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·论　著·
乌司他丁对青少年特发性脊柱侧凸患者围手术期炎症细胞因子表达的影响

朱　炜，邓小明，李文献 （第二军医大学长海医院麻醉科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察乌司他丁（ＵＴＩ）对青少年特发性脊柱侧凸（ＡＩＳ）患者围手术期炎症因子（ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ４）表达

的影响。方法：２０例ＡＩＳ患者，ＡＳＡⅠ～Ⅱ级，择期行侧凸矫形术，随机分为２组。ＵＴＩ组（ｎ＝１０）：于麻醉后手术前将１００００

Ｕ／ｋｇ的ＵＴＩ溶于１００ｍｌ生理盐水中，微泵持续静滴，若手术时间超过４ｈ，追加１次，方法同前。对照组（ｎ＝１０）：用等量生理

盐水替代。术中连续监测心电图（ＥＣＧ）、脉搏血氧饱和度（ＳｐＯ２）、呼气末ＣＯ２分压（ＰＥＴＣＯ２）、中心静脉压（ＣＶＰ）与桡动脉压，

维持平均动脉压（ＭＡＰ）在（６０±５）ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）。分别于麻醉前（Ｔ１）、诱导后１０ｍｉｎ（Ｔ２）、给药后１ｈ（Ｔ３）、

拔管后３０ｍｉｎ（Ｔ４）及术后２４ｈ（Ｔ５）抽取静脉血，测定血浆各细胞因子蛋白及其ｍＲＮＡ的表达。结果：在Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５时，对照

组血浆ＩＬ６、ＴＮＦα水平及其ｍＲＮＡ拷贝数明显高于Ｔ１（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＵＴＩ组血浆ＩＬ６、ＴＮＦα水平及其 ｍＲＮＡ
拷贝数与Ｔ１相比无显著差异，且明显低于对照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。在Ｔ４、Ｔ５时，对照组血浆ＩＬ１０水平及其ｍＲＮＡ拷

贝数与Ｔ１比明显升高（Ｐ＜０．０５）；ＵＴＩ组血浆ＩＬ１０水平及其ｍＲＮＡ拷贝数明显高于Ｔ１水平（Ｐ＜０．０１），且明显高于对照组

（Ｐ＜０．０１）。两组各时间点血浆ＩＬ４水平及其ｍＲＮＡ拷贝数未见显著改变。结论：ＵＴＩ可抑制ＡＩＳ患者围手术期促炎细胞

因子ＩＬ６、ＴＮＦα及其ｍＲＮＡ产生；并可促进血浆抗炎细胞因子ＩＬ１０在蛋白与ｍＲＮＡ水平的增高。
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［作者简介］　朱　炜，硕士．现在南京鼓楼医院麻醉科工作．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．

　　青少年特发性脊柱侧凸（ＡＩＳ）属于骨科的大手
术，其手术时间长、创伤大、出血多，在围手术期可激
发患者产生全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ），严重者可
导致急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）、多器官功能障

碍综合征（ＭＯＤＳ）。促炎细胞因子ＩＬ６、ＴＮＦα与
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抗炎细胞ＩＬ４、ＩＬ１０是参与ＳＩＲＳ的重要炎症介质，
其表达水平与手术大小和损伤程度密切相关。近年
来研究表明乌司他丁（ＵＴＩ）在抵御手术刺激、抑制围
手术期多种炎症介质的释放、保护重要器官功能等方
面作用显著［１，２］。但对于其在ＡＩＳ患者围手术期的应
用研究较少。本文通过ＡＩＳ患者围手术期应用中等
剂量（１００００Ｕ／ｋｇ）的ＵＴＩ，探讨ＵＴＩ对ＡＩＳ患者围
手术期ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ１０表达的影响。

