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摘要院目的 评价选择性诱导型一氧化氮合酶渊iNOS冤抑制剂氨基胍渊AG冤和非选择性一氧化氮合酶抑制剂 L- 硝基精氨

酸甲酯渊L-NAME冤对创伤性休克的治疗效果遥方法 用 44 只 SD 大鼠 制作创伤性休克动物模型遥双侧股骨干砸伤后并

经股动脉放血至平均动脉压渊MAP冤35～ 45mmHg渊4.67~6.00kPa冤袁维持 30min袁然后回输失血和等量的林格氏液遥随

机分为休克组 (10 只)尧AG 组 渊根据复苏时静脉注射 AG 含量为 2尧8尧60mg/kg窑b.w. 则分为 AG玉尧AG域尧AG芋组袁各 8

只冤尧L-NAME 组(10 只袁复苏时静脉注射 L-NAME8mg/kg窑b.w.)袁观察休克前后血浆 NO 浓度的动态变化及 2 4 h大鼠

存活率遥并留取肺尧肝尧肾尧小肠组织袁观察病理改变遥结果 大鼠创伤性休克后袁血浆 NO 水平明显高于休克前曰AG 各组

动物复苏后血浆 NO 的水平明显降低袁各脏器的病理损害亦显著减轻袁存活率明显提高袁并且 AG芋组效果最好曰
L-NAME 组动物复苏后血浆 NO 的水平也明显降低袁各脏器的病理损害无明显变化袁存活率无明显提高遥结论 NO 在

创伤性休克的病理发展过程中起着重要作用袁应用 AG 有助于创伤性休克的改善曰而 L-NAME 能降低 NO 的水平袁但

对休克的预后无明显改善遥
关键词院休克袁创伤性曰一氧化氮合酶抑制剂曰氨基胍曰L- 硝基精氨酸甲酯曰平均动脉压
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Intervention with nitric oxide synthase inhibitors for traumatic shock in rats
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Abstract: Objective Toevaluatetheeffectsofaselectiveinhibitorofinduciblenitricoxidesynthase(iNOS)aminoguanidine
(AG) andanon-selectiveinhibitorofnitricoxidesynthase(NOS)N(G)-nitro-L-argininemethylester(L-NAME)ontraumatic
shockinrats. Methods Animalmodelsoftraumaticshockwereestablishedin44Sprague-Dawleyratsfollowingfracturesin
bothfemurshaftsandsubsequentdepletionuntilthemeanarterialpressureinthefemoralarterydroppedto35to45mmHg

(4.67~6.00kPa). Hypotensionwasmaintainedfor30minbeforethecollectedbloodwasinfusedbackintotheratssupplemented
withRinger'ssolutionofthesamevolume.Theratmodelswerethenrandomlydividedinto3groups,namelytraumaticshock
group(n=10),AGgroup(whichwassubdividedintoAG玉, AG域, andAG芋groups, eachconsistingof8ratsandreceiving2,
8, and60mg/kg窑b.w AG infusionrespectivelyduringresuscitation), and L-NAMEgroup (with 8 mg/kg窑b.w L-NAME
infusion during resuscitation, n=10). Plasma NO levels were determined before and after shock, immediately after
resuscitationand0.5, 2, 4hafterresuscitation, andthesurvivalrateswithin24hwererecordedwithtissuesamplesofthe
lung, liver, kidneyandintestineobtained24haftershockformicroscopicexamination. Results PlasmaNOlevelwasseento
increasemarkedlyaftertraumaticshockintheratmodels. Inthe3AGgroups, theelevatedNOlevelsfollowingtheshock
wereobviouslyreducedafterresuscitationwithlesstissuedamagesandhighersurvivalrates, as comparedwiththeother2
groups. The bestprotective effectagainsttraumatic shockwasobserved in A G 芋group. Inspite of obvious plasma NO
level-loweringeffectafterresuscitation, L-NAMEexhibitedlittleefficacyinalleviatingthetissuedamagesintheorgansand
hencefailedtoimprovethesurvivalrateoftherats. Conclusions NOplaysanimportantroleinthepathologicalprocessof
traumatic shock, and the application of AGmayimprovethecondition. L-NAME can decrease plasma NOlevel after
resuscitation,butfailtoimprovetheoutcomeoftraumaticshockinrats.
Key words: shock,traumatic;nitricoxidesynthaseinhibitor;aminoguanidine; N(G)-nitro-L-argininemethylester;meanarterialpressure

