6 h .Serum TNF-αlevel of rats at each time point in the

treatment group was significantly lower than that in the model group (P <0.01 , P <0.05).Serum Il-6 level of rats

in the model group was significantly higher than that in the control group at 1 h after injury (P <0.01),
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and reached the peak at 12 h .The serum IL-6 levels during 3-48 h in the treatment group were significantly lower

than those in the model group.The dynamic changes of ALT showed that the serum ALT level in the model group in-

creased significantly , as compared with that in the normal control group(P <0.01), but the serum ALT level in the

treatment group decreases significantly , as compared with that in the model group (P <0.01 , P <0.05).

Histopathological changes revealed attenuated degree of degeneration of hepatocytes , decreased inflammatory cell infil-

tration , and attenuated interstitial congestion and hemorrhage and inflammatory changes of alveoli in the lungs.Con-

clusion　The recombinant human EBP may possess a biological activity and play a potential protective role in the rat

model of burn combined with endotoxemia.

　　Key words:entodoxin binding peptide ;lipopolysaccharide ;endotoxemia

　　研究表明 ,由细菌脂多糖/内毒素(lipopolysacchar-

ide , LPS)介导的细胞激活反应和活性物质释放很大程

度上有赖于脂多糖结合蛋白(lipopolysaccharides binding

protein , LBP)和 CD14的参与[ 1 ,2] 。LBP的结构与功能关

系研究表明[ 3] ,其 N末端结合 LPS ,C 末端结合 CD14 ,

从而形成 LPS-LBP-CD14三联复合物 ,LBP 起着催化放

大LPS启动单核/巨噬细胞分泌炎性介质和细胞因子

的作用 。经修饰改造的氨基端脂多糖结合蛋白(NH·

LBP)能有效地结合或中和内毒素 ,但存在表达不够稳

定 ,其体内特异性保护作用不强 ,潜在有机体排异反应

等缺陷[ 4] 。研究表明 NH·LBP 的 LPS特异结合区域位

于第三个外显子 ,定位在 109 ～ 125残基 ,共含有 17个

氨基酸 。克隆NH·LBP 的 LPS 特异结合区域位基因 ,

并深入研究其结构与功能的关系 ,对小分子内毒素拮

抗剂研究具有十分重要的意义 。本实验在获得了分子

量为 3.5×103的重组人内毒素结合肽(endotoxin bind-

ing peptide , EBP)并在体外活性初步鉴定的基础上[ 5] ,

应用烧伤合并内毒素血症大鼠模型在体内鉴定其生物

学活性和潜在的保护作用 ,为 EBP 的进一步应用研究

奠定基础 。

1　材料与方法

1.1　主要实验试剂
　　LPS (E.coli 0111:B4)购自 Sigma 公司;大鼠 TNF-α、IL-6

ELISA 试剂盒购自 Genzyme 公司;重组内毒素结合肽 EBP(序

列:Leu-Ser-Ile-Arg-Val-Glu-Gly-Arg-lys-Val;纯度:99.7%)由本所

表达纯化并经初步鉴定;8%硫化钠:8 g硫化钠溶于 100 ml蒸

馏水中;3%凝固汽油:将 3 g凝固汽油用研石本研碎 ,加入 100 ml

高标号液体汽油 ,混匀置 4 ℃冰箱 ,每天振荡数次 , 3～ 4 d后呈

胶冻状时可用。

1.2　方法
1.2.1　动物分组及处理　　选用健康清洁级Wistar大鼠(第三

军医大学大坪医院实验动物中心提供)78 只 ,雌雄不拘 ,体质量

(220±30)g。分为模型组(n=36)、治疗组(n =36)及对照组(n

=6)。烧伤合并内毒素血症大鼠模型按照本所的方法建立[ 6] :

