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　　［摘　要］　目的　探讨炎症介质白细胞介素（ＩＬ）６及ＩＬ８在声门紧闭与开放状态下闭合性胸部撞击所致肺损伤组织中的

表达。方法　采用ＲＴＰＣＲ法检测声门紧闭与开放状态下，不同时相点胸部撞击伤侧与对照组肺组织ＩＬ６和ＩＬ８ｍＲＮＡ的表

达。结果　伤后４、８、１２ｈ声门紧闭组ＩＬ６和ＩＬ８ｍＲＮＡ的表达显著高于声门开放组（犘＜０．０５）。伤侧肺组织中ＩＬ６和ＩＬ８

ｍＲＮＡ表达各时相点显著高于与对照组（犘＜０．０５）。对照组、声门紧闭组和声门开放组的肺组织两种细胞因子ＩＬ８和ＩＬ６ｍＲ

ＮＡ的表达变化规律相似，表达明显上调。结论　提示ＩＬ６和ＩＬ８可能在肺撞击伤后肺脏功能损害的发生、发展过程中发挥重

要的作用。
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　　创伤特别是伴有严重胸部创伤的患者，因多发肋骨骨折和

肺挫伤，造成反常呼吸运动及肺组织出血、水肿，通气功能、氧

弥散功能障碍和肺内分流增加。肺是胸部撞击伤最常累及的

人体重要器官，胸部撞击伤后的肺挫伤、急性肺损伤（ａｃｕｔｅ

ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）、急性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓ

ｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）都是常见的致死性器官继发性损伤。

创伤性ＡＬＩ主要表现在肺泡毛细血管膜通透性增高，间质水

肿，临床上不一定有特殊症状，但随着病变范围的扩大，可出现

进行性呼吸困难，顽固性低氧血症，常在２４ｈ内发展成

ＡＲＤＳ
［１］。ＡＬＩ的实质是各种原因引起的全身炎症反应综合

征在肺部的表现，ＡＲＤＳ即是 ＡＬＩ发展的严重阶段。在病理、

生理情况下，机体多种细胞大量分泌促炎性细胞因子并上调细

胞黏附分子的表达分泌，进而引发一系列瀑布样炎症反应过

程，可能是ＡＬＩ发生、发展的重要原因之一
［２］。目前国内外一

致性认为创伤性 ＡＬＩ是一种“炎症介质病”，但真正的发病机

制仍有待于进一步阐明。为此，本研究采用ＲＴＰＣＲ法检测

伤侧（右肺）肺组织白细胞介素 （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）６ 及ＩＬ

８ｍＲＮＡ的表达，为撞击伤后继发性创伤性肺损伤的病因及防

治提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　动物：选取新西兰实验兔５４只，雌雄不限，体质量

（２．２８±０．３５）ｋｇ，４月龄。主要试剂：ｄＮＴＰ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、

ＲＮＡ酶抑制剂、Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）、ＡＭＶ购自上海生物工程有限公

司，总ＲＮＡ提取试剂盒购自ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ 公司，ＰＣＲ

Ｍａｒｋｅｒ购自华美生物工程公司；ＲＴＰＣＲ引物为上海生工公

司合成，其引物序列见表１。

表１　　ＲＴＰＣＲ引物序列

名称 引物（５′３′） 片段长度（ｂｐ）

ＩＬ６ 上游：ＣＣＴＧＧＴＧＧＴＴＡＣＣＧＣＴＴＴＣ ４１７

下游：ＧＣＴＧＧＣＴＴＧＡＧＧＧＣＴＴＣＴＴ

ＩＬ８ 上游：ＴＴＣＣＴＧＣＴＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＣＴ ４５６

下游：ＧＴＣＣＡＣＴＣＴＣＡＡＴＣＡＣＴＣＴＣＡＧ

βＡｃｔｉｎ 上游：ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ ２２７

下游：ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组　将５４只新西兰实验兔，分为对照组

（狀＝６）、声门开放组（狀＝２４）和声门紧闭组（狀＝２４），声门开放、

紧闭组根据不同时间（伤后２、４、８、１２ｈ）又各分为４组（狀＝６），

观察伤后２、４、８、１２ｈＩＬ６及ＩＬ８ｍＲＮＡ的变化。撞击伤模

型参照文献［３］。对照组：只进行麻醉，不致伤；通过开放和夹

闭气管导管模拟声门开放和紧闭生理状态。声门开放、紧闭

组：经耳缘静脉注射１．５％戊巴比妥钠１ｍＬ／ｋｇ麻醉，行气管

插管术，通过开放和夹闭气管导管模拟声门开放和紧闭生理状

态；将兔固定于兔架上，剪去撞击点处胸部毛发；然后将兔架直

立，撞击中心点在兔右锁骨中线第４肋间，撞击面积１．７７ｃｍ。
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表２　　各组动物右肺组织ＩＬ８ｍＲＮＡ的表达比较（狓±狊，狀＝６）

