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肠源性感染的实验研究
马 利 黎 鳌 肖光夏 E d w in A D ie t c丫 (西南医院 烧伤研究所 )

抓 共 感染仍然是外科危重病人的主要死因之一
。

30 % 以 上死于感染和多脏器功能衰竭病

人的感染病灶
,

即使在尸检时也从未明确
。

多数感染都是由G
一

杆菌
、

肠球菌以及白色念株菌这一 类

肠道常驻菌群所致
。

设想肠道可以是全身感染的感染源
。

细菌经由肠道通过肠粘 膜侵入肠系膜淋

巴结及体内其他脏器中的过程
,

国外称之谓
“
细菌的移居

” ,

我们长期 以来称之为
“
肠源性感染

” 。

在外科临床上
,

休克
、

营养不良
、

内毒素血症及以肠道内容物郁滞为特征的肠麻痹等因 素常

常合并存在
,

这些因素对于临床的感染率和病死率有促进作用
。

为澄清它们与肠源性感染之间的关

系
,

本实验选用 9 5。只无特殊致病动物及无菌动物
,

以细菌学研究为主
,

病理学观察为辅
,

结合生

化和药理学方法 , 利用烧伤
,

出血性休克
、

内毒素血症
、

蛋白质营养不良及小肠梗阻等不同动物模

型 , 从多个方面
,

不同层次
,

对创伤后早期阶段肠源性感染的发生
、

发展等方面进行 了 系统的研

究
。

结果发现
:

烧伤后早期肠道内细菌可以侵入休内 , 一定时限的低血容量性休克能够造 成肠源

性感染 , 循环中的内毒素可以促进肠道中细菌的侵入 , 蛋白质营养不良对 内毒素上述的致病作用

具有协同作用以及单纯小肠梗阻后 肠 道内细菌可进行性地侵入体内 , 最终导致致死性的肠源性感

染
。

实验证明
,

创伤后早期阶段
,

肠源性细菌感攀途径是明确存在的
,

且可以是致死性的
。

关份词 肠源性感染 , 烧伤 , 出血性休克 , 内毒素血症 , 蛋 白质营养不良 , 肠梗阻
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前 言

人们在改造客观世界的同时也在改造主观世界
,

而主观世界的转变对于客观世界的进步

具有推动作用
。

医学科学就是在主观和客观对立统一的运动中向前发展的
。

肠源性感染是论述 肠道细菌通过肠粘膜侵 入体内感染的过程
。

这是 80 年代
,

尤其是近几

年来在外科领域中渐被重视的一个新的研究课题
。

因为多年来临床学家在预防和控制感染方

面虽费尽心机
,

但是感染的发病率和病死率仍顽固地滞留在一个不易再下降的水平
。

严酷的

现实
,

迫使人们去思考
:

诸如
,

目前所用的各种防治感染的方法是否都尽合理 ? 感染的细菌

究竟从何处而来 ? 真正的感染源到底隐藏在什么地方 ? 等等
。

当这些严肃的问题被相继提出

后
,

再经过人们的周密思考
,

探索的目光从
“
外源

”
转向

“

内源
” ,

肠道是首先被怀疑的感

染源
。

虽然在多数情况下
,

感染的原发病灶能够被发现
,

但仍有部分病例的原发病灶即使是在

尸检时也从未能得到明确
。

临床观察和动物实验提示
,

肠道往往是这种原因不明感染的原发

病灶
。

肠道内细菌从肠道通过肠粘膜侵入到肠道以外的部位
,

例如肠系膜淋巴结
、

肝脏
、

脾

脏
、

血液以至全身的感染过程裤称之为细菌的移居 ( B a c t e r i a l T r a sn loc
a t io n

)
,

临床上则

习惯把这种情况称之为
“
肠源性感染

,, ( G u t O r i g i ,
1 s e p t i e s t a t o s )

。

目前的观点是
,

细

菌经由肠道侵入形成的肠源性感染是外科临床上感染发生率难以降低的主要原因 ( 4 一 4 )
。

我所早在 1 9 6 2年就提出肠源性感染的问题
。

1 98 4年我们又在烧伤动物实验中得以证实
,

早至烧伤后 3 h
,

肠道中的细菌已开始侵入体内
。

肠源性细菌感染的发生率 以及肠道细菌侵入

体内的菌量之高都曾给我们留下深刻的印象
。

我们还发现
,

严重烧伤后肠粘膜机械性屏障的

损伤以及肝脏网状内皮系统功能下降都与肠源性感染的发生密切相关
。

并根据肺脏 中检出菌

量较高且同时合并有肺水肿存在的事实
,

进一步提出肠源性感染在创伤后多脏器功能损伤的

发病机制中起重要作用的概念
。

这是最早系统研究肠源性感染的文献之一
。

严重烧伤后造成机体防御功能改变的因素很多
。

肠粘 膜 的 应 激性损伤固然是重要原因

之一
,

但诸如内毒素血症
,

急
、

慢性蛋 白质营养不良
,

肠麻痹等因素往往也合并存在
。

仅烧

伤后肠粘膜损伤的发生机制也是复杂的
。

我们想一一澄清这些因素与肠源性感染的关系
。

肠道菌群失调是临床常见并发症之一
。

这一因素对促进肠源性感染的发生尤为重要
,

在

我们以前工作中尚未加以证明
。

出血性休克是最常见的创伤反应形式
,

与烧伤后休克相比较

两者有许多共同之处
。

由于出血性休克没有创面因素的干扰
,

因此便予观察肠源性感染的发

生和发展
。

这些问题本次研究均予以列入
。

基于上述概念我们计划进行烧伤
、

细菌内毒素
,

肠道菌群紊乱
、

蛋 白质营养不良
,

肠道

梗阻以及出血性休克等多种外科临床常见情况与肠源性感染发生之间关系的研究
,

并将肠粘

膜机械性屏障损伤的因素作为探讨肠源性感染发生机制的重点内容
,

希望对临床的诊疗与防

治提供一些实验研究依据
。
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。



动物是在配有温度
,

温度和光线自动调控装置的半无菌隔离环境下饲养的
。

用标准 S P F 动物饲料 ( D i et

5 0 0 1 R a l s t o n P u r i n a C o ,

S t
.

L o u i s M o ) 和酸化水 ( o
.

o o 1N盐酸 )
。

饲养动物的粮食中含有 17%蛋白

质
,

11 %脂肪以及各种微量元素
、

维生素和矿物质
。

无菌小鼠 ( G o r m f r e e
,

G F )
,

( S w i s s C r l
, o u t r b r e d IC R ) 购自C h a r l e s R i v e r

实验动物饲养中

心 (W i l m i n g t o n ,

M a s s )
。

在维尼龙无菌隔离罩中全司养 ( G e r m f r e e S u p p l y D i v i s i o n ,

S t a n d a r d

E qu i p m e n t C o .

P a l a t i n e I L L )
。

动物饲养隔离罩带有空气层流自动装置
。

并用含有 0
.

1% B i o一 S o f t

一 N一 3 0 0去垢剂 ( T E A 工
,

i n e a r a l k y l a t e S u l f o n a t e
,
6 0% a e t i v e ,

S t e p a n C h e m
.

C o ,

N o r t h f i e l d

I L L ) 的2% 过乙酸溶液 ( F M L C o r p
,

D u

于f l
o N Y ) 进行消毒

。

用标准无菌动物饲料 ( L a b C h o w 5 0 1 0

R a l s t o n P u r i n a C o ,

I n c
, s t L o u i s

,

MO ) 饲养动物
。

动物伺料
、

饮用水以及隔离罩中使用的所有物品

均置入真空无菌消毒室 ( b u lk s t e r i l i z e r e h a m b e r ) ( H o e l t g e
,

I n e ,

C i n e i n n a t i
,

O H ) 中经过消毒

处理后送入动物饲养隔离罩内
。

动物饲养条件符合全美实验动物管理委员会标 准
。

木实验均经过美国路易

斯安娜州立大学 S hr ve eP or t医学院实验动物管理委员会验证和批准
。

T u n g s t a t e 饲料 ( IC N B i o e h e m i e a l s
,

C l e v e l a n d O h i o ) 这种特殊动物 饲 料 中不含有钥 ( M o l y
-

s d e n n
m ) , 但含有正常量的营养物质

,

包括维生素
、

矿物质以及其他微量元素
,

这种饲料 能 够灭活动物消

化道粘膜中的黄嚓吟氧化酶
。

动物在接受 T u吃 s t at e饲料饲养 的 3 周期间均饮用三重去离子水
,

以防止动

物食入任何钥元素
。

IA lo p盯 i on l s( 馆m a .

st
,

L ou is
,

M O ) 别嚷岭醇
,

为黄嗓吟氧化酶
。

抑制剂
。

将其溶解于生理盐水

中
,

经胃管给动物口服
,

1 次 / 日
,

连续 2 天
,

剂量为50 m g / k g / 日
。

二
、

杭生素
“

清洁
” 动 物肠 道和肠道接种单株 大肠杆菌C Z 。

的方法

在动物饮用水中加入青霉素。 。
g m g/ m l

,

链霉素 4m g/ m l和杆菌肤 4m g/ m l
。

连续饮用 4 天后
,

经胃管给

动物肠道接种单株大肠杆菌C : 。菌液
,

菌量为 3 x l o
s
/ m l

,
0

.

2m l/ 只
。

在 整个实验阶段动物仍持续饮用该

抗生素液休
,

大肠杆菌 C “ 是一种对链霉素耐药的菌株
,

培养基选用供 G
一

杆菌 生长的选择性培养基 T一 7

( T e r
ig ot

c一 7 ) 琼脂平板或M o c C o n k e y , s琼脂平板
,

内加链霉素 l m g / m l
,

使 这两种平板成为大肠杆菌

C : 。专性生长的选择性培养基
。

三
、

细菌培养方法

1
.

动物行断颈活杀
,

按需要抽取心血。 .

5m l注入盛有 50 m卜合脑浸液 ( B H )I 的培养瓶中
,

37 ℃ 孵育

3 天
。

血培养如有细菌生长
,

则再次转种到普通血平板上做纯细菌培养
,

然后进行细菌鉴定
。

如专门培养

大肠杆菌 C 2 . ,

则将血培养阳性的细菌转种到含有链霉素的 T一 7 或M a o C o n ke y 琼脂平板上
,

观察大肠杆

菌 C : 。的生长情况
。

2
.

内脏细菌培养是在无菌操作下打开动 物腹腔
,

首先用无菌棉拭子涂抹暴露的内脏表面
,

置入 l om l

心脑浸液中 ( 37 ℃孵育 2 4 h
,

以鉴测有无细菌污染 )
。

然后在升结肠的肠系膜部位剪取引流空肠
、

回肠和盲肠

的肠系膜淋巴结以及动物的肝脏
、

脾脏
,

称重后分别注入盛有。 .

s m l 和 s m l 心脑浸液的匀浆管中进行匀浆
。

取匀浆液。 .

Z m l
,

分别接种到血平板和 M ac C o n k e y 琼脂平板上
,

37 ℃孵育 24 ~ 4h8
,

对 培养阳性的平板进

行菌落计数
,

观察动物内脏细菌生长的阳性率和菌量情况
。

3
.

动物肠道中细菌定量培养的方法
:

取完动物内脏 后
,

剪取完整的动物盲肠
,

称重后放入盛有 9 m l

心脑浸液的匀浆管中
,

匀浆后用生理盐水技 1 0 3 、

10
5 、

1。 ’ … …不同倍数进行 梯度稀释
,

取 0
.

l m l不 同稀释

倍数的匀浆液
,

分别接种到血琼脂平板和 M ac C o n k e y琼脂平板上
,

37 ℃孵育 2h4
,

进 行 菌 落计数
,

定量监

测肠道内兼性需氧性细菌和G
一

细菌的菌量变化情况
。

如系培养大肠杆菌 C : . ,

所用的 M ac C O n k e y或 T一 7 琼脂平板均加入 1山 g/ m l链霉素
。

4
.

细菌学鉴定方法
:

所获动物内脏培养的G
一

杆菌用A P I20 一 E系统进行鉴定
,

G
,

细菌按 F i n e g ol d 的

标准方法鉴定
。

四
、

形态 学研究方法



1
.

光镜观察
:

动物内脏的形态学研究是采用半薄塑料切片在光学显微镜下进行观察的
。

动物活杀后取

回肠段和盲肠标本
,

置入磷酸福尔马林缓冲液中 ( iF s h
.

C o) 固定b6
,

然后组织经过梯度酒精系列脱水
,

包埋在乙二醇异丁稀酸中 ( g l y e o l 扭 e t h a e r y l a t e
,

J B
一
4

,

P o l y s e i e o e e ,

I n e )
。

切片厚度为 2 / “ 口
,

用

1 %甲苯胺蓝染色
,

O ly m p us 显微镜观察并照相
。

2
.

电镜观察
:

动物经断颈活杀后即刻打开腹腔
,

取末端回肠组织固定在 K ar n o va sk y电镜组织固定液

中
,

室温下 ( 22 ℃ ) l h
。

在组织显微镜下将小肠组织切成组织条再固定 h3
,

然后继续将小肠组织条切成细

小组织块
,

置入。 .

l m ol 二甲砷酸盐冲液中
,
l ℃

一

}: 过 夜
。

次 日用 1 %亚铁氰饿酸水溶液 理 ℃下将组织再固定

l h
,

换入 1% 酉昔酸铀溶液中浸染h2
,

然后组织经梯度酒精和丙烯连续脱水至室温下
。

最后用E p o n 一8 12 包埋

组织
。

在 L K B 超薄切片机 仁进行连续超薄切片
,

醋酸铀和柠檬酸铅电子染色
,

在 P hi il p E M一 3。。电子显微

镜下观察并照相
。

3
.

应用冰冻蚀刻技术观察动物肠粘膜 上皮细胞之间紧密连接的方法 : 动物小肠组织经 K ar n o va s k y电镜

固定液固定 30 ~ ` s m i n后切成组织条
,

置入 2 。%
一

甘油
一
o

.

l m ol 二甲砷酸盐缓冲液中
,

室温下 1 ~ Z h
,

用组织

切割机 ( T i s s u e C h o p p e r ) 将小肠组织切成 1 2 6 卜m大小
,

平展在冰冻蚀刻的金属台上 ( G o l d d i s k s )
,

用

氟里昂 2 2 ( v i r g i n i a C I、 e m i C a l , s
,

I n C ,

P o r t 、 m o t h
,

v a ) 迅速冰冻
,

然后将组织储存在液氮中备用
。

小

肠标本在 B a l z e r s冰冻蚀刻机中 ( M o d e l B A
.

3 6 0
,

B a l z e r A G
,

B a l z e r L i e e h t e n s t e i n ) 一 1 1 5℃条似
:

下进行断裂
, 一 1 00 ℃蚀刻

,

然后用铂枪和碳枪分别进行 喷 镀 复 型
,

组织复型膜分别用二氢叶 酸 ( C hl 。 -

r i n e )
、

漂白剂 ( b l e a e h ) 和双蒸水清 洗
,

用 3 0 0一 目铜网捞取
,

P h i l i p E M
一
3 0 0电子显微镜 观 察 并照

相
。

二
.

肠粘膜通透性改变的研究方法
:

实验中采用组织化学的方法观察在不同病理条件下
,

小肠粘膜 对

肠腔中分子量为 凌万的大分子物质辣根过氧化物酶 ( H O sr o r d i s h P e
or ix d a : e ,

H R P ) 通透性的改变情况
。

实验前动物禁食过夜
,

饮水不限
。

经腹腔麻醉 ( K at a m i en Z m g/ 只 ) 打开腹腔
,

结扎一段长约 4 c , 的末 端

回肠
。

将 H R P Z0 0 0单位 ( T y p e V l
,

5 19 垃a C O ,

S t L o u
i s

,

M o ) 李容解在无菌生理盐水 1 m l中
,

缓缓注

入已结扎的肠段中
。

然后将暴露的小肠放回腹腔内
,

用金属钮扣将动物腹腔关闭
。

分别在术后 5
、

10
、

巧

和 3 o m in 重心打开动物腹腔
,

将新鲜配制好的 K ar 加妞
s k y 电镜组织固定液 “ ’

缓缓注入结扎的肠段 巾
,

1 m in 后行断颈处死动物
,

沿动物小肠系膜缘纵行剪开 结 扎的肠段
,

在距离两端结扎约 1 o m处取下结扎中

端小肠组织
,

粘膜面向
_

仁将小肠平展在组织容器中
,

用 K ar on va sk y电镜组织固定液 固 定 l h (2 2℃ )
,

再

将小肠均匀切成 1 m m宽的组织条重新固定 3 h
,

接着用。 .

l m ol 二甲砷酸缓冲液洗涤小肠组织 2 次
,

每次10

m in ( 4 ℃ )
,

用 7 % 液态琼脂包埋小肠组织条
,

在 S m i ht
一

F ar g u 五ar 组织切割机 ( C h o p p er ) 的平台上
,

将小肠组织连续切成 i。。拼, 厚的细小组织块
,

4 ℃条件下用二甲砷酸盐缓冲液洗涤 2 次
,

每次10 m in
,

之后

再置人上述缓冲液中 4 ℃下过夜
。

次日将小肠组织置入第一道组织化学孵育液中 (。
.

s m ol T r i s
·

H cl 缓冲

液
,
p H 7

.

6 10 m l
,

加 31 3 ’

二氨基联苯胺 s m g )
,

室温下轻荡30 m i 。
,

再将组织置 入 第二道组织化学孵育液中

(上液中加 1 %过氧化氢液 。 .

l m l )
.

室温下轻荡 30 m i n
。

小肠组织经用 1 % 亚铁氰饿 酸 ( F er r 。 一

cy an i
-

d e
一 r e d u e e d O s m 元u rn ) 水溶液 魂 ℃下固定 i h后

,

经梯度酒精和氧化丙烯 ( P r o p y l e ” e O x i d e ) 连续城水

至室温下
,

最后用 E p o n 一

81 2环氧树脂包埋
。

在超切机上进行半薄和超薄切片
,

半薄切片在 O l y ln p u s 光学

显微镜下观察并照相 , 超薄切片不经电子染色
,

直接在 P h il i p E M
一

30 。电子显微镜下观察并照相
。

五
、

小 肠拈膜 中黄漂吟氧化酶活性测定方法

本实验采用W a u d 和 R aj ag o p ol a n 的 方法测定动物小肠粘膜中黄嘿岭氧化酶的活性
` 。 , 。

动物经断颈活

杀后
,

取一段重约。 .

2一。 .

2 59 的末端回肠
,

立即置入 4 ℃ 生理盐水中洗净
,

保 存 在
一

70 ℃ 液 氮中待测
。

测

定时将小肠组织放入 4 ℃
,

p H 7
.

8磷酸缓冲 液 进 行 超声匀浆
。

该磷酸缓冲液中含有。 .

l m ol 乙二胺四 乙酸

(E D T )A
, 。 .

s m m ol 二硫苏糖醇 ( D T T )以及。 .

2田 m ol 苯甲基磺酸氟化物 ( P M S F )
。

组织匀浆液在 4 ℃条

件下
,
1 2

, 。。。 r
/ m in 超速离心 30 m i

n 。

离心后的组织上清液先用萄聚糖 (S
“ p h a d “ x G

一

25 ) 层析过滤
,

然后

在分光光度计上
,

用29 汕m 波长测定烟酞胺腺镖吟二核普酸 ( N A D ) 存在的条件下
,

尿酸 a(
r
ic ac id )

形哎情况
。

在 2 5℃ 条州门; ,

侮分钟将 1 “ m 黄嘿吟转变戍尿酸所需黄嗯岭氧化酶的量
,

为 1 单位黄嗯岭氧化



陇的活性
。

六
、

统计学方法

实验所得计数和计量资料分别用卡方 ( XZ )
,

T
一

测验以及直线回归相关的方法进行统计学处理
。

分 题 实 验

一
、

烧伤与肠源性感染

1 实验目的

在医学科学领域 中
,

临床和动物研究始终是处于互补的位置
,

动物研究的结果不能完全应用干临床的

原因之一
,

就是在生物学上人类和动物是属 于不同的种
。

在生物圈内
,

外界的各种变化在不同种的生物休

内所引起的生物学效应是不同的
。

即使是属 于同 一个种
,

不同个体同一种外界应激所表现的反应也有差

异
,

这种差异是由基因控制的
。

一般来说
,

临床病人由于基因背景不同所表现的较大的个体差异
,

在动物研究中较不明 显
。

如应用近

系繁殖 d n b r e d) 动物进行研究
,

从总体所得到的实验结 果
,

集中分布的倾向性较大
,

因个体差异造成总

体误差的机率相对较小
,

所以动物研究的这种优点常被用来达到某一种特殊的实验目的
。

烧伤病人的感染问题一直比较突出
。

我们曾证实大鼠单纯烧伤能够造成肠道中绿脓杆菌侵入体内
,

形成

烧伤后肠源性绿脓杆菌的全身性感染 ( , ,。 D le ct h等也观察到
,

单纯烧伤可以造成大鼠
,

但不能造成C D
一
1

小鼠肠道细菌移居〔。》 。

后者是否由于动物的基因背景不同所致? 因此
:

1
。
1 本研究目的之一是选出几种基因背景不 同的小鼠

,

观察基因因素是否在烧伤后早期肠源性感染的

发生中起作用?

1
。

2 许多胃肠道疾病都合并有肠粘膜通透性增高
。

例如克隆氏病
、

多发性纤维增生症
、

肠胃炎
、

营养

不良
、

处于化疗期的肿瘤患者 , 甚至酗酒的病人
,

也常并发肠源性细菌的移居和肠源性内毒素血症 ( ’
一

” )
。

这提示
:

肠粘膜通透性增高与肠源性感染的发生两者间的关系是密切的
。

所 以本实验目的之二是观察在烧

伤后早期阶段
,
肠源性感染的发生是否与肠粘膜通透性的改变有关?

1
.
3 肠道中稳定的常驻菌群能够阻止非常驻性细菌 ( n o n

一

i n d i g e n o u s f l o r a ) 在肠道中定植 ( e o l o
-

n i z a t i o n ) 和优势繁殖 ( o v e r g r o w t h )
,

因而被称之为正常菌群的
a

抗定植作用
” 。

( C o l o n i z a t i o 。

R e抓 st an ce
,

C R )
。

抗生素可以造成肠道菌群失调
,

降低肠道常 驻 菌群
“
抗定植 ” 的功能

,

促进条件致

病菌在肠道中定植
。

这是肠源性感染发生的重要因素之一 ( ’ “ 一 ’ ` )
。

鉴于抗生素的使用在烧伤临床实践中如

此频繁
,

所以本实验的目的之三是想进一步了解在肠道菌群失调及合并有烧伤应激的条件下
,

定植在肠 道

中的G
一

杆菌是否能够突破肠系膜淋巴结的局部防御屏障
,

进一步扩大细菌移居的范围
,

形成烧伤后早 期 肠

源性感染?

2 动物分组和实脸方法

本实验分别选用 C D
一

1 ( o u t b r e d ) 远系繁殖
、

B a l b
一 e ( i且 b r e d

,

近系繁殖 ) 和 C S了
一

b l ( i n b r e d
,

近系

繁殖 ) 3 种遗传基因背景不同的 S P F小鼠
,

共 32 2只
,

进行烧伤后早期阶段肠源性感染的实验观察
。

2
.

1 单纯烧伤组共用 127 只小鼠
,

其中 10 只 Bal b
一 c小鼠为对照

,

37 只 B al b
一 c小鼠

,

10 只 C 57
一

bl 小鼠和

z魂只 C D
一

i 小鼠进行单纯烧伤
。

另有 35只 Ba l b
一 e小鼠设为别嘿吟醇组 ( A l l o p u r i n o l )

,
1 5只 B a l b

一 e小鼠为

T u n g s t a t e饲料组
。

2
.

2 选用B al b
一 。小鼠和 C D

一

1小鼠各 5 只
,

用辣根过氧化物酶 ( H R P ) 通过组织化学的方法
,

对比观

察烧伤后动物小肠粘膜通透性改变的情况
。

2
。
3 观察肠道菌群失调加上烧伤应激是否能够造成全身性肠源性感染

,

选用上述 3 种动物共 1 8 5只
,

共

中包括单独观察烧伤后死亡率的 55 只和对比观察烧伤后肠源性细菌感染情柳 的 1 30 只劝物
。

功物炸伤前首先



进行抗生素
“
清洁

”
肠道和单株大肠仟菌C 5 2肠道接种 ( m n a o os s c ol at e d )

。

2
.

, 动物烧伤是按照W a l k e r ( ’ 5 ) l’l{J 实验方法
。

动物经腹腔麻醉 ( T h l o p e n t a l S o d i u m
,

o
.

s m g z
`
1 0 9体

重 )
,

背部剃毛后
,

仰卧在一个有 2
.

5 x 3
.

c5 m “
开口的塑料模具内

,

置人沸水中 5 5 ,

造成平均 2 5%体表面积

的 I 度烧伤
。

烧伤后经动物腹腔注射无菌生缈肚水 1 m l, 预防休克
。

各实验组分别取 4只动物的回肠和盲肠标本
,

在光镜下进行形态学观察
;

细菌培养
、

形态学方法及统计学处理见
“

材料与方法
” 。

3 结果和分析
3

.

1 单纯烧伤后 2 h4
,

Bal b
一 c
小鼠肠道细菌移居到肠系膜淋巴结的发生率为 74 % ( P <

。
.

00 1 )
,

C D
一

1和 C
。 : 一

b1 小鼠肠道细菌移居到肠系膜淋巴结的发 生 率分别为 7 %和 2。%

(表 1
一
1 )

。

烧伤后 4 h
,
B al b

一 。
小鼠肠道细菌移居到肠系膜淋巴结的阳性率 已达 62

.

5%

(表 1
一

2 ) ; 而在烧伤后 4 五和 2h4
,

别嘿吟醇和 T u n g s t at e饲料组
,
B al b

一 。
小鼠肠道细菌移

居的发生率均显著降低 ( P < 0
.

0 5) (表 1
一
l

,

表 1
一 2 )

。

表 1
一

1 烧伤后 2h4 肠 道细菌移居 到肠 系膜淋 巴结

实验分组 动物数 阳性率%

对 照
C D

一
1烧伤

C 57
一

b i 烧伤

B a l b
一

C烧伤
B al b

一

C烧伤 + T
`

B a l b
一

C烧伤 + A
.

菌量 ( C E / M L N )
a

—
一 盲肠菌量 d

阳性培养M L N 所有M L N平均值

0 0 3
。
3士 5

.

9 x 1 0 4

3 2 3
.

5士 1 0 5
。
8士 6 3 又 1 0 7

4士 2 1士 1
.

6 N D

9 0土 9 6 7 2士 2 1 1 9
.

在士 I J
.

6 x i o .

3 9士 2 5 12士 2 3 5
.

9士 1 1
。
9 K 1 0 .

2 7土 2 6 1 5士2 7 1 0
.

3士 7
.