实验大鼠背部以 8%硫化钠脱毛后 , 以凝固汽油(按 1 ml/ 100 g

计算)均匀涂抹于脱毛皮肤上 , 燃烧 30 s 造成 20%Ⅲ度烧伤 , 立

即腹腔内注射 1 mg/kg 内毒素(用 1 ml生理盐水配制);治疗组

烧伤后立即腹腔内注射 1 mg/kg 内毒素(用 0.5 ml生理盐水配

制)后 , 在 1 min 内再注入 400μg/ kg制备好的内毒素结合肽(用

0.5 ml生理盐水配制);分别在处理后 1、3、6、12 、24、48 h处死动

物取血和肝 、肺组织。对照组仅在脱毛后腹腔内注入 1 ml生理

盐水 ,取血和肝 、肺组织作总体对照。

1.2.2　血清肿瘤坏死因子(TNF-α)、白介素-6(IL-6)测定　　采用

酶联免疫吸附法(ELISA)检测动物血清中 TNF-α和 IL-6的含量。

1.2.3　血清谷丙转氨酶(ALT)测定　　采用速率法在日立 715

型全自动生化分析仪上检测动物血清中 ALT的含量。

1.2.4　光 、电镜观察组织病理学变化　　光镜观察:取各时相

点每组动物的肺 、肝 、肾组织以 10%福尔马林固定 , 常规石蜡包

埋 、切片 、HE 染色 , 光镜下观察组织学改变。电镜观察:取 6、

12 、24 h 3 个时相点每组各 3 只动物的肺 、肝组织 , 3%戊二醛固

定※0.1 mol/L PBS 缓冲液冲洗※饱和醋酸铅染色※系列丙酮

脱水※环氧树脂 618包埋※行超薄切片※醋酸铅 、枸橼酸铅染

色※JEM-2000 型透射电镜下观察 、摄像。

1.2.5　统计学分析　　数据以 x ±s 表示 , 用 Excel 2000 统计

程序对各组数据进行单因素方差分析和 t检验。

2　结果

2.1　大鼠血清 TNF-α、IL-6测定
　　血清 TNF-α含量测定结果:模型组于伤后 1 h 血清 TNF-α

显著高于对照组 , 6 h 达峰值 ,至 48 h 仍高于对照组;治疗组与

模型组比较各时相点血清 TNF-α含量均显著降低(图 1)。

＊＊:P<0.01 , vs control ;#:P <0.05 , ##:P<0.01 , vs LPS group

图 1　大鼠血清 TNF-α含量变化

Fig 1　Changes of serum TNF-αcontent in rats
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　　血清 IL-6 含量测定结果 , 模型组于伤后 1 h 血清 IL-6 显著

高于对照组 , 12 h 达峰值 , 至 48 h 仍高于对照组。治疗组伤后

1 h 血清 IL-6 水平与模型组相比无显著差异 , 3 ～ 48 h 各时相点

血清 IL-6 含量均显著低于模型组(图 2)。

＊＊:P<0.01 , vs control ;#:P <0.05 , ##:P<0.01 , vs LPS group

图 2　大鼠血清 IL-6含量变化

Fig 2　Changes of serum IL-6 content in rats

2.2　血清谷丙转氨酶(ALT)测定
　　大鼠血清中谷丙转氨酶的动态变化提示 ,模型组大鼠血清

ALT水平较正常组显著升高 , 治疗组大鼠的血清 ALT水平和模

型组相比显著降低。

2.3　大鼠部分内脏器官的组织病理学观察结果
2.3.1　肝脏组织的主要病理学改变　　模型组:光镜显示肝

窦充血 、扩张 , 并可见较多中性粒细胞 , 部分中性粒细胞向肝细

胞索浸润(图 3A)。汇管区可见少量炎细胞浸润;局部肝细胞

肿胀 ,偶见肝细胞嗜酸性变及点状坏死;肝细胞肿胀较广泛 , 嗜

酸性变及点状坏死较少见 , 灶性坏死偶见。 电镜:内皮细胞高

度肿胀 ,胞浆溶解 , 并形成大量髓鞘样结构。可见部分肝细胞

核染色质边集;内皮细胞脱落;肝细胞线粒体肿胀或灶性空化;

