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　　［摘要］　目的　观察乌司他丁治疗后梗阻性黄疸大鼠肺的炎性浸润以及组织形态学改变，探讨乌司他丁对梗阻性黄疸
大鼠肺的保护作用及其机制。方法　通过胆总管结扎来建立梗阻性黄疸大鼠模型。乌司他丁治疗组术后每天给予乌司他丁
１０万Ｕ／ｋｇ的剂量腹腔注射给药，梗阻性黄疸对照组不进行治疗。分别在术后第１、３、７、１４天取材，检测大鼠的肝功能、肺组

织病理，计算干湿比及含水率，并测定肺通透性指标（伊文思蓝含量）、肺组织中髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性以及丙二醛（ＭＤＡ）

含量，免疫组化测定肺组织标本ＴＮＦα和ＩＬ１β表达。结果　乌司他丁治疗组血清胆红素含量、肺组织干湿比及含水率与
梗阻性黄疸对照组相比，差异无统计学意义。而乌司他丁治疗组 ＭＰＯ、ＭＤＡ及伊文思蓝含量较梗阻性黄疸对照组下降，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。乌司他丁治疗组与梗阻性黄疸对照组比较，肺间质水肿减轻，炎性细胞浸润和肺泡内红细胞渗

出减少。乌司他丁治疗组第１天和第１４天的ＴＮＦα和ＩＬ１β表达均低于同期梗阻性黄疸对照组。结论　乌司他丁可抑制
梗阻性黄疸大鼠致炎因子ＴＮＦα和ＩＬ１β在肺组织中的表达，降低中性粒细胞浸润并减少氧自由基的产生，改善肺泡毛细血

管通透性，降低肺内炎症反应。
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　　梗阻性黄疸（ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｊａｕｎｄｉｃｅ，ＯＪ）是常见

