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重组人 N末端脂多糖结合蛋白对脂多糖 

致伤小鼠保护作用的初步研究 

王晓东 刘友生 葛晓冬 李艳秋 陈杰 

【摘要】 目的 初步观察重组人 N末端脂多糖结合蛋白(tLBP)对细菌脂多糖(LPS)致伤小鼠 

的保护效应。 方法 选用雄性昆明小鼠 70只，随机分为致伤组 1(21只)：腹腔内注射 LPS 100 ng； 

保护组 1(21只)：腹腔内注射 100 ng LPS+40 mg tLBP；对照组(8只)：腹腔内注射等渗盐水。于注 

射后 15、30 min及 l、3、6、l2、24 h测定 3组动物血清丙氨酸转氨酶(A )及肿瘤坏死因子 0【(TNF一0【) 

的含量，并观察其肝 、肺组织的病理学改变。另设致伤组 2及保护组 2各 l0只，分别腹腔内注射 LPS 

400 ng及400 ng LPS+40 mg tLBP，观察伤后 24 h内动物的死亡数。 结果 保护组 1与致伤组 1 

血清ALT含量分别于伤后 l2、6 h到达峰值，各为(41．O0±4．58)、(99．50±62．63)U／L，前者的升高 

幅度显著低于后者(P <0．O1)；两组血清 TNF一0【含量均于伤后 3 h到达峰值，各为(35．96±7．33)、 

(42．49±4．79)fmol／ml，保护组 1的升高幅度低于致伤组 1。与致伤组 l比较，保护组 1肝细胞变性 

程度明显减轻，未见肝细胞散在坏死病变；肺组织充血有不同程度减轻，肺泡腔内、支气管内炎性渗出 

明显减弱。致伤组 2伤后24 h死亡 9只，保护组 2死亡 3只。 结论 初步认为重组人 tLBP具有一 

定的生物学活性，对 LPS致伤小鼠具有一定保护作用。 

【关键词】 载体蛋白质类； 脂多糖类； 肿瘤坏死因子 

Study on the protective effect of recombinant human N-terminal lipopolysaccharide binding protein in mice 

challenged with U WANG Xiao—dong ．LIU You—sheng．GE Xiao—dong．U Yah—qiu．CHEN fie．Institute 

ofPathology．Southwest Hospita1．The Third Military Medical University．Chongqing 400038．P．R．China 

【Abstract] Objeetive To investigate the protective effect of recombinant human N—terminal lipopo— 
lysaccharide binding protein in mice challenged with LPS． Methods Seventy male Kunming mice were 

randomly divided into 3 groups。i．e．LPS challenge(Injection of LPS into abdominal cavity，n：21)；tLBP 

Drotection(Injeetion of LPS and tLBP into abdominal cavity，n：2 1)and control(Injection of normal saline 

into abdominal cavity，n：8)groups．The blood samples and tissue samples of the liver and lungs were har— 

vested on l5 and 30 minutes and 1．3．6，l2 and 24 hours after the injection．The serum contents of ALT 

and TNF一0【were determined by biochemical velocity analysis and RIA method，respectively．The pathomor— 

phologieal changes in the liver and pulmonary tissue were examined under light microscope(LM)．The mor· 

tality rate of ten mice each was observed within 24 hours after the injeetion of tLBP+400ng LPS or 400ng 

LPS． Resuhs The ALT content of tLBP group reached the peak level at 1 2 post—injection hour(PIH) 

(41．00±4．58)，but it was significantly lower than that in LPS group in which it peaked at 6PIH(99．50 

62．63)(P <0．O1)．The TNF一0【content in tLBP and LPS group was lower than that in LPS group，and 

both reached the peak level at 3 PIH(35．96±7．33)．Compared with those in LPS，injury to hepatocytes in 

tLBP group was obviously milder without scattered necrosis．The pulmonary congestion in tLBP group was a· 

bated．and the inflammatory exudation in the alveoli was evidently less than that in LPS group．There were 9 

out of 10 mice died in the LPS challenge group，while only 3 out of 10 mice died during 24 hours after LPS 

injection in tLBP protection group． Conclusion Preliminary results indicated that recombinant human 

tLBP might possess biological activity with a potential protection effect in LPS challenged mice． 

【Key woMs] Carrier proteins； Lipopolysaccharjde。； Tumor necrotic factor 

细菌脂多糖(1ipopo1ysaccharide，LPS)在体内的 

信号识别和激活反应有赖于脂多糖结合蛋 白(1i— 

popolysaccharide binding protein，LBP)、单核一巨噬细 
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· 论 著 · 