内皮细胞胞浆断裂 ,呈游离的泡状结构或见该处大量髓鞘样结

构形成;狄氏间隙可见红细胞碎片 ,近毛细胆管处肝细胞胞浆

内出现大量髓鞘样结构(图 4A)。

　　治疗组:上述肝损伤有不同程度减轻 , 肝窦内炎症反应不

明显 , 血小板聚集 、纤维素沉积少见 , 肝细胞肿胀不明显 , 偶见

肝窦腔内非实质细胞有反应增生性改变(图 3B);电镜示 KC 与

窦壁紧贴 ,内皮细胞轻度肿胀 , 未见坏死脱落;肝细胞线粒体肿

胀明显减轻 ,未见线粒体空化;髓鞘样结构少见(图 4B)。

A:Liver tissue of model group　　Showed hepatic st romal hyperemia and dilation with many neutrophils in the hepatic stroma , some of which infiltrated in to

the hepatocyte cord;B:Liver ti ssue of EBP treatment group　　Reactive hyperplasia of nonessential cells could be found accidentally in the hepatic stroma

图 3　大鼠处理后 24 h肝脏的组织形态变化　(HE×200)

Fig 3　Morphological changes of liver tissue of rat 24 h after treatment　(HE×200)

A:Liver tissue of model group　　Chromatin assembled to the verge of hepatocellular nucleolus (N).Medullary structure(※)could be found in the

cytoplasm;B:Liver tissue of EBP treatment group　　No medullary structure was found in the hepatocellular cytoplasm

图 4　大鼠处理后 24 h肝脏的组织超微结构变化　(TEM ×6 000)

Fig 4　Ultrastructural changes of liver ti ssue of rats 24 h after treatment　(TEM×6 000)
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2.3.2　肺脏组织的主要病理学改变　　模型组 光镜:肺间质

充血明显 ,局部肺泡隔明显增厚(图 5A);肺小血管及部分毛细

血管内可见较多中性粒细胞聚集;弥漫性毛细血管扩张 ,伴局

灶性肺出血 ,可见灶性肺间质和肺泡内出血伴少量中性粒细胞

浸润。电镜:肺间质水肿明显 , 毛细血管腔内可见血小板 、PMN

和红细胞成分 ,部分 PMN嵌顿于血管腔内或伸出伪足与内皮

细胞黏附 ,内皮细胞肿胀 , 胞浆连接间隙增宽 ,胞浆内吞饮泡增

多 ,线粒体空化 , 内质网扩张;血管基底膜肿胀呈进行性加重;

肺泡Ⅱ型上皮细胞大量脱落于肺泡腔内伴板层体排空(图

6A)。

　　治疗组各时相点可见肺损伤呈不同程度减轻。肺泡腔内

炎性渗出及肺泡间质充血水肿减轻 , 炎细胞浸润较少(图 5B)。

电镜:血管内皮细胞轻度肿胀 , 细胞连接间隙增宽不明显;Ⅱ型

上皮细胞变性减轻 ,板层体排空少见(图 6B)。

A:Lung tissue of model group　　Serious lung tissue congestion and incrassated alveolar spaces , accompanied by neutrophil soakage;B:Lung ti ssue of

EBP treatment group　　The pathological changes were less signifi cantly as compared with those of the model group

图 5　大鼠处理后 24 h肺脏的组织形态变化　(HE×200)

Fig 5　Morphological changes of lung tissue of rats 12 h after treatment　(HE×200)

A:Lung tissue of model group　　The layer bodies(LB)of alveolar type Ⅱ epithelial cells decreased;B:Lung tissue of EBP treatment group　　Nor-

mal alveolar type Ⅱ epithelial cells

图 6　大鼠处理后 24 h肺脏的组织超微结构变化　(TEM ×6 000)

Fig 6　Ultrastructural changes of lung tissue of rats 24 h after treatment　(TEM×6 000)

