
[收稿日期] 2014鄄04鄄01
[基金项目] 安徽省教育厅自然科学研究资助项目(2003KJ261)
[作者单位] 蚌埠医学院第一附属医院 重症医学科,安徽 蚌埠

233004
[作者简介] 段立彬(1981 - ),男,硕士,住院医师.

[文章编号] 1000鄄2200(2014)11鄄1457鄄04 ·基础医学·

烫伤致兔急性肺损伤早期肺泡灌洗液中促炎性细胞因子的变化

段立彬,何先弟,汪华学

[摘要]目的:探讨烫伤致兔急性肺损伤早期肺泡灌洗液中促炎性细胞因子的变化。 方法:健康新西兰大白兔 36 只,随机分为

6 组,每组 6 只。 其中 1 组为对照组(A 组),背部脱毛 37 益水浸浴;另 5 组均为烫伤组(B 组),均建立 30%总体表面积芋度烧

伤模型,分别于烫伤后 2、4、8、12、24 h 时间点处死动物,作为 B1、B2、B3、B4、B5 组。 观察各组肺组织病理,进行肺损伤评分,
计算肺湿干质量比(W / D),并应用双抗夹心的酶联免疫吸附法测定肺泡灌洗液中促炎性细胞因子 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 的变化。
结果:B 组中所有兔子处死后经病理证实均达到 30% 总体表面积芋度烫伤。 B1 ~ B5 组均可见到肺泡腔及间质内白细胞渗

出、浸润,肺泡腔内见渗出液,肺泡隔增厚,肺泡及间质充血,部分肺泡塌陷、不张,透明膜形成,且随时程延长病变加重,肺损伤

评分增加,B1 ~ B5 组与 A 组比较差异均有统计学意义(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);B3 ~ B5 组肺 W/ D 均较 A 组明显升高(P <
0. 01);B1 ~ B4 组肺泡灌洗液中 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 水平较 A 组均升高(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),其中 TNF鄄琢、IL鄄8 均在 12 h 达到

高峰(P < 0. 01),IL鄄1茁 在 8 h 达到高峰(P < 0. 01),而 24 h 时 IL鄄8、IL鄄1茁 水平与 A 组比较差异均无统计学意义(P > 0. 05)。
结论:兔烫伤后早期,肺泡灌洗液中的促炎性细胞因子 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 水平明显升高,与急性肺损伤的发生有关 。
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Effect of empyrosis on the proinflammatory cytokines
of alveolar lavage fluid in rabbit with early acute lung injury

DUAN Li鄄bin,HE Xian鄄di,WANG Hua鄄xue
( Intensive Care Unit,The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233004,China)

[Abstract] Objective:: To investigate the effects of empyrosis on the proinflammatory cytokines of alveolar lavage fluid in rabbits with
early acute lung injury. Methods:Thirty New Zealand white rabbits with 30% 芋 degree empyrosis model were established, and divided
into five empyrosis groups(n = 6) according to the sacrificing time of rabbits( including postempyrosis 2,4,8,12,24 h time points) .
The 6 healthy rabbits were burnt in water at 37 益 and served as the control group. The pathological changes of lung tissue,lung injury
scores(LIS) and Wet鄄dry weight ratio(W / D) in all groups were observed. PMNs were isolated and purified in bronchoalveolar lavage
fluid of rabbit. The proinflammatory cytokines(TNF鄄琢, IL鄄1茁 and IL鄄8) in the alveolar lavage fluid of each group were measured by
ELISA. Results:The 30% 芋 degree empyrosis in all empyrosis groups were verified by pathology. The lyukopedesis and massive
infiltration of PMN in alveolar spaces and interstitial edema,pereolate in alveolar spaces, alveolar septum thickerning, alveoli and
interstitial hyperemia,alveolar collapse and atelectasis and transparent film formation were found,which aggravated with prolongation of
time, and the lung injury scores increasing were measured in all empyrosis groups, the diffeences of which between all groups were
statistically significant (P < 0. 05 to P < 0. 01). The W / D in rabbits at 8,12 and 24 h after empyrosis were significantly higher than
that in control group(P < 0. 01). The levels of TNF鄄琢, IL鄄1茁 and IL鄄8 in the alveolar lavage fluid after 2,4,8,12 h of empyrosis were
higher than those in control group(P < 0. 05 to P < 0. 01). The levels of TNF鄄琢 and IL鄄8 peaked at 12 h after empyrosis(P < 0. 01),
the level of IL鄄1茁 peaked at 8 h after empyrosis(P < 0. 01),and the differences of the levels of IL鄄8 and IL鄄1茁 between at 24 h after
empyrosis and control group were not statistically significant(P >0.05).Conclusions:The levels of TNF鄄琢,IL鄄1茁 and IL鄄8 in the alveolar lavage
fluid significantly increase in early acute lung injury of rabbits with empyrosis, which may lead to the occurrence of early acute lung.
[Key words] empyrosis;lung injury;interleukin;tumor necrosis factor

