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　　［摘要］　目的　探讨血液滤过联合血液灌流（ＨＦ＋ＨＰ）治疗对重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）继发肺损伤患者血清中ＴＮＦα的

清除作用及对内皮细胞中ＲｈｏＡ的１８８位丝氨酸磷酸化修饰（ｐＲｈｏＡ）的影响。方法　选取３５例ＳＡＰ患者纳入实验研究，
其中ＳＡＰ继发急性肺损伤（ＡＬＩ）／急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）２８例，未继发ＡＬＩ／ＡＲＤＳ７例，同时设正常对照组２０例。全

部ＳＡＰ患者收入中心ＩＣＵ 治疗，其中９例ＳＡＰ继发 ＡＲＤＳ患者给予连续性静脉静脉血液滤过（ＣＶＶＨ）联合 ＨＰ治疗

（ＨＦ＋ＨＰ组）。应用ＥＬＩＳＡ法检测不同程度肺损伤的ＳＡＰ患者血清中ＴＮＦα水平的变化，以及采用 ＨＦ＋ＨＰ治疗的９例

ＳＡＰ继发ＡＲＤＳ患者治疗不同时间点血清中ＴＮＦα的浓度。体外实验采用 ＨＦ＋ＨＰ治疗不同时间点患者的血清分别刺激

体外培养的人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ），并以重组人ＴＮＦα刺激细胞作为阳性对照，蛋白质印迹分析检测各组 ＨＵＶＥＣｓ

中ｐＲｈｏＡ与总ＲｈｏＡ蛋白的表达，免疫荧光染色观察ｐＲｈｏＡ在细胞内的分布。结果　与未继发 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ患者比较，
ＳＡＰ继发ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的患者血清中ＴＮＦα水平明显升高（Ｐ＜０．０５），尤以继发ＡＲＤＳ的患者升高最为明显（约为正常对照组

的７倍）。采用ＨＦ＋ＨＰ治疗的９例ＳＡＰ继发ＡＲＤＳ患者治疗６ｈ后，血清中ＴＮＦα水平与ＨＦ＋ＨＰ治疗前比较开始下降，

至治疗２０ｈ下降最为明显，接近正常组水平；ＨＦ＋ＨＰ治疗后，ＳＡＰ继发ＡＲＤＳ患者动脉血氧分压（ＰａＯ２）、ＨＣＯ３－水平、氧合

指数（ＰａＯ２／ＦｉＯ２）均较治疗前上升（Ｐ＜０．０５）。蛋白质印迹分析结果表明，ＨＦ＋ＨＰ治疗后ＳＡＰ继发ＡＲＤＳ患者血清诱导的

ＨＵＶＥＣｓ中ｐＲｈｏＡ水平逐渐升高（Ｐ＜０．０５），但各组ＲｈｏＡ总蛋白表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。免疫荧光结果

显示，在 ＨＵＶＥｓＣ中，ｐＲｈｏＡ主要分布在细胞质，各组变化趋势与蛋白质印迹分析结果一致。结论　ＳＡＰ继发 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ
患者血循环中存在高水平的ＴＮＦα。ＨＦ＋ＨＰ治疗可有效地清除ＳＡＰ继发ＡＬＩ／ＡＲＤＳ患者血液中大量生成的ＴＮＦα，并抑

制ＲｈｏＡ的活化，从而起到降低内皮细胞高通透性的作用。
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ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅｍｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ；ｈｅｍｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｉｅｓ；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ＲｈｏＡ；ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（７）：７３８７４４］