　　对照组:光 、电镜下肝 、肺组织均未见明显病变。

3　讨论

　　内毒素血症的防治研究是近 10多年来国际医药

学界研究最为活跃的领域之一 。研制高亲和力 、能中

和内毒素且毒性低的抗内毒素新药 ,对内毒素血症的

防治具有重要的意义 。针对 LPS特异结合区域的肽类

基因工程制剂 ,是目前研究和开发内毒素抑制剂的方

向和趋势 。

　　本研究根据公认的 LBP中的 LPS结合区域 ,应用

PCR技术 ,已从含人NH-LBP cDNA的质粒中扩增得到

内毒素结合肽(EBP)基因片段 ,并借助原核表达系统

及多重分离纯化体系 ,得到分子量仅为 3.5×10
3
的小

分子肽 ,可克服大分子药物的相对分子质量大 、组织渗

透性弱 、体内运输能力差 、不稳定 、有宿主免疫原性等

缺点。我们采用烧伤合并内毒素血症大鼠模型 ,观察

在应用 EBP 后大鼠的血清 TNF-α、IL-6变化情况 ,及器

官功能障碍的改善情况 ,以评价 EBP 的内毒素拮抗效

应及对部分重要脏器的保护作用。通过对模型大鼠在

烧伤合并内毒素注射与 EBP 作用前后的动态对比观
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察 ,在组织病理学变化方面 ,治疗组中肝细胞的变性 、

坏死程度减轻 ,炎细胞浸润显著减少;肺组织毛细血管

充血减轻 ,肺泡腔内 、支气管内渗出减弱 ,肺泡间隔的

炎性改变也有不同程度减轻。

　　文献[ 6]表明由于内毒素对肝脏的致伤性效应以

及刺激单核巨嗜细胞系统后产生的多种活性物质的损

伤作用 ,常常引起肝脏功能降低 ,主要包括肝细胞损

伤 、肝内淤积胆汁以及肾功能损害等。在测定肝功能

方面 ,我们选用了 ALT 作为观察指标。众所周知 ,血

清转氨酶活性是肝功能损害的明显指标 ,在除外肝外

脏器病变的情况下(如急性心肌梗死 、心肌炎和心肌

病 ,血清转氨酶升高反映了肝细胞损害和坏死程度[ 7] 。

大鼠血清中ALT 的动态变化提示 ,治疗组大鼠的肝脏

功能较损伤组有所好转。

　　LPS刺激反应导致细胞因子的过量产生被认为是

革兰阴性菌脓毒症的发病机制[ 8] 。LPS通过与靶细胞

作用而诱导细胞因子合成和分泌 ,这些靶细胞包括单

核/巨噬细胞 、B 淋巴细胞 、粒细胞 、血小板 、成纤维细

胞和内皮细胞等 ,所产生的细胞因子包括 IL-1α、IL-1β 、

TNF-α、IL-6 、IL-8 等[ 9] 。内毒素诱生的细胞因子中 ,

TNF-α和 IL-6 被认为是急性炎症反应的主要细胞因

子 ,其主要来源是 LPS刺激的单核/巨噬细胞 ,尤其是

肝脏枯否细胞可能具有重要作用[ 11] 。本研究对模型

组大鼠肝脏的组织病理学观察中亦显示 ,伴随 KC 激

活和肝细胞损害的形态学改变 ,表现为KC 数量增多 、

体积增大 、吞噬功能增强 ,肝细胞出现胞浆内局部空

化 、退行性变及髓鞘样结构增多等变化 , 同时血中

TNF-α和 IL- 6 含量增加。大鼠血清中 TNF-α、IL-6的

ELISA检测显示 ,在各时相点治疗组 TNF-α、IL-6的含

量均有不同程度的下降 ,提示 EBP 可能中和了部分

LPS ,从而减弱了LPS 对TNF-α、IL-6等细胞因子释放的

刺激作用 。

　　因此 ,经过动物在体实验的初步观察 ,我们认为重

组内毒素结合肽是具有一定的生物活性的重组蛋白 ,

对烧伤合并内毒素血症大鼠的脏器损伤具有一定的保

护作用。其生物学功能及其作用机制则有待于进一步

的深入研究。
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