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髓系细胞触发受体
'3

对脓毒症肠功能障碍大鼠瓜氨酸循环水平的影响$

沈丽娟!吴锡平!王
!

倩!孙月雯!关云艳%

"南京中医药大学无锡附属医院重症医学科!江苏无锡
,3-*)3

$

!!

"摘要#

!

目的
!

观察髓系细胞触发受体
'3

"

UC6/'3

$对脓毒症肠功能障碍大鼠瓜氨酸水平的影响!探讨

UC6/'3

在脓毒症急性肠功能障碍中的作用%方法
!

雄性
H>

大鼠
(*

只分为正常组"

8

组$'模型组"

D

组$及

ZV3)

组"

"

组$!每组
3*

只%

D

组及
"

组大鼠腹腔注射脂多糖"

ZVH

$进行造模!造模成功后!

"

组尾静脉注射

UC6/'3

特异性阻断剂
ZV3)

人工合成肽"

,-!+@

R

&

T

R

$%

),.

后检测肠黏膜通透性!血清瓜氨酸'

UC6/'3

'肿

瘤坏死因子
#

"

U9['

#

$水平!回肠组织
UC6/'3@C98

表达#观察肠黏膜损伤病理变化%结果
!

与
8

组比较!

D

组肠黏膜通透性'回肠组织
UC6/'3@C98

表达'血清
UC6/'3

'

U9['

#

水平升高!血清瓜氨酸水平下降!肠

黏膜损伤程度加重!差异有统计学意义"

!

#

*!*+

$%与
D

组比较!

"

组肠黏膜通透性'回肠组织
UC6/'3@C'

98

表达'血清
UC6/'3

'

U9['

#

水平下降!血清瓜氨酸水平升高!肠黏膜损伤程度减轻!差异有统计学意义

"

!

#

*!*+

$%

D

'

"

组回肠组织
UC6/'3@C98

表达与血清瓜氨酸浓度呈负相关"

;d_*!B)-

!

!d*!***

$!与

".2A

氏评分呈正相关"

;d*!B3-

!

!d*!***

$%结论
!

脓毒症肠功能障碍大鼠回肠组织
UC6/'3

表达升高!加

重肠黏膜损伤!与瓜氨酸呈负相关!

UC6/'3

在脓毒症急性肠功能障碍的发生'发展中起重要作用%

"关键词#

!

髓系细胞触发受体
'3

#脓毒症#瓜氨酸#急性肠功能障碍

"中图法分类号#

!

C--

"文献标识码#

!

8

"文章编号#
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脓毒症时!肠上皮细胞数量减少&功能障碍!肠黏

膜屏障破坏!肠道菌群移位!引起体内促炎性和抗炎

性介质平衡失调!导致全身炎症反应综合征"

H5CH

#!

最终造成多器官功能障碍"

/:>H

#!这是脓毒症发展

过程中的一个主要病理过程'

3',

(

%髓系细胞触发受体
'

3

"

UC6/'3

#是一种跨膜糖蛋白!选择性地表达于中

性粒细胞和一部分单核细胞!它是感染性疾病炎症激

发及级联放大的关键介质!可以增强炎性反应对机体

的影响'

(

(

%但正常肠道固有层巨噬细胞几乎不表达

UC6/'3

!是肠道防止炎性反应与组织损伤过强的重

要机制'

-

(

%目前已知
UC6/'3

不仅参与了感染等急

性炎性反应!同时在肠道急慢性炎症中也起到了促进

炎性反应和加重组织损伤的作用'

-

(

%因此笔者推测

在脓毒症肠黏膜损伤时肠道
UC6/'3

呈现高表达!并

与肠黏膜的损伤程度相关%瓜氨酸是一种非蛋白质

的氨基酸!主要由小肠黏膜上皮细胞吸收代谢谷氨酰

胺产生'

+

(

%前期研究证实!瓜氨酸可以作为诊断脓毒

症大鼠急性肠功能障碍的有效指标'

4

(

%笔者推测肠

黏膜组织
UC6/'3

水平与血清瓜氨酸水平呈现相关

性!能反映脓毒症急性肠功能障碍的程度%本研究通

过脂多糖"

ZVH

#构建脓毒症大鼠模型!用
UC6/'3

特

异性阻断剂
ZV3)

人工合成肽阻断
UC6/'3

!观察肠

黏膜组织
UC6/'3

水平与血清瓜氨酸及肠黏膜组织

病理学改变的关系!为脓毒症急性肠功能障碍治疗药

物新靶点的发现提供理论依据%

?