机体发生创伤性休克后袁有大量炎性因子尧一氧

化氮渊NO冤合成和释放袁它们在休克向不可逆的转化

过程中起着重要作用咱1暂袁其中 NO 的过量生成被认为

是引起顽固性休克低血压的主要原因遥因此袁抑制

NO 的生成便成为抗休克治疗的一种重要手段遥但是

NO 除了在休克的发生发展中作为病理因素外袁它还

参与机体的许多正常生理过程咱2暂遥因此过度抑制它的

生成可能对机体不利袁如果能抑制其病理性的过度产

生袁而保留固有的生理作用袁可能会达到良好的治疗

效果遥本研究拟采用非选择性一氧化氮合酶渊NOS冤抑

制剂及选择性诱导型一氧化氮合酶渊iNOS冤抑制剂对

创伤性休克进行治疗袁比较其疗效 袁为临床的应用提

供理论依据遥
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AG玉, AG域, AG芋:Eachgroupreceived2,8and60mg/kg窑b.w.aminoguanidine;L-NAMEgroupisgiven
8mg/kg窑b.w.L-NAMEinfusionduringresusitation

表 1 NOS 抑制剂对创伤性休克大鼠血压的影响渊kPa, x依s冤
Tab.1 Effectof NOS inhibitor on blood pressure inrats with traumatic shock(kPa, Mean依SD)

Timepoint Shock AG玉 AG域 AG芋 L-NAME
Beforeshock 13.7依1.0 13.8依0.9 13.5依0.4 13.8依0.9 13.7依0.9
Telophaseshock 5.3依0.6 5.8依0.2 5.7依0.4 5.5依0.8 5.4依0.7
Telophaseresuscitation 12.0依1.1 12.4依0.9 12.0依0.7 12.2依0.9 12.6依0.9
Postresuscitation30min 10.4依1.3 11.4依1.0 11.7依0.5 11.0依1.7 11.6依1.1
Postresuscitation2h 8 . 4依0.5 10.8依1.1 11.5依0.4 10.8依0.8 9.2依1.2
Postresuscitation4h 7.2依0.8 10.0依1.5 10.2依1.8 11.0依0.4 8.2依0.6

表 2 给创伤性休克大鼠应用 NOS 抑制剂后血浆 NO 变化(滋mol/L, x依s)
Tab.2 Plasma NOlevels after NOS inhibitor injection in ratswith traumatic shock

(滋mol/L, Mean依SD)
Timepoint Shock AG玉 AG域 AG芋 L-NAME
Beforeshock 26.33依5.86 28.69依7.75 25.08依5.21 27.44依8.56 26.24依4.81
Telophaseresuscitation 58.07依6.27 40.36依4.92 35.67依1.52 28.09依7.78 27.02依3.32
Postresuscitation30min 78.71依4.44 45.21依9.17 38.72依6.89 33.50依3.32 35.45依3.77
Postresuscitation2h 73.03依7.90 43.08依0.61 35.50依1.05 32.03依3.74 32.87依3.34
Postresuscitation4h 67.31依9.65 43.22依10.6 32.15依4.01 28.06依8.84 30.84依9.02