的临床综合征，不但引起肝脏损害，还可对全身其

他脏器造成严重损害，形成全身多器官、多系统功

能与形态学的改变，影响治疗效果。尽管外科手术

和重症监护手段在不断地提高，其围术期并发症发

生率和病死率仍居高不下［１］。胆道梗阻后可造成肠

道内毒素的“泛滥”入血，内毒素又可作用于炎性细

胞和内皮细胞，刺激细胞释放ＩＬ１和 ＴＮＦα等细

胞因子，引起一系列全身炎症反应，包括出血、白细

胞浸润、血管扩张、血管通透性增高和血浆蛋白渗出

等［２］。肺作为全身炎症反应的一个重要的效应器

官，在多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）的发生发展

中，肺功能不全及衰竭出现得最早，发生率约为

８３％～１００％。因此针对梗阻性黄疸所引起的机体

损伤尤其是肺损伤的保护措施已成为亟待解决的重

要问题［３］。

　　乌司他丁（ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎ，ＵＴＩ）是从男性尿中分离

纯化的尿胰蛋白酶抑制剂，为糖蛋白，含有１４３个

氨基酸，相对分子质量约６７０００，是一种典型的

Ｋｕｎｉｚ型的蛋白酶抑制剂，具有两个活性功能区［４］。

这两个活性功能区均有很广的抑酶谱，且不完全重

叠，能够同时竞争性或非竞争性抑制胰蛋白酶、磷

脂酶Ａ２、透明质酸酶、弹性蛋白酶等多种水解酶的

活性以及炎性介质的释放，同时能稳定溶酶体膜和

清除体内氧自由基，临床上在急性胰腺炎、休克、体

外循环手术中的应用已初见成效。乌司他丁对梗阻

性黄疸相关肺损伤是否存在较强的保护作用，国内

外尚未见有相关报道。

　　本研究选取胆总管结扎的梗阻性黄疸ＳＤ大鼠

模型，应用乌司他丁进行干预治疗，观察胆管阻塞

后以及应用乌司他丁治疗后不同时期肝脏功能的变

化和肺毛细血管通透性和病理形态学的变化，同时

采用免疫组化技术检测肺组织ＴＮＦα和ＩＬ１β的表

达，观察梗阻性黄疸相关肺损伤的情况和乌司他丁

在其中的治疗效果，探讨乌司他丁的肺保护作用和

可能机制。

１　材料和方法

１．１　试剂　ＴＮＦα、ＩＬ１β一抗购自美国ＡＤＩ公司，

二抗均购自上海长岛抗体试剂诊断公司。伊文思蓝

（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅｄｙｅ，ＥＢＤ，Ｆｌｕｋａ公司）；甲酰胺（上海

生工生物工程技术服务有限公司）；髓过氧化物酶

（ＭＰＯ）及丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒（南京建成生物工程

研究所）。

１．２　大鼠胆总管结扎模型的制作及分组　雄性ＳＤ
大鼠１４４只，体质量１８０～２００ｇ，购自第二军医大

学实验动物中心。随机分成假手术组（Ｓｈａｍ）和梗

阻性黄疸对照组及乌司他丁治疗组，每组４８只。大

鼠术前禁食但不禁水，３％戊巴比妥钠３０～４０ｍｇ／

ｋｇ剂量进行腹腔注射麻醉。取上腹部正中切口开

腹，沿肝十二指肠韧带找到胆总管，结扎并离断胆

总管，制作梗阻性黄疸模型［５］。假手术组仅进行胆

总管游离但不结扎。分别于手术后第１、３、７、１４天

取材，每个时间点取１２只大鼠。其中６只大鼠抽静

脉血，并取肺组织；另６只大鼠经尾静脉注射０．５％

ＥＢＤ（２０ｍｇ／ｋｇ），自由喂养４ｈ后放血处死取肺组

织。乌司他丁组在胆总管结扎术后每天腹腔注射乌

司他丁１０万 Ｕ／ｋｇ，梗阻性黄疸对照组不进行治

疗。

１．３　肝功能的测定　开腹下腔静脉取血３ｍｌ，静

置后用离心机１２００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取血清置于

－２０℃冰箱保存，日立牌肝功能全自动分析仪测定

血中胆红素、转氨酶水平。

１．４　肺通透性指标　（１）肺干湿比、含水率：在相应

时间点放血处死动物，取右肺下叶，准确称取湿质

量后，于８５℃干烤箱烘烤２４ｈ后再次称量为干质

量。干湿比＝干质量／湿质量；含水率（％）＝（湿质

量－干质量）／湿质量×１００％。（２）ＥＢＤ含量的测

定：大鼠取样前４ｈ于尾静脉注射０．５％的ＥＢＤ（２０

ｍｇ／ｋｇ），自由喂养。放血处死大鼠后，开胸取肺，以

滤纸吸干表面血迹，剪去周围组织并剪碎。准确称
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取肺组织３００ｍｇ，按每１００ｍｇ待测肺组织加入

１ｍｌ甲酰胺的方法抽提ＥＢＤ。置３７℃水浴箱中水

浴２４ｈ，取出组织离心后用７２２分光光度计于６２０

ｎｍ处进行比色，测定上清液的光密度。用标准品

制作ＥＢＤ标准曲线，根据标准曲线计算渗漏至肺组

织中的ＥＢＤ含量，以反映肺毛细血管膜通透性的

变化。　　　　
１．５　 肺 组 织 ＭＰＯ 活 性 及 ＭＤＡ 含 量 的 测

定　ＭＰＯ为中性粒细胞（ＰＭＮｓ）标志性酶，ＭＰＯ
活性反映了中性粒细胞的数量；ＭＤＡ为肝细胞过氧

化水平的指标。具体测定按试剂盒说明书进行。

１．６　肺组织病理检查及肺组织ＴＮＦα、ＩＬ１β免疫

组化测定　大鼠处死后，取右肺上叶组织小块，

１０％甲醛溶液固定，常规制备石蜡包埋切片，ＨＥ
染色后，光镜下观察病理改变。常规免疫组化染色

观察ＴＮＦα和ＩＬ１β的表达。

１．７　统计学处理　定量资料以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ

１１．０统计软件包进行分析，多个样本间的比较采用

可重复资料的方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般情况　本研究各组均无大鼠死亡。胆总

管结扎２４ｈ后，梗阻性黄疸对照组大鼠尿液颜色开

始变黄。３～４ｄ时全身肤色开始变黄，食欲减少较

假手术组不明显。术后１～２周近肝脏胆总管残端

呈囊状扩张，直径可达０．８～１．２ｃｍ；腹腔有少许液

体渗出；肝脏弥漫性肿大，质地变硬呈深黄褐色。

乌司他丁治疗组大鼠情况与梗阻性黄疸对照组相

似，但程度较轻。肉眼观察各组大鼠肺部均未见组

织液黄染和渗出。

２．２　血清胆红素含量的变化　梗阻性黄疸对照组

血清胆红素含量与假手术组相比明显升高，两组在

相同时间点差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；两组第

３天时的血清胆红素含量均明显高于第７天和第１４
天，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。乌司他丁治疗组

