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脓毒症小鼠肝脏功能的改变及Ｌｅｐｔｉｎ保护作用的研究

颜光涛，薛　辉，林　季，郝秀华，张　凯，王录焕
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［摘要］　目的：研究脓毒症对肝功能及相关酶活性的影响，探讨Ｌｅｐｔｉｎ在急性炎症反应中的作用。方法：建立小鼠盲肠结扎

致脓毒症模型，设立假手术组、脓毒症组、Ｌｅｐｔｉｎ保护组（腹腔内注射０．１ｍｇ／ｋｇＬｅｐｔｉｎ）和消炎痛（吲哚美辛）保护组（腹腔内注

射２ｍｇ／ｋｇ消炎痛）。于脓毒症后６ｈ和１２ｈ，采用放射免疫法测量肝组织匀浆液中Ｌｅｐｔｉｎ水平，采用９６孔分光光度法检测

血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）及髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）、黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）等４种与自由基合成、解毒和嘌呤生成代谢相关的酶的水平，同时以 ＨＥ染色法观察肝组织病理学改变。结果：与假

手术组相比，脓毒症组伤后１２ｈ血清ＡＬＴ明显上升（Ｐ＜０．０５），６ｈ时无显著改变。Ｌｅｐｔｉｎ保护组在１２ｈ时可见ＡＬＴ显著低

于脓毒症组水平（Ｐ＜０．０５），消炎痛保护组在６ｈ和１２ｈ时有ＡＬＴ下降，但无显著差异。Ｌｅｐｔｉｎ保护组和消炎痛保护组肝组

织内 ＭＰＯ活性没有显著变化，但ＧＳＴ和ＳＯＤ活性明显降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），同时ＸＯＤ活性明显增加（Ｐ＜０．０５）。另

外，脓毒症组肝内Ｌｅｐｔｉｎ有下降趋势，Ｌｅｐｔｉｎ保护组肝内Ｌｅｐｔｉｎ水平有所恢复，而消炎痛保护组肝内Ｌｅｐｔｉｎ水平也有所恢复，

但在１２ｈ时与脓毒症组有显著差异（Ｐ＜０．０５）。结论：Ｌｅｐｔｉｎ对脓毒症造成的肝功能损害有明显保护效应，其保护作用可能

涉及肝细胞代谢过程中氧化还原反应、氧自由基形成和解毒功能的调节。
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　　Ｌｅｐｔｉｎ作为一种多功能的细胞因子，除在摄食、
体质量调节、能量代谢平衡等方面发挥重要作用外，
在生殖、妊娠、血管形成、免疫应答、炎症反应、创伤
修复等方面也产生重要的中枢和外周调节作用［１，２］。
近年来有研究显示Ｌｅｐｔｉｎ在烧伤和感染等过程中
发挥保护脏器功能、维持机体内环境平衡的重要作

用［３］。但这方面的研究甚少，结果也不一致。究竟
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Ｌｅｐｔｉｎ能否发挥脏器功能保护，仍没有明确的答案。
为此，我们设计了以腹腔直接给重组小鼠Ｌｅｐｔｉｎ，配
合传统抗炎药消炎痛作对照，观察二者对脓毒症小
鼠肝功能的保护作用及其肝组织内氧自由基、活性
巯基和嘌呤代谢有关的酶活性的变化情况。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　昆明小鼠（雄性，体质量２５

ｇ）购自军事医学科学院实验动物中心。实验前禁食

１２ｈ，不禁水。随机分为假手术组、脓毒症组、Ｌｅｐｔｉｎ
保护组、消炎痛保护组，每组包含６ｈ和１２ｈ各一
组，其中６ｈ各组为１０只小鼠，１２ｈ各组为１１只小
鼠。

１．２　实验试剂　髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、谷胱甘肽
Ｓ转移酶（ＧＳＴ）、黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）、超氧化物歧
化酶（ＳＯＤ）和丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）试剂盒均购
自南京建成生物工程研究所（批次号２００５０５１３）；

Ｌｅｐｔｉｎ购自英国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，消炎痛（吲哚美
辛）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；小鼠Ｌｅｐｔｉｎ放射免疫分
析药盒购自北京北方生物技术研究所。其他试剂均
为国产分析纯。