9 x 10 8

070护少盯

O叮̀口nOC口

101410191020

备住
: a 、

肠道细菌移居的菌量 以每个肠系膜淋巴结 ( M L N ) 中含有多少个菌落 ( C F U ) 的平均

值士标准误表示
。

因为并非每只动物 M L N纲菌培养都是阳性
,

所以细菌移居的菌量分

别以每实验组细菌培芥门性的 M L N 中C F U 的丁均值和 杭实马: :门中所有培养的 M L N中
C F U的平均值土标准误表示

b
。

盲肠菌量以每克盲肠中含 {j’ 多少个 G
一

杆菌菌落 ( C F U ) 的平均值士标准误来表示
。

C .

与其他各实验组的动物盲肠菌量相比较均差异显著 ( P < 0
.

0 5)
。

d
.

肠道细菌移居的阳性率显著高于对照
、

C D
一
l 和 C S了

一

b l
。

e .

肠道细菌移居的阳性率显著沃于 B a l b
一

C烧伤组
。

f
.

肠道细菌移居的阳性雍显著低于 Ba l b
一 c
烧伤组

。

. T :
T u n g s t a t e左司料 A : A l l o p u r i n o l

表 l
一

2 烧伤后 4 b肠道 细 菌移居 到肠 系膜淋 巴结

菌量 ( C F U / M L N a)

实 验 分 组 动物数 阳性率% 有肠菌量 b

细菌培养阳性的M L N

6 2
。
s
c

1 2
。
5

8 8 士 d s

3

2
.

1士 1
.

8 x 1 0 。

3 4士 3 1 \ 1 0 。

88B a l b
一 e烧伤

B a l b
一 e烧伤加

T u n g s t a t e饲料
B a lb

一 e烧伤加

A l l o P u r i n o l

1 2
。
5 9

.

9士 1 3 x 1 0 6

备注
: a .

肠道细菌移居的菌量 以每实验组中细菌培养阳性的肠系膜淋巴结 ( M L N ) 中含有多少个

菌落 ( C F U ) 的平均值士标准误表示
。

b
.

盲肠菌量以每克育肠中含有多少个G
一

杆菌菌落的平均值士标准误表示
。

c .

肠道细菌移居阳性率显著高于另外两组动物
。



形态学观察则发现
,

烧伤后 Bal b
一 。
小鼠肠粘膜损伤的程度最严重表现为烧伤后 4 h

,

肠

粘膜绒毛的间质已出现水肿
,

肠粘膜上皮细胞的基底部出现空泡性变 (图 2 )( 图 l 为正常对

图 1 对照组 B al b
一 c小鼠的正常回肠粘膜

,

绒 图 2 烧伤后 4 h b a 山
一 。小鼠的回肠粘膜

。

肠绒

毛排列整齐
,

上皮细胞层完整
,

间质不疏松
。 x 2 00 毛排列略不规则

,

间质排列疏松呈水肿表现 , 肠上

皮细胞层尚完整
,

但肠上皮细胞的胞浆下方出现空

泡性变
,

以绒毛顶部略为明显
。 x 200

照 )
。

到烧伤后 24 h
,
B al b

一 c
小鼠肠粘膜的损伤最为明显

,

除表现广泛性水肿外
,

且出现急性

应激性坏死
.

表现为粘膜 卜电细胞的灶性坏死
,

脱落
,

间质裸露形成溃疡面 (图 3
、

4 )
。 、

田 名 烧伤后 24 h b al 卜 c小鼠的回肠枯腆
。

肠

粘膜严重水肿
,

绒毛排列极不规则
,

并两两相互融

合成片
,

肠上皮细胞严重变性萎缩
。 x 20 。

图 通 烧伤后 2 4 h B al b
一 c小鼠的回肠枯 膜

。

与

图 3 所示相同
,

肠粘膜表现 为严重应激性 坏 死
。

肠上皮细胞层完全坏死脱落
,

间质裸露
,

肠粘膜充

血水肿的间质中有大量炎性细胞浸润
。 `

20 。



此外
,

尚 可观察到单
·

的呈急性坏死 l均肠绒毛夹在相邻的两个呈水肿变性的肠绒毛之间 (图

5)
。

而 C D
一

1和 C 5 7
一

bl 两组动物的肠粘膜在烧伤后 2 h4 均未发生严重损伤 ( 图 6
、

7 )
,

别

图 5 烧伤后 2 4 h B al b
一 c小鼠的回肠粘 脱

。

拍

充血水肿的绒毛之间
,

出现单一的呈急性应激性坏

死的肠绒毛 (箭头 )
。 X 200

!-11 6 烧劣后 21 h C D
一

卜{
、
鼠的回肠 枯膜

。

肠绒

巳排列整齐
, _

1几皮细胞层完整
,

间质表现有轻度疏

卜
。 ) ( 2 0 0

嗦吟醇和 T u
gn

s at et 饲料明显减轻了烧伤后 B al b
一 c 小鼠肠粘膜损伤的程度

,

仅表现为间质充

血
、

水肿 (图 8
、

9 )
。

图 7 烧伤后 24 h C S 7 一

bl 小鼠阴回肠枯脱
,

肠

粘膜表现基本正常
。 x 20 。

图 5 B a l b
一 e小鼠给 A l l o P u r i n o l 烧伤后 2 4 11

的回肠 粘 膜
。

肠 绒 毛排列略不规则
,

肠上皮细胞

有萎缩变性
,

间质呈充血
、

水肿
,

但上皮细胞尚完

整
。 x 2 0 0



图 9B a lb
一 e 小鼠加

_

L几 T、 : ng s t at e 下司抖
,

烧

伤后 2 h4 的回肠肠粘膜的机械性屏障完 整
,

但肠绒

毛的间质仍呈水肿表现
,

绒毛顶部的肠上皮细胞有

轻度空泡变性
。 、 2 00

上述结果表明
,

不同种的小鼠对烧伤的

应激反应及对肠源性 感 染 的易感性不同
。

B al b
一 C
小鼠易感性最 高

,

肠源性感染的发

生率也最高
; 而 C D

一

1 和 C 5 7
一
lb 小鼠的易

感性比较低
,

肠道细菌移居的发生率也相应

较低
,

说明遗传墓因因素在烧伤后机体的反

应性及肠源性感染 的 发 生中起一定作用
。

R
a p a p o r t 也发现

,

不同种 的大鼠烧伤后存

活率存在着显著差异
,

并认为
,

遗传因素在机

体对烧伤应激反应中起作 用 ( ’ ` ’ 。

此外
,

遗

传因素在机体对抗某些特殊感染因子致病的

防御过程中以及对机体免疫应答能力的产生

都具有一定的调控作用 〔” 一 ’ ” )
。

本研究形态学观察的结果也提示
,

烧伤

后早期肠源性感染的发生率与肠粘膜损伤的

程度密切相关
。

易感性 较 高的 B al b
一。
小

鼠
,

烧伤后肠道细菌移居的发生率随着肠粘

膜损伤程度的加重而增高
。

易感 性 较低的

C D
一

1和 C 57
一

b1 小鼠烧伤后肠道细菌移居 的发生率较低
,

与两种动物肠粘膜损伤程度较轻是

一致的
。

别嗓吟醇和 T u
gn st at

。
饲彝明显减轻了烧伤后 B al b

一 。
小鼠肠粘膜的损程度伤

,

使

得 B al b
一 c
小鼠烧伤后肠源性感染的发生率显著下降

。

肠道中G
一

杆菌优势繁殖的因素往往在创伤后肠源性感染的发生中起一定作用
。

所以本实

验也观察了各组动物肠道中 G
一

杆菌的菌量变化情况
。

虽然到烧伤后 2h4
,
B al b

一 c
小鼠肠道中

G
一

杆菌的菌量水平也是随着肠道细菌移居阳性率的上升而显著增高 (表 l
一

1 )
。

但从实验结

果 的总体分析来看
,

肠道菌群失调似乎并不是促进单纯烧伤早期阶段动物肠道细菌发生移居

的主要原因
,

理由如下
: ①烧伤后 C D

一
1 小鼠肠道细菌移居的发生率显著低于 B al b

一 c
小鼠

,

但其肠道中G
一

杆菌的菌量水平并不低于 B al b一。小鼠
,

两者间没有显著差异 (表 1
一

1 )
。

②尽

管别嗓吟醇和 T u n gs t at
e
饲料通过保护肠粘膜的机械性屏障显著降低了烧伤后 Bal b

一 。
小鼠肠

源性感染的发生率 ( P < O
。

0 5)
,

但这 两组动物肠道中 G
一

杆菌的菌量水平也很高 (表 1
一

1 )
。

③烧伤后 4 h
,

在 B al b
一 。
小鼠肠道内 G

一

杆菌还未发生显著增殖时
,

肠道细菌移居的发生率已

高达 6 2
.

5 % (表 1
一

2 )
。

以上说明
,

在单纯烧伤后早期阶段肠源性感染的发病机制中
,

肠粘

膜机械性屏障的损伤起着主要作用
。

如能有效地保护肠粘膜屏障的完整性
,

则能够在一定程

度上降低肠源性感染的发生率
。

3
.

2 本实验尚有一问题需要回答
。

就是早在烧伤后 4 h
,
B al b

一 。
小鼠既没有发生肠粘膜

的严重损伤
,

动物肠道 中 G
一

杆菌的菌量也没有显著增高
,

而肠道细菌移居的发生率已高达

6 2
。

5%
。

是什么原因造成这种结果呢 ? 本研究发现
,

烧伤后 4 h
,
C D

一

l’J 、
鼠小肠粘膜的通透性没

有发生明显改变
。

而 Bal b
一 。
小鼠的小肠粘膜通透性却已显著增高

,

肠腔内的大分子辣根过

氧化物酶能通过肠粘膜上皮细胞之间的紧密连接 ( iT ght j
u
cn t io n

) 和途径上皮细胞之间的



通道
,

直接进入到肠粘膜下层中 (图 10 一 1 4)
。

提 示烧伤后 峨卜
,
B al b

一 。
小鼠肠道细菌移居

图 10 烧伤后 凌h C D
一

l 小鼠的回汤粘膜
。

辣棍

过氧化物酶 ( H R P ) 褐色反应产物呈粗线 状 排 列

在绒毛的表面
,

在肠粘膜的上皮细胞之间以及在肠

绒毛的间质中均未有H RP 的反应产物出现
。 x 64 。

图 2 2 烧伤后 4 1, B a l b
一 e

小鼠 [}刁问 }〕哥云,
,

断书飞
,

瑟靛

浪过氧化物酶 ( H R P ) 不但呈祝色粗线 城
’

月作列在

绒毛的表面
,

并且从绒毛顶部肠
一

匕皮细 胞 之 间 的
“
通道

”
直接进入到绒毛的间质中

。

H R P的反应产

物呈不规则的线条状
,

浩肠绒毛土皮细胞层和间质

的交界而排歹一l
。 x 6 4 o

图 12 烧伤后 4 h C D
一

1小鼠的回肠粘膜
。

电镜

下肠上皮细胞之 间的紧密连接排列完整
,

呈褐色沉

淀物的大分子 H R P 不能够进人 到细胞连接之间的

间隙中
。 x l o 52 o

率的增高与小肠 粘 膜 通透性的增高是一致

的
。

因此
,

烧伤后早期阶段肠粘膜通透性的

增高
,

可能是烧伤 后 B al b
一 c

小鼠很快发生

肠源性感染的原因
。
Z i e j l o r等 ( 1 9 8 8 ) 也发

现
,

烧伤病人发生感染的同时合并有肠粘膜

通透性的增加
,

感染的严重程度与肠粘膜通

透性增加的程度是一致的 (“ 。 )
。

肠粘膜通透性

增高是烧伤后肠粘膜屏障功能损伤的另一表

现形式
,

对肠源性感染的发生有促进作用
。

3
.

3 在单纯烧伤 后 2 4h内
,

B
a lb

一

C
,

C
S : 一

bl 和 C D
一

1三组小鼠均未发生死亡
,

说

明 2 5 % 单纯体表烧伤对这些小鼠是非致死

性的
。

在烧伤后 72 h内
,

经过抗生素
“

清洁
”

肠道
,

又有单株大肠杆菌 C
。 :
定植在肠道中

的 1 5只 B
a l b

一 e
小鼠死亡 1 4只

,

病死率 9 5 % ;

20 只 C
。 , 一

bl 小鼠中烧伤后 72 h内死亡 5只
,

病死率 2 5%
, 2 0只 C D

一

1小鼠在烧伤后 72 h内

无死亡发生
。

说明肠道菌群失调
,
C

一

杆菌的



图 3 1
、

1:烧伤后4 h B l ab
一 。 小鼠回肠粘膜的通透性改变

。

电镜下肠上皮细胞的微绒毛呈肿胀变

性
。

HR P 的沉淀物从肠上皮细胞顶端的紧密连接处一直延伸到肠粘膜的间质中
。

说明在烧伤后4h
,

aB l b
一 c小鼠肠粘膜上皮细胞的紧密连接受到损伤而处于

“

开放
”
状态

,

使肠腔中大分 子 的 H R P

得以通过上皮细胞之间的
“
直接通路

” ( Par ac c l l ul ar p at h w a y ) 进入到肠粘膜的间质中
,

这是

烧伤后 h4 B al b
一 。小鼠肠粘膜通透性增高的表现

。 X 1 5 9 6。

优势繁殖的确可以影响烧伤后动物的存活率
。

综合文献还有其它三个方面的资料
,

可资说明

我们这一观点
: ①烧伤后无菌动物的存活率明显高于普通有菌动物 〔“ ’ 〕。

②无菌动物经肠道内

大肠杆菌定植后
,

烧伤后的存活率显著下降 ( 2 , )
。

③给动物口服抗生素
,

选择性地抑制肠道中

的 G
一

杆菌后
,

显著改善了烧伤后动物的生存率 ( 2 3 )
。

下一个问题是动物的死亡是否与大肠杆

菌 C
: 。

的移居有关? 在三种未烧伤的小鼠组中
,

定植在动物肠道中大肠杆菌 C : 5

移居的范 围

仅限于肠系膜淋巴结 (表 1 一 3 )
,

似 乎不再能越过肠系膜淋巴结的局部防御屏障
。

在肠道菌

表 l
一 3 烧伤后 大肠杆菌C

: 。
移居 的阳性 率

“

烧伤后 2 4 h 烧伤后 4 h8

实验分组 肠系膜淋巴结 肝脏 脾脏 血液 L S B b 肠系膜淋巴结 肝脏 脾脏
.

血液 L S B b

1 0 0

1 0 0

0 0 0

3 0 2 0 2 7
〔

1 0 0

1 0 0

0 0 0 0

3 0 2 0

0 0

4 0

0

3 0
口

4 0 3 0 2 0 3 0
c

nù)
八Un,000(01[

C D
一
i加大肠杆菌 C a 。

C l〕
一
i加大肠杆菌 C Z。加烧伤

C 57
一

b i加大肠杆菌 C : 。

C 5 7
一

b i加大肠杆菌 C : 。加烧

伤 Ba l b
一 e加大肠杆菌 c a。

B a l b
一 e加大肠杆菌 C : 。加烧伤

0

6 0

311070

0 0

0 3

4 0 5 7 d

0 0

9 0 9 0 6 0 SO
e

100100100100

备注
: a 。

每实验组 10 只动物
。

细菌移居的阳性率以大肠杆菌 C Z。培养阳性器官的百分率 (% )表示
。

b
。

L S B (肝脏
、

脾脏
、

血液 ) 为每实验组中有大肠杆菌 C Z。阳性生长脏器的总和
。

c .

大肠杆菌C : 。移居的阳性率显著高于各自的未烧伤组 ( P <。 .

0 1 )
。

d
。

大肠杆菌C ” 移居的阳性率显著高于 C D
一
i的烧伤组 ( P < 。 .

02)
。

e .

Bal b
一

C烧伤组大肠杆菌C Z。移居的阳性率显著高于 C D
一
l烧伤组 ( P < 。 .

0 0 1) 和 C 5 7
一

b1

烧伤组 ( P 二 0
.

0 4 9 )
,



群失调的基础上再予烧伤
,

伤后 2 h4 动 物肠道中的大肠杆菌 C
Z 。

不仅移居到肠系膜淋 巴

结
,

而 且 进一步 侵 入肝
、

脾 和 血循环 (表 1七 3 )
。

肠源性 G
一

杆 菌败 血症的发生率
,

Ba lb
一 e
组为8 0 %

,
C

。 , 一 b l 组为 5 7%
,

C D
一

1 组级为 2 7%
,
B a lb

一

C 组显著高于 C
。 、 一

b l 组

( P ” 0
。

0 4 9 ) 和 C D
一

1组 ( P < 0
.

0 0 1 )
;
C

; , 一
b l组也显 著高于 C D

一

1组 ( P < 0
.

0 2 )
。

所有三

种烧伤小鼠肠系膜淋巴结中移居的大肠杆菌 C
Z 。
菌量均高于 各自未烧伤的动物 (表 1

一

4 )
。

烧伤后 Bal b
一

C 组肠系膜淋巴结中大肠杆菌 C
Z 。
的菌量又高于另外两个烧伤组 (表 1

一

5)
。

说

明在抗生素造成肠道菌群失调
,

肠道常驻菌群非特异性的抗感染屏障功能被破坏后
,

体表烧

伤能够促使定植在肠道中的大肠杆菌侵入并全身播散
,

形成肠源性G
一

杆菌败血症
。

以易感性

最高的 B al b
一 c
小鼠为例 , 烧伤后肠源性大肠杆菌 C Z。全身播散的阳性率为 8 0%

,

每克动 物

肝
、

脾内脏中菌量高达 1 万个 以上
,

且烧伤后的病死率也高达 93 %
。

这些结果充分表 明
,

烧

伤后肠源性 G
一

杆菌感染 ( g ut or 馆 in s e tP i ce m i a) 是存在的
,

而且可以是致死性的
。

表 1 一 4 大肠杆菌 C
Z 、
在 3 种小 民肠 系膜淋 巴 结和肠 道 中的菌量

肠系膜淋巴结菌量
`

烧伤后

实验分组 Z d h ` s h

B a l b
一 e

Ba lb
一 e加烧伤

C 5 7
一

b l

C 5 7
一

b l加烧伤

C D
一

1

C D
一

1加烧份

9 0 2士 4 8 9

9 7 3 8士 7 0 1 6 b
c

4 8 4士 4 9 0

4 3 5 0 士 3 0 4 9 b

2 3 1士 1 6 2

1 1 9 4士 7 4 3 b

9 3 7士 5 2 6

3 2 5 8士 3 0 0 6 d

5 8 8士 4 2 2

1 4 5 7士 1 3 7 8

2 3 5士 1 77

6 3 8士 3 8 8

言肠中菌量
.

烧伤 后

2 11一 4 8 h

8
.

0士 3
.

4 又 1 0 0 8
。
5士4

.

0 x 1 o .

3
.

7士 2
.

8 x 1 0 1 0 1
。
l/ 土 0

.

9 x 1 0 1 0

2
。
9 士 1

。
5 x 1 0 1 0 9

。
9士 7

.

0 x 1 0 。

1
。
9 士 2

。
0 x 1 0 1 “ 1

。
4士 1

.

7 \ 1 0 1 0

2
.

3士 l
。
6 x 1 0 1 0 2

。

7士 1
。
0 x 1 0 乙o

2
。
0 士 0

。
9 x 1 0 1 “ 2

.

9士 1
.

2 入 1 0 1 0

备注
: a .

大肠杆菌 C Z。的菌量以每克肠系膜淋巴结和盲肠中含有多少个菌落 ( c F u )的平均数士标

准误表示
。

b
.

大肠杆菌C Z。的菌量值均显著高于各自未烧伤的对照组 ( P < 。 .

0 1 )
。

c .

B al b
一 c烧伤组大肠杆菌 C : 。的菌量显著高于其他所有实验组 (P < 。 .

01 )
。

d
.

aB lb
一

C烧伤组大肠杆菌 C Z。的菌量仍显著高于其他所有实验组 (P < 。
.

0 5)

表 1
一

5 大肠杆菌C Z 。
在 3 组动物肝脾中 的菌量

“

实验分组 动物数
烧伤后 2 4 h 烧伤后 48 h

肝脏

B a l b
一 c

C 5 7
一

b l

C D
一

l

2 60 3 4土37 7 9 3

6 4 9 1士 7 8 5 3

4 8 2士 9 4 5 b

脾脏

1 5 0 5 9士2 2 5 9 5

2 9 4 4 士 4 5 9 9

6 5 7士 1 8 1 5 b

肝脏 脾脏

1 2 0 2 0士 2 9 1 9 0

2 4 2 0士 4 4 5 9

2 5 3 0士 5 2 0 3

6 4 6 2士 2 0 2 1 7

4 1 0士 6 7 9

6 4 5士 1 5 1 0

101010

备注
: a .

大肠杆菌 C ” 在动物内脏中的菌量以每克组织中含有多少个菌落 ( C F U ) 的平均数士标准误

表示
。

b
.

烧伤后 24 h C D
一
1小鼠肝脾中的菌量均显著低于 B a l b

一 。
组 (P < 。 .

05 )
。



3
.

4形态学的观察结果证明
,

烧伤后肠粘膜机械性屏障的破坏是造成肠源性G
一

杆菌全

身感染的主要因素
。

理 由有二
:

①虽然肠道甫细菌优势繁殖菌量的高低对肠道细菌移居的发

生具有一定的促进作用
,

但本实验中三种小鼠烧伤后肠道中大肠杆菌 C
, 、

的菌量是基本相等

的 (表 1 一 4 )
。

② 3 种小鼠烧伤后肠粘膜损伤的严重程度与肠 道细菌移居率 的高低是一致

的
。

烧伤后 2 4五
,

Bal b
一 c
小鼠的肠粘膜损伤最严重

,

其肠源性感染发生率也最高 , C。 , 一 b1 小

鼠的肠粘膜仅表现为水肿
,

而 C D
一

1 小鼠肠粘膜损伤的程度又明显轻于 C
。 : 一

b1 小鼠
,

后两种

小鼠烧伤后肠源性感染的发生率和存活率均分别低于和高于 B成 b
一 。
小鼠

。

烧鼠
,

伤后 48 h
,

随着 B al b
一 c
小鼠损伤肠粘膜的修复

,

肠源性大肠杆菌 C : 。
全身感染的发生率也从伤后 24 h的 ;

8 0%下降至 3 0% ( P < 0
.

0 0 1) (表 1
一

3 )
;
同时 C

: : 一

b1 和 C D
一

1小鼠肠粘膜的形态学表现则

已基本正常
。

3
.

5 近系繁殖动物
,

如 B al b
一 。
小鼠

,

常被用来进行有关宿主抗感染的防御功能是否 是

由基因控制问题的研究 ( ’ 。 ) 。

本实验再次观察到
,

遗传的基因因素在烧伤后小鼠肠源性感染

的发生中起重要作用
。

因为在肠道中有大肠杆菌 C
Z ,

定植的同样条件下
,

三种基因背景不同

的小鼠
,

烧伤后肠源性感染的发生率和动物的存活率均不相同
。

易感性最高的 B al b
一 c
小鼠

,

烧伤后肠源性感染的发生率最高
,

存活率最低
。

易感性最低的 C D
一

1小鼠发生率最低
,

存活

率最高 ; 而 C
。 7 一

b1 小鼠则介于两者之间
。

说明宿主抗感染的防御功能在一定程度上是由基

因控制的
。

其它实验也证明
,

宿主抗感染防御功能在一定程度上是受着基因的控制
。

如果易感群体对

某感染因素的易感性能够表现出显著差异
,

机体对这样一类感染的防御功能是 由单基因或是

由少数基因控制的
,

这种基因表现型的差异称之为
“
间断型差异

” ;
如果群体对某一感染因

素的易感性表现不出显著差异
,

这种差异称之为
“
连续性差异

” .

机体对这种感染的防御功能

则是由多基因控制的
。

人类的表现一般属于后一类 (24 )(2
“ )

。

近年来在外科领域中
,

肠道作为一个完整器官
,

在严重创伤后机体内发生的一系列代谢

改变过程中
,

是否起着重要作用的问题再次受到极大 的关注
。

肠道不再被单纯看作是一个吸

收和消化的器官
,

同时还具有重要的代谢
、

内分泌和免疫功能
;
而且还是机体非特异性抗感

染防御系统中的重要组份
,

尤其在防止由肠道细菌和 内毒素的侵入而形成的肠源性感染中起

关键作用
。

其中肠粘膜屏障功能的健全与否是诸多肠道功能得以维持正常的根本所在
。

严重

创伤常造成肠粘膜发生损伤
,

在这种情况下发生的肠道细菌的移居已被视为一种十分重要的

病理现象
。

在严重创伤情况下
,

肠道不单纯是易受损的靶器官之一
,

也不仅常是原因不明全

身感染的感染源
,

在严重创伤后多脏器功能衰竭的发生中
,

肠道扮演着一个十分 活 跃 的 角

色
。

所以W i l w or e
将肠道称之为是

“
外科应激条件下的中心器官

” 是比较恰当的 ( 2
`
)
。

肠源性感染是一个渐进性的
,

典型的细菌感染演变过程
。

就象是任何一种细菌感染的发

生一样
,

肠源性感染的形成也是致病微生物与机体抗感染防御功能彼此消长
,

相互作用的微

生态平衡关系受到破坏的结果
。

通过实验我们证实
: ①小鼠葬

25 % 体 表面积的
.

单纯烧伤
,

可以造成肠道细菌侵入到肠系

膜淋 巴结
。

②肠道内生菌群失调
,

G
一

杆菌定植
,

能够改变 机 体 内 环境的稳定状态
,

降低

机体抗感染的防御功能
; 在此基础上

,

体表烧伤能够促进定植在动物肠道中 的 G
一

杆菌大量

侵入体内
,

形成肠源性细菌全身感染
,

并且可以是致死性的
。

③肠粘膜 抗 感 染 屏障功能的

衰竭
,

表现为肠粘膜通透性的增高及严重的物理性损伤
,

是造成烧伤后早期肠源性感染发生
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的主要因素
,

使用黄嚓岭皱化酶的抑制剂或灭活剂
,

能够达到保护
.

