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乌司他丁对脓毒症大鼠膈肌ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶
信号通路的影响
冯清洲，刘 ，黄建鑫

牗广东省深圳市第七人民医院重症医学科，广东深圳５１８０８１ 牘
摘要：目的研究乌司他丁对脓毒症膈肌ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶牗 ｐ３８ ＭＡＰＫ牘信号通路的影响。方法选取６０例ＳＰＦ级成年雄性ＳＤ
大鼠，随机分为Ａ组、Ｂ组和Ｃ组，各２０只；Ａ组为假手术组，Ｂ组为脓毒症组，Ｃ组为乌司他丁治疗组。麻醉后，Ａ组从正中线剪开大鼠
腹部，然后对伤口进行缝合；Ｂ组使用盲肠结扎穿刺（ＣＬＰ）模型，将大鼠制成脓毒症动物模型；Ｃ组大鼠在术后立即给予乌司他丁治疗。
３组大鼠在术后１６ ｈ内处死，观察膈肌肌条收缩力、膈肌肌细胞凋亡率及ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水平。结果Ｂ组与Ａ组相比，大鼠膈肌
肌条收缩力明显下降，膈肌肌细胞凋亡率及ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水平明显上升（Ｐ ＜ ０． ０５）；Ｃ组大鼠膈肌肌条收缩力、膈肌肌细胞凋亡
率及ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水平均明显恢复，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论乌司他丁可有效抑制脓毒症膈肌ｐ３８ ＭＡＰＫ信号通路
的表达，并有效减少膈肌肌细胞凋亡率，降低脓毒症对膈肌造成的损伤。
关键词：乌司他丁；脓毒症；细胞凋亡；ｐ３８ ＭＡＰＫ；膈肌肌条收缩力；膈肌肌细胞凋亡率
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

脓毒症是一种由重症感染引起的全身炎性反应综
合征，持续发展可引起机体器官衰竭犤 １ 犦。研究显示，乌司
他丁能有效抑制脓毒症膈肌ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶
牗 ｐ３８ ＭＡＰＫ牘信号通路的表达犤 ２ － ３ 犦，但也有学者对此提
出了质疑。本研究中拟用脂多糖（ＬＰＳ）刺激巨噬细胞形
成脓毒症，检测细胞上清液脂肪球表皮生长因子８
牗ＭＦＧ － Ｅ８ 牘表达水平，并测定ｐ３８ ＭＡＰＫ的活性变化，
以期阐明ＬＰＳ刺激巨噬细胞后ＭＦＧ －Ｅ８表达的规律。经
ｐ３８ＭＡＰＫ的特异性抑制剂ＳＢ２０３５８０干预后，检测细胞上

清液ＭＦＧ －Ｅ８表达水平，并检测ｐ３８ ＭＡＰＫ的活性变化，
比较ＬＰＳ和ＬＰＳ ＋ ＳＢ２０３５８０刺激后巨噬细胞ＭＦＧ － Ｅ８
表达水平的变化及ｐ３８ ＭＡＰＫ活性变化，探讨脓毒症
ＭＦＧ － Ｅ８表达的规律及其分子机制，阐明ｐ３８ ＭＡＰＫ在
脓毒症ＭＦＧ － Ｅ８表达中的作用。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 动物与试药

动物：ＳＰＦ级成年雄性ＳＤ大鼠６０只，由医学院实验
动物中心提供，体质量为２５０ ～ ３００ ｇ，合格证编号为



７

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１８年５月５日第２７卷第９期
Ｖｏｌ． ２７牞 Ｎｏ． ９牞 Ｍａｙ ５牞 ２０１８

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

注：与Ａ组相比， Ｐ ＜ ０． ０５；与Ｂ组相比，＃ Ｐ ＜ ０． ０５。

表１ ３组大鼠检测指标比较（Ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２０）

组别
Ａ组
Ｂ组
Ｃ组

膈肌肌细胞
凋亡率（％）
１． ７０ ± １． ３５
２５． １０ ± ２． ５７

１４． ４０ ± １． ０６＃

ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达
水平（× １０ － ３）
１０． ２０ ± ３． ８５
１４９． ３４ ± １８． １４

９３． ４１ ± １２． ０３＃

膈肌肌条收缩力
（× １０ － ３，Ｎ ／ ｃｍ２）
１ ０３４． ３５ ± ３４． ２５
１６７． ９４ ± ２７． ３９

３００． ５０ ± １８． ７５＃

ＳＣＸＫ（浙）２００３ － ０００１号，动物饲料执行标准ＧＢ１４９２４ －
２００１。饲养１周后观察其身体状态，判断其有无疾病或不
良状态。试验前２４ ｈ内禁止饮食，不控制饮水。

