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　　腹部外伤海水浸泡后急性炎症反应综合征的基本病理

生理变化是机体内促炎与抗炎因子失衡所致的过度炎症反

应［１］。核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）是创伤后

调节细胞炎症反应的许多基因的转录活化所必需的细胞因

子。同时，作为ＮＦκＢ上游受体的Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４），在

炎症反应过程中能够激活以ＮＦκＢ为核心的信号转导途径，

诱导炎症反应，促进抗原提呈细胞的活化［２］。本研究旨在应

用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时定量ＰＣＲ技术，检测海水浸泡伤大鼠小

肠组织 ＮＦκＢ、ＮＦκＢ抑制蛋白ＩκＢα及其上游受体 ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ表达水平，探讨以 ＮＦκＢ为核心的炎症反应体系在

海水浸泡腹部伤中的作用。

１　材料和方法

１．１　 试剂及仪器　总ＲＮＡ抽提试剂盒（离心柱型，天根生

化科技有限公司）、ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５（ＴａＫａＲａ，Ｄ５１０）、Ｒｉｂｏｎｕ

ｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＴａＫａＲａ，Ｄ２３１０Ａ）、ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍ１７０Ａ）、ＢｉｏＥａｓｙＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲＫｉｔＭａｎｕａｌ（杭州博日科技有限公司）。

　　Ｌｉｎｅｇｅｎｅ荧光定量ＰＣＲ检测系统（杭州博日科技有限

公司）、ＴＧＬ１６台式高速冷冻离心机（湖南湘仪）、ＤＹＹ７Ｃ
型电泳仪、ＤＹＣＰ３１Ｄ型水平式电泳槽、紫外分析仪、ＵＶ

２０００紫外分光光度计均由北京六一仪器厂生产。

１．２　动物分组　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠６３只，随机分组。空白对

照组７只：常规喂养，仅做对照，观察指标，不做任何处理；创

伤组２８只：单纯腹部开放伤，制作腹部开放伤模型，分为伤

后１２、２４、４８、７２ｈ共４个亚组，每亚组有效检测与活杀取材

的大鼠均为７只；海水浸泡＋创伤组２８只：腹部开放伤合并

海水浸泡组，分为伤后１２、２４、４８、７２ｈ４个亚组，每亚组有效

检测与活杀取材的大鼠均为７只。

１．３　 动物模型制备　为消除生物节律对实验结果的影响，

实验均于上午８：００开始。Ｗｉｓｔａｒ大鼠在实验动物中心饲养

１周左右后开始实验。造模前禁食２４ｈ，自由饮水，实验前

１ｈ禁水。

　　创伤组：大鼠经３％戊巴比妥钠麻醉后取仰卧位，将其

固定于自制的鼠板上。用眼科剪刀沿中下腹部正中切开约

３ｃｍ进腹，用自制硬质铁网片撑开并固定以防止内脏的脱

出，造成人为的腹部开放性伤；将大鼠直立暴露于２２℃恒温

箱中１ｈ。

　　海水浸泡＋创伤组：本实验采用低温海水浸泡腹腔开放

伤动物模型。麻醉及致伤方法同上。腹部开放伤致伤成功

后将大鼠直立浸泡于２２℃海水中，水面平齐剑突处，浸泡时

间为１ｈ。大鼠活杀后取回盲部上溯１５ｃｍ处小肠组织作为

检测标本。

１．４　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时定量ＰＣＲ方法的建立　用Ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｅｍｉｅｒ５及ｏｌｉｇｏ６等生物软件设计引物。βａｃｔｉｎ：１５０ｂｐ，

