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!论!著!
!"#!!"$平衡在多器官功能障碍综合征发病过程中的变化

沈!贤!柴!琛!林富林!施俊义!方国恩"

"第二军医大学长海医院普通外科%上海.//544#

"摘要#!目的"从673!67.平衡角度出发探讨多器官功能障碍综合征"(81&#的发病机制$方法"将体质量..!4/9:健
康雄性家猪随机分为 (81&组和正常对照组%每组各;只$采用失血性休克复苏<内毒素血症复合因素建立猪 (81&模型$

(81&组于放血前%内毒素注射前%内毒素注射后3&.5&52及0.7留取血标本%动物死亡后留取脾脏标本$正常对照组同时间

点留取标本$=>?&!法检测血清?@AB"和?>B5含量变化’实时荧光CDE法测定脾脏?@AB"&?>B5FEA!水平及673!67.细

胞特异性转录因子6BG’H和 I!6!B4FEA!的含量变化$结果"内毒素注射后37血清?@AB"和?>B5浓度达到峰值%后
?@AB"浓度下降较快%内毒素注射后0.7?@AB"!?>B5比值显著低于基础值水平"!J/K///#’(81&组脾脏?@AB"!?>B5FEA!

比值降低明显%与对照组比较差异具有显著性"!J/K/./#’脾脏6BG’H!I!6!B4比值也显著低于对照组"!J/K/42#$结论"
(81&发生过程中存在673向67.漂移现象$

"关键词#!多器官功能衰竭’干扰素#型’白细胞介素5’转录因子
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SRT"),’(81&FR$’*K67’S’T)S7’T#*-’),G*RR$V#FS*’VX’T’"R**’"H’$#H$)UU’T’,HH)F’BSR),HV"G’URT’G*RR$*’HH),:%G’URT’’,B
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H)F’CDEX#VPV’$HR$’H’"HH7’’WST’VV)R,RU?@AB"%?>B5%6BG’H#,$I!6!B4FEA!"67’*#HH’T.X’T’H7’9’QHT#,V"T)SH)R,

U#"HRTV#VVR")#H’$X)H7673&67.T’VSR,V’#),H7’VS*’’,V#FS*’VK;)*2.3*)67’S*#VF#*’-’*VRU?@AB"#,$?>B5[P)"9*QT’#"7’$

H7’S’#9-#*P’V37#UH’TH7’’,$RHRW),),Y’"H)R,%H7’,H7’*’-’*RU?@AB"$’"T’#V’$[P)"9*QK67’T#H)RRU?@AB"&?>B5X#VV):,)U)B

"#,H*Q*RX’TH7#,H7’G#V’*),’-#*P’0.7#UH’T’,$RHRW),),Y’"H)R,"!J/K///#K67’T#H)RRU?@AB"&?>B5FEA!),(81&:TRPS
X#VRG-)RPV*Q*RX’TH7#,H7#H),H7’"R,HTR*:TRPS"!J/K/./#!H7’T#H)RRU6BG’H&I!6!B4X#V#*VR*RX’T),(81&:TRPS
"!J/K/42#K%+’/.2*0+’)67’V7)UHUTRF673HR67.R""PTV),H7’STR:T’VVRU(81&K
’@ABC<;D:(!FP*H)S*’RT:#,U#)*PT’!),H’TU’TR,HQS’#!),H’T*’P9),B5!HT#,V"T)SH)R,U#"HRTV
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"基金项目#!军队*十五+医学研究重点课题"/3>//L#K&PSSRTH’$GQ

\’Q(’$)"#*CTR:T#FRUH7’3/H7@)-’BQ’#TC*#,RUC>!"/3>//L#K
"作者简介#!沈!贤%博士%主治医师K
"DRTT’VSR,$),:#PH7RTK=BF#)*)U#,::PR’,$Q#7RRK"RFK",

!!多器官功能障碍综合征"FP*H)S*’RT:#,$QVB
UP,"H)R,VQ,$TRF’%(81&#是危重病患者死亡的主
要原因之一%由于其发病机制尚未明确%治疗上缺乏
有效的手段,目前认为%机体免疫失衡可能是导致

(81&的重要原因’3(%673细胞以分泌?@AB"-?>B.
等促炎细胞因子为特征%与促炎反应关系密切!67.
细胞以分泌?>B5-?>B3/等抗炎细胞因子为特征%与
抗炎反应关系密切%673&67.平衡实际上反映了机
体促炎&抗炎平衡状态,本课题组试图从673&67.
型细胞因子角度出发观察机体 (81&发展过程中
免疫平衡的变化%以期探讨 (81&的发病机制%为
进一步免疫调节治疗寻找有效的免疫监测指标,