肠粘膜屏障
,

降低肠源性

感染的目的
。

④遗传基 因 因 素 对烧伤后早期肠源性感染的发生
,

发展和转归具有某种调控

作用
。

表现为遗传背景不同的小鼠对烧伤后肠源性感染发生的易感性存在着显著差异
。

这一

实验结果也支持
“

宿主对感染的抵抗力是受到拭因控制的
”
概念

。

二
、

出血性休克与肠源性感染

1 实验 目的

长期以来
,

出血性休克和感染性休克一直被认为是两种独立的问题
。

虽然早在 50 年代初 iF n 。等就曾提

出
,

在出血性休克条件下
,

肠道内毒素的侵人加上肝脏网状内皮系统功能下降
,

能够促使休克向不可逆的

方向发展 ( 2 ” ` 2 . , 。 但人们 在 进 行 抗出血性休克治疗的时候
,

并没有真正把感染的因素考虑在内
。

原因是

当时尚缺乏足够的科学依据
。

8。年代以来
,

在严重创伤情况下
,

肠源性感染存在的问题受到重视
,

这是因为
: ( 1 ) 出血性休 克虽

然是比较常见的临床问题
,

但因单纯低血容量问题导致的死亡已不常见
,

如果病人的生存时 间超 过 4 8hl 汉

上
,

感染经常成为主要死因 (“ ” ’ “ 。 、 。

( 2 ) 在 死 于感 染的创伤患者中间
,

有30 % 的菌血症找不到明确感

染灶 (
3 ’
)( 3 2 , 。 ( 3 )

一

单纯 G
`

细 苗 感 染 可 以 是 外 源 性 的
。

实 际上许多感染源不明的创伤感 染 都 是由

G
十

和 G
一

细菌引起的混合性感染
,

而这些细菌都是正常肠道中的常驻菌
。

这意味着在出血性休克条件下
,

感染可以起源于肠道
。

实验旨在
:

① 利用大鼠出血性沐克的动物模型
,

观察一定时限的低血压是否能够导致肠源性感染的发生
。

② 肠粘膜屏障的机械性损伤和出血性休克导致肠源性感染的关系
。

2 动物分组和实验方法

2
.

1 大鼠随机分为 3组
。

正常对照组 ( N = 5 )
、

单纯乎术对照组 ( N 二 1的 和出血性休克 (一 ) 组 ( N

。 21 ) (单称休克 (一 ) 组
,

以下同 )
。

对比观察一定时限的出血性休克能否引起肠源性感染的发生
。

2
。
2 为了观察氧自1jF基对肠粘膜损害的关系

,

大鼠随机分为 6 组
。

单纯手术对 照组 ( N 二 1 4 ) , 出血

性休克30 分种组 (单称休克 (二 )组
,

以下同 ) ( N = 2 3)
,

单纯别嚓吟醇组 ( N = 6 )
,

别漂吟醇加出血

性休克3 o m i n 组 ( N = 1 4 )
,

单纯 T u n g s t a t e 饲料组 ( N = 6 )
,

T u 二 g s t a t e 佗司料加出血性休克 s o m i n 组

七N
= 10 )

。

对 比观察在出血性休克条件下
,

黄漂吟氧化酶是否参与肠粘膜损伤的发生
,

而肠粘膜损伤是

否为导致肠源性感染的重要原因
。

为了验证 T u gn s at et 饲料是否能够灭活动物肠粘膜中黄嚓吟氧化酶 的活

性
,

分别测定了对照组和单纯 T u n g “ t at e饲料组动物肠粘膜中黄嚓吟氧化酶的活性
。

2
.

3 另加一组 14 只动物
,

用抗生素
“
清洁

”
肠道后

,

单纯接种大肠杆苗 C : 。 ,

其中 6 只大鼠为单纯接

种大肠杆菌 C : 。对照组
,

余 9 只为别嘿吟醇加大肠杆菌组
。

对比观察肠道中大肠杆菌 C : 。移居的情况
。

2
.

4 休克模型的制备
:

动物模型的制作方法是按照N “ k“ y “ m “ ( 1 955 )的方法 ` 3了o) 动物禁食 过 夜后
,

腹腔麻醉 (苯巴比妥钠
,

s o m g / k g )
。

股动脉插管 ( P o l y e t h y l e n e t u b e )
,

并用 i o u / m l 肝素生理盐水抗

凝
。

股动脉插管外接三通管
,

分别连接到 H e w l et t P ac k ar d ( N 0
.

78 20 5B) 生理记录仪上观察动脉血压和

一个含有 1。。协 肝素的往射器上
,

以备抽血造成动物低血压
。

低血压维持在 4
.

o o k P a (30 m m H g )
,

分别为

3 o m in
、

60 m油 和 g om i n
。

在实验阶段
,

动物直肠温度维持在 36 ~ 3 7℃
。

在 3 个不同时相的观察结束后
,

将抽人到注射器内的动脉血液全部输回动物体内
。

取出动脉插管
,

皮肤切 口缝合后用火棉胶封闭
。

动物在

麻醉清醒后即恢复进食
、

进水
。

2h4 后活杀动物进行细菌培养
。

单纯手术对照 (S ha 爪
·
S h o c k) 动物仅做股动脉插管

,

不抽血液
。

仅从插管动脉中输入 l o ou 肝素
。

实验动物内脏的细菌培养
、

肠粘膜黄嘿吟氧化酶测定
、

形态学观察及统计学处理方法见
“

材料与方法
” 。



3
.

结果分析

3
.

1在正常和单纯手术对照动物体内
,

没有发现肠道 细 菌移居现象 (表 2
一

1 )
。

在休

克 (一 ) 组 内
,

30
、

60 和 90 m in 3 组动物
,

肠道细菌均移居到肠系膜淋巴结
、

肝脏和脾脏中 ,

9 0m in 组
,

不但肠道细菌全身播散的发生率显著高于 30 和 60 m in 组 (P < 0
.

05 )
,

而且肠系膜

淋巴结中的菌量也显著高于另外 2 组 (表 2 一 2 )
。

正常和 单纯 手术对照动物血培养均为阴

性
,

而 3 组休克动物21 次血培养中 7 次阳性 ( 33 % )
。

表 2
一

1 出血性休克与肠 道细菌移居

动物分组 动物数量 肠系膜淋巴结 肝脏 脾脏 脏器总和
`

盲肠菌量 `

正常对照 5 0 / 5 0 / 5 0 / 5 0 / 1 5 4
。
5士 5

.

5 x l o 8

单纯手术对照 2 0 0 / 1 0 0八 0 0 / 1 0 0 / 5 0 2 5土 5 0 x 1 0 8

休克 3 o m i n 组 5 6 / s
“

2 / 5 1 / 5 9 / 2峨
c

2 6士 3 0 x 1 0 5

休克 6 om i n组 5 4 / s
c

z / 5 1 / 5 6 / 2以
c

3 4士 峨0 x 1 0 8

休克 g o m i n经 5 5 / 5
c

3 / 5
c

3 / 5
“

2 1八 s d 2 5 5士 5 2 7 x 1 0 5
,

备注
: a 。

为各组动物行细菌培养内脏的总和
。

b
。

为动物盲肠中需氧菌的菌量
。

c .

与正常和单纯手术对照两组动物肠道菌细移居阳性率相比较有显著差异 ( P < 。 .

05 )
。

d
。

与其余各组动物肠道细菌移居阳性率相比较有显著差异 ( P < 。 .

0 5)
。

e .

与正常和单纯手术对照两组动物肠道菌量相比较 P ” 。
.

1 3
。

表 2
一 2 不 同程度的 出血性休 克与内脏 中菌量之间的关 系

“

动物分组 动物数量 肠系膜淋巴结

单纯手术对照

休克 3 o m i n

休克 6 o m i n

休克 g o m i n

0

4 5 7士 3 12 b

3 5 2土 1 2 6 b

1 5 5 2士6 9 1
c

肝 脏 脾 脏

0 0

3 0士 1 0 x 10么 3 9 0 x 1 0 2

5 0 x 1 0 2 8 0 x 1 0 2

1 9 0 0士 2 2 0 0 火 i o Zb 1 1 0 0士 9 0 0 义 l o Z b

a 。

动物内脏中菌量以每克组织中含有多少个菌落的标准误表示
。

b
。

与对照动物内脏中菌量比较有显著差异 ( P < 0
.

0 5)
。

c .

与其余各组动物内脏中菌量相比较有显著差异 ( P < 。 .

0 5 )
。

出血性休克后 2h4
,

动物病死率的高低与休克时间呈直接相关 ( R
Z 二 0

.

97
,
P = 0

.

0 2 )
。

休克时间越长
,

动物病死率越高
。

此外
,

休克动物
“

失血量
” (抽入到注射器中动 脉 血 的

量 ) 与休克时间的长短也呈直接相关 ( R
Z = o

。

69
,
P = 0

.

0 0 01)
。

出血性休克 30 m in 动物平

均失血量为 6
.

1士 l m l
,
6 o m i n为 8

.

5 士 i
。

3m l
,
9 0m i n为 1 1

。
1 土 2 m l

。

形态学的观察发现
,

动物肠粘膜损伤的程度与出血性休克的时间长短密切相关
。

出血性

休克时间越长
,

动物肠粘膜损伤的程度越重
。



出血性休克后 3如
, i。 ,

动物小肠粘膜出现上皮细胞下水肿间隙
,

水肿区域局限于绒毛顶

部 (图 1 6) , 图 15 为正常对照
,

60 m in
,

动物小肠粘膜的上皮细胞下水肿间隙从绒毛顶部向

图

正常
。

1 5

X 2 0 0

单纯手沐刘照动物小服私膜浓从遨本 图 16 出血性休克 30 m in
,

动物小肠粘膜表

现为充血
,

水肿
,
绒毛顶部出现上皮细胞下水肿间

隙
。 x 2 0 0

图 17 出血性休克 60 m in 动物肠粘膜水肿程

度加重
。

表现为绒毛顶部上皮细胞下水 肿 间 隙加

大
。 x 2 0 0

本实验结果表 明
,

一定 时限的出血性休

克能够引起肠源性感染
,

而且感染的程度与

休克时间呈直线关系
。

3
.

2 别嗓吟醇和 T u n gs at et 饲料分别将

出血性休克 30 分钟肠道细菌移居的发生率从

6 2%降至一4% 和一o% (表 2
一

3 ) ( P ( 0
.

0 5 )
。

休克 (二 ) 组动物形态 学 改 变 与休克

(一 ) 组 30 m in 所见相同
。

主要为肠粘膜水

肿
,

绒毛顶部出现上皮细胞下间隙 , 盲肠间

质水肿
,

并见细菌穿过盲肠粘膜上皮细胞层

侵入到粘膜间质中
。

别嗓岭醇和 T u

gn st at e

饲料则明显改善了出血性休克动物肠粘膜损

伤的程度
。

别嘿吟醇加休克及 T lu l gs at t 。 饲

料加休克动物的小肠粘膜仅表现肠绒毛略不

规则
,

绒毛间质疏松
、

水肿
。

(图23
、

2 4)
。



下延伸
,

部分绒毛顶部尚出现上皮细胞的灶性坏死 ( 图 17 ) ;
洲 m ill

,

肠粘膜 不 仅 发 生 充

血
、

水肿
,

还发生明显的应激急性坏死 (图 18
、

19 )
。

同时尚可观察到动物盲肠内的细菌从

多个部位穿过肠粘膜上皮细胞层侵入到粘膜下层 (图 20 一 2 2 )
。

18
、

19 出血性休克 90 m , n 动初肠枯膜损伤程度进一步加重
。

肠绒毛水冲问隙增 冤
,

土皮细胞二

,

上皮细胞层出现灶性坏死
。

图一 6 示肠绒毛的急性应激性坏死
。

倒缩

图 20 一 22 出血性休克动物盲肠中细菌从损伤的拈膜部位任入到肠粘膜间质中
。 x 6切

各实验组动物肠道中 G
一

杆菌菌量均无明显改变 (表 2
一

4 )
。

从所有动物内脏 中培 养

到的细菌依序为大肠杆菌
、

变形杆菌
、
肠球菌

、

绿脓杆菌和葡萄球菌属
。
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表 2
一

3 灭活 黄漂吟轧化酶活 性抑制出血性休克后肠 道细菌的 移居

动物分组

对照组

3 0m 她休克组

单纯A l lo pu ri o n l组

A l lo pu ri no l加休克组

单纯 Tu ng s ta te 组

Tu ng s te 加休克组

动物数量 肠系膜琳
巴结 ( % )

脾脏和服
脏 ( % )肠系膜淋巴结中菌量

“

黄喋吟氧化酶活性 d

4 17 03士 10

3 3 7士 2 2 4

8 10士 43

6 1b

l 4

6

14
c

16

2 0 0士 14 9

8士 8 0士 0

0月 10

8 4士 8 0

a 。

菌量以每克组织中含有菌落数量的平均值士标准差表示
。

b
.

与对照组相比细菌移居阳性卑显著增高 P <。 .

0 1
。

c .

与休克组相比细菌移居阳性率显著降低 P <。 .

5 0
。

d
.

黄嚓吟氧化酶活性以每克动物小肠中含有多少个m 卜/ g 表示
。

图 23
,

表 2
一
4

动物分组

24 别嚷吟醇和 T u n g s t at e 饲料出血性休克 30 m in 动物小

肠粘膜损伤的程度明显减轻
。 x 200

出血性休克
、
A l l o p

o r i n o l和 T u n g s t a t e饲针对动 物肠道菌量的影响

需氧菌菌量
. G

一

肠道中杆菌菌量 b

对照组

出血性休克组

A l l o P u r i n o l组

A l l o p u r i n o l加休克组

T u n g s t a t e 饲料组

T u n g s t a t e饲料组加休克组

3 1士 9
。
8 X 1 0 ,

t

4 3土 9
。
9 x 1 0 7

1 1土 2
。
2 x 10 ,

9 3士 3 3
。
2 x 1 0 7

1 3 0土 7 6
。

3 x 1 0 7

2 17土 92
.

3 x 10 , d

6士 3
。
8 x 1 0 7 e

1 8土 5
。
唯 x 1 0 7

0
。
5士 0

。
2 X 1 0 7

5 1士 2 4
。
5 x 1 0 1

3 5士 2 9
。
2 又 1 0 7

6 8士 3 6
。
6 x 1 0 7

a 。

在血平板上生长的所有肠道需氧菌
。

b
.

在 M ae C o n ke yl s平板上生长的肠道 G
一

杆菌
。

“ .

肠道中菌量以每克动物盲肠中
.

所含有多少个菌落的均数 士标准误表示
。

d
.

比对照
、

出血性休克和 A l ol p ur i o nl 3组动物肠道中菌量显著增高 ( P < 。 .

05)



3
.

3在单纯大肠杆菌 C :。

优势繁殖的动物模型中
,

别嚓吟醇并没有能够阻止 大 肠杆菌

C : 。

的移居过程
。

单纯大肠杆菌 C : 。
和大肠杆菌 C

: 。

加别嚓吟醇两组动物
,

大肠杆菌 C
。 。

移居

的发生率均为 10 。% (表 2
一
5 )

。

表 2
一

5 从 lo p ut 通 ol 不能 够阵止动物肠道中大肠 杆菌C
一

25 移居

动物分组 动物数量 肠系膜淋巴结 (% ) .

动物盲肠中大肠杆菌 C
: 。
菌是 b

单纯大肠杆菌C
Z。组

大肠杆菌 C Z 。加 A l l o p u r i n O I组

1 0 0

1 0 0

峨
。
8士 1

.

5 x 1 0 1 “

2
。
8士 1

。
2 x 1 0 1 0

a .

大肠杆菌C : 。移居到动物肠系膜淋巴结中的阳性率
。

b
.

菌量以每克动物盲肠中含有多少个大肠杆菌C : 。的均数士标准误表示
。

本实验结果表明
,

黄嗓吟氧化酶参与在出血性休克条件下动物肠粘膜损伤的发生
。

别嗦

吟醇和 T
u n gs at et 饲料能通过抑制黄嗓吟氧化酶的活性

,

明显改善肠粘膜损伤 的程度
,

从而

显著降低出血性休克后肠道细菌移居的发生率
。

在出血性休克条件下
,

关于肠源性细菌感染是否存在的问题
,

几十年来一直未能得到明

确答案:(’
一

;s)
。

本实验结果清楚地证实
,

在一定时限出血性休克后 的 早 期 阶 段
,

肠 道 中

的细菌
,

主要是 G
一

杆菌能够侵入体内形成肠源性感染
。

而且肠源性感染的程度和动物 的 病

死率与休克时间的长短呈平行关系
。

本实验结果提示
,

在出血性休克后早期阶段
,

造成肠源性感染的重要原因是肠粘膜屏障

的损伤
。

根据是
: ①出血性休克 30 m in

,

在肠道内菌群还未发生明显失调的情况下
,

随着肠

粘膜屏障的损伤
,

肠道内细菌已经侵入体内
。

②出血性休克 g o m i n
,

动物肠粘膜损伤的程度

最重
,

肠源性感染的发生率也最高
。

⑧ 别嗓吟醇和 T u n g s at et 饲料明显减轻了休克动物肠粘

膜损伤的程度
,

同时也显著降低了肠源性感染的发生率
。

本实验并没有观察出血性休克动物全身免疫功能改变情况
,

但在出血性休克条件下
,

机

体免疫功能受抑的事实是客观存在的
。

例如
:
出血性休克后机体网状内皮系统功能受抑 ; 机

体腹腔的炎性反应能力下降 , T
一

淋巴细胞功能障碍等 ( 3 , ’ (40
’ 。

这些因素对肠源性感染有促进

作用
。

本实验出血性休克 7 天后
,

仍有 38 %动物的肠系膜淋巴结细菌培养阳性 (表 2
一

6 )
,

表 2
一
6

动物数量

出血性休克后 不同时期肠道细菌移居的情况

动物分组 肠系膜淋巴结 ( % ) 多内脏 (% ) b 肠系膜淋巴结中的菌量
,

盲肠中菌量 d

单纯手术对照组

休克 1 天

休克 2 天

休克 7 天

0

7 l

5 0

3 8

0

3 9

2 1

1 4

0

4 1 9

1 4 2

2 9 5

2
。
4 x 1 0 。

3
。
0 X 1 0 .

2
。
1 x 1 0 .

l
。
9 x 1 0 ,

77
ǎ匕8

a .

所有休克动物均为 30 m in 出血性休克
。

b
,

为动物肝脏
、

脾脏和血液的总和
。

c 。

为完整动物肠系膜淋巴结中细菌菌落的平均数
。

d
.

为每动物盲肠中含有多少个菌落的均数士标准误表示
。

休克 7 天后
,

受抑的机体免疫功能仍然不能够完全清除已侵入体内的肠道细菌
。
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近年来
,

肠源性细菌感染作为一种重要的病理现象已得到较为广泛的关注
。

虽然对其确

切的发病机制 目前还没有完全了解
,

但人们对这 “ 客观存在事实的认识还是有了 极大 的 进

步
。

多年来人们一直认为创伤的感染和多脏器功能衰竭是继发于免疫功能下降之后
。

但 R” h

等最近报导
,

早在出血性休克后 h2
,

以 G
一

杆菌为主的多种肠道细菌已侵入血循环
。

出血性

休克后 s h
,

血培养阳性动物的病死率是 100 % , 而血培养阴性动物的生存率竟高达 83 %
。

他

们认为
,

出血性休克后
,

肠源性细菌感染是先于机体免疫功能紊乱的发生
,

这种早发的感染

对创伤后机体免疫功能下降具有一定的促进作用 (’ ” (月 2 ’ 《 4孟’
。
M ar s h al l等也在不同动物实验中

证实
,

肠道中增殖的大肠杆菌
,

绿脓杆菌和白色念珠菌均能够显著抑制机体的迟发型变态反

应
,

导致机体细胞免疫功能下降 (弓“ , (44 ’ 。

所以创伤后早期发生的肠源性感染并不一定总是继

发于免疫功能降低之后
,

并对创伤后机体免疫功能的抑制有促进作用
。

本实验证明
,

一定时限的出血性休克能够引起肠源性感染
,

感染的程度及动物的病死串

与休克的时间呈直接相关
。

肠粘膜屏障的物理性损伤
,

是出血性休克后早期阶段发生肠源性

感染的重要原因
。

用药物或特殊饲料抑制肠粘膜中黄嗓岭氧化酶的活性
,

在一定程度上有保

护肠粘膜屏障的完整性和降低肠源性感染的作用
。

这一结果支持黄嚓吟氧化酶的激活及氧自

由基的过多产生
,

在低血流再灌注性肠粘膜损伤的发病机制中起重要作用的概念
。

.

三
、

内毒素与肠源性感染

1 实脸目的

内毒素的作用与细菌感染之间的关系比较密切
,

在感染情况下两者同时起作用 ( “ ) ( 礴’ )
。

正常情况下
,

肠道中的内毒素主要来自G
一

杆菌的解体 ( 4 。 )
。

不少研究已证明
,

在严重创伤之后
,

常有内毒素血症的存在
,

在多脏器功能衰竭的发生中内毒素也起着重要作用
。

在多种合并有肠粘膜屏障功能受损的情况下
,

肠 道 中

的内毒素均能侵入休内形成肠源性内毒素血症 ( E nt e r oe n d ot ox e m ia )
。

肠道中的内毒素本身也具有破坏

肠粘膜的作用
。

有学者认为
,

创伤后首先是内毒素由损伤的肠粘膜屏障侵入体 内
,

其 次 才 是 细 菌 的 侵

入 ( 4 , 一 5 6 )
。

为了进一步澄清内毒素的作用与肠源性感染之间的关系
,

因而设计了木实验
,

旨在观察
:

①

细菌内毒素是否能促进肠源性感染的发生 , ② 内毒素如能促进肠源性感染
,

是否也与肠粘膜的损伤有关 ,

③ 观察别嘿吟醇和 T u n
gs t at e祠料是否在内毒素的作用下也具有保护肠粘膜

、

抑制肠源性感染发生 的 作

用
,

④ 观察数种内毒素的拮抗剂
,

是否能通过不 同环节对内毒素产生洁抗作用
,

进而抑制肠源性感 染 的

发生 , ⑤ 观察在内毒素作用下
.

肠粘膜通透性的改变情况
。

2 动物分组和实验方法

.

1 实验共用 C D
一
1 小鼠 56 3只

。

3 0只小鼠腹腔注射大肠杆菌内毒素 0 2 6
: B s (S i g m a C h e m又e a l C o ,

S t
,

L o iu s ,

M o) 2 m g /只
,

2h4 后观察肠道细菌移居的情况
。

63 只动物腹腔注射大肠杆菌内毒素。 1 1 1 :

B 4 ( L i s t B l o l o g i e a l L a b
,

C a m p b e l l
,

C A )
,

剂量为0
.

0 5
、

0
.

2 5
、

0
.

1和 o
.

s m g /只
,

分别观察动物的

病死率和肠道细菌移居的情况
。

另一组 10 只小鼠
,

用抗生素
“
清洁

”
肠道后

,

肠道接种大肠杆菌 C 25 和腹腔

注射大肠杆菌内毒素。 1 1 1: B 4 0
.

l m g /只
,
2 4 h后观察在肠道菌群紊乱情况下

,

内毒素是否可以促进肠源性

细菌全身播散
。

10 只小鼠腹腔注射无菌生理盐水。
.

sm l/ 只
,

作为对照
。

2
.

2 别漂吟醇或T u n gs t a t e饲料加内毒素 ( 。 :
26

: B 6 2 m g /只 )两组动物分别为 32 只和2 8只
。

观察

抑制黄嗓吟氧化酶的活性是否具有保护肠粘膜
,

抑制肠源性感染的作用
。

为 了验证动物小肠粘膜中黄嚓吟

氧化酶活性的变化情况
,

还分别测定了对照组
、

内毒素组
、

单纯 T u gn , t a et 饲料组和 T u n g s t at e饲料加内毒

素 4组动物 (每组 10 只 ) 小肠粘膜中黄嚓吟氧化酶的活性
。



2
.

5为了验证血小板激活因子 ( Pl a t e l e t Ae t i v a t i n g Fa e t o r,

P A F )是否参与 fkJ 毒素促进肠道细菌

移居的作用
,

在注射上述两种大肠杆菌内毒素之前 30 m i n
,

给 16 只小鼠经腹腔注射一种特异性血小板激活

因子的拮抗剂 ( S R I63
一

44 1 ) 20 m g / kg
,

然后观察肠道细菌 移居的情况
。

8 只动物腹腔单纯注射 S IR 63
劝

44 1作为对照
。

2
.

4 多粘菌素 B 具有拮抗内毒素的作用
,

庆大霉素具有和多粘菌素 B 类同的抗菌谱
。
分合4。只小鼠分别

注射上述两种大肠杆菌内毒素和多拈菌素 B
,

观察多粘菌素 B是否可以通过其对内毒素 的拮抗作用而抑制

内毒素引起肠道细菌移居的作用
。

多粘菌素B ( B o r r o u g h s W e l l e o 二 。 C o
,

R e , 。 a r c h P a r k
,

N J )

。 .

03 m g /只
,

与大肠杆菌内毒素 。 1 11
: B 4 0

.

l m g/ 只 或大肠杆 苗内毒素 0 26
: B 6 2

, 。m g /只
,

混 合 后置于

20 ℃条件下振荡 3 h
,

经腹腔注人动物体内
,
2止后活杀

,

观察肠道细菌移居的情况
。

给另外 16 只动物腹腔注

射庆大霉素 ( S e h e r i o g C o r p
,

K e n i l w o r t h
,

N J ) o
.

o s m g / 只与大肠样菌内毒素 0 1 1 1: B 4 o
.

z m g /只的混

合液
,
2 4 h后活杀

。

对比观察庆大霉素是否也具有洁抗内毒素的作用
。

48 只小鼠经腹腔注射大肠杆菌内毒素

0 1 1 1
:
B遵 o

.

z m g /只或大肠杆菌内毒 素 0 26
:
B 6 2

.

o m g /只
,

作为对照
。

实验中所用的细菌培养
、

光镜形态学的观察
,

动物肠粘膜黄嘿吟氧化酶活性的测定以 及统计学处 理 等

均见
“
材料与方法

” 。

8 结果和分析

3
.

1 所有对照动物肠系膜淋巴结的细菌培养均为阴性
,

大肠杆菌内毒素 026
:
B 6 2 m g /

只造成 8 0% ( 2 4 / 3。 ) 动物发生肠道 细 菌 移 居 (表 3
一

1 )
。

腹腔注射大肠杆 菌 011 1 . B 4

表 3
一 1 大肠 杆菌内毒素造成肠道细菌移居 的情况 以 及黄漂吟氧

化晦灭 活 剂和抑制 剂的作用

动物分组 动物数冕
肠系膜淋巴结

阳性率 C F U / g
回肠黄嚓吟氧化酶活性《 a ,

m u
/ g

对照

大杆菌内毒素

0 2 6
.
B 6 ( 2

.

o m g )

大肠杆菌内毒素

0 11 1
.
B 4 ( o

.

o s m g )

大肠杆菌内毒素

0 1 1 1* B 4 ( 0
。
l m g )

A l l o P u r i n o l

A l l o P u r i n o l加大

肠杆菌内毒素。2 6 : B 6

T u n g s t a t e饲料

T u n g s t a t e饲料加大

肠杆菌内毒素 。2 6 : B 6

0

8 0 1 6 0 7土 6 5 8

9 2土 8

1 5 6士 25

nùnù, .ō心d

DDNN1 6 6 0士4 6魂

了0 4土 160

0

2 2 0士 1 13仓

N D

N D

内O丹b,二,l

1 0

l 8

0

1 7 ,

0

1 4 4士 9 4全

1
.

细菌移居的阳性率以肠系膜淋巴结中细菌培养阳性动物的百分率来表示
。

2
.

菌量以每 g肠系膜淋巴结中含有多少个菌落 ( C F U )的均数士标准误来表示
。

3
,

与对照动物相比较
,

大肠杆菌内毒素显著提高了动物肠粘膜中黄嗓吟氧化酶活性 ( P < 。 .

