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脓毒症性 AＲDS 大鼠肺泡表面活性物质结合蛋白的变化及乌司他丁的
干预效果
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【摘 要】目的: 观察乌司他丁注射液干预前后盲肠结扎穿孔法( CLP) 致脓毒症性急性呼吸窘迫综合征( AＲDS) 大鼠肺泡表面

活性物质的改变，探讨表面活性物质在 CLP 致 AＲDS 发生中的作用以及乌司他丁对其影响。方法: 健康成年 SD 大鼠 90 只，体

质量 200～240 g，随机分为 3 组: 假手术对照组( Sham 组，n= 30) 、脓毒症组( CLP 组，n= 30) 和乌司他丁组( UST 组，n= 30) 。利

用 CLP 法建立大鼠脓毒症模型。测定各组大鼠造模后 6、12、24、48 h 四个时间点肺湿 /干质量比( 肺水肿指数) ; 使用苏木精-
伊红( HE) 染色方法和透射电镜对肺组织进行病理观察及急性肺损伤病理评分; 通过实时荧光定量核酸扩增技术( ＲT-PCＲ)

和免疫印迹试验( WB) 分别检测肺泡表面活性物质结合蛋白 B( SP-B) 和肺泡表面活性物质结合蛋白 C( SP-C) 在 mＲNA 水平

和蛋白质水平的表达情况。结果: 与对照组相比，肺水肿指数和肺损伤病理评分显示乌司他丁组大鼠肺损伤明显减轻( P＜
0．05) ; 乌司他丁组大鼠肺组织中 SP-B 和 SP-C 在 mＲNA 水平和蛋白质水平的表达都较 CLP 组明显升高( P＜0．01) 。结论: 乌

司他丁可以提高脓毒症性 AＲDS 大鼠肺泡表面活性物质结合蛋白含量，有效减轻肺损伤。
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Changes of pulmonary surfactant protein and protective effects of ulinastatin on septic AＲDS
in rats

ZHANG Dongqing，WANG Shengyun，LIU Mei，SUN Keyu，LI Wenfang
Department of Emergency Medicine，Affiliated Changzheng Hospital，The Second Military Medical University，Shanghai 200003，China

【Abstract】Objective: To investigate the changes of pulmonary surfactant protein as well as protective effects and mechanisms of ulinastatin in rats with
septic acute respiratory distress syndrome( AＲDS) induced by cecum ligation and puncture( CLP) ．Methods: Ninety healthy adult SD rats( weighing 200－
240 g) were randomized into sham operation group ( Sham group，n = 30) ，sepsis group ( CLP group，n = 30) and ulinastatin treatment group ( UTI
group，n= 30) ． Septic rat models were prepared by conventional CLP technique． Ｒats in each group were sacrificed at 6，12，24 and 48 h after successful
model development，and lung tissues were taken and weighed to calculate the wet /dry( W/D) index． Hematoxylin ＆ eosin( HE) staining was performed
and transmission electron microscope was used to observe the pathological changes of the lung and rate the degree of acute injury． The ＲT-PCＲ and West-
ern blot were performed to respectively quantify the surfactant protein B ( SP-B) and surfactant protein C ( SP-C) mＲNA expression and protein level．
Ｒesults: As compared with CLP group，the survival rate of rats in UTI group was significantly increased( P＜0．01) ，with lower pulmonary edema index and
pathological scores representing lung injury( P＜0．05) ． The mＲNA and protein levels of SP-B and SP-C were dramatically increased in rats in the UTI
group．Conclusion: Ulinastatin injection may efficiently reduce lung injury as well as improve the survival rate of rats with septic AＲDS and up-regulate the
SP-B and SP-C expression．
【Key words】acute respiratory distress syndrome; Ulinastatin; SP-B; SP-C

急性呼吸窘迫综合征( acute respiratory distress
syndrome，AＲDS) 是指心源性以外的各种肺内外致

病因素导致的急性、进行性缺氧呼吸衰竭［1－2］，发病

机制尚未完全阐明［3］。肺表面活性物质( pulmonary
surfactant，PS) 是由肺泡Ⅱ型细胞和气道 Clara 细胞

合成的脂蛋白混合物，是维持肺泡形态和功能的重

要物质［4－5］，而肺表面活性物质结合蛋白( surfactant
protein，SP) 约占 PS 总量的 10%［6］。乌司他丁( uli-
nastatin，UST) 是从人尿中提取的一种尿胰蛋白酶抑

制剂( urinary trypsin inhibitor，UTI) ，近年来研究显
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示其在脓毒症、AＲDS 中具有肺保护作用［7－11］，但具