#!材料和方法

3K3!实验动物"主要试剂和仪器!体质量..!4/
9:健康雄性家猪"第二军医大学实验动物中心#,
大肠杆菌内毒素"=K"R*8333]5%第二军医大学基础
部微生物学教研室#%?@AB"=>?&! 试剂盒-?>B5
=>?&!试剂盒"美国 E^1&QVH’FV#%6T)ZR*试剂
"?,-)HTR:’,公司#%反转录试剂盒"D*R,H’"7公司#%
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实时荧光CDE试剂"6#\#E#公司#%引物"上海生
工生物工程技术服务有限公司#%荧光定量CDE仪
"ER"7’1)#:,RVH)"V公司#%(\B4型酶标仪">RGB
VQVH’FV1T#:R,_’**V"#,#,

3K.!猪 (81&模型的建立!动物随机分为 (81&
组和正常对照组%每组各;只,正常对照组施行假
手术%予以股动静脉置管%不实施失血及内毒素注
射,(81&组采用失血性休克复苏<内毒素血症
复合因素建立猪 (81&模型’.(%建模过程分首次打
击"手术创伤<失血性休克<复苏再灌注#-二次打
击"内毒素血症#两个阶段%放血前%内毒素注射前%
内毒素注射后3-.5-52及0.7留取血清标本%内毒
素注射后;L7处死所有存活动物,留取实验过程
中死亡和最后处死的所有动物的脾脏标本液氮保存

以备EA!抽提,正常对照组同时间点留取标本,
参照OP等’4(动物 (81&诊断标准%用自动分析仪
检测平均动脉压"(!C#-氧分压"C#8.#-二氧化碳
分压"C#D8.#-天冬氨酸转氨酶"!&6#-尿素氮
"]+A#-肺动脉楔压"C!_C#等指标,

3K4!=>?&!法检测猪血清?@AB"和?>B5含量!采
用双抗体夹心!]DB=>?&!法定量测定血清?@AB"
和?>B5水平%严格按照试剂盒说明书进行,

3K5!实时荧光 CDE 法测定猪脾脏?@AB"#?>B5
FEA!和6BG’H#I!6!B4FEA! 水平!按 6T)ZR*
试剂说明书提取脾脏组织总EA!%并参照逆转录试
剂盒说明书的比例加样%将EA!逆转录成"1A!,
按实时CDE试剂说明书检测目的基因表达丰度,
在预先混合的 E6BCDE反应液中加入目的基因引

物和"1A! 模板,目的基因引物为)?@AB"%正义

6D!I!6 I6!DD6 !!6 II6 II! D%反义

6D66ID66I!6D!D!6DD!6ID%扩增长度
为30/GS!?>B5%正义 !DII!D!D!!I6IDI
!D!6!%反义 6D!6ID!DI6I6II6I6D
6I%扩增长度为3;.GS!6BG’H%正义 D6I 6D!
!66ID66IIIII!I%反义 6!!IID6II
II!!DD!D!6D%扩增长度为330GS!I!6!B4%
正义DD6I!DD!6I!!II!!II%反义6I6
IID6II!I6IID6I!!I%扩增长度为3M;
GS,反应条件为);M‘MV%L.‘./V%反应4/个循
环,由计算机系统搜集数据%绘制动力学曲线%测定
各样品的DH值%与标准曲线进行比较%得出待测样
品的初始拷贝数,

3KM!统计学处理!数据以#"a#表示%采用&C&&
33KM统计软件行统计学处理%两组均数比较采用$
检验%(81&的发生率与死亡率比较采用@)V7’T确
切概率法检验,

$!结!果

.K3!(81&发生率及死亡率!(81&组 (81&发
生率为22K;b"2&;#%死亡率为20KMb"0&2#%大部分
"M只#于0.!;L7以内死亡,正常对照组无一只死
亡%两组比较具有非常显著性差异"!J/K///#,