　　 急性肺损伤 （ＡＬＩ）／急性呼吸窘迫综合征

（ＡＲＤＳ）是重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）患者最常见的并

发症和最重要的死亡原因［１２］。血管内皮细胞损伤

可介导肺微血管通透性增加，引起肺水肿，并继发低

氧血症，从而导致 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的发生［１，３］。近年来

研究发现，连续性血液净化治疗（ＣＢＰ）在抢救各种

危重症患者包括ＳＡＰ、败血症，甚至多器官功能障碍

综合征（ＭＯＤＳ）中显示出一定的优势，其机制被认

为与对炎性细胞因子的清除有关［４６］。我们在既往的

研究中发现，用ＳＡＰ患者ＣＢＰ治疗前的血清刺激人

脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）后，调节内皮细胞通透性

的最重要的活性蛋白———细胞内ＧＴＰＲｈｏＡ表达明

显增加，肌动蛋白细胞骨架Ｆａｃｔｉｎ发生重构，内皮细

胞通透性明显增高；而经过ＣＢＰ治疗后，用ＳＡＰ患者

血清刺激的 ＨＵＶＥＣｓ中ＧＴＰＲｈｏＡ表达减少，且Ｆ

ａｃｔｉｎ重构减轻，内皮高通透性得到改善［７］。但是ＣＢＰ
治疗改善内皮通透性的效应是否与其清除炎症介质

并调节内皮细胞１８８位丝氨酸磷酸化的 ＲｈｏＡ（ｐ

ＲｈｏＡ）———一种可稳定ＲｈｏＡ非活化形式的蛋白质修

饰形式的变化有关，目前仍不清楚。

　　ＴＮＦα在 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ早期发病中起到关键的

作用，被称为“早期反应因子”［３］。本研究中我们以

ＴＮＦα为切入点，检测ＳＡＰ患者血清中 ＴＮＦα水

平及血液滤过（ＨＦ）联合血液灌流（ＨＰ）治疗前后

ＴＮＦα的变化，以证实ＳＡＰ患者血清中 ＴＮＦα的

水平与 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ发病的关系；并用ＳＡＰ继发肺

损伤患者 ＨＦ＋ＨＰ治疗前及治疗后的血清刺激

ＨＵＶＥＣｓ，以模仿ＳＡＰ患者血管内皮细胞损伤的体

内环境，观察 ＨＦ＋ＨＰ治疗对ＲｈｏＡ蛋白的表达及

ｐＲｈｏＡ的影响，以进一步探讨 ＨＦ＋ＨＰ治疗改善

ＳＡＰ继发肺损伤患者内皮通透性的机制。

１　材料和方法

１．１　研究对象　研究对象为２０１１年５月至２０１２
年５月我院中心ＩＣＵ收治的ＳＡＰ患者。入选标准：

（１）ＳＡＰ诊断均符合中华医学会外科学会胰腺学组

制订的急性胰腺炎临床诊断及分级标准；（２）ＳＡＰ继

发ＡＬＩ／ＡＲＤＳ患者均出现呼吸障碍，ＡＬＩ／ＡＲＤＳ诊

断符合１９９４年欧美联席会议提出的ＡＬＩ／ＡＲＤＳ诊

断标准；（３）非手术治疗患者；（４）既往无心、肺、肾等

重要脏器疾患；（５）急性病理生理和慢性健康状况评

分 （ＡＰＡＣＨＥ）≥８ 或 序 贯 性 脏 器 衰 竭 评 分

（ＳＯＦＡ）≥２。共３５例患者纳入本研究。其中２８例

继发 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ，男１９例、女９例，年龄１９～７３
（４６．６±１１．６）岁，诊断为ＡＬＩ１２例，ＡＲＤＳ１６例；其

余７例未伴发 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ，男２例、女５例，年龄

３２～５６（４８±１３．８）岁。全部患者均同时伴有其他并

发症，包括急性肾损伤、肝功能不全或凝血功能异常

等，其中１４例ＳＡＰ患者入院时合并 ＭＯＤＳ，其中１
例经治疗无效死于心力衰竭，其余３４例ＳＡＰ患者

均治愈。另选择来自我院体检中心的健康体检者２０
例作为对照，其中男１０例、女１０例，年龄２５～５０
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（４０．３±７．０）岁。３５例ＳＡＰ患者入院后均进行常规