与梗阻性黄疸对照组变化基本一致。

表１　各组大鼠血清总胆红素含量

Ｔａｂ１　Ｓｅｒｕｍｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／［μｍｏｌ·Ｌ－１］）

Ｇｒｏｕｐ Ｄａｙ１ Ｄａｙ３ Ｄａｙ７ Ｄａｙ１４

Ｓｈａｍ １．９０±１．１１ 　２．４７±１．３４△ １．３７±０．１５ １．９０±０．８１
Ｊａｕｎｄｉｃｅｃｏｎｔｒｏｌ ７０．７７±７．３５ １５０．８９±４０．０１△ ９２．０７±１９．４３ ９３．５５±３．６７

Ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ ７０．９７±８．６９ １４０．５３±２３．０３△ ９５．００±１９．４８ ９０．２５±７．５２

　Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ

２．３　肺毛细血管通透性的变化　由表２可见，３组

动物各时间点肺组织的干湿比和含水率差异均无统

计学意义。ＥＢＤ含量的测定结果显示，在第７天及

第１４天乌司他丁治疗组与相应时间点的梗阻性黄

疸对照组相比降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组大鼠肺组织干湿比、含水率及伊文思蓝含量

Ｔａｂ２　ＡｌｖｅｏｌａｒｃａｐｉｌｌａｒｙｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄＥｖｅｎｓｂｌｕｅｄｙｅ（ＥＢＤ）ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄ／Ｗ Ｗａｔｅｒｒａｔｉｏ（％） ＥＢＤ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｓｈａｍ ０．２０６±０．００４ ７９．３７±０．３５ ６．１３８±０．１５１
Ｊａｕｎｄｉｃｅｃｏｎｔｒｏｌ

　　Ｄａｙ１ ０．２１０±０．００７ ７８．９８±０．７０ ６．３２８±０．２５７

　　Ｄａｙ３ ０．２１０±０．００４ ７８．９７±０．４２ ６．１１６±０．２１３

　　Ｄａｙ７ ０．２０７±０．００８ ７９．２６±０．７８ ６．１５４±０．５８２

　　Ｄａｙ１４ ０．２０５±０．００４ ７９．５２±０．４７ ６．１２４±０．２４７
Ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　Ｄａｙ１ ０．２１５±０．００３ ７８．５５±０．２８ ６．３０９±０．３６５

　　Ｄａｙ３ ０．２０９±０．００４ ７９．１０±０．３９ ６．２２７±０．２５４

　　Ｄａｙ７ ０．２０４±０．００４ ７９．５７±０．４４ ５．３１０±０．３１０△

　　Ｄａｙ１４ ０．１９６±０．０１３ ７９．６０±０．５５ ５．４５０±１．２６４△

　Ｄ／Ｗ：Ｄｒｙｍａｓｓｔｏｗｅｔｍａｓｓｒａｔｉｏ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｌｅｖｅｌｓｉｎｊａｕｎｄｉｃｅｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅｄａｙ
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２．４　肺组织中 ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ含量的变化　由

表３可见，乌司他丁治疗能有效降低黄疸大鼠肺组

织 ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ含量，乌司他丁治疗组各时

间点肺组织 ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ含量均较梗阻性黄

疸对照组下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组大鼠肺组织 ＭＰＯ活性及 ＭＤＡ含量

Ｔａｂ３　ＰｕｌｍｏｎａｒｙＭＰＯｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＭＤＡａｃｔｉｖｉｔｙ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＰＯ
（Ｕ·ｇ－１）

ＭＤＡ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｓｈａｍ ０．１４０±０．００９ ５．７５±０．３４
Ｊａｕｎｄｉｃｅｃｏｎｔｒｏｌ

　　Ｄａｙ１ ０．１９９±０．００９ １５．３７±３．５６

　　Ｄａｙ３ ０．１８３±０．０１４ ７．８０±１．３９

　　Ｄａｙ７ ０．１７２±０．０２１ ７．３９±１．４３

　　Ｄａｙ１４ ０．１４６±０．０１５ １０．３６±４．２９
Ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　Ｄａｙ１ ０．１７４±０．００３△ ５．８１±５．７０△