.K.!主要器官功能变化!(81&组死亡前心率明
显增快%(!C-C#8.明显下降%C#D8.-C!_C-

!&6及]+A均上升明显%与正常对照组比较具有
显著性差异"表3#,

表#!两组动物死亡前部分器官功能指标

!&-#!E’60/)*+,1&0’+5(&’,2’/30+’*+,&’01&.*-),+5)6)&3"0’$(5+24*
"#"a##

ITRPS % OE
"&&F),c3#

(!C
"’&FFO:#

C#8.
"’&FFO:#

C#D8.
"’&FFO:#

C!_C
"’&FFO:#

!&6
"(]&+$>c3#

]+A
")]&FFR*$>c3#

DR,HTR* ; 3/.aL 332a; 334K.a3/KM 4MK5a4KM 0K2a/K2 50a3. .K3a/K2
(81& 2 35/a0"" 20a0"" ;/K4a0K0" 52KMaMK3"" 3/K/a3K5" ..3a5."" 5K0a.KL"

!OE)O’#THT#H’!(!C)(’#,#)TX#QST’VVPT’!C#8.)C#TH)#*ST’VVPT’RURWQ:’,),#TH’TQ!C#D8.)C#TH)#*ST’VVPT’RU"#TGR,$)RW)$’),#TH’TB

Q!C!_C)CP*FR,#TQ#TH’T)R*’X’$:’ST’VVPT’!!&6)!VS#TH#H’#F),RHT#,VU’T#V’!]+A)]*RR$PT’#,)HTR:’,K3FFO:J/K3449C#K"!$

/K/M%""!$/K/3*#"R,HTR*:TRPS

.K4!血浆673#67.型细胞因子水平的变化!内毒
素注射后血浆?@AB"和?>B5浓度均很快达到峰值%
后?@AB"浓度下降较快%内毒素注射后0.7已下降
至放血前水平%而?>B5达到峰值后下降不明显%内
毒素注射后0.7仍维持高水平,?@AB"&?>B5比值
呈现先升高后下降趋势%内毒素注射后527已明显

低于放血前水平,见表.,

.K5!实时定量CDE反应!实时定量CDE反应得
到反映CDE扩增过程的&形动力学曲线%结合熔解
曲线可以判定结果为阳性"图3#,

!!将纯化的产物用6=液稀释成3/L-3/M-3/5-3/4

拷贝数的标准品%由>):7HDQ$’T软件搜集分析数
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据%以梯度稀释的标准品DH值为纵坐标"+#%标准品
浓度自然对数为横坐标",#%获得各标准曲线及一
元回归方程%?@AB")+Jc4KL45,<4MK/.!?>B5)

+Jc4KL45,<4MK/.!I!6!B4)+Jc4KL45,<
4MK/.!6BG’H+Jc4K520,<44KL5,-Jc3K//%表
明线性关系良好,

表$!?<D:组血浆!"#!!"$型细胞因子水平的变化

!&-$!F.&*1&.)>).*+,!"#!!"$/73+G0’)*0’?<D:(5+24
"#"a#%!]&S:$F*c3#

DQHR9),’ 63 6. 64 65 6M 6L

?@AB" .2K2a5K/5 4/K4aMK32 2;KMa2KM5"" LLK0aLK3M"" 4LK5aMK.L" .LK.a4K5.
?>B5 ..K0a.K23 43K3a4K42"" 4;K4a5K05"" 4;K3a5K05"" 42K5a5K52"" 42K0a4K./""

?@AB"&?>B5 3K.2a/K.M /K;;a/K.3 .K43a/K44"" 3K0.a/K.."" /K;La/K30" /KL;a/K35""

!63)]’URT’G*RR$*’HH),:!6.)]’URT’),Y’"H)R,RU’,$RHRW),!64)37#UH’T),Y’"H)R,RU’,$RHRW),!65).57#UH’T),Y’"H)R,RU’,$RHRW),!6M)527#UB

H’T),Y’"H)R,RU’,$RHRW),!6L)0.7#UH’T),Y’"H)R,RU’,$RHRW),K"!$/K/M%""!$/K/3*#63

图#!实时F%;扩增曲线$8%和熔解曲线$9%

H0(#!814.0,0/&30+’/25>)$8%&’66).0I2)*/)

/25>)$9%+,5)&.J301)F%;

.KM!脾脏 673#67.型细胞因子 FEA!水平的变
化!(81&组脾脏?@AB"和?>B5FEA!表达量均
明显升高%与正常对照组比较具有非常显著性差异!