１　材料和方法

１．１　研究对象　２０例ＡＩＳ患者，其中男性８例，女
性１２例；年龄１１～１８岁，平均１４．６岁；术前侧凸

Ｃｏｂｂ角３７°～１２５°，平均８７．１°。体质量２０～４９ｋｇ，

ＡＳＡⅠ～Ⅱ级。随机分为２组，每组１０例。ＵＴＩ
组：于麻醉后手术前将１００００Ｕ／ｋｇ的 ＵＴＩ溶于

１００ｍｌ的生理盐水中，微泵持续静滴，若手术时间超
过４ｈ，追加１次。对照组：用等量生理盐水替代。

１．２　麻醉方法　所有患者均以静注利多卡因１．５
ｍｇ／ｋｇ、芬太尼２μｇ／ｋｇ、普鲁泊福２ｍｇ／ｋｇ、罗库溴
铵０．６ｍｇ／ｋｇ进行麻醉诱导。采用异氟烷低流量紧
闭麻醉，氧流量０．５Ｌ／ｍｉｎ，维持患者肺泡气最低吸
入浓度（ＭＡＣ）值在１．３～１．５。常规颈内静脉与桡
动脉置管，术中连续监测心电图（ＥＣＧ）、脉搏血氧饱
和度（ＳｐＯ２）、呼气末 ＣＯ２（ＰＥＴＣＯ２）、中心静脉压
（ＣＶＰ）与桡动脉压。术中控制性降压，维持平均动
脉压（ＭＡＰ）在（６０±５）ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３
ｋＰａ）。

１．３　观察指标　分别于麻醉前（Ｔ１）、诱导后１０
ｍｉｎ（Ｔ２）、给药后１ｈ（Ｔ３）、拔管后３０ｍｉｎ（Ｔ４）及术
后２４ｈ（Ｔ５）自中心静脉抽取静脉血测定ＩＬ６、ＴＮＦ
α、ＩＬ４、ＩＬ１０蛋白及其ｍＲＮＡ水平的表达。

１．４　蛋白表达测定　３ｍｌ抗凝血严格按照ＥＬＩＳＡ
试剂盒（深圳晶美公司）说明要求操作，测定各时间
点血浆ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ１０蛋白表达。

１．５　ｍＲＮＡ表达测定

１．５．１　ｃＤＮＡ第１链的合成　（１）溶解２ｍｌ抗凝
血的红细胞，制备白细胞；（２）以ＴＲＩｚｏｌ使用经典法

ＲＮＡ抽提试剂盒（上海申能博采生物科技有限公司
提供）从白细胞沉淀中抽提总 ＲＮＡ；（３）按照 Ｒｅ
ｖｅｒｔＡｉｄＴＭ第１链ｃＤＮＡ合成试剂盒（上海申能博采
生物科技有限公司提供）用２μｇＲＮＡ作模板合成

ｃＤＮＡ。

１．５．２　合成细胞因子引物与探针　根据ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中公开发表的基因序列，设计ＩＬ６ｍＲＮＡ、

ＴＮＦαｍＲＮＡ、ＩＬ１０ｍＲＮＡ、ＩＬ４ｍＲＮＡ、ＧＡＰ

ＤＨ（看家基因）的引物及探针，各探针在两端分别具
有报告基团 （６ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，６ＦＡＭ）（位于

５′端）和猝灭基团 （６ｃａｒｂｏｘｙｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａ
ｍｉｎｅ，ＴＡＭＲＡ）（位于３′端）。各细胞因子引物序
列（５′３′）与探针如下。ＩＬ６ｍＲＮＡ上游引物ＴＣＣ
ＡＧＧＡＧＣＶＣＣＡＧＣＴＡＴＧＡＡ，下游引物ＣＣＣ
ＡＧＧＧＡＧ ＡＡＧ ＧＣＡ ＡＣＴ Ｇ，探针 ＴＣＣ ＴＴＣ
ＴＣＣＡＣＡＡＧＣＧＣＣＴＴＣＧＧ，产物６５ｂｐ。ＴＮＦ
αｍＲＮＡ 上游引物 ＧＡＴ ＣＡＡ ＴＣＧ ＧＣＣＣＧＡ
ＣＴＡＴＣＴ，下游引物 ＣＡＧＧＧＣＡＡＴＧＡＴＣＣＣ
ＡＡＡＧＴ，探针ＡＣＴＴＴＧＣＣＧＡＧＴＣＴＧＧＧＣＡ
ＧＧ，产物 ６７ｂｐ。ＩＬ１０ ｍＲＮＡ 上游引物 ＧＴＧ
ＡＴＧＣＣＣ ＣＡＡ ＧＣＴ ＧＡＧ Ａ，下游引物 ＧＴＧ
ＡＴＧＣＣＣＣＡＡ ＧＣＴ ＧＡＧ Ａ，探针 ＣＣＡ ＡＧＡ
ＣＣＣＡＧＡＣＡＴＣＡＡＧＣＧＣＡ，产物１３８ｂｐ。ＩＬ４
ｍＲＮＡ上游引物ＣＣＡＣＧＧＡＣＡＣＡＡＧＴＧＣＧＡ
ＴＡ，下游引物 ＣＣＣＴＧＣ ＡＧＡ ＡＧＧ ＴＴＴＣＣＴ
ＴＣＴ，探针ＴＣＴＧＴＧＣＡＣＣＧＡＧＴＴＧＡＣＣＧＴ
ＡＡＣＡＧＡＣ，产物１４９ｂｐ。