上游：５′ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３′；下游：５′

ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′。ＴＬＲ４：２０６ｂｐ，

上游：５′ＴＧＣＴＣＡＧＡＣＡＴＧＧＣＡＧＴＴＴＣ３′；下游：５′

ＴＣＡＡＧＧＣＴＴＴＴＣＣＡＴＣＣＡＡＣ３′。ＮＦκＢ：１６３ｂｐ，上

游：５′ＡＡＣ ＡＣＴ ＧＣＣ ＧＡＧＣＴＣ ＡＡＧ ＡＴ３′；下游：５′

ＣＡＴＣＧＧＣＴＴＧＡＧＡＡＡＡＧＧＡＧ３′。ＩκＢα：１９９ｂｐ，上

游：５′ＣＣＴＣＡＣＣＣＴＴＣＣＣＣＡＡＴＡＡＴ３；下游：５′ＧＴＧ

ＴＧＡＡＴＧＧＴＧＣＣＴＧＴＧＡＣ３′。

　　总ＲＮＡ提取：（１）样品处理：将组织在液氮中磨碎。每

５０～１００ｍｇ组织加１ｍｌ裂解液，用匀浆仪进行匀浆处理。

（２）将匀浆样品在１５～３０℃放置５ｍｉｎ，使得核酸蛋白复合物
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完全分离。（３）加入０．２ｍｌ氯仿，盖好管盖，剧烈振荡１５ｓ，

室温放置３ｍｉｎ。（４）４℃、１１２６９．４４×ｇ离心１０ｍｉｎ，将最上

层转移到新管中。（５）缓慢加入０．５倍体积无水乙醇，混匀。

将得到的溶液和沉淀一起转入吸附柱中，４℃、１１２６９．４４×ｇ
离心３０ｓ。（６）向吸附柱中加入 ０．５ ｍｌ去蛋白液，４℃、

１１２６９．４４×ｇ离心３０ｓ，倒掉收集管中的废液，将吸附柱放

回收集管中。（７）向吸附柱中加入０．７ｍｌ漂洗液。室温静

止２ｍｉｎ，４℃、１１２６９．４４×ｇ离心３０ｓ，倒掉收集管中的废

液。（８）向吸附柱中加入０．５ｍｌ漂洗液，室温静止２ｍｉｎ，

４℃、１１２６９．４４×ｇ离心３０ｓ，倒掉收集管中的废液。（９）将

吸附柱放入２ｍｌ收集管中，４℃、１１２６９．４４×ｇ离心３０ｓ，倒

掉收集管中的废液。（１０）将吸附柱转入新的离心管中，加

３０～５０μｌＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ，放置２ｍｉｎ，４℃、１１２６９．４４×ｇ
离心２ｍｉｎ。（１１）用１％的琼脂糖，９０Ｖ电压跑３０ｍｉｎ检测

条带的完整性。

　　ｃＤＮＡ 第一条链合成：（１）Ｍｉｃｒｏｔｕｂｅ管中配制模板

ＲＮＡ／引物混合液，全量＜１５μｌ。（２）７０℃保温５ｍｉｎ后迅速

在冰上急冷２ｍｉｎ以上。（３）离心数秒使模板ＲＮＡ／引物的

变性溶液聚集于 Ｍｉｃｒｏｔｕｂｅ管底部。（４）在 Ｍｉｃｒｏｔｕｂｅ管中

配制反转录反应液４２℃保温１ｈ。（５）７０℃保温１５ｍｉｎ后冰

上冷却，得到ｃＤＮＡ溶液。实时定量ＰＣＲ：如表１、表２所

示，建立实时定量ＰＣＲ反应体系并测定小肠组织 ＮＦκＢ、

ＩκＢα、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平。

表１　实时定量ＰＣＲ反应体系

反应缓冲液 体积Ｖ／μｌ

２×ＳＹＢＲ混合物（含４ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋） ２５
ＰＣＲ上游引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ） １
ＰＣＲ下游引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ） １
Ｔａｑ酶 ０．３
ｄｄＨ２Ｏ ２０．７
ｃＤＮＡ ２
合计 ５０

