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乌司他丁对脓毒症膈肌ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的影响
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　　摘　要：目的　观察乌司他丁对脓毒症膈肌ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的影响，以探讨其对脓毒症膈肌损伤的保护作用。方法　

ＳＰＦ级成年雄性ＳＤ大鼠３０只，随机分为Ａ组（假手术组，狀＝１０）、Ｂ组（脓毒症组，狀＝１０）及Ｃ组（乌司他丁治疗组，狀＝１０）。其

中，Ａ组在给予水合氯醛麻醉成功后，从正中线剪开大鼠腹部，然后缝合伤口。Ｂ组和Ｃ组在麻醉成功后，使用盲肠结扎穿刺

（ＣＬＰ）模型将大鼠制成脓毒症动物模型，并且Ｃ组在术后立即给予乌司他丁治疗。所有大鼠在术后１６ｈ处死，取左侧膈肌检测

肌条收缩力，右侧膈肌检测膈肌肌细胞凋亡率及ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达水平。结果　脓毒症组与假手术组比较，膈肌肌细胞凋亡

率及ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达明显上升，肌条收缩力明显下降，两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。给予乌司他丁治疗后，膈肌

细胞凋亡率、ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达及肌条收缩力较脓毒症组明显恢复，两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　乌司他丁

能够有效抑制脓毒症时ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达，减少膈肌肌细胞凋亡率，从而减轻脓毒症膈肌损伤。
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　　脓毒症（ｓｅｐｓｉｓ）是重症感染引起的全身炎症反应综合征

（ＳＩＲＳ），进一步可发展成为多器官功能衰竭（ＭＯＤＳ）
［１］。在前

期的研究中作者已经发现ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路可能是通过促

进膈肌肌细胞凋亡机制来参与脓毒症膈肌损伤，并且给予乌司

他丁治疗后膈肌损伤减轻，膈肌肌细胞凋亡率减少。为了进一

步探讨乌司他丁对脓毒症膈肌ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的影响，

本研究选用成年雄性ＳＤ大鼠制作盲肠结扎穿刺（ＣＬＰ）模型，

观察ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达、肌细胞凋亡率及肌肉收缩力。

１　材料与方法

１．１　动物与分组　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，

由郧阳医学院实验动物中心提供。采用随机化数字法，将大鼠

随机分为３组，Ａ组（假手术组，狀＝１０）、Ｂ组（脓毒症组，狀＝

１０）及Ｃ组（乌司他丁治疗组，狀＝１０）。

１．２　ＣＬＰ模型的建立
［２］
　将购来的ＳＤ大鼠在实验室饲养１

周以上，实验前禁食２４ｈ，自由饮水。以１０％水合氯醛（０．３５

ｍＬ／１００ｇ）腹腔麻醉后固定。假手术组大鼠沿下腹部中线位

置纵行切开长约２ｃｍ切口，寻找到盲肠后轻提起盲肠并将之

回纳入腹腔，不作任何处理，缝合伤口。Ｂ组大鼠在麻醉后切

开左颈外动脉，留置导管，监测平均动脉压（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓ

ｓｕｒｅ，ＭＡＰ），记录血压基础值。手术分层打开腹腔，寻找到盲

肠后提起其末端，暴露回盲部以１．０丝线结扎盲肠远端２／３部

分，并用１８号针穿刺盲肠２次，１孔在盲肠末端，１孔在盲肠近

端，轻压盲肠让少量肠内容物排至腹腔内。然后将盲肠还纳腹

腔，逐层缝合腹壁切口。术后立即给动物皮下注射林格液５０
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ｍＬ／ｋｇ体质量抗休克。手术完成后，观察血压值变化，当所监

测血压值下降幅度超过基础值的２０％且持续２０ｍｉｎ以上时，

即可认为达到早期脓毒性休克标准，实验模型建立［３］。术后观

察大鼠的健康情况。

１．３　乌司他丁治疗方法　Ｃ组大鼠在制作ＣＬＰ模型后立即

给予乌司他丁２００００Ｕ腹腔注射，并且于８ｈ后再次给予乌司

他丁２００００Ｕ腹腔注射。而 Ａ组不作任何处理，Ｂ组大鼠则

在制作模型后立即及８ｈ后给予生理盐水２ｍＬ腹腔注射作为

对照。

１．４　膈肌肌细胞凋亡率检查　新鲜膈肌组织用４％多聚甲醛

固定，石蜡包埋，连续切片。用武汉博士德公司提供的原位细

胞凋亡检测试剂盒ＴＵＮＥＬ法检测膈肌细胞凋亡程度。

１．５　膈肌肌条收缩力检测　处死动物后，剖腹速取左侧肋膈

肌，包括中心腱及肋骨，置于３７．８℃，通有９５％Ｏ２ 与５％ＣＯ２

混合气体的林格氏液浴槽中（ｐＨ７．４）。将膈肌剪成５ｍｍ×

１５ｍｍ的肌条。肌条肋骨端固定在浴槽底部，中心腱端连接

于经过标化校对的张力换能器上，张力换能器连接于多道生理

记录仪。将肌条置于两片铂金电极间，采用刺激仪予以０．５ｍｓ

单脉冲方波刺激（刺激参数前负荷：２ｇ，时间常数：ＤＣ，高频滤

波：３０Ｈｚ，增益：１０ｇ），每个刺激间隔２ｈ。初始刺激强度为

０．１ｍＡ，逐渐增大刺激强度，每次增加０．０５ｍＡ，当得到的肌

肉收缩力不再增大时获得的收缩力为最大收缩力。肌条收缩

力＝最大收缩力／肌条横截面积，横截面积＝肌条重量（ｇ）／［肌

条长度×肌肉密度（１．０５６ｇ／ｃｍ
３）］。

１．６　统计学处理　实验数据均采用狓±狊表 示，应用ＳＰＳＳ

１３．０软件对数据进行处理。免疫组化灰度分析应用Ｉｍａｇｅ

Ｐｒｏ６．０分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般情况　假实验组大鼠术后一般状况良好，行动自如，