0 5)
。

4
.

N D
:

未做
。

5
。 “ 件 ’

和
“ 佗

”

分别表示与两组单纯内毒素组相比较
,

其检出率和检出菌量均显著降低 ( P < 。 .

01 和

P < o
,
0 5 )

。



o
.

s m g/只和 0
.

2 5 111 9 /只的 两组共 2 0只小鼠
, 4 8 h内全部死亡

,

死亡率为 1 00 %
; 注射 o

.

l m g /只

的 1 0只小鼠
, 7 天内死亡 1 只

,

死亡率仅为 10 %
; 注射 0

.

05 m g
`

只的 10 只小鼠未发生死亡
。

本实验选用 。
.

l m g和 o
.

05 m g 两种剂量
,

观察大 肠杆菌内毒素 01 1 1 : B 4引起小鼠肠道细菌移

居到肠系膜淋 巴结的情况
。

结果表明
, 。

.

05 m g / 只和 o
.

l m g / 只内毒素造成肠道细菌移居的

发生率分别为 5。% ( 5 / 10) 和 69 % ( 9 / 1 3 ) (表 3
一

1 )
。

在大肠杆菌 C 2 5 增殖的动物模型

中
,

大肠杆菌内毒素 0 1 1 1 : B 理。
.

l m g /只造成大肠杆菌不但移居到肠系膜淋 巴结
,

而且还进

一步播散到肝
、

脾以及血循环中 (表 3
一

3 )
。

表 3
一

3 肠 道内大肠 杆菌
一

C
Z 。
的移居情况

肠系膜淋巴结

动物分组 动物

数量

阳性率

%

菌量

C F U / g

肝 脏 脾 脏 血液

阳性率 菌量 阳性率 菌量 阳性率

乡̀ C F U / g 乡̀ C F U / g 夕百

盲肠菌量

C F U / g

单纯大肠杆菌 5 1 0 0 2
.

7士2
.

I K l o 3 一 一 一 3
.

6土 o
.

s x z o l “

大肠杆菌加大 1 0 2 0 0 3
.

3士 1
.

0 、 2 0 3 6 0 9
.

9士 5
.

2 / 1 0 3 5 0 ]
.

0士 o
.

g x l o 3 5 0 6
.

4士9
.

6 x l o l “

肠杆菌内毒素 0 1 1 1 : B 4

大肠杆菌加 5 1 0 0 2
.

6士 2
.

5 又 2 0 。
一 一

-

一 2
.

1土 o
.

s x l o l o

A l l o P u r i n o l

①细菌移居的阳性率以内脏中培养到大肠杆菌C 2 5动物的百分率来表示
。

②菌量以每克内脏组织中含有多少个菌落 ( C F U )的均数士标准误来表示
。

③
“
一

”
表示培养阴性

。

本研究结果表 明
,

亚致死量的大肠杆菌内毒素能够引起肠源性感染
,

肠道细菌主要移居

到肠系膜淋巴结
;
午合并有肠道菌群紊乱的条件下

.

亚致死量的大肠杆菌 内毒素就能够促进

肠道细菌全身播散
。

3
.

2 别嗓岭醇和 T u n gs t at 。
饲料能否抑制大肠杆菌内毒素诱导肠道细菌移居的研究结果

证明
,

两者均能够显著 降低肠道细菌移居的发生率和细菌移居的菌最 (表 3
一

1 )( P < 0
.

0 5
-

。
.

1 )
。

但细菌学的资料提示
,

别喋吟醇和 T u l l g s t a t 。饲料抑制大肠杆菌内毒素造成肠道细 菌

移居的作用并不是通过降低动物肠道内细菌的菌量所致
,

因为各内毒素实验组动物的肠道菌

量水平均高于对照动物 (表 3
一

2 )
。

表 3
一

2 大肠 杆菌内毒素和黄啤吟乳化酶 6勺抑 制剂及 灭 活 剂时肠 道菌量的影响

,
丫 肠 详i

_

鼠

动物分组 兀勺牛勺数夕

对照

大肠杆菌内毒素 一

0 2 6
:

B 6

A 1l o P u r i n o l

A l l o p u r i n o l加大
肠杆菌内毒素。 2 6 : B 6

T u n g s t a t e饲料
T u n g s t a t e 同料加大
肠杆菌内毒素 02 6 :

B 6

1 0

乙 0

革兰氏阴性菌

1
.

0土 0
.

8 x 1 0 6

6
.

6士 2
.

8 只 1 0
-

革兰氏阳性菌

9
.

0土 3
.

2 x 1 0 ?

1
.

5士选
.

2 x 1 0 ,

::
2

.

0土 0
.

丁又 1 0 6

5
.

1土 3
.

8 火 1 0
-

理
.

5士 1
.

1 火 1 0 “

2
.

2士 4
.

4 x 1 0
` ,

1 0

1 8

2
.

9士 1
.

2 又 10 ”

1
.

4士8
。
4 火 10 已

2
.

5士 O
。
7 x 10

7

6
.

4士 5
。
2 又 1 0 8

1
.

动物肠道内菌最以每克盲肠中含有多少个菌落 ( C F U )的均数土标准误来表示

2
.

各大肠杆菌内毒素实验组动物肠道中的菌量均显著高干对照动物肠道中的菌量 ( P < 0
。
0 5 )

。



形态学的观察发现
,

大肠杆菌内毒素明显损害了动物小肠粘膜屏障的完整性
。

肠绒毛出

现上皮细胞下水肿 间隙
,

多处肠粘膜的上皮细胞呈灶性坏死
、

脱落 (图 25 )
。

而别嗓吟醇和

T un gs t a t e饲料则明显改善了动物肠粘膜损伤的程度 (图 26
、 ’

27 )
。

生化测定也提示
,

大肠杆菌内毒素明显

图2 5 大肠杆菌内毒素 (。26
: B 4 Z m g /只 ) 引

起动物小肠粘膜发生急性应激性损伤
。

绒毛广泛水

肿
,

绒毛顶部上皮细胞层与间质之间出现上皮细胞

下水肿间隙
。

在绒毛的上皮细胞层中多处出现灶性

坏死病灶
, _

仁皮细胞脱落后在肠绒毛示面形成多处
a
空缺

,, ( G r o s s 一 g a P s ) (箭头示 )
。 x 2 0 0

提高了动物肠粘膜中黄嗓吟氧化酶的活性
,

而 T u n g st at e 饲料则灭活膜了这种酶在肠粘

膜中的活性
。

上述结果表明
,

大肠杆菌内毒素主要是

通过破坏肠粘膜屏障的完 整性
,

从而造成肠

源细菌感染
。

黄嗦吟氧化酶的激活参与了在

内毒素作用下肠粘膜损伤的发生
,

而别嚷吟

醇和 T u n gs at et 饲 料则是通过灭活黄嗦吟

氧化酶的活性
,

抑制了内毒素对肠粘膜的损

伤作用
,

保护了肠粘膜对肠道细菌的屏障功

能
,

从而降低了大肠杆菌内毒素导致的肠源

性感染
。

另外
,

在单纯大肠杆菌 C : 。
优势繁

殖的条件下
,

由于没有黄嘿吟氧化酶激活的

因素存在
,

所以别嗓吟醇并不能够阻止肠道

中大肠杆菌 C
Z 。

的移居 (表 3
一

3 )
。

图 2 6
,

2 7 接受 T “ n g s t a t e 饲料加大肠杆菌内毒素或 A l l o P u r i n o l 加大肠杆菌内毒 素 ( 0 2 6 :
B` 2 m g

/只 ) 的动物
,

小肠粘膜并没有表现出明显的应激性损伤
.
与对照动物的肠粘膜相比较

,

仅少数肠绒毛的间

质略为疏松
,

肠粘膜的形态学表现基本正常
。 x 200



在形态学方面我们还观察到
,

在大肠杆菌内毒素的作用 下
,

动物肠腔中的细菌不仅侵入

到小肠粘膜的上皮细胞内 ( 图 2 8
、

2 9)
,

而且还从小肠粘膜和有肠粘膜的损伤部位侵 入到肠

枯膜下层 (图 3 0
、

3 2 )
。

图 28
、

29 高倍镜下见大肠汗菌内毒索造成小肠粘膜 }j勺
_

}
_

皮细 )]包明显 : 拼伤
。 _

i)] 艾细胞排列义整齐
,

细胞胞浆有空化表现
,

细胞核排列 也失 去 极性
。

空肠内的细菌正 穿越 ( 尸c n C t r “ t i n g ) 州伤的肠上皮细

胞 (箭头示 ) 以及 已经进人到上皮细脑胞浆内 (箭头示 )
。 入

倒 。

图 3 0
、

3 2 大肠们
一

菌内寿索 ( 0 2 6 : B 4 Zm g /只 )也常造成动物盲肠 ( e e e u rn ) 的粘腆发 生灶 性 J员伤
。

粘膜的上皮细胞呈灶性或单个坏死脱落
,

肠腔内的细菌则从这些粘股的报伤部位直接侵入到粘膜下层中

(箭头示 )
。 只 6准。



3
.

3 我们在两种大肠杆菌内毒素

组中
,

分别使用了一种血小板激活因

子的选择性抑制 剂 s( R I 6 3
一

4 4 1 )
,

试图观察是否可以通过对血小板激活

因子拮抗的途径
,

来抑制大肠杆菌内

毒素造成肠源性感染的作用
。

结果是
:

大肠杆菌内毒 素 ( 。26
:
B 6 Zm g /只 )

造成肠道细菌移居到肠系膜淋 巴结的

旧性率为 63 % ( 5 / 8 )
,

大肠杆菌内

毒 素 ( 0 2 6
:
B 6 Zm g /只 ) 加 血 小板

激活 因 子 拮 抗剂
,

仍有 7 5 % ( 6 / 8 ) 的动物发生肠 道 细 菌 移居
。

单纯大肠杆菌内毒素

(0 1 1 1 : B 4 0
.

l m g /只 ) 和内毒素 ( 。1 1 1
:
B 4 o

.

l m g /只 ) 加血小板激活因子拮抗剂的两组

36 只小鼠
,

肠道细菌移居到肠系膜淋巴结的阳性率 分别为 78 % ( 1 4 / 1 8) 和 56 % ( 1 0l/ 8 )
。

结果说 明
,

在小鼠体内
,

血小板激活因子的选择性竞争拮抗剂 (S R I 6 3
一

4 4 1 )
,

并不具有抑制

大肠杆菌内毒素造成肠源性感染的作用
。

3
.

4 在大肠杆菌 内毒素的作用下
,

多粘菌素 B 是否具有 抑 制肠源性感染发生作用的
。

研究结果证明
,

多粘菌素 B 使大肠杆菌内毒素 ( ol n : B 4 0
.

1 0 9 /只 ) 所致肠道细菌移居到

肠系膜淋巴结的 阳 性 率 从 75 %降低至 13 % (表 3
一

4 )
,

移居的菌量也从 2 4 9 9 菌落 / g下降至

表 3
一

4 多拈菌素
一
B和庆 大霉素衬 大肠 杆菌内毒素引起肠道细菌移居 作用 的影响

肠系膜淋巴结 盲肠菌量

动物分组 动物数量 阳性率

梦石

革兰氏阴性菌 革兰氏阳性菌

大肠杆菌内毒素

0 1 1 1
:
B 4

多粘菌素
一

B加大

肠杆菌内毒素 0 1 11
:
B 4

庆大霉素加大

肠杆菌内毒素。 1 1 1 : B .l

大肠杆菌内毒素

0 2 6
*
B 6

多粘菌素
一

B加人

肠杆菌内毒素 0 12 6 : B 6

菌 量

C F U / g

2 1 9 9士3 1 , 7
.

2士 1
.

7 x 1 0 3 1
.

2士 2
.

3 x 1 0 。

3 盆9士 2 5 8 8
. 。土 1

.

7 火 1 0“ 1
.

4士 2
.

2 x l o .

6 9 1 7 8 4士 2 4 7 士 1
.

o x l o s 1
.

5士 3
.

4义 1 0

DDNNDDNN7 1 2 0 12土 5 1 0

2 9 2 3 8士 17 6

1
.

菌量以每克动物内脏中有含多少个菌落 ( C F U ) 的均数士标淮误来表示
。

2
.

阳性率以肠系膜淋巴结中培养到细菌的阳性动物百分率来表示
。

3
.

N D
:

未傲
。

4
.

多粘菌素
一

B显著降低内毒素引起的肠道细菌移居的发生率扣细菌移居的菌量 (P < 。 .

0 1)

3 49 菌落 / g
。

同时
,

多粘菌素 B使内毒素 0 2 6 : B 6 2 m g /只
,

造成肠道细菌移居到肠系膜淋

巴结的阳性率和移居的菌量 也分别从 71 %和 2 01 2 菌落 / g显著降低至 29 % 和 2 38 菌落 / g
。

然而



大肠杆菌内毒素 1 1 1 0 : B 4 0
.

m lg /只加庆大霉素组小鼠肠道细菌移居的发生率仍为 9 6%
,

与

单纯内毒素组动物肠道细菌移居的阳性率相比较没有显著差异
,

因而说明
,

多粘菌素 B 具有

拮抗大肠杆菌内毒素诱导肠源性感染发生 的作用
。

虽然庆大霉素具有和多粘菌素 B 类同的抗

菌谱
,

但它并不能抑制大肠杆菌内毒素引起肠源性感染的作用
。

这也提示
,

多粘霉素 B抑制

大肠杆菌内毒素引起肠源性感染的作用
,

主要是通过其对内毒素的拮抗作用
,

而同抗菌作用

役有关系
。

从所有实验动物内脏中培养到的细菌均为肠道菌试
。

大肠杆菌的检出率最高
,
以后依序

为变形模仿菌
、

粪链球菌
、

绿脓杆菌和葡萄球菌
。

近年来的研究证实
,

在 肠 粘 膜屏障功能受损的佑况 卜
,

可以发生肠源性细菌感染和肠

源性内毒素血症
`6 ’ )柳 )

。

I
了

yr 和 G ar : 招。 1 (“ )(
6 2 )提出

“
肠道可以是外科临床病人全身感染的起

源
” 。

S ot 。 。 .(
` 。》等也证实

“
肠道是全身性念珠菌感染的原发病灶

” 。

M a r s h a n
` 。 ,

, )等发现 16 名

危重病人中的 15 名
,

其
.

全身感染的致病菌与他们上消化巡中的细菌类型完全相同
,

明确了肠

源性细菌感染的途径
。

他们认为肠道不单纯是多脏器功能衰竭发生时受损的靶器官之一
,

其

在多脏器功能衰竭的发生中起着
“

始动器
” 的作用

。

这种观点为许多在临床上常发生的不明

原因的感染找到了答案
。

针对肠源性内毒素血症对机体的危害性
,

关于防治其发生的研究也渐增多
。

其中使用多

粘菌素 B 以拮抗内毒素作用的研究较为广泛
。

多粘菌素 B是
、

一种阳离子性的多肤类抗生素
,

可以非持异性地与G
一

细菌脂多糖分子结构中的类指 A部分相结合而使 G
一

细菌脂多糖不能表

现出内毒素的作用
`“ ` ) 。

动物研究已证实
,

使 用 多粘菌素 B 能够提高受到四氧化碳或内毒素

损伤的动物存活率 (
6 “
) (

“ “ )
。

本实验也利用了多粘菌素 B 对内毒素的拮抗作用
,

显著降低了在

内毒素作用下肠源性感染的发生率
。

提示
,

临床
_

赶如不考虑采用直接拈抗内诊素 作 用 的措

施
,

而单纯使用抗生素抑制细菌
,

则不能有效地防治肠源性感染的发生和发展
。

不少研究已证实
,

细菌脂多糖能够激活体内多种细胞成分合成和释放一系列炎性前介质

( P r
o 王n f l a m m a t o r y n 、 e d i a t o r s )

,

脂多搪又是凭借机体释放的这些 内源性生物活性因子表

现出内毒素的种种作用
。

近来发现
,

血小板激活因子 (且气均 参 与了感染和内毒素性休克的

发生和发展
,

并与在这些情况下发生的消化道粘膜损仿也有关联
“

’
了一 。 ” ’ 。

血小板激活因子是

一种低分子量的磷脂类 ( P h
o s p h ol i iP d) 物质

,

在体内是在激活的磷脂酶 A
:

作用下
,

再经一

系列的酶促反应而最后生成的例
’ 。

体内
,

诸如肝脏枯否氏细胞
、 l

一

卜性自细胞
、

血 小 板以及

血管内皮细胞均能够生成血小板激活因子
。

血小板激活因子具有增加血管通透性
,

引起低血

压性休克以及导致死亡等多种类心内毒素的生物学作用
` , ’
川

匕 )
。

在 内 毒 素 诱导的低血压阶

段
,

动物血中血小板激活因子的浓度会有暂时性的升高
,

使用血小板激活因子的拮抗剂也能够

抑制内毒素的作用 (7J ,
。

最近 S o n
等发现

,

血小板激活因子参与了内毒素引起的肠坏死
。

因此有

理由认为在内毒素引起肠源性感染的发病机制中 也有血 小板激活因子的参与 (了“ 〕。
S RI 63

一

4 41

为一种血小板激活因子的受体拮抗剂
。

在大鼠
、

豚 鼠以及灵长类等多种 动 物 体内均能够抑

制血小板激活因子的主要生物学效应 〔 , “ )
。

但在本实验的小鼠模型中 S尺1 6 3
一

遗峨1 却未能抑制

内毒素促进肠源性感染发生的作用
。

原因可能有这样三个方面
:

①血小板激活因子可能根本

就没有参与内毒素对机体的损伤作用
。

或许在一定程度上参与丁
,

但它不是主 要 的 损伤因

素, ②内毒素主要是通过破坏肠粘膜的机械性屏障而导致肠源性感染发生的
,

血小板激活因

子也许并没有参与内毒素的这 一 致病过程
; ③ S R I 6 3

一

4 4 1对血 小板激活因
一

子的拮抗作用具有
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生物种系的选择性
,

它在小鼠体内不能起作用
。

对此尚需进一步探讨其确切机制
。

研究证实
,

由于黄嚷岭氧化酶的激活产生过量氧自由基参与低血流状态下肠粘膜再灌注

性损伤的发生
。

我们发现
,

内毒素使动物肠粘膜中黄嚷吟氧化酶的活性显著增高
,

而别嚷吟

醇和 T u
gn

s t at e
饲料则通过抑制黄嗓吟氧化酶的活性

,

阻止了肠粘膜中氧自由基的过多产生
,

从而达到保护肠粘膜屏障
,

降低肠源性感染的作用
。

肠源性感染是一个比较复杂的疾病发展过程
。

在不同的临床情况下
,

就是在同一疾病发

展的不同阶段
,

所涉及到的病因与发病机制也是不同的和多方面的
。

肠源性感染本身就是一

个多因素相互作用的 动 态 演 变过程
,

其中还存在有很多的未知数有待进一步证实
。

至少本

实验结果证实
: ① 亚致死量的大肠杆菌内毒素能够引起肠道内细菌侵入肠系膜淋巴结 , 在

合并有肠道菌群增殖的条件下则能引起肠源性细菌全身播 散
。

② 大肠杆菌内毒素主要是通

过损伤肠粘膜屏障的完整性引起肠源性感染 ; 黄嘿吟氧化酶的激活参与了内毒素 的 上 述 作

用 ; 使用灭活黄嗓吟氧化酶的活性
,

有保护肠粘膜 ; 降低肠源性感染的作用
` ③ 多粘菌素 B

具有拮抗 内毒素
,

降低肠源性感染的作用
。

④ 血小板激活因子的受体拮抗剂 ( S R I 6 3
一
4 4 1 )

对大肠杆菌内毒素所致肠源性感染未能表现出拮抗作用
。

⑤ 在动物体内
,

本研究首次证实

了大肠杆菌内毒素能够导致肠粘膜通透性增高
,

并为解释这一病理现象提供了客观依据
。

四
、

细菌内毒素与肠粘膜通透性

1 实验目的

工常肠道中所含细菌和内毒素的里足以将宿主致死数遍有余
。

在机体的内外表面
,

肠粘膜不但面 积最

大
,

而且肠道中所含细菌的量也最高
,

大于 10
` “ 。

各种细菌多达 d00 种以上
,

目前的观点是这些细菌多为致

病菌
’̀ ` )( ’ 7 )( 了” 〕。

因此肠粘膜必须是机沐的一道十分重要的防御屏障
,

能够有效地阻止肠道内细菌和内毒

素侵入体内
。

肠粘膜是一个较复杂的组织结构
,

由多种生理功能不同的细胞和细胞产物所共同构成
,

肠粘膜上皮细

胞本身则是这道屏障的主要结构基础
。

肠土皮细胞之间的一种特殊的膜性结构一紧 密 连接 (t 谁ht j
o n c .

t i o n)
,

是维持肠粘膜通透性的重要组织成分
,

生理情况下只能允许 Zm 林大小的离子或小分子物质通过
,

以

沟通机体内
、

外环境
,

便于新陈代谢的需要 ( ’ ” ) 〔 . “ 、 L“ ` )
。

同时肠粘膜屏障的完整与否还与各种非免疫性的

和免疫性的屏障成分密切相关
。

任河原因使肠粘膜的屏障成分发生改变
,

或直接损伤了肠粘膜
,

都会造成

肠粘膜的屏障功能衰竭
,

使肠粘膜对肠内容物的通透性升高
,

细菌
,

内毒素得以非正常的侵入 体 内
,

从而

激起一系列病理生理改变
,

发生肠源性感染
。

因此肠粘膜屏障功能的健全与否
,

对 维持机体内环境的相对

稳定是
一

卜分重要的
。

肠道中的内毒素主要来自内源性G
一

杆菌的解体
。

而肠粘膜对机沐内环境改变的反应十分敏感
,

在一些

尚属于
“
生理范畴

”
的情况下

,

肠粘膜的屏障功能就已经发生了改变
。

例如马拉松长跑及接受大强度训练

的运动员
,

由于体内暂时性的缺氧和体温升高就能够造成肠粘膜通透性增高
,

使 肠腔中的细菌内毒素 “ 漏

入
”
体内

,

形成肠源性内毒素血症 s( 之〕 a( 3狱 6 4 )
。

现已表明
,

在创伤
,

应激及多种内
,

外科临床情况下
,

由

于肠粘膜屏障功能的减弱
,

肠粘膜通透性增高
,

肠道中的细菌和内毒素都能侵入体内
,

形 成肠源性菌血症

和肠源性内毒素血症
,

在肠源性感染的发病过程中两者同时起作用 ( “ ’
)( , “ )( 5 ” )

。

我们虽然已经证实
,

循环中的内毒素主要是通过破坏肠粘膜屏障的完整性
,

得以造成肠道细菌侵入体

内
。

但我们并不简单地满足于这一结果
,

我们设法能在肠粘膜中找到一条使得肠腔内容物直接穿过 肠 粘膜

屏障的直观的
“
通道 ,, ( Par ac o l l u la r P at h w a y )

,

以证实细菌内毒索造成肠粘膜对肠腔内容物通透性增

高的确切机制
。



2 动物分组和实验方法

采用电镜组化的方法观察在大肠杆菌内毒素的作用下
,

动物小肠粘膜对肠腔中分子量 4 万 的大分子物

质一辣根过氧化物酶 (H R )P 通透性的改变情况
。

内毒素组动物腹腔注射大肠杆菌内毒素 0 2 6 : B 6 2
.

Om g/

只
,

对照组动物腹腔注射无菌生理盐水。 .

s m l/ 只
,

动物分组见表 4
一
1

。

表 4 一 l 观察肠粘膜通透性改变的动物分组

H R P在肠腔中的时间 内毒素组 对照组

( m i n ) ( N ) ( N )

5 3 2

1 0 3 2

1 5 3 2

3 0 3 2

总计 1 2 5

动物注射内毒素2 4 h后进行肠粘膜通透性变化

的观察和利用冰冻蚀刻技术对肠粘膜土皮细胞之间

紧密连接的组织结构进行观察
,

方法见
“
材料和方

法
” 。

3 结果和分析
.

3
.

1 本研究有关小肠粘膜通 透 性的观

察结果证明
,

大肠杆菌内毒素显著提高了肠

粘膜对肠腔内大分子物质的通透性
。

主要依

据是
:

3
.

1
.

1 光镜下可见
:
辣根过氧化物酶 (H R )P 的褐色沉淀物呈粗线状整齐地排 列 在 对

照动物肠粘膜上皮细胞的表面 ( 图 3 3)
。

在肠粘膜上皮细胞之间的连接部位没 有 H R P的沉

淀物
。

在肠粘膜间质中
,

内源性 H R P 的反应产物均限于毛细血管内
。

提示
,

正常的肠 粘 膜

屏障对肠腔中的H R P 不具有通透性
。

内毒素组小鼠H R P的褐色沉淀物则均匀地出现在肠粘膜的上皮细胞层内 ( 图 3 4
、

35 )
。

图33 辣根过氧化物酶 ( H R P ) 的沉淀物沿对

照动物肠粘膜的表面排列
。

在肠粘膜的间质中H R P

的阳性沉淀物仅限于微血管内 (箭头示 )
。 x 640

图 3 4 大肠杆菌内毒素提高了动物肠粘膜对肠

腔内大分子物质 ( H R P )的通透性
。

H R P的沉淀物呈

线状出现在肠粘膜上皮细胞之间 (上部箭头示 )
。

在

肠粘膜上皮细胞层和间质之间的交界处H R P的沉淀

物也呈线状排列 (下部箭头示 )
。

这说明肠腔中的
H R P从开放的肠上皮细胞之间的通道进入到肠粘膜

的间质中
。

但是肠粘膜通透性增高的部位主要是靠
近绒毛的中

、

下部
。 火 6们
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H R P的沉淀物呈线状平 行地排列在肠上皮细胞之间
,

)人上皮细胞 顶邵贯通性地伸展到 肠土

皮细胞的荃底部
。

在肠粘膜上皮细胞层与间质的交界 l菌
,

H R P的沉淀物呈不规则线状 分布
。

在肠绒毛顶部上皮细胞损伤的部位
,

H R P的沉淀物则呈弥散性分布 ( 图 3 6)
。

H R P 的 沉淀

物大多都排列在肠绒毛中
、

下部位的上皮细胞之问 ( 图3 4 )
,

少数情观下排列在上皮 细 胞

之间的 H R P 沉淀物可见于肠绒毛的各个部位 (图 35 )
。

说明在大肠杆菌内毒素的作 用 下
,

肠粘膜通透性的增高
,

大都是从肠绒毛的中
、

下部位开始
,

严重者可累及整个绒毛
。

俄藉脚

图 3 5 大肠杆菌内毒素也显著提高了绒毛顶部

肠粘膜的通透性
。

H R P从整个绒毛的各个部 位进
入到肠粘膜的间质中

。 拭 64 。

图 3 6 大肠杆菌内毒素造成肠绒毛顶部个别上

皮细胞发生变性
、

坏死
。

因而在肠粘膜巾间形成一

些大的
“
缺口

” ,

肠腔中 H R P从这些
“
缺 口

”
处弥

散性地进入到肠粘膜中
。 只 “ o

3
.