摇 摇 机体受烫伤后,可诱发全身炎症反应综合征,导
致急性肺损伤(ALI)发生,严重时会发展到急性呼

吸窘迫综合征(ARDS),并发多器官功能障碍综合

征。 烫伤时炎性细胞在炎症局部被过度激活,释放

的大量细胞因子在急性肺损伤的发病中起着重要作

用[1 - 2]。 其中肿瘤坏死因子(TNF)鄄琢、白介素( IL)鄄
1茁、IL鄄8 等促炎性细胞因子在全身性炎症的发生、
发展中起主导作用[1 - 6],但在烫伤后 ALI 中,三者在

肺泡灌洗液中水平的变化鲜有报道。 本研究拟通过
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制作烫伤兔 ALI,观察肺泡灌洗液中促炎症细胞因

子 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 的变化,探讨三者参与烫伤后

ALI 的病理生理过程。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇 细胞因子 IL鄄1茁、TNF鄄琢、IL鄄8 双抗夹心

ELISA 试剂盒,均为美国 BD 公司进口分装。 DMEM
细胞培养液购自美国 Gibco 公司。
1. 2摇 动物分组及模型制备[7鄄8] 摇 健康成年新西兰大

白兔 36 只(蚌埠医学院实验动物中心提供),清洁

级,雌雄各半,体质量 2 ~ 3kg。 适应性喂养 1 ~ 2 周

后,随机分为 6 组,每组 6 只。 其中 1 组为对照组

(A 组),另 5 组均为烫伤组(B 组)。 B 组兔用 20%
乌拉坦(5 ml / kg)耳缘静脉注射,充分麻醉后固定于

兔台上。 取较大块的聚乙烯垫片作为防护片,根据

Meeh鄄Rubner 公式:S = KW2 / 3,K = 9. 1(S 为体表面

积 / cm2,W 为体质量 / g),计算出兔子的总体表面积

(TBSA),垫片中间按 30% TBSA 做一个椭圆形的空

洞,盖住兔子背部,使烫伤区露出。 夹持无菌纱布沾

取 8%硫化钠脱毛,冲洗干净后,擦干。 将实验兔背

部脱毛区皮肤浸于 100 益沸水中,持续 12 s,造成实

验兔背部 30% TBSA 深芋度烫伤(处死后经病理证

实)。 将这 5 组分别于烫伤后 2、4、8、12、24 h 处死,
作为 B1、B2、B3、B4、B5 组,冷藏统一待检。 A 组仅

背部脱毛 37 益水浸浴。
1. 3摇 标本采集摇 按实验预定时间处死动物,分离气

管开胸取肺后,寻找气管分叉处,结扎右侧主支气

管,立即从右肺上叶取一块肺组织迅速放入中性甲

醛溶液中固定,待 24 h 后进行石蜡包埋、HE 染色,
观察肺损伤的程度。 同时左侧主支气管插管,用灭

菌后的 DMEM 培养基 20 ml 由气管插管注入肺内,
在肺内停留 2 min 后用注射器抽出,置于无菌试管

备检,共灌洗 2 次。 灌洗液回收率达到 70% 以上。
将灌洗液以 3 000 r / min 离心 5 min,上清液留存待

测细胞因子。
1. 4摇 观察项目及评定标准摇
1. 4. 1摇 肺损伤程度评定标准 摇 采用 Smith 评分方

法[9]对肺损伤程度进行评定,按肺水肿、肺泡及间

质炎症、肺泡及间质出血、肺不张和透明膜形成等方

面进行 0 ~ 4 分半定量分析:无损伤,0 分;病变范围

< 25% ,1 分;病变范围 25% ~ 50% ,2 分;病变范围

50% ~75% ,3 分;病变满视野为 4 分,总肺损伤评分

为上述各项之和。 每只动物观察 10 个高倍视野,取
其平均值。 由两位病理科医师分别评分后取平均分。
1. 4. 2摇 肺含水量测定 取右肺中叶,吸水纸吸干表

面水分及血液后称质量。 置于 80 益烤箱 72 h 后,
称量肺干质量,计算湿干质量比(W / D)。
