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　　[摘要]　目的:研究CD18在脓毒症肠损伤中的作用及机制。方法:将36只小鼠随机分为对照组、脓毒症

组、抗CD18组,腹腔注射 LPS建立脓毒症小鼠模型;抗 CD18组先尾静脉注射 CD18抗体,30min后腹腔注射

LPS;造模24h后检测血清中β2整合素、D-乳酸、肝素结合蛋白(HBP)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平;检测小肠

组织中炎症因子(IL-6、IL-10)、紧密连接蛋白(ZO-1、Claudin-1)、Rho信号通路蛋白(ROCK1、mDia1)的表达水平

及 RhoA活性;采用苏木精-伊红染色评估小肠病理损伤,透射电镜观察小肠组织超微结构改变。结果:①CD18
抗体提高了脓毒症小鼠24h存活率。②CD18抗体减轻了脓毒症小鼠小肠损伤(小肠病理损伤减轻、上皮间紧密

连接破坏减轻、紧密连接蛋白表达增多),改善了肠道通透性(D-乳酸水平下降)。③CD18抗体抑制了 Rho信号

通路(RhoA活性下降、ROCK1和 mDia1表达减少)。结论:抑制 CD18可以减轻脓毒症肠损伤,改善肠道通透

性;CD18可能是通过 Rho信号通路参与了脓毒症的肠损伤。
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Abstract　Objective:TostudytheroleandmechanismofCD18insepsisintestinalinjury.Methods:Thirty-
sixmicewererandomlydividedintocontrolgroup,sepsisgroupandanti-CD18group,andthesepsismousemodel
wasestablishedbyintraperitonealinjectionofLPS.Intheanti-CD18group,CD18antibodywasinjectedintocau-
dalveinatfirst,andLPSwasinjectedintraperitoneally30minlater.Theserumlevelsofβ2integrin,HBP,D-
lactateandTNF-αweredetected24hoursaftermodeling.Meanwhile,RhoAactivityandtheexpressionlevelsof
inflammatoryfactors(IL-6,IL-10),tightjunctionproteins(ZO-1,Claudin-1),Rhosignalingpathwayproteins
(ROCK1,mDia1)insmallintestinewerealsodetected.HEstainingwasusedtoevaluatethepathologicaldamage
ofsmallintestine,andtheultrastructuralchangesofsmallintestinewereobservedbytransmissionelectronmi-
croscopy.Results:①Anti-CD18treatmentincreasedthesurvivalrateofsepsismicefor24h.②Anti-CD18treat-
mentattenuatedintestinalpathologicalinjuryinsepsismice,repairedtightjunctionsbetweenepithelialcells(in-
creaseoftightjunctionproteins),andimprovedintestinalpermeability(decreaseofD-lactatelevel).③Anti-CD18
treatmentinhibitedtheRhosignalingpathway(decreaseofRhoAactivity,decreaseofROCK1andmDia1expres-
sion).Conclusion:InhibitionofCD18canalleviateintestinaldamageandimproveintestinalpermeabilityinsepsis.
CD18maybeinvolvedinintestinaldamageinsepsisthroughtheRhosignalingpathway.
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　　脓毒症是机体对感染反应失调所致的危及生

命的器官功能障碍,是ICU 内常见的急危重症。
在我国,ICU脓毒症的发病率为20.6%,90d病死

率为35.5%,严重威胁患者的生命安全[1]。脓毒

症引起的肠损伤,又可诱发多器官功能衰竭(mul-
tipleorgandysfunctionsyndrome,MODS),进一

步增加病死率[2]。如何减轻脓毒症肠损伤,降低

MODS发生,对于改善脓毒症患者预后至关重要,但
脓毒症肠损伤的发病机制复杂,有待进一步研究。

CD18是白细胞表面细胞黏附分子β2整合素

的亚基[3],抑制CD18可以抑制β2整合素功能[4]。
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研究发现,抑制CD18可以减轻脓毒症引起的急性