内科治疗，包括禁食、胃肠减压、补液、抑制胰腺分

泌、防治感染及对症治疗，必要时予机械通气等治

疗。本研究经我院伦理委员会审查通过，并取得患

者及健康志愿者的知情同意。

１．２　ＨＦ＋ＨＰ治疗方案　本研究中，９例ＳＡＰ继

发ＡＲＤＳ患者给予连续性静脉静脉血液滤过（ＣＶ

ＶＨ）联合 ＨＰ治疗（ＨＦ＋ＨＰ组）。ＨＦ＋ＨＰ治疗

使用德国贝朗ＤｉａｐａｃｔＣＲＲＴ机，采用股静脉置管建

立血管通路，滤器采用ＦｒｅｓｅｎｉｕｓＡＶ６００ｓ聚砜膜滤

器（有效表面积１．４ｍ２，膜内径２２０μｍ，超滤系数

２５０ｍＬ／ｈ），灌流器采用中性大孔吸附树脂（ＨＡ

３３０，中国珠海健帆），串联于聚砜膜滤器之前。灌流

持续２ｈ后取下灌流器，继续行血液滤过，滤过结束

前再行２ｈ灌流。ＨＦ治疗采用无肝素方案，每３０

ｍｉｎ予２００ｍＬ生理盐水冲洗血流管道以抗凝。置

换液采用前稀释法，置换液流量为２～３Ｌ／ｈ。血流

量为２００～３００ｍＬ／ｍｉｎ，根据患者的具体病情调整

超滤量。每次治疗时间２０～２４ｈ。于治疗前后记录

患者的生命体征，并采集动脉血进行血气分析。

１．３　血清收集及ＴＮＦα水平检测　全部研究对象

治疗前于清晨抽取空腹外周血５ｍＬ。９例行 ＨＦ＋

ＨＰ治疗的ＳＡＰ合并 ＡＲＤＳ患者于治疗前、治疗６

ｈ、治疗２０ｈ时分别从滤器动脉端抽取全血５ｍＬ标

本。血液经１０００×ｇ离心１５ｍｉｎ收集上层血清。

全部标本编号分装，－８０℃保存。采用双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＴＮＦα水平，人 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ
检测试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司，严格按

试剂盒说明书操作。

１．４　 内皮细胞培养、分组及处理 　 ＨＵＶＥＣｓ
（ＥＣＶ３０４）由重庆医科大学重庆市神经病学实验室

提供。ＨＵＶＥＣｓ生长于含１０％ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ公司）的

ＲＰＭＩ１６４０（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）培养液中，于３７℃、５％

ＣＯ２恒温培养箱培养。待细胞铺满瓶底后，用０．２５％
胰酶０．０２％ＥＤＴＡ（Ｓｉｇｍａ公司）消化成单个细胞，

传代培养，取对数生长期细胞进行实验。将 ＨＵ

ＶＥＣｓ随机分为５组：正常对照组采用含１０％正常

对照组血清刺激细胞，ＨＦ＋ＨＰ治疗前组、ＨＦ＋ＨＰ
治疗６ｈ组和 ＨＦ＋ＨＰ治疗２０ｈ组分别用 ＨＦ＋

ＨＰ治疗的ＳＡＰ合并 ＡＲＤＳ患者治疗前、治疗６ｈ
或治疗２０ｈ的血清刺激细胞，实验中同时以１００

ｎｇ／ｍＬ重组人 ＴＮＦα（ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司）刺激细胞

作为阳性对照组。

１．５　蛋白质印迹分析检测内皮细胞ＲｈｏＡ及ｐＲｈｏＡ
表达　细胞经前述分组干预６ｈ后用预冷ＰＢＳ洗２
次，于冰上加入０．８ｍＬ冰冷的１×细胞裂解液［２０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５），１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，

２．５ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，１ｍｍｏｌ／Ｌβｇｌｙｃ

ｅｒｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，１ｍｍｏｌ／ＬＮａＶＯ４，１μｇ／ｍＬｌｅｕｐｅｐ

