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　　[摘要]　目的:观察百草枯中毒大鼠核转录因子κB(NF-κB)活性及肿瘤坏死因子(TNF-α)水平的变化,探讨

乌司他丁对百草枯中毒后炎症介质的干预机制。方法:90只清洁级雄性SD大鼠随机等量分为3组(中毒组、干
预组和对照组),中毒组和干预组均用百草枯一次性灌胃造模,对照组用等量生理盐水一次性灌胃造模;干预组在

造模30min腹腔内注射乌司他丁,对照组和中毒组在相同时间点腹腔注射等量生理盐水;各组在乌司他丁用药

后1h、4h、8h、12h、24h、48h,用 NF-κBp65免疫组化试剂盒对肺组织切片并测定 NF-κBp65的表达;酶联免疫

吸附法(ELISA)测定 TNF-α水平的变化;光镜下观察肺组织病理变化。结果:中毒组、干预组肺组织内 NF-
κBp65活性,TNF-α水平均高于对照组,差异有统计学意义(p<0.05);干预组肺组织内 NF-κBp65活性,TNF-α
水平低于中毒组,差异有统计学意义(P<0.05);在中毒组和干预组 NF-κBp65活性与 TNF-α水平的变化存在显

著相关性,差异有统计学意义(P<0.05);肺组织病理显示干预组肺损伤情况较中毒组明显减轻。结论:百草枯

中毒后早期可激活 NF-κB,进而诱导炎症介质合成、释放,促发失控的炎症反应;乌司他丁可抑制 NF-κB的活性,
减少炎症介质 TNF-α的表达,减轻肺损伤。
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Abstract　Objective:ToobservethechangesofnucleartranscriptionfactorκB(NF-κB)activityandtumor
necrosisfactor(TNF-α)levelsinparaquatpoisonedrats,andtoexploretheinterventionmechanismofulinastatin
oninflammatorymediatorsafterparaquatpoisoning.Methods:NintycleanmaleSDratswererandomlydividedin-
to3groups(poisoninggroup,interventiongroupandcontrolgroup).Ratsofboththepoisoninggroupandthein-
terventiongroupweregivenparaquatone-timegavageformodeling,andtheratsofthecontrolgroupweregiven
thesameamountofnormalsaline.Theratsofinterventiongroupwereintraperitoneallyinjectedwithulinastatin
30minutesaftermodeling,atthesametimeequivalentamountofnormalsalinewasinjectedintotheratsofother
twogroups.Ratswerekilledat1h,4h,8h,12h,24hand48haftertakingulinastatin,bloodandpulmonary
tissuewerecollectedtodeterminedTNF-αlevelwithELISAandNF-κBp65expressionwithmmunohistochemistry
onthepulmonarytissuesections.Results:NF-κBp65activityandTNF-αlevelinlungtissuesofpoisoninggroup
andinterventiongroupwerehigherthanthoseofcontrolgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<
0.05).NF-κBp65activityandTNF-αlevelinlungtissueofinterventiongroupwerelowerinthepoisoninggroup,

andthedifferencewasstatisticallysignificant(P <0.05).Betweenthepoisoninggroupandtheintervention
group,therewasasignificantcorrelationbetweenNF-κBp65activityandTNF-αlevels(P<0.05).Lungtissue
pathologyshowedlunginjuryintheinterventiongroupThesituationwassignificantlyamelioratedcomparedwith
thepoisonedgroup.Conclusion:NF-κBactivationoccuredintheearlystageofparaquatpoisoning,whichinduced
thesynthesisandreleaseofinflammatorymediators,promotinguncontrolledinflammation.Ulinastatincaninhibit
theactivityofNF-κB,reducetheexpressionofinflammatorymediatorTNF-α,andimprovelunginjury.
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　　急性百草枯(Paraquat,PQ)中毒患者病情进展