胞系模式识别受体 CD14、跨膜信号受体——To11样 

受体(TLR)和辅助蛋白 MD2的参与，而 LPS刺激反 

应导致细胞因子过量产生被认为是 G‘杆菌脓毒症 

的发病机制 ’̈ 。LBP为分子质量(58～60)×10 

的血清糖蛋白，主要由肝脏产生，可参与介导对 LPS 

的激活反应，并对 LPS启动效应细胞分泌炎性介质 

和细胞 因子起催化 、放大作用 。在LBP的一级 
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结构中，目前认为存在 2个独立的结构域，即 N末 

端结合 LPS和 c末端结合 CD14，并已将结合 LPS 

的结构域定位在 109～125残基之间‘ 。因此 ，克隆 

表达截段型LBP(truncated lipopolysaccharide binding 

protein。tLBP)基因并深入研究其结构与功能的关系 

具有重要意义。本实验中，笔者在获得重组人 tLBP 

蛋白和体外初步鉴定的基础上，应用 LPS致伤小鼠 

模型检测 tLBP蛋 白在小鼠体内的生物学活性和潜 

在的保护作用，为 tLBP的进一步应用奠定基础。 

材 料 与 方 法 

1．主要试剂：LPS(E．coli 011 1：B4)购 自美 国 

Sigma公司；半乳糖胺购自美国 Fluka公司；血清丙 

氨酸转氨酶(ALT)速率法测定试剂盒购 自科华公 

司；肿瘤坏死因子 Of．(TNF．Of．)放射免疫测定试剂盒 

购 自北京北方生物技术研究所；重组人 tLBP由本研 

究所表达纯化并经初步鉴定 。 

2．实验分组及致伤条件 ：选用健康雄性昆明 

小鼠70只(第三军医大学实验动物中心)，10～12 

周龄，体重(46．2±7．5)g。(1)其中50只随机分为 

致伤组 1(21只)、保护组 1(21只)及对照组 (8 

只)。3组均用 25 mg半乳糖胺致敏，致伤组 1单纯 

腹腔内注射 LPS 100 ng，保护组 1腹腔内注射 LPS 

100 ng+重组人 tLBP 40 mg，对照组腹腔内注射等 

体积的等渗盐水。分别在注射后 15、30 min及 1、3、 

6、12、24 h处死致伤组 1、保护组 1小鼠，每时相点 3 

只，同时处死 1～2只对照组小鼠，取血和肝、肺组织 

待检。(2)余下 20只小鼠用 50 mg半乳糖胺致敏， 

其中 10只为致伤组 2，腹内注射 LPS 400 ng；另 10 

只为保护组 2，腹内注射 400 ng LPS+40 mg tLBP， 

待检。 

3．检测指标：(1)ALT和 TNF—Of．的测定：取小鼠 

血清标本，按试剂盒说明书操作。分别采用 715型 

全自动生化分析仪(日本 日立公司)和免疫计数器 

(中国二六二厂)进行检测，对 TNF—Of．的测定结果用 

四参数曲线进行拟合。(2)将小鼠肝、肺组织标本 

用体积分数 10％甲醛固定 ，石蜡包埋，切片，行 HE 

染色，观察组织病理学改变。(3)观察致伤组 2、保 

护组 2在注射后 24 h内的死亡数。 

4．统计学分析：数据以x±S表示，用 Excel 2000 

统计软件对各组数据进行单因素方差分析。 

结 果 

1．血清 ALT含量的变化：与对照组比较，致伤 

组 1伤后 15 min ALT含量开始升高，6 h达到峰值； 

保护组 1伤后30 min ALT含量开始升高，12 h到达 

峰值。伤后 1～12 h保护组 1 ALT含量明显低于致 

伤组 1(P<0．05～0．01)。见表 1。 

2．血清 TNF．Of．含量的变化：与对照组 比较，致 

伤组 1、保护组 1伤后 15 min TNF—Of．含量即升高，至 

3 h时达到峰值，分别为(42．29±4．79)、(35．96± 

7．33)fmol／ml。保护组 1的升高幅度低 于致伤组 

1，但两组各时相点比较，差异无显著性意义(P > 

0．05)，见图 1。 

图 l 各组小鼠血清肿瘤坏死因子a含量变化 

Fig 1 Changes in the mice senlm content of TNF-a in 

each group 

3．致伤组 2、保护组 2小鼠伤后 24 h内的死亡 

情况：致伤组2伤后 24 h内死亡9只，保护组 2死 

亡 3只。 

4．组织病理学观察结果：(1)肝：致伤组 1伤后 

肝细胞广泛变性，呈肿胀 、空泡化改变，中央静脉及 

叶问静脉出现不同程度的充血，门静脉区肝细胞呈 

现灶性细胞坏死(图 2a)。保护组 1伤后亦可见肝 

组织中央静脉及叶间静脉充血，细胞变性程度较致 

伤组 1明显减轻，未见肝细胞有散在坏死病变，部分 

肝窦腔内非实质细胞有反应性增生性改变(图2b)。 

(2)肺：致伤组 1伤后肺组织血管充血，肺泡间质炎 

细胞浸润，肺泡腔内、支气管内渗出物较多(图3a)。 

表 1各组小鼠血清丙氨酸转氨酶含量的变化(U／L，x± ) 
Tab 1 Changes in the mice senlm content of ALT in each group(U／L， ±5) 

