
作者简介*陈驾君$

$(/1X

&#主治医师#博士#主要从事创伤外科临床和科研工作)

!

#

!

通信作者#

V.L;#K

!

8

R

1

9

*

I

"

$)'&:"L

)

论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$(&%0&%%2

负压封闭引流技术干预兔骨骼肌缺血再灌注损伤后炎性反应的实验研究

陈驾君!杨
!

帆#

!解
!

杰!王
!

翔!高
!

伟!白祥军

"华中科技大学同济医学院附属同济医院创伤外科!武汉
0'%%'%

$

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨负压封闭引流"

6̂@

$技术减轻兔骨骼肌缺血再灌注损伤"

C

(

E

$的相关作用机制&

方法
!

将
'%

只新西兰大耳兔分成对照"假手术$组'

C

(

E

组和
C

(

Ef 6̂@

组!每组
$%

只&通过阻断左后肢股动

脉'静脉"

0I

$和再灌注"

)I

$的方法建立兔
C

(

E

模型&在此基础上使用
6̂@

技术进行再灌注时的干预!然后对

各组骨骼肌组织进行肿瘤坏死因子
.

!

"

3AB.

!

$'白细胞介素
.)

"

C?.)

$'前列腺素
V1

"

7>V1

$'补体
2;

"

42;

$'超敏

4

反应蛋白"

I+.4E7

$和多形核中性白细胞"

75A

$的检测!对各组外周静脉血进行白细胞计数"

d[4

$'

4

反应

蛋白"

4E7

$'

3AB.

!

和
C?.)

的测定&结果
!

'

组骨骼肌和外周血中所测定的炎症因子'炎症标志物及炎症细胞

水平存在差异!与对照组比较!

C

(

E

组
3AB.

!

'

C?.)

'

7>V1

和
42;

水平均显著增高"

C_2&$2-

!

J

$

%&%$

$!

C

(

Ef

6̂@

组
3AB.

!

和
42;

水平显著增高"

C_1&'-'

!

J_%&%'2

$#与
C

(

E

组比较!

C

(

Ef 6̂@

组
3AB.

!

'

C?.)

'

7>V1

和
42;

均显著降低"

C_0&)((

!

J

$

%&%$

$#蛋白免疫印迹法"

d=+9=G,QK"9

$检测结果显示!对照组'

C

(

E

组和
C

(

E

f 6̂@

组
I+.4E7

蛋白相对灰度比分别为
%&-'/b%&0)-

!

1&'0$b%&--'

和
$&1((b%&'($

!差异具有统计学意

义"

S_02&02'

!

J

$

%&%$

$#免疫组织化学法检测及图像分析结果显示!对照组'

C

(

E

组和
C

(

Ef 6̂@

组
75A

特

异性标记物
4@$$Q

表达分别为
$$'b2/

!

')1b$%$

和
121b/-

!差异具有统计学意义"

S_1)&00/

!

J

$

%&%$

$#

与对照组比较!

C

(

E

组
3AB.

!

'

C?.)

'

4E7

水平和
d[4

数量显著增高"

C_(&10-

!

J

$

%&%$

$!

C

(

Ef 6̂@

组
3AB.

!

'

C?.)

和
4E7

水平显著增高"

C_0&-20

!

J

$

%&%$

$#与
C

(

E

组比较!

C

(

Ef 6̂@

组的
3AB.

!

'

C?.)

'

4E7

水平和

d[4

数量显著降低"

C_-&0$2

!

J

$

%&%$

$&结论
!

6̂@
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挤压伤及挤压综合征是创伤救治中的常见伤#救

治效果不佳#具有极高的病死率'
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发展是挤压综合征中的重要环节#如何在源头上控制

炎性反应#减轻毒素回吸收对机体造成的危害#成为
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伤骨骼肌的局部作用#减轻缺血再灌注损伤和继发全身
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% 3AB.

!

C?.) 7>V1 42;

对照组
$% 2)&0%b$$&%( 0$&%$b(&'1 $$&12b'&00 $2&'2b0&0%

C

"

E

组
( $-1&21b20&--

""

$$1&%0b1%&(/

""

'(&%$b$%&/0

""

0-&)1b(&--

""

C

"

Ef 6̂@

组
( -2&-/b1'&%'

"--

21&)2b$$&01

-

$'&--b/&1'

"-

'0&-1b$$&-2

""--

S X (&-1% 2&10% 0&12% 1)&0/%

J X %&%%1 %&%1% %&%0% %&%%%

!!