迅速,病死率高,较大剂量可致多脏器功能损害,肺
损伤是其重要死因[1]。一项研究发现人体在 PQ
中毒后7d便出现弥漫性炎症反应,大量炎性细胞

积聚和浸润,并释放细胞因子及蛋白水解酶,提示

细胞因子和炎性介质在 PQ 中毒的急性损伤中发

挥重 要 作 用[2]。核 转 录 因 子 κB(nuclearfactor
kappa-B,NF-κB)是一个二聚体 DNA 结合转录因

子家族,可通过调节多种效应基因的表达使细胞产

生多种生物学反应[3]。一项研究示,NF-κB在 PQ
中毒大鼠模型中表达增高,且抑制其表达可减轻急

性期损伤程度[4]。乌司他丁(utinastatin,UTI)是
人体内源性抑炎介质,可稳定细胞膜和抑制炎症介

质的释放,目前已被广泛应用于胰腺炎、脓毒症等

治疗[5]。目前关于 UTI是否对PQ 中毒所致的炎

症反应和脏器损伤有干预作用的研究较少,本实验

应用大鼠PQ 中毒模型,测定 NF-κBp65的活性和

TNF-α的 水 平,以 及 UTI干 预 下 NF-κBp65 和

TNF-α的变化,并探讨 UTI对 PQ 中毒的干预

作用。
1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　动物　清洁级6周龄雄性Sprague-Dawley
大鼠90只,体重为(285±30)g,山东省实验动物中

心提供。
1.1.2　主要试剂　UTI广东天普医药有限公司,
NF-κBp65免疫组化试剂盒:美国 CytimmuneSci-
ences公司;TNF-αELISA试剂盒:美国SantaCruz
公司;4%多聚甲醛:北京赛驰生物科技有限公司,
20%百草枯溶液:河北沧州天河农药厂。
1.1.3　主要实验仪器　低温高速离心机:北京市

捷瑞仪器厂;电磁平衡式电子天平:上海市科弘科

学仪器有限公司;Thermo超低温冰箱(705型):北
京市美其林科技设备有限公司;全自动酶标分析

仪:上海市英美达实验器械厂;丹瑞数显恒温仪

(HHW-420):浙江省顺和进口设备有限公司。
1.2　方法

1.2.1　分组和造模　动物以完全随机分组方式分

为3组:生理盐水对照组(对照组)、PQ 中毒组(中
毒组)和 UTI干预组(干预组),每组30只。用PQ
(80mg/kg)一次性灌胃,制备PQ 中毒大鼠模型,
造模后再随机分为中毒组和干预组;对照组用等量

生理盐水一次性灌胃。
1.2.2　方法　干预组在灌注 PQ 后30min立即

腹腔注射 UTI(10000U/kg),以后每8h腹腔注

射 UTI(10000U/kg)一次;对照组和中毒组在干

预组腹腔注射 UTI的相同时间点腹腔注射等量生

理盐水;动物按分组造模,每日特定时间测定其行

为状态、呼吸及存活情况。各组于 UTI用药后

1h、4h、8h、12h、24h、48h,用脊椎脱臼法处死5
只动物,开腹后经静脉取血3 mL,离心(3000r/
min,4℃,10min),分离血清中标本并置于-20℃
冰箱,测定 TNF-α的变化。收集肺脏标本,用 NF-
κBp65免疫组化试剂盒对肺组织切片进行免疫组

化染色,光镜观察分子表达情况;肺组织切片行苏

木精-伊红染色,光镜了解肺组织病理变化。
1.2.3　指标测定　血清中 TNF-α水平测定:用酶

联免疫吸附法(ELISA),试剂盒由美国SantaCruz
公司提供,操作步骤严格按试剂盒说明书进行,批
内变异系数<5%,批间变异系数<10%。肺组织

NF-κB的测定:将肺组织块脱水透明后制成腊块,
切片机切片,厚度4μm;石蜡切片烤片2h后脱蜡,
水化;0.3%的 H2O2 去离子水孵育15min;微波抗

原修复(pH6.0的0.01mol/L枸缘酸盐缓冲液),
加热至95℃以上后维持10min;用山羊血清处理

非特异性抗原,37℃孵育20min;弃去封闭血清,滴
加一抗(NF-κBP65多克隆抗体,1：100稀释),
4℃孵育24h;PBS(0.1mol/L的磷酸盐缓冲液,