注：对照组鼠数 8只，丙氨酸转氨酶含量为(23．20±12．92)U／L；与致伤组 1比较，}P<0．05， P<0．01 
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32例小儿严重烧伤并发症分析 

黎洪棉 梁自乾 刘达恩 林源 徐海 

小儿烧伤较常见，其发病率约 占同期烧伤住院患者的 

50％ ⋯
，致伤原因以热液烫伤为主 。笔者单位 1990年 1 

月 ～2002年 1月共收治≤7岁的烧伤患儿 816例 ，其中死亡 

32例占3．92％，现将其并发症作如下分析。 

临床资料：32例死亡患儿中男 22例、女 l0例 ，年龄9个 

月 ～7岁。伤后入院时间：48 h内入院 l2例、3～10 d 13例 、 

l1～30 d 7例。致伤原因：热液烫伤 21例 占65．63％ 、火焰 

烧伤6例占 18．75％、石灰烧伤4例占 12．50％ 、电烧伤 1例 

占3．13％。平均烧伤总面积 56．38％，平均 Ⅲ度烧伤面积 

30．29％TBSA。其中 1例为左手拇、食 、中指电烧伤 +大脑 

电损伤，伤后 27 d入院，入院时已合并有多器官功能障碍综 

合征(MODS)；其余31例按 1970年全国烧伤会议制定的小 

儿烧伤严重程度诊断标准 分为重度烧伤 8例、特重度烧 

伤23例。本组患儿的并发症情况见表 1。 

表 1 32例小儿烧伤后并发症发生情况 

讨论 由于儿童各系统、器官发育不完善，代偿能力低， 

烧伤后容易出现各种并发症，尤其是休克和全身性感染；加 

上家属对患儿病情的严重性认识不足，不易接受手术，给治 

疗带来极大的困难。南宁是典型的亚热带地 区，空气湿度 

大，该地区以热 液烫伤为主的患儿伤后极 易并发感染 。 

本组患儿中有 2O例并发全身性感染 ，占62．5％，表 明全身 

性感染在小儿烧伤并发症中占首要地位。延迟复苏是影响 

严重烧伤治愈率的主要因素之一，其主要危害在于增加了患 

者对脓毒症及 MODS的易感性，增加了病死率。本组并发休 

克者虽仅有 3例占 9．38％ ，但入院时 出现休克征象者即有 

l0例占31．25％。虽然这些患儿人院后休克大都得到控制 

和纠正，但随后均并发不同程序的感染；有 8例在感染的基 

础上并发了3种以上的脏器损害，最终发展为 MODS。这表 

作者单位：530021 南宁，广西医科大学附属第一医院烧伤整形 

科(黎洪棉、刘达恩 、梁 自乾 林源)；来宾县人民医院外科(徐海) 
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明感染更易导致 MODS，而延迟复苏 、休克可导致急性肾功 

能衰竭(ARF)及 MODS。显然 ，延迟复苏、休克 、全身性感 

染、MODS有着密切的病理连续性 ，表现为互为因果的恶性 

循环，最终均向 MODS转归。休克是全身性感染、ARF及 

MODS的病理基础(图 1)。机体烧伤后，由于出现应激 、休 

克或感染，引起炎症介质及细胞因子大量释放，促炎因子与 

抗炎因 子失衡，进而导致 失控性 炎症反 应 (SIRS)，此 为 

MODS的根本原因。某些因子如前列腺素 2(PGE2)的失衡 

还可诱发脓毒症 。因此，早期及时有效抗休克、迅速恢复 

重要内脏器官的血供 、防治炎症介质的损伤是挽救严重烧伤 

患者生命的最基本措施，直接影响患者的预后。 

+ 

感染： 休克 

胞 失控性 多器官功能 
—

●- ——■ 

炎症反应 障碍综合征 

f 
急性肾功能衰竭 

f f 
L一 延迟复苏 

本组患儿休克期(伤后发病时间≤2 d)主要并发症为 

ARF(4／8)，与延迟复苏、休克未能及时纠正有关；而休克期 

后(伤后发病时间为 3～35 d)主要并发症为全身性 感染 

(20／24)，与此时正值感染高峰期有密切关 系。因此 ，伤后 

早期主要任务是积极防治休克。休克期平稳度过后，即应把 

防治感染作为主要任务，这样才能有效地提高烧伤患儿的治 

愈率。 
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