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内毒素介导的急性肺损伤大鼠白细胞 

介素 13表达及肺组织激活剂 

蛋白 1活性的变化 

李琦 钱桂生 杨楠 王长征 徐建铖 张青 

【摘要】 目的 观察内毒素／脂多糖(LPS)致伤大鼠的血浆白细胞介素(IL)l3含量及肺组织激 

活剂蛋白l(AP—1)活性的变化，探讨 AP—l与 IL—l3表达的关系。 方法 将 120只 Wistar大鼠根据 

注射 LPS剂量不同随机分为 A(2 mg／kg)、B(4 mg／kg)、C(6 mg／kg)、D(8 mg／kg)组 ，并设立相应的等 

渗盐水对照组(NS组)，取伤后 l、2、4、6 h为观察时相点，每组每时相点 6只大鼠。致伤 Wistar大 鼠， 

复制全身炎症反应综合征一急性肺损伤(SIRS—ALI)模型。在致伤后 l、2、4、6 h，采用酶联免疫吸附测 

定法(ELISA)检测血浆 IL—l3含量，采用凝胶迁移率分析法 (EMSA)检测肺组织中 AP—l活性。 结 

果 LPS可使 IL—l3含量及 AP—l活性同步升高。A、B、c、D组 与NS组比较，差异均有显著性意义及 

非常显著性意义(P <0．05～0．O1)。c、D组的血浆 IL．1 3含量及肺组织中的 AP—l活性均显著增加 ， 

D组两指标的峰值分别为(45．62±5．78)pg／ml、(177．68±6．81)NII％，均出现在伤后 2 h。 结论 

IL—l3表达增强时 AP—l活性亦升高，并与 SIRS—ALI发生有关。 
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Studies on the changes in the interleukin一13 expression and on activator protein一1 activity in rat pulmonary 

tissue with acute lung injury induced by endotoxin LI Qi，QIAN Gui—sheng，YANG Nan，WANG Chang— 

zheng U Jian—cheng，ZHANG Qing~Institute ofRespiratory Disease,XinqDo Hospital，The Third MHimry 

Medical University．Chongqing 400037 ．R．China 

【Abstract】 0bjective To investigate the changes in plasma level of interleukin—l 3(IL—l 3)and the 

changes in the pulmonary IL—l 3 mRNA content and the pulmonary activator protein—l(AP—1)activity of the 

rats inflicted with acute lung injury(ALI)induced by lip。p0lysaccharide(LPS)，so as to explore the rela— 

tionship between IL—l3 expression and AP—l activity． Methods One hundred and twenty Wistar rats were 

employed in the study and were randomly divided into A (2 mg／kg)，B(4 mg／kg)，C(6 mg／kg)and D 

(8 mg／kg)groups according to different dosage of LPS administration and a control group(NS group)at 

each observing time point．The rats were observed at 1．2，4 and 6 postburn hours(PBHs)and every 6 rats 

were deployed in every group and each time points．A model of systemic inflammatory response syndrome—a— 

cute lung injury(SIRS—ALI)was replicated in Wistar rats．The plasma content of IL—l 3 was assayed by en— 

zvme．1inked immunosorbent assay(ELISA)，and the pulmonary tissue content of IL—l 3 mRNA and AP—l ac— 

tivitv by reverse transcriptase．polymerase chain reaction(RT—PCR)and electrophoretic mobility shift assays 

(EMSA)． Results The plasma content of IL—l 3，pulmonary content of IL．1 3 mRNA and AP—l activity in— 

creased simultaneously after LPS administration．All the above indices were significantly difierent statistically 

between the LPS groups and the control group(P <0．05—0．O1)．The plasma level of IL—l 3 and pulmo— 

nary tissue mRNA content and AP—l activity in A，B ，C and D groups were increased significantly with peak 

levels at 2 PBHs． Conclusion The pulmonary AP—l activity increased with the enhanced expression of IL- 

l 3．which was related to the development of SIRS—ALI． 
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Acute lung injury 

严重烧伤后由于肠道细菌移位或继发细菌感 

染，通常存在内毒素血症，容易引发急性肺损伤(a一 
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cute lung injury，ALI)。 目前认为，ALI是全身炎症 

反应综 合 征 (systemic inflammatory response syn· 

drome，SIRS)在肺脏的表现。SIRS的本质是以炎症 

介质过度释放为特征的全身广泛性炎症反应；SIRS 

失控的结果是多器官功能障碍综合征(multiple or· 

gan dysfunction syndrome，MODS)／多器官功能衰竭 

(multiple organ failure，MOF)，在肺脏则表现为急性 
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呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress syndrome， 