pH7.4)洗3次,每次5min;滴加生物素标记二抗

IgG工作液,37℃孵育40min;PBS洗3次,每次5
min;加辣根酶标记链霉卵白素工作液,37℃孵育

30min;PBS洗3次,每次5min;DAB显色后显微

镜观察强度,适时终止,流水冲洗;苏木素复染6
min,流水冲洗,脱水并树胶封片。用 PBS代替一

抗做对照组。NF-κB定位于细胞质和细胞核为阳

性结果,显微镜下阳性者呈黄褐色、黄色或淡黄色。
免疫组化阳性强度用SmartScape软件定量

分析。测定阳性表达的平均吸光度值表示 NF-
κBp65蛋白在肺组织中的表达,随机观察5个高倍

视野,计算后的均值作为切片的表达值。
1.2.4　肺组织病理学光镜检查　用4%多聚甲醛

固定肺组织,渐变浓度酒精用于脱水,透明后石蜡

包埋,制成腊块,光镜切片,厚度4μm,苏木精-伊

红染色用于光镜观察切片病理变化。
1.3　统计学方法

用SPSS25.0进行统计分析。计量资料数据

以■x±s表示,组间比较用方差分析,组内比较用t
检验;计数资料用χ2 检验,以P<0.05表示差异

有统计学意义。组内 NF-κBP65表达与血清 TNF-
α水平进行Pearson相关分析。
2　结果

2.1　各组 NF-κBP65表达的变化

在PQ中毒的早期肺组织 NF-κBP65蛋白表

达即出现阳性反应,呈黄褐色或黄色;而且中毒组

NF-κBP65呈强阳性,阳性反映产物分布在细胞质

和细胞核中;干预组 NF-κBP65呈弱阳性,阳性反

映产物主要分布在细胞质中。用 SmartScape对

图像阳性程 度 进 行 定 量 分 析 显 示:各 组 间 NF-
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κBP65在不同时间点变化的趋势不同;对照组各时

间点 NF-κBP65无明显变化,中毒组和干预组1h
后 NF-κBP65显著升高,分别在24h、12h达高峰;
各组间比较差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1　各组NF-κBP65表达的变化 ■x±s

组别
各时间点

1h 4h 8h 12h 24h 48h

对照组 0.035±0.001 0.035±0.002 0.034±0.002 0.034±0.002 0.037±0.002 0.033±0.002

中毒组 0.069±0.0031) 0.100±0.0031)2) 0.129±0.0031)2) 0.148±0.0031)2) 0.158±0.0051)2) 0.093±0.0051)2)

干预组 0.068±0.0021) 0.076±0.0051) 0.090±0.0031) 0.110±0.0041) 0.092±0.0041) 0.056±0.0041)

　　与对照组比较,1)P<0.05;与干预组比较,2)P<0.05。

2.2　各组 TNF-α水平的变化

血清 TNF-α水平各组在不同时间点变化的趋

势不同。其中对照组各时间点 TNF-α无明显变

化,中毒组和干预组1h后 TNF-α显著升高,分别

在24h、12h达高峰;各组间比较差异有统计学意

义(P<0.05),见表2。
2.3　NF-κBP65与 TNF-α的相关分析

中毒组1h、4h、8h、12h、24h、48h的 NF-
κBP65表达与 TNF-α水平呈显著正相关 (P <
0.05),相 关 系 数 分 别 是 0.527、0.682、0.759、
0.775、0.811、0.881。干预组1h、4h、8h、12h、24
h、48h的 NF-κBP65表达与 TNF-α水平呈显著正