１．３　脓毒症模型的建立［４］　实验前禁食１２ｈ，１％戊
巴比妥钠０．２ｍｌ腹腔内注射麻醉小鼠，无菌条件下
切开小鼠下腹部正中约１．５ｃｍ，找出盲肠阑尾部结
扎，用５号针头穿孔２个，将肠放回原位置后缝合。
假手术组麻醉后切腹，并寻找到盲肠阑尾末端但不
结扎和穿孔。Ｌｅｐｔｉｎ保护组和消炎痛保护组于缝合
后腹腔内各注射０．１ｍｇ／ｋｇ和２ｍｇ／ｋｇＬｅｐｔｉｎ和
消炎痛生理盐水溶液，１２ｈ组于６ｈ后再注射同量
上述药物。脓毒症组和假手术组均在相应时间点注
射不含药物的同体积生理盐水。在相应６ｈ和１２ｈ
后处死小鼠并收集各组血液，在４℃条件下收集并
冻存部分肝脏组织，另一部分贮存于４％甲醛溶液，
分别作组织匀浆和病理切片 ＨＥ染色。

１．４　血清的收集和ＡＬＴ的测定　小鼠经眼球摘除
法收集血样，置３７℃水浴２０ｍｉｎ，再按４℃、３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离血清待测。按试剂盒要求配
制试剂，在９６孔板上分别设置空白、质控、标准、样
品孔，加血清样品１０μｌ、工作液１００μｌ、，充分混匀
后置３７℃反应１５ｍｉｎ，以空白液调零后于酶标仪比
色。测量波长为４９２ｎｍ，参考波长为６２０ｎｍ，由测
量软件读数并计算出实际浓度。

１．５　肝组织匀浆液的制备　取冻于－８０℃的组织
块称重（０．０８～０．４ｇ）放入盛有少量冰冷生理盐水
的玻璃匀浆器中，在冰浴中上下转动研磨数十次，充

分研碎，使组织匀浆化。根据组织湿重补充生理盐
水使匀浆液浓度相同。将匀浆液倒出少部分用于

ＭＰＯ的测定，剩余部分用４℃、３５００ｒ／ｍｉｎ离心２０
ｍｉｎ，取上清，用于测定其他指标。

１．６　ＭＰＯ的测定　按试剂盒要求配制各试剂，采
用９６孔板代替玻璃试管，改变各种试剂的体积后加
样如下：取未离心的组织匀浆液１０μｌ、缓冲液１０

μｌ、显色剂１５０μｌ，加入９６孔板中混匀，３７℃水浴３０
ｍｉｎ后加入终止液２．５μｌ，混匀后于６０℃水浴１０
ｍｉｎ，取出后立即用酶标仪读取各孔Ｄ 值，测量波长
为４６０ｎｍ。

１．７　ＧＳＴ的测定　按试剂盒要求配制各试剂。取
基质液３０μｌ、组织匀浆上清液１０μｌ，加入９６孔板
中，混匀后于３７℃水浴１０ｍｉｎ，再加缓冲液、无水乙
醇各１００μｌ，混匀后于４℃、３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，取上清做显色反应。取２０μｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽标
准品／上清液１００μｌ、缓冲液１００μｌ、显色剂２５μｌ，加
入９６孔板中混匀，室温放置１５ｍｉｎ，用酶标仪读取
各孔Ｄ值，测量波长为４１２ｎｍ。

１．８　ＸＯＤ的测定　按试剂盒要求配置各试剂。取
匀浆上清液５μｌ、缓冲液１２７μｌ，于９６孔板中混匀后

３７℃水浴３０ｍｉｎ，加入显色剂１００μｌ，混匀后用酶标
仪读取各孔Ｄ值，测量波长为５３０ｎｍ。

１．９　ＳＯＤ的测定　按试剂盒要求配置各试剂。取
组织匀浆上清液５μｌ、缓冲液１３０μｌ，加入９６孔板中
混匀，于３７℃水浴４０ｍｉｎ，加入显色剂２００μｌ，混匀
后于室温放置１０ｍｉｎ，用酶标仪读取各孔Ｄ 值，测
量波长为５５０ｎｍ。本实验中样品需要稀释，稀释后
浓度为０．６７％。