组别 伤前 伤后２ｈ 伤后４ｈ 伤后８ｈ 伤后１２ｈ

对照组 ０．１１３±０．０１６ － － － －

声门紧闭组 ０．１１２±０．０１５ ０．２１１±０．０４４ａ ０．９７９±０．４５６ａ １．３３４±０．１２２ａ　 ０．３３４±０．１１４ａ

声门开放组 ０．１１３±０．０１３ ０．１７６±０．００９ａｂ ０．４９１±０．１２９ａｂ ０．７８７±０．１３２ａｂ ０．１９８±０．０７ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与声门紧闭组同时间比较；－：此项无数据。

表３　　各组动物右肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达比较（狓±狊，狀＝６）

组别 伤前 伤后２ｈ 伤后４ｈ 伤后８ｈ 伤后１２ｈ

对照组 ０．２１１±０．０１６ － － － －

声门紧闭组 ０．２１０±０．０１５ ０．３１３±０．１１２ａ １．９５７±０．１２８ａ ２．０９８±０．１１７ａ ０．５６７±０．０５７ａ

声门开放组 ０．２１１±０．０１８ ０．２５５±０．００９ａｂ １．１９９±０．１３２ａｂ １．５７３±０．０９８ａｂ ０．３６５±０．００９ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与声门紧闭组同时间比较；－：此项无数据。

１．２．２　常规肺组织总ＲＮＡ提取　参照ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ

公司说明书。组织ＲＮＡ的提取按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书进行，

扩增条件：盖部温度１０５℃，９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

５０ｓ，６０℃退火５８ｓ（ＣＮＴＦ５６℃，ＣＮＴＦＲ５６℃），７２℃延伸

６０ｓ，３０个循环；７２℃再延伸８ｍｉｎ，产物－２０℃保存备用。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测肺组织ＩＬ６及ＩＬ８ｍＲＮＡ表达　 组织

ＲＮＡ的提取按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书进行，扩增条件：盖部温度

１０５℃，９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性５０ｓ，６０℃退火５８ｓ

（ＣＮＴＦ５６℃，ＣＮＴＦＲ５６℃），７２℃延伸６０ｓ，３０个循环；

７２℃再延伸８ｍｉｎ，产物－２０℃保存备用。

１．２．４　琼脂糖凝胶电泳及图像分析　配０．５×ＴＢＥ电泳缓冲

液：量取１１０ｍＬ５×ＴＢＥ，加入９９０ｍＬ（稀释１０倍）三蒸水，定

容至１１００ｍＬ；配胶：见试剂配制；配制加样样品：样品及内参

ＰＣＲ产物各８μＬ，２ｍＬ６×凝胶加样缓冲液，充分混匀；加样：

每孔加１８μＬ样品，Ｍａｒｋｅｒ１８μＬ；电泳：电压８０Ｖ，电泳时间

１ｈ；紫外灯下观察，凝胶图像扫描。

１．３　统计学处理　数据采用ＳＡＳ６．１２软件进行统计分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验、方差分析、狇检验

