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摘要 目的 探讨乌司他丁( UTI) 对爆炸致家兔急性肺损

伤( ALI) 的作用及其机制。方法 选择家兔 40 只，随机分

为 5 组: 正常组、ALI 组和 UTI 低剂量组、UTI 中剂量组、UTI
高剂量组，每组 8 只，建立家兔 ALI 动物模型后，UTI 低、中、
高剂量组分别注射 2. 5 × 104、5 × 104、10 × 104 U /kg UTI 溶

液，正常组、ALI 组注射等量生理盐水。4 h 采集血液，24 h
采集支气管肺泡灌洗液( BALF) 、血液及肺组织标本，并测定

肺湿干重比( W/D) ，ELISA 法测定 BALF 及血清中肿瘤坏死

因子-α( TNF-α) 、白介素-6 ( IL-6 ) 、白介素-10 ( IL-10 ) 的含

量，Western blot 法和反转录 PCＲ 法测定肺组织核转录因子-
κB( NF-κB) 蛋白和 mＲNA 的表达水平，光镜下观察肺 HE 切

片病理学变化。结果 ALI 组 W/D、TNF-α、IL-6 以及 NF-κB
表达量均较正常组升高( P ＜ 0. 05) ，UTI 低、中、高剂量组的

W/D、TNF-α、IL-6 表达量均较 ALI 组降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，UTI
低、中、高 剂 量 组 IL-10 表 达 量 较 ALI 组 明 显 提 高 ( P ＜
0. 05) ，且三次比较中，均以 UTI 高剂量组作用最显著 ( P ＜
0. 05) ; 肺病理切片显示 UTI 中、高剂量组肺水肿、炎症反应

等较 ALI 组减轻。结论 UTI 可通过调控炎症反应时细胞

因子的产生和释放，减轻爆炸致家兔 ALI 的肺部损伤程度，

以高剂量作用最明显，UTI 可能成为一个潜在的治疗 ALI 的

药物。
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随着我国工业化进程的加快，易燃易爆物品的

需求越来越大，在其运输、储存及使用过程中，爆炸

事件多有发生。2015 年 1 ～ 2 月份国内发生各种安

全事件约 122 起，其中爆炸事件占 3. 28%［1］，以及

2015 年的 8·12 天津爆炸事件，这些爆炸事件均给

人民的生产、生活、生命安全造成了巨大损伤。在急

性肺损伤( acute lung injury，ALI) 的临床救治中，其

死亡率一直居高不下，这已成为一个世界性医学难

题，如美国每年约有190 600例 ALI 患者，74 500例

死亡［2］。ALI 是指心源性以外的各种肺内外致病因

素导致的急性、进行性、低氧性呼吸衰竭。炎症细胞

的激活、细胞因子的释放、肺内失控性炎症反应等是

ALI 的重要发病机制。肺为含气 － 液交界面的脏

器，爆炸产生的冲击波、有害气体、高温等因素极易

造成肺实质、间质的损伤，进而引起多种炎症细胞的

激活、炎性介质的释放、血管通透性的增高等，进而

造成 ALI。研究［3］显示蛋白酶抑制剂可有效减轻全

氟异丁烯引起的 ALI，而作为一种广谱蛋白酶抑制

剂，UTI 可抑制肿瘤坏死因子-α ( tumor necrosis fac-
tor，TNF-α) 、白介素-6 ( interleukin-6，IL-6 ) 等炎症介

质的过度释放、抑制凋亡等作用［4 － 6］。该研究以爆

炸致家兔 ALI 模型为研究对象，观察乌司他丁( Uli-
nastatin，UTI) 对 ALI 的作用效果，并探讨其作用机

制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与主要器材 普通级家兔 40 只，雌

雄各半，重( 2. 25 ± 0. 25 ) kg，购自安徽长临河医药

科技有限公司，动物实验前适应性喂养 1 ～ 2 d，自由

饮食饮水。UTI 购自广东天普生化医药股份有限公

司; 兔 ELISA 试剂盒购自上海源叶生物科技有限公

司; 逆转录试剂盒( 批号 00145205 ) 、荧光定量 PCＲ
仪( PIKOＲEAL96) 购自美国 Thermo 公司; TＲIzol 试

剂( 批号 14105) 购自美国 Invitrogen 公司; 核转录因

子-κB( nuclear factor-κB，NF-κB) Western blot 试剂

盒( 批号 148G3026) 购自美国 Sigma 公司; 山羊抗兔

IgG( 批号 109525 ) 、山羊抗小鼠 IgG( 批号 109145 )