体作用机制尚不明晰。为探究乌司他丁注射液对脓

毒症大鼠肺损伤的治疗作用及其分子机制，本研究

构建了盲肠结扎穿孔诱导的大鼠脓毒症模型，在此

基础上进行了一系列实验。

1 材料与方法

1．1 实验动物 清洁级 SD 大鼠 90 只，体质量 200
～240 g，购自上海斯莱克实验动物有限公司。
1．2 主要试剂 分析纯大肠杆菌内毒素( LPS) 购

自美国 Sigma 公司。乌司他丁注射液购自广东天普

生化医药股份有限公司。小鼠 EnVisionⅢ加强型试

剂盒购于 Thermo Fisher Scientific 公司。ＲT-PCＲ 试

剂盒购自大连宝生物工程有限公司。
1．3 脓毒症大鼠建模 采用经典的盲肠结扎穿孔

法( cecum ligation and puncture ，CLP) ，空腹下 3%戊

巴比妥( 0．1 mL /100g) 腹腔注射麻醉。
1．4 实验分组与方法 将 90 只大鼠随机分为 3
组，假手术对照组( Sham 组，n = 30) : 只开腹关腹与

复苏，不进行盲肠结扎穿孔术; 脓毒症组( CLP 组，n
= 30) : 常规进行盲肠结扎穿孔手术; 乌司他丁组

( UST 组，n= 30) : 在盲肠结扎穿孔术后腹腔注射乌

司他丁( 10 万 U /kg) 。观察 3 组大鼠至 6、12、24、48
h 时各随机处死 5 只，留取肺组织器官标本。
1．5 肺组织湿 /干质量比测定 无菌术取每个时间

点留取的处死大鼠的右肺上叶，用滤纸吸干表面水

分并称湿质量，再置于 70℃ 烤箱内 48 h，烘干至恒

重后称干质量，根据公式计算肺组织湿 /干质量比，

湿 /干质量比=［湿质量 /干质量］×100%，即肺水肿

指数。
1．6 肺组织病理学检查与肺损伤病理评分 取右

肺下叶组织，用 10%中性福尔马林溶液固定 48 h，

肺组织用常规石蜡包埋切片，苏木精-伊红( HE) 染

色。组织学评分依据雷文章等［10］的方法，①水肿: 0
分，无水肿; 1 分，轻度肺泡壁水肿; 2 分，中度肺泡壁

水肿; 3 分，肺泡和间质广泛水肿。②肺泡组织中中

性粒细胞( PMN) 、肺间质单核细胞( M) 浸润: 0 分，

无 PMN、M 浸润; 1 分，间质少量 PMN、M 浸润; 2 分，

间质及部分肺泡腔内有较多的 PMN 及中等量 M 浸

润; 3 分，大部分肺泡和间质有 PMN 聚集成团，显著

的 M 浸润。③组织出血: 0 分，未见明显出血; 1 分，

间质及肺泡腔少量出血范围≤25%; 2 分，毛细血管

淤血，出血范围 25% ～ 50%; 3 分，肺泡腔出血范围

50%～70%。
1．7 肺组织透射电镜观察 取电镜标本以 3%戊二

醛和 1%锇酸双重固定，Epon 包埋剂包埋，超薄切

片，并用醋酸铀和柠檬酸铅电子染色，透射电镜观察

切片。
1．8 ＲT-PCＲ 法测定肺泡表面活性物质结合蛋白 B
( surfactant protein B，SP-B) 、肺泡表面活性物质结合

蛋白 C( surfactant protein C，SP-C) 在 mＲNA 水平的

表达 ①根据文献［12］，利用 primer primer6．0 软件

设 计 引 物: β-actin 上 游 引 物 5'-CCCATCTAT-
GAGGGTTACGC-3'，下 游 引 物 5'-TTTAATGTCACG-
CACGATTTC-3'; SP-B 上 游 引 物 5'-AGCCTGGAG-
CAAGCGATAC-3'，下游引物 5'-AAGCGTCTTCCTTG-
GTCATC-3'; SP-C 上游引物 5'-GCATCCCTAGTCTT-
GAGGCTTTG-3'，下 游 引 物 5'-GAATCAGAATCG-
GATCCAGCAC-3'。②采用异硫氰胍一步法快速提

取 50 mg 肺组织总 ＲNA。③根据宝生物公司 ＲT-
PCＲ 试剂盒说明书操作逆转录 cDNA: 依次加入试

剂及 4 μg 总 ＲNA，反应体积 40 μL，反应条件为

42℃延伸 40 min，95℃ 5 min 灭活 AMV 逆转录酶。
④按试 剂 盒 要 求 加 入 试 剂、上 下 游 引 物 及 cDNA
5 μL，反应体积 25 μL 进行 PCＲ 扩增，反应条件:

94℃变性 1 min，55℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，共

40 个循环，最后 72℃延伸 6 min。⑤取各扩增产物

10 μL加载样液 2 μL 混匀，琼脂糖凝胶电泳后，用凝

胶成像分析系统及灰度分析软件测平均灰度值，以

β-actin为内参照。
1．9 Western Blot 法检测 SP-B、SP-C 在蛋白质水平

的表达 裂解肺组织细胞提取总蛋白，凝胶成像分

析系统进行扫描，采用 Image J 图像分析软件对 SP-
B、SP-C 蛋白表达进行分析，以目的条带吸光度与

β-actin 条带吸光度比值作为各目的条带的相对表

达水平。
1．10 统计方法 采用 SPSS 18．0 统计软件包进行

数据处理。计量指标用均数±标准差表示，组间均

数比较用完全随机设计的方差分析，多组间两两比

较用 SNK 法。以 P＜0．05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2．1 肺组织水肿指数及病理学评分 由表 1 可知，

Sham 组肺水肿指数相对平稳，CLP 组和乌司他丁组

大鼠肺水肿指数都明显升高( P＜0．01) ，CLP 组比乌

司他丁组的肺水肿指数高( P＜0．05) 。HE 染色后，

对各组各时间点大鼠肺组织进行形态观察( 图 1) 及

病理学评分，由表 2 可知，相对于 Sham 组，其他两

组的病理学评分都明显提高( P＜0．01) ，CLP 组的评

分最高。
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表 1 不同分组大鼠肺水肿指数( n= 30，珋x±s)

6 h 12 h 24 h 48 h

Sham 组 3．9±0．2 3．9±0．2a 3．8±0．6a 3．8±0．6a

CLP 组 4．0±0．3 5．8±0．3b 6．0±0．8b 8．0±0．9b

UST 组 3．9±0．2 4．9±0．1c 5．4±0．9c 6．8±0．6c

F 值 1．765 580．714 64．309 275．294
P 值 0．177 0．000 0．000 0．000

注: 多组间两两比较，符号不同表示 P＜0．05。

图 1 不同分组大鼠肺组织 HE 染色比较( HE×400)

表 2 不同分组大鼠病理学评分( n= 30，珋x±s)

6 h 12 h 24 h 48 h

Sham 组 3．7±0．2 3．6±0．3a 3．9±0．5a 3．9±0．4a

CLP 组 3．8±0．5 5．8±0．4b 6．4±0．7b 7．2±0．5b

UST 组 3．6±0．4 4．6±0．3c 5．2±0．6c 6．1±0．8c

F 值 2．000 321．176 127．909 242．000
P 值 0．142 0．000 0．000 0．000

注: 多组间两两比较，符号不同表示 P＜0．05。

2．2 肺组织透射电镜观察 电镜结果说明乌司他

丁组和 CLP 组均有不同程度的肺损伤且有加重的

趋势，CLP 组细胞器的损伤程度更甚，见图 2。

注: 箭头所示为细胞内空泡。

图 2 不同分组大鼠肺组织电镜图( ×9000)

2．3 肺组织中 SP-B、SP-C 在 mＲNA 水平的表达情

况 由表 3 可知，在 mＲNA 水平的表达量上，CLP
组相对于 Sham 组 SP-B、SP-C 的表达量要低，但乌

司他丁组的表达水平接近于 Sham 组。

表 3 不同分组大鼠 SP-B、SP-C 在 mＲNA 水平上的表达( n= 30，珋x±s)

SP-B

6 h 12 h 24 h 48 h

SP-C

6 h 12 h 24 h 48 h

Sham 组 2．5±0．6a 4．4±0．5a 6．0±0．5a 3．8±0．9a 1．8±0．6a 3．2±0．6a 5．0±0．4a 3．0±0．6a

CLP 组 1．8±0．1b 1．2±0．3b 1．8±0．4b 0．7±0．3b 1．6±0．2b 1．6±0．3b 1．8±0．4b 1．5±0．3b

UST 组 1．8±0．2b 1．3±0．3b 1．9±0．6b 0．7±0．5b 1．8±0．1b 1．8±0．5b 2．0±0．4b 1．7±0．6b

F 值 35．854 629．791 671．299 250．696 2．927 97．714 602．500 73．704
P 值 0．000 0．000 0．000 0．000 0．059 0．000 0．000 0．000

注: 多组间两两比较，符号不同表示 P＜0．05。

2．4 肺组织中 SP-B、SP-C 在蛋白质水平的表达情

况 SP-B、SP-C 在蛋白水平的相对表达量由表 4 可

知，CLP 组低于乌司他丁组，且均低于 Sham 组。

表 4 不同分组大鼠 SP-B、SP-C 在蛋白质水平上表达的 Western 印迹分析( n= 30，珋x±s)