ｔｉｎ，使用时补加入１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ和１ｍｍｏｌ／Ｌｌｅｕ

ｐｅｐｔｉｎ、ａｐｒｏｔｉｎｉｎ、ｐｅｐｓｔａｔｉｎ］，放置５ｍｉｎ，超声破碎仪下

破碎细胞６～７次。在低温离心机中，以１００００×ｇ离

心３０ｍｉｎ，取上清液用ＢＣＡ法进行蛋白定量。１５％

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉常

温封闭２ｈ，分别加入兔抗人ｐＲｈｏＡ多克隆抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）、鼠抗人ＲｈｏＡ单克隆抗体（Ｓｉｇｍａ
公司）或鼠抗人βａｃｔｉｎ抗体（联科生物技术有限公司）

４℃过夜。经辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗（羊

抗兔ＩｇＧ、羊抗鼠ＩｇＧ，联科生物技术有限公司）孵育

后，用ＥＣＬ化学发光法显色目的条带，采用胶片曝光。

利用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析目的条带的灰度值，以其

与βａｃｔｉｎ的灰度值之比作为目的蛋白的相对表达量。

１．６　免疫荧光染色观察ｐＲｈｏＡ 在细胞内的分

布　将ＨＵＶＥＣｓ接种在置于２４孔细胞培养板中的

无菌盖玻片上，待细胞生长近５０％融合时，经前述分

组干预６ｈ。细胞用新鲜配制的４％多聚甲醛固定

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；于室温用１５％羊血清孵育１０

ｍｉｎ后，滴加特异性一抗：兔抗人ｐＲｈｏＡ抗体（１

１００），４℃孵育过夜；阴性对照不加一抗。加入荧光

素标记二抗：ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１１００）室

温孵育１ｈ（避光），每步骤后均用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
（ｐＨ７．４）充分洗涤。用抗荧光淬灭封片液固片，于

激光共聚焦显微镜下观察结果。

１．７　统计学处理　全部数据采用 Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ

１９．０软件进行统计学处理，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，

多组资料比较采用单因素方差分析，两样本均数比

较采用ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同程度肺损伤的ＳＡＰ患者血清中ＴＮＦα水

平的变化　为了观察ＳＡＰ患者血循环中炎症因子



第７期．郑　倩，等．血液滤过联合灌流治疗对重症急性胰腺炎继发肺损伤患者血清ＴＮＦα及血管内皮细胞ＲｈｏＡ磷酸化修饰的影响 ·７４１　　 ·

ＴＮＦα的水平，我们检测了全部３５例ＳＡＰ患者与

正常对照组受试者血清中ＴＮＦα的浓度。结果（图

１）发现，与正常对照组比较，全部３５例ＳＡＰ患者组

血清中ＴＮＦα的水平均升高（Ｐ＜０．０５）。然而，与

未继发肺损伤的ＳＡＰ患者组比较，继发ＡＬＩ／ＡＲＤＳ
的ＳＡＰ患者组血清中ＴＮＦα的水平明显升高（Ｐ＜

０．０５），其中以继发 ＡＲＤＳ的ＳＡＰ患者组升高最为

明显（约为正常对照组的７倍）。

图１　不同程度肺损伤的ＳＡＰ患者

血清ＴＮＦα水平变化

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍＴＮＦαｉｎＳＡＰ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓｏｆｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ
ＳＡＰ：Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；ＴＮＦα：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ

ｔｏｒα；ＡＬＩ：Ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ＡＲＤＳ：Ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ．１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝２０）；２：ＳＡＰｗｉｔｈ

ｏｕｔＡＬＩ／ＡＲＤＳｇｒｏｕｐ（ｎ＝７）；３：ＳＡＰｗｉｔｈＡＬＩｇｒｏｕｐ（ｎ＝

１２）；４：ＳＡＰｗｉｔｈＡＲＤＳｇｒｏｕｐ（ｎ＝１６）．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＳＡＰｗｉｔｈｏｕｔＡＬＩ／ＡＲＤＳｇｒｏｕｐ；
▲Ｐ＜０．０５ｖｓＳＡＰｗｉｔｈＡＬＩｇｒｏｕｐ

