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脓毒症小鼠肝肺损伤机制的研究
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［摘要］　目的：利用盲肠结扎穿孔伴严重腹腔感染造成的脓毒症模型，探讨脓毒症肝、肺损伤的机制。方法：２４只雄性昆明

小鼠随机分为２组，盲肠结扎穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）组和假手术对照组。于术后３ｈ和１２ｈ检测肝、肺微血管

通透性改变、组织含水量以及髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）活性的改变，并检测肝窦内皮细胞和肺微血管内皮细胞的

凋亡情况。结果：肝、肺微血管的通透性在ＣＬＰ后１２ｈ明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）。ＣＬＰ同时造成肝、肺组织的含水量和

ＭＰＯ活性明显高于对照组。另外，在 ＣＬＰ组１２ｈ肺微血管内皮细胞的凋亡率为（５．０３±０．９２）％ ，对照组为（３．４８±

１．２１）％，两者比较差异有显著性意义（Ｐ＜０．０１）。结论：脓毒症可引起严重的肝、肺组织损伤，肺微血管内皮细胞凋亡可能是

导致脓毒症肺微血管通透性增高并引起肺损伤的重要原因。
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　　脓毒症是外科临床常见的一种危重症，除了可
以引起剧烈的全身炎症反应外，还常导致肝、肺、肾、
肠道和脑等多个器官的功能失常［１］，其中肺损伤发
生早、病情重，常是患者死亡的直接原因，但是肺损
伤的发生机制目前尚不完全清楚。一般认为肺微血
管通透性增高是造成肺损伤的病理基础，其中内皮
细胞损伤可能起着关键性作用。本研究以盲肠结扎
穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）造成的脓毒
症小鼠为模型，研究肝、肺组织的损伤以及内皮细胞
在脓毒症微血管损伤中的作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物与分组　选用雄性昆明小鼠２４只，
体质量１８～２２ｇ（由解放军总医院实验动物中心提
供），随机分为２组，ＣＬＰ组（以ＣＬＰ方法制作脓毒
症小鼠模型）和假手术对照组，每组再分为术后３ｈ

和１２ｈ两个亚组（ｎ＝６）。

１．２　肝、肺微血管通透性检测［３］　经小鼠尾静脉注
射１．５％伊文思蓝０．１ｍｌ／１０ｇ体质量，１ｈ后脱颈
法处死小鼠，取出肝、肺组织称质量，然后加入４ｍｌ
甲酰胺，于５６℃孵育７２ｈ以提取组织中的伊文思
蓝，离心取上清用分光光度计６２５ｎｍ处比色，以每

１ｍｇ组织所含伊文思蓝的μｇ数表示微血管通透性
的高低。

１．３　肝、肺组织含水量检测　处死动物后，立即取
出肝、肺组织，称取其湿质量，７０℃烤干７２ｈ后称取
其干质量，并按下列公式计算其含水量百分比：含水
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量（％）＝（湿质量－干质量）／湿质量。

１．４　肝、肺组织中髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性检
测［４］　取肝或肺组织约１００ｍｇ，加０．５％ ＨＴＡＢ２
ｍｌ制备匀浆，反复冻融３次并超声粉碎（１０ｓ３次），

４℃４００００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清０．１ｍｌ加反应
液２．９ｍｌ，保持温度于２５℃，立即在分光光度计４６０
ｎｍ 波长下进行２ｍｉｎ的扫描，记录第３０秒和第９０
秒的光密度差值，以此１ｍｉｎ内光密度的变化表示
酶活力的改变。ＭＰＯ 活力（Ｕ／ｇ）＝ΔＤ４６０·ｍｉｎ－１

·（１１．３×所加组织量ｇ／Ｌ反应液）－１。

１．５　内皮细胞凋亡的检测

１．５．１　流式细胞仪检测肝、肺微血管内皮细胞的凋
亡　按文献［５］的方法分离肝窦内皮细胞，按 Ｇｒａｕ
等［６］的方法分离肺微血管内皮细胞，经锥虫蓝染色
检测其存活率。取１×１０６个细胞，进行第八因子相
关抗原（间接免疫荧光法、ＦＩＴＣ标记）与ＰＩ双重染
色，以流式细胞仪分析第八因子相关抗原阳性细胞
的细胞周期，计算第八因子相关抗原阳性细胞的凋