1
.

2 电镜观察则发现对照动物肠粘膜上皮细胞之间的细胞连接部位以及上皮细胞基底

膜与间质的交界处
,

没有出现 H R P的沉淀物 (图 37
、

3 8)
。

说明正常的肠粘膜屏障对肠腔内

: 沂

。腆解黔鳃

一

勘
尸

济

铸

夔戌书一

考象

骥
蘸奢

终
一

碟李

介瞬{吟

谈气一
-

、 、

户
邹易拼

图 3 7 电镜下在对照动物肠枯膜的上皮细胞之

间没有H RP的沉淀物存在
。 x 5 0 9 4

图 38 电镜下在对照动物肠枯嗅的间质中没有

H R P的沉淀物存在
。 x 6 8 4 0



3 1

的大分子物质 H R P不具有通透性
,

而大肠杆菌内毒素则可造成动物小肠粘膜通透性明 显 增

高
。

表现为 H R P沉淀物出现在肠粘膜上皮细胞之间的间隙中
,

上至细胞紧密连接处
,

下至上

皮细胞基底膜的间质中
,
H R P从肠腔中贯通性地横穿上皮 细 胞 之 间 的 通 道 ( P ar a 。

le lu lar

aP ht w ay )
,

直接进入到肠粘膜间质中 (图 39
、

4 0)
。

H R p 沉淀物也常聚集在上皮细胞连接

图39 大肠杆菌内毒素引起肠柏埃附通透性增

高
,

使肠腔中的H R P 通过上皮细胞之间的紧密 连

按进入到上皮细胞之间的间隙中
,

并沿着细胞之间

的通道直接进入到肠 粘 膜 的 间质 中
。 、 1 0 2 6 .0

2 0 5 2 0

图初 在大肠杆菌 l刊母系阴件用 卜
,

肠胜中的

H R PJ 顷着细胞之间
“
开放

”
的直捷通路弥 散 性 地

进入到肠粘膜的间质中
。

图中箭头示位于细胞之间

间隙中的 H R P最后进人到肠粘膜间质中
。 x

20 52 。

处扩张的间隙中 (图 4 1) 以及基底膜上方局部扩张的细胞间隙中
。

肠粘膜上皮细胞层的基底

膜对 H R P的弥散不构成屏障作用
。

在肠粘膜间质中
,

毛细血管内皮细胞之间的间隙中
,

以及

血管和淋巴管管腔内都充满着 H R P的沉淀物 (图 42
、

4 3)
。

图 .11 H R P 的沉淀物
、

诸积在大肠杆菌内毒 素

动物肠粘膜上皮细胞乏间扩张的间隙中
。 派 68 40

图招 H尺 P的沉淀物呈弥散性地分市 在 内 毒

素功柱)肠
` ,, J膜 l

’

{勺I司质` {
, 。 火 4二6 0
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撇撇撇
图 4 3在内海素动物肠粘膜的间质中

,

H R P阴 图 4 4 H R P的沉淀物从大肠杆菌内毒 素 动 物

沉淀物从毛细血管内皮细胞之间开放的间隙中进入 肠粘膜上皮细胞之间显著开放的紧密连接处进入到

到毛细血管内
。 x 1 2 5 4 o J场粘膜中

。 又 2 0 5 2 0

这些观察结果说明
,

大肠杆菌内毒素破坏 了肠粘膜上皮细胞之间的紧密连接
,

从而提高

了肠粘膜对肠腔内大分子物质的通透性
。

在本实验中表现为
,

动物肠腔中的 H R P通过上皮细

胞之间的紧密连接 (图 44 )
,

途经上皮细胞之间的通道进入到肠粘膜间质中
,

最后经过毛细

血管 以及淋巴管播散到全身
。

3
.

1
.

3 冰冻蚀刻形态学的观察结果发现
,

对照动物小肠粘膜上皮细胞之间的紧密连接表

现为 3 一 5 行连续走行而又大致平行
,

并与细胞纵轴呈垂直的条索状结构
。

在 P F ( P or ot p l a s
-

; n i e m e m b r a n e f r a e t u r e f a e e
,
P F ) 面上呈靖状隆起

,

而在与此相对 应 的 E F ( E x o p l
a s m i e

m e m b r a n 。 f r a e t盯
e f a e e

,

E F ) 面上则呈相应的浅沟状 ( 图 4 5
、

4 6 )
。

这些晴有分支并彼此

图 4。、

46 对照动彻胸 拍以吓
,
小出 乡」f月照片显示上皮细胞之间的紧密连 接在 P F而上呈 3一 5行条索

找平行排列
,

连续走向的崎状物 (箭 头示 )
。

而左对庄的 E F 而 l
,

紧密 诗接则表现为相应

内 ?
_

义i句 (前头小 )
.
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相连成网状
。

大肠杆菌内毒素造成动物粘膜上皮细胞之间紧密连接的组织结构发生 明 显 改

变
。

在 P F面上
,

索条状的紧密连接相互间有融合现象
,

粗细不匀
,

排列很不规则
。

同 时
,

连续走行的峭状结构变成为间断走行的颗粒状结构
,

有些部位连续走行的紧密连接有完全脱

节的表现
,

或完全消失 ( 图4 7
、

4 8
、

4 9
、

5 0
,

5 1 )
。

冰冻蚀刻技术主要是显示细胞内的膜性

图 4 7 大肠杆菌内毒素造成动物肠粘膜上皮细

胞的紧密连接组织结构发生明显改变
。

峭状排列的

紧密连接呈明显扭曲状态
,

相互间有融合现象
,

粗

细不均
,

排列很不规则 (箭头示 )
。 火 2 5 0 8。

结构
。

所以利用冰冻蚀刻的方法能为我们提

供对肠粘膜上皮细胞之间的紧密连接进行直

观的机会
。

结果表明
,

大肠杆菌内毒素能够

破坏使肠粘膜机械性屏障完整性得以维持的

关键性组织结 构一上皮细 胞 之 间的紧密连

接
,

造成肠粘膜上 皮 细 胞之间通道的异常
“

开放
” ; 从而使肠粘膜对肠腔内的细菌 和

内毒素等内容物的通透性明显升高
。

3
.

2 小肠粘膜超微结构 的 形态学观察

发现
,

大肠杆菌内毒素造成动物肠粘膜上皮

细胞的超微结构发生一系列改变
: ①上皮细

胞胞浆内的膜性结构
,

包括高尔基氏器
、

.

内

质网以及核周 隙 均呈 程度 不等的扩张状态

(图 5 2)
,

在扩张的高尔基氏器的囊泡中常

存在着 电子密度不等的颗粒状物质
。

②肠粘

膜上皮细胞呈程度不等的空泡性变
。

主要表

现为上皮细胞胞浆中的细胞基质明显减少
,

图4 8
、

4 9 显示大肠杆菌内毒素破坏了动物肠粘膜上皮细胞之间的紧密连接
。

在 P F 面上条 索 状

的睛数量减少
,

排列紊乱
,

走向 不规则
,

相互间有明显的融合现象
。 x 2 5 0 8 0

、
2 0 5 2 0
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(图 5 2)
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。
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图5 4大肠汗菌内毒索造成功物肠枯膜肠腺邵

位的粘膜细胞发生严重报伤
。 _

1二皮细胞线粒体呈明

显空化
、

峭断裂
、

消失
,

细胞核染色质边集
,

核基

质减少以及胞浆内出现体积 巨大 的髓 样 物 (箭头

示)
。 欠 1 1 5 6 0

图 5 5 大肠杆菌内毒素造成动物肠粘脱土皮细

胞微绒毛发生明显变性损伤
,

微绒毛肿胀
,

僵直
,

排列不规则 以及数量显著减少
。 x Zo 5 2 o

图56
、

57 在大肠 什菌 l毕子素的炸用
一

}:
,

动物肠柏膜且
_ ;

:二细胞胞浆内出现不整形 灶 仁
二 “
义 性 炳

灶
” ,

病灶无完整 lj〕 {肠连L]J 裹
, ” {芍J土内勺

。i工母
几
密变不等灼支性细饱器

。 又 6 8 4 0
、

1 2 5 4 0

肠粘膜上皮细胞内的髓样 小体数量增多
,

髓样小体大 小不一
,

形态不等
,

电子密度也各不相

同
,

有些呈多泡体 ( 图58
、

5 9)
。

⑥肠粘膜 上皮细胞的细胞核依细胞损伤的情况不同表现为

核染色质边华
、

才介旱
`

)黄减少
,

深染 !
`

(及细饱核的空化
、

固缩等形态 各寻的损伤性改变
。



图 8 5
、

59大肠杆菌内毒素造成动物肠拈膜上皮细胞胞浆内的髓样小体数从增多
。

髓件小体结构

不等
,

有些呈典型的多泡体
。 ` 10 260

,

2 5 8 6。

对照动物肠粘膜上皮细胞均未发生上述改变
。

内毒素是 G
一

杆菌细胞外膜中的脂多糖成份
,

由多糖链
、

核心成份以及类脂 A 3 个亚结构

组成
。

其中类脂 A 具有恒定的分子结构
,

被认为是 内毒素起作用的结构基础
。

正常情况 下
,

生长在宿主消化道内的G
一

菌群通过不断生长繁殖的新陈代谢过程将 自身菌群维持在一个相对

恒定的水平
;
在这一过程中

,

要持续裂解大量的细胞外膜碎片
,

因此
,

正常宿主的肠道内存

在有大量的内毒素 ( 吕, ’ (“ ’ 。

但这些内毒素对机体并没有明显的致病作用
,

即使是 口服 1 5 Om g

量的大肠杆菌内毒素也不引起明显的全身反应 ` a , ’ 。

说明完整的肠粘膜屏障可有效地阻 止 肠

腔中的细菌内毒素进入体内产生致病作用
。

但在各种情况下发生的急性或亚急性肠 粘 膜 损

伤
,

均可导致肠源性内毒素血症的发生
,

并对疾病的发展和转归起重要作用 `吕. , 。

研究发现
,

肠粘膜损伤后
,

内毒素比细菌更容易通过肠粘膜侵入体内 ( 6。 ’ 。

在放射性损伤条 件 下
,

肠源

性内毒素也可以侵入体内 (。 “ ’ 。

临床上
,

内毒素血症也常发生在烧伤和机械性创伤 之 后
,

并

与在这一类创伤条件下发生的多脏器功能衰竭有一定关系 (。 ` ’ 《。之’ 。

我们的研究证明
,

亚致死

量的内毒素
,

本身就可以通过损害肠粘膜屏障的完整性而导致肠道内细菌侵入体内
。

在肠道

细菌优势繁殖的条件下
,

内毒素还可以导致肠源性细菌全身播散
。

Bor d e r等强调
,

在创伤情

况下
,

感染的致死性作用主要是因为内毒素侵入体内损伤了多脏器功能的结果《 “ 7 ’ 。

在 肠 源

性感染的发病机制中
,

内毒素的作用是十分值得重视的
。

严重创伤后
,

通过损伤的肠粘膜侵入体内的肠道细菌
,

可以在多脏器中形成继发性感染

(S
。
co

n dar y in fe ct 沁n)
,

并在内毒素的协同作用下
,

通过激活体内多脏器中的吞噬细胞
,

释放一系列具有损伤作用的多种生物活性介质
、

激活补体系统
,

引起全身多脏器代谢功能发

生改变
,

导致神经内分泌功能紊乱
。

这在创伤后感染因素作用下
,

多脏器功能衰竭的发生和
、

发展中
,

起着十分重要的作用 a(3
’ 。

创伤导致肠粘膜屏障功能减弱
,

使肠粘膜对肠腔内容物的通透性增高
,

肠道中内毒素得

以渗入体内形成肠源性内毒素血症
。

循环中的内毒素又能够进一步促使肠道中的细菌和内毒

素继续侵入体内
,

从而在体 内形成了一 个能 自身维持 (S el f
一

S u s t an id llg ) 的正反馈 调 节 机



制 ( 6̀ ’ (“ 6’ ,
两者共同参与肠源性感染的发生和发展 (图 3 一 3 7)

。

目前
,

对于这一因 果 关系

互补的不良循环在严重创伤后机体免疫功能下降
、

感染发病率增高以及在多脏器功能衰竭发

生中的作用是肯定的 ( “弓
一 “ `

)
。

肠粘膜通透性增高
尸

全身应答反应肠源性感染
气

、
肠源性内毒素血症

了
肠道内细菌移居

尽管 C ue
v as 等已证实循环中的内毒素能够反馈性地促使肠道中的内毒素 继 续 侵 入 体

内(” ` ’ 〔“ “ ’ , M
a
sr h all 等也认为

,

在创伤情况下
,

肠道内毒素侵入体内与肠粘膜的通透性增高

有关
。

而本实验研究的重要发现是清楚地证实了循环中的内毒素尚可促进肠道中的细菌侵入

体内
,

并为肠粘膜通透性的增高找到了客观依据
。

正常机体的小肠中
,

近回肠末端中的菌量最高
,

为 1 0 8
一 。 ,

而十二指肠段中的菌量仅为

10 ’ 一 4 。

相应的组织结构变化是
,

回肠段肠粘膜上皮细胞紧密连接的组织结构
,

要比近 段 肠

粘膜上皮细胞的紧密连接更为牢固 (。 7 ’ 。

而且在回肠段
,

位于肠绒毛上部细胞之间的紧 密 连

接也要比肠绒毛基底部和陷窝部上皮细胞的紧密连接更为牢固
,

因此肠绒毛的顶部对肠道中

的内容物具有更强的抗渗透作用
。

相反
,

肠绒毛的基底部则是肠粘膜中可渗 透 的
“

薄 弱 地

带
”

( L
e a k a er a)

,

实验证明
,

横跨肠粘膜上皮细胞层的内
、

外物质传递过程 ( P ar ac le l lu ar

co 耐
u 。 at n C e )

,

73 %是发生在肠绒毛的底部 ( 9 8 ’ 。

本实验发现
,

大肠杆菌内毒素主要也是提

高了肠绒毛中
、

下部位肠粘膜的通透性
; 严重者肠粘膜通透性的增高可波及到绒毛的顶部

。

同时
,

大肠杆菌内
:

毒素还造成肠粘膜中
.

单个上皮细胞的坏死脱落
,

在肠粘膜屏障中形成一些

大的缺口
,

这对于提高肠粘膜通透性也具有一定作用
。

无论在功能上还是在结构方面
,

肠粘膜上皮细胞之间的紧密连接都不是固定不变的
。

近

来研究表明
,

紧密连接能够通过改变其 自身的组织结构来调节肠粘膜的通透性
,

以适应机体

内环境的需要
。

但对其调节机制一直不清楚
。

最近
,
M ad ar a

等用去污提取技 术 ( D
e t e r g e nt

xE tr ac it o n
) 研究发现

,

肠粘膜上皮细胞可以通过运动细胞自身的支架系统 ( C y ot s k o l e ot n
)

来调节细胞的紧密连接 (。 。 ’ 。

肠上皮细胞微绒:毛和细胞终末网中的肌动蛋白纤维微丝是和紧密连接部位的一种斑块状

致密结构 ( P la g u e 一

1
.

ik
e
de sn i t i e s ) 相连接

。

这种斑块状致密结构又正是相邻两个上皮细胞

紧密连接体中封闭组 l胞间隙的相交点 ( K i s s s i t e s )
,

这种结构关系被称 之 为
“

支 架
一

紧 密

连接斑块相关系统
,, ( C y t o s k e l

e t a l p l a q
u e 一 t i g h t j u n e t i o n a s s o e i a t i o n )

。

这一 结 构 上 的

相关清楚地表明
,

拒分粘膜上皮细胞可以通过运 动其细胞内的支架系统来改变肠上皮细胞紧密

连接的组织结构
,

以。透到调节肠粘膜通透性
,

满足途经上皮细胞之间物质交换的需要 ( ’ ” “ 一 `“ ` , ,

本实验观察到
,

大肠杆菌内毒素造成肠粘膜上皮细胞的超微结构发生了一系列病理性改变
。

线粒体的损伤使细胞能量代谢发生障碍
;
微绒毛和细胞终末网的损伤提示细胞支架系统受到

损伤
。

这些都说明大肠杆菌内毒素可以通过破坏肠粘膜上皮细胞内的运动系统而影响到细胞

支架
`

紧密连接斑块
:
相

.

关系统在功能上的关联性
,

从而提高肠粘膜的通透性
,

降低肠粘膜 防

御性的屏障功能
。

当然对此 问题尚有待更深入的研究
。



由于肠粘膜通透性增加
,

造成肠道内细菌和内毒素侵入体内
,

能够降低机体 的 抗 病 能

力
,

提高创伤后动物的病率
。

W成 k e r 等发现在放射性损伤后
,

动物对内毒素致死作用 易 感

性的显著增高与肠粘膜通透性增高
,

肠道中菌群增殖及肠道中细菌和内毒素的侵 入 直 接 相

关 ( `。 , ) 。

出血性休克引起肠粘膜通透性增高。 。 4 ’ ,
休克后仅 3 o m i。

,

3 3%的动物已经发生肠源性

内毒素血症
,

到休克后 h2
,

肠源性内毒素血症的发病率已高达 85 %
,

同时动物还伴有肠源性

菌血症的发生 ( ’ 7 “ ’ 。

肠道中的细菌和内毒素侵入体内的时间发生的如此之早
,

从某种意义上

讲
,

在创伤后机体防御功能下降二二二感染发生这一对因果循环关系中
,

肠源性感染在先
,

而

机体防御功能降低的发生则在后
。

本实验结果的主要贡献在于
,

在动物体内首次证实到循环

中的内毒素能够通过提高肠粘膜的通透性导致肠源性感染
,

并为解释这一病理现象提供了客

观依据
。

4 讨论

通过上述的系列研究
,

综合讨论如下
.

4
。
1 在肠 源性感染的发生过程 中

,

肠拈膜损 伤的发病机制和意 义

4
.

1
.

1 肠粘膜机械性屏障的破坏是促进创伤早期肠源性感染的重要发病因素
。

我们在动物实验中分别证实
:
烧伤

、

出血性休克
、

内毒素血症
、

蛋 白质营养不良以及小

肠 硬阻所导致的肠源性感染
、

共同存在着肠粘膜机械性屏障的损伤
,

其损伤程度又经常与肠

源性感染的发生率呈正相关
。

4
.

1
.

2 肠粘膜通透性增高
,

是创伤后肠粘膜屏障功能损害的另一表现形式
。

人们已经认识到在多种病理情况下
,

消化道可因应激性溃疡而导致出血 ; 肠蠕动障碍发

生肠麻痹
,
肠道菌群紊乱而引起腹泻等并发症 (` 。 6 ’ ,

但因肠粘膜通透性增高而导致的 肠 粘膜

抗感染屏障功能衰竭以及由此而发生的一系列并发症更值得重视 ( ’ 。 ’ 一 ’ 。” 。

后一概念被 认 为

是 80 年代创伤医学进展的标志之一
。

因为肠道中的细菌和内毒素可以因此侵入体内
,

这对于

改变机体内环境的稳定
,

抑制机制免疫功能
,

降低机体抗病能力
,

促进感染的发生和死亡有

着十分重要的意义
。

O
产D w y o r

等给儿个健康成人一次性注射大肠杆菌内毒素 4 m g / k g
, 1 2 h 后发现肠粘膜

通透性显著增高 ` ’ 。 3 ’ ,

这是细菌 内毒素能够引起肠粘膜通透性增高在人体内得到证实的首次

报导
。

而本实验除证实循环中的内毒素能够提高肠粘膜通透性之外
,

还进一步在肠粘膜中找

到了一条客观存在的
“
通道

” 。

Z ie g l e r等观察到一组烧伤病人
,

在发生感染的同时且合并有

肠粘膜通透性的增加 ; 感染的严重程度与肠粘膜通透性增高的程度是一致的 ( 2 。 ’ 。

但 究 竟是

肠粘膜通透性增高引起感染
,

还是感染引起了肠粘膜通透性增加
,

尚未澄清
。

根据我们的观

察
,

早在肠粘膜形态学发生明显改变之前
,

肠粘膜通透性增高已经发生
。

R us h等也发现
,

出

血性休克后仅 30 m i n
,

肠道中内毒素 已侵入体内形成肠源性内毒素血症 〔4 ` ’ 。

因此我们提出
,

是创伤应激引起肠粘膜通透性增高在先
,

肠道内细菌和 内毒素侵入体内形成感染在后 , 循环

中的细菌和内毒素可再反馈性地作用于肠粘膜
,

又造成肠道细菌和内毒素的继续侵入
,

在体

内形成一个恶性的因果循环
。

4
.

1
.

3 黄嚷吟氧化酶的激活
,

氧 自由基产生过多
,

是创伤后导致肠粘膜机械 性 屏障损

伤的一个共同的致病因素
。



我们分别在烧伤
、

出血性休克以及内毒素血症的实验中观察到
,

灭活或抑制黄嚷吟氧化

酶的活性
,

在一定程度上能够减轻肠粘膜机械性屏障的损伤程度
,

降低创伤早期肠源性感染

的发生率
。

4
.

1
.

4 肠源性感染是肠粘膜屏障功能衰竭的表现
。

肠源性感染的内涵应包 括肠道细菌

和内毒素的协同作用
。

目前的观点是
,

肠道不仅是消化吸收的器官
,

肠粘膜本身也是机体一道十分重要的抗感

染防御屏障
。

正常情况下
,

肠粘膜能够有效地阻止肠道中的细菌和内毒素侵入体内
。

在各种

原因造成肠粘膜屏障功能破坏的情况下
,

由肠道细菌和 内毒素侵入体内
,

协同作用形成的肠

源性感染
,

应该被认为是肠枯膜抗感染屏障功能衰竭的综合性表现形式
。

肠源性感染的内涵

应包括肠道细 菌和内毒素的协同作用
。

4
.

2 肠 源性感染的发病过程

细菌经由肠道侵入体内形成肠源性感染是一个渐进性的发展过程
,

临床可能有不同的表

现:

4
.

2
.

1 肠道细菌侵入肠系膜淋巴结形成
“

亚临床型感染
” 。

正 常 情 况 下
,

肠道中的细菌偶尔也可以通过肠粘膜移居到肠系膜淋巴结
。

但在细菌从

肠腔通往肠系膜淋巴结移居的道路上或在肠系膜淋巴结内能被机体的防御机制所杀死
,

所以

肠系膜淋巴结细菌培养是阴性的
。

在 以肠粘膜机械性屏障损伤为主的条件下
,

例 如 单 纯 烧

伤
、

出血性休克
、

内毒素血症的早期或单纯肠道菌群紊乱
,

肠道细菌主要是移居到肠系膜淋

巴结中
。

如果原发病 因继续存在
,

肠道细菌则持续侵入到肠系膜淋巴结中 ; 或肠道细菌虽已

停止侵入
,

但侵入到肠系膜淋巴结中的细菌和机体防御功能之间处于一种相持的状态
,

在这

种情况下
,

可以表现为一种
“

亚临床型的感染
”
状态

。

我们实验证明
,
口服抗生素 4 天后

,

动物出现懒动
、

倦缩
、

大便稀澹以及盲肠体积增大等
,

这显然是一种病理表现
。

肠系膜淋巴

结中的细菌也能够刺激局部网状 内皮系统中的吞噬细胞
、

释放诸如白细胞介素 I
、

肿瘤坏死

因子等多种生物活性因子
,

引起机体出现发热
、

代谢紊乱等病态反应
。

临床上许多内
、

外科

患者
,

例如血液病病人
,

常出现原因不明的发热
,

全身不适等感染症状
,

但血培养阴性
,

且

又找不到明确感染灶
,

此时肠道细菌侵入肠系膜淋 巴结中所造成的
“

亚临床感染
” 可能是一

个原因
,

值得进一步研究
。

4
.

2
.

2 肠道细菌突破肠系膜淋巴结的局部防御屏障
,

侵入肝
、

脾等网状内皮系统的内脏

中
,

可以形成所谓
“

无菌性感染
” 。

在肠粘膜损伤
,

肠道菌群失调
,
G

一

杆菌增殖以及机体免疫功能低下 3 个导致肠 源 性 感

染发生的基本条件下
,

任何一个条件的单独存在
,

一般仅能造成肠道细菌侵入到肠系膜淋巴

结
。

在烧伤
、

内毒素血症等导致肠粘膜损伤合并有肠道 G
一

杆菌增殖的条件下 , 在内毒 素血

症合并蛋白质量营养不良
,

肠粘膜损伤加上机体免疫功能低下时 ; 以及在出血性休克和肠梗

阻条件下
,

随着休克和梗阻时间的延长
,

肠粘膜损伤的程度和肠道菌群失调进行性加剧 ; 肠

道中的细菌均能够进行性地侵入到肝
、

脾等内脏中
。

如果机体的防御机制尚可与之对峙
·

,

细

菌则被限制在肝
、

脾等内脏的网状内皮系统中
,

临床病人可以表现出全身感染的多种症状和

体征
,

但血培养细菌生长的阳性率仍比较低
。

临床所谓
“
无菌 性 感 染

”
(S t er i le se sP i s )

可能与之相关
。

4
.

2
.

3 在肠粘膜和网状内皮系统抗感染防御屏障功能衰竭时
,

肠道细菌进行性侵入血循



4 0

环
,

可形成致死性肠源性感染
。

肠道细菌持续出现在血循环中
,

表明机体肠粘膜和网状 内皮系统抗感染的屏障功能已经

处于衰竭状态
,

不能再行之有效地将细菌限制在肠腔和网状内皮系统的诸脏器中
。

临床上可

因血培养阳性而得出败血症的诊断
。

但这已是肠源性感染的晚期阶段
。

肠源性细菌感染的结

果可以是致死性的
。

4
。
2

.