１．５．３　实时定量ＰＣＲ反应　１０×ＰＣＲ反应缓冲液

２．５μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μｌ，上游及下游引物
（４００ｍｍｏｌ／Ｌ）各０．１μｌ，０．１μｌ荧光素标记探针（５０
ｍｍｏｌ／Ｌ），１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μｌ，０．５μｌＴａｑ
ＤＮＡ酶（１．２５Ｕ），２μｌｃＤＮＡ模板，双蒸水补足至

２５μｌ。定量ＰＣＲ反应条件：５０℃预热３００ｓ；９５℃
变性３００ｓ；９５℃２０ｓ，６０℃６０ｓ，４０个循环，每个循
环在６０℃时检测荧光强度。应用基因拷贝数已知
的ＤＮＡ片段作为标准，可以对ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ
１０、ＩＬ４以及ＧＡＰＤＨ进行定量分析。ＩＬ６基因拷
贝数在１０３～１０６范围内，检测阈值（Ｃｔ）与拷贝数之
间呈线性关系，回归分析显示两者之间的相关系数

ｒ＝０．９９８８，不同实验间的误差＜５％。ＴＮＦα、ＩＬ
１０、ＩＬ４以及内参照基因 ＧＡＰＤＨ 的标准曲线和

ＩＬ６的相同。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，组内比较用
双因素方差分析，组间比较用两独立样本的ｔ检验。

２　结　果

　　在Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５时，对照组血浆ＩＬ６、ＴＮＦα及其

ｍＲＮＡ水平明显高于 Ｔ１（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），

ＵＴＩ组血浆ＩＬ６、ＴＮＦα及其 ｍＲＮＡ水平明显低
于对照组（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。在Ｔ４、Ｔ５时，对
照组血浆ＩＬ１０及其 ｍＲＮＡ水平与Ｔ１比明显升高
（Ｐ＜０．０５）；ＵＴＩ组血浆ＩＬ１０及其 ｍＲＮＡ水平与

Ｔ１比明显升高（Ｐ＜０．０１），且明显高于对照组（Ｐ＜
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０．０１）。两组间各时间点血浆ＩＬ４及其 ｍＲＮＡ水 平在整个围手术期未见显著改变。见表１、表２。

表１　两组患者围手术期血浆ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ１０水平的变化

Ｔａｂ１　ＰｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｌａｓｍａＩＬ６，ＴＮＦα，ＩＬ１０ａｎｄＩＬ４ｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，ρＢ／ｐｇ·ｍｌ－１）

Ｉｎｄｅｘ Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅ

Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４ Ｔ５
ＩＬ６ Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．０１±２．１４ ７．８５±２．４４ ２１．６８±６．８６ ９２．７３±３１．６６ １１９．７６±２９．４０

ＵＴＩ ８．１５±２．８０ ９．０１±３．１２ １０．３６±３．４９△ １１．３５±３．１１△△ １０．２９±２．２９△△

ＴＮＦα Ｃｏｎｔｒｏｌ ８．７７±１．５１ ９．２１±１．０２ １７．５１±２．５４ ４６．８３±６．６０ ７３．１４±７．９５

ＵＴＩ ９．８１±１．１０ １０．４０±０．８２ １１．８１±１．７９△△ １２．５７±２．３０△△ １３．４８±２．６４△△

ＩＬ１０ Ｃｏｎｔｒｏｌ ８．０１±１．０２ ９．２３±１．３２ ９．３３±１．４５ １１．６３±１．２１ １４．４８±２．２９

ＵＴＩ ７．３２±１．６３ ７．５６±１．３４ ８．５６±１．８４ ６２．７３±９．７３△△ ７２．２１±１０．６３△△

ＩＬ４ Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．９０±０．２７ １．１０±０．２７ ０．９９±０．３４ １．１９±０．２６ １．１９±０．３３
ＵＴＩ １．０９±０．２３ １．２４±０．３８ １．３０±０．２７ １．３３±０．４７ １．３８±０．２４