２．２　ＨＦ＋ＨＰ治疗前后ＳＡＰ合并ＡＲＤＳ患者生命

体征及呼吸功能的变化　９例ＳＡＰ继发 ＡＲＤＳ患

者行 ＨＦ＋ＨＰ治疗前后其平均动脉压及心率比较

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与 ＨＦ＋ＨＰ治疗前

比较，９例患者治疗后体温、呼吸频率有一定程度下

降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＨＦ＋ＨＰ治疗

前９例患者临床上均表现为进行性低氧血症和不同

程度的呼吸窘迫，部分患者予以面罩吸氧、无创或有

创机械通气治疗。ＨＦ＋ＨＰ治疗后，９例患者动脉

血氧分压（ＰａＯ２）、ＨＣＯ３－ 水平、氧合指数（ＰａＯ２／

ＦｉＯ２）较治疗前有所上升（Ｐ＜０．０５），但动脉血ｐＨ
值、二氧化碳分压（ＰａＣＯ２）差异无统计学意义（Ｐ＞

０．０５），见表１。

２．３　ＨＦ＋ＨＰ治疗过程中ＳＡＰ合并ＡＲＤＳ患者血

清ＴＮＦα水平的变化　为了明确 ＨＦ＋ＨＰ治疗对

ＳＡＰ合并ＡＲＤＳ患者血清ＴＮＦα的影响，我们检测

了９例ＳＡＰ合并ＡＲＤＳ患者 ＨＦ＋ＨＰ治疗前后不

同时间点血清中 ＴＮＦα的变化，结果发现，与正常

对照组比较，ＨＦ＋ＨＰ治疗前ＳＡＰ合并ＡＲＤＳ患者

血清ＴＮＦα水平明显升高（Ｐ＜０．０５），ＨＦ＋ＨＰ治

疗６ｈ 后血清 ＴＮＦα 水平较治疗前明显下降

（Ｐ＜０．０５），但仍高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＨＦ＋ＨＰ
治疗２０ｈ后血清ＴＮＦα水平进一步降低，与治疗前

及治疗后６ｈ比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而

接近正常对照组。详见图２。

表１　ＨＦ＋ＨＰ治疗前后ＳＡＰ继发ＡＲＤＳ患者

生命体征及氧合指数的变化

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｖｉｔａｌｓｉｇｎｓａｎｄａｒｔｅｒｉａｌ

ｂｌｏｏｄｇａｓｉｎＳＡＰｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＡＲＤＳ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＨＦ＋ＨＰｔｈｅｒａｐｙ

ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

Ｉｎｄｅｘ Ｂｅｆｏｒｅ
ＨＦ＋ＨＰ

Ａｆｔｅｒ
ＨＦ＋ＨＰ

Ｍｅａｎａｒｔｅｒｙｐｒｅｓｓｕｒｅｐ／ｍｍＨｇ ９７．００±１７．０３ ９０．４８±５．６３

Ｈｅａｒｔｒａｔｅｆ／ｍｉｎ－１ １１２．８９±２２．３２ １０７．４４±２４．３４

Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｒａｔｅｆ／ｍｉｎ－１ ２８．４４±５．２５ ２３．８９±４．７

Ｂｏｄｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅθ／℃ ３６．９４±０．５９ ３６．６３±０．６２

ｐＨ ７．３３±０．０９ ７．３９±０．０５

ＰａＯ２ｐ／ｍｍＨｇ ５８．７８±２４．８０ ９８．００±３７．１５

ＰａＣＯ２ｐ／ｍｍＨｇ ３３．６８±７．４２ ３５．６１±３．８５

ＨＣＯ３－ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １７．４８±４．３８ ２２．５７±４．５０

ＰａＯ２／ＦｉＯ２ １７０．２４±１５．５７ ２０３．３３±４６．５０

　ＳＡＰ：Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；ＡＲＤＳ：Ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＨＦ＋ＨＰ：Ｈｅｍｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｅｍｏｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎ．１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ．Ｐ＜０．０５ｖｓｂｅｆｏｒｅＨＦ＋ＨＰ

