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早期高容量血液滤过后多器官功能障碍综合征猪血清ＩＬ６浓度及肺
ＩＬ６ｍＲＮＡ表达的变化及意义
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［摘要］　目的：探讨早期高容量血液滤过（ＨＶＨＦ）后多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）猪血清ＩＬ６浓度及肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ

表达水平的变化及意义。方法：雄性家猪２５只随机分为模型组（ｎ＝９）、滤过组（ｎ＝１０）、对照组（ｎ＝６）。对照组输注生理盐

水，模型组和滤过组采用二次打击建立 ＭＯＤＳ模型，而后滤过组采用 ＨＶＨＦ治疗３ｄ。双夹心ＥＬＩＳＡ法测定血清ＩＬ６，实时

荧光定量ＲＴＰＣＲ技术定量检测肺ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平。应用 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双标记流式细胞仪法检测淋巴细胞的凋亡。

结果：滤过组滤过后各脏器功能有关指标水平、器官衰竭发生率、动物死亡率较模型组明显降低且有显著差异（Ｐ＜０．０５）；滤

过组血清ＩＬ６浓度及肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平较之模型组明显降低并相差显著（Ｐ＜０．０５）；滤过组淋巴细胞凋亡率较之

模型组降低并相差非常显著（Ｐ＜０．０１）。结论：早期应用 ＨＶＨＦ可以降低创伤引起的血清ＩＬ６及肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ表达

升高，并使淋巴细胞凋亡率下降，降低肺衰竭发生率。
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Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｂｉｎｇ２１３＠２６３．ｎｅｔ

　　多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）是危重患者死亡的主要
原因之一。ＩＬ６等细胞因子在 ＭＯＤＳ发生过程中
的过量表达可能起主要作用［１］。有效清除或减少炎
性细胞因子可以阻断全身炎症反应综合征的形成或

使全身炎症反应综合征减轻，有助于改善 ＭＯＤＳ患
者的预后。本实验采取高容量血液滤过（ｈｉｇｈｖｏｌ

ｕｍｅｈｅｍｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ＨＶＨＦ）的方法，观察早期行

ＨＶＨＦ后，ＭＯＤＳ猪血清ＩＬ６浓度及肺脏ＩＬ６基
因表达水平的变化及与淋巴细胞凋亡之间的关系。
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１　材料和方法

１．１　主要试剂及器材　猪ＩＬ６免疫组化试剂盒
（大连泛邦化工），ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ 逆
转录试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＴａｑＤＮＡ合成酶等

ＰＣＲ试剂（上海申能博彩），引物及荧光探针（上海
中科开瑞），其他各种化学试剂均为进口或国产分析
纯产品，ＢＩＯＲＡＤｉＣｙｃｌｅｒｉＱ荧光定量ＰＣＲ仪（美
国），ＥＰＩＣＳ ＸＬＭＣＬ 型 流 式 细 胞 仪 （美 国

Ｋｒｅｆｅｌｄ）。

１．２　动物分组和处理　健康雄性猪（第二军医大学
实验动物中心提供）２５只，年龄２～４个月，体质量

２０～３０ｋｇ，随机分为模型组（ｎ＝９）、滤过组（ｎ＝
１０）、对照组（ｎ＝６）。对照组输注生理盐水，模型组
和滤过组采用改良 Ｗｉｇｇｅｒｓ方法复制失血性休克模
型，复苏１２ｈ后，在氯胺酮［１５ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］、地西
泮［０．８ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］维持麻醉下，将人大肠杆菌内
毒素（第二军医大学基础医学部微生物学教研室提
供）于１２ｈ内自静脉通道持续滴入，剂量１．５ｍｇ／

ｋｇ。滤过组在内毒素注射完毕后开始 ＨＶＨＦ，采用

ＢＰ２１型自弹式血泵、Ｆ５０聚砜膜滤器（膜面积１．０
ｍ２），血流量２００ｍｌ／ｍｉｎ，前稀释法输入。连接前血
路管道先用５０００ＩＵ／Ｌ的肝素生理盐水循环３０
ｍｉｎ，肝素以１５００ＩＵ／ｈ持续抗凝。治疗持续时间
为１２ｈ，每１２ｈ更换滤器，持续滤过３ｄ。

　　治疗前后每２４ｈ各时间点分别留取静脉出入
端血液标本５ｍｌ，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ留上
清液，－７０℃保存。查血常规、肝肾功能、电解质、动
脉血血气、血氧饱和度等；自动分析仪检测肝功能
（胆红素、ＡＳＴ）、肾功能（Ｃｒ、Ｂｕｎ）、动脉血氧分压
（ＰａＯ２）。