"

!

J

$

%&%2

%

""

!

J

$

%&%$

#与对照组比较%

-

!

J

$

%&%2

%

--

!

J

$

%&%$

#与
C

"

E

组比较%

X

!无数据

?&C

!

样本取材和检测方法
!

$

$

&炎症因子组织标本!

各组实验结束后#将兔处死#使用冰去离子水对获取

的兔左下肢骨骼肌组织进行冲洗并进行匀浆处理#使

用低温离心机以
'%%%G

"

L#,

离心
$%L#,

#取上清液

以
V?C6F

法进行
3AB.

!

*

C?.)

*

7>V1

和
42;

的检测#

严格按照试剂盒说明操作)$

1

&炎症标志物组织标

本!本实验引入
>F7@D

蛋白作为内参#采用免疫印

迹法检测
I+.4E7

蛋白的表达)取漂洗干净的骨骼肌

组织#提取总蛋白进行
$2]

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯

酰胺凝胶电泳$

6@6.7F>V

&#并转移至硝酸纤维素膜

上#封闭过夜后依次加入鼠抗兔
I+.4E7

一抗和辣根

过氧化物酶$

DE7

&标记的羊抗鼠
C

O

>

二抗#使用化学

发光法进行显色)$

'

&炎症细胞组织标本!同上#采用

CD4

法检测组织内多形核中性白细胞$

75A

&特异性

标记物
4@$$Q

的表达)$

0

&炎症因子血液标本!各组

实验结束后#将兔处死前#于兔耳缘静脉抽取外周静

脉血
$L?

#使用低温离心机以
'%%%G

"

L#,

离心
2

L#,

#取上清液以
V?C6F

法进行
3AB.

!

和
C?.)

的检

测#严格按照试剂盒说明操作)$

2

&炎症标志物血液

标本!同上采用
V?C6F

法#检测兔外周静脉血中
4E7

水平)$

)

&炎症细胞血液标本!同上抽取静脉血
$L?

注入血常规试管#低温保存#

)%L#,

内送往华中科技

大学同济医院检验科#应用
4=KK.7MA6;

<<

I#G=

全自

动血细胞分析仪自动进行
d[4

计数)

?&D

!

统计学处理
!

数据使用
67661%&%

统计软件进

行分析#计量资料以
KbF

表示)统计分析前先行数

据正态性及方差齐性检验%

'

个实验组组间比较采用

单因素方差分析#统计量为
S

值%两两比较用
?6@

法

$确定方差齐性&或
3;LI;,=i+31

法$未确定方差齐

性&#统计量为
C

值#以
J

$

%&%2

为差异有统计学

意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

骨骼肌组织中炎症因子水平的变化
!

在建模过

程中#

C

"

E

组和
6̂@

组各有
$

只白兔死亡)与对照组

比较#

C

"

E

组
3AB.

!

*

C?.)

*

7>V1

和
42;

水平均显著

增高$

C_2&$2-

#

J

$

%&%$

&#

C

"

Ef 6̂@

组
3AB.

!

和

42;

水平显著增高$

C_1&'-'

#

J_%&%'2

&%与
C

"

E

组

比较#

C

"

Ef 6̂@

组的
3AB.

!

*

C?.)

*

7>V1

和
42;

均

显著降低$

C_0&)((

#

J

$

%&%$

&#见表
$

)

@&@

!

骨骼肌组织中炎症标志物水平的变化
!

免疫印

迹法检测结果显示#对照组*

C

"

E

组和
C

"

Ef 6̂@

组

I+.4E7

蛋 白 相 对 灰 度 比 分 别 为
%&-'/b%&0)-

#

1&'0$b%&--'

和
$&1((b%&'($

)统计学分析结果显

示#

'

组相对表达量差异具有统计学意义 $

S_

02&02'

#

J

$

%&%$

&#见图
$

)

!!

"

!

J

$

%&%2

%

""

!

J

$

%&%$

#与对照组比较%

-

!

J

$

%&%2

#与
C

"

E

组

比较

图
$

!!

骨骼肌组织中炎症标志物水平的变化

!!

"

!

J

$

%&%2

%

""

!

J

$

%&%$

#与对照组比较%

-

!