4 肠源性感染在创伤后多脏器功能的衰竭中可以起重要作用
。

近年来在外科领域中
,

对肠道在严重创伤后所发生的一系列病理生理改变中
,

是否起着

重要作用的问题已引起极大的关注
。

肠道不单纯是一消化
、

吸收的器官
,

并且还具有重要的

代谢
、

内分泌和免疫功能
,

在机体非特异性抗感染防御系统中
,

尤其是在防止肠源性感染的

发生中起关键作用
。

本研究说明
,

创伤后肠道不单是容易受损的靶器之一
,

而且也是体内一

个重要的感染源
。

将肠道称之为是
“

外科应激状态下的中心器官
”
和创伤后多脏器功能衰竭

的
“

始动器
” 是有道理的 (“ ` ’ ( 名“ , 。
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蛋白质营养不良促进肠源性感染

马 利 黎 鳌 肖光夏E d wi nA De i tc h. (西南医院 烧伤研究所)

提 要 防止肠道内细菌侵入休内形成感染是肠粘膜的主要生理功能之一
。

研究证明
,

在肠

粘膜屏障功能受损的条件下
,

肠道巾的细菌和内毒素能够侵入休内形成肠源性感染
。

因为蛋白质

营养不良和内毒素血症患者对G
一

杆菌感染的易感性增离
,

因此本实验旨在观察
, 亡户纯蛋白质营养

不良或单纯内毒素血症以及在两者合并存在的条件下
,

肠粘膜屏障的改变与肠源性细菌 感染的关

系
。

结果显示
,

蛋白质营养不良造成动物肠粘膜发生严重萎缩
,

但并未引起肠源性细菌感染 , 但

蛋白质营养不良加上内毒素血症却导致肠源性细菌全身播散
,

感染的程度与蛋白质营养不 良时间

的长短是一致的
。

蛋白质营养不良对肠源性感染有促进作用
。

关扭饲 月剐原性感染 ; 内毒素血症 ; 蛋白质营养不良

营养与机体的健康状况密切相关
。

流行病学
、

临床和尸检的研究都证实了营养不良和感

染发生两者间的平行关系
。

据全美卫生组织 ( p a n A m e r i C a n H e a l t h O r g a n i : a t i o n ) 的一

份调查报告
,

57 %五岁以下儿童的死因
,

都直接或间接地与营养不良的因素有关 ( ’ ) 。 在营养

不良群体中
,

感染和腹泻等并发症以及病死率平均增加 7 倍 ( ’ ) 。 一 组恶性淋巴瘤的病人
,

并

发肺部感染者的血清白蛋白浓度均低于未并发者 《 3 ) 。

临床上伴有营养不良的各类外科病人
,

术后感染的发生率和病死率均明显增高 (弓)
。

由于

创伤能够造成机体代谢紊乱
、

分解代谢亢进
,

所以营养不良是外科常见并发症之一
。

烧伤病

人营养不良问题尤为严重
。

多方面的研究证实
,

营养不良能够降低机休抗感染的防御功能
,

提高宿主发 生 感 染 的 机 会
。

反 之
,

感 染 本 身 也 能 够 进一步 加重营养不良的状况 (s)
。

S o r i m s

ha w把营养不良和感染两者之间的相互作用关系称之为
“
协同作用

”

(S y en gr i s it 。 )(
`
)
。

鉴于感染仍然是严重烧伤等创伤患者的主要死因之一
,

而营养不良问题在外科临床上又十分

突出
,

因此研究营养不良与感染发生两者间的关系
,

具有重要的临床意 义
。

在蛋白质营养不良条件下
,

小肠常是主要受损的靶器官之一
,

主要表现为肠粘膜的严重萎

缩 ( ’ ) 。 肠粘膜分泌型抗体 ( S l g A ) 生成的量以及对病毒疫苗的应 激反 应能力均不同程度的

下降《 8 一 。 )
。

同时肠粘膜中粘液 ( m uc us ) 和粘蛋白 ( m uc i )n 产生的 绝对量也减少 ( ’ 0)
。

而肠

粘膜分泌的粘液和粘蛋 白以及 lS g A 抗体则是肠粘膜抗感染屏障的重要成分
,

在抵御肠道菌群

定植和侵入性感染的发生中起重 要作用 (川
。

因此蛋白质营养不良因 素本身就可能造成肠粘

膜抗感染屏障功能的下降
。

所以本实验的目的是
:

① 观察在不同程度蛋 白质营养不 良的条件下
,

是否会发生肠源性感染
。

② 观察在肠源性感染的发病过程中
,

蛋 白质营养不良和内毒素是否具有
“

协同致 病 作

用” 。

③ 观察在蛋白质营养不良条件下
,

肠粘膜屏障改变的情况
。

,

美国路易斯安娜州 S h 『e ve p or t医学院外科



1材料和方法

本实验采用 5F P小鼠 〔 D C一 1 )滋机分为 4 个实脸组 (表 1 )
,

进行细菌学调查及观察病死率
。

弓夕

僧加一组 18 只小鼠
,

观察蛋白质营养不良 3 周
,

加内毒素营动物的病死率
。

表 1

动 物

实 验 动 物 分 组

分 组 动物数量

对 卿 爹日 10

进行蛋 白质营养不良实验的动物
,

按受低蛋白

质悯养 1 ~ 3 周
,

造成不 同程度的蛋白质营养不良
。

这种特殊的低蛋白质动物饲料 ( T e k l a r d T e s t

D i e t , 入I e d i s o n ,

W I ) 中含有 2 0 %脂肪
、

6 7 9石碳水

化合物和 。 .

03 % 蛋自质 (蛋白质合量几乎是零 )
。

此

外
,

这种低蛋白质动物伺料中的微量元素
、

维生素
’

兀及扩物质合量均符合个关实验动物管理委员会标
·

月 ,

笼卜适
_

O

实验所用的细菌脂多糖为大肠杆菌内毒素 ( E
-

s e h e r i e h i a C o l i
,
0 2 6

: B 6 )
,

( S i g m a C h e m i e a l

C o . ,

S t
.

L o u i s M O )
.

细菌培养方 法

功物行断颈活杀
,

无菌操作打开腹腔
,

依次剪

取完整的肠系膜淋巴结
、

脾脏
、

肝脏和盲肠
。

称重

d̀n八U八口no内b单纯内毒素组

单纯蛋白质营养不良组

蛋白质营养不良加内毒素组

备注 (1 ) 单纯内毒素组 (腹腔注射大肠

杆菌内毒素 。26
:

B 6 Zm g /只 )和蛋

白质营养不良加内毒索组的动物分

别观察 2 4和 4 8 h
。

(2 ) 蛋白质营养不良动物
,

按低蛋

白质饲养时间的不同分为 1 周
、

2

}司
、

3周 3 个实验组
。

后分别置
.

入盛有心脑浸液的匀浆管中进行匀浆
。

取肠系膜淋巴结
、

刀卑脏和肝脏匀浆液各 。 。
2 m l

,

分别接种到

M a c C o n k e y琼脂平板上培养G
一

杆菌及血肺脂平板
_

!几培养兼性需氧菌
。

37 ℃孵育 24 ~ 4 8 h
,

对培养阳性的平

板进行菌落计数
,

观察动物内脏细菌生长的阳性率和菌量情况
。

取盲肠匀浆液。
.

l m l
,

用生理盐水按 1 0 3 、

1。 ” 、
1。 ,

·

一不同倍数进行梯度稀释
,

取 。 .

l m l不同稀释倍数的匀浆液分别接种到 M ac C o n k e y 琼脂平板和

血凉脂平板上
,

37 ℃孵育2扣
,

进行菌落计数
,

定量观察肠道内菌量变化情况
。

所获动物内脏培养的G
一

杆菌用A P IZ o E系统 ( A n a l y t a b P r o d u e t s
,

P l a i n v i e w
,

N Y ) 进行 鉴定 , G
+

细菌用 F i n e g O l d ( 19 8 6 ) 的标准方法鉴定
,

形态学观察方法

肠粘膜的形态学研究是用半薄塑料切片在光学显微镜下进行观察的
。

将动物的回肠和盲 肠 标本固定在

磷酸福尔马林缓冲液中 ( F i s h
。

C o) h6 以土
。

梯度酒精脱水后
,

包埋在乙二醉异丁烯酸溶液中 (J B一 4
,

P o l y s e i e n e e ,

I n c
、

W a r r i n g t o
,

P A )
。

切片厚度为2协m
,

用 1 % 甲苯胺蓝染色
,

O l y m p u s 光学 显微镜

观察并照相
。

并用 i 。 火 目镜干分尺 ( o c ul ar m i c or m et er ) 对各组动物小肠 壁 的 厚度
、

绒毛的高度
、

肠粘

膜陷窝的深度以及绒毛的数量进行定量测量和计数
,

以了解不同程度的蛋白质营养不良与小肠粘膜的 改 变

情况
。

统计学处理

实验所得数据分别用X Z

检验
,

T一检验和回归一相关的方法进行处理
。

2 结果和分析

2
.

1 低蛋白质饲料饲养 1 周后
,

小鼠开始出现营养不良体征
。

表现为体重进行性下降
。

3周后动物的平均体重从 279 显著降低至 1 5
.

99
,

体重下降的程度近 50 % ; 2周者下降至 1 8
.

5 9 ,

1周者下降至 23 90

大肠杆菌内毒素没有明显改变蛋白质营养不良小鼠的体重
、

单纯内毒素组的平均体重为

27
。

g4
,

蛋白质营养不良 1周加内毒素组体重为 23
。

g5
,
2周者为 1 6

.

5 9
,
3周者为 1 5

.

29 (图 l )
。



2
.

2所有单纯蛋白质营养不良动物的内脏细菌培养均为阴性
。

说 明
,

单纯蛋白质营养不

良并没有造成肠源性感染
。

但给蛋 白质营养不良小鼠腹腔注射内毒素后
,

肠源性感染的发生

率则显著增高 (表 2 )
。

表现为
,

蛋白质营养 不 良 1 至 3 周加内毒素24 和 4 h8 实验组
,

不但

肠源性细菌感染的阳性率均显著高于单纯内毒素组
,

而且小鼠每个脏 器中所含细菌的菌量也

明显增高 (表 3 )
。

结果说明
,

在蛋白质营养不良条件下
,
G

一

杆菌内毒素更易促成肠源性细

菌感染
。

同时也提示
,

在肠源性感染的发病过程中
,

蛋白质营养不良和内毒素两者具有协同

致病作用
。

表 2 蛋 白质营养不 良和 大肠杆菌内毒素促 进肠 道细 菌移居

动物分组
大肠杆菌内毒素 24 小时 (% ) 大肠杆菌内毒素 4 8小时 ( % )

— —
—

C

动物数量 肠系膜淋巴结 肝脏 脾脏 M L S 动物
数量

肠系膜淋巴结 肝脏 脾脏 M L S

对照组

单纯内毒素组

单纯蛋白质营
养不良组

0

7 5 ( 1 5 / 2 0 )
10 ( 2 /
2 0 )

0

5 ( l /
2 0 )

0

3 0 ( 1 8 /
6 0 )

4
。
4 ( 2 /
4 5 )

N D

l 5

) N D N D

2 7 ( 4 /
1 5 )

6
。
7 ( 1 /
1 5 )

1 3 ( 2 /
1 5 )

1 6 ( 7 /
4 5 )

1020

6
。
6 ( 1八 5 )

6
。
6 ( 1 /
1 5 )

0 0

蛋白质营养不良2 5 b

加内毒素组
8 0 ( 2 0 / 25 )

4 4 ( 1 ] / 6 4 ( 1 6 /
2 5 ) 2 5 )

6 3 ( 4 7 /
7 5 ) d

75 ( 1 2 /
1 6 )

3 1 ( 5 / 吐魂( 7 / 5 0 ( 2 ` /
1 6 ) 1 6 ) 4 8 )

`b
ōO汽O弓l,J

备注
: a .

三组营养不良动物的总数

b
.

三组蛋白质营养不良加上大肠杆菌内毒素动物的总和
。

c .

动物肠系膜淋巴结
、

肝脏
、

脾脏细菌培养阳性率的总和
。

d
.

肠道细菌移居的阳性率显著高于单纯大肠杆菌内毒素组的动物 ( P < 。
.

05 )

N D
:

未做
。

表 3 蛋白质营养不良和 大肠杆菌内辜素促 进肠 道细菌移居

动物分组
大肠杆菌内毒素 24 小时 大肠杆菌内毒素 48 小时

单纯大肠杆菌内毒

素组

蛋白质营养不良加

大肠杆菌内毒素组

P 值

动物数量 肠系膜淋巴结 肝脏 脾脏 动物数最 肠系膜淋巴结 肝脏 脾脏

2 0 2 5士 5 3 1
。
o 士 0

.

4 1
.

5士6 一5 一3士2 2 0
.

2士 0
.

5 7
.

5士 2

2 5 9 6士 1 2 5 8 9士 2 0 5 9 5士 1 5 0 1 6 1组2士 19 6 3 3士8 1 1 5 0士 3 0

< 0
。
0 2 < 0

。
0 5 < 0

。
0 0 6 < O

。
0 2 < 0

.

13 ( O
。
1

各注
: 1

.

动物内脏中的细菌菌量以每克脏器中所含细菌菌落 ( C F U ) 数量的标准误 又 1 0 2
丧示

。

2
。

蛋白质营养不良为 7 天
,

14 天和 21 天三组动物的总和
。

2
.

3 蛋白质营养不良的程度与肠源性感染的发生率两者间是呈平行关系 (图 l )
。

在大

肠杆菌内毒素作用下
,

蛋 白质营养不 良 1 周 小 鼠 的 肠 源性感染阳性率为 26 %
, 2 周者为

54 %
,

3 周者则增高到 77 %
。

说明
,

蛋白质营养不良越严重
,

机体抗 感 染 的防御功能就越

差
。

因而大肠杆菌内毒素造成肠源性感染的发生率就越高
。

同时小鼠的预后也越差
。



图 2显示
,

蛋 白质营养不良的程度与内毒素造成小鼠病死率的高低呈平行关系
。

蛋白质营

养不良的程度越重
,
内毒素造成小鼠病死率就越高

。

蛋 白质 营养不良 1周的小鼠未 发生死

亡
,

2 周的 2 5只小鼠死亡 7 只 ( 28 % )
,

3 周的 18 只小鼠死亡 15 只 ( 83 % )
。

提示
,

在蛋 白

质营养不良条件下
,

内毒素在增加肠源性感染发病率的同时
,

还显著增加了小鼠的病死率
,

三者间的关系是平行的
。
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图 1 ( 1 )单纯蛋白质营养不良( PM
, .

一 )

动物体重和蛋白质营养不良加大肠杆菌内毒

素 ( P M 十 E
, x 一 x ) 动物体重下降的程度

基本相同
。

( 2 ) 大肠杆菌内毒素造成肠源

性感染的发生与蛋白质营养不良的程度直接

相关 (
. ·

一 )
。

14 2 1

时间 (天 )

图 2 蛋白贡首养不良的阻变与大汤汗菌内毒素

造成动物的死亡率呈直接相关
。

2
.

4 从实验小鼠内脏中培养阳性的细菌
,

依其检出率的高低排列
:
在肠系膜淋巴结中为

大肠杆菌
、

肠杆菌
、

肺炎克雷白杆菌
、

葡萄球菌和绿脓杆菌 , 肝脏中为大肠杆菌
,

肺炎克雷

表 4 蛋 白质营养不 良和大肠杆菌内毒素造 成肠道菌群紊乱的情况

动物分组

对照组

单纯蛋白质营养不良组
,

单纯大肠杆菌内毒素组

蛋白质营养不良 7 天加
大肠杆菌内毒素组

蛋白质营养不良14 天加
大肠杆菌内毒素组

蛋 白质营养不良21 天加大
肠杆菌内毒素组

革兰氏阴性杆菌b

3
。
5士 2

。
2 x 1 0 。

5
.

6士 5
。
5 火 1 0 . a

1
。
7士 1

。
8 x 1 0 7 a

4
。
6士 1

。
6 x 1 0 7 a

革兰氏阳性细菌b

9士 9
。
6 x 1 0 7

4
。
1士 3

。
0 x 1 0 7

2
。
2士 1

。
9 x I O 8 a

3
。
7士 2

.

Z x ] 0 . a

2
。
9士 2

。
0 x 1 0 7 a 1

.

7士 1
。

3 x 1 0 8 a

7
.

6士 10 x 1 0 7 a 1
.

凌士 3
。
l x 1 0 8 a

备注
: a .

动物肠道中菌量比对照动物肠道中菌量显著增高 ( P < 0
.

01 )
。

b
.

动物肠道中菌量以每克盲肠中含有菌落 ( C F U ) 数量的标准误表示
。

。 .

三组蛋 白质营养不良动物肠道内细菌的平均值
。

白杆菌
、

肠杆菌
、

葡萄球菌
、

绿脓杆菌和肠球菌
,
脾脏中为大肠杆菌

、

肺炎克雷白杆菌
、

肠

杆菌
、

葡萄球菌和肠球菌
。

2
.

5 形态学的观察发现
,

蛋 白质营养不良的小鼠小肠粘膜发生明显改变
。

表现为肠粘膜

的高度
、

肠腺深度
、

以及绒毛数量的减少 , 肠壁厚度进行性萎缩 (表 5 )
。

营养不良的时间



越长
,

小鼠小肠损伤的程度越重
。

其中小肠绒毛的高度 ( R
“ = 0

.

96
,
P 二 0

.

0 2) 和肠壁厚度

( R
之 = 0

.

94
,
P = 0

.

0 4) 与蛋白质营养不良的程度呈直接相关 (图 3 一 6 )
。

表 5 蛋白质营养不 良时动物 小 肠 组 织形态学的影响

动物分组 数量
a

绒毛高度

2
。
6士 O

。
2 2

2
.

4土 0
.

2 2

1
。
4士 0

。
2 7

1
.

1士 0
。
2 2

肠壁厚度 肠腺深度 绒毛数虽 1/
.

2 m m 卜

对 照 组

蛋自质营养不良 7 天组

置白质营养不 良14 天组

蛋白质营养不 良21 天组

4
.

5士 0
.

3 7

3
。
1士 0

.

3 0

l
。
9士 0

.

2 8

1
。
8士 0

。
2 8

1
。
2士 0

.

1 4

0
。
5土 0

.

0 7

0
。

4土 0
。
0 8

0
.

3士 0
.

0 9

1 1
。
6士 1

. `

O
。

2士 1
.

0

9
。
0 土 1

。
工

8
。
3士 1

。
3

00八U
八11只ù八口匕U翻b

备注
: a .

在目镜 ( 、 1 0) 千分尺下被测量绒毛的数量
。

b
.

平均 30 个视野绒毛的平均数量土标准误
。

c .

表中值以平均数士标准误 (毫米 x l 。 ’ ` ) 表示
。

d
.

回归一相关分析结果
,

绒毛高度 R = 。 .

96
,

P = 。 .

02

肠壁厚度 R = 0
.

9` ,

P 二 0
.

0选 肠腺深度 R 二 0
.

5 8
,

P 二 0
.

1 2
。

图 3 对照动物正常小肠粘膜
。 义 2 00 图 4 蛋 白质营养不良 7 天动物小肠粘膜

。

肠

粘膜绒毛高度
、

肠腺深度以及肠壁厚度明显减

少
。 又 2 0 0

单纯大肠杆菌内毒素导致动物小肠粘膜充血
、

水肿 (图 1 2)
,

并引起绒毛高度 (P < 0
.

0 1)

和肠壁厚度明显下降 ( P
= 0

.

03)
,

同时也显著增加了肠腺 的高 度 ( P < 。
.

01) (表 6)
。

蛋白质营养不良加内毒素组小鼠肠粘膜也发生进行性萎缩 (表 7)
,

其中绒毛高度
、

肠壁

厚度及绒毛数量减少的程度均与蛋 白质营养不良的程度直接相关 (图 7
、

8
、

10 )
。

同时大

肠杆菌内毒素还造成营养不良小鼠肠粘膜充血
、

水肿以及发生急性应激性溃疡 (图 9
、

1 1)
。

显然` 大肠杆菌内毒素加重了蛋 白质营养不良动物肠粘膜损伤的程度
。



0 5

图 5蛋白质营养不良 4 1天功}
_

匀小肠枯睽
。

肠

粘膜明显萎缩
,

肠壁明显变薄
。

肠粘脱上皮细胞体

积变小
,

细胞核与细胞浆比例明显减少
。 x 20 。

图 6 蛋白质营养不良 21 天动物小肠粘膜
。

肠

粘膜严重萎缩
,

肠壁变薄
,

肠粘膜绒毛稀疏
,

但肠

粘膜的物理性屏障尚完整
。 火 2 00

表 6 大肠 杆菌内毒素讨动 物 小 肠 组 织 学的影响
d

动物分组 数量 a 绒毛高度 肠壁厚度 绒毛数量 1/
.

2毫米 b

对 照 组

大肠杆菌内毒素组

T
一

检验

2
。
6士 0

.

2 2

2
.

2士 0
.

3 0

P < 0
。
0 0 1

4
.

5士0
.

3 3

遗
。
3士 0

.

6 1

P < 0
。
0 0 3

肠腺深度

1
。
2士 0

。
1 1

1
.

4士 0
.

2 8

P < 0
。
0 0 1

1 1
。
6士 1

。
6

1 1
。
8士 1

。
1

P ( 0
。
4 2

nU目U一匕内匕

备注
: a .

在目镜 ( x 10) 千分尺下被测绒毛数量
。

b
.

平均 30 个视野下绒毛的平均数量士标准误
。

。
.

表中值以平均数士标准误 (毫米士 1。 一 1 ) 表示
。

d
.

动物为大肠杆菌内毒素 24 小时实验组
。

图 7 蛋 白质营养不 良 7 天加大肠杆菌内毒素

动物小肠粘膜
。

肠粘膜水肿
,

肠绒毛内出现上皮细

胞下水肿间隙 (箭头示 )
。

肠粘膜仍表现有萎缩性

改变
。 X 2 0 0

2
.

6 蛋白质营养不良也可导致肠道菌群

失调和 G
一

杆 菌优势繁殖 (表 4 )
,

只是程

度较轻
。

蛋白质营养不良 1 周
,

肠道菌群变

化不明显
.

G
一

杆菌菌量为 3
。
5 土 2

.

2 x 1 0 6 ,

2 一 3周后
,

肠道内G
一

杆菌菌量略增加
,

分

别为 5
.

6 土 5
.

5 义 1 0 “和 5
.

5 士 9
.

3 x l 0 。 。

单纯大肠杆菌内毒素组小鼠肠 道 内 G
-

杆菌菌量增加 1 00 倍
。

蛋 白质营养不良加内

毒素小鼠肠道内 G
一

杆菌菌量也比对照小鼠

组增加 1 00 倍 (表 4 )
。

鉴于 以上两组小鼠

肠道内菌量基本相同
,

所以
,

肠道菌群失调

并不是蛋 白质营养不良加内毒 素组小鼠肠源

性感染发病率增高的主要因素
。



表 7蛋白质营养不 良加 大肠 杆菌内毒素时动物小 肠 组 织形态学的 响影
d

动物分组 数量 a绒毛高度

2
。

2士 0
。

3 0

1
.

8士 0
。

29

肠壁厚度

4
。

3士 0
。

1 6

3
.

0士 0
.

3 7

肠腺深度

1
。

4士 0
。

28

0
。

7士 0
.

1 3

绒毛数量 / l
.

2毫米 d

大肠杆菌内毒素组

大肠杆菌内毒素加蛋

自质营养不良 7天组

大肠杆菌内毒素加蛋

自质营养不良 1 4天组

大肠杆菌内毒素加步

白质营养不良 1 2天组

60

60

1 1
.

5土 2
.

2

1 0
.

7士 l
。

3

1
.

2士 0
.

3 1 2
.

0士 0一 0 0
.

3土 0
.

07 8
.

7士 1
.

6

1
.

0士 0
.

23 2
.

0土 0
.

3 5 0
.

1土 0
.

09 7
。

2土 l
。

l

备注
:a.

乍日镜 (火 1 0)千分尺下被测绒毛的数星
。

b
.

侣均 3 0个视野下绒毛的平均数量士标准误
。

“ .

丧中值以 书均数 士标准误 〔毫米 x1 0
一 ’ )表示

。

d
.

功物为火肠汗菌内毒素 2 4小时组
。

c.

回归一 泪夕 ;分扫示结果
:

城毛高度 R二 0
.

9 8
,

P 二 0
.

02
,

}}易壁厚度 R = 0
.

9 2
,

P = 0
.

0 6 ;

绒 毛数量 R = 0
.

9 9
,

P = 0
.

0 0 4
.

肠 }保深度 P 二 。 .

11
。

习 8 一 。 蛋白质营养不 良 14 天加大肠杆菌内毒素动物小肠粘膜
。

肠粘膜表现为明显萎缩性改变

以及急性应激性溃疡病灶的形成
。

溃疡灶内粘膜呈急性坏死性脱落 (箭头示 )
。 x 200

2
.

7 蛋白质营养不 良造成机体抗感染防御功能下降
,

提高G
一

杆菌感染的发 病 率
,

其 主

要原因之 一 是蛋 白质营养不良可以降低机体的细胞免疫功能
。

临床特征 包括外周淋巴细胞减

少
,
T

一

细胞转化功能和迟发性变态反应处于抑制状态以及淋巴细胞 D N A 的合成功能显著下

降等
。

病人出现扁桃体休积缩小
,

胸腺萎缩
,

外周淋 巴组织的生发中心和副皮质区 (胸腺淋

巴细胞依赖区 ) 也明显缩小 ( ’ “ )( ’ J )
。

本实验观察了小鼠小肠表面 (从十二指肠到回肠末端 )

集合淋巴组织的 ( P ey
e r ’ : p at o h e 。 ) 数量改变情况

。

每组 5 只小鼠
,

小肠的集合淋巴组织对

照组平均为 9
.

4个 ; 蛋 白质营养不 良 1周平均数量为 8
.

4个
, 2 周为 7

.

2个
, 3 周仅 2

.

8个
。

同

时小鼠小肠淋 巴组织的体积也明显缩小
,

姜缩的程度与蛋 白质营养不良的程度是一致的
。

通过实验得出如下结论
:

① 实验小鼠在接受低蛋白质饲养 1 一 3 周后
,

发生进行性营养不 良
,

表现为休重进行



图 ~ n 1 0蛋白质营养不良2 1天加大肠杆菌内毒素动物小肠和盲肠粘膜
。

肠粘膜严重萎缩
,

绒毛

稀疏以及盲肠粘膜出现急性应激性溃疡
,

溃疡灶内肠粘膜脱落
,

粘膜下层充血
,

水肿
,

间质中有

大量炎性细胞浸润
。 X 200

图1 2 大肠杆菌内毒素引起动物小肠粘膜发生

明显充血
,

水肿
。

肠绒毛变短
,

绒毛上皮下出现水

神间隙
,

绒毛顶部单个肠粘膜上皮细胞坏死 脱落

(箭头示 )
。 x 2 0 0

性下降
。

② 单纯蛋白质营养不良并没有造成肠

道细菌移居的发生
,

这与肠道菌群失调
、

菌

群增殖的程度较低有关
。

③ 蛋白质营养不良具有降低机体感染

的防御功能
,

间接促成肠源性感染发生的作

用
。

表现为单纯大肠杆菌内毒素仅造成肠道

细菌侵入到小鼠的肠系膜淋 巴结
,

但是在营

养不良和内毒素的协同致病作用下
, 肠道细

菌可进一步播散到小鼠的肝
,

脾等多脏器中
、

形成全身性感染
。

感染的程度也与蛋白质营

养不良的程度呈直接相关
。

④ 蛋 白质营养不良导致小鼠肠粘膜进

行性萎缩
,

损伤了肠粘膜抵御肠道细菌感染

的屏障功能
。

肠粘膜损伤的程度也与蛋白质营养不良的程度直接相关
。

大肠杆菌内毒素进一

步加重了蛋白质营养不良小鼠肠粘膜的损伤
。

蛋白质营养不良加大肠杆菌内毒素所致的肠粘

膜的严重损伤应是促进肠源性感染的重要原因之一
。

⑤ 蛋 白质营养不良促进肠源性感染发生的主要原因之二是显著降低了机体的细胞免疫

功能
。

使机体细胞免疫功能的应答能力下降
,

因而对肠道细菌移居的控制作用也相应降低
。

在大肠杆菌内毒素的作用下
,

发生了肠源性细菌的全身感染
。
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I、 、 肠梗阻与肠源性感染

马 利 黎 鳌 肖光夏 Ed wi nA
.