1 材料与方法

1.1 动物和试剂

健康 Sprague-Dawley大鼠 44 只袁雌雄不拘袁质

量 280~300g袁由第一军医大学实验动物中心提供遥乌

拉坦渊广州化学试剂厂袁分析纯冤曰氯醛糖渊瑞士 Fluka
公司冤曰NO 检测试剂盒渊北京帮定医学公司冤曰氨基胍

渊aminoguanidine袁AG冤Sigma 公司曰L- 硝基精氨酸甲

酯渊L-NAME冤Sigma 公司遥
1.2 实验仪器

Gilson 生理记录仪渊美国 Gilson 公司冤曰血压换

能器 P23ID渊美国 Gould-Statham 公司冤曰高速冷冻离

心机 Universal 16R 型渊德国 Hettich 公司冤遥
1.3 实验分组

随机分成 5 组院创伤性休克组渊休克组冤10 只袁根

据复苏时静脉注射 AG 含量为 2尧8尧60mg/kg窑b.w.分
为 AG玉尧AG域尧AG芋组袁各组为 8 只遥L- 硝基精氨酸

甲酯组渊L-NAME 组冤10 只遥
1.4 实验方法

用 13.3%乌拉坦和 0.5%氯醛糖溶液 6.7ml/kg窑b.w.
作麻醉剂遥腹腔注射麻醉后袁行右侧颈动脉及右侧股

动尧静脉插管术袁右侧颈动脉插管接血压换能器并与

生理记录仪连接袁用来监测平均动脉压渊MAP冤袁右侧

股动脉插管用于放血调整血压及留取血标本袁右侧股

静脉插管用作输液和给药遥术中严格无菌操作袁术后

伤口缝合并妥善固定各插管遥上述操作完成后袁制作创

伤性休克动物模型袁双侧股骨干用2.5kg 铁块从 30cm
高处垂直坠下砸伤致股骨干骨折后并经股动脉放血

至 MAP35~45mmHg渊4.67~6.00kPa冤袁维持 30min袁然

后回输失血和等量的林格氏液进行复苏遥用 5%葡萄糖

盐水以 10ml窑kg-1窑h-1 的速度静脉维持点滴遥在进行复

苏时袁 除回输全部失血及等量的林格氏液外袁AG 各

组 还 在 5 min 内分别静注 AG 2尧8尧60 mg/kg窑b.w.袁
L-NAME 组则在在 5 min 内静注 L-NAME8mg/kg遥
各组分别在休克前尧休克末渊休克维持 30min 后冤尧复

苏末渊回输失血和林格氏液完毕冤尧复苏后 0.5尧2.0尧4.0h
记录 MAP 的变化袁并测定血浆 NO 的水平袁各组均观

察 2 4 h 存活率袁2 4 h 后活杀动物袁取肺尧肝尧肾尧小肠行

病理检查遥NO 测定采用 Griess 重氮化反应法袁通过测

定血浆中硝酸盐的浓度间接测定 NO 浓度遥
1.5 统计学处理

应用 Instat 统计软件进行线性趋势检验遥

2 结果

2.1 MAP 变化情况

各组动物 MAP 在复苏末均达到基础水平袁休克

组和 L-NAME 组在复苏后 30minMAP 开始有下降

趋势袁 AG 各组在复苏后 MAP 均能维持在基础水平

渊表 1冤遥
2.2 NO 浓度变化

休克组中袁复苏末尧复苏后 30min尧复苏后 2 h 和

复苏后 4 h 血浆 NO 水平均较休克前有所升高遥AG
各组和 L-NAME 组动物复苏后 30 min 开始袁血浆

NO 水平与休克组相比较低遥休克组动物在创伤性休克

及复苏的过程中袁血浆 NO 浓度在复苏后 30min 达

到高峰袁然后开始下降遥应用 AG 干预时袁创伤性休克

不同时点内的血浆 NO 变化与 AG 应用剂量具有剂

量 - 效应关系渊P<0.01冤袁在本实验范围内袁AG 浓度

越高抑制效果越好渊表 2冤遥
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3 组动物复苏后 24 h 生存率院AG 各组为 66.6%尧
休克组为 30%尧L-NAME 组为 40% 遥24 h 活杀存活动