购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 引物合成由

美国 Invitrogen 公司提供。
1． 2 ALI 动物模型建立 家兔 40 只，随机分为正

常组、ALI 组、UTI 低剂量 ( 2. 5 × 104 U /kg) 组、UTI
中剂量( 5 × 104 U /kg) 组、UTI 高剂量( 10 × 104 U /
kg) 组［7］，每组 8 只，动物实验前禁食 12 h、禁水 4 h，

胸部脱毛以避免兔毛对冲击波强度的影响，兔耳塞

入脱脂棉球，双耳部备皮，用于抽血、注射。家兔固

定在自制钢质保护箱中，保护箱在兔胸部处开一窗
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口，窗口大小与兔子胸部一致，且可调节。其余部位

如头部、腹部、四肢等均保护在箱体内，将家兔保护

箱放置于空中爆炸容器内并固定。爆源采用工业炸

药，炸药制成重为 35 g 的球形药包，爆心距为 35
cm，炸药采用标准 8 号雷管引爆，同时保证家兔胸

部中心、药包中心与空中压力传感器位于同一水平

线上。传感器距离药包 35 cm，用于记录测点处压

力时 程 曲 线，爆 炸 实 验 操 作 全 部 由 专 业 人 员 实

施［8］。爆炸后爆炸容器内立即进行排风换气，迅速

取出实验样本至通风环境下，并实施临时简单的抢

救: 动物致伤后，立刻检查并缝合胸壁破口，吸引器

清除呼吸道分泌物，保持呼吸道通畅，胸腔穿刺排

气，静推平衡盐溶液，动物改为侧卧位，注意动物的

保暖，并记录呼吸、精神状态、应激反应、死亡率等情

况。造模完成后，UTI 低、中、高剂量组注射相应剂

量的 UTI，正常组、ALI 组注射等量生理盐水。
1． 3 测定血清中 TNF-α、IL-6、IL-10 水合氯醛

( 0. 35 g /kg) 麻醉后，于 4、24 h 点取静脉血 5 ml，
3 000 r /min 离心 10 min ( 室温) 后，取上清液，于

－ 80 ℃冰箱保存。按照 ELISA 说明书测定。
1． 4 测定肺泡灌洗液 ( bronchial alveolar lavage
fluid，BALF) 中 TNF-α、IL-6、IL-10 含量 麻醉固