２．４　ＨＦ＋ＨＰ治疗对血管内皮细胞中 ＲｈｏＡ 及

ｐＲｈｏＡ的影响　为了进一步验证 ＨＦ＋ＨＰ治疗是

否通过有效清除ＴＮＦα减少ＲｈｏＡ的活化，我们同

时观察了 ＨＦ＋ＨＰ治疗对 ＨＵＶＥＣｓ中总ＲｈｏＡ及

ｐＲｈｏＡ的影响。结果发现，与正常对照组比较，

ＨＦ＋ＨＰ组治疗前和治疗６ｈ时 ＨＵＶＥＣｓ中ｐ

ＲｈｏＡ表达明显降低（Ｐ＜０．０５）。与 ＨＦ＋ＨＰ组治

疗前相比，治疗６ｈ时 ＨＵＶＥＣｓ中ｐＲｈｏＡ表达开

始明显增加（Ｐ＜０．０５），而治疗２０ｈ时中ｐＲｈｏＡ
表达升高更为明显（Ｐ＜０．０５）。各组总ＲｈｏＡ蛋白

表达水平相似，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。正常

对照组 ＨＵＶＥＣｓ中ｐＲｈｏＡ约占总 ＲｈｏＡ蛋白的

一半，然而 ＨＦ＋ＨＰ组治疗前 ＨＵＶＥＣｓ中ｐＲｈｏＡ
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占总ＲｈｏＡ蛋白不到１５％，治疗２０ｈ时ｐＲｈｏＡ与

总ＲｈｏＡ蛋白的比率与正常组相似，见图３。

图２　ＨＦ＋ＨＰ治疗不同时间点ＳＡＰ

合并ＡＲＤＳ患者血清中ＴＮＦα含量变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍＴＮＦαｉｎＳＡＰｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈＡＲＤＳｄｕｒｉｎｇＨＦ＋ＨＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＳＡＰ：Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；ＡＲＤＳ：Ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＴＮＦα：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα．１：

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２４：ＳＡＰｗｉｔｈＡＬＩｇｒｏｕｐｐｒｅＨＦ＋ＨＰ，６ｈ

ＨＦ＋ＨＰ，ａｎｄ２０ｈＨＦ＋ＨＰ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
△Ｐ＜０．０５ｖｓＳＡＰｗｉｔｈＡＲＤＳｇｒｏｕｐｐｒｅＨＦ＋ＨＰ；▲Ｐ＜
０．０５ｖｓＳＡＰｗｉｔｈＡＲＤＳｇｒｏｕｐ６ｈＨＦ＋ＨＰ．ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

