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凋亡相关因子 ＴＮＦ唱α、Ｂｃｌ唱２ 及 Ｂａｘ 在脓毒症
大鼠肺组织的表达

马晓辉　王继东　梁显泉　徐玉荣　孙明霞

　　【摘要】　目的　观察脓毒症模型大鼠肺组织中凋亡相关因子的表达情况。 方法　３０ 只雌性
ＳＤ大鼠随机分为脓毒症模型组（n＝２０）及正常对照组（n ＝１０）。 以经典盲肠结扎穿孔法（ＣＬＰ）成功
制作脓毒症大鼠模型。 分别在造模后 ３ ｈ及 １２ ｈ处死大鼠，石蜡切片 ＨＥ染色光镜观察各时间点肺
组织的病理变化；取血清 ＥＬＩＳＡ法检测肿瘤坏死因子（ＴＮＦ唱α）的表达水平；免疫组织化学染色法检测
造模１２ ｈ Ｂｃｌ唱２及 Ｂａｘ蛋白在大鼠肺组织的表达情况，并计算两种蛋白的累积吸光度值。 结果　模型
组大鼠在造模后 ３ ｈ开始出现脓毒症的相关表现；３ ｈ及 １２ ｈ肺组织石蜡切片 ＨＥ染色可见肺组织炎
症反应明显，肺血管充血，肺泡萎陷，炎细胞渗出，并随着观察时间延长有加重趋势。 对照组与模型组
血清（３ ｈ及 １２ ｈ）ＴＮＦ唱α平均吸光度值分别为 ０畅２５１０ ±０畅００３８、０畅７３９２ ±０畅０５２６ 及 ０畅４２０３ ±０畅０２５６；
对照组与模型组 ２个观察时间点的 ＴＮＦ唱α的平均吸光度值差异均有统计学意义（P ＝０畅０００； P ＝
０畅０００），模型组在 ２个观察时间点的 ＴＮＦ唱α的平均吸光度值差异有统计学意义（P ＝０畅０００）。 免疫组
化结果可见 Ｂｃｌ唱２蛋白及 Ｂａｘ蛋白在对照组及模型组 １２ ｈ均有表达，但 Ｂｃｌ唱２表达在对照组高于模型
组（P ＝０畅００２），而 Ｂａｘ表达在对照组低于模型组（P＝０畅０１２）。 结论　细胞凋亡可能在脓毒症肺组织
损伤中发挥重要作用。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ＴＮＦ唱α， Ｂｃｌ唱２ ａｎｄ Ｂａｘ
ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｓｅｐｔｉｃ ｒａｔｓ．Methods　３０ ＳＰＦ ｆｅｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｓｅｐｔｉｃ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ （n＝２０） ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （n＝１０）．Ｔｈｅ ｓｅｐｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｃｅｃａｌ ｌｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｎｃｔｕｒｅ （ＣＬＰ）．Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ ａｆｔｅｒ ３ ｈｏｕｒｓ （n＝１０） ａｎｄ １２ ｈｏｕｒｓ
（n＝１０） ｏｆ ｓｕｒｇｅｒｙ．Ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＨＥ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ唱αｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ唱２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Results　Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｈａｄ ｂｅｇｕｎ ａｐｐｅａｒｅｄ
ｔｈｅ ｓｅｐｔｉｃ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ３ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ，ｗｈｉｃｈ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ３ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ １２ ｈｏｕｒｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ａ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ．Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ （ＯＤ）
ｏｆ ＴＮＦ唱αａｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （３ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ １２ ｈｏｕｒｓ） ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ： ０畅２５１０ ±０畅００３８，
０畅７３９２ ±０畅０５２６ ａｎｄ ０畅４２０３ ±０畅０２５６； ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （３ ｈｏｕｒｓ ａｎｄ １２ ｈｏｕｒｓ）．Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｂｃｌ唱２ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ唱２ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （P ＝０畅００２）， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
（P＝０畅０１２）．Conclusions　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｏｕｌｄ ｐｌａｙ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎｊｕｒｙ ａｔ ｓｅｐｓｉｓ．
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　　【Key words】　Ｓｅｐｓｉｓ；　Ｒａｔｓ；　Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ唱ａｌｐｈａ；　Ｇｅｎｅｓ，ｂｃｌ唱２；　Ｂｃｌ唱２唱ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

　　脓毒症是临床上常见的急危重症并发症，是主要致死性疾病之一。 脓毒症时机体产生各种细胞因子和
内源性介质引起全身炎症反应综合征（ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ），造成组织、细胞的坏死和
功能障碍，甚至会出现多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎｓ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ，ＭＯＤＳ）。 严重脓毒症与
心血管、肺及肾功能不全密切相关［１唱２］ 。 而其中的肺损伤往往是脓毒症最早的临床表现。 有研究表明细胞
凋亡在脓毒症组织损伤的机制中可能发挥重要作用，但具体作用机制不清。 本实验通过脓毒症大鼠模型制
作，初步探讨凋亡相关因子在脓毒症大鼠肺组织内的表达情况及凋亡在脓毒症发病中的可能作用。