定家兔，切开胸腔，分离、剔除肺外组织，游离气管及

双侧肺叶，结扎右肺，使用自制灌洗针插入左主支气

管，固定后，用 37 ℃生理盐水 10 ml 注入左肺，静置

30 s 后，反复抽吸 3 次，回收 BALF 约 6 ml，3 000 r /
min 离心 10 min ( 室温) ，取上清液存于 － 80 ℃ 冰

箱。按照 ELISA 说明书测定。
1． 5 肺湿干重比测定 取右肺中叶，生理盐水冲

洗，滤纸吸干后称湿重。将湿肺置于 80 ℃ 烤箱内

72 h，至组织完全脱水，称干重。计算肺湿干重比

( W/D) ，W/D = 湿肺重( g) /干肺重( g) 。
1． 6 Western blot 法测定 NF-κB p65 取肺组织，

称重，加入 ＲIPA 细胞裂解液 1 ml 进行裂解，12 000
r /min 离心 10 min( 室温) 后，收集上清液，即含有目

的蛋白。经过电泳、转膜、封闭、一抗孵育、二抗孵育

等步骤后，得到蛋白条带; 实验过程严格按照说明书

进行。
1． 7 ＲT-PCＲ 法测定 NF-κB p65 采用 TＲIzol 法

提取各组组织总 ＲNA，反转录成 cＲNA 并进行荧光

定量 PCＲ。扩增条件: 95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性

10 s，60 ℃ 退火与延伸 30 s，40 个循环。选定 GAP-
DH 为内参基因。根据扩增曲线确定 Ct 值，荧光定

量采用 2 － ΔΔCt法计算目的基因表达相对值。引物序

列如 下: NF-κB p65 上 游 引 物: 5'-TGGTCAGCTC-
CCTTCTCTGT-3'，下 游 引 物: 5'-TACCTCCAGCCT-
GCTTCTGT-3'; GAPDH 上 游 引 物: 5'-CACCCACTC-
CTCTACCTTCG-3'，下 游 引 物: 5'-TGCTGTAGC-
CAAATTCGTTG-3'。
1． 8 肺组织病理检查 取右肺下叶中部，10% 中性

福尔马林固定，石蜡包埋、切片，HE 染色，光镜下观

察组织病理学改变。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

计量资料数据以 珋x ± s 表示。计量资料采用单因素

方差分析，组间比较采用 SNK 检验。

2 结果

2． 1 肺 W/D、BALF 中 TNF-α、IL-6、IL-10 的含量

比较 BALF 中 TNF-α、IL-6 表达量，与正常组比

较，其他 4 组指标的表达量均升高，且 UTI 低、中、高
剂量组均较 ALI 组降低，其中高剂量组降低最明显，

差异有统计学意义( F = 554. 87、108. 74，P ＜ 0. 05) ;

W/D 与 TNF-α、IL-6 表达趋势相同( F = 28. 86，P ＜
0. 05) ; 而 IL-10 的含量，UTI 低、中、高剂量组高于

ALI 组，且 UTI 高剂量组较低、中剂量组变化更显著

( F = 52. 80，P ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 2 4 h 及 24 h 血清 TNF-α、IL-6、IL-10 的含量比

较 4 h 血清 TNF-α、IL-6 值，与正常组比较，其他 4
组指标的 表 达 量 均 升 高 ( F = 337. 66、87. 10，P ＜
0. 05) ，UTI 治疗后，UTI 低、中、高剂量组均较 ALI
组明显降低，且随 UTI 量增加，高剂量组降低最显著

( P ＜ 0. 05) ; 24 h血 清 TNF-α、IL-6 表 达 规 律 与4 h

表 1 各组家兔肺 W/D、BALF 中 TNF-α、IL-6、IL-10 含量比较( n = 8，珋x ± s)

组别 W/D TNF-α( ng /L) IL-6( ng /L) IL-10( ng /L)

正常 4． 62 ± 0． 17 48． 90 ± 4． 77 26． 40 ± 2． 58 31． 82 ± 2． 60
ALI 5． 81 ± 0． 28* 173． 98 ± 5． 17* 69． 60 ± 4． 28* 16． 33 ± 1． 08*

UTI 低剂量 5． 53 ± 0． 18* # 86． 82 ± 4． 19* # 48． 96 ± 3． 02* # 19． 21 ± 1． 76* #

UTI 中剂量 5． 22 ± 0． 17* #△ 83． 06 ± 5． 28* # 44． 39 ± 3． 69* #△ 21． 96 ± 1． 72* #△

UTI 高剂量 4． 92 ± 0． 21* #△▽ 65． 72 ± 5． 68* #△▽ 38． 88 ± 3． 94* #△▽ 25． 45 ± 2． 19* #△▽

与正常组比较: * P ＜ 0. 05; 与 ALI 组比较: #P ＜ 0. 05; 与低剂量组比较: △P ＜ 0. 05; 与中剂量组比较: ▽ P ＜ 0. 05
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类似( F = 265. 90、58. 94，P ＜ 0. 05 ) ; 而 IL-10 的含

量，UTI 低、中、高剂量组较 ALI 组增加，且高剂量组

最明显( F = 20. 65、26. 97，P ＜ 0. 05) 。见表 2、3。

表 2 4 h 血清 TNF-α、IL-6、IL-10 的含量比较( n = 8，珋x ± s)