２．５　ＨＦ＋ＨＰ治疗对内皮细胞ｐＲｈｏＡ分布的影

响　为了研究ＨＦ＋ＨＰ治疗过程中ｐＲｈｏＡ分布的

变化，我们用免疫荧光显微镜观察了 ＨＦ＋ＨＰ治疗

不同时间点ＳＡＰ合并ＡＲＤＳ患者血清诱导的 ＨＵ

ＶＥＣｓ中ｐＲｈｏＡ蛋白的细胞分布。结果（图４）显

示，正常对照组 ｐＲｈｏＡ 主要分布在细胞胞质：

ＨＦ＋ＨＰ组治疗前ｐＲｈｏＡ胞质染色减弱，ＨＦ＋ＨＰ
治疗６ｈ和２０ｈ时ｐＲｈｏＡ染色有所增强，各组变

化趋势与蛋白质印迹分析结果一致。

３　讨　论

　　ＳＡＰ由于胰腺坏死引起体内大量炎症介质释放，

３０％～６０％的患者在早期即可发生ＡＬＩ甚至ＡＲＤＳ、

急性肾功能衰竭等严重并发症［８］，其中呼吸系统并发

症最为多见，患者常常有不同程度的呼吸功能不全表

现［９］。尽管常规使用生长抑素、质子泵抑制剂、抗生

素，以及机械通气等综合手段进行治疗，但是一旦出

现 ＭＯＤＳ，ＳＡＰ的病死率仍高达５０％以上［１０］。

图３　ＨＦ＋ＨＰ治疗不同时间点ＳＡＰ患者血清诱导的内皮细胞ＲｈｏＡ及ｐＲｈｏＡ蛋白表达的变化

Ｆｉｇ３　ＲｈｏＡａｎｄｐＲｈｏＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣｓｔｒｅａｔｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｓｅｒａｏｆＳＡＰｐａｔｉｅｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒＨＦ＋ＨＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＨＦ＋ＨＰ：Ｈｅｍｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｅｍｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．ＳＡＰ：Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；ＨＵＶＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ．１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２４：Ｐｒｅ，６ｈ，２０ｈＨＰ＋ＨＰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；５：１００ｎｇ／ｍＬＴＮＦα．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｐｒｅＨＦ＋ＨＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝８（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｐｒｅＨＦ＋ＨＰ，６ｈＨＦ＋ＨＰ，２０ｈＨＦ＋ＨＰｇｒｏｕｐｓ），ｎ＝３（ＴＮＦαｇｒｏｕｐ），珔ｘ±ｓ

图４　ＨＦ＋ＨＰ治疗过程中ＳＡＰ患者血清诱导的ＨＵＶＥＣｓｐＲｈｏＡ分布的变化

Ｆｉｇ４　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｐＲｈｏＡｉｎＨＵＶＥＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｅｒａ

ｏｆＳＡＰｐａｔｉｅｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒＨＦ＋ＨＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＨＦ＋ＨＰ：Ｈｅｍｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｅｍｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＳＡＰ：Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；ＨＵＶＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＰｒｅＨＦ＋ＨＰ；Ｃ：６ｈＨＰ＋ＨＰ；Ｄ：２０ｈＨＦ＋ＨＰ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０００
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　　ＴＮＦα是炎症反应过程中出现最早、最重要的

炎症介质，在ＳＡＰ的全身炎症反应中起轴心作用，

它能激活中性粒细胞释放超氧化基团和弹性蛋白

酶、增加白细胞膜表达黏附因子、诱导血管内皮细胞

通透性增加、刺激其他细胞因子如白介素（ＩＬ）等的

合成与释放［１１１２］。近年研究发现，ＴＮＦα可通过上

调肺细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）／血管细胞黏附分

子１（ＶＣＡＭ１），使中性粒细胞聚集在肺组织，引起

肺部炎症和氧化应激反应；ＴＮＦα与氧化应激相互

协作，形成恶性循环，放大炎症反应并加重肺组织损

伤［１３］。此外，在ＡＲＤＳ患者的血清、支气管肺泡灌

洗液、肺间质水肿液中均能检测到ＴＮＦα［１４］。本研

究也发现ＳＡＰ继发ＡＬＩ／ＡＲＤＳ患者较未出现肺损

伤的ＳＡＰ患者血循环中存在更高水平的ＴＮＦα，且

肺功能损伤越重，血清ＴＮＦα水平越高，证实ＴＮＦ

α在ＳＡＰ患者并发ＡＬＩ／ＡＲＤＳ中发挥重要作用，并

且提示ＳＡＰ患者血清中ＴＮＦα的水平可以早期预

示其肺部损伤的严重程度。

　　血液净化治疗是近年来应用于临床抢救ＳＡＰ
患者的一种新的辅助治疗手段［１５］。研究认为ＣＢＰ
可以非特异性地清除全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）