肺损 伤[5];炎 症 诱 导 下 CD18 基 因 突 变 引 起 的

CD18(-/-)小鼠与对照组相比显示出更严重的

肠道损伤且最终死于感染[6],但CD18对脓毒症肠

损伤的作用及机制尚不清楚。本研究通过尾静脉

注射CD18抗体抑制β2整合素功能,研究CD18在

脓毒症肠损伤中的作用及机制。
1　材料与方法

1.1　实验动物分组及模型制备

健康SPF级 Balb/c小鼠36只,8~10周龄,
体重22~24g。适应性喂养3d后,将小鼠随机分

为对照组、脓毒症组、抗 CD18组,每组12只。实

验前 30 min,抗 CD18 组 预 先 尾 静 脉 注 射

100μg/μLCD18抗体(Bioxcell公司,美国)处理,
对照组及脓毒症组尾静脉注射等量生理盐水。采

用腹腔注射30mg/kgLPS(Biosharp公司,中国)
建立脓毒症小鼠模型,对照组腹腔注射等量生理盐

水。24h后进行心尖采血,收集小肠组织。
1.2　小肠组织病理学观察

取部分小肠组织制作石蜡切片,苏木精-伊红

染色后观察小肠组织形态学改变,计算小肠绒毛长

度,并用Chiu's评分[7]评估肠损伤程度;另取部分

小肠组织,用戊二醛固定4h,1%锇酸固定2h,依
次乙醇及丙酮逐级脱水,渗透包埋、聚合、超薄切

片,2%醋酸铀饱和乙醇溶液避光染色8min;70%
乙醇清洗3次;超纯水清洗3次;2.6%枸橼酸铅溶

液避二氧化碳染色8min;超纯水清洗3次,干燥过

夜后,透射电镜下观察小肠上皮细胞间紧密连接。
1.3　血清中β2整合素、肝素结合蛋白(heparin
bindingprotein,HBP)、D-乳酸、TNF-α水平测定

各组小鼠麻醉后,心尖采血0.4~0.8mL,离
心分离血清(4℃,3000r/min,离心10min),采用

ELISA 检 测 血 清 中 β2 整 合 素、HBP、D-乳 酸、
TNF-α水平,严格按照 ELISA 试剂盒(ELKBio-
technology,中国)说明书进行。
1.4　小肠组织中IL-6、IL-10水平测定

将小肠组织制备匀浆,离心分离(4℃,3000r/
min,离心10min),取上清液,ELISA 检测IL-6、
IL-10水平,严格按照 ELISA 试剂盒(ELK Bio-
technology,中国)说明书进行。
1.5　WesternBlot测定小肠组织中紧密连接蛋白

ZO-1、Claudin-1及 Rho信号通路蛋白 ROCK1、
mDia1的表达

小肠 组 织 匀 浆 裂 解 后,离 心 取 上 清 (4℃,
12000r/min离心5min),BCA 蛋白定量后加入

上样缓冲液,95~100 ℃沸水浴5 min,经 SDS-
PAGE电泳,湿转至 PVDF膜,5%脱脂奶粉封闭

1h,分别加入以下一抗:兔抗小鼠ZO-1单克隆抗

体(稀释度1：500,武汉三鹰公司,中国)、兔抗小

鼠Claudin-1单克隆抗体(稀释度1：1000,Abcam
公司,英国)、兔抗小鼠 ROCK1单克隆抗体(稀释

度1：1000,CST公司,德国)、兔抗小鼠 mDia1单

克隆抗体(稀释度1：1000,Abcam 公司,英国)和
兔抗小鼠 GAPDH 单克隆抗体(稀释度1：10000,
Abcam 公司,英国)4℃孵育过夜,TBST洗膜(每次

10min,共3次),加入辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔二抗(稀释度1：10000,ASPEN公司,美国)室
温孵育30min,TBST洗膜(每次10min,共3次),
ECL化学显影曝光。将胶片进行扫描存档,AlphaE-
aseFC软件处理系统分析目标带的光密度值。
1.6　Pulldown测定小肠组织中RhoA活性

采用Pulldown法测定 RhoA 活性,严格按照

试剂盒(Cytoskeleton公司,美国)说明书进行;小
肠组织匀浆裂解后,离心取上清(4℃,14000r/min
离心5min),测定蛋白浓度,用适当的裂解液将每