组别 TNF-α( ng /L) IL-6( ng /L) IL-10( ng /L)

正常 30． 57 ± 3． 37 21． 15 ± 2． 48 21． 02 ± 1． 77
ALI 140． 39 ± 5． 82* 50． 46 ± 2． 14* 11． 15 ± 1． 71*

UTI 低剂量 66． 01 ± 5． 67* # 36． 29 ± 3． 81* # 13． 68 ± 1． 78* #

UTI 中剂量 55． 51 ± 5． 97* #△ 29． 67 ± 2． 96* #△ 14． 20 ± 2． 21* #

UTI 高剂量 41． 41 ± 5． 09* #△▽ 24． 83 ± 3． 56* #△▽ 17． 20 ± 2． 34* #△▽

与正常 组 比 较: * P ＜ 0. 05; 与 ALI 组 比 较: #P ＜ 0. 05; 与 低 剂 量 组 比

较: △P ＜0. 05; 与中剂量组比较: ▽ P ＜0. 05

表 3 24 h 血清 TNF-α、IL-6、IL-10 的含量比较( n = 8，珋x ± s)

组别 TNF-α( ng /L) IL-6( ng /L) IL-10( ng /L)

正常 35． 01 ± 3． 68 21． 24 ± 1． 93 24． 35 ± 1． 33
ALI 109． 99 ± 4． 91* 41． 85 ± 2． 67* 13． 25 ± 2． 02*

UTI 低剂量 60． 53 ± 4． 11* # 31． 73 ± 2． 75* # 15． 89 ± 1． 61* #

UTI 中剂量 48． 54 ± 4． 58* #△ 28． 42 ± 2． 38* #△ 16． 74 ± 2． 65* #

UTI 高剂量 42． 42 ± 3． 25* #△▽ 24． 45 ± 2． 85* #△▽ 19． 65 ± 1． 86* #△▽

与正常 组 比 较: * P ＜ 0. 05; 与 ALI 组 比 较: #P ＜ 0. 05; 与 低 剂 量 组 比

较: △P ＜0. 05; 与中剂量组比较: ▽ P ＜0. 05

2． 3 Western blot法测定各组 NF-κB 表达水平

ALI 组肺 NF-κB 蛋白表达表达最明显，且随 UTI 剂

量增大，UTI 低、中、高剂量组的蛋白表达逐渐降低。
见图 1。

图 1 Western blot 法测定各组 NF-κB 蛋白表达水平

A: 正常组; B: ALI 组; C: UTI 低剂量组; D: UTI 中剂量组; E: UTI

高剂量组

2． 4 ＲT-PCＲ 法测定 NF-κB mＲNA 的表达水平

肺组织中 NF-κB mＲNA 表达水平随 UTI 量的增

多，逐渐降低，而 ALI 组表达量最多( F = 182. 25，P
＜ 0. 01) 。见表 4。NF-κB p65 扩增曲线与熔解曲线

见图 2。
2． 5 病理切片检查 肉眼观察可见: 正常组兔肺表

面呈淡粉红色，均匀，包膜弹性佳、光滑，肺组织表面

未见破损病灶，切面呈均质，无液体溢出。ALI 组肺

表 4 ＲT-PCＲ 测定 NF-κB mＲNA 表达水平( n = 8，珋x ± s)