表２　实时定量ＰＣＲ反应程序

过程 温度θ／℃ 时间ｔ／ｓ 循环次数 荧光定量反应程序

预变性 ９５ １２０ １ 结束

扩增 ９５ ２０ ４５ 延伸

５８ ２５
７２ ３０

熔解 ６５ ０ １ 退火

９５ ２０（０．５℃／ｓ）

　　大鼠小肠组织ＮＦκＢ、ＩκＢ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平的检

测：ΔＣｔ值＝检测出的不同时间点各组Ｃｔ值－同组βａｃｔｉｎ

Ｃｔ值。以２－ΔＣｔ比较各组间ｍＲＮＡ实时定量ＰＣＲ拷贝数的

差异。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计分

析。实验数据计量资料以珚ｘ±ｓ表示，对ＰＣＲ２－ΔＣＴ值采用重

复测量资料的方差分析，若有差异，则采用ＳＮＫｑ法进行两

两比较。采用单因素方差分析判断组间差异，组间两两比较

采用ＳＮＫｑ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＩκＢα扩增曲线和熔解曲线　ＴＬＲ４、

ＮＦκＢ、ＩκＢα扩增曲线显示荧光强度和初始拷贝数呈良好的

线性关系。熔解曲线峰值单一，没有杂峰，表明实时ＰＣＲ产

物纯度较高，反应具有良好的特异性（图１）。

２．２　 大鼠小肠组织ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平的检测　如表

３所示，与空白对照组及单纯创伤组相比，海水＋创伤组大鼠

小肠组织 ＮＦκＢ ｍＲＮＡ 在 ７２ｈ后出现表达水平上调

（Ｐ＜０．０１）。

２．３　大鼠小肠组织ＩκＢαｍＲＮＡ表达水平的检测　如图２
所示，与空白对照组相比，创伤组和海水＋创伤组大鼠小肠

组织ＩκＢαｍＲＮＡ在４８ｈ后表达水平上调（Ｐ＜０．０１），但海

水＋创伤组在７２ｈＩκＢαｍＲＮＡ表达上调更为显著（Ｐ＜

０．０１）。

图１　ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＩκＢα的扩增曲线（Ａ、Ｂ、Ｃ）和熔解曲线（Ｄ、Ｅ、Ｆ）

Ａ，Ｄ：ＴＬＲ４；Ｂ，Ｅ：ＮＦκＢ；Ｃ，Ｆ：ＩκＢα
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表３　各组不同时间点ＮＦκＢｍＲＮＡ实时ＰＣＲ２ΔＣｔ值
（ｎ＝７，珚ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白组 ０．７４±０．１０ ０．７４±０．１０ ０．７４±０．１０ ０．７４±０．１０
创伤组 ０．３９±０．０６ １．０２±０．２３ ０．９２±０．１７ ０．８８±０．１９
海水＋创伤组 ０．４９±０．１３ ０．９８±０．２５ １．０６±０．１５ ６１．７２±１０．０８

　Ｐ＜０．０１与创伤组或空白组相比

图２　各组不同时间点ＩκＢαｍＲＮＡ实时ＰＣＲ２－ΔＣｔ值
Ｐ＜０．０１与创伤组或空白组相比；ｎ＝７，珚ｘ±ｓ

２．４　大鼠小肠组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平的检测　如图３
所示，海水＋创伤组大鼠小肠组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ在７２ｈ后

出现表达水平上调（Ｐ＜０．０１）。

图３　各组不同时间点ＴＬＲ４ｍＲＮＡ实时ＰＣＲ２－ΔＣｔ值
Ｐ＜０．０１与创伤组或空白组相比；ｎ＝７，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　海战伤是远较同等程度陆战伤更为复杂的急性创伤［３］。