!

材料与方法

?!?

!

材料

?!?!?

!

实验动物
!

选取健康
=

周龄雄性
H>

大鼠
(*

只'北京维通利华公司!质量合格证)

H"iI

"京#

,*3,'

***3

(!体质量
,=*

&

(**

R

%

?!?!!

!

主要仪器
!

多用脱色摇床
He"',3*3

"苏州捷

美#!

D/-+*8

全自动组织包埋机"常州派斯杰医疗#!

光学显微镜'日本
:M

Q

@

%

A$

公司
>i-+

显微镜及其自

带的计算机图像分析系统"

>V,'DH;

#(!

F6/'3*3*

透射电子显微镜"日本电子公司#!带电化学检测器的

高压液相色谱仪"

7VZ"'V6>

!美国
>20K&\

公司#%

3+,+

高效液相色谱仪&

,-=B

紫外检测器"美国
;#J&1$

公司#!

iD12P

R

&"3=

色谱柱"

+

%

@

!

-!4b,+*!*@@

#!

6@

%

0X&1,

色谱工作站%

6M\'=**

酶联免疫分析仪

"美国
D20U&T

公司#!

Z2

R

.J"

Q

?M&1-=*

基因扩增仪"美

国
D206C

公司#%

?!?!"

!

主要试剂
!

ZVH

"

Z,==*'3**/G

!美国
H2

R

@#

公司#%

ZV3)

人工合成肽由上海科肽生物科技有限

公司合成!采用
[@0?

法经去保护&激活和交联&循环

(

步合成!序列为
ZLWU>HGZeC"W5e7VVZ

!相对

分子质量
,*)-!-3

!

7VZ"

分析其纯度为
B=!,,E

%

肿瘤坏死因子
#

"

U9['

#

#和
UC6/'36Z5H8

试剂盒

"上海沪峰化工有限公司!货号
[33(3*'8

&

[(3+3'8

#%

乳果糖&甘露醇"美国
H2

R

@#

公司#%苏木素
'

伊红染

色试剂盒"上海碧云天生物技术有限公司#!

U12]0M

C98 5$0M#J20K

"美 国
5KO2J10

R

&K

公 司#!

HeDC

(

V1&@2\6\U#

^

U/

)

&逆转录试剂盒'宝生物工程"大

连#有限公司(!引物序列"上海博彩生物技术有限公

司#!

UC6/'3

单克隆抗体"北京博奥森生物技术有限

公司!编号
,(-**C

#%

?!!

!

方法

?!!!?

!

动物模型及分组
!

雄性
H>

大鼠
(*

只分为正

常组"

8

组#&模型组"

D

组#及
ZV3)

组"

"

组#!每组
3*

只%模型组及
ZV3)

组大鼠腹腔注射
-!+@

R

*

T

R

ZVH

进行造模'

)

(

%大鼠出现心率加快"为造模前心率
,

倍#&血压下降&精神萎靡&少动&竖毛&口鼻分泌物增

多等视为造模成功'

=

(

%造模成功后!

"

组尾静脉注射

UC6/'3

特异性阻断剂
ZV3)

人工合成肽 "

,-!+

@

R

*

T

R

#

'

B

(

!其余两组尾静脉注射等量生理盐水%实验

期间自由进食饮水%

),.

后各组大鼠灌胃乳果糖

3**@

R

&甘露醇
+*@

R

混悬液
,@Z

!放置代谢笼!留

取
,-.

尿液%

?!!!!

!

标本采集及检测
!

大鼠下腔静脉取血!将收

集的血液标本经
3***1

*

@2K

离心
+@2K

!取上清液!

_=*a

保存!统一检测%取血后处死!打开腹腔!观察

并记录肠管颜色!有无水肿&出血&扩张及穿孔等情

况%取回肠用
3*E

福尔马林固定!常规取材!脱水!石

蜡包埋!切片经
76

染色%

?!!!"

!

病理检测
!

光学显微镜观察肠壁绒毛有无水

肿!黏膜上皮细胞有无变性&坏死!黏膜下层&肌层&浆

膜层&固有层有无充血&水肿&炎细胞浸润%按
".2A

氏
4

级评分'

3*

(评价病变程度!由轻到重依次评为
3

&

+

分!无明显病变为
*

分%用图像分析软件测量肠壁

绒毛长度&黏膜层厚度!求出每只大鼠平均绒毛长度

与黏膜层厚度的比值"绒毛长度*黏膜层厚度#%

?!!!@

!

肠黏膜通透性
!