　　全部存活动物于第７天处死，麻醉、消毒、铺无
菌单，以无菌器械开腹，取器官标本。

１．３　ＭＯＤＳ诊断标准 　 参照 Ｈｕ等［２］的动物

ＭＯＤＳ诊断标准，即动物致伤２４ｈ后出现２个或２
个以上器官或系统功能障碍者称为 ＭＯＤＳ。

１．４　血清ＩＬ６浓度的测定　将血标本加到肝素抗
凝管（每１ｍｌ血加５～１０ＩＵ肝素）中，加等量含５～
１０ＩＵ／ｍｌ肝素的无血清缓冲液（ＰＢＳ）悬浮细胞。室
温下离心２０ｍｉｎ后留取血清。双夹心ＥＬＩＳＡ法测
定血清ＩＬ６浓度

１．５　实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ技术测肺脏组织中

ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达

１．５．１　组织总ＲＮＡ和ｃＤＮＡ制备　１００ｍｇ肺组
织中加入０．５ｍｌＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，制备总 ＲＮＡ，５

μｇ总ＲＮＡ采用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡＲＴａｓｅ１μｌ逆转录
制备ｃＤＮＡ第一链，方法见文献［３］。

１．５．２　引物设计　βａｃｔｉｎ和ＩＬ６基因ＰＣＲ引物
和ＴａｑＭａｎ探针序列如下：ＡＣＴＢＦ：５′ＧＣＣＡＡＣ
ＡＣＡＧＴＧＣＴＧ ＴＣＴ Ｇ３′，ＡＣＴＢＲ：５′ＣＡＣ
ＡＴＣＴＧＣＴＧＧ ＡＡＧ ＧＴＧ Ｇ３′，ＡＣＴＢＴＭＰ：

ＦＡＭ５′ＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ
ＣＡ３′ＴＡＭＲＡ；ＩＬ６Ｆ：５′ＴＡＴＧＡＧＣＧＴＴＡＧ
ＧＡＣＡＣＴＡＴＴＴ３′，ＩＬ６Ｒ：５′ＡＴＡＣＡＴＡＡＡ
ＡＴＡＴＴＴＣＡＡ ＧＴＧ ＧＣＡ３′，ＩＬ６ＴＭＰ：ＦＡＭ
５′ＡＡＴＡＴＧ ＴＧＡ ＴＧＴＣＧＡ ＧＴＴ ＡＡＴ ＴＴＡ
ＴＡＴＡＡＧＴＧＡＴＡ３′ＴＡＭＲＡ。

１．５．３　定量ＰＣＲ反应和分析　依照文献［３］，同一
组织中ＩＬ６与 βａｃｔｉｎ的初始模板量的比值为

２Ｃｔ（βａｃｔｉｎ）－Ｃｔ（ＩＬ６），代表肺组织中ＩＬ６ｍＲＮＡ 表达水
平。

１．６　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双标记流式细胞仪检测淋巴
细胞凋亡　细胞收集至流式细胞仪专用管中，用预
冷的含１％ＮＢＳ的磷酸盐缓冲液２００ｇ洗２遍（５
ｍｉｎ），弃上清，以１×１０５／１００μｌ重悬于１×Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ中；加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ染液，轻轻混
匀，室温避光１５ｍｉｎ；每管内加入１ｍｌ１×Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ２００ｇ洗（５ｍｉｎ）后，弃上清，重悬于４００μｌ
１×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ中上机检测。

１．７　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　主要器官的病理和功能改变　在模型组所观
察的器官中，ＭＯＤＳ发生率８８．９％，２个器官功能障
碍的有２例，３个器官功能障碍的有４例，发生４个
或以上器官功能障碍的有２例，其中肺功能障碍７
例；胃肠道功能障碍６例；肝功能障碍５例；肾功能
障碍３例；凝血系统功能障碍３例；心功能障碍２
例。

　　滤过组 ＭＯＤＳ发生率为２０％，其中肺功能障碍

１例；胃肠道功能障碍１例；凝血系统功能障碍１
例，显著低于模型组 （Ｐ＜０．０１）。模型组动物病死
率为７７．８％（７／９），１例死于脓毒症早期（第３天）、６
例死于脓毒症中晚期（３～６ｄ），２例存活到７ｄ后处
死。滤过组动物病死率为２０％（２／１０），差异显著
（Ｐ＜０．０５）。对照组均存活。

　　观察结果显示，模型组ＡＳＴ、ＢＵＮ均出现明显
升高，动物死亡前明显高于正常值，ＰａＯ２明显下降，
滤过组ＰａＯ２滤过后显著增高，ＰａＣＯ２滤过后降低，

ＰＡＷＰ降低，差异显著 （Ｐ＜０．０５，表１）。
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表１　各组动物处死前部分器官功能指标