1. 4. 3摇 肺泡灌洗液中 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 水平测定

摇 均采用双抗体夹心 ABC鄄酶联免疫吸附法测定。
根据试剂盒说明书进行试剂配制和加样,通过绘制

标准曲线求出标本中 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 的含量。
1. 5摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 肺损伤程度评分和肺含水量测定摇 A 组肺泡

结构完整,肺泡腔内清晰,壁光滑,肺泡腔及间质内

无渗出。 B1 ~ B5 组均可见到肺泡腔及间质内白细

胞渗出、浸润,肺泡腔内见渗出液,肺泡隔增厚,肺泡

及间质充血,部分肺泡塌陷、不张,透明膜形成,且随

时程延长病变加重(见图 1、2)。 随烫伤后时间延

长,B1 ~ B5 组肺损伤的半定量评分均较 A 组增加

(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);B3 ~ B5 组与 A 组比较,肺
W/ D 均明显升高(P < 0. 01)。 B2 ~ B5 各组肺损伤

的半定量评分均高于 B1 组(P < 0. 01),B4 组和 B5
组亦高于 B2 组(P < 0. 05 和 P < 0. 01)。 B4 组和

B5 组 W/ D 均高于 B1 组(P < 0. 01),而 B3 组和 B5
组亦高于 B2 组(P < 0. 05 和 P < 0. 01)(见表 1)。

2. 2摇 肺泡灌洗液中细胞因子水平比较摇 B 组兔肺

泡灌洗液中 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 水平均较 A 组升高

(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),其中 TNF鄄琢、IL鄄8 均在 12 h
达到高峰,IL鄄1茁 在 8 h 达到高峰(P < 0. 01)。 各细

胞因子含量达到高峰后,其表达量随时间延长明显

下降(P < 0. 01),24 h 时 IL鄄8、IL鄄1茁 的表达水平与

A 组差异均无统计学意义(P > 0. 05)(见表 2)。

3摇 讨论

摇 摇 在严重创伤、休克、感染、重症急性胰腺炎、误
吸、淹溺等多种病因诱发 ALI 的发病过程中,炎症细
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表 1摇 肺损伤半定量评分及肺含水量测定(x 依 s)

分组 n 肺损伤的半定量评分 W/ D

A 组 6 1. 17 依 0. 41 4. 60 依 0. 94
B1 组 6 2. 33 依 0. 52* 5. 22 依 0. 49
B2 组 6 4. 00 依 0. 89**

吟吟 5. 24 依 0. 42
B3 组 6 4. 83 依 0. 75**

吟吟 5. 98 依 0. 50**
#

B4 组 6 5. 33 依 1. 03**
吟吟# 6. 33 依 0. 33**

吟吟

B5 组 6 6. 17 依 1. 47**
吟吟## 7. 00 依 0. 49**

吟吟##

F — 25. 79 13. 71
P — <0. 01 < 0. 01

MS组内 — 0. 836 0. 317

摇 摇 q 检验:与 A 组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与 B1 组比较

吟吟P < 0. 01;与 B2 组比较#P < 0. 05,##P < 0. 01

表 2摇 肺泡灌洗液中 TNF鄄琢、IL鄄8 和 IL鄄1茁 含量比较(x 依 s)

分组 n
TNF鄄琢 /
(pg / ml)