带电化学检测器的高压液相

色谱仪"

7VZ"'V6>

#检测尿液中乳果糖与甘露醇的

浓度'

33

(

!计 算 比 值 "

Z

*

/

#%淋 洗 液
*!3 @0M

*

Z

9#:7

!流速
3!*@Z

*

@2K

!检测电极
j*!3W

!氧化电

极
j*!)+W

!还原电极
_*!*3W

!进样量
,+

%

Z

%

?!!!A

!

血清瓜氨酸水平
!

运用高效液相色谱法检

测'

3,

(

!色谱条件)

,+@@0M

*

Z

醋酸铵缓冲"

%

74!*

#)甲

醇
dB*k3*

&

=+k3+

"

=@2K

#

&

++k-+

"

3*@2K

#

&

3*kB*

"

3*@2K

#!流速
3!*@Z

*

@2K

$柱温
(*a

$检测

波长
,+-K@

!进样量
,*

%

Z

%

?!!!B

!

血清
U9['

#

&

UC6/'3

水平
!

6Z5H8

检测血

清
U9['

#

&

UC6/'3

水平%具体步骤如下)加样!加酶

标液!密封酶标板!

()a

孵育!反复清洗酶标板!吸水

纸拍干!加入显色剂
8

和显色剂
D

!

()a

下避光反应

3*

&

3+@2K

!加入终止液终止反应!酶标仪检测光密

度"

?9

#值!波长
-+*K@

!根据检测结果绘制标准曲

线!计算样本浓度%

?!!!C

!

回肠组织
UC6/'3@C98

表达
!

将
+*@

R

=B3,
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的冷冻回肠组织按照说明书提取总
C98

%

_=*a

保

存%采用
CU'V"C

两步法进行检测!通过溶解曲线&

,E

琼脂糖凝胶电泳确定产物的准确性!采用
C&#M

U2@&'V"C

方法进行相对定量!标准化比值计算公式

采用
,

_

%%

"U法'

3(

(

%以大鼠
!

'#?J2K

作为内参基因!检

验所用引物序列见表
3

%

表
3

!!

大鼠回肠目的基因和内参基因引物序列

名称 序列 长度

UC6/'3 +l'88GU8UG""8G88G"8GG88GG'(l 3(=Y

%

+l'GGU8GGGU"8U"UUU"8GGGUGU'(l

!

'#?J2K +l'""UGU8"G""88"8"8GUG"'(l ,33Y

%

+l'8U8"U""UG"UUG"UG8U""'(l

?!!!G

!

免疫组织化学检测
UC6/'3

表达
!

石蜡切片

脱胎换骨蜡&水化!

VDH

冲洗!加入
(E7

,

:

,

!室温孵

育
3*@2K

!

VDH

冲洗!抗原修复!

VDH

冲洗%滴加正常

山羊血清封闭液!室温孵育
(*@2K

!加入
UC6/'3

一

抗"

3k+**

#!

- a

孵育过夜!

VDH

冲洗!加入二抗!

()a

孵育
3.

!

VDH

冲洗%

>8D

染色
,

&

+@2K

!显微

镜下观察!

VDH

冲洗
3*@2K

!苏木素复染
,@2K

!盐酸

酒精分化!自来水冲洗
3*@2K

!梯度乙醇脱水&透明&

树胶封片!镜检%

?!"

!

统计学处理
!

采用
HVHH,3!*

统计软件进行分

析%计量资料以
McC

表示!多组间比较采用单因素

方差分析!两组间及组内比较采用
<

检验!

!

#

*!*+

为

差异有统计学意义%

!

!

结
!!

果

!!?

!

各组大鼠血清
UC6/'3

&

U9['

#

&瓜氨酸水平
!

实验结束时!

D

组大鼠死亡
(

只!

8

组与
"

组无死亡%

与
8

组比较!

D

组与
"

组血清
UC6/'3

&

U9['

#

水平

明显升高"

!

#

*!*+

#!血清瓜氨酸水平明显降低"

!

#

*!*+

#$与
D

组比较!

"

组血清
UC6/'3

&

U9['

#

水平

明显下降"

!

#

*!*+

#!血清瓜氨酸水平明显升高"

!

#

*!*+

#!见表
,

%

(

组大鼠血清
UC6/'3

水平与
U9['

#

呈正相关"

;d*!B,*

!

!d*!**3

#!见图
3

%

表
,

!!

各组大鼠血清
UC6/'3

'

U9['

#

'瓜氨酸

!!!