组别 GAPDH NF-κB p65 mＲNA 相对表达量

正常 21． 837 ± 0． 340 1． 007 ± 0． 143
ALI 21． 426 ± 0． 340 2． 324 ± 0． 134*

UTI 低剂量 21． 034 ± 0． 369 1． 807 ± 0． 134* #

UTI 中剂量 21． 743 ± 0． 317 1． 611 ± 0． 119* #△

UTI 高剂量 20． 684 ± 0． 291 1． 257 ± 0． 129* #△▽

与正常组比较: * P ＜ 0. 01; 与 ALI 组比较: #P ＜ 0. 01; 与低剂量

组比较: △P ＜ 0. 01; 与中剂量组比较: ▽ P ＜ 0. 01

图 2 ＲT-PCＲ 时 NF-κB p65 mＲNA 的扩增与熔解曲线

A: 扩增曲线，B: 熔解曲线

组织呈暗红色，可见广泛出血灶，肺体积增大显著，

切面可见粉红色泡沫状液体。低剂量组与 ALI 组相

似，中、高剂量组肺呈暗红色，包膜下充血水肿相对

轻，体积较 ALI 组缩小。镜下观: ALI 组肺组织结构

受损，肺泡大小不一，肺泡间隔增厚，可见肺不张及

代偿性肺气肿，肺泡腔内出血，可见大量炎细胞浸

润，肺间质存有大量水肿液，偶有透明膜形成; 低剂

量组肺组织结构及功能损伤也较明显，中、高剂量组

损伤较 ALI 组减轻，以高剂量组最为明显，肺间质水

肿明显吸收; 正常组为正常肺组织，结构基本正常。
见图 3。

3 讨论

爆炸造模后，家兔口唇、耳部皮肤及黏膜出现发

绀、呼吸急促、气喘、部分动物口鼻腔出现泡沫状分

泌物，伴呼吸窘迫、烦躁不安等症状，肺部出现干湿

性啰音，部分动物短暂性昏迷，提示动物出现呼吸功

能 不全; 肺组织呈暗红色，表面多发出血灶，双肺肿
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图 3 各组家兔组织病理学变

化 HE ×400

A: 正 常 组; B: ALI 组; C:

UTI 低剂 量 组; D: UTI 中 剂 量

组; E: UTI 高剂量组

胀，切面有粉红色泡沫状液体流出，光镜下肺泡壁水

肿、增厚、断裂，出现肺不张、肺泡融合及代偿性肺气

肿，肺内大量中性粒细胞等浸润，偶见肺透明膜，肺

泡和间质水肿明显。而 ALI 时，肺内血管破损，多种

炎性细胞激活、增殖，并释放炎性细胞因子，引起失

控性炎症反应，而肺结构的破坏，可诱发肺不张和肺

气肿病变，同时可引起肺内组织液的生成和回流失

衡，产生肺水肿，这些病变导致了肺通气与血流比例

失调，引起呼吸急促、呼吸窘迫等症状，实验结果显

示，与正常组比较，ALI 组的 NF-κB、TNF-α、IL-6 及

W/D 的值均明显增高，提示肺水肿的产生及肺部炎

症的发生，家兔心脏解剖及病理未见异常，排除心源

性疾病，肺病理变化符合 ALI 病理变化标准［9］，提

示爆炸致家兔 ALI 造模成功。
静息状态下，NF-κB 多以 p50 和 p65 二聚体的

形式与其抑制蛋白相结合，呈无活性状态。TNF-α、
IL-6 等因素可使其激活，NF-κB 活化后进入细胞核，

在核内与靶基因的特异序列结合，进而调控 TNF-α、
IL-6 等炎性因子的编码基因，调节炎症介质的产生

与释放，这些活化的细胞因子与 NF-κB 形成正反

馈，进一步放大炎症反应，引起 ALI 疾病的发生和发

展。实验结果显示，UTI 低、中、高剂量组比 ALI 组

NF-κB 水平显著降低，以 UTI 高剂量组降低最明显，

提示 UTI 能抑制 NF-κB 信号通路的激活，且随剂量

增加，效果更明显。
TNF-α 是 ALI 连锁反应中的重要炎症因子。在

反应早期，TNF-α 能诱导多形核中性粒细胞 ( poly-

morphonuclear，PMN) 向炎症部位聚集，同时激活内

皮细胞释放各种黏附因子，释放 IL-6、IL-8 等炎性介

质，诱发 ALI［10］。TNF-α 可增强 PMN 的吞噬能力，

促进 PMN 脱颗粒和释放溶酶体，引起 PMN 呼吸爆

发，在此过程中，TNF-α 又能激活单核巨噬细胞及

PMN 自身再次释放 TNF-α、IL-1 等炎性介质，形成

正反馈，进一步释放大量细胞因子，放大全身或局部

炎性反应，最终导致炎症失控。研究［11］表明，IL-6
为炎性细胞分化的主要调节因子，促进巨噬细胞分

化和浸润，上调黏附分子和其他细胞因子的表达，从

而加强炎症反应; IL-10 是一个以免疫抑制为主的多

向免疫调节因子，可直接抑制炎症细胞活化，Tabary
et al［12］发现 IL-10 可抑制 NF-κB 的活性，且同时能

抑制单核巨噬细胞、中性粒细胞表达 IL-6、TNF-α
等，抑制单核巨噬细胞产生趋化等。实验显示 ALI
组 TNF-α 及 IL-6 的表达量显著高于正常组和 UTI
治疗组，而 ALI 组的 IL-10 表达量明显低于 UTI 治

疗组，表明 UTI 可降低 TNF-α、IL-6 的表达、增加 IL-
10 的产生。光镜下病理学: 与 ALI 组相比，UTI 中、
高剂量组的炎性细胞等较少见，肺水肿显著减轻，

W/D 是反应肺水肿程度的良好指标，结合 W/D 结

果，提示 UTI 能通过降低炎性介质的释放，增加抗炎

因子的分泌，共同作用减轻 ALI 的炎症反应及肺水

肿程度。爆炸致伤后，考虑由于机体损伤过重，IL-
10 的产生或释放受到抑制，短时间内不足以恢复，

故测得 IL-10 值偏低。
综上所述，在爆炸致家兔 ALI 模型中，UTI 可通

过抑制 NF-κB 的活性，减少 TNF-α、IL-6 等细胞因

子的产生与释放，以及增加 IL-10 的产生，共同作用

减轻炎症反应导致的肺部损伤，尤其是在大剂量使

用时，对 ALI 的治疗效果更明显。
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Effect and mechanism of Ulinastatin on acute
lung injury in rabbits induced by blast

Li Cheng'en1，Hao Jian1，2，Li Shuwen2，et al
( 1Dept of Liberation Army Hangzhou Clinical College of Anhui Medical University，Hangzhou 310007;

2Dept of Cardiopulmonary Ｒehabilitation，Hangzhou 128 Hospital，Hangzhou 310007)

Abstract Objective To research the effect and mechanism of Ulinastatin ( UTI) on acute lung injury in rabbits
induced by blast． Methods The model of acute lung injury in rabbits was induced by blast． According to the ran-
domized table，all the rabbits were randomly divided into 5 groups，normal group，ALI group，low-dose UTI group，

medial-dose UTI group and high-dose UTI group． When the models of acute lung injury were finished，the rabbits
in UTI groups were intravenously injected with different doses of UTI( 2. 5 × 104，5 × 104，10 × 104 U /kg) ，while
the rabbits in normal group and ALI group were injected with normal saline of same doses． The blood was collected
after 4 hours and the bronchial alveolar lavage fluid ( BALF) ，blood and some lung tissues were saved after 24
hours． TNF-α，IL-6，IL-10 were determined by ELISA method． NF-κB was evaluated by Western blot and the re-
verse transcription polymerase chain reaction． The wet to dry weight ratios ( W/D) were determined． The patholog-
ical changes of lung tissues were observed under the microscope． Ｒesults The levels of W /D，TNF-α，IL-6，NF-
κB in ALI group were significantly higher than those in normal group ( P ＜ 0. 05) ． With the treatment of UTI，the
values of W /D，TNF-α and IL-6 in UTI groups of different doses were lower than their measures in ALI group． On
the contrary，the IL-10 in ALI group was lower than that in other groups ( P ＜ 0. 05) ． Between these comparisons，
high-dose UTI group was the most significant group ( P ＜ 0. 05) ． Histopathology of lung tissue showed that pulmo-
nary edema and inflammatory in medial-dose and high-dose UTI group were better than those in ALI group． Con-
clusion UTI could relive inflammation in the lungs of rabbits with ALI induced by blast through balancing excess
release of cytokines and inflammatory mediators，UTI could be a potential drug of ALI．
Key words blast injury; Ulinastatin; acute lung injury; NF-κB
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