相关(P<0.05),相关系数分别是0.768、0.833、
0.639、0.820、0.782、0.782。
2.4　肺组织病理学检查

对照组肺组织结构完整,肺泡间隔无变大,肺
泡腔内无炎性细胞及浆液渗出,毛细血管无充血和

扩张表现,见图1;干预组肺组织结构基本完整,肺
泡间隔轻度变宽,肺泡腔内少量炎症细胞及浆液渗

出,毛细血管轻度充血及扩张,见图2;中毒组肺组

织结构不完整,肺泡间隔明显变宽,肺泡腔内大量

炎症细胞及浆液渗出,毛细血管有明显充血及扩

张,见图3。

表2　各组TNF-α水平的变化 ■x±s

组别
各时间点

1h 4h 8h 12h 24h 48h

对照组 41.432±1.205 42.256±1.297 42.092±1.350 40.942±1.67 40.866±1.606 38.662±1.621

中毒组74.210±3.7701) 98.115±2.1211)2)117.071±2.1351)2) 131.077±2.1351)2)137.785±2.2131)2) 98.458±2.2131)2)

干预组72.977±2.3201) 70.183±2.7831) 88.834±2.7481) 108.680±2.7481) 88.690±2.7211) 53.490±2.7211)

　　与对照组比较,1)P<0.05;与干预组比较,2)P<0.05。

图1　对照组;　图2　干预组;　图3　中毒组

3　讨论

急性PQ中毒机制尚未明确,目前认为PQ 作

用于机体后,作为电子受体,通过参与一系列氧化

还原 反 应,激 活 大 量 活 性 氧 簇 (reactiveoxygen

species,ROS),ROS可诱发脂质过氧化、干扰细胞

功能,介 导 炎 症 反 应 中 细 胞 信 号 转 导,激 活 如

PI3K、NF-κB、活 化 蛋 白-1 等 蛋 白 复 合 物,影 响

DNA转录,进而促发炎症反应[6-8]。

·155·张金英,等.乌司他丁对百草枯中毒大鼠 NF-κB及 TNF-α变化的研究第8期 　



NF-κB是急性炎症反应中的主要炎症介质和

转录因子,可特异性结合κB位点的各种基因启动

子或增强子并促进其转录,在细胞因子的级联作用

中起转换作用[9]。目前研究发现炎症因子 TNF-α、
IL-1和 ROS是 NF-κB的强烈激活剂[10]。而 NF-
κB的激活又使 TNF-α、IL-6等表达增加,TNF-α
被公认是细胞因子网络的关键部分[8,11-12]。UTI
是从男性尿液中分离纯化的一种高效、广谱的蛋白

酶抑制剂,能抑制胰蛋白酶、透明质酸酶、弹性蛋白

酶、组织蛋白酶等多种水解酶的活性[13]。一项研

究发现提供外源性 UTI对于急性肺损伤患者机体

免遭炎症介质损害尤为必要[14]。
本研究结果显示:在 PQ 中毒的早期,肺组织

NF-κBP65蛋白表达即出现阳性反应、TNF-α水平

升高,而且中毒组 NF-κBP65活性和 TNF-α水平

均明显高于干预组和对照组;通过Pearson相关分

析提示:NF-κBP65活性和 TNF-α水平呈显著正相

关。证实了 NF-κB在PQ 中毒中参与炎症介质的

转录和调控,它的过度活化导致炎症因子过度释

放,加重炎症反应的级联放大,造成机体的严重损

伤。另有研究也证实,急性PQ 中毒患者巨噬细胞

的 NF-κB表达增高,且 NF-κB的激活与肺间质纤

维化的严重程度关联密切,阻断 NF-κB途径对即

使肺部炎症有一定的缓解作用[15]。
在本研究中,中毒组 NF-κBP65活性和 TNF-α

水平均明显高于干预组;中毒组和干预组1h后

NF-κBP65活性和 TNF-α水平开始升高,中毒组在

24h达高峰,干预组12h达高峰。肺组织病理学

检查显示;干预组肺损伤情况较中毒组明显减轻。
进一步证实了在 PQ 诱导产生的大鼠急性中毒损

伤时,早期应用 UTI能有效减轻百草枯中毒后的

炎症反应和肺组织损伤;其机制可能是通过抑制

NF-κB的过度激活,从而抑制 TNF-α过度释放,控
制炎症反应,减轻肺部毛细血管通透性,改善肺部

间质水肿,减轻肺组织病理改变。王振杰等[16]采

用动物模型研究发现:UTI可抑制 NF-κB信号转

导通路并减少 TNF-α的表达。Halvarsson等[17]