Ｔａｂ１　Ｐｌａｓｍａｉｎｄｉｃｅｓｏｆｏｒｇａｎｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｐｉｇｓｂｅｆｏｒｅｋｉｌｌｅｄ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＰａＯ２
（ｐＢ／ｍｍＨｇ）

ＰａＣＯ２
（ｐＢ／ｍｍＨｇ） ＣＯ（Ｌ／ｍｉｎ） ＰＡＷＰ

（ｐＢ／ｍｍＨｇ）
ＡＳＴ

（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ＢＵＮ

（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １１３．２±１０．５ ３６．４±３．５ ６．９±１．２ ７．８±０．８ ４７±１２ ２．１±０．８

ＭＯＤＳ ９ ９０．３±７．７ ４８．５±５．１ ７．０±０．５ １０．０±１．４ ２２１±４２ ４．７±２．６

ＨＶＨＦ １０ １０３．９±５．８△ ３９．６±３．２△ ９．５±２．５ ７．５±０．９△ ５６±１７△△ １．８±０．６△

　１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ，Ｐ＜０．０５，
 Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＭＯＤＳｇｒｏｕｐ

２．２　ＨＶＨＦ对猪血清ＩＬ６水平的影响　模型组

ＩＬ６水平较滤过组明显升高且显著差异 （Ｐ＜
０．０５）；组内比较，模型组（滤过后）第１～９６小时血
清ＩＬ６始终维持在较高水平。滤过起始时滤过组
与模型组血清ＩＬ６水平即较高，与对照组差异非常
显著（Ｐ＜０．０１），而此两组间无显著差异；而后期模

型组血清ＩＬ６水平继续增高，与滤过组差异显著
（９６ｈ，Ｐ＜０．０５）。滤过６ｈ，明显呈下降趋势，血浆

ＩＬ６逐渐降低，与模型组差异显著 （Ｐ＜０．０５）；滤过

１２ｈ，有升高趋势，与模型组差异不显著；更换血滤
器后，４８ｈ时，与模型组相比较差异显著（Ｐ＜
０．０５）。见表２。

表２　ＨＶＨＦ对猪血清ＩＬ６水平的影响

Ｔａｂ２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＨＶＨＦｏｎｓｅｒｕｍＩＬ６ｌｅｖｅｌｓｉｎｐｉｇｓ
（珚ｘ±ｓ，ρＢ／ｎｇ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｔｉｍｅ（ｔ／ｈ）

０ ６ １２ ２４ ４８ ７２ ９６

ＨＶＨＦ １０ ４．２１±１．７８△△ ３．２６±１．５５△△ ４．９３±２．２７△△ ５．４０±２．１９△△ ５．７１±２．５８△△ ６．３１±２．５８△△ ６．４３±２．２６△△

ＭＯＤＳ ９ ４．３９±２．２２△△ ５．９９±３．１８△△ ７．５０±３．００△△ ８．７６±２．８２△△ ９．０８±２．６１△△ ９．３４±２．８２△△ １０．６３±３．２８△△

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０．２４±０．１２ ０．２５±０．１６ ０．３２±０．１９ ０．３２±０．１７ ０．３６±０．１６ ０．３５±０．１８ ０．３８±０．１８

　Ｐ＜０．０５ｖｓＭＯＤＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　猪肺ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达　９６孔板３次重复，
结果Ｃｔ值基本一致，说明荧光定量ＰＣＲ的重复性
好、可靠，结果取３次反应的中位数。滤过组肺ＩＬ６
ｍＲＮＡ 表 达 （０．２２１８±０．０５２２）比 模 型 组
（０．２７４１±０．０６６７）明 显 减 低，差 异 显 著 （Ｐ ＜
０．０１）。

２．４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双标记流式细胞仪检测淋巴

细胞凋亡　血液滤过开始前，ＨＶＨＦ组与 ＭＯＤＳ
组淋巴细胞凋亡率均明显增加，分别与自身放血前
比较，相差非常显著（Ｐ＜０．０１）。ＨＶＨＦ开始后，

ＨＶＨＦ组淋巴细胞凋亡率逐渐减少，而 ＭＯＤＳ组
淋巴细胞凋亡率仍有上升趋势，两组间同一时间点
比较相差非常显著（Ｐ＜０．０１）。

　　见表３。

表３　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双标记流式细胞仪检测淋巴细胞凋亡率的变化

Ｔａｂ３　Ｒａｔｉｏｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
（珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｐｒｅｂｌｅｅｄｉｎｇ Ｂｅｆｏｒｅ
ＨＶＨＦ