１．１０　肝组织Ｌｅｐｔｉｎ水平的放射免疫法分析　组
织匀浆上清液样品测量标准点为１．１、３．３、１１、３３、

１００、３００μｇ／Ｌ，测量时加样１００μｌ，标准品及样品同

Ｌｅｐｔｉｎ抗体１００μｌ及
１２５ＩＬｅｐｔｉｎ１００μｌ（计数约为

２００００ｃｐｍ）充分混匀后，于４℃放置２４ｈ。再加免
疫分离剂５００μｌ，混匀后室温反应１５ｍｉｎ，再按４℃、

２８３０ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清，测量沉淀的计数
值并绘制标准曲线。

１．１１　统计学处理　采用Ｓｔａｔａ７．０统计分析软件
处理。对于正态分布、样本之间方差齐的数据，采用
参数统计分析（ｔ检验或单因素方差分析）；不符合正
态分布、样本之间方差不齐的数据，则采用非参数统
计（秩和检验）。检测结果以珚ｘ±ｓ表示，以Ｐ＜０．０５
为差异显著标准。

２　结　果

２．１　脓毒症后血清 ＡＬＴ的变化及Ｌｅｐｔｉｎ对其的
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影响　与假手术组相比，脓毒症后１２ｈ血清 ＡＬＴ
明显上升（Ｐ＜０．０５），６ｈ时无显著改变。采用腹腔
内注射Ｌｅｐｔｉｎ（０．１ｍｇ／ｋｇ）在１２ｈ时可见ＡＬＴ显

著低于脓毒症组水平（Ｐ＜０．０５），消炎痛（２ｍｇ／ｋｇ）
保护在６ｈ和１２ｈ时均未见ＡＬＴ显著变化，如表１
所示。

表１　脓毒症后各组血清各检测指标及肝脏Ｌｅｐｔｉｎ水平的改变

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍｍａｒｋｅｒｓａｎｄｈｅｐａｔｉｃｌｅｐｔｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒｓｅｐｓｉｓ

Ｍａｒｋｅｒ Ｔｉｍｅａｆｔｅｒ
ｓｅｐｓｉｓ Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ Ｓｅｐｓｉｓｇｒｏｕｐ Ｌｅｐｔｉｎ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
Ｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ６ｈ（ｎ＝１０） ６６．２３±１６．８０ ５２．３０±２２．１４ ５９．０２±２９．５８ ４４．３０±２１．３６
１２ｈ（ｎ＝１１） ６２．５７±１８．４３ ８３．５５±４０．４４ ６１．０５±２０．９２▲ ６４．４８±１７．３２

ＭＰＯ（Ｕ／ｇ） ６ｈ（ｎ＝１０） ７．３１±３．４１ １０．３±３．７３■ ８．９５±２．８４■ ８．６６±２．８６
１２ｈ（ｎ＝１１） ７．３０±３．４３ ５．３２±１．９５ ５．６１±１．５９ ６．８０±３．６８

ＧＳＴ（Ｕ／ｍｇ） ６ｈ（ｎ＝１０） ４９．７７±１０．４ ４１．３６±５．７１ ３０．２４±８．７１▲▲ ６３．２４±４．５１▲▲

１２ｈ（ｎ＝１１） ４９．８６±１２．３ ４９．６２±１３．４ ２６．４５±２．４７▲▲ ３３．０１±３．０９▲▲

ＸＯＤ（Ｕ／ｇ） ６ｈ（ｎ＝１０） ０．９３±０．１７ １．０４±０．０７ １．０３±０．１１ １．０９±０．１４
１２ｈ（ｎ＝１１） ０．９２±０．１９ ０．８９±０．１２ １．２１±０．０９▲ １．１９±０．１８▲

ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ６ｈ（ｎ＝１０） １１．１８±０．５９ １４．４６±０．５４ １２．４６±１．２３▲ １３．６２±１．１３
１２ｈ（ｎ＝１１） １１．１８±０．５２ １３．４１±１．３２ １１．３０±０．７１▲ １０．１４±０．３９▲

Ｌｅｐｔｉｎ（ｎｇ／ｍｇ） ６ｈ（ｎ＝１０） ６６．４９±２３．５ ５０．１３±８．４６ ６０．０５±１９．８ ５９．８６±１５．９
１２ｈ（ｎ＝１１） ６５．４８±２３．２ ４９．３５±２２．７ ３７．８５±１７．８ ７５．６２±３５．４△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｓｅｐｓｉｓｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＬｅｐｔｉｎｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；■Ｐ＜０．０５ｖｓ１２ｈ