物观察脏器的病理变化袁镜下可见休克组和L-NAME
组动物的肺间质与肠粘膜水肿尧出血袁并均有炎性细

胞浸润袁肝脏淤血尧汇管区炎性细胞聚集尧肝细胞局灶

性坏死曰肾小管变性袁肾小球炎性细胞浸润遥而 AG 组

肝尧肺尧肾尧小肠的病变较轻遥

3 讨论

创伤性休克时应用 NOS 抑制剂进行救治目前在

国内尚未见相关报道遥创伤性休克的发病机制主要是

由于机体受到各种创伤而致有效循环血量不足尧急性

微循环障碍尧神经体液因子失调尧重要脏器血流灌注

不足导致组织细胞发生缺血性损害咱2袁3暂遥组织器官的

缺血使机体引发了一系列连锁反应袁创伤失血性休克

后由于肠道缺血使肠道细菌尧内毒素发生移位袁导致

内毒素血症袁内毒素可刺激单核 - 巨噬细胞合成尧释

放大量的 TNF-琢尧IL-1尧IL-6 等炎性细胞因子袁而内毒

素尧细胞因子又可诱导 NO 过量生成袁内毒素尧细胞因

子尧NO 协同作用袁使休克向不可逆转化咱4暂遥本实验结

果显示院大鼠发生创伤性休克后袁血浆 NO 水平明显

升高袁表明 NO 在创伤性休克的发展中起着重要的作

用遥NO 是生物体内重要的信使分子和效应分子袁它

是由 L- 精氨酸通过 NOS 合成咱5袁6暂遥NOS 有两种类型院
结构型 NOS渊cNOS冤和诱导型 NOS渊iNOS冤遥cNOS 又

包括内皮型渊eNOS冤和神经型渊nNOS冤遥在正常情况下

即可合成 NO袁参与调节机体的正常生理功能曰iNOS
在创伤尧休克尧感染等病理情况下活性增加袁合成大量

NO袁诱发并参与对各脏器功能的损害咱7暂遥机体发生创

伤性休克时袁NO 一方面通过松弛血管平滑肌和细胞

毒性作用产生病理损害袁另一方面袁它可抑制血小板

和中性粒细胞的聚集和粘附袁防止血流速度减慢和血

管内凝血等情况发生遥消除 NO 对机体的病理损害袁
主要是通过应用 NOS 抑制剂来抑制 NOS 的活性袁从

而减少 NO 的生成咱8暂遥NOS 抑制剂主要有两类院淤对

cNOS 及 iNOS 均有抑制作用如院L- 单甲基 - 精氨酸袁L-
硝基 - 精氨酸甲酯袁L- 硝基 - 精氨酸曰于仅对 iNOS 具

有抑制作用如 院AG尧L- 刀豆氨酸渊L-canavanine冤袁S-
甲基 - 异硫脲渊S-methylisothiourea冤等咱9暂遥

本研究选用 AG尧L-NAME 分别对创伤性休克进

行治疗袁并且比较它们的疗效遥L-NAME 属于氨基酸

类 NOS 抑制剂袁可抑制所有的 NOS 亚型袁机制为竞

争性占领底物 Ｌ - 精氨酸的结合部位遥AG 是属于胍

类的 NOS 抑制剂袁对 iNOS 有选择性袁其机制被认为

是与催化部位的血红素结合 咱10袁11暂遥AG 对 eNOS 和

nNOS 抑制作用很弱遥本研究结果显示院AG 各组在复

苏后袁MAP 能维持在基础水平袁L-NAME 组于复苏后

2 h MAP 开始下降遥 经 AG 治疗后袁能使休克动物

血浆 NO 水平下降袁主要是通过抑制 iNOS 活性袁减

少了 NO 的生成袁肺尧肝尧肾尧肠的病理损害减轻袁削弱

了 NO 的扩血管效应袁提高了 2 4 h动物存活率遥应用

AG 干预时袁创伤性休克不同时点的血浆 NO 变化与

AG 应用剂量具有明显的剂量 - 效应关系袁在本实验范

围内袁AG 浓度越高抑制效果越好遥AG60mg/kg窑b.w.
效果最好遥而应用 L-NAME 治疗后袁NO 的生成也显

著减少袁但休克动物的预后无明显改善遥根本原因可

能在于 L-NAME 抑制 iNOS 的同时袁也抑制了 cNOS
的活性遥由于创伤性休克时袁cNOS 的活性已受到一

定抑制袁应用 L-NAME 后袁则使内皮源性 NO 生成更

为减少袁引起全身血管收缩袁减少了重要脏器的血流

量袁降低了心输出量遥在胃肠道袁NO 在调节肠粘膜血

流尧维护肠道粘膜屏障方面起着重要的作用袁应用

L-NAME 无疑会加重肠道的缺血袁会增加肠上皮细

胞的通透性 袁使肠道内的细菌尧内毒素不断地通过粘

膜 屏 障 发 生 移 位袁 并 刺 激 单 核 - 巨 噬 细 胞 释 放

TNF-琢尧IL-1尧IL-6 等炎性因子咱10暂袁对机体造成进一步

损害袁降低了动物的生存率遥而应用 iNOS 抑制剂 AG
则既能减轻或消除由 iNOS 合成的大量 NO 的病理损

害袁又不影响 cNOS 合成调节正常生理功能的 NO遥
有研究发现袁AG 作为选择性 iNOS 抑制剂用于

感染性休克的治疗袁能改善休克的预后咱12暂袁能抑制内

毒素诱导的细菌移位咱13袁14暂遥本研究应用 AG 治疗创伤

性休克袁减少了炎性细胞因子的合成袁其主要机制就

在于它主要抑制 iNOS 的活性袁而对 cNOS 影响很

小袁使休克得以纠正遥另外 AG 尚能抑制儿茶酚胺的

分解袁抑制醛糖还原酶袁单胺氧化酶及低密度脂蛋白

的氧化性修饰袁抑制过氧化氢酶的活性袁抑制组胺代

谢等袁均可对机体产生有益作用咱15袁16暂遥总之袁AG 治疗

创伤性休克袁在对 iNOS 有选择性抑制的同时袁也减

轻了内毒素血症袁明显改善休克动物的预后遥但对有

关应用 AG 进行临床治疗尧治疗的效应尧治疗副作用

以及应用剂量问题袁须进一步的研究遥
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productioninhumanacutelunginjury 咱J暂. AmJRespirCritCare
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babA2 基因袁蛋白电泳分析表明获得了高效表达 Hp
BabA 的克隆株袁特别是分泌表达占周质总蛋白的

22.7%袁表明 BabA 在大肠杆菌 BL21 中获得了位于

胞膜的功能性表达袁光镜粘附实验发现阳性克隆株粘

附能力显著提高袁进一步证实了 BabA 的活性表达及

粘附作用袁为研究 BabA 的粘附机制和免疫保护作用

奠定了重要的实验基础遥
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