刘刚等［４］的研究结果表明，腹部创伤海水浸泡后可引起机体

严重的代谢及血流动力学紊乱。在这一过程中，肠道屏障作

用破坏，细菌及内毒素大量进入机体循环，触发并引起机体

炎性细胞因子大量释放引起炎症反应。虞积耀等［５］应用蛋

白质印迹法从蛋白水平证实炎症介质 ＮＦκＢ迅速而持续地

参与并在这一炎症反应过程处于核心地位，引起ＴＮＦα、血

管内皮黏附因子１等炎症因子产生增加，导致炎症反应过程

不断放大乃至组织损伤。那么，腹部创伤海水浸泡后是如何

激发ＮＦκＢ合成不断增加并导致过度炎症反应的呢？

　　本实验通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时定量ＰＣＲ技术成功检测

了海水浸泡伤大鼠小肠组织 ＮＦκＢｍＲＮＡ、ＩκＢαｍＲＮＡ、

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达。结果显示：海水浸泡伤大鼠小肠组织

在伤后４８ｈ开始出现ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的上调，７２ｈ上调

更加显著，ＮＦκＢｍＲＮＡ在７２ｈ后出现表达水平上调，单纯

创伤组和海水浸泡伤组大鼠小肠组织ＩκＢαｍＲＮＡ在４８ｈ

后都出现表达水平上调，但海水浸泡伤组在７２ｈＩκＢαｍＲ

ＮＡ表达上调更为显著。

　　 ＴＬＲ４表达于所有细胞，在单核细胞中表达尤多。

ＴＬＲ４在天然免疫系统中革兰阴性菌等细菌菌体成分脂多糖

（ＬＰＳ）的信号转导途径中起重要作用。革兰阴性菌释放

ＬＰＳ，在血流中与血清因子ＬＰＳ结合蛋白（ＬＢＰ）形成复合物，

然后与单核细胞和巨噬细胞表面的膜性ＣＤ１４相互作用，从

而激活ＴＬＲ４信号转导途径，继而触发 ＮＦκＢ表达活性增

强，调控相关基因，引起一系列病理变化［６］。

　　本研究结果表明，在海水浸泡伤情况下，实验动物出现

有肠功能屏障障碍，细菌或内毒素经多途径发生移位，造成

肠道菌群移位（ｂａｃｔｅｒｉａｌｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ，ＢＴ）和肠源性内毒素

血症（ｇｕｔｏｒｉｇｉｏｎｅｎｄｏｔｏｘａｅｍｉａ），释放ＬＰＳ，激活ＴＬＲ４信号

转导途径。

　　 ＴＬＲ４被激活后二聚化，并通过其ＴＩＲ区域传递信号和

激发下游效应：ＴＩＲ结构域与 ＭｙＤ８８羧基端的ＴＩＲ结构域

相互作用，活化后的 ＭｙＤ８８通过其氨基端的死亡域与丝氨

酸／苏氨酸蛋白激酶４（ＩＲＡＫ４）的氨基端死亡域相互作用，将

ＩＲＡＫ４招募到ＴＬＲ信号复合物中，促使ＩＲＡＫ发生自身磷

酸化，然后与肿瘤坏死因子受体相关因子６相互作用，活化

后的ＴＲＡＦ６与转化生长因子β活化激酶（ＴＧＦβａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｋｉｎａｓｅ，ＴＡＫ１）及ＴＡＫ１的结合蛋白（ＴＡＢ）形成复合物激活

ＮＦκＢ诱导激酶（ＮＩＫ），ＮＩＫ被活化后进一步磷酸化ＩκＢ酶

复合物，活化的ＩκＢ酶复合物作用于ＮＦκＢ的抑制物ＩκＢ，使

ＩκＢ的２个丝氨酸位点被磷酸化，导致ＩκＢ泛素化而降解，而

使转录因子ＮＦκＢ从ＩκＢ／ＮＦκＢ的复合物中释放出来迁移

到细胞核内，最终导致ＮＦκＢｍＲＮＡ的转录，促进ＮＦκＢ合

成不断增加，引起炎症因子的释放，导致全身炎症反应及甚

至脏器功能不全和多脏器功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）的发

生［６７］。

　　在急性创伤过程中，ＮＦκＢ参与巨噬细胞及白细胞的活

化，并控制着许多促炎因子的基因表达；这一调节环节的失

控将引起炎症反应的放大乃至组织损伤。本实验结果从分

子生物学角度证实，海水浸泡腹部伤中 ＮＦκＢ被激活，除与

创伤、应激等因素有关外，肠道菌群的移位可能也是重要原

因。在海水浸泡伤时，ＬＰＳ激活 ＴＬＲ４信号转导途径后，

ＴＬＲ４可能又参与了激活ＮＦκＢ炎症反应过程，这一途径可
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能迅速而持续地参与了海水浸泡伤大鼠的后续炎症反应过

程。海水浸泡伤较同等程度单纯创伤ＮＦκＢ活化更为迅速、

持久，在海水浸泡伤中存在过度表达，并可能引起ＴＮＦα等

细胞因子过度释放导致“瀑布效应”［１０］，从而进一步引起全身

炎症反应甚至脏器功能不全和多脏器功能障碍综合征，导致

伤情更为严重［７］。
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