２．２　脓毒症后肝 ＭＰＯ的变化及Ｌｅｐｔｉｎ对其的影
响　脓毒症后６ｈ肝脏内 ＭＰＯ活性有一定程度的
提高，但没有统计学意义；但脓毒症后１２ｈ，肝 ＭＰＯ
水平却有一定下降，显著低于６ｈ（Ｐ＜０．０５）。Ｌｅｐ
ｔｉｎ和消炎痛保护并没有明显影响肝脏 ＭＰＯ的活
性，如表１所示。

２．３　脓毒症后肝 ＧＳＴ的变化及Ｌｅｐｔｉｎ对其的影
响　脓毒症后６ｈ，肝脏 ＧＳＴ 没有显著改变，但

Ｌｅｐｔｉｎ能显著降低肝脏 ＧＳＴ水平（Ｐ＜０．０１）。相
反，消炎痛显著提高ＧＳＴ水平。脓毒症后１２ｈ，肝

ＧＳＴ仍无显著改变，但Ｌｅｐｔｉｎ仍然显著降低组织中

ＧＳＴ水平，此时消炎痛也转而降低 ＧＳＴ活性。该
结果提示：脓毒症发生后，Ｌｅｐｔｉｎ保护组在一定时间
内ＧＳＴ水平保持降低，而消炎痛保护组则是先升后
降的变化，如表１所示。

２．４　脓毒症后肝ＸＯＤ的变化及Ｌｅｐｔｉｎ对其的影
响　脓毒症后６ｈ，肝组织ＸＯＤ活性并没有显著的
改变，Ｌｅｐｔｉｎ和消炎痛保护也对其没有显著的影响。
但１２ｈ后肝经Ｌｅｐｔｉｎ和消炎痛保护后，ＸＯＤ活性
又有显著上升（Ｐ＜０．０５），提示Ｌｅｐｔｉｎ和消炎痛对

ＸＯＤ活性有较强的影响，如表１所示。

２．５　脓毒症后肝ＳＯＤ的变化及Ｌｅｐｔｉｎ对其的影
响　脓毒症后６ｈ，肝组织ＳＯＤ活性显著增强（Ｐ＜
０．０５），Ｌｅｐｔｉｎ保护后ＳＯＤ活性又有显著下降（Ｐ＜
０．０５），消炎痛保护后有下降趋势，但无显著性。脓
毒症发生１２ｈ后，肝组织ＳＯＤ活性仍然显著高于
对照，但Ｌｅｐｔｉｎ和消炎痛保护后ＳＯＤ活性可有显

著的下降，提示Ｌｅｐｔｉｎ和消炎痛的保护作用可能与
下调ＳＯＤ活性有关，如表１所示。

２．６　脓毒症后肝组织Ｌｅｐｔｉｎ水平的变化　脓毒症
后６ｈ，肝组织中Ｌｅｐｔｉｎ水平有下降趋势，但无显著
性。Ｌｅｐｔｉｎ和消炎痛保护后，未见肝组织有Ｌｅｐｔｉｎ
的显著上升，但１２ｈ后Ｌｅｐｔｉｎ保护组肝内Ｌｅｐｔｉｎ
水平却表现为下降，而消炎痛保护组提高Ｌｅｐｔｉｎ水
平，两者之间有显著差异（Ｐ＜０．０５），说明消炎痛直
接抗炎恢复Ｌｅｐｔｉｎ的效果比外源性Ｌｅｐｔｉｎ保护的
效果要好，如表１所示。