　Ｔ１：Ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎａｅｓｔｈｅｓｉａ；Ｔ２：１０ｍｉｎａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｔ３：１ｈａｆｔｅｒＵＴＩａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｔ４：３０ｍｉｎａｆｔｅｒｅｘｔｕｂａｔｉｏｎ；Ｔ５：２４ｈ

ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＴ１；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

表２　两组患者ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１０和ＩＬ４ｍＲＮＡ水平的变化

Ｔａｂ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ＴＮＦα，ＩＬ１０ａｎｄＩＬ４ｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，ｃｏｐｙ／１０３ＧＡＰＤＨ）

Ｉｎｄｅｘ Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅ

Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４ Ｔ５
ＩＬ６ Ｃｏｎｔｒｏｌ １２６２．５５±３８１．７６ １３２５．６２±４１７．８２ ２０３７．８７±４７２．８２ ２５５６．２６±１０１８．２０ ２７２０．４８±１１７０．５０

ＵＴＩ １０７１．２５±４１５．１５ １１６４．０４±３９３．９４ １１４８．３６±３７１．０２△△ １３４９．９２±５３６．３６△△ １３７７．６７±１７４．９６△△

ＴＮＦα Ｃｏｎｔｒｏｌ ７５９．０７±３０９．４１ ８３９．７６±１７７．４９ １４４１．７２±３２６．７２ １９０６．９３±５４０．８４ ２１２５．０１±５６３．４９

ＵＴＩ ８９１．７１±３３２．４７ ９３９．７６±３０５．７３ ９４１．６０±３１２．９７△ ９５４．３７±２９５．２２△△ ９６４．８９±２７６．６７△△

ＩＬ１０ Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．７２±０．８６ ３．１９±０．８５ ３．４４±０．９５ ３．６３±０．７９ ４．６１±１．２１

ＵＴＩ １．７９±０．８５ ２．１７±１．２０ ２．４２±０．８５ １３．５４±４．２４△△ １８．９３±６．３５△△

ＩＬ４ Ｃｏｎｔｒｏｌ １２６７．７９±４０４．６４ １３３０．８３±６０５．６６ １３７２．４６±４６８．７１ １２４９．７２±３３９．９５ １３５６．１６±４５４．６６
ＵＴＩ １０８１．０５±３５０．８３ １２０８．４３±３２４．２１ １２４０．８９±４５３．０３ １０５９．２９±３７５．４２ １２３４．４５±３８６．７４

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＴ１；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔ１Ｔ５：ＳｅｅＴａｂ１

３　讨　论

　　ＡＩＳ是青春期前或骨龄成熟前发生的脊柱侧
凸，其发病率很高，占整个脊柱侧凸的８０％［３］，常合
并心、肺功能低下与凝血功能障碍［４，５］。ＡＩＳ矫形术
剥离范围大、内固定材料多、出血多、术中输血多，术
中常规采用控制性降压技术，对患者心、脑、肾等重
要脏器的血供亦产生一定影响，同时患者多为青少
年，各器官系统尚未发育完全，故术后易导致患者免
疫功能低下，且并发感染、肠系膜上动脉综合征，胸
膜、硬膜破裂的概率也相当大。

　　手术侵袭、麻醉可激发ＳＩＲＳ，继续发展下去可
以导致ＡＲＤＳ、ＭＯＤＳ。越来越多的证据表明机体
的这种反应与体内单核巨噬细胞源性瀑布样级联
反应密切相关，而细胞因子在介导这些反应中起核
心作用［６］。Ｋｒｏｈｎ等［７］对胸椎侧凸矫形术患者围手

术期研究认为，此类患者围手术期细胞因子反应极
其活跃，外周血中ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１０明显升高。
此时机体除了依靠细胞膜表面的氨基葡聚糖的阻挡

储存作用，限制促炎细胞因子的释放，更为关键的是
体内必须生成足量的抗炎细胞因子对其抗衡。然
而，机体这种抗炎细胞因子一旦反应过度，则很容易
诱发以免疫功能障碍为主要特征的“代偿性抗炎反
应综合征”（ＣＡＲＳ）的出现［８］。因此，不论任何情况
下，都必须保持这两类细胞因子的有效平衡。