材料与方法

１畅实验动物、药物材料及主要试剂：ＳＰＦ级雌性 ＳＤ大鼠 ３０ 只，体重（２００ ±２０）ｇ，由重庆医科大学动物
实验中心提供［实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７唱０００１］。 ＴＮＦ唱α酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒
及免疫组化（Ｂｃｌ唱２、Ｂａｘ）试剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公司。

２畅大鼠脓毒血症模型的制作［３］ ：雌性 ＳＤ大鼠实验前禁食 １２ ｈ、自由饮水，１０％水合氯醛（１００ ｍｇ／ｋｇ）
腹腔注射麻醉，称体重后固定，沿中下腹正中线切口 ２ ｃｍ，暴露腹腔脏器，探查并将盲肠提出，７ 号丝线距盲
肠根部 １畅５ ｃｍ、血管弓内结扎盲肠，避免肠梗阻和肠坏死。 用 １８ 号无菌针头贯穿盲肠 ３ 次，使肠内容物流
出，避免伤及肠壁系膜血管；然后将盲肠放回腹腔，逐层缝合腹壁切口。 术毕动物皮下注射生理盐水（４０ ｍｌ／
ｋｇ）体液支持。 详细操作步骤见参考文献［３］ 。

３畅实验分组：３０ 只雌性 ＳＤ大鼠随机分为对照组（正常大鼠）和模型组；其中对照组 １０ 只，模型组 ２０
只。 模型组大鼠按照上述的脓毒血症模型造模方法处理。

４畅标本采集及处理：模型组大鼠分别于造模后 ３ ｈ及 １２ ｈ各取 １０只，以 １０％水合氯醛（１００ ｍｇ／ｋｇ）腹
腔注射麻醉致死，心脏取血约 ５ ｍｌ装入已标记好的相应抗凝管内，室温放置 ２ ｈ，离心（１０００ g）１０ ｍｉｎ，收集
血清，１畅５ ｍｌ的 ＥＰ管分装后－２０ ℃冷冻保存待用。 开胸剪取大鼠部分肺组织做好标记置入 ４％多聚甲醛
液中固定待用。 于模型组大鼠造模 ３ ｈ取材时，同时处死 １０ 只对照组大鼠，处理方法同上。

５畅检测指标及方法：ＥＬＩＳＡ检测血清 ＴＮＦ唱α浓度，操作方法严格按照试剂盒所附说明书的操作步骤执
行。 常规制作肺组织石蜡切片。 ＨＥ 染色光镜观察，随机选取 ５ 个视野拍照保存；免疫组织化学法（ＳＡＢＣ
法）检测对照组及模型组 １２ ｈ肺组织的 Ｂｃｌ唱２、Ｂａｘ蛋白表达，光镜观察每个标本切片随机选取 ５个视野拍照
保存。 免疫组织化学操作方法严格按照试剂盒所附说明书的操作步骤执行。 Ｉｍａｇｅ唱Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ （ＩＰＰ） ６畅０ 图片
分析软件检测两组免疫组织化学图片累积光密度值（ＩＯＤ）。
　　６畅统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 对数据进行统计分析，所有数据均采用均数±标准差（珋x ±s）表示。 完
全随机设计资料的两个样本均数的比较采用 t检验，以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１畅一般情况观察：模型组大鼠约于术后 ２ ｈ麻醉作用消失，并于术后 ３ ｈ开始出现竖毛反应、身体蜷缩、
寒战、呼吸急促、口唇发绀及反应迟钝等症状。