ARDS) 。有报道，SIRS不仅有炎症介质过度释 

放，而且伴有内源性抗炎介质的释放异常 。白细 

胞介素(IL)13是具有代表性的抗炎性细胞因子，在 

其非表达调控基因序列中，有激活剂蛋白 1(activa． 

tor protein-1，AP一1)结合位点E 4 1。因此，本研究采用 

递增剂量内毒素／脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)致 

伤 Wistar大鼠，观察大鼠血浆 IL．13含量及肺组织 

AP-1活性的变化，探讨 SIRS．ALl发生过程中 AP．1 

与 IL一13表达的关系。 

材 料 与 方 法 

1．动物分组与处理：Wistar大鼠 120只(第三军 

医大学实验动物中心提供 )，体重(200±50)g，雌雄 

不拘。经盐酸氯胺酮(80 mg／kg)腹腔麻醉后，由大 

鼠尾静脉注入 LPS(E．coli 0 B ，美 国 Sigma公 

司)。并根据致伤时注射 LPS的不同剂量随机将大 

鼠分为 A(2 mg／kg)、B(4 mg／kg)、C(6 mg／kg)、D 

(8 mg／kg)组，设立相应的等渗盐水对照组(NS组) 

伤后 1、2、4、6 h为观察时相点，每组每时相点 6只 

大鼠。在各时相点采集动脉血并制备血浆，然后处 

死大鼠取全肺备用。 

2．检测方法及指标：(1)血浆 IL-13含量的测 

定：采用酶联免疫吸附测定法(ELISA，试剂盒为法 

国 Diaclone Research公司产品)。(2)肺组织 AP-l 

活性变化的测定：采用凝胶迁移率分析法 [EMSA， 

试剂盒 Gel Sh．fI Assay System(E3300)为美国 Pro- 

mega公司产品]，具体方法参照操作指南进行，主要 

包括：①肺组织的细胞核蛋白提取；②核蛋白定量的 

标准曲线拟合；③核蛋 白的溶液浓度测定；④AP-1 

寡核苷酸探针的 ŷ．32P标记与纯化(探针序列为 5 - 

CGC rTGATGAGTCAGCCGGAA．3 ／3 ．GCGAACTACT 

CAGTCGGCCTT．5 )；⑤DNA结合反应；⑥垂直电泳 

及放射 自显影；⑦积分光密度测定及半定量分析： 

EPSON Scaner扫描胶片影像，用图像分析方法测定 

电泳 带 的积分 吸光 度值 (integral optial density， 

IOD)。以 NS组为参照，计算 Target group／NS，结果 

为观察组的 AP．1活性标准化积分吸光度值(nor- 

malized integrated intensity，Nil) 计算 Nil×100％， 

以 NII％为单位。 

3．统计学处理 ：数据用x±s表示，经 Excel 2000 

统计软件作单因素方差分析和 t检验。 

． 结 果 

1．血浆 IL-13含量的变化：LPS致伤后，大鼠血 

浆 IL一13含量显著升高；与 NS组比较，差异有显著 

性意义或非常显著性意义(P <0．05～0．01)。相 

同时相点 LPS剂量越大，血浆 IL一13含量越高；A、B 

组血浆IL-13含量高峰均在伤后4 h；而 c、D组高峰 

在伤后 2 h。见表 1。 

表 1 内毒素／脂多糖致伤大鼠血浆 白细胞介素 13含量的 

变化(pg／ml，x±s) 

Tab 1 Changes in plasma content of IL一1 3 in rats 

with ALI caused by LPS(pg／ml，x-i-s) 

注：与Ns组比较， P<0．05， P<0．01；与 B组比较，△P 

<0 01 

2．肺组织 AP．1活性的变化：LPS致伤后，肺组 

织 AP-1活性升高；LPS剂量越大，AP-1活性越高， 

且高峰均在伤后 2 h；C、D组与 A、B组比较，差异有 

非常显著性意义(P<0．01)。见表2。 

表 2 内毒素／脂多糖致伤大鼠肺组织激活剂蛋白 1活性 

的变化(NII％，x-i-s) 

Tab 2 Change in the AP一1 activity in pulmonary tissue of 

rats inflicted with ALI by LPS(NII％，x．4-s) 

