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  摘 要:目的 探讨辛伐他汀纳米粒对脓毒症致急性肺损伤(ALI)小鼠体内Toll
 

样受体9(TLR9)表达水

平及预后的影响。方法 将所选取的小鼠分为对照组(CO组)、脓毒症组(SE组)、静脉注射组(LI组)、纳米粒

组(NA组),每组13只。采用免疫印迹法检测肺组织中TLR9蛋白表达水平,记录各组小鼠7
 

d内生存率,计

算各组小鼠湿干重比值(W/D),采用HE染色法检测各组小鼠肺组织病理形态,采用实时荧光定量PCR检测

肺组织中TLR9
 

mRNA表达水平。结果 LI组、NA组小鼠 W/D低于SE组(均P<0.05),NA组小鼠 W/D
低于LI组(P<0.05)。与SE组、LI组比较,NA组小鼠肺体积有所减小,微血管扩张好转。SE组肺组织

TLR9
 

mRNA表达水平高于LI组、NA组(均P<0.05),NA组小鼠肺组织中TLR9
 

mRNA表达水平低于LI
组(P<0.05)。LI组、NA组小鼠肺组织TLR9蛋白表达水平低于SE组(均P<0.05),NA组小鼠肺组织中

TLR9蛋白表达水平低于LI组(P<0.05)。LI组、NA组小鼠生存率高于SE组(均P<0.05),LI组小鼠生存

率低于NA组(P<0.05)。结论 辛伐他汀对脓毒症致ALI小鼠具有一定治疗作用,可改善小鼠肺组织病理

结构,提高小鼠的生存率,其机制可能与降低TLR9信号通路表达水平有关。
关键词:辛伐他汀纳米粒; Toll

 

样受体9; 生存率; 脓毒症; 急性肺损伤
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nanoparticles
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Toll-like
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(TLR9)
 

expression
 

level
 

and
 

prognosis
 

in
 

sepsis-induced
 

acute
 

lung
 

injury
 

(ALI)
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divided
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group
 

(CO
 

group),sepsis
 

group
 

(SE
 

group),intravenous
 

injection
 

group
 

(LI
 

group),and
 

nanoparticle
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(NA
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in
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group.Western
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to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
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protein
 

in
 

lung
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survival
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group
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group
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SE
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lung
 

volume
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the
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group
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the
 

survival
 

rate
 

of
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may
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related
 

to
 

the
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the
 

expression
 

level
 

of
 

TLR9
 

sig-
naling

 

pathway.
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  脓毒症是由感染所引起的全身性疾病,因其致病