管蛋白配平。每500μL 的裂解液加20~30μg
GST-RBD珠子,4℃旋转结合1h,离心吸出90%
的上清(4℃,14000r/min离心30s),沉降的珠子

用500μL预冷的漂洗缓冲液洗涤,继续离心沉降

珠子(4℃,14000r/min离心30s)。去除上清,沉
淀为 GST结合的蛋白。采用 Westernblot分别检

测 RhoA 总蛋白和与 GST 结合的蛋白 (RhoA-
GTP),以RhoA-GTP与总RhoA表达的比值反映

RhoA的活性。所用一抗为:兔抗鼠 RhoA 单克隆

抗体(稀释度1：500,Cytoskeleton公司,美国);二
抗为:辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(稀释

度1：10000,ASPEN公司,美国)。
1.7　统计学方法

所有数据均采用SPSS21.0软件进行统计学

分析,计量资料采用 ■X±S 表示,多组间比较采用

单因素方差分析;计数资料采用χ2 检验;以P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　各组小鼠24h一般情况及存活率

观察小鼠24h后一般情况,脓毒症组小鼠蜷

缩不动、毛发蓬松凌乱、闭眼、肛周大量分泌物、对
刺激无反应;与脓毒症组相比,抗 CD18组小鼠一

般情况较好,表现为行动迟缓、毛发部分竖立、半闭

眼、肛周少量分泌物、对刺激有反应。抗 CD18组

小鼠 24h 存活率显著高于脓毒症组 (75% vs.
33%,P<0.05)。见图1。
2.2　小肠组织病理改变及Chiu’s评分

各组小鼠小肠苏木精-伊红染色结果如图2a
所示:对照组小鼠小肠显示规则的肠绒毛结构,上
皮细胞表面微绒毛存在;肠黏膜上皮层与固有层完

整连接,无扩张及充血现象。脓毒症组小鼠小肠绒

毛明显变短变粗,排列紊乱,上皮细胞表面微绒毛

消失;肠黏膜上皮层与固有层多处脱落,上皮下间

·441· 临床急诊杂志　 第24卷



隙明显扩张,固有层大量中性粒细胞浸润并伴出

血。抗CD18组小鼠小肠绒毛结构尚完整,排列较

规则,上皮细胞表面微绒毛存在;上皮下间隙轻度

扩张,可见轻度中性粒细胞浸润。与对照组相比,
脓毒症组小鼠小肠病理评分(Chiu’s评分)显著升

高(P<0.05);与脓毒症组相比,抗CD18组小鼠小

肠病理评分显著降低(P<0.05)。3组小鼠小肠绒

毛长度差异有统计学意义(P<0.05)。见图2b、2c。
2.3　血清中D-乳酸、HBP、β2整合素水平

与对照组比较,脓毒症组小鼠血清中 D-乳酸、
HBP及β2整合素水平显著增加(P<0.05);与脓

毒症组比较,抗 CD18组小鼠血清中 D-乳酸、HBP
及β2整合素水平显著减少(P<0.05)。见图3。
2.4　小鼠炎性因子 TNF-α、IL-6、IL-10的水平

与对照组比较,脓毒症组小鼠 TNF-α、IL-6水

平显著 增 加 (P <0.05),IL-10 显 著 减 少 (P <
0.05);与脓毒症组比较,抗 CD18组小鼠 TNF-α、
IL-6水平显著减少(P<0.05),IL-10显著增加