等。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组动物右肺组织ＩＬ８ｍＲＮＡ的表达比较　伤后不同

时相点撞击侧（右肺）肺组织中ＩＬ８ｍＲＮＡ有不同的表达，伤

后同一时相点声门紧闭、开放组ＩＬ８ｍＲＮＡ值显著高于对照

组，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。撞击后，声门紧闭组和

声门开放组的ＩＬ８ｍＲＮＡ水平逐渐上升，８ｈ时达到达到峰

值，后该值逐渐下降。声门紧闭组ＩＬ８ｍＲＮＡ水平明显高于

声门开放组（犘＜０．０５），见表２。

２．２　各组动物右肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达比较　伤后不同

时间在右肺组织中ＩＬ６ｍＲＮＡ有不同的表达，ＩＬ６ｍＲＮＡ的

表达趋势与ＩＬ８ｍＲＮＡ在肺组织中的表达趋势类似。声门不

同状态下各组与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

在伤后ＩＬ６ｍＲＮＡ逐渐上升，在８ｈ时达到右肺组织ＩＬ６

ｍＲＮＡ达到峰值。之后该值逐渐下降，到１２ｈ时，各组的ＩＬ６

ｍＲＮＡ值差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

３　讨　　论

严重创伤引起机体神经、内分泌和免疫系统的网络反应，

在促炎性细胞因子作用下，表现为全身性瀑布式炎症反应，发

展到一定程度则演变为多器官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）
［３］。

肺脏首先遭到损害，表现为持续的顽固性低氧血症及呼吸窘迫

的临床特点。Ｍｅａｄｅ等
［４］发现，肺损伤患者的ＩＬ６、ＩＬ８升高，

但Ｄｏｎｎｅｌｌｙ等
［５］测定了严重创伤患者的肿瘤坏死因子 α

（ＴＮＦα）、ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８、补体Ｃ３ａ、内毒素、心排指数（ｃａｒｄｉａｃ