２．７　脓毒症后肝组织切片病理染色的变化　脓毒
症后６ｈ肝细胞即肿大，肝细胞索和肝实质间隙缩小；

１２ｈ后肝细胞损害加重，经Ｌｅｐｔｉｎ和和消炎痛保护
后，相应时间点细胞肿胀有所缓解，如图１所示。

３　讨　论

　　关于Ｌｅｐｔｉｎ同炎症、感染的关系，近来有很多
报道，有的发现Ｌｅｐｔｉｎ缺乏小鼠（ｏｂ／ｏｂ）对革兰阴
性杆菌抵抗力明显下降而增强内毒素的敏感性和致

死率［５］。直接按１０～５０μｇ／ｋｇ注射 Ｌｅｐｔｉｎ（ｉ．ｐ．
ｔｉｄ）持续１、３、５、１０、２１ｄ，可显著减轻胰腺炎的发生
和病损［６］。将内毒素注射于猴和绝经妇女，Ｌｅｐｔｉｎ
水平在最初５ｈ内并无增加，但在２４ｈ后却显著增
加［７］。这项研究结果非常吻合我们最近的发现，即
大鼠肠缺血／再灌注损伤后早期（３０ｍｉｎ）血清Ｌｅｐ
ｔｉｎ水平比实验前有显著下降，随时间的延长而逐步
增加［８］。
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图１　１２ｈ时Ｌｅｐｔｉｎ对脓毒症肝脏损伤的保护效应

Ｔａｂ１　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｐｔｉｎｏｎｈｅｐａｔｉｃｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒｓｅｐｓｉｓ（ＨＥ，×２００）

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｅｐｓｉｓｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｌｅｐｔｉｎｇｒｏｕｐ

同ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６等炎症细胞因子有所不同，

Ｌｅｐｔｉｎ在早期对ＬＰＳ的诱导是下调趋势，推测可能
是Ｌｅｐｔｉｎ作为一种消耗性应激蛋白，或者Ｌｅｐｔｉｎ合
成一过性抑制所致。我们的最新结果证明内毒素抑
制ＥＣＶ３０４细胞释放Ｌｅｐｔｉｎ，而血小板活化因子和

Ｃａ２＋载体Ａ２３１８７却没有这种作用，进一步又发现磷脂
酶Ａ２抑制剂能逆转内毒素对Ｌｅｐｔｉｎ释放的抑制效
应（未发表资料）。结果证明，早期体内外内毒素对

Ｌｅｐｔｉｎ的抑制可能是炎症发展过程中的重要现象。

　　因此，我们在整体动物的脓毒症模型上进一步
开展了Ｌｅｐｔｉｎ对肝功能影响的观察。最主要的发
现是对小鼠注射微量Ｌｅｐｔｉｎ（８０μｇ／ｋｇ）即可对肝功
能ＡＬＴ有明显的保护作用，其效果相似于消炎痛（２
ｍｇ／ｋｇ）的作用，后者是一种经典的环氧化酶抑制
剂，主要作用是对抗内毒素诱导的发热致炎效应。
消炎痛通过其他复杂因素间接引发Ｌｅｐｔｉｎ消耗降
低、表达增高，而Ｌｅｐｔｉｎ保护组肝脏Ｌｅｐｔｉｎ水平低
可能由于组织间差异导致。肝脏是重要的解毒器
官，１２ｈ时受脓毒症毒性影响大，可能是导致Ｌｅｐｔｉｎ
表达下降的主要原因，同我室其他实验证明的内皮
细胞在ＬＰＳ作用下表达Ｌｅｐｔｉｎ受显著抑制一致。

　　我们发现Ｌｅｐｔｉｎ对脓毒症肝功能具有保护效
应。为进一步探讨可能的机制，我们选择了 ＭＰＯ、

ＧＳＴ、ＳＯＤ和ＸＯＤ等肝细胞表达多、活性高的酶来作
观察对象。同时，ＭＰＯ又代表中性粒细胞在脏器中
的数量和活性状态，而ＧＳＴ和ＳＯＤ则能反映脏器组
织氧自由基和巯基代谢状态，ＸＯＤ则同嘌呤代谢相
关。我们的结果证实脓毒症６～１２ｈ肝内Ｌｅｐｔｉｎ有
下降趋势，增加腹腔给药后能在一定程度上恢复肝内

Ｌｅｐｔｉｎ水平。这种改变对肝 ＭＰＯ影响不大，但可降
低ＧＳＴ和ＳＯＤ活性，增加ＸＯＤ活性。这种变化的
原因尚待进一步分析和研究，但仍不明确这种酶活性
变化是肝功能改善（ＡＬＴ下降）的原因抑或是结果。

总的看，Ｌｅｐｔｉｎ可能通过受体介导ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３途径
增加能量代谢反应，促进细胞蛋白、核酸合成，增加细
胞抗损伤和促修复能力等过程来维持机体内环境的

稳定，从而改善细胞功能［９，１０］。
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