(81&组?@AB"&?>B5FEA!比值降低明显%与正
常对照组比较具有显著性差异,见图.,

.KL!脾脏673#67.特异性转录因子水平的变化!
正常对照组脾脏 6BG’H和 I!6!B4FEA!表达量
普遍较低%(81&组两者表达量均明显升高%与正常
对照组比较具有非常显著性差异,6BG’H&I!6!B4
比值%(81&组明显低于正常对照组,见图4,

图$!脾脏EHKJ!!ELJM1;K8表达情况

H0($!AN45)**0+’+,EHKJ!!ELJM1;K80’*4.))’
"!$/K/M%""!$/K/3*#"R,HTR*:TRPS!#"a#

图O!脾脏!J-)3!P8!8JO1;K8表达情况

H0(O!AN45)**0+’+,!J-)3!P8!8JO1;K80’*4.))’
!"!$/K/M%""!$/K/3*#"R,HTR*:TRPS!#"a#

O!讨!论

!!目前认为%免疫失衡可能是导致 (81&的本质
原因,脓毒症早期炎症反应失控%主要表现为全身
炎症反应综合征"VQVH’F)"),U*#FF#HRTQT’VSR,V’
VQ,$TRF’%&?E&#%其后果是机体自身组织的破坏%伴
随炎症反应的发生%机体内源性抗炎症反应逐步增
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强%]R,’’5(将这种抗炎症反应概括为抗炎症反应综
合 征 ""RFS’,V#HRTQ #,H)B),U*#FF#HRTQ T’VSR,V’
VQ,$TRF’%D!E&#%其后果是免疫功能低下%感染易
感性增加%易进展为 (81&%所以适时了解机体处于
何种免疫状态%给予相应措施%重建机体免疫系统内
稳态尤为重要,673&67.型细胞因子能够反映机体
免疫功能状态%673&67.型细胞因子作为&?E&和

D!E&发病机制的重要环节%两者的平衡实际上反
映了机体促炎与抗炎反应是否平衡’M(,C#"7RH等’L(

研究发现严重脓毒症患者存在67.极化现象!(PTB
S7’Q等’0(同样证实盲肠结扎穿孔造成脓毒症模型的

大鼠也存在673向67.漂移现象,

!!本研究结果显示?@AB"&?>B5比值在内毒素注
射后明显升高%后呈进行性下降趋势%至内毒素注射
后527已明显低于基础值水平%67.型细胞因子?>B
5所占比重逐渐加大%说明在 (81&进展过程中%存
在673向67.漂移现象,67.极化现象的出现可
能是机体针对脓毒症早期的炎症反应而发生的保护

性的自身调节%早期的炎症反应过度%机体CI=.-糖
皮质激素等免疫抑制介质亦大量分泌’2B;(%容易造成
免疫平衡的失控%脓毒症晚期免疫麻痹的出现,所
以早期遏制过度的炎症反应可能是阻断病程进展的

关键,

!!血浆细胞因子水平很难准确反映脏器组织局部
的细胞因子水平%本实验对机体重要的免疫器官脾脏
进行了673&67.型细胞因子及特异性转录因子的检
测%结果显示 (81&组脾脏?@AB"&?>B5FEA!比值
和6BG’H&I!6!B4FEA!比值均明显降低%显著低于
正常对照组%说明在 (81&进展过程中%脏器组织局
部细胞因子和转录因子水平同样存在67.极化现象,

6BG’H与I!6!B4分别作为673和67.细胞特异性
转录因子%是决定673和67.极性分化的关键因素%
且两者具有交互抑制作用’3/(,6BG’H选择性地表达于

673细胞%而在未致敏D15<6细胞及67.细胞中无
表达,将6BG’H基因导入小鼠 6细胞%能显著提高

?@AB"的表达%而对?>B5的启动子无作用’33(,I!6!B
4选择性地表达于67.细胞%亦可在早期分化的673
细胞中异位表达%抑制673分化%使?>B5等67.细胞
因子分泌增加%而?@AB"等 673细胞因子分泌减
少’3.(,许多学者也对多种疾病患者进行了673&67.
型细胞因子和6BG’H&I!6!B4的检测%对它们相互之
间的关系进行了探讨’L%34(,结果表明)6BG’H正调节

673型细胞因子!I!6!B4正调节67.型细胞因子%

6BG’H&I!6!B4比率较单一6BG’H或I!6!B4的水平
更能客观地反映673&67.分化,

!!综上所述%免疫失衡可能是导致 (81&的重要
原因%673&67.型细胞因子在一定程度上可以反映
出机体的免疫功能状态%通过 673&67.平衡的监
测%了解机体处于何种免疫状态%选择适当的时机%
针对免疫功能低下探索有效的免疫调节措施%遏制

673向67.漂移%恢复&?E&&D!E&平衡%这可能是
防治 (81&的重要方向,
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