２４ｈａｆｔｅｒ
ＨＶＨＦ

４８ｈａｆｔｅｒ
ＨＶＨＦ

Ｂｅｆｏｒｅ
ｅｘｅｃｕｔｉｎｇ

ＭＯＤＳ ９ １１．１１±２．１３ ４６．４２±６．２９ ５０．３０±６．７２ ５４．０３±７．８０ ６０．７７±９．２２

ＨＶＨＦ １０ ９．７４±１．９５ ４３．５３±１０．０３ ２８．３０±４．６３△△ ２１．８９±２．７１△△ １８．１７±４．５５△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｐｒｅｂｌｅｅｄｉｎｇｉｎｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＭＯＤＳｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＭＯＤＳ是创伤及外科感染的严重并发症，病死

率高。本实验采用可逆性休克和小剂量持续滴入人

大肠杆菌内毒素的方法制备的模型，成功地利用猪

制备了 ＭＯＤＳ，发生率较高，病死率高，可重复性好，



·９６４　　 · 第二军医大学学报　２００６年９月，第２７卷

致伤因素、发病过程、临床特征及诊断标准与临床典

型的 ＭＯＤＳ相似等特点［４］。

　　目前认为 ＭＯＤＳ中引发器官实质损伤的基本

机制是炎症细胞普遍激活和ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ

８、前列腺素等炎症介质释放［５］。多项研究表明ＩＬ６
变化较敏感，与器官衰竭有关，可反映疾病的严重程

度，ＩＬ６的大量释放对患者是一个危险信号［６～８］。

滤过组在器官功能障碍发生率、病死率等方面，较模

型组明显为低，提示采用 ＨＶＨＦ可以达到对器官的

保护作用。

　　本研究测定血清ＩＬ６水平，观察 ＨＶＨＦ滤过

组与模型组的差异。结果显示，滤过起始时ＩＬ６即

明显增高；而后期模型组血清ＩＬ６水平继续增高，

与滤过组差异显著，死亡率亦差异显著。提示血清

ＩＬ６较敏感，动态检测循环中ＩＬ６水平对 ＭＯＤＳ
的发生和预后的判断可能具有预警意义。我们观察

到，行 ＨＶＨＦ治疗早期血浆ＩＬ６逐渐降低（在滤过

６ｈ后），提示 ＨＶＨＦ具有清除动物体内上述细胞

因子的作用。但随后，则无明显下降甚至有升高趋

势，在滤过１２ｈ时，与模型组相比较差异不显著；而

在更换血滤器后，４８ｈ时，与模型组相比较差异显著

（Ｐ＜０．０５），显示ＩＬ６清除有明显增多。提示血浆

中炎症介质清除在更换滤器后增强。

　　在 ＭＯＤＳ模型组中肺衰竭的发生率最高（７／

９）。本实验应用实时荧光定量ＰＣＲ技术有效地进

行了肺ＩＬ６基因表达的定量分析。从实验结果看，

发生肺功能衰竭的动物肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ与未发

生者相较明显升高。提示ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达水平

高低与是否发生肺衰竭相关，表达较低的存活率高，

表达高的衰竭率、死亡率亦高［９，１０］。

　　本研究证明ＨＶＨＦ可明显降低血液循环中ＩＬ

６的浓度，并使淋巴细胞凋亡率下降。淋巴细胞是

使机体快速、有效清除感染病源的特异性免疫效应

细胞，败血症时淋巴细胞凋亡增加，降低了机体上调

特异性免疫反应的能力，此时机体只有通过上调非

特异性免疫反应来弥补，必然带来炎症过激所致的

机体自身损害的不良反应。尽管细胞凋亡被认为是

受基因调控的程序性细胞死亡，但研究发现细胞凋

亡与细胞的损伤也密切相关［１１，１２］。ＨＶＨＦ可通过

对促炎／抗炎细胞因子平衡的调节，减少淋巴细胞凋

亡，恢复其免疫功能，从而对 ＭＯＤＳ及 ＡＲＤＳ起到

防治作用。

　　本组研究测定 ＭＯＤＳ动物血清中炎性细胞因

子的含量及肺组织基因表达，并观察其与淋巴细胞

凋亡的关系，证明采用 ＨＶＨＦ可有效清除血清细胞

因子，从而阻断全身炎症反应综合征的形成与发展，

达到改善 ＭＯＤＳ及 ＡＲＤＳ预后的目的。一方面可

以作为反映病情严重程度和评估预后的参考指标；

另一方面可探讨和寻找对 ＭＯＤＳ、ＡＲＤＳ有效的治

疗手段。
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