　　ＵＴＩ是从健康成年男性尿液中提取的糖蛋白，
由１４３个氨基酸组成，相对分子质量约为６７００，其
基本骨架为两个库纳斯（Ｋｕｎｉｔｚ）型区域。ＵＴＩ属蛋
白酶抑制剂，另具有稳定溶酶体膜，抑制心肌抑制因
子（ＭＤＦ）产生，清除氧自由基及抑制炎症介质释放
的作用［９］。近年来发现其在抵御手术刺激，抑制围
手术期多种炎症介质的释放，保护重要器官功能等
方面作用显著［１，２］。　
　　围手术期ＩＬ６主要由单核细胞和巨噬细胞产
生。它诱导肝Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）的表达，大手术后
切皮后３０ｍｉｎ即可见循环ＩＬ６增高，它在血浆中的
浓度与手术所致创伤程度有关［１０］。Ｋｒａｇｓｂｊｅｒｇ
等［１１］指出：作为术后炎症反应的早期指标，ＩＬ６比
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ＣＲＰ更有价值。ＴＮＦα主要由巨噬细胞分泌，但在
手术应激中ＴＮＦα的变化尚存在不同报道，其表达
量的增加与围手术期出血密切相关。在炎症介质的
释放过程中，ＴＮＦα可能起核心作用，诱发ＩＬ１、

ＩＬ６、ＩＬ８以及继发性炎症介质的释放［１２］。Ｎａｔｉｏ
等［１３］认为外科创伤不仅导致局部的炎症反应，而且
引起免疫及补体系统的应激反应，两者的作用导致
了内源性介质的增加，围手术期内源介质的增加、内
毒素的出现可引起免疫系统的活性，从而刺激细胞
因子水平升高。本实验中，ＵＴＩ组患者在麻醉后使
用１００００Ｕ／ｋｇ的ＵＴＩ后，可显著抑制ＡＩＳ患者围
手术血浆ＩＬ６与 ＴＮＦα水平及其 ｍＲＮＡ 表达。

Ｆｕｔａｍｕｒａ等［１４］认为 ＵＴＩ可能是通过抑制ＩＬ６、

ＴＮＦα的细胞内信号转导通路，降低核因子κＢ
（ＮＦκＢ）水平而对血浆ＩＬ６、ＴＮＦα水平产生抑制
作用。Ｍｏｌｏｒ等［１５］近期研究认为ＵＴＩ对血浆ＴＮＦ

α的抑制作用可能与其抑制单核细胞外信号调节蛋
白激酶———早期生长反应因子１（Ｅｇｒ１）通路的激
活有关。故推测，ＵＴＩ可能是通过抑制ＩＬ６、ＴＮＦ
α的分泌或是单核细胞细胞外信号转导通路抑制围
手术血浆ＩＬ６、ＴＮＦα及其ｍＲＮＡ表达的升高。

　　炎症反应中ＩＬ１０主要由单核巨噬细胞产生，
手术创伤后的抗炎性保护效应从ＩＬ１０开始。ｄｅ
Ｗａａｌ等［１６］认为ＩＬ１０通过抑制 ＮＦκＢ抑制蛋白
（ＩκＢα）的降解阻断单核巨噬细胞中ＮＦκＢ的活化，
抑制炎症细胞因子及趋化因子的表达，限制急性炎症
反应。本实验中，中等剂量的 ＵＴＩ可明显促进 ＵＴＩ
组患者ＩＬ１０蛋白及其ｍＲＮＡ水平的升高。故推测

ＵＴＩ促进ＡＩＳ患者围手术期ＩＬ１０在蛋白及其 ｍＲ
ＮＡ的表达，可能与ＵＴＩ稳定白细胞膜，调节、局限炎
症反应有关，但具体机制仍有待深入研究。

　　ＩＬ４是人体内的重要免疫调节剂，具有很强的
抗炎作用。本实验中，整个围手术期两组患者血浆

ＩＬ４水平及其 ｍＲＮＡ表达均无显著变化，可能与

ＩＬ４表达量较低有关。

　　总之，在ＡＩＳ矫正术患者围手术期应用中等剂
量的ＵＴＩ可抑制血浆促炎性细胞因子ＩＬ６、ＴＮＦα
在蛋白及其 ｍＲＮＡ水平的表达，同时促进血浆ＩＬ
１０及其ｍＲＮＡ的生成。从而推测ＵＴＩ可能起到减
轻大手术围手术期炎性反应，平衡细胞因子级联反
应的作用。
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