注：与B组比较 ，△P <0．01；与 A、B组比较，#P<0．05 

讨 论 

目前认为，ALl是 SIRS在肺脏的表现，其发生 

机制与炎症反应密切相关。机体受强致伤因子刺激 

引发炎症反应，经过启动、放大、损伤出现一系列严 

重的病理生理紊乱。近年研究显示，SIRS的基本特 

征不仅包括致炎因子的大量释放，而且还伴有内源 

性抗炎因子的不足或过度释放，即代偿性抗炎反应 
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综合征，两者均可加重炎性损害，导致 SIRS失控。 

SIRS发生、失控与机体致炎-抗炎因素失衡、机体稳 

态破坏，导致内环境紊乱有关 。肺脏的解剖、组 

织学特点，使其成为 SIRS损伤的首位靶器官。ALl 

大鼠肺组织中有大量炎症细胞浸润及细胞因子产 

生、释放，致炎因子与抗炎 因子并存。因此，研究 

ALI大鼠肺组织中 IL．13 mRNA表达与AP．1活性变 

化的关系，有助于认识 SIRS发生过程中的抗炎机 

制。 

革兰阴性菌感染或肠源性内毒素血症是严重烧 

伤的常 见并 发症，易 引发 ALI／ARDS或 MODS／ 

MOF，使救治难度升高。LPS是内毒素的主要成分， 

存在于革兰阴性菌的细胞壁外膜。LPS作为致伤 

剂，可以激活免疫应答，使免疫细胞活化并分泌细胞 

因子。静脉注射 LPS可以复制感染性肺损伤模 

型 ，本研究采用递增剂量 LPS致伤 Wistar大鼠， 

目的是通过递增强度致伤，模拟临床严重感染因素 

引发脓毒症的过程。在以往的实验研究中，笔者已 

经观察到 大 鼠肺组 织 中 IL-13 mRNA 的变化 与 

ARDS有关 。 

IL．13具有免疫调节和抗炎作用，能够抑制炎症 

因子产生，主要由单核细胞、淋巴细胞产生，可以受 

LPS诱导表达。研究表明，IL．13可以保护小鼠接受 

致死剂量 LPS攻击 ，减少肿瘤坏死因子 (TNF一 )、 

ŷ型干扰素(IFN-̂y)、IL-12等产生 。IL-l3可以 

下调单核巨噬细胞产生细胞因子如 TNF- 、IL-lp、 

IL-6、IL．8等。ALI大鼠模型的肺组织中，有大量炎 

症细胞聚集，其中存在丰富的单核细胞和淋巴细胞， 

是肺组织产生、释放 IL．13的主要来源。研究显示 ， 

IL．13对 AP．1的活性具有调节作用 。另一方面， 

在 IL．13基因的非表达调控序列中又存在 AP-l结 

合位点。因此，本研究通过观察动脉血浆中 IL-l3 

含量和肺组织 AP-1活性的变化，探讨在 SIRS-ALI 

发生过程中AP-1与 IL-l3基因表达的相互关系。 

本研究观察到，递增剂量 LPS致伤后，大鼠血 

浆 IL．13含量和肺组织 AP．1活性均显著升高；随着 

LPS剂量增加，血浆 IL．13含量和肺组织 AP-l活性 

同步升高。由此提示：LPS能够触发机体抗炎机制 

增强，抗炎性细胞因子表达增强并过度释放，而且是 

ALI／SIRS发生和 SIRS失控形成 ARDS的又一重要 

机制，该机制发生在细胞因子基因转录及其调控环 

节；当 LPS≥6mg／kg时，抗炎机制增强显著，IL-l3 

及其 mRNA与 AP．1活性的显著升高与肺组织损害 

及功能障碍密切相关；IL．13基因表达异常与 AP-l 

活化有关。 
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山东省第十届烧伤整形学术交流会会议通知 

中华医学会山东省烧伤整形外科专业分会第十届学术交流会将于2004年 9月 9 13～13 13在山东省青岛市举行。届时 

将就烧伤外科，整形外科的热点问题进行研讨，并聘请全国著名的烧伤外科 、整形外科专家举办专题讲座。同时举行国家级 

继续医学教育项 目“休克期磨痂术在烧伤治疗 中的应用”和省级继续医学教育项 目“无细胞真皮基质在整形外科中应用”两 

个学习班。授予国家 I类继续教育学分 l0分。 

联系地址 ：山东省济南市经五路 324号山东省立医院烧伤整形外科。邮编 ：250021。 

联系电话 ：0531—6881886；联系人 ：霍然 、李强；Email：huoran@medmail．com．cn． 
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