水平比较$

McC

%

组别
1 UC6/'3

"

%R

*

@Z

#

U9['

#

"

K

R

*

Z

# 瓜氨酸"

%

@0M

*

Z

#

8

组
3* -!,+c*!+- --*!*=c4,!*= )3!),c+!3,

D

组
) 4!*-c3!++ +)4!-=cB=!B= -*!*)c,!(4

"

组
3* +!+-c*!+3 -B)!+Bc=3!-+ ++!43c,!(B

图
3

!!

血清
UC6/'3

与
U9['

#

的相关性分析

!!!

!

回肠组织
UC6/'3@C98

表达
!

D

组与
"

组

回肠组织
UC6/'3@C98

表达
*!+4c*!3,

&

*!(*c

*!*B

较
8

组无表达明显升高"

!

#

*!*+

#$与
D

组比

较!

"

组回肠组织
UC6/'3 @C98

表达明显降低

"

!

#

*!*+

#%

!!"

!

免疫组织化学检测回肠组织
UC6/'3

表达
!

UC6/'3

阳性表达呈黄色或棕黄色的染色颗粒!在
8

组回肠组织中未检测到
UC6/'3

的表达!

D

组与
"

组

回肠组织中有
UC6/'3

表达!

"

组表达量较
D

组减

少!见图
,

%

!!

8

)

8

组$

D

)

D

组)

"

)

"

组

图
,

!!

各组回肠组织
UC6/'3

的表达$

b,**

%

!!@

!

回肠黏膜形态及病理学情况
!

8

组)回肠由黏

膜层&黏膜下层&肌层和浆膜层
-

层结构组成!各层次

结构清晰%黏膜层表覆单层柱状上皮!向肠腔突起形

成细长的绒毛!排列整齐!均无异常%固有层内有肠

腺!间质无水肿%黏膜下层为疏松结缔组织!肌层较

厚!浆膜为间皮!单层扁平状%

D

组)大部分肠黏膜上

皮抬高!绒毛较
8

组短&宽!向两侧倒伏!部分绒毛顶

端脱落!绒毛顶端上皮下出现囊状间隙!伴随毛细血

管充血%少部分出现黏膜层细长的绒毛!排列整齐!

顶端上皮细胞无明显变性!无明显坏死%固有层腺体

BB3,
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和间质!黏膜下层&肌层无明显病变%

"

组)大部分肠

黏膜绒毛上皮下间隙轻度扩大!伴随毛细血管轻度

充血%

与
8

组比较!

D

组与
"

组回肠黏膜厚度&绒毛长

度明显降低"

!

#

*!*+

#!

".2A

氏评分明显升高"

!

#

*!*+

#$与
D

组比较!

"

组回肠黏膜厚度&绒毛长度明

显升高"

!

#

*!*+

#!

".2A

氏评分未见明显差异"

!

"

*!*+

#!见表
(

&图
(

%

!!A

!

回肠黏膜通透性改变
!

D

组与
"

组回肠黏膜通

透性
(!+)c*!(=

&

,!(+c*!,)

较
8

组
*!3Bc*!*,

明

显升高"

!

#

*!*+

#$与
D

组比较!

"

组回肠黏膜通透性

明显降低"

!

#

*!*+

#%

表
(

!!

各组回肠黏膜形态及病理学比较$

McC

%

组别
1

绒毛长度

"

%

@

*

3**

倍#

黏膜厚度

"

%

@

*

3**

倍#

".2A

氏评分

"分#

8

组
3* ,=(!4)c34!-( +--!+-c-*!B- *

D

组
) ,(,!4,c3+!(= -,*!3+c()!34 (!,c3!*,

"

组
3* ,+B!+(c3=!,3 -))!(,c(,!++ 3!-c*!(,

!!

8

)

*

分$

D

)

3

分$

"

)

,

分

图
(

!!

".2A

氏评分情况

图
-

!!

回肠组织
UC6/'3@C98

表达与血清瓜氨酸水

平及
".2A

氏评分相关性分析

!!B

!

回肠组织
UC6/'3@C98

表达与血清瓜氨酸

及
".2A

氏评分相关性分析
!

D

&

"

组回肠组织

UC6/'3@C98

表达与血清瓜氨酸水平呈负相关

"

;d_*!B)-

!

!d*!***

#!与
".2A

氏评分呈正相关

"

;d*!B3-

!

!d*!***

#!见图
-

%

"

!

讨
!!

论

!!