原因极其广泛,临床上脓毒症发病率极高,并以每年

6%左右的速度在不断增长[1]。脓毒症可以由任何部

位的感染导致,常见有尿道感染、脑部感染等[2]。该

病通常发生在手术后、重症疾病、恶化疾病患者体内,
这些患者由于疾病影响等多种原因,继而并发脓毒

症[3-4]。脓毒症的发病原因还未明确,该病的发生涉

及人体的多个方面,与系统、器官等均存在密切关

系[5]。严重脓毒症可诱发心肌损伤、肺损伤等多种并

发症,脓毒症按轻重程度可分三类。其中,脓毒症休

克是脓毒症最为严重的阶段,可导致死亡。近几年

来,脓毒症已经成为严峻的世界性医学问题,研究报

道,脓毒症可导致急性肺损伤(ALI),对患者肺部造成

不可逆的伤害[6]。Toll样受体9(TLR9)是一类天然

的免疫受体,在多种疾病中均有TLR9信号通路的参

与,TLR9能识别致病性相关的分子模式及损伤相关

的分子模式[7]。他汀类药物既是内皮细胞的保护药

物,亦具有改善肺泡结构的效果,所以是治疗肺部疾

病最具潜力的一种药物。脂质纳米粒具有促进控制

药物释放、预防药物泄露等多种优势,目前已成为临

床研究的热点[8]。本研究通过免疫印迹法(Western
 

blot)检测肺组织中TLR9蛋白表达水平,实时荧光定

量PCR(qPCR)检测肺组织中TLR9
 

mRNA表达水

平,HE染色法鉴别小鼠肺组织病理形态的差异,拟探

讨辛伐他汀纳米粒对脓毒症致 ALI小鼠肺组织中

TLR9信号通路表达水平及预后的影响。
1 材料与方法

1.1 材料 在广东省医学SD小鼠中心购买52只雄

性SD小鼠,体质量(250±30)g。实验动物适应环境

饲养一周。将所选取的小鼠分为对照组(CO组):该
组小鼠仅在腹部做切口后缝合,不做其他处理;脓毒

症组(SE组):该组小鼠制作脓毒症小鼠模型;静脉注

射组(LI组):在脓毒症小鼠基础上给予辛伐他汀制剂

尾部静脉注射;纳米粒组(NA组):在脓毒症小鼠基础

上给予辛伐他汀纳米粒尾部注射,每组13只。
1.2 模型制备 采用氯胺酮对实验小鼠进行麻醉,
剂量为2~4

 

mg,对小鼠及实验环境进行消毒,保持

无菌状态,CO组小鼠仅在腹部做切口后缝合,不做其

他处理,LI组及 NA组小鼠在腹部处作1~2
 

cm切

口,将小鼠盲肠取出,用医学专用手术针穿刺盲肠,间
距为4

 

cm,穿刺3次,形成创口,最后将盲肠的末端缝

合,回归原位,缝合皮肤组织,皮下注射丁苯诺啡,每
次0.05

 

mg,每6小时注射一次。手术完成后,维持小

鼠正常生命体征,正常进食、饮水。脓毒症模型建立

成功的标准:与动物全身炎症反应综合征的标准相

符,且存在明显的脓毒症表现。48
 

h后采用酶联免疫

吸附试验(ELISA)检测小鼠血液中肺泡表面活性蛋

白C(SP-C)的表达水平判断小鼠是否出现肺损伤。
舍去造模失败的小鼠,同时,给予LI组小鼠尾部注射

辛伐他汀制剂(1
 

mg/kg),NA组小鼠尾部注射辛伐

他汀纳米粒(1
 

mg/kg),在此期间,所有小鼠在相同环

境下生活。治疗结束后,抽取小鼠静脉血,取肺组织

标本,常规保存,用于后续实验。
1.3 仪器与试剂 天平购自常州万泰天平仪器公

司;甲醛购自山东国正化工科技公司;TTBS购自上

海翊圣生物科技公司。
1.4 方法

1.4.1 ELISA法检测炎症因子水平 将小鼠静脉血

进行常规方法取血清,采用ELISA法检测小鼠血清

中SP-C水平,本实验要求在20
 

min内完成并取平

均值。
1.4.2 肺组织湿干重比值(W/D)测定 将摘取的肺

组织用滤纸擦干,电子分析天平上称量湿重(W),随
后放于56

 

℃封闭电炉中干燥72
 

h后再次称量干重

(D),计算肺的 W/D。
1.4.3 HE染色法检测小鼠肺组织病变程度 甲醛

溶液固定肺组织,石蜡包埋,切片4
 

μm,封闭处理,苏
木精染色液复染分别为6~8

 

min和10
 

s,切片用 HE
染色,于显微镜下观察并进行分析。将剩余肺组织在

-80
 

℃下封存,以便后续实验中检测蛋白。
1.4.4 Western

 

blot检测TLR9的蛋白表达水平 
将肺组织进行裂解并提取核蛋白,并对核蛋白的表达

水平进行测量,分装后,保存在-20
 

℃的环境中。将

提取出的蛋白溶液和缓冲溶液进行混匀,按照4∶1
的比例进行,为了让蛋白质变性需将蛋白溶液全部进

行煮沸处置。50
 

μmol/L蛋白样品放置在聚偏二氟

乙烯膜上,加脱脂奶粉,封闭1
 

h。加入一抗后进行漂

洗,每次漂洗10
 

min,一共进行3次漂洗,最后加入二

抗对溶液进行稀释,封闭1
 

h。TTBS漂洗,DAB显

色,拍照。
1.4.5 qPCR检测TLR9

 