SP-B

6 h 12 h 24 h 48 h

SP-C

6 h 12 h 24 h 48 h

Sham 组 1．1±0．1a 1．2±0．1a 1．4±0．09a 1．2±0．1a 0．9±0．1a 1．2±0．1a 1．0±0．07a 1．1±0．1a

CLP 组 0．5±0．1b 0．4±0．1b 0．3±0．03b 0．4±0．1b 0．6±0．1b 0．3±0．1b 0．2±0．03b 0．3±0．1b

UST 组 0．7±0．1c 0．6±0．1c 0．5±0．02c 0．6±0．1c 0．7±0．1c 0．5±0．1c 0．4±0．04c 0．4±0．1c

F 值 280．000 520．000 4244．681 520．000 70．000 670．000 2108．108 570．000
P 值 0．000 0．000 0．000 0．000 0．000 0．000 0．000 0．000

注: 多组间两两比较，符号不同表示 P＜0．05。
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3 讨论

脓毒症是发病率和病死率极高的临床综合征，

严重脓毒症和脓毒症休克时往往会发生多器官功能

障碍综合征［12］。目前尚无较好的药物或技术来治

疗 AＲDS。近年来，一种提取自人类尿液的尿胰蛋

白酶抑制剂乌司他丁广泛应用于临床［13］，一些研究

发现，对 SIＲS 患者静脉注射乌司他丁与常规治疗相

比较，静脉血清 IL-6、IL-10、TNF-α 水平明显下降，

差异有统计学意义［14-15］，表明乌司他丁具有抗炎、
抗氧化、稳定溶酶体膜等作用。

本研究显示: 相对于 Sham 组，其他两组大鼠的

肺水肿指数、肺损伤病理评分等在术后 12、24、48 h
时间点更高( P＜0．01) ，结合各组大鼠肺组织切片的

电镜观察结果，可看出乌司他丁注射液在保护脓毒

症大鼠肺损伤中发挥了重要作用。本研究在前人的

基础上进一步细化了时间点，采用术后 4 个时间点，

分别探究大鼠肺水肿指数等指标，结合 HE 染色、电
子透镜实验等从多方面进一步验证了乌司他丁注射

液对大鼠肺损伤的保护作用。电镜结果进一步表

明，CLP 组均有不同程度的肺损伤且有加重的趋

势，乌司他丁组细胞器的损伤程度明显降低。
PS 是覆盖于肺泡上皮内侧的脂质-蛋白-糖类混

合物，能够降低肺泡气液界面的表面张力，维持肺

泡的正常形态，对于机体呼吸作用的正常进行有很

大影响［3］。PS 中的蛋白为肺表面活性物质结合蛋

白，包括 SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D，这些蛋白对于

维持 PS 的正常功能意义重大。SP-B、SP-C 由肺泡

Ⅱ型细胞合成和分泌，在 AＲDS 过程中，累积的炎症

因子、炎症介质、自由基等的作用破坏和损伤了肺泡

Ⅱ型细胞，必定会引起 SP-B、SP-C 合成和分泌数量

的下降，这也是 CLP 组和乌司他丁组大鼠肺组织中

SP-B、SP-C mＲNA 和蛋白均比 Sham 组低的原因; 综

合 SP-B、SP-C mＲNA 和蛋白的表达数据，发现 mＲ-
NA 和蛋白的表达水平变化趋势不一致，我们推测

其原因可能有: 转录和翻译的不一致性，由于 mＲNA
的不稳定性和转录到翻译过程的不可知性，基因的

mＲNA 表达水平不能精确地反映蛋白表达水平; 另

外一个原因可能是由于细胞内细胞器的损伤，有的

细胞可以转录出 mＲNA，但是由于线粒体等细胞器

的损伤，这些从细胞核中转录出来的 mＲNA 不能够

翻译成蛋白，由电镜观察发现线粒体等细胞器的损

伤和丢失可以知道这种情况也是可能发生的。
综上所述，本研究表明乌司他丁对肺损伤有一

定保护作用，这种保护作用影响了 SP-B 和 SP-C 等

蛋白的表达，其可能机制是通过抑制炎症反应，避免

脓毒症的过度炎症反应造成的 SP-B、SP-C 表达量

下降，减轻脓毒症引起的肺上皮细胞通透性的升高。
该影响是由于乌司他丁的直接作用或其通过抑制炎

症反应而间接影响并不十分清楚，相关具体机制还

有待进一步探究。
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