试药：注射用乌司他丁（广东天普生化医药股份有
限公司，国药准字Ｈ１９９９０１３４，批号为２０１００４０６，规格
为每支１０万Ｕ）２ ０００ Ｕ腹腔注射。本研究所涉及技术
均为成熟的试验技术，我院拥有本研究所需设备和条
件，课题组人员配备合理，并掌握了细胞培养、ＲＴＰＣＲ
及ＷＥＳＴＥＲＮ － ＢＬＯＴ等相关试验技术。
１． ２ 分组与建模

所有大鼠随机分为Ａ，Ｂ，Ｃ ３组，各２０只。Ａ组为假
手术组，Ｂ组为脓毒症组，Ｃ组为乌司他丁治疗组。Ａ组
取１０％水合氯醛（０． ３５ ｍＬ ／ １００ ｇ）行腹腔麻醉，后将大
鼠肢体固定，沿其下腹中心线正中剪开大鼠腹部，纵行
切开长约２ ｃｍ切口，将其盲肠轻微拉出后纳入腹腔，不
做任何处理后将切口缝合。Ｂ组使用盲肠结扎穿刺
（ＣＬＰ）模型，将大鼠制成脓毒症动物模型，具体操作：麻
醉后，将其左颈外动脉切开，留置导管，记录其平均动
脉压、血压基础值等；采用手术分层的方式打开腹腔，
找到盲肠后将其末端提起，在远端２ ／ ３盲肠部位以
１． ０丝线进行结扎，使用临床１８号针对盲肠实施穿刺，
２次，孔１在大鼠盲肠末端，孔２在盲肠近端。轻压盲
肠，使少量肠溶物流至腹腔内，然后将盲肠纳入腹腔，逐
步缝合切口。术后，给予皮下注射林格液５０ ｍＬ ／ ｋｇ体
质量抗休克，观察其血压值变化，血压值下降幅度超过
基础值２０％且维持时间超过２０ ｍｉｎ以上，即认为达到
早期脓毒性休克标准，完成试验模型的建立。Ｃ组在制
作ＣＬＰ模型后，立即给予乌司他丁２ ０００ Ｕ腹腔注射，
并于术后８ ｈ再次注射。
１． ３ 膈肌肌条收缩力检测

术后１６ ｈ内处死大鼠，即刻剖腹取出左侧肋膈
肌，包括中心腱和肋骨，并一同置通有９５％ Ｏ２与５％
ＣＯ２混合气体的林格液浴槽中，保持３７． ８ ℃。将膈肌
剪成５ ｍｍ × １５ ｍｍ的肌条，使肌条肋骨段固定在浴槽
底部，中心腱段与经过校对的张力转换器进行连接，张
力转换器则连接对应生理记录仪。将肌条置２片铂金电
极之间，采用刺激仪以０． ５ ｍｓ单脉冲进行刺激，每次刺
激间隔２ ｈ，且每次增加０． ０５ ｍＡ，当得到的肌肉收缩力
不再增加时获得最大收缩力数据。
１． ４ 膈肌肌细胞凋亡率检查

对新鲜膈肌组织使用４％多聚甲醛固定，连续切片，
由石蜡包埋，使用原位细胞凋亡检查试剂盒牗武汉博士
德公司牘ＴＵＮＥＬ法对膈肌细胞凋亡程度进行检测犤 ４ － ５ 犦。

１． ５ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ １８． ０统计学软件处理，计量资料以Ｘ ± ｓ

表示，行ｔ检验；计数资料以百分比表示，行χ２检验。
Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２ 结果
２． １ 基本情况

Ａ组大鼠术后基本状态良好，行动自如，生命体征
平稳，无特殊情况。腹腔内肠管正常或有少量粘连，肠黏
膜正常或有轻度充血和水肿。Ｂ组大鼠术后出现不同程
度精神萎靡、行动迟缓、移动减少，并有部分大鼠存在不
进食现象；腹腔内有极臭的血性或脓性渗出液，脏器内
有充血、水肿等情况。Ｂ组大鼠术后血压值下降幅度超
过基础血压值的２０％，且持续２０ ｍｉｎ以上，Ａ组无下降
现象。
２． ２ 检测指标

Ｂ组大鼠膈肌肌条收缩较Ａ组有明显下降，膈肌肌
细胞凋亡率及ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水平明显上升；Ｃ组
膈肌肌条收缩力较Ａ组仍有明显下降，膈肌肌细胞凋
亡率及ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水平明显上升；Ｃ组膈肌肌
条收缩力、膈肌肌细胞凋亡率及ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水
平较Ｂ组均有明显改善，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。
详见表１。