亡比例。

１．５．２　原位检测细胞凋亡　取适量肝、肺组织，用

１０％中性甲醛溶液固定，常规石蜡切片，以凋亡原位
检测试剂盒（ＡｐｏｐＴａｇＩｎＳｉｔｕＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）进行凋亡染色，光学显微镜下分析
肝、肺微血管内皮细胞凋亡的改变。

１．６　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，采用
成组设计的两样本均数比较（双侧ｔ检验），Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义，数据均经ＳＡＳ８．０统计软件
进行统计学分析。

２　结　果

２．１　脓毒症小鼠肝、肺微血管通透性改变　ＣＬＰ
后３ｈ肝、肺微血管通透性即开始有所升高但与对
照组比较尚无显著性差异，至ＣＬＰ后１２ｈ肝、肺微
血管通透性明显增高，与对照组相比差异显著（Ｐ＜
０．０１），且肺微血管通透性增高的程度明显高于肝
（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　肝、肺微血管通透性改变

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒａｎｄｌｕｎｇ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，μｇ／ｍｇ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｌｉｖｅｒ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｌｕｎｇ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．０３９±０．００４ ０．０３４±０．００４ ０．０５２±０．００７ ０．０４７±０．００３
ＣＬＰ ０．０４１±０．００６ ０．０４９±０．００７ ０．０５５±０．００６ ０．１０６±０．００８△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｌｉｖｅｒ；ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ

２．２　肝、肺组织含水量　ＣＬＰ后３ｈ肺组织含水量
即明显增高（Ｐ＜０．０５），至１２ｈ升高更为明显

（Ｐ＜０．０１），而肝组织含水量ＣＬＰ后３ｈ无明显升
高，至１２ｈ才显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　肝、肺组织含水量变化

Ｔａｂ２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒａｎｄｌｕｎｇ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｌｉｖｅｒ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｌｕｎｇ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６８．７７±０．６４ ６９．０９±０．４９ ７３．８７±１．４８ ７４．４５±１．３２
ＣＬＰ ６９．８９±０．７６ ７１．３５±１．４４ ７６．３７±０．７８ ７７．８６±１．６２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ

２．３　肝、肺组织 ＭＰＯ 活性　肝肺组织中 ＭＰＯ活
性的差异虽然很大，但ＣＬＰ后的变化规律却基本一
致：即均于ＣＬＰ后３ｈＭＰＯ活性明显增高，与对照
组相比差异有显著意义（Ｐ＜０．０１），至１２ｈ时虽明
显降低（Ｐ＜０．０１），但与对照组相比差异仍有显著
意义（Ｐ＜０．０１，表３）。

２．４　肝、肺微血管内皮细胞凋亡检测

２．４．１　肝、肺微血管内皮细胞纯度及存活率的鉴
定　分离所得的肝、肺微血管内皮细胞经锥虫蓝染
色，显示存活率大于９０％，经第八因子相关抗原染
色，流式细胞仪检测，显示第八因子相关抗原阳性细
胞比例大于８５％。
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表３　肝、肺组织 ＭＰＯ活性改变

Ｔａｂ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＰＯａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒａｎｄｌｕｎｇ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，Ｕ／ｇ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｌｉｖｅｒ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｌｕｎｇ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１６±０．０３ ０．１６±０．０２ １．９７±０．４０ １．８３±０．５６
ＣＬＰ ０．５９±０．１２ ０．２７±０．０４△△ ６．３４±０．３１ ４．５９±０．９０△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ３ｈａｆｔｅｒＣＬＰｇｒｏｕｐ；ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ

２．４．２　 肝、肺微血管内皮细胞凋亡的检测结
果　 （１）流式细胞仪检测结果：选择第八因子相关
抗原阳性细胞对其进行细胞周期分析。结果如表４
所示：３ｈ时，ＣＬＰ组与对照组肺微血管内皮细胞凋
亡没有明显差异；１２ｈ时，ＣＬＰ组凋亡明显增强
（Ｐ＜０．０５）。但肝窦内皮细胞凋亡，无论是３ｈ还是

１２ｈ各组间比较无显著性差异。（２）原位凋亡检测：
对照组小鼠肝、肺组织中均可检测到少量的微血管
内皮细胞凋亡。ＣＬＰ后肝组织切片内凋亡的血管
内皮细胞数未见明显增加，但１２ｈ肺组织切片内凋
亡的微血管内皮细胞数明显增加（图１）。

表４　肝、肺微血管内皮细胞凋亡比例的改变

Ｔａｂ４　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒａｎｄｌｕｎｇ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｌｉｖｅｒ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｌｕｎｇ

３ｈａｆｔｅｒＣＬＰ １２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３．７２±０．９４ ３．３３±０．８８ ３．３８±０．３１ ３．４８±１．２１
ＣＬＰ ３．７２±１．１８ ３．８６±０．９３ ３．２２±０．６９ ５．０３±０．９２

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＣＬＰ：Ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎａｎｄｐｕｎｃｔｕｒｅ

图１　肺组织切片凋亡原位染色

Ｆｉｇ１　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｓｉｔｕ
ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓ（×４００）

Ａ：Ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ１２ｈａｆｔｅｒＣＬＰ，ａｐｏｐｔｏｔｉｃｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌｓｗｉｔｈ

ｂｒｏｗｎｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：Ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇ

３　讨　论

　　微血管通透性增高是器官功能受损的重要特征
之一。血管通透性增高，一方面使大量液体渗入组
织间隙，增加毛细血管与细胞间的距离，加重组织细
胞的缺氧；另一方面还使炎症细胞过多聚集于局部
组织，通过释放蛋白酶及氧自由基等，直接造成组织
细胞的损伤［７］。我们用尾静脉注射伊文思蓝的方法

检测了肺微血管的通透性，结果显示ＣＬＰ１２ｈ后
肝、肺微血管通透性明显增加。与其相一致，ＣＬＰ小
鼠肝、肺组织的含水量也明显高于对照组小鼠，其中
肺组织含水量的增加发生早、程度重。

　　中性粒细胞含有 ＭＰＯ，且每个细胞所含的酶量
是一定的，约占细胞干质量的５％。因此可以通过
测定 ＭＰＯ活力来推算中性粒细胞的数量。我们的
实验结果显示，在脓毒症早期肝、肺组织中 ＭＰＯ活
性即明显增高，到脓毒症晚期虽有所降低但仍明显
高于对照组。这表明脓毒症时中性粒细胞在肝、肺
组织中的浸润明显增加。中性粒细胞到达组织细胞
周围后可通过释放氧自由基、胶原酶、弹性蛋白酶、
组织蛋白酶、蛋白水解酶及脂类代谢产物等造成组
织细胞损伤。因此，肝、肺组织微血管通透性的增
加，造成组织含水量的增加和炎症细胞的聚集，这是
多器官功能失常综合征时导致器官功能损伤的重要

步骤。

　　ＣＬＰ小鼠肝组织的微血管通透性和组织含水量
均明显高于假手术对照组，但内皮细胞的凋亡并不
明显，ＭＰＯ活性所显示的中性粒细胞在肝组织中的
聚集虽高于对照组，但低于肺组织。这表明肝组织
的损伤程度不如肺组织严重，也提示肝窦内皮细胞
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凋亡在肝组织损伤中不起主要作用，而是由其他因
素如中性粒细胞聚集所造成的。另外，研究结果也
证实不同器官来源的内皮细胞具有异质性：肝窦内
皮细胞与肺微血管内皮细胞在形态、脓毒症时的凋
亡反应、细胞因子和趋化因子表达（结果未给出）方
面均存在很大的差异。

　　关于微血管通透性增加的原因，一般认为是由
于内皮细胞内Ｃａ２＋浓度增高后导致内皮细胞收缩、
分离或内皮细胞内的细胞骨架重组所引起的。而细
胞凋亡所呈现的典型形态学改变如细胞收缩、细胞
器浓缩、核仁裂解等实质上都代表了细胞骨架的改
变［８９］。本研究中小鼠在ＣＬＰ后１２ｈ流式细胞仪和
原位检测都发现了肺微血管内皮细胞凋亡的增加，
同时肺微血管通透性明显增高，表明凋亡增加的程
度与微血管通透性增高的程度存在一定的相关性。
因此有理由相信内皮细胞的凋亡可以直接导致微血

管完整性的破坏，进而导致微血管通透性增高。既
然内皮细胞凋亡增加是微血管通透性增高的原因之

一，那么对内皮细胞凋亡的调控可能是阻止通透性
增高的一种措施。细胞凋亡是一种“主动”的死亡，
它的发生有赖于相关基因的表达和蛋白质的合成，
因而有着加以调控的可能。通过在基因或蛋白质水
平阻止内皮细胞凋亡的方法来阻止或减少微血管通

透性的增加，将是一种值得深入研究的治疗途
径。　　　　　　
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