D ei t ch . (西南医院 烧伤研究所 )

提 要 研究证明
,

肠梗阻后
,

小肠的运动
,

吸收和分泌功能发生明显改变
,

但肠粘膜抗感

染屏障功能是否发生衰竭尚未澄清
。

因此本实验利用小鼠动物模型
,

观察在单纯肠梗阻条件下
,

肠道中细菌能否通过肠粘膜侵人体内形成全身性感染
。

结果表明
,

肠梗阻后 6 h
,

肠道中的细菌已

大量侵入动物的肠系膜淋巴结
,

梗阻后 2 4 h
,

肠道细菌进行性地侵入动物的肠系膜淋巴结
,

肝脏
、

脾脏和血循环多 细菌播散的程度与动物肠道中 G (
一 》杆菌增长和肠粘膜损伤的程度 一 致 的

。

但 给

无菌小鼠也造成肠梗阻
,

2 4 h后动物肠粘膜未发生损伤
,

提示
,

肠道中的细菌是造成肠梗阻动物肠

粘膜损伤的
_

L要致病因素
。

研究结果证明
,

肠梗阻能够导致肠源性细菌全身感染
。

关钧词 肠梗阻 , 肠源性感染

肠梗阻是临床常见病之一
,

分为机械性和麻痹性肠梗阻两种类型
。

尽管两者病因不同
,

但疾病发展的结果都将导致肠道郁滞 ( in t e st in al s at s i s )
。

表现为肠道内容物滞 留 ( st ag
n -

at i o n)
,

继发肠道内细菌增殖 (细菌定植
、

优势繁殖等 ) 和吸收不良
。

被阻塞的肠管扩张
,

肠腔内大量液体和气体储留
,

肠粘膜充血
、

水肿等
。

传统的观点认为
,

肠道梗阻造成肠腔内压增高
,

引起肠粘膜血流灌注障碍
,

造成肠粘膜

发生缺血性损伤 ; 又 由于大量液体储留在肠腔内 (生理死腔 ) 导致低血容量性休克
。

目前的

研究提示
,

上述观点尚有待商榷或补充
。

已有实验证明
,

肠腔内压要超过 5
.

3 3 k P a( 4 o m m H g )
,

肠粘膜才出现损伤
。

但在多种动物

实验中观察到
,

梗阻时的肠腔内压从未超过 1
.

07 k P a( 8 m m H g)
。

校芭阻段肠粘膜中的血流量不但

没有减少
,

反而显著增加
。

肠粘膜的分泌功能也呈亢进状态
。

那么在肠梗阻条件下
,

造成肠粘

膜损伤的真正原因是什 么呢 ? 早在 1 9 6 5年
,

T h o m as 等曾发现
,

小肠梗阻后
,

无菌动物的存

活率明显高于普通有菌动物
。

1 9 8 1 年 H en ge 五
a n
等进一步证实

,

在无菌动物梗阻肠段中
,

既

没有大量分泌的液体存在
,

梗阻段肠粘膜也没有明显损伤
。

但是
,

在梗阻条件下
,

普通动物

肠道中的菌量却显著增长
,

肠道中使用非吸收性抗生素则可以显著改善肠梗阻动 物 的 存 活

率 ( ` )( 2 ) 。 推测
,

在肠梗阻病理生理改变的发病机制中
,

肠道细菌是主要致病因素
。

既然肠梗阻的病理生理发展过程与肠道菌群的作用有关
,

而在肠梗阻条件下又常发生菌

群失调
,

因此本实验研究的目的有二
:
即肠梗阻情况下

,

肠道内细菌是否能够侵入 (移居 )

体内形成肠源性感染? 梗阻肠腔中的细菌究竟造成肠粘膜发生了什么样的病变 ?

1 材料和方法

1
.

1 实验采用 S P F ( C D一 1 ) 小鼠 196 只
。

12 只为正常对照 , 5。只为弓已术对照 ; 6 ,只为近侧肠梗阻实

验组 , 65 只为远侧肠梗阻实验组
。

除对照组外
,

其他各组动物分别在术后 4
、

6
、

12
、

2 4和招h活杀
。

每时

相点动物数不少于 8 只
。

小鼠活杀后
,

取心血和内脏进行细菌培养以观察肠违t细菌的移居情况 , 并对回肠
,

盲肠和升结肠进行肠道细菌定量培养和形态学观察
。

并在近侧和远侧肠使阻兰沮中任选 20 只小鼠进行术后病

死率调查
。

加用无菌小鼠 10 只
,

分别造成近侧和远侧肠梗阻
,

观察形态学改变
。

1
.

2 肠梗阻动物模型制作
,

小鼠经腹腔麻醉后 ( P e n t o b a r b i t a l s s m g / k
一

g )
,

腹部弟
,
}毛

,

消毒
。

做腹

. 关国路易斯安娜州S h r e ve p or 亡医学院外科
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壁切口 长约 1 cm
,

打开腹腔找到盲肠
。

近侧肠梗阻小鼠
,

则在回盲瓣近侧 i “ , 处用 4号手术线围绕小肠普

结扎
,

远侧肠梗阻者在盲肠和结肠交接处远侧 1 c m 处结扎
。

手 术对照动物除不进行肠管结扎外
,

其余步

骤皆同
。

腹壁用 3 号手术线缝合
,

切 口用火棉胶封固
。

1
.

3 细菌培养方法
,

动物行断颈活杀
,

抽取心血。 .

s m l注入盛有 50 m l脑心浸液的培养瓶中
,

37 ℃ 孵育

3天
。

血培养如有细菌生长
,

则再次转种到血平板上做纯细菌培养
,

然后进 行 细 菌 鉴 定
。

G (
一
) 杆菌 用

A P I Zo
一

E系统进行鉴定 ( A n a l y t a b P r o d u e t s
,

P l a i n v i e w
,

N Y )
,

G (
`
) 细菌按 F i n e g o ld 的标准 方 法

鉴定 ( 3 ) ( 4 )
。

内脏细菌培养是在无菌操作下打开动物腹腔
,

首先用无菌棉拭子涂抹暴露的内脏表面
,

置入 10 扭 l,乙脑

浸液中 ( 3 7℃普通孵育 2 h4
,

以监测有无细菌污染 )
。

然后在升结肠的肠系膜 部 位 剪取引流 空 肠
、

回肠

和盲 肠的肠系膜淋 巴结以及动物的肝脏
、

脾脏
,

称重后分别注入盛有 。 。
s m l和 5 m l的匀浆管中进行匀浆

。

取匀浆液。 .

2 1川
,

分别接种到血平板和 M ac C o n ke y琼脂平板上
,

37 ℃孵育 24 ~ 48 h
,

对培养阳性的平板进

行菌落计数
,

观察动物内脏细菌生长的阳性率和菌量情况
。

动物肠道中细菌定量培养的方法
:

取完动物内脏后
,

剪取完整的动物盲肠
,

部分回肠和结肠
,

称重后

放人盛有 9 m l, 乙脑浸液的匀浆管中
,

匀浆后用生理盐水按 10 3 、

10
’ 、

10
, … …不同倍数进行梯度稀释

,

取。 。
l m l

不同稀释倍数的匀浆液分别接种到血琼脂平板和 M ac C o n k e y琼脂平板上
,

37 ℃ 孵育 2 4h
,

进行菌落计数
,

定量监测肠道内兼性需氧性细菌和 G
一

细菌的菌量变化情况
。

1
.

4 形态学方法
:

动物内脏的形态学研究是采用半薄塑料切片在光学显微镜下进行观察的
。

动物活杀

后取回肠段和盲肠标本
,

置入磷酸福尔马林缓冲液中 ( iF sb
.

C o) 固定 6 h ,

然后组织经过梯度酒精系列

脱水
,

包埋在乙二醇异丁烯酸中 ( g l y e o l m e t h a c r y l a t e
, J B

一
4

,

P o l y s e i e n e o
.

I n e )
。

切 片厚度 为 z

卜m
,

用 i %甲苯胺蓝 ( T o l u d i n b l u e ) 染色
, O ly m p u s显微镜观察并照相

。

1
.

5 实验所得资料用标准统计学方法处理
。

2 结果与讨论

2
.

1 肠梗阻明显促发了肠源性感染
,

肠梗阻小鼠肠道细菌移居的阳性率明显高于手术对

照组 (表 1 )
。

早在肠梗阻后 h4
,

近侧和远侧肠梗阻小鼠的内脏中已经能够培养到 细 菌
,

随

着肠梗阻时间的延长
,

肠道细菌移居的发生率呈进行性增高 (图 1 )
。

肠系膜淋巴结仍然是

细菌移居的主要部位
,

在肠梗阻早期阶段
,

肠系膜淋巴结细菌培养的阳性率高于肝
、

脾和心

血 (图 Z A
、

B
,

C )
。

在肠梗阻后的各个时期
,

近侧肠梗阻小鼠不仅肠道细菌移 居 的 发 生

率
,

而且肠道细菌侵入小鼠内脏中的菌量均高于远侧肠梗阻小鼠 (表 l
、

2 )
。

表 1 肠梗阵后不同时间与肠道细菌移居的关 系

肠梗阻后时间 手三术对照组

2
. ,

3% ( 1 / 4 4 )

4
。

2% ( 2 / 4 8 )

O% ( 0 / 2 8 )

0 % ( O/ 4 0 )

0 % ( O/ 40 )

近侧肠梗阻组

2 3 % ( 9 / 4 0 )

32% ( 1 4 / 4 4 )

3 4% ( 1 1 / 3 2 )

6 8% ( 2 7 / 4 0 )

6 8 % ( 2 7 / 40 )

远侧肠梗阻组

6
,

4% ( 2 / 3 2 )

18% ( 7 / 4 0 )

3 1% ( 10 / 32 )

4 0% ( 16 / 40 )

5 0% ( 18 / 36 )

扭

hhh
.

h卜UJ任月匕六̀̀任no

嗯上,úJ吸

a .

细菌培养阳性脏器的百分率
。

每只动物培养肝脏
、

脾脏
、

肠系膜淋巴结和 血液
。
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表 2比 较肠 道不 同便 l皿部 位肠 道细 菌移 居 的情况

, . . . . . ` . . . ~ 曰侧 . . .

肠 梗 阻 的 时 间肠

实验分组

近侧肠梗阻

远侧肠梗阻

X Z

俭验

丁 C h 人
二

丁2 2 }, P位

2了夕百( 2 3 / 8 4 )

1 3 9石( 9 / 7 2 )

P < O
。

02

5 8% ( 65 / l ] 2 )

飞1 9百( 4 4 / 1 0 8 )

P 、 、
0

。

0 1

P灯 0
.

0 0 0 {

P
一
0

.

0 0 0 2

a ,

细菌培养阳性叽器的百分率
.

梅只动物培养叮助
、

肿时
、

肠系膜淋 巴结和血液
。

1 00

圃 手术对照组

圈 近侧肠梗阻组

口 远侧肠梗困组

100 ! 0 0

4O

2 0

0

ǔ次à铃划医名窿扭静导

戮 誊
6 12 2 4 刁8

手术后时间 {们

细菌侵入功初各内脏中的阳性率 ( % )

手术后时间 伟 )

图 l

圈
口

图 Z A 约菌移居到肠系腆淋巴的阳性车 《

近侧肠梗阻组

远侧肠梗阻组
圈口

近侧肠梗阻组

远侧肠梗吸组

图 Z B

麟熟么 麟妙
,

姗 { 姗
6 12 2 4 4 8

手术后时间 (的

细菌移居到肝脏的阳性丰 (少百

手术后时间饰)

图 Z C 细菌 移居 彭 .

j码工i土士 {! J ;
」
:」 1主率 ( 夕石)

内脏细菌定量培养结果显示
,

肠梗阻时间越长
,

肠道细菌侵入脏器中的菌量就越高 (表

3 )
。

肠梗阻后 48 h
,

小鼠内脏 中的菌量最高 ( P < 0
.

0 1)
。

所飞育肠梗阻小 鼠 内 脏 (肠系膜

淋巴结
、

肝
、

脾和心血 ) 细菌培养共37 舀次
,

阳性 1 42 次
,

阳性率
,

为 38 %
。

手术对照动物
,

术

后 6h内的90 次内脏细菌培养仅 3 次阳性
,

阳性率 3% (表 1 )
。

所有实验动物内脏 中培 养到

的细菌以大肠杆菌为主
。

同时肠道中多种 G
一

和 G
`
细菌也侵入体内 (表 4 )

。

尽管在肠梗阻后 4 8 h 内近侧和远侧肠梗阻小鼠的肠源性感染继之病率已很高
,

小鼠也出现



表 3 肠 道梗阻后 不 同时间与动 物内脏 中菌量之间的关 系

近狈吐肠梗阻

肠梗阻后时间 肠系膜淋巴结 肝 脏

远侧肠埂阻

脾 月庄 肠系膜淋巴结 肝 月生 脾 脏

2 8士 7 1
“

6 6 8土 4 25

1 17士 8 725 5 5 士 13 6了

16 6士 6 0 12土 10

15 3 2土 7了 8 2 03 7士 3 2 43

1 143 0士 2 4 2 7! , 唯5 6 1士2 7 2 6

74 0士7 0 3

d 5 1 8士 4 2 5 5

12士 7

3 3 3 4士 16 0 0

4 4 0 4士 2 2 5 3

4 士 4 0 0

8 0士 70 2 9 0士 1 9 0 0

7 2士2 5 5 6士 32 0

1 0 5 4士 7 6 1 9了士 6 4 4 8土3 6

6 6 7 0士4 3 4 4 ’ 1 3 3 9 4士 2 1 9 1下
,
5 5 4 8士 36 10

”

“̀.h
`óU

,

n卜“0̀减,ù吕月悦丹O],
一dù

。 .

动物内脏中菌量 !:.] 每克脏器中含有多少个菌落的均数士标 ;住并表示
。

b ,

与其余各组动物内胜中菌量比较差异显著 P < 。 .

01
。

表 4 动物内脏中阳性生 长的细 菌

细菌 细菌分离的次数
“

细菌出现频率 ( % )

勺曰。OōJ尸了八0nbqú口Jl山
目 .孟

大肠杆菌

肺炎克雷白杆菌

变形模仿菌

肠球菌

乳酸类杆菌

肠杆菌属

链球菌属

梭状杆菌属

绿脓杆菌

奈瑟氏菌属

G
一

球菌属

9 0

刁8

3 9
。
4

2 1
,

1

1
J

4
。
5

7
。
9

6
。

6

3
。
l

2
。
6

2
。
6

0
。
9

0
。
4

0
。

9

a .

所有动物内脏中细菌分离的阳性次数为 228 次
。

病态
,

但尚无死亡
。

近侧肠梗阻后第 4 天
;
小鼠病死率为 55 % (图 3 )

,

到第 6 天小鼠全部

死亡
。

远侧肠梗阻小鼠的早期存活率高于近
.

—
。
近侧肠梗组 侧梗阻小鼠

,

但到梗阻后第 8 天 也 全 部 死

亡
。

2
.

2 因为肠梗阻多合并有肠 道菌 群 失

调
,

而肠道菌群失调又与肠源性感染的发生

具有一定关系 〔“ ’ 。

所以本实验也定量观察了

肠梗阻小鼠小肠
、

盲肠 以及结肠中菌量的变

化倩况
。

手术对照小鼠肠道中菌量未发生明

显变化
。

近侧肠梗阻小鼠盲肠 和结肠中的菌

量也未发生显著改变
,

而小肠菌量在肠梗阻

后 2 4 h需氧菌菌量显著增高
。

远侧肠梗阻 小

鼠小肠和盲肠中所有需氧菌菌量推 迟 到 4h8

才显著增高 (表 5 )
。

在菌群结构方面
,

近侧

/
盯

呱
/

3 4 5 6

手术后时间 (天 )

图 3 手木后动物死亡率 (% )
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和远侧肠梗阻小鼠在肠梗阻后 6 h已发生显著改变
,

表现为 G
一

杆菌明显增高
,

分别 增 加 1。。。

倍和 1 00 倍 (表 5 )
。

实际上早在 4 h
,

无论近侧或远侧肠梗阻
,

小鼠小肠中的 G
一

杆菌已开始

衣 5 肠梗陈后 动物肠 道内菌量的变化情况

所有需氧菌菌量 d

实验分组

手术对照组
.

回 肠 育 肠 结 亏 回 肠肠

肠道杆菌菌量

盲 肠 结 肠

3
。

3士 2
。
8

欠 1 0 7

3
.

5士 1
,

3

x 1 0 8

1
.

1士 1
。
3

x 1 0 8

5
.

3士 11
。
3

义 1 0 6

3
.

0土4
。
1

又 1 0 5

5
,

6士6
.

1

又 1 0 7

工
.

0士 ] 0
。 。

又 10 8

5
.

7土6
。
5

义 1 0 7

5
.

6士9
。
5

X 1 0 7

7
。

1士 1 2
。
9

又 10 5

1
.

2士1
。
2

x 1 0 5

4
.

8士8
,

8

又 1 0 `

4
。
3士8

。
4

义 1 0 8

2
.

3士 2
,

4

又 1 0 8

1
。
3士 0

。
9

又 I O a

7
。
4士 1 3

。
3

x 1 0 5

1
。
8士 1

,

7

X 1 0 6

6
.

3土 1 1
。
8

又 1 0 6

2
。

2士 4
。
2

x 1 0 .

4 8
9

.

7士 1 2

义 1

·

?
0

了

1
。
6土 2

。
2

义 1 0 8

2
。
9土7

。
3

又 1 0 6

。 .

5士1 8
.

7
父 1 0 7

2
。

O士 3
。
8

又 1 0 7

近侧肠梗阻

9
。
4士 1 3

义 1 0 8

4
。
6土 4

.

0

义 1 0 8

1
。

5土 2
。
5

又 1 0 8

2
。
7士3

。
O

又 1 0 7

1
.

8士2 2

义 1 0 7

4
。
4土 5

。
8

又 1 0 .

3
。
2士 3

。
1

又 1 6 5

3
。
5士 3

。
7

义 1 0 8

1
,

8 士 2
。
3

义 1 0 6

4
.

7士 11
。
8

x 1 0 .

1
。
2土 1

。
8

又 1 0 6

7
。
5士 8

。
0

x 1 0 6

2
。

9士 3
。
8

又 1 0 .

Q自.7
。
9士 1 8

。

X 1 0

3
。
0士 1

。
5

火 10 。

4
。
3士5

。
4

火 1 0 5

3
。
4士 4

。
7

又 1 0 7

1
.

4士 1
。
0

义 1 0 。

5
。
3土7

。
3

义 1 0 7

2 4
1

.

2士 0
.

9

义 1 0 1 0

5
。
9土 5

。
7

又 1 0 8

8
.

1土 4
。
3

又 1 0 。

8
。
2士 11

。
2

火 1 0 8

4 8
1

.

3士 1
。
2

x 1 0 1 0

6
。
8土 4

。
2

x 1 0 8

9
。
9土 9

。
5

又 1 0 e
5

。
3士 5

。
2

x 10 8
2

。
4土 1

.

6

又 1 0 1 0

1
。
4士2

。
2

又 1 0 9

3
。
9土 2

。
6

又 10 8

远侧肠梗阻

DDNN
6

.

5土 1 1
。
了

K 1 0 8

3
.

8上 7
。
O

又 10 8

2
。

邑士
义

2
。
5

1 0 9

5
。
1士3

。

火 10

N D
L

N D

5
。
6土 14

又 1 0 6

8
.

1士 9
。
0

义 1 0 7

3
,

0土 2
。
5

x 1 0 `

1
。
3士
X

3
·

资
1 0

.

9吕

DDNN12
5

。
3土 5

。
4

x 1 0 a

6
.

2土8
。

义 10

2
。
4土
义

4
·

誉
1 0

0

4
.

0士 6
。
8

义 1 0 吕

O口岛

2 4
9

。
0土1 0

。
o

欠 1 0 。

1
。
7士
X

3
。
1

1 0 .

过8
2

。
9士 1

。
2

又 1 0 1 0

1
。
8 士 1

.

0

又 1 0 1 0 N D

6
。
2土8

。
2

x 1 0 .

4
。
2士3

。
5

x 10 1
0

l
。
1士
又

2
。
4

10
9

N DDN

1
.

8士 2
。

1
又 1 0 1 。

N D

手术对照组的 1 h2 和 2 h4 两组动物未做肠道菌量变化的观察
。

与相应的单纯手术组动物肠道菌量相比较差异十分显著 P < 。 .

01
。

与相应的单纯手术组动物肠道菌量相比较差异显著 P < 0
.

0 5
。

肠道菌量以每克组织含有多少个菌落的均数士标准误表示
。

N D :

未做

:
a
.

b

增殖
。

说明
,

在肠梗阻时
,

肠道菌群紊乱 和G
一

杆菌增殖的发生是相当快的
。

2
.

3 形态学观察发现
,

肠梗阻后肠粘膜发生严重损伤
。

近侧肠梗阻后 1 2
、

24 和 4 h8
,

小

肠粘膜水肿进行性加重
,

粘膜水肿大都是从粘膜下层开始发展的
,

表现为肠 梗阻后 1 211
,

粘 膜

下层间隙明 显增宽
,

间质疏松
,

淋 巴管明显扩张
,

肠绒毛变短
,

绒毛 间 质 也 呈 水 肿 变 性



(图 4为对照
,
图 5 )

。

随后
,

严重水肿从肠粘膜下层进一步向肠绒毛顶部 延 伸
,

将 位于

肠绒毛之间陷窝部位的肠粘膜上皮细胞层从底向上顶起
,

肠绒毛从正常的指样规 则 排 列 转

变成为不规则的锯齿状 (图 6 )
。

严重水肿的粘膜间质可压迫肠粘膜上皮细 胞 层
,

造 成粘

膜上皮细胞呈萎缩性改变
,

表现为肠粘膜上皮细胞体积缩小
。

此外
,

在肠绒毛顶 部 尚 可 见

上皮细胞灶性坏死
,

脱落
,

在肠粘膜表面形成灶性溃疡
。

梗阻后 4 8卜
,

肠粘膜 间 质 严 重 水

肿
,

肠绒毛严重萎缩以至于几乎完全消失
,

使小肠粘膜貌似结肠粘 ( 图 7 )
。

近侧肠梗阻

小鼠的盲肠粘膜没有发现有明显损伤
。

图 4 单纯手术对照组动物回肠粘 膜 基 本 正

常
。 x 20 0

图 5 近侧小肠梗阻后 1 2 h
,

动初小肠枯膜

表 现 为 明 显水肿
。

肠粘膜下层显著增宽
,

间质疏

松
,

水肿
,

淋巴管明显扩张
。 x 200

图 6 近侧肠梗阻后 24 h
,

肠粘膜水肿进一步加

重
,

肠绒毛萎缩
、

变短
,

肠粘膜间质中扩张的淋巴

管中可见成团细菌 (图中箭头示 )
。 x

20 。

图 7 近侧肠梗阻后 4h8
,

肠粘膜除了发生 dJJ 质

水肿
,

淋巴管扩张以及绒毛顶部上皮细胞变性坏死

脱落之外
,

肠绒毛呈明显萎缩性改变
,

绒毛几乎消

失
,

小肠粘脱
“
貌似

”
盲肠粘膜

。

肠粘膜上皮细胞

层也 呈明显薯缩性变
。 / 200



远侧肠便阻小鼠的肠粘膜 也发生类似于近侧肠梗阻小鼠肠枯J 瑛的形态学改变
。

肠 粘膜问

质水肿进行性加重
,

间质中淋巴管明显扩张
,

肠绒毛姜缩变短以 及消失以信肠枯膜上皮细胞

萎缩变性
,

绒毛顶部上皮细胞灶性坏死脱落
,

形成溃疡等改变 (图 8 一 1 1)
。

在小肠粘膜发

生损伤的同时
,

小鼠盲肠粘膜也发生灶性坏死
、

脱落
,

形成溃疡 ( 图 1 2)
。

溃疡灶内有大量

中性白细胞浸润
,

溃疡灶下方扩张的毛细血管内有炎性细胞
“
附壁现象

” 。

图 9 中 箭 头 所

示
,

为严重水肿的肠绒毛
,

水肿液似从绒毛的顶部向肠腔巾
“
溢出

夕, ,

大量肠道内细菌定植

在肠粘膜表面
。

肠梗阻 24 h后
,

无论近侧或远侧肠梗阻
、

小鼠肠粘膜的间质中均可观察到成团的 细 菌聚

集在扩张的淋 巴管中 ( 图 1 3)
,

间质中有炎性细胞浸润
。

提示
,

肠道淋巴系统 可能是肠道细

菌侵入体内的重要途径
。

节华
图 8 远侧肠梗阻后 1h2

,

动物小肠的枯膜下层

也发生明显水肿
,

淋巴管扩张
。

X 2 0 0

图 10 远侧肠梗阻后 48 h
,

肠粘几粼司质严 爪 水

肿
,

.

上皮细胞萎缩 , 绒毛顶部上皮细 胞 坏 死 脱

落
,

间质中有大量中性粒细胞浸润
。 x 200

图 9 远侧肠梗 irJ] 后 2 4 b
,

动物肠拈脱示严重水

叫
’ ,

琳巴管扩引
、 ,

绒毛顶部
_

[皮细胞灶性坏死脱落

(箭头示 )等改变
。

图中箭头示绒毛间质中的水肿液

似乎是从绒 毛顶部外成
,

同时肠粘膜表面有大量肠

道细菌的群集
。 只 2 00

为了证明在肠梗阻条件下肠粘膜发生的

损伤
,

究竞是肠道内细菌作用的结果
,

还是

因为手术结扎所致的机械性损伤 ? 为此我们

做了如下工作
:

选用 10 只无菌小鼠
,

分别造

成近侧和远侧肠梗阻
, 2 h4 后观察肠粘膜的形

态学改变
。

结果提示
,

近侧或远侧肠梗阻后

2 h4
,

无菌小鼠肠粘膜的形态学表现基木正常

(图 14 ~ 15 )
。

说明
,

在肠道中没有细菌的
条件下

,

单纯小肠梗阻并不能造成肠粘膜损

伤
。

此外
,

在取肠梗阻小鼠小肠组织标本时
,

同时取手术结扎处小肠的组织标本
,

连同手

术结扎线
,

一起脱水
、

包埋
,

进行连续切片

观察
,

位于手术结扎线部位的肠粘膜
,

没有

发生明显损伤
。

同时近侧 和远侧肠梗阻小鼠

的结肠粘膜也均没有发生损伤
。

说明
,

在肠

梗阻条件下
,

肠道 内细菌是造成肠粘膜损伤

的主要发病因素
。



图 11 ~1 2远侧肠梗阻后叹 h 8
,

动物小肠和盲肠粘膜灶性坏死脱
,

落形成裸露溃疡面 (箭头示 )
。

溃疡灶

内有大量中性粒细胞浸润
,

毛细血管扩张
.