３ 讨论
ｐ３８ ＭＡＰＫ是ＭＡＰＫｓ家族中的重要成员，在将信号

从细胞表面转导进入细胞核的过程中具有重要作用犤 ６ 犦。
多种应激、前炎性细胞因子与生长因子均可激活ｐ３８
ＭＡＰＫ，从而影响细胞的转录、蛋白合成和受体活化等
生物效应。研究发现，在许多炎性反应中，如ＬＰＳ处理
的巨噬细胞、肿瘤坏死因子－ α 牗 ＴＮＦ － α 牘刺激的内皮
细胞、白细胞介素１８ 牗 ＩＬ － １８ 牘刺激的Ｕ１单核细胞株
可观察到ｐ３８ ＭＡＰＫ磷酸化及活化犤 ７ － ８ 犦。另有研究表
明，ＴＮＦ － α，ＩＬ － １，ＩＬ － ６的产生亦受ｐ３８ ＭＡＰＫ信号
通路的调控，ｐ３８ ＭＡＰＫ抑制剂对ＴＮＦ － α，ＩＬ － １，
ＩＬ － ６等细胞因子的合成起抑制作用犤 ９ － １１ 犦。可见，ｐ３８
ＭＡＰＫ信号转导可导致多种致炎细胞因子的释放，反
过来炎性介质也能激活ｐ３８ ＭＡＰＫ，进而作用于ｐ３８
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ＭＡＰＫ下游底物，从而形成一个逐级放大的炎性反应
过程犤 １２ － １３ 犦。因此，相关学者推测脓毒症时通过激活
ｐ３８ ＭＡＰＫ信号转导通路，可进一步介导ＭＦＧ － Ｅ８的
表达调控。

本研究中，大鼠制作成ＣＬＰ模型后膈肌收缩力明
显下降，且Ｂ组只有Ａ组的２０％左右。膈肌作为机体的
主要呼吸肌，一旦出现脓毒症造成膈肌收缩力下降，便
会对机体呼吸功能造成影响，致使脓毒症患者无法长时
间撤离呼吸机。因此，对于脓毒症膈肌损伤机制的研究
及制订有效的防治措施具有重要意义犤 １４ 犦。ＭＡＰＫ信号通
路是存在于大多数细胞内的一种重要信号系统，参与了
细胞生长、发育、分化、凋亡等过程，脓毒症膈肌ｐ３８信
号通路则是ＭＡＰＫ的一种，处于应激诱导信号，该信号
通道促进凋亡的机制是机体内毒素激活ｐ３８ ＭＡＰＫ信
号后，进一步诱使凋亡激活转录因子－ ２酸化，促使
ＤＮＡ断裂，最终使细胞发生肥大和凋亡。本研究中指
出，随着ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达的增加，膈肌肌细胞凋亡
率也明显增加，膈肌肌条收缩力下降。乌司他丁则是在
人体尿液中发现的尿胰蛋白酶抑制剂，能广谱、高效移
植多种蛋白酶、酯水解酶，并有效刺激炎性因子的释放。
脓毒症时肠道菌群失调及细菌移位，是导致多器官功能
障碍综合征牗ＭＯＤｓ牘的“始动器”，肠道作为体内最大的
“免疫器官”“储菌库”“内毒素库”，参与了ＭＯＤｓ的病
理生理过程。ＭＦＧ － Ｅ８在肠黏膜损伤后修复和肠道炎
性调节中亦起了重要作用；ｐ３８ ＭＡＰＫ信号转导可导致
多种致炎细胞因子的释放，反过来炎性介质也能激活
ｐ３８ ＭＡＰＫ，因此ＭＦＧ － Ｅ８参与脓毒症的发生、发展及
ｐ３８ ＭＡＰＫ信号转导通路介导ＭＦＧ － Ｅ８的表达调控在
理论上可行犤 １５ － １６ 犦。本研究结果显示，Ｃ组细胞凋亡率大
于Ａ组，小于Ｂ组；ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水平大于Ａ组，
小于Ｂ组；膈肌肌条收缩力小于Ａ组，大于Ｂ组。证实
乌司他丁治疗脓毒症后，膈肌肌条收缩力、膈肌肌细胞
凋亡率及ｐ３８ ＭＡＰＫ蛋白表达水平均有明显改善，且对
ｐ３８ ＭＡＰＫ信号通路的表达有重要影响。

综上所述，乌司他丁可有效抑制脓毒症膈肌ｐ３８
ＭＡＰＫ信号通路的表达，并有效减少膈肌肌细胞凋亡
率，降低脓毒症对膈肌造成的损伤，对于治疗脓毒症有
重要意义。
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