(P<0.05)。见图4。
2.5　小肠上皮细胞间紧密连接

透射电镜下显示,对照组小鼠小肠微绒毛排列

整齐,上皮细胞间隙狭窄,上皮间紧密连接结构清

晰,形态完整;脓毒症组小鼠小肠微绒毛稀疏,部分

缺失,排列不整齐,有倒伏,上皮细胞间隙增宽,连

接疏松,紧密连接结构肿胀模糊,部分紧密连接消

失;抗CD18组上述破坏明显减轻,微绒毛增加,紧
密连接可见,较清晰,细胞间隙变小,显著好于脓毒

症组。见图5。
2.6　小肠组织中紧密连接蛋白 ZO-1、Claudin-1
表达

对照组比较,脓毒症组小鼠小肠组织中紧密连

接蛋白ZO-1、Claudin-1表达水平显著减少(P<
0.05);与脓毒症组比较,抗 CD18组小肠组织中紧

密连接蛋白 ZO-1、Claudin-1表达水平显著增加

(P<0.05)。见图6。

图1　各组小鼠24h存活率

a:各组小鼠小肠组织苏木精-伊红染色(×200);b:各组小鼠小肠组织Chiu's评分[(0.16±0.41)分vs.(3.16±0.75)分vs.
(0.83±0.41)分];c:各组小鼠小肠绒毛长度[(946.6±145.6)μmvs.(575.8±112.7)μmvs.(768.9±58.31)μm]。

图2　光镜下观察小鼠肠组织病理学改变

a:各组小鼠血清中 D-乳酸比较;b:各组小鼠血清中 HBP比较;c:各组小鼠血清中β2整合素比较。

图3　各组小鼠血清中D-乳酸、HBP、β2整合素的比较
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a:各组小鼠血清中 TNF-α比较;b:各组小鼠小肠组织中IL-6比较;c:各组小鼠小肠组织中IL-10比较。
图4　各组小鼠炎性因子TNF-α、IL-6、IL-10的比较

a:对照组;b:脓毒症组;c:抗CD18组。
图5　透射电镜下观察各组小鼠小肠上皮细胞间紧密连接改变(醋酸铀染色 ×15000)

a:各组小鼠小肠组织中ZO-1、Claudin-1蛋白表达;b:各组小鼠小肠组织中ZO-1相对表达量;c:各组小鼠小肠组织中

Claudin-1相对表达量。
图6　各组小鼠小肠组织ZO-1、Claudin-1的蛋白表达

2.7　各组小鼠小肠组织中RhoA活性与ROCK1、
mDia1的表达

与对照 组 比 较,脓 毒 症 组 小 鼠 小 肠 组 织 中

RhoA活性与 ROCK1、mDia1表达水平显著增加

(P<0.05);与脓毒症组比较,抗CD18组小肠组织

中RhoA 活性与 ROCK1、mDia1表达水平显著减

少(P<0.05)。见图7。
3　讨论

肠是脓毒症最易受累的器官之一,肠道受损,
肠屏障功能障碍,肠道通透性增加又是脓毒症发生

MODS的始动因素[8]。因此,如何保护脓毒症肠

屏障功能已成为危重症领域的研究热点。本研究

通过腹腔注射LPS建立脓毒症模型,探讨CD18在

脓毒症肠损伤中的作用及机制。
脓毒症可以引起肠损伤。在本研究中,脓毒症

引起的肠绒毛肿胀断裂、排列紊乱、毛细血管扩张

充血以及肠上皮微绒毛脱落、细胞间隙增宽、细胞

间紧密连接破坏,在抗 CD18 组显著改善,提示

CD18抗体可以减轻脓毒症小鼠小肠病理损伤

(Chiu’s评分降低)及紧密连接破坏。
紧密连接是相邻上皮细胞之间最重要的连接,

位于上皮细胞之间的顶点,可以调节细胞旁途

径[9]。紧密连接主要由 Claudin家族、Occludin家

族、连接黏附蛋白分子 A 及细胞内支架蛋白ZO-1
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组成[10],其中紧密连接蛋白ZO-1、Claudin-1是反