,***

年
D:̀ "7:9

等'

(

(首次发现
UC6/'3

为

一种跨膜糖蛋白!选择性地表达于中性粒细胞和一部

分单核细胞!是感染性疾病炎症激发及级联放大的关

键介质!其可以增强炎性反应对机体的影响'

(

(

%

UC6/'3

与配体结合后激活下游信号通路!导致细胞

合成
U9['

#

&白细胞介素"

5Z

#

'3

!

&

5Z'4

&

5Z'=

等促炎

因子!同时抑制抗炎因子
5Z'3*

的合成$而
U9['

#

&

5Z'

=

等可协助
ZVH

上调
UC6/'3

的表达!

5Z'3*

则抑制

UC6/'3

的上调!从而产生激发和放大炎性反应的恶

性循环'

3-

(

%研究显示!脓毒症时所有效应细胞的

UC6/'3

均呈现特异性的高表达!且细胞表面的

UC6/'3

表达明显增高'

3+

(

%本研究与上述研究结果

一致!脓毒症大鼠血清
UC6/'3

明显升高!并与

U9['

#

呈正相关!证实
UC6/'3

参与脓毒症的发生&

发展过程%

正常肠道固有层巨噬细胞几乎不表达
UC6/'3

!

是肠道防止炎性反应与组织损伤过强的重要机制'

-

(

%

研究发现!

UC6/'3

不仅参与了感染等急性炎性反

应!同时在肠道急慢性炎症中也起到了促进炎性反应

和加重组织损伤的作用'

-

(

%有报道!重症胰腺炎大鼠

肠组织内
UC6/'3

高表达!促进炎症介质释放和肠黏

膜屏障功能障碍!促进炎症因子释放!导致
H5CH

!诱

发和加重
/:>H

'

34

(

%抑制肠巨噬细胞
UC6/'3

的表

达可减轻氧化应激对肠黏膜屏障的损伤'

3)

(

%脓毒症

时!肠上皮细胞凋亡增加!细胞数量减少!肠上皮细胞

功能障碍!肠黏膜屏障破坏!肠道菌群失调!肠道免疫

**,,
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年
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功能受损!导致肠腔内毒素入血!引起炎症介质释放

增多!使肠黏膜屏障进一步受损!大量细菌和毒素易

位!引起体内促炎性和抗炎性炎症介质平衡失调!导

致恶性循环!加重
H5CH

!最终导致
/:>H

'

3',

(

%本研

究发现!脓毒症时肠黏膜绒毛长度及黏膜层厚度降

低!通透性增加!回肠组织
UC6/'3

呈现高表达!并与

肠黏膜的损伤程度相关!提示
UC6/'3

参与了脓毒症

肠功能障碍的发生&发展%

瓜氨酸是一种非蛋白质的氨基酸!主要由小肠黏

膜上皮细胞吸收&代谢谷氨酰胺而产生'

3=

(

%瓜氨酸被

释放入肝门静脉系统!但肝组织对瓜氨酸没有首过效

应!肝脏中的瓜氨酸绝大部分被肾脏摄取后代谢为精

氨酸'

3=

(

%研究发现!血清瓜氨酸水平能反映诸多小肠

疾病"如短肠综合征&放射性肠炎&克罗恩病#患者小

肠黏膜上皮细胞的数量'

)

(

%前期研究证实!血清瓜氨

酸水平能够反映脓毒症肠黏膜上皮细胞的数量和功

能'

3B

(

%临床研究发现!急性肠功能损伤的危重症患者

血清瓜氨酸水平降低!是死亡的独立危险因素之

一'

,*

(

%本研究发现!脓毒症大鼠血清瓜氨酸水平降

低!并与回肠组织
UC6/'3@C98

表达呈负相关!给

予脓毒症大鼠尾静脉注射
UC6/'3

特异性阻断剂

ZV3)

人工合成肽后!回肠组织
UC6/'3@C98

表达

有所降低!肠黏膜损伤程度减轻!同时血清瓜氨酸水

平有所升高!提示
UC6/'3

能够影响脓毒症血清瓜氨

酸水平!进一步证实
UC6/'3

在脓毒症肠急性功能障

碍中有重要意义%

UC6/'3

是感染性疾病炎症激发及级联放大的

关键介质!

UC6/'3

能够影响脓毒症血清瓜氨酸水

平!反映脓毒症急性肠功能障碍的程度%验证了

UC6/'3

作为脓毒症急性肠功能障碍分子治疗靶点

的价值!找到抑制
UC6/'3

活性的药物为改善脓毒症

急性肠功能障碍患者的预后提供了新的思路和有效

的治疗策略!这将成为下一步研究的重要方向%
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