ｉｎｄｅｘＣＩ）。结果表明，虽然ＩＬ６、ＩＬ８、补体Ｃ３ａ及ＣＩ等介质

和指标在ＡＲＤＳ发生中显示一定作用，但都不能预测 ＡＲＤＳ

的发生，即不是 ＡＲＤＳ的始动因素。说明细胞因子在创伤性

ＡＬＩ中的作用还有争议
［２］。

本研究对动物受撞击后肺组织中的几种细胞因子的表达

进行ＲＴＰＣＲ检测，结果显示ＩＬ６、ＩＬ８ｍＲＮＡ表达明显上

调，提示ＩＬ６、ＩＬ８参与了肺撞击伤后肺脏功能损害的发生、

发展过程。ＩＬ６、ＩＬ８主要来源于单核／巨噬细胞，由于其对炎

症，特别是急性炎症有重要的诱导与调控作用而被称为前炎症

细胞因子［６］。ＩＬ６是一种典型的具有广泛生物学活性的多功

能的单链糖蛋白细胞因子，参加机体的细胞免疫、炎症反应及

造血调控等，与机体的炎症反应和抗感染防御机制密切相关，

是一种重要的促炎性因子［７］。ＩＬ８是一种招募中性粒细胞渗

出到炎症部位的主要趋化因子，中性多核白细胞表面特异性受

体结合后，导致细胞变形、脱颗粒反应、呼吸爆发、释放溶酶体

和过氧化物，从而促进炎症反应，引起肺组织损伤［８］。

本实验中，声门紧闭组和声门开放组肺组织ＩＬ８、ＩＬ６

ｍＲＮＡ水平在伤后８ｈ时达到峰值，伤后１２ｈ仍有较高表达。

ＩＬ８、ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达规律相似，说明它们在肺损伤后的炎

症反应中的作用具有相似性，且ＩＬ８、ＩＬ６ｍＲＮＡ在声门紧闭

组的表达明显高于声门开放组，提示声门紧闭组的肺损伤程度

大于声门开放组，这一结果与本研究前期的结果非常吻合［３］。

ＩＬ８、ＩＬ６ｍＲＮＡ在肺组织中的表达趋势十分相似，说明ＩＬ

８、ＩＬ６ｍＲＮＡ在功能上具有重叠或相关性。ＩＬ６、ＩＬ８在撞

击伤组织中的高表达，是机体对创伤的免疫应答的一部分，它

的表达水平与撞击伤伤后局部组织的急性炎症反应密切相关，

正常水平的表达对创伤愈合是有利的，而过高往往会导致诸如

炎性渗出过多、过度水肿、坏死加重、脓肿形成等过度炎症反

应。前炎症细胞因子在创伤后局部的表达对机体组织的影响

较在全身血液循环的表达重要。

本实验中无论声门紧闭与否，撞击后肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ

水平均增高，与Ｌｉ等
［９］报道的严重创伤患者血清ＩＬ６ｍＲＮＡ

水平明显升高一致，创伤后并发 ＡＲＤＳ患者其血清及支气管

肺泡灌洗液（ＢＡＬ）中ＩＬ６水平明显高于非 ＡＲＤＳ患者，且与

肺功能恶化、血管通透性增高密切相关。ＩＬ８在撞击后２ｈ升

高，８ｈ后达到峰值，持续时间较久，可能与创伤刺激后，粒细

胞的持续和过度活化有关。与肺血管内皮细胞表面相连的ＩＬ

８能增强中性粒细胞表面的白细胞整合素（ＣＤ１１／ＣＤ１８）的活

性，改变其构形，掩盖在白细胞黏附和滚动中起作用的Ｌ选择

素，形成牢固黏附，促使中性粒细胞跨越内皮移行到肺组

织［１０］，发生炎症反应，引起肺组织损伤。

撞击直接损伤可导致肺脏出血和水肿，（下转第１３２１页）
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相互作用产生的级联反应参与了脂代谢紊乱所致的糖尿病视

网膜病变。
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是物理因素所造成的原发伤，而内皮细胞和上皮细胞变性、细

胞间隙增宽、通透性增强等均应视为急性继发性肺损伤。尽管

继发性损伤中有撞击参数如驱动压和压缩量等物理因素所致，

但从本实验结果来看，细胞因子ＩＬ６和ＩＬ８可能在肺撞击伤

后肺脏功能损害的发生、发展过程中发挥重要的作用。由于与

创伤有关的细胞因子很多，各细胞因子之间相互影响、相互作

用，呈网络样［１１］。因此，关于细胞因子ＩＬ６和ＩＬ８在加重肺

撞击伤中的作用和地位，有待进一步深入研究［１２］。
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ｍｅｎｔ，ａｎｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｐｒｏｆｉｌｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔｔｏｆｔｈｅａｄｕｌｔｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅａｆｔｅｒｓｅ

ｖｅｒｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，１９９４，２２（５）：７６８７７６．

［６］ ＨｏｃｈＲＣ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＲ，ＭａｎｎｉｎｇＴ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｃｉ

ｄｅｎｔａｌｔｒａｕｍａｏｎｃｙｔｏｋｉｎｅａｎｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＣｒｉＣａｒｅＭｅｄ，１９９３，２１（６）：８３９８４５．

［７］ＳｅｅｌｅｙＥＪ．Ｕｐｄａｔｅｓｉｎｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕ

ｒｙ：ａｆｏｃｕｓｏｎｔｈｅｏｖｅｒｌａｐｂｅｔｗｅｅｎＡＫＩａｎｄＡＲＤＳ［Ｊ］．

ＡｄｖＣｈｒｏｎｉｃＫｉｄｎｅｙＤｉｓ，２０１３，２０（１）：１４２０．

［８］ＤｏｎｎｅｌｌｙＳＣ，ＳｔｒｉｅｔｅｒＲＭ，ＫｕｎｋｅｌＳＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８

ａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｄｕｌｔｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎ

ａｔｒｉｓｋｐａｔｉｅｎｔｇｒｏｕｐ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，１９９３，３４１（８８４６）：６４３

６４７．

［９］ＬｉＴ，ＬｕｏＮ，ＤｕＬ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒαｐｌａｙｓａｎ

ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇｒｏｌｅｉｎｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅ

ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｌｕｎｇ，２０１３，１９１（２）：２０７２１４．

［１０］ＦｕｊｉｓｈｉｍａＳ，ＡｉｋａｗａＮ．Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｍｅｄｉａｔｅｄｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｒｙ

ａｎｄｉｔｓｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔｅｎｓｉｖｅＣａｒｅＭｅｄ，１９９５，２１（３）：

２７７２８５．

［１１］ＦｒｈｌｉｃｈＳ，ＢｏｙｌａｎＪ，ＭｃＬｏｕｇｈｌｉｎＰ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎａ

ｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌ，２０１３，４８

（３）：２７１２７９．

［１２］钱桂生．全身炎症反应综合征、急性肺损伤与急性呼吸窘

迫综合征［Ｊ］．解放军医学杂志，１９９９，２４（５）：３１３３１６．

（收稿日期：２０１４０８３０　修回日期：２０１４１２１７）

１２３１重庆医学２０１５年４月第４４卷第１０期