IL鄄1茁 /
(pg / ml)

IL鄄8 /
(pg / ml)

A 组 6 148. 04 依 5. 63 3. 64 依 1. 50 109. 69 依 6. 04
B1 组 6 157. 31 依 8. 03吟吟 6. 47 依 2. 01## 117. 38 依 4. 55*

吟吟

B2 组 6 185. 83 依 8. 91**
吟吟 6. 27 依 2. 36## 124. 99 依 5. 53**

吟吟

B3 组 6 210. 62 依 6. 95**
吟吟 30. 53 依 2. 79** 240. 75 依 6. 36**

吟吟

B4 组 6 242. 31 依 12. 33** 22. 02 依 1. 67**
## 266. 75 依 6. 39**

B5 组 6 160. 74 依 3. 60*
吟吟 4. 45 依 1. 18## 115. 18 依 7. 85吟吟

F — 123. 29 191. 52 794. 76
P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01

MS组内 — 64. 810 3. 971 38. 445

摇 摇 q 检验:与 A 组相比*P < 0. 05,**P < 0. 01;与 B4 组比较吟吟P <

0. 01;与 B3 组比较##P <0. 01

胞产生的炎症介质介导的炎性过程是发病机制共有

的“中间环节冶。 炎症细胞既能产生炎症介质,也能

生成具有抗炎作用的因子,两者在不同的环节上相

互作用,相互拮抗,形成了极其复杂的调控炎症的细

胞因子网络。 本研究通过建立兔 30% TBSA 芋度烫

伤模型,动态观察 ALI 早期肺泡灌洗液中炎症细胞

因子的变化,探讨促炎性因子 TNF鄄琢、IL鄄1茁、IL鄄8 参

与烫伤后 ALI 的病理生理过程。
为了更好地研究 ALI 的发生机制以及寻找有效

的治 疗 手 段, 现 已 建 立 了 多 种 肺 损 伤 动 物 模

型[10 - 11],其中包括本研究中使用的直接热水烫伤

法,该方法模型复制成功率尚可,在本研究中达到了

90% 。 它能客观地模拟烫伤后致 ALI 的病理生理过

程。 其中肺组织病理检查,肺损伤半定量评分和肺

含水量的测定能定性定量地反映肺损伤的程度,是
评价肺损伤的重要指标。

本研究中兔烫伤后肺组织病理检查发现肺泡腔

及间质内白细胞渗出、浸润,肺泡腔内见渗出液,肺
泡隔增厚,肺泡及间质充血,部分肺泡塌陷、不张,透
明膜形成,且随时程延长病变加重,B1 ~ B5 组肺损

伤的半定量评分均较 A 组增加 (P < 0. 05 ~ P <

0. 01),B3 ~ B5 组肺 W/ D 均较 A 组明显升高(P <
0. 01),表明烫伤后肺泡毛细血管通透性增加、炎性

渗出持续存在,急性肺损伤的模型复制成功。
研究[1 - 5,12 - 14] 表明,TNF鄄琢、IL鄄1茁 等促炎性细

胞因子在炎症的发生、发展中起主导作用。 TNF鄄琢
是细胞因子网络的关键部分,是烫伤后被首先释放

的炎性介质,是最主要的促炎性细胞因子,它可以进

一步引起免疫细胞的激活,诱导其他细胞因子的产

生,引起级联反应[12 - 15]。 炎性反应早期,TNF鄄琢 不

但能促进血循环中的多形核中性白细胞(PMN)向

炎症部位聚集,还能动员骨髓白细胞进入血液循环,
同时激活内皮细胞释放 E 选择素、细胞间黏附分子

1 等,进一步诱导 IL鄄1、IL鄄6 等细胞因子的分泌,共
同参与炎性反应。 当 PMN 被激活后,TNF鄄琢 又能增

强 PMN 的吞噬能力,同时抑制纤溶活性,损害毛细

血管的抗凝功能,引起微血管舒缩异常和微血栓形

成。 在此过程中,TNF鄄琢 又能激活单核鄄巨噬细胞及

PMN 自身再次释放 TNF鄄琢、IL鄄1 等炎性介质,进一