患者体内产生过多的抗炎介质和促炎介质［１６１７］。由

于血液滤过的滤器可以对流清除和吸附ＴＮＦα、同

时活性树脂灌流器也可以充分吸附炎症介质［１８］，因

此本研究中我们将连续性血液滤过和灌流串联使用

（ＨＦ＋ＨＰ）治疗ＳＡＰ继发ＡＲＤＳ患者２０～２４ｈ，期

望能通过对流和吸附的方式更有效地清除患者血循

环中的ＴＮＦα。结果我们发现治疗６ｈ后患者血清

中炎症因子 ＴＮＦα明显下降，至治疗２０ｈ时下降

最为明显，同时治疗后患者的呼吸功能得到一定改

善，提示 ＨＦ＋ＨＰ治疗可能通过有效地清除ＴＮＦ

α，至少部分改善了ＳＡＰ继发ＡＲＤＳ患者的呼吸功

能。

　　肺微血管内皮通透性增加可使肺泡内大量的蛋

白及水分积聚，导致肺水肿和肺泡透明膜形成，引起

患者氧合障碍，临床上患者常常表现为顽固性低氧

血症和呼吸窘迫，这是 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ最典型的特

征［１，３］。最近，Ｍｏｎｇ等［１９］研究发现，在人类肺微血

管内皮细胞中 ＴＮＦα可激活 ＲｈｏＡ和通过 ＲｈｏＡ
激酶途径介导内皮细胞的Ｆａｃｔｉｎ重组、紧密连接

（ＴＪ）蛋白重分布和内皮通透性增加。我们在既往的

研究中也发现用ＳＡＰ患者血清刺激 ＨＵＶＥＣｓ可使

细胞内活化形式的ＧＴＰＲｈｏＡ表达明显增加，Ｆａｃ

ｔｉｎ发生重构，血管内皮通透性增加；而用ＣＢＰ治疗

后的ＳＡＰ患者血清刺激 ＨＵＶＥＣｓ可使细胞内活化

的ＧＴＰＲｈｏＡ表达减少，且Ｆａｃｔｉｎ重构及内皮高

通透性减轻［７］。

　　基于本研究发现 ＨＦ＋ＨＰ治疗可以有效清除

ＴＮＦα这一事实，我们进一步验证 ＨＦ＋ＨＰ治疗是

否通过有效清除ＴＮＦα减少了ＲｈｏＡ的活化，从而

降低血管内皮通透性。ＲｈｏＡ活性受其磷酸化修饰

的调节，ＲｈｏＡ的丝氨酸１８８位磷酸化可增强ＧＤＰ

ＲｈｏＡ与鸟嘌呤核苷酸解离抑制蛋白 ＧＤＩ（一种对

ＲｈｏＡ活性起负调节作用的蛋白质）的相互作用，使

ＲｈｏＡ蛋白被局限在胞质内，从而减少 ＲｈｏＡ蛋白

被招 募 至 细 胞 膜 转 变 为 有 活 性 形 式 的 ＧＴＰ

ＲｈｏＡ［２０２１］。我们通过蛋白质印迹分析和共聚焦显

微镜观察发现，ＳＡＰ 合并 ＡＲＤＳ患者的血清和

ＴＮＦα单独刺激一样可以减少 ＨＵＶＥＣｓ中ＲｈｏＡ
的磷酸化修饰；ＨＦ＋ＨＰ治疗６ｈ后可增加内皮细

胞中的ＲｈｏＡ磷酸化修饰，至治疗２０ｈ这一效应最

为明显，这与患者 ＨＦ＋ＨＰ治疗后血清ＴＮＦα变

化趋势和患者氧合能力的改善情况相一致，表明

ＨＦ＋ＨＰ治疗改善ＳＡＰ合并肺损伤患者的氧合能

力，与其有效清除ＴＮＦα并增加ＲｈｏＡ的磷酸化修

饰来保护内皮细胞功能有关。因此，对合并肺损伤

的ＳＡＰ患者，积极早期进行 ＨＦ＋ＨＰ治疗，对于改

善预后可能具有重要意义。

　　综上所述，ＨＦ＋ＨＰ 治疗 ＳＡＰ 合并 ＡＬＩ／

ＡＲＤＳ患者可能通过有效清除 ＴＮＦα和增加内皮

细胞ｐＲｈｏＡ的水平，从而抑制ＲｈｏＡ的活化，减少

内皮细胞通透性，这可能是 ＨＦ＋ＨＰ改善ＳＡＰ合

并ＡＬＩ／ＡＲＤＳ患者肺功能的重要机制。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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