２畅ＨＥ染色光镜观察结果（图１）：脓毒症模型组大鼠在造模后 ３ ｈ（图 １Ｂ）肺组织炎症反应明显，肺泡壁
水肿、肺泡腔萎陷；可见肺血管充血，大量炎细胞渗出。 造模后 １２ ｈ（图 １Ｃ）的肺组织也可见上述的炎症反
应，并且有加重趋势。
　　３畅ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清 ＴＮＦ唱α结果：对照组血清 ＴＮＦ唱α平均吸光度值（ＭＯＤ）结果为０畅２５１０ ±０畅００３８ ；
模型组大鼠血清 ＴＮＦ唱α３ ｈ ＭＯＤ结果为 ０畅７３９２ ±０畅０５２６；１２ ｈ结果为 ０畅４２０３ ±０畅０２５６ ；对照组与模型组 ２
个观察时间点的 ＴＮＦ唱α的 ＭＯＤ差异均有统计学意义（P ＝０畅０００； P ＝０畅０００），模型组在 ２ 个观察时间点的
ＴＮＦ唱α的 ＭＯＤ差异有统计学意义（P＝０畅０００）。 如图 ２Ａ。
　　４畅大鼠肺组织 Ｂｃｌ唱２及 Ｂａｘ蛋白免疫组化检测结果：Ｂｃｌ唱２及 Ｂａｘ蛋白主要表达于各级支气管的上皮细
胞细胞质内。 造模后 １２ ｈ，Ｂｃｌ唱２蛋白在对照组（图 ３Ａ）与模型组（图 ３Ｂ，３Ｃ）肺组织均有表达，但模型组表
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达量低于正常对照组；而对于 Ｂａｘ蛋白，模型组（图 ３Ｅ，３Ｆ）表达高于对照组（图 ３Ｄ）。 ＩＰＰ半定量分析结果：
Ｂｃｌ唱２平均 ＩＯＤ分别为：对照组 ０畅２７５０ ±０畅０２９５ ，模型组 ０畅１８８９ ±０畅０３２８ ；二者间差异有统计学意义（P ＝
０畅００２）；Ｂａｘ平均 ＩＯＤ分别为：对照组 ０畅２６９１ ±０畅０３４５ ，模型组 ０畅３４１６ ±０畅０３７０ ；二者间差异有统计学意义
（P ＝０畅０１２）。 统计结果如图 ２Ｂ。

讨　　论

脓毒症的病理过程，主要包括组织损伤和器官功能不全（ｏｒｇａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ）。 这可能不仅是由组织器官
灌注不充分的原因引起，还包括炎症和免疫反应的作用。 大量细胞因子和非细胞因子的释放，引起组织损
伤、多器官功能不全及细胞程序性死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）或凋亡［４］ 。 目前对脓毒症研究的一个
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重要进展就是肯定了重要器官的 ＰＣＤ及免疫系统在其中发挥着关键作用［５］ 。 ＰＣＤ 主要包括细胞自体吞噬
（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）和凋亡两种类型。 虽然有研究认为自体吞噬在脓毒症中独立于凋亡发挥作用［６］ ，但后者仍然是
细胞程序性死亡的主要执行者。
我们在实验中发现，脓毒症大鼠血清的 ＴＮＦ唱α水平明显高于正常对照组，说明脓毒症时凋亡作用可能

是增强的；但模型组 ３ ｈ的 ＴＮＦ唱α血清值最高，在 １２ ｈ反而有所下降，而并不是随着脓毒症发病时间的延长
而增加。 细胞凋亡分为胞内途径与胞外途径，ＴＮＦ唱α是胞外途径的主要启动因子之一，通过刺激白细胞及血
管内皮细胞释放其他细胞因子促进感染部位的中性粒细胞唱内皮细胞黏附，进而激活半胱天冬酶（ｃａｓｐａｓｅ）
系统形成免疫炎症瀑布样连锁反应，介导内毒素相关的细胞凋亡过程［７］ 。 因此，我们推测在脓毒症的早期，
细胞凋亡可能发挥着主要作用，而随着病情发展对组织损伤的进一步加重，可能逐渐表现为其他的如细胞
坏死等作用为主要病理改变。 这提示我们在脓毒症早期给予抑制凋亡的治疗可能是临床治疗脓毒症新的
突破口。
我们在实验中观察到，模型组大鼠在造模后 ３ ｈ 出现竖毛反应、寒战及发绀等一系列症状；结合相关文

献［３］ ，即认为这些症状为脓毒症发生的表现。 随着观察时间的延长，上述症状有加重趋势。
我们的研究也发现，凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ唱２／Ｂａｘ的表达，脓毒症模型组与正常对照组间差异均有统计学意

义。 但二者的变化趋势却是不同的：抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ唱２的表达在对照组高于模型组，而促凋亡蛋白 Ｂａｘ 的表
达在对照组却低于模型组。 Ｂｃｌ唱２及 Ｂａｘ蛋白均属于 Ｂｃｌ唱２蛋白超家族，通过胞内途径调节细胞凋亡，是细胞
凋亡的重要调节因子

［８唱９］ 。 二者间的平衡决定凋亡是否发生。 Ｂｃｌ唱２ 蛋白表达于细胞内线粒体，能够阻止促
凋亡蛋白（ｐｒｏ唱ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ），例如 Ｂａｘ的募集与活化［１０］ ；其抗凋亡除了通过经典的调节线粒体外膜透
化作用外，目前还认为与调节细胞氧化还原反应尤其是线粒体的代谢有关。 实验结果提示在模型组大鼠观
察时间段内，抗凋亡作用占主导地位。
综上所述，细胞凋亡在脓毒症的发病中可能发挥着重要的作用 ，但具体作用机制仍有待进一步探讨。 如果

能够在脓毒症的早期从细胞凋亡的角度给予一定的干预 ，很可能会影响脓毒症的病理过程及预后，这对临床脓
毒症的治疗具有很好的指导意义。
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