也证实:UTI能通过抑制 PKC 及 NF-κB 信号通

路,抑制 TNF-a的释放,从而抑制炎症介质,减少

巨噬细胞的激活,减轻肺内炎症介质、细胞因子对

肺泡上皮细胞的损伤。
综上,虽然参与 PQ 中毒的因子很多,而 NF-

κB又与其他转录因子有协同作用,在转录水平形

成复杂的基因调控网络,但是,UTI通过抑制 NF-
κB的激活通路,抑制 TNF-α的过度释放,控制炎

症反应,抑制大量粒细胞弹性蛋白酶对肺组织的损

伤,可能是使其提高 PQ 中毒救治成功率的机制

之一。
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心肺联合超声结合临床评估在急诊科诊断急性心衰的研究

张运玮1　曹春艳2　张进祥3

1华中科技大学同济医学院附属协和医院急诊科(武汉,430022)
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通信作者:张进祥,E-mail:zhangjinxiang@hust.edu.cn

　　[摘要]　目的:探讨心肺联合超声在急诊科诊断急性心衰的价值研究。方法:选取2021年1月-2021年5
月期间我院急诊科收治的44例急性呼吸困难患者,通过初步临床评估及患者心肺联合超声或 BNP的结果进行

假定病因(急性心衰组与非急性心衰组)。根据最终的诊断结果评估心肺联合超声诊断的准确性和临床应用价

值。结果:心肺联合超声结合临床评估诊断急性心衰患者的敏感度为0.68,特异度为0.63;BNP结合临床评估

诊断急性心衰患者的敏感度为0.40,特异度为0.26;心肺联合超声结合临床评估诊断急性心衰患者的敏感度及

特异度均大于BNP结合临床评估(P<0.05)。结论:对于急诊科急性呼吸困难患者应用心肺联合超声分析有助

于快速诊断急性心衰。
[关键词]　心肺超声;急诊科;BNP;急性心衰
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Astudyofcardiopulmonaryultrasoundcombinedwithclinicalassessment
inthediagnosisofacuteheartfailureintheemergencydepartment
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Abstract　Objective:Toexplorethevalueofcardiopulmonaryultrasoundinthediagnosisofacuteheartfail-
ure(AHF)patientsfromtheemergencydepartment.Methods:Forty-fourpatientswithacutedyspneaadmittedto
theemergencydepartmentofourhospitalfromJanuary2021toMay2021wereenrolled.Afterinitialclinicaleval-
uationandconsideringtheresultofcardiopulmonarycombinedultrasoundorB-typenatriureticpeptide(BNP),

thesepatientswereclassifiedaccordingtopresumptiveaetiology(AHFornon-AHF).Accordingtothefinaldiag-
nosisresults,thediagnosticaccuracyandclinicalapplicationvalueofcardiopulmonarycombinedultrasoundor
BNPwereevaluated.Results:Cardiopulmonaryultrasoundcombinedwithclinicalevaluationhadasensitivityof
0.68andaspecificityof0.63inthediagnosisofacuteheartfailure;However,BNPcombinedwithclinicalevalua-
tionhasasensitivityof0.40andaspecificityof0.26forthediagnosisofacuteheartfailure;Thesensitivityand
specificityofcardiopulmonaryultrasoundcombinedwithclinicalevaluationinthediagnosisofAHFpatientswere
greaterthanthoseofBNPcombinedwithclinicalevaluation(P<0.05).Conclusion:Thecardiopulmonarycom-
binedultrasoundintegratedwithclinicalevaluationseemstohelpquicklydiagnosethepatientsofAHFinpatients
withacutedyspnea.

Keywords　cardiopulmonarycombinedultrasound;emergencydepartment;BNP;acuteheartfailure

·355·