J

$

%&%2

#与
C

"

E

组

比较%

X

!无数据

图
1

!!

骨骼肌组织中炎症细胞数量的变化

@&A

!

骨骼肌组织中炎症细胞数量的变化
!

免疫组化

法检测及图像分析结果显示#对照组*

C

"

E

组和
C

"

Ef

6̂@

组
75A

特异性标记物
4@$$Q

表达分别为
$$'b

))2
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表
1

!!

各组家兔静脉血中各生化指标的表达情况&

KbF

(

组别
% 3AB.

!

C?.) 4E7 d[4

对照组
$% 1$&2)b(&'0 '$&$%b$$&0)

-

$'&$/b0&$$ $&%$b%&)-

C

"

E

组
( $$1&%0b1%&01

""

$02&(1b11&11

""

1(&02b-&)2

""

$&($b%&21

""

C

"

Ef 6̂@

组
( '0&(2b$'&1%

"--

)'&1'b$-&'(

""-

$-&)'b'&-0

"-

$&$/b%&10

-

S X (&-1% 1)&0/% 2&10% 0&12%

J X %&%%1

$

%&%$ %&%1% %&%0%

!!

"

!

J

$

%&%2

%

""

!

J

$

%&%$

#与对照组比较%

-

!

J

$

%&%2

%

--

!

J

$

%&%$

#与
C

"

E

组比较%

X

!无数据

2/

#

')1b$%$

和
121b/-

)统计学分析结果显示#

'

组

75A

细胞数差异具有统计学意义$

S_1)&00/

#

J

$

%&%$

&#见图
1

)

@&B

!

外周静脉血中炎症因子*炎症标志物水平和炎

症细胞数量的变化
!

与对照组比较#

C

"

E

组
3AB.

!

*

C?.)

*

4E7

水平和
d[4

数量显著增高$

C_(&10-

#

J

$

%&%$

&#

C

"

Ef 6̂@

组
3AB.

!

*

C?.)

和
4E7

水平显著

增高$

C_0&-20

#

J

$

%&%$

&%与
C

"

E

组比较#

C

"

Ef 6̂@

组的
3AB.

!

*

C?.)

*

4E7

水平和
d[4

数量显著降低

$

C_-&0$2

#

J

$

%&%$

&#见表
1

)

A

!

讨
!!

论

!!

临床上挤压伤起病急骤#在机械力和再灌注损伤

的双重机制可迅速出现全身失控性炎性反应#同时常

伴有急性肾功能不全#继发各种器官功能损害#病死

率较高#所以挤压伤和挤压综合征是临床上治疗的重

点和难点)挤压综合征发病机制主要为肌肉等组织

受到机械力作用#直接损伤和缺血引起的变性*坏死

及解除挤压后再灌注损伤导致的自溶'

/

(

)有时#即使

挤压时间不长#没有造成严重的器质性损伤#也会由

于解除挤压后#组织内自由基释放*细胞内钙超载和

横纹肌坏死溶解#导致严重的炎性反应和不可逆的损

伤)其中#骨骼肌是受缺血再灌注损伤最为敏感的机

体组织'

(

(

#缺血骨骼肌的细胞在恢复供血后的最初几

分钟内即可发生再灌注损伤#裂解后诱导释放各种炎

症因子#并经过静脉回流#造成炎症因子的全身播散

和级联反应)因此骨骼肌也是挤压伤后缺血再灌注

损伤预防和治疗的研究重点)

6̂@

技术是近十年来新兴的一种创面物理治疗

技术'

$%

(

#可明显预防和改善创面感染#加快创面愈合#

已广泛应用于各种急慢性创面的治疗中'

$$

(

)同时#国

内外的临床研究均表明'

$1.$'

(

#应用
6̂@

技术可有效

改善挤压伤和挤压综合征造成的危害#但是具体作用

机制仍存在争议)

适当的炎性反应可以将细胞因子水平维持在适

当的水平#有利于细胞免疫和机体恢复%如果炎性因

子过度释放和调节失控#则会诱发全身炎症反应综合

征$

6CE6

&#继发多器官功能障碍综合征$

5 @̀6

&)笔

者推测#在缺血再灌注损伤中#

6̂@

技术利用其负压

抽吸作用#可以有效去除组织内积聚的有害物质'

$0

(

#

减少炎症因子释放及炎症细胞的进一步趋化#下调炎

性反应#从而减轻挤压伤后再灌注损伤引起的一系列

严重后果#预防
5 @̀6

的发生)在炎性反应中#最为

重要的炎症因子是
3AB.