呼吸平稳，饮食正常。Ｂ组大鼠术后精神萎靡、行动迟缓、轻度

竖毛、移动减少、喜静卧、群聚减少。Ａ组大鼠腹腔内肠管正常

或有少量粘连，肠黏膜正常或轻度水肿、充血。Ｂ组大鼠腹腔

内有血性或脓性渗出液，带恶臭，肠管胀气，内脏充血水肿失去

原有光泽，肠黏膜充血水肿明显。Ｂ组血压值术后下降幅度超

过基础血压值的２０％且持续２０ｍｉｎ以上。而 Ａ组其血压值

术后没有明显下降。

２．２　ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达、膈肌肌细胞凋亡率及膈肌收缩力

检测　制作脓毒症模型后，Ｂ组膈肌肌条收缩力较 Ａ组明显

下降，肌细胞凋亡率及ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达明显上升。但给

予乌司他丁治疗后，虽然Ｃ组膈肌肌条收缩力仍较Ａ组下降，

肌细胞凋亡率及ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达上升。Ｃ组膈肌肌条收

缩力、ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达及肌细胞凋亡率均较Ｂ组有改善，

３个方面比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

表１　　３组大鼠ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达、膈肌肌细胞凋亡率

　　　及膈肌收缩力比较（狓±狊，狀＝１０）

组别
膈肌肌细胞

凋亡率（％）

ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白

平均灰密度（×１０－３）

肌条收缩力

（Ｎ／ｃｍ２）×１０－３

Ａ组 １．７１±１．３８ １０．２２±３．９４ １０３５．４６±３４．３２

Ｂ组 ２５．１６±２．７１ １５７．２４±１９．１６ １７４．８７±２８．８３

Ｃ组 １４．４２±１．０３＃ ９３．２７±１２．２０＃ ３００．５９±１９．９４＃

　　：犘＜０．０１，与Ａ组比较；＃：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

２．３　膈肌病理切片　图１所示 Ａ组膈肌结构基本正常；图２

为制作脓毒症模型１６ｈ后膈肌组织，组织水肿明显，并有较多

炎性细胞浸润；图３为乌司他丁治疗后膈肌组织，组织水肿减

轻，炎性细胞较前减少。

图１　　Ａ组膈肌病理切片

（ＨＥ，×４００）

图２　　Ｂ组膈肌病理切片

（ＨＥ，×４００）

图３　　Ｃ组膈肌病理切片

（ＨＥ，×４００）

３　讨　　论

研究发现，脓毒症时膈肌的收缩力明显下降［４］。在本实验

中同样也观察到，制作ＣＬＰ模型后膈肌收缩力明显下降，只有

Ａ组的２０％左右。而膈肌作为主要的呼吸肌，其收缩力下降

又是脓毒症患者长时间不能撤离呼吸机的主要原因之一［５］。

因此，对脓毒症膈肌损伤机制的研究对制定有效的防治措施、

降低术后并发症、死亡率、改善患者生存质量及降低医疗成本，

具有重要的意义。

ＭＡＰＫ信号通路存在于大多数细胞内，是介导细胞反应

的重要信号系统，参与了细胞生长、发育、分化及凋亡等［６］。

ｐ３８信号通路是 ＭＡＰＫ家族的重要组成成员，被认为属于“应

激诱导”的 ＭＡＰＫ。而ｐ３８ＭＡＰＫ促进凋亡的机制可能为：内

毒素激活ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路后，ｐ３８可进一步使促凋亡激活

转录因子２磷酸化，核因子κＢ从细胞液易位至细胞核，促使

ＤＮＡ断裂，最终发生细胞的肥大和凋亡
［７］。本研究观察到随

着ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达增加，膈肌肌细胞凋亡率也明显增加。

而膈肌中凋亡细胞数目的增加，有收缩功能的细胞百分比势必

下降，那么也必然会对收缩力产生影响。抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信

号通路对于改善脓毒症膈肌损伤具有重要意义［８］。

乌司他丁是在人尿液中发现的尿胰蛋白酶抑制剂，能广
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谱、高效移植多种蛋白酶、脂水解酶、糖水解酶和不良刺激引起

的炎性因子的释放［９］，已广泛应用于急性胰腺炎、急性循环衰

竭、改善器官缺血再灌注［１０］。本研究发现，制作脓毒症模型后

给予乌司他丁治疗能够明显减少ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达。并且

在前期研究中作者发现乌司他丁能够明显减少脓毒症时膈肌

内氧自由基释放，降低ＳＯＤ消耗。而氧自由基能够作为第二

信号增加ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达，促进ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化
［１１］。

因此，乌司他丁可能是通过减少氧自由基释放、减轻氧化应激

反应来抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路。

综上所述，乌司他丁能够有效抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，

减少膈肌肌细胞凋亡率，减轻脓毒症膈肌损伤程度。因此，乌

司他丁对于防治脓毒症并发症，降低死亡率，改善患者生活质

量有重要意义。
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