　　Ｄａｙ３ ０．０９０±０．０２２△ １．５２±２．２９△

　　Ｄａｙ７ ０．１１７±０．０１７△ １．５３±３．４０△

　　Ｄａｙ１４ ０．０９３±０．００６△ ２．８２±３．７３△

　ＭＰＯ：Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｌｅｖｅｌｓｉｎｊａｕｎｄｉｃｅｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅ

ｄａｙ

２．５　肺组织的病理变化　乌司他丁治疗组第１天
和第１４天肺间质轻度水肿，肺泡腔伴有少量炎性
细胞浸润、红细胞渗出，较之相同时间的梗阻性黄

疸对照组大鼠肺组织炎性表现显著减轻，渗出减
少，肺泡结构相对完整（图１）。

图１　各组大鼠术后第１天和第１４天肺组织病理学改变

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ１ｄａｎｄ

１４ｄａｆｔｅｒｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．６　肺组织标本的ＴＮＦα和ＩＬ１β的表达　由图

２可见，无论在第１天还是第１４天，乌司他丁治疗
组ＴＮＦα的表达较梗阻性黄疸对照组下降，与假
手术组较接近。而乌司他丁治疗组第１天ＩＬ１β的
表达较梗阻性黄疸对照组和假手术组都降低，且其
第１４ 天ＩＬ１β的表达较梗阻性黄疸对照组也
降低。　　　　

图２　各组第１天和第１４天肺组织ＴＮＦα和ＩＬ１β免疫组化染色

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ１βｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ１ｄａｎｄ１４ｄａｆｔｅｒｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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３　讨　论

　　梗阻性黄疸时机体内产生的内毒素增加从而导

致机体炎症因子的大量释放可能是造成肺损伤的重

要原因之一［６］。此种肺部损伤在无其他重要脏器功

能障碍和合并症时，并无明显的临床症状和体征，

损伤主要表现在亚器官及以下水平。从我们的研究

结果也可以看出，尽管梗阻性黄疸对照组大鼠肺组

织前炎性因子和过氧化指标 ＭＤＡ的含量显著高于

假手术组，但肺组织通透性指标变化并不明显，这一

点也说明阻塞性黄疸的肺组织病理改变处于亚临床

水平。但胆汁淤积的存在增加了肺部感染和肺功能

障碍的发生率。相关研究证实梗阻性黄疸大鼠体内

存在明显的内毒素血症［７］。内毒素介导的炎症反应

使得中性粒细胞在肺组织大量聚集，从而造成了相

应的肺损伤。中性粒细胞是造成其过度性炎症反应

的元凶，它在肺内和（或）循环血液中各种炎性刺激

的作用下，黏附于内皮并被激活，然后游出肺毛细

血管床并持续活化，释放一系列损伤介质，可引起

弥漫性肺泡损害，最终导致急性肺损伤。活化的中

性粒细胞经脱颗粒作用，释放弹性蛋白酶（ＮＥ）、基

质金属蛋白酶（ＭＭＰ）和 ＭＰＯ等多种蛋白酶，分解

胞外纤维与基质，损伤肺组织［８］。

　　乌司他丁是近年来研制成功并已广泛应用于临

床的一种广谱蛋白酶抑制剂，能够稳定溶酶体膜，

抑制炎症介质的过度释放和清除氧自由基等［９］，可

通过抑制体内广泛分布的丝氨酸蛋白酶活性调节炎

性细胞因子释放、抑制血细胞激活和白细胞跨内皮

迁移、减少炎症细胞浸润及组织毒性物质释放等，

表现为多层次的抗炎效应，对全身多个重要脏器均

有保护作用［１０１４］。本研究发现经乌司他丁治疗的大

鼠肺组织 ＭＰＯ活性明显降低，表明乌司他丁可能

通过抑制中性粒细胞在肺组织中的渗出量，抑制中

性粒细胞释放蛋白酶，减轻肺局部组织损伤，发挥

其保护肺功能的作用。

　　本实验中肺的组织学改变以及肺组织中ＴＮＦ

α和ＩＬ１β含量表达的变化结果表明乌司他丁可通

过抑制ＴＮＦα和ＩＬ１β的产生，进而抑制中性粒细

胞活化，阻止炎症反应，达到保护肺功能的目的。

虽然阻塞性黄疸肺组织通透性变化尚处于亚临床水

平，但我们证实乌司他丁仍可降低黄疸大鼠肺组织

通透性指标，更说明乌司他丁对梗阻性黄疸大鼠相

关肺的损伤有一定的保护作用，值得深入研究。
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