映紧密连接损伤的常用指标。在 He等[11]的体外

细胞实验中,维生素 A 通过增强单层肠上皮细胞

紧密连接蛋 白 ZO-1、Claudin-1 的 表 达,缓 解 了

LPS诱导的跨上皮电阻(TER)降低,显著改善了肠

道通透性。在本研究中,脓毒症组紧密连接蛋白

ZO-1、Claudin-1蛋白表达较对照组显著减少;而抗

CD18组ZO-1、Claudin-1蛋白表达较脓毒症组显

著增加,提示CD18抗体可以增加脓毒症小鼠小肠

组织紧密连接蛋白的表达。

a:各组小鼠小肠组织中 RhoA-GTP、Total-RhoA的蛋白表达;b:各组小鼠小肠组织中 ROCK1蛋白表达;c:各组小鼠小

肠组织中 mDia1蛋白表达;d:各组小鼠小肠组织中 RhoA的活性;e:各组小鼠小肠组织中 RCOK1相对表达量;f:各组

小鼠小肠组织中 mDia1相对表达量。
图7　各组小鼠小肠组织中ROCK1、mDia1的蛋白表达

　　肠道通透性是反映肠屏障完整性的指标,当肠

屏障的组成部分受损时,肠道通透性增加[12],肠道

通透性可由血清中 D-乳酸水平反映。D-乳酸作为

肠道细菌厌氧代谢的产物,当肠屏障功能受损时,
D-乳酸吸收入血,而哺乳动物不具备快速代谢 D-
乳酸的酶系统,因此,D-乳酸可作为肠道通透性的

标志物。在Zhang等[13]的研究中,D-乳酸用以评

估溃疡性结肠炎患者肠屏障功能状态,结果表明内

镜下溃疡活动性变化可由 D-乳酸预测。在Zhang
等[14]的研究中,采用管饲异硫氰酸荧光素(FITC)-
葡聚糖评估脓毒症小鼠肠道通透性,结果显示脓毒

症小鼠血清中D-乳酸及FITC-葡萄糖均显著升高。
本研究中,脓毒症组血清 D-乳酸水平显著高于对

照组,而抗CD18组D-乳酸水平较脓毒症组明显下

降,提示 CD18抗体可改善脓毒症小鼠小肠通透

性。HBP是中性粒细胞释放的一种阳离子抗菌蛋

白,受中性粒细胞表面β2整合素调控,可以诱导血

管渗漏,参与组织缺血缺氧损伤[15]。同时 HBP可

预测脓毒症器官功能障碍[16-18]。Sun等[19]的研究

表明,HBP升高与脓毒症严重程度呈正相关,可作

为危重患者胃肠道功能障碍的生物标志物。本研

究中,CD18抗体显著抑制脓毒症引起的 HBP升

高,提示CD18抗体可减轻脓毒症引起的肠道功能

障碍。
既往研究表明,Rho信号通路的激活可诱导脓

毒症肠损伤[20]。Rho是 Ras超家族中的一种小

GTP结合蛋白,主要是 RhoA 和 Rac1,ROCK 和

mDia1是其下游的主要效应蛋白,Rho与其下游效

应蛋白组成的信号通路在细胞骨架的调节中发挥

重 要 作 用[21]。 其 中 ROCK 分 为 ROCK1 与

ROCK2,ROCK1在非神经元组织中广泛表达,包
括肝、肺和胃肠道,而 ROCK2主要在脑和脊髓中

表达[22]。脓毒症时机体产生的相关刺激因子,均
可激活细胞质中的 Rho蛋白,使其与 GTP结合活

化后(Rho-GTP),与下游效应蛋白结合,调节上皮

细胞内肌动蛋白细胞骨架的聚合和重组,从而破坏

上皮细胞间紧密连接[23]。Li等[24]的研究发现,柚
皮苷可通过减少脓毒症小鼠小肠组织中 RhoA-
GTP,抑制RhoA/ROCK信号通路,增加肠组织紧

密连接蛋白的表达,改善脓毒症引起的肠屏障功能

障碍。Yang等[25]的研究发现,氢气可以抑制单层

Caco-2细胞中LPS引起的RhoA激活与 mDia1表

达增多,防止紧密连接破坏,保护肠屏障。本研究

发现,CD18抗体降低了脓毒症小鼠小肠组织中
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RhoA-GTP的升高,降低了 Rho 信号 通 路 蛋 白

ROCK1、mDia1的表达,提高了紧密连接蛋白ZO-
1、Claudin-1的表达,提示 CD18可能是通过 Rho
信号通路参与了脓毒症肠损伤的调控。

综上所述,CD18抗体可以减轻脓毒症肠损伤,
改善肠道通透性;CD18可能是通过激活 Rho信号

通路参与了脓毒症的肠损伤。本研究是在动物模

型层面进行 CD18对脓毒症小鼠肠损伤作用的研

究,其可能的作用机制有待细胞实验证实。此外,
CD18对脓毒症肠损伤的作用在临床方面是否具有

相似的趋势,尚需进一步研究。
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