!

*

C?.)

*

7>V1

和
42;

#分别

具有启动炎性反应*活化炎症因子*引起血管通透性

增高和趋化炎症细胞的作用)

3AB.

!

是参与创伤后

机体炎性反应的主要细胞因子之一'

$2

(

)

C?.)

则可由

多种细胞合成和释放#通过刺激血小板活化因子协同

3AB.

!

放大炎性反应'

$)

(

)

7>V1

是花生四烯酸环氧

合酶代谢产物#是前列腺素的一种#其作用为扩张血

管#升高血管通透性#利于炎症细胞进出血管壁'

$-

(

)

42;

是存在于血清与组织液中的一种经活化后具有酶

活性的蛋白质)活化后#高浓度的
42;

是中性粒细

胞*单核细胞等炎症细胞的趋化剂#可刺激这些细胞

沿着浓度定向移动致损伤部位发挥炎性反应'

$/

(

)

d[4

是一种非特异性免疫的直接效应细胞#活化的

d[4

还可以通过释放炎症因子*增加血管通透性*产

生趋化作用等参加局部的炎性反应)除非发生免疫

抑制#

d[4

的增高是全身炎症水平最为基础的评判

指标#而
75A

是白细胞中主要的效应细胞'

$(

(

)

4E7

则主要是在
C?.)

等细胞因子调节下#主要由肝脏合成

分泌的一种蛋白质#也可由炎症局部的巨噬细胞少量

产生)

4E7

以糖蛋白的形式存在于血液中#能增强白

细胞的吞噬能力*增强淋巴细胞活性*激活补体等作

用)

4E7

是急性时相蛋白 $

;:H9=

<

I;+=

<

G"9=#,

#

F77

&中变化最敏感的一种#而
I+.4E7

则是目前评价

炎症最为敏感的指标之一'

1%

(

)因此#减少创伤处的局

部炎症因子#是阻断缺血再灌注损的源头#预防全身

失控性炎性反应和继发
5 @̀6

的重要途径之一)

通过本实验可证实#

6̂@

技术不仅可明显下调再

灌注损伤后兔骨骼肌局部的炎症因子$

3AB.

!

*

C?.)

*

7>V1

和
42;

&的生成和表达#同时减少局部骨骼肌炎

症细胞$

75A

&的浸润#降低局部炎性反应%继而减少

炎症因子$

3AB.

!

和
C?.)

&进入外周循环#改善全身炎

性反应#避免失控性炎性反应的发生#从而最终预防

-)2

重庆医学
1%$(

年
1

月第
0/

卷第
0

期



5 @̀6

)

综上所述#本实验通过
6̂@

技术#减少兔骨骼肌

缺血再灌注损伤模型中炎症因子的表达#控制炎症细

胞趋化#可有效下调局部和全身的炎症水平)结合笔

者之前的实验数据'

'.0

#

1$

(

#为其用于治疗挤压伤
.

挤压

综合征
.

缺血再灌注损伤提供了理论依据)

参考文献

'

$

(

EVCA>FE@CVAV @

#
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5 ÈCYFdFF

#

6\>CMF5F3

#

=9;K&E"K="R

9HL"G,=:G"+#+R;:9"G.;K

<

I;;,!

O

KH:":"G9#:"#!",K#

<

"

<

".

K

8

+;::I;G#!=

$

?76

&

.#,!H:=!;

<

"

<

9"+#+"R9I

8

L":

8

9=+

'

N

(

&

BV56CLLH,"K5=!5#:G"Q#"K

#

$((2

#

$1

$

'

"

0

&!

$(2.1%0&

'

$)

(

[CBB?d?

#

5`̀ EVVV

#

5`̀ EVBF

#

=9;K&C,9=GK=H.

S#,.)!=K;

8

+,=H9G"

<

I#K;

<

"

<

9"+#+T#;;L=:I;,#+L#,T"K.

T#,

O<

K;9=K=9.;:9#T;9#,

O

R;:9"G

'

N

(

&N3G;HL;

#

$(()

#

0%

$

0

&!

2-2.2-/&

'

$-

(

AFYFAC6DC5

#
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