步启动、放大全身或局部炎性反应,呈现级联反应,
最终导致炎症失控。 本研究发现,兔烫伤后 2 h 肺

泡灌洗液中 TNF鄄琢 水平升高,12 h 达到高峰,24 h
仍然显著高于对照组(P < 0. 05)。 IL鄄1茁 亦是一种

早期阶段细胞因子,可由多种炎性细胞产生,与
TNF鄄琢 共同启动炎性反应。 IL鄄1茁 与 TNF鄄琢 协同作

用,增加血管内皮通透性,加重肺损伤;IL鄄1茁 可激

活细胞分泌特异性黏附因子,诱导多种炎性细胞因

子在肺内聚集[3]。 罗显荣等[4] 研究发现,ARDS 患

者血清和支气管肺泡灌洗液中 IL鄄1茁 水平明显高于

正常人,提示 IL鄄1茁 在 ARDS 发病机制中具有重要

作用。 Johnston 等[5 - 6]研究发现,在气管内滴入 IL鄄
1茁 后4 h肺泡灌洗液中的 PMN 数量明显增加,加重

肺损伤。 本研究亦发现,兔烫伤后 2 h,肺泡灌洗液

中 IL鄄1茁 水平升高,8 h 达到高峰(P < 0. 01),此后

迅速下降,24 h 时与对照组相比差异无统计学意义

(P > 0. 05)。 该结果说明 IL鄄1茁 可能只在烫伤导致

的 ALI 早期发挥作用。 IL鄄8 是一种强而有力的中性

粒细胞趋化和活化因子,能够促使中性粒细胞形态

发生改变,触发脱颗粒、表面黏附分子的表达以及活

性氧分子产物生成增加,激活 PMN 释放大量的超氧

化物酶等物质,增强 PMN 的穿透能力,通过直接或

间接的途径促使 PMN 进入组织间隙和炎症区域。
本研究亦发现,兔烫伤后 2 h,肺泡灌洗液中 IL鄄8 水

平即显著升高,12 h 达到高峰(P < 0. 05),此后降

低,24 h 时与对照组差异无统计学意义(P > 0. 05),
(下转第 1469 页)
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疗组空腹血糖、餐后 2 h 血糖明显下降(P < 0. 01),
对照组治疗前后上述指标差异无统计学意义(P >
0. 05),2 组治疗后上述指标差异均有统计学意义

(P < 0. 01),说明 IGT 者早期应用阿卡波糖干预可

减少糖尿病发病危险,但也增加其经济负担及药物

不良反应。
本课题组通过观察系统接受健康教育和未能系

统接受健康教育的 IGT 者,定期监测 FPG、OGTT
2hPG 和 GHbA1c 指标,健康教育组糖耐量正常转化

率显著高于对照组(P < 0. 01),糖尿病转化率显著

低于对照组(P < 0. 05),而 GHbA1c 干预前后差异

不显著(P > 0. 05)。 表明系统接受健康教育对 IGT
者转归具有重要的意义。

系统健康教育作为糖尿病防治的重要环节,在
临床实践中却被提及很少,尤其是在一般人群中

IGT 概念及其危害性知晓率较低,通过开展健康教

育,可使 IGT 者了解糖尿病的基本知识,自觉采用有

利于健康的饮食和运动方式,减轻体质量,改善体质

量指数,从而改善胰岛素抵抗,保护胰岛细胞分泌功

能,进而减缓甚至逆转 IGT 者向 T2DM 的转归,避免

不必要的药物费用支出及药物不良反应。
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说明 IL鄄8 在烧伤致 ALI 早期发挥作用。

总之,在烫伤诱发 ALI 发病过程中,TNF鄄琢、IL鄄
1茁、IL鄄8 等早期炎症细胞因子参与对 ALI 的调控,
间接揭示阻断细胞因子的释放,可能是治疗 ALI /
ARDS 的一条可行途径,且这些细胞因子可能成为

ALI 诊断及反映肺损伤程度的特异性标志物。 动态

观察 ALI 早期肺泡灌洗液中炎症细胞因子水平有利

于揭示 ALI 的炎症反应实质。
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