充血并有炎性细胞附壁现象
。

X 2 0 0

图13 为近侧肠梗阻后 2 4 h
,

在动物小肠粘膜中

扩张的淋巴管内所见的成团的细菌 (箭头示 )
。 x

64 。

人们早就发现在肠梗阻 后
,

肠 道 的 运

动
、

吸收以及分泌功能均发生改变
。

本实验

进一步证明
,

单纯肠道梗阻能够造成肠粘膜

屏障功能衰竭
,

促进肠道内细菌侵入体内
,

形成肠源性感染
。

近侧和远侧肠梗阻后 b6
,

肠道细菌侵入到肠系膜淋 巴结的发生率分别

为 60 % 和 40 %
。

近侧和远侧肠梗阻后 24 ~ 48

h
,

肠道细菌不但侵入到肠系膜淋巴结
,

尚侵

入肝
、

脾和血循环
,

形成肠源性菌血症
。

随着

肠梗阻时间的延长
,

不但肠源性细菌感染的

发病率增高
,

侵入到小鼠内脏中细菌的量也

增多
,

小鼠的病死率也随之上升
。

也就是
,

肠梗阻时间越长
,

肠源性感染的程度就越重
,

后果是形成致死性肠源性败血症
。

肠梗阻后
,

肠道蠕动功能障碍应该是导

致肠源性感染发生的直接原 因
。

在肠源性感

染的发病过程中
,

肠道内细菌直接粘附到肠粘膜上皮细胞表面
,

应是肠源性感染的起始
。

因为

正常的肠蠕动能够有效地阻止肠道内容物的郁滞
,

最大限度地防止肠道细菌与肠粘膜接触
,

使

之无法在肠粘膜上皮细胞表面粘附
、

定植以及穿越肠粘膜上皮细胞层
。

另外
,

在肠道有效蠕

动的协助下
,

肠粘膜分泌的粘液对肠道内细菌起到一种持续的
“

冲洗
”
作用

。

肠道内其他多

抗种感染防御机制的正常发挥
,

也都需要建立在肠蠕动功能正常的基础上
。

例如 iD xo
n
等将

铬“ `
一标记的红细胞和细菌注入到动物肠腔中

,

正常的肠蠕动能将
“

细菌 和 红 细 胞
”
很快

“

清理出
”
肠道 e()

。

但在盲端肠攀综合症 ( bl in d l oo p sy
n
dr

o m e ) 的条件下
,

由于 缺 乏 有

效的肠蠕动
,

结果肠道内细菌明显增殖 17 一 ’ ` J。



图4 1 ~巧 分 、 {
`

i勺近 i贝帅 ;远 刚肠梗阻后形 h尤菌动物小肠粘睽的表现
。

形态学表现基本止常
。 x

0 20

众所周知
,

一

单纯机械性肠梗阻能够导致肠道蠕动的功能下降
,

形成肠麻痹
。

梗阻时间越

长
,

肠道平滑肌收缩功能越差
,

肠麻痹就越严重
,

肠梗阻患者的病死率也随之上 升 l( “ 一 ’ 3〕 。

肠道平滑肌的运动直接受平滑叽膜 电位控制
,

应用肌电图观察肠道平滑肌的肌电运动 ( m y 。 -

el ec tr ic ac it vi yt
,
M E A )

,

就能够得知肠道平滑肌的运动功能
。

B r ol in 等给大鼠造成 机 械

性肠梗阻 2 h4 后再
“

松开 ” 梗阻
,

动物小肠的肌 电运动显著降低
,

并持续 48 h以上 ; 如果肠梗

阻 48 h后再
“

松开
”
梗阻

,

小肠肌电运动降低则持续 7 h2 以上 ( ’ ` )( ’ 6 )
。

当然肠麻痹除了是机械性肠梗阻的后果之一外
,

同时也是严重感染
、

创伤及其他多种原

因并发的严重肠功能障碍或衰竭的表现形式
。

虽然麻痹性和机械性肠梗阻的病因不同
,

但其

发展结果都是肠管明显扩张
、

淤滞
、

肠壁明显充血
、

水肿以及肠道菌群失调
、

G
一

杆 菌 增 殖

等 (1’ l)(
`
)
。

虽然麻痹性肠梗阻能否引起肠源性感染还有待证实
,

但本实验的结果提 示
,

在麻

痹性肠梗阻的条件下
,

肠源性感染是应该存在的
。

本实验首次观察到
,

在单纯肠道梗阻后的早期阶段
,

由于肠道内菌群失调
,
G

一

杆 菌 增

殖以及肠粘膜屏障的严重损伤
,

肠道内细菌可导致致死性的肠源性感染
。

我们的观点是
,

在

严重创伤条件下
,

由于肠粘膜屏障功能衰竭而导致的肠源性感染
,

在多脏器功能系列衰竭的

发生中起重要作用
。
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七
、

胆道梗阻导致肠源性感染

马 利 肖光夏 黎 整 d E w i nA Do i tch命 (西市医院 烧伤研究所 )

提 婆 木实验利用胆总管结扎的小鼠动物模型
,

观察阻塞性黄疽能否导致肠源性感染
。

实

验证明
,

结扎小鼠胆总管 7 日后
,

不但动物血 巾胆 红素浓度显著增高
,

而且肠源性感染的 发 病

率也显著高于对照动物 ( P < 。 .

05 )
。

刀氢急管梗阻后
,

发生肠源性感染动物的肠道中 G
一

杆菌菌量

显著增高 100 倍 ( P < 。
.

05 )
,

同时
,

动物肠粘膜也发生损伤
。

提示
,

由于胆道梗阻
,

肠腔巾缺乏

胆盐
,

造成动物肠道中G
一

杆菌增殖以及肠粘膜屏障的损伤是促进肠源性感染的原因
。

关钧词 胆管阻塞 ; 肝外异位 , 细菌 ; 胆总管疾病 ; 细菌感染

感染和内毒素血症仍然是阻塞性黄疽病人的主要死因之一
` ” ` 2 ’ 。

造成这类病人发生内毒

素血症的主要原因是因为其肠道中缺乏胆酸
,

使肠腔中的内毒素和门静脉循环中的内毒素含

量相继增高
,

以及患者肝脏网状内皮系统屏障功能衰竭
,

不能够有效地清除门静脉中大量的

肠源性内毒素所致 ( 3
一 “ ) 。 在肠粘膜屏障功能受损

,

肠腔中内毒素漏入体内的条件下
,

肠道中

的细菌也能够尾入体内
,

鉴于循环中的内毒素能够促进肠 源 性 细 菌 感 染 的 研 究 结 果 提

示 ( ` )( 7 ) (日 ) , 设想
,

在总胆管梗阻的条件下
,

肠源性细菌感染是应该存在的
。

1 材料和方法

实验选用无特殊致病菌 (S P F ) 小鼠共 81 只 ( C D一 1
、

远系繁殖 )
,

鼠龄 8 周
,

雌雄各半
,

随机分为

正常对照
、

手术对照和胆总管结扎 3 个实验组
。

动物经腹腔麻醉后 ( eP nt ob ar ib at l
,

50 m g k/ g )
,

无菌

操作下打开腹腔
,

分离出门肝静脉
,

用 5 号手术线结扎动物胆总管
。

手术后 7 日活杀动物
,

取肠系膜淋巴

结 ( M L N )
、

肝脏
、

脾脏和盲肠
,

分别匀浆后接种到 M ac C o n k e y 琼脂平板
.

上培养G
一

杆菌和血琼脂平板土

培养所有兼性厌氧菌
,

37 ℃孵育 2 4 h
,

对培养阳性的平板进行菌落计数
,

观察动物内脏和肠道中细菌生长的

情况
。

所获动物内脏培养的G
一

杆菌用A P IZ。
一

E系 统 进行鉴定 ( A n o l y at b P r o d u o t ,
,

P l a i n vi e w
,

N Y )
,

G
+

细菌按 F i n e g o l d 的标准方法鉴定 ( “ )
。

同时取动物肝脏和 回肠组织
,

固定在磷酸福尔马林缓冲液中 ( F is h C。 ) 6 h 以
_

L
。

梯度洒精脱 水

后
,

包埋在乙二醇异 T 烯酸 溶 液 I户 ( J B
一
4

,

p o l y s i e n c c .

I n e . ,

W
” r r i n g t

o n p A )
。

J B
一 ` 切 片 为

2 林m厚
,

经 10 %甲苯胺蓝染色
,

O l y m p us 光学显微镜观察并照相
。

实验所得资料按标准统计学方法处理
。

2 结果

胆总管结扎动物
,

肠道细菌侵入肠系膜淋巴结的发病率要显 著 离于其他 2 组动物 (表 l )
。

所有 3组

表 1 肠 通细菌移居 肠 系膜淋 巴结 ( M L N ) 的发病率和菌量

细菌移居 1 胆红素浓度
实验分组 动 物 数 一

—
- - - -

—
一

发病率 菌量 / 9 m g / dl

对 照 2 0 5 “ 百

7 9石

3 3 % 2

2 7士 2 2

2 4士 3 7

0
.

5士 0
,

1 ,

卡钻乞

1 8
。
7士 2

,

透

八乃八Oǹ心d手术对照

胆总管结扎

1
.

肠道细菌移居的发病率以 M L N中有活菌生长动物数的百分数表示
。

菌量以每一M L N中含有菌落形成单位 ( C F u) 的平均数士标准误表示
。

2
.

与其他两组相比较差异显著 ( P < 0
。 。5)

。

. 美国路易斯安娜州 S h r
ve

e p o r t医学院外科
.
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动物的肝脏
、

脾脏以及血循环中均无细菌生长
,

动物腹腔培养的结果为阴性
。

胆总管结扎动物的血中胆红

素浓度显著增高 (表 1 )
。

侵入到动物肠系膜淋巴结巾的细菌以大肠杆菌为土
,

其 次为变形杆菌和葡萄球

菌属
。

动物实验已经证实
,

肠道菌群紊乱
、

G
一

杆菌的增殖对肠源性感染有促进作用 ( ’ )
。

所以本实验也观察了

动物盲肠中的菌量变化情况 (表 2 )
,

虽然胆总管结扎动物肠道中的菌量均高于其余 2 组对照动物
,

但均

表 2 动 物 盲 肠 菌 量 .

实验分组 动物数 G
一

杆菌 兼性厌氧菌 乳酸杆菌

对 照 12照 3
。

6士 1
。
6 x 1 0 .

2
.

3士0
.

6 x z 0 .

4
.

3士3 1 欠 1 0 7

8
。
8士4

。
8 欠 1 0 8

2
.

3士 1
.

3 x 1 0 8

1
。
2士3

。
5 x 1 0 .

9
。
1士 3 x 1 0 8

1
。
4士 2

。
6 x 1 0 .

5
.

6士 2 3 x 1 0 .

nJ八」ÒnJ手术对照

胆总管结扎

. 菌量以每克动物盲肠中含有细菌菌落的均数士标准差表示
。

无显著统计学差异
。

而同在胆总管结扎的实验组中
,

有肠道细菌移居的动物
,

其肠道 G
一

杆菌的菌量较肠道

细菌未发生移居的动物显著增高 100 倍 ( P < 0
.

0 5) (表 了 )
,

说明
,

在胆总管梗阻条件下
,

肠 道 菌 群 紊

表 3 肠 源性感染动 物和无肠 源性感染动物肠 道中菌量的差别

肠源性感染 动物数 G
一

杆菌 兼性厌氧菌

1
。
1士 0

。
4 x 1 0 。

1
。
5士 0

。
8 x 1 0 。

) 0
.
0 5

乳酸杆菌

l
。
2士0

。

3 x 1 0 6

1
.

3士 0
。
9 洲 1 0 8

< O
。
0 5

2
.

8士 0
.

4 x 1 0 。

1
。
2士 0

。

7 x 1 0 1
0

) 0
。
0 5

心̀1几Q̀,几有无值

P

肠道菌量 以每克动物盲肠中合有菌落的均数士标准误表示
。

乱
、

G
一

杆菌增殖与肠源性感染的发生具有一定内在联系
。

形态学观察结果发现
,

胆总管结扎 7 日后
,

动物小肠粘膜发生水肿
,

表 现在肠绒毛的上皮细胞层和间

质的交界处出现较为广泛的水肿间隙
,

但肠粘膜的机械性屏障尚完整 (图 3 )
。

此 外
,

胆总管结扎动物肝脏

中的门脉区
,

也发生明显纤维化
,

表现为肝细胞小叶的组织结构尚完整 , 但 门脉区纤维母细胞大量增生
,

使门脉区而积增大
,

炎性细胞浸润明显 (图 1 )
。

(图 2 和图 4 为对照动物肝脏和小肠组织 )

图 1 胆总管结扎 7 日后小鼠肝脏的组织与

汇管区周围有大量纤维母细胞浸润
。 x 2 00

图 2 手术对照小鼠肝脏的正常组织学
.

X 2 0 0



图 3胆总管结扎 7日后小鼠的回肠组织字
。

肠粘膜水肿
,

绒毛上部出现
_

匕皮细胞层下水肿间隙
。

X 2 0 0

图 4 手术又J }!很小鼠的正常回肠组织字
。 x 2 0 0

3 讨论

当前
,

我们比以往任何时候都更加清楚地认识到
,

肠道不单纯是 一个被动器官
,

胃肠功

能紊乱也不仅仅局限于呕吐
、

腹泻和肠麻痹
;
在病理条件下

,

肠道以及肠道的内容物能够影

响到体内其它脏器的功能和改变病人的预后
。

临床报导
,

咽喉部和 胃内细菌可以引起医源性

肺部感染 (n 。 s 。 c o m i al i fn o c t io )n 〔” )( ” ) , 肠道也可以是 一 类免疫功能低下患者全身细菌感

染的感染源 (川 (` 2 ) ( `3 )
。

3 0年前
,
R a vi n

和 iF en 等就曾推论
,

在人类的各种感染和非感染情况下
,

肠源性内毒素

血症的途径是存在的 ( ’刁 )
。

以 后
,

许多报导均证实
,

阻塞性黄疽病人并发内毒素血症比较常

见 (2) ls( l)(
`
)
。

统计资料提示
,

门脉性内毒素血症的发病率在 38 一 67 %之间
,

而全身性内毒素

血症发病率的范围是 35 一 45 %
。

据信
,

因肠道梗阻
,

肠道中缺乏胆盐
,

造成大量内毒素被吸

收进入门脉循环是主要发病原因 ( “小 )
。

最近
,
C ha ill 等发现

,

口 服脱氧胆酸盐能够将 1 组阻

塞性黄疽病人门脉性内毒素血症的发病率 从 55 % 降 至零
。

在肠腔中
,

胆盐能够和内毒素结

合
,

形成 l 种难以吸收的去污剂样 ( D e t e r g e nt ) 复合物
,

从而阻止内毒素血症的发生 (“ )( ” )
。

另外
,

肝脏对门静脉循环中内毒素的清除能力下降也是全身性内毒素血症发生的原因之一
。

结扎了大鼠胆总管之后
,

肝脏网状内皮系统 ( R E S ) 对胶性碳 ` 3 ) 和活菌 (` a )的清除功能均受

损害
。

临床研究也证实
,

郁胆病人肝脏网状 内皮系统对 白蛋 白微聚物 的清 除 功 能
一

也有 损

伤 ( ` “ )
。

正常的肠粘膜是阻止肠道中细菌
、

内毒素侵入体内的有效屏障
。

动物实验结果证实
,

在

某些病理情况下
,

肠道中的细菌能够通过肠粘膜侵入体内形成肠源性感染
。

其主要发病因素

包括 : 肠道中微生态环境的破坏
,

导致 G
一

杆菌增殖
、

宿主免疫功能下降
、

肠粘膜屏障的破

坏 以及内毒素血症 (
“
)( ’ )( 8 )( ’ `》 。

本实验证明
,

胆总管梗阻 7 日后
,

能够造成 30 % ( 1 1/ 33 ) 的

动物发生肠源性感染
。

手术应激未能引起肠源性感染
,

因为手术对照组动物肠源性感染发病

率仅为 7 % ( 2 / 2 8 ) (尸< 0
.

0 3 )
。



关于为什么胆总管结扎后能够造成肠道细菌俊入体内的确切机制尚不清楚
。

但本实验形

态学观察结果证实
,

肠粘膜屏障功能受损是明确存在的
。

另外
,

肠道菌群失调也应该是胆道梗

阻动物发生肠源性感染的原因之一
。

因为发生肠源性感染动物肠道中G
一

杆菌的菌量 (1 。 “
/ g )

比未发生肠源性感染的动物增加 100 倍 ( 1 0
`

/幼
。

众所周知
,

肠道G
一

杆菌增殖的确能够促进

肠源性感染 ( 7 )
。

因此
,

在胆道梗阻条件下发生的肠源性感染有肠粘膜屏障破坏和肠道菌群紊

乱的协同作用
。

虽然
,

在胆总管梗阻条件下
,

肠道中缺乏胆盐可能是造成肠道菌群紊乱
、

肠粘膜损伤和

肠源性感染的原因之一
,

但不是唯一的因素
。

随着正常人胆汁进入肠道中 Ig A 的 含 量仅为
l %

,

但小鼠胆汁中则含有大量的 Ig A (“ “ ) , 所以
,

胆总管梗阻小鼠肠道中不但胆盐含量少
,

IgA的含量也减少
。

而 I g A 又是维护肠粘膜屏障
,

防止肠道细菌粘附的重要因素之一
。

动物实

验已证实
,

循环中的内毒素能够引起肠源性感染 .()
,

而在胆总管梗阻条件下
,

内毒素血症又

是存在的 (“ ) , 因此
,

在阻塞性黄疽条件下
,

内毒素血症也可以是造成肠源性感染的原因之一
。

在这种情况下
,

循环中的内毒素能够通过提高肠粘膜的通透性而促进肠源性细菌和内毒素持

续侵入体内
。

免疫功能下降对于促进肠源性感染也有意义 ( ` ’ ) 。

胆道 梗阻和内毒素血症都常伴有严 重

的特异性和非特异性免疫功能失调 (川 (“ 2 )( “ 3 )( 2` ) 。 研 究 提 示
,

在阻止肠源性感染的发病机制

中
,

全身免疫功能可能起到第二线防御作用
,

这方面的研究还正在进行中( “ 0)( “ ’ )( “ 7 )
。
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.

A d y I m m u n o l

1979 : 2 8
: 2 93“ 45 0

25
.

N i n n
em a n n J L

,
e t a

l
.

I n d u e t i o n o f P r o 昌t a g l a n d i n s y n t h e s i s
一
d e P e n d o n t s u p P r e s s o r e e l l s

w i t h e n d o t o x i n : O e e u r r e n e e i n P a t i e n t s w 泣t h t h e r m a l i n ju
r i e s

.

J C l i n I m m u n o
l 19 84 ; 3

:
14 2、 1 50

26
.

B e r g R n
.

Im m u n o s u PP r e s s i o n a n d i n s
e s t i n a l b a e t e r i a l

o v e r g r o w t h s y n e r g i ` t i e a l l y P r o m o t e

b a e t e r
i a l t r a n s l o e

a t i o n
.

A r e h S u r g 1 988 ; 123
: 1 359“ 13 6 4

2 7 M a d d a u s M A
.

e t a l
.

E f f e e t o f T e e l l m o d
u
l a t i o

n o f t h e t r a n s l o e a t i o n o f b a e t e r i a f r o m

t h e g u t a n d m
e s e n t e r l e l y m Ph n o d e

.

A n n S u r g 1 98 8 : 2 0 7
:

3吕7、 3 9 8

(收稿
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,
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.
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B i l e D u e t o b s t r u e t i o n P r o m o t e s t h e B a e t e r i a l

T r a n S IO e a t i o n f r o m t h e G u t

M a L i
,

e t a l
.

( B u r n R
e s e a r e h I n s t i t u t e

.

S o u t h w o s t H o s p i t a l
.

T h i
r d M i l i t a r y M o d i e a l C

o l l e g e )

E x p e r i m e n t s a r e p e r f o r m e d t o d e t e r m i , z e i f o
b
s t r u e t iv e ja u n d i e e p r o n飞o t e s t h e

t r a n s lo e a t i o n o f b a e t e r i a f r o m t h e g a s t r o i n t e s t i n a l ( G l ) t r a e t t o v i s e e r a l

M i e e f o r e x p e r im e n t s a r e d i v i d e d i n t o 3 g r o u p s : e o n t r o l g r o u P ( C g ) ( n = 2 0 )

1i g a t a t e d g r o u p ( S L g ) ( n = 2 8 )
u n d e r g o

l
a p a r o t o m y

r e g l o n ,

7 d a y s

a n d t h e l i g a t e d g r o u p ( L g ) (
: 1 = 3 3 ) h a v e

v i s e e r a l

a i z d

t h e i r

m a n iP u
l
a t i i o n o f t h e

o r g a r l s
·

, s h a 扭
-

P o r t a l

e o m m o n b i l
e d u e t s 1 i g a t e d

.

、

l a t
e r

n 飞I C e a r e
s a e r i f i e e d

,

t h e i r o r g a n s a r e e u l t u r e d
, a l l d G l t

r a e t s
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a re e xa m ine d h is to lo g ie a
l l y

.

Re s u l ts :o f t he L t ghe b il iu r b in le ve ls e le va te (5 1
.

7

m g /d l )
,

i n e i n id n e e o f b a e t e r i a l t r a n s l o e a t i o n ( B T ) 15 h i g h e r ( 3 3 % )
,

t h o e e e a l

l
e v e l s o f g r a m

一 n e g a t i v e e n t e r i e b a e i l l i
a r e 1 0 0

一

f o l d h i g h e r
, s u b e p i t h e l i

a
l

o d e m a

i n v o l v i n g i l e
a
l

v i l l i 15 p r e s e n t
,

i n d i e a t i n g t h a t i n t e s t i n a l b a e t o r i a l o v e r g r o w t h 15

a m a jo r f a e t o r r e s p o n s i b l
e f o r B T ; i n t h e o t h o r 2 g r o u p s t h e b i l i r u b i l : l

e v e l s a r e

m u e h l o w e r ( o
.

s m g / d l )
,

i n e i d e n e e o f B T 15 l o w o r t o o ( C g s %
,

S L g 7% )
,

i n t e
-

s t i n a l m
u e o s a 15 n o r m a l

.

C o n e
l
u s i o n : a b s e n e e o f b i l

e i n 士h e G l t r a e t a
l l
o w s e n t e r i e

b a e i l l i t o o v e r g r o w a n d t h e e o m b i n a t i o n o f b a e t o r i a l o v e r g o w t h a n d m u e o s a l i n ju
r y

t o p r o m o t e B T
·

K e y w o r d s : b i l e d u e t o b s t r u e t i o n ; e x t r a h e P a t i e t r a n s
l
o e a t i o n ; b a e t e r i a , e o m

-

m o n b i l
e d u e t d i s e a s e ; b a e t e r i a l i n fe e t i o n s

尹尹拌拌跳
论文摘要 飞

霓
出.,

锹淤耐赫耐护

严重烧伤后脏器损害及其机理的临床研究

黄跃生 杨宗城 黎 鳖 (西南医院 烧伤研究所 )

本研究观察了 57 例严重烧伤病人 ( T B S A > 30 %
,

平均 61
.

2士 22
.

1% ) 的心
、 `

肺
、

肝
、

肾功能
,

心肌

酶谱
,

循环血小板微聚物比率 ( C P A R )
,

血小板计数
,

全血粘度
,

T X A Z ,

PG I : 以及死亡病人主要脏器

的病理形态变化
。

结果发现
,

严重烧伤早期脏器功能均有不同程度的变化
。

心功能伤后1/ 2天降至最低值
,

以后逐渐回升
,

但每搏量和每搏指数在整个观测期 (伤后 5 天 ) 内均低于正常水平 , 心朋酶谱明显增高者
,

心功能降低更明显
。

T B S A大于 80 %
、

伴中重度吸入性损伤
、

严重休克和全身性感染者
,

肺 功能受损重
,

持续时间也长
。

伤后大部分病人血 C r
和 u N在休克期内轻度增高

,

但 T B S A大于 80 %
、

重度休克和全身性感

染者肾功能受损大都较重
。

本组共有 21 例 (3 6
.

8% ) 发生脏器衰竭
,

其中 16 例为多脏器衰竭 ( M O F ) ,

死

亡1 5例
,

发生心
、

肺
、

肾和肝功能衰竭者分别为 15
、

1 6
、

1。和 6 例
。

伤后 T X A Z 、

P G I
Z 、

全血粘度均明显

增高
,

但 T X A
Z

增高的幅度较大
,

因而 T X A
Z

/ PG I
:
比值明显增高

。

有功能衰竭的脏器组织 T X A
Z

和 T X A
Z
/

PGI
Z
比值也明显增高

,

而 C P A R和血小板计数则明显降低
。

死亡病人脏器组织可有明显变性
、

坏死
,

或充

血
、

出血
、

水肿和血栓形成
。

本文结合各指标结果和临床情况进行了讨论
,

认为
: i

、

除烧伤本身的 严 重

程度外
,

吸入性损伤
、

严重休克和全身性感染是烧伤后导致脏器损害的主要发病因素
。

2
、

严重烧伤后脏

器功能均可有不同程度的变化
:

①伤后很早即可发生心朋的器质性损害
,

持续时间较长
,

是烧伤后 早 期心

功能降低以至衰竭的重要原因
。

②肺功能衰竭大多发生于伴有中重度吸入性损伤
、

以及并发严重休克和 /或

全身性感染等患者
。

烧伤后肺功能衰竭可分为早发型
,

迟发型和早发型三种类型
。

③休克的严重程 度和抗

休克的治疗效果是决定肾脏损害的基本因素
。

严重的全身性感染可加速肾功能衰竭的发展
。

主要因 严 重休

克所致者多为少尿型 ; 因感染所致者则多为非少尿型
。

④烧伤后肝组织病变的检出率远高于临床肝 功 能异

常发生率
`

原因可能与肝脏代偿能力强
、

检测时机不合适
、

检测方法或指标不 够 灵敏 等有关
。

3
、

由于

CP AR和心肌酶谱较早地反映了循环微聚物形成和组织器官缺血损害
,

可作为预测烧伤后M O F 发生的辅助

指标
。

4
、

烧伤后 T X A : 和 P G J : 均明显增高
,

与烧伤面积和病情呈正相关
。
T X A : 增高的幅度大

,

T X A汀

PGI :明显失衡
:

① T X A : / PG I : 失衡是烧伤后 M O F发生和发展的重要原因之一
。

②在烧伤脏器损害有关发

病因素 (休克
、

吸入性损伤和全身性感染 ) 中 T X A
:
/ PG I : 失衡均起重要作用

。

主要机理是促使微聚物和血

栓形成
,

继而引起脏器损害
。
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