mRNA的表达水平 取出

肺组织研磨,提取总 RNA 反转录得cDNA,并进行

qPCR实验。所有反应严格按照反应的条件进行扩

增,内参采用GAPDH。反应程序如下:95
 

℃变性3
 

min;95
 

℃变性5
 

s;60
 

℃退火1
 

min,共进行40个循

环。取循环阈值(Ct),并采用2-ΔΔCt 进行分析。引物

序列见表1。
1.5 小鼠生存情况 每24小时观察小鼠的生存情
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况,并记录小鼠造模后的生存状况。
1.6 统计学处理 采用

 

SPSS23.00统计软件对数据

进行处理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s表

示,组间比较采用t检验或方差分析;计数资料以例

数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。

表1  引物序列

基因 方向 引物序列(5'-3')

TLR9 F TGACAGCCATCATCAAAGAGA

R CAGGAAATCCCATAGCAATAAT

GAPDH F TGAACGGGAAGCTCACTGG

R TCCACCACCCTGTTGCTGTA

  注:F为正向引物;R为反向引物。

2 结  果

2.1 CO组和SE组小鼠血清中SP-C表达水平比

较 CO组和SE组小鼠血清中SP-C表达水平分别

为(326.25±45.14)μg/L和(211.59±32.08)μg/L,
SE组小鼠血清中SP-C表达水平明显低于 CO 组

(P<0.05)。
2.2 各组肺组织 W/D比较 SE组、LI组、NA组、
CO组小鼠肺组织 W/D分别为7.65±1.32、5.98±
1.01、3.43±0.76、2.36±0.52,其中,SE组小鼠W/D
最高,CO组小鼠 W/D最低,LI组、NA组小鼠 W/D
明显低于SE组(均P<0.05),NA组小鼠 W/D低于

LI组(P<0.05)。
2.3 各组小鼠肺组织病理形态比较 CO组小鼠肺

组织结构形态完好,未见炎症细胞浸润;SE组小鼠肺

组织可见炎症细胞浸润,肺泡壁破损,完整性被破坏;
LI组小鼠肺组织少量中性粒细胞浸润,肺间质可见少

量水肿,细胞排列紊乱;与SE组、LI组比较,NA组小

鼠肺体积有所减小,微血管扩张好转。见图1。

  注:A为SE组小鼠肺组织病理形态;B为LI组小鼠肺组织病理形态;C为NA组小鼠肺组织病理形态;D为CO组小鼠肺组织病理形态。

图1  各组小鼠肺组织病理形态(HE染色,400×)

2.4 qPCR法检测肺组织中 TLR9
 

mRNA表达水

平 SE组、LI组、NA 组、CO 组小鼠肺组织 TLR9
 

mRNA表达水平分别为1.03±0.16、0.89±0.13、

0.51±0.11、0.34±0.08,CO组小鼠肺组织中TLR9
 

mRNA表达水平最低,SE组肺组织TLR9
 

mRNA表

达水平高于LI组、NA组(均P<0.05),NA组小鼠

肺组织中 TLR9
 

mRNA 表达水平低于 LI组(P<
0.05)。

2.5 Western
 

blot
 

检测肺组织中TLR9蛋白表达水

平 SE组、LI组、NA组、CO组小鼠肺组织中TLR9
蛋白表达水平分别为0.98±0.13、0.77±0.09、

0.48±0.06、0.25±0.04,CO组小鼠肺组织中TLR9
蛋白表达水平最低,LI组、NA组小鼠肺组织 TLR9
蛋白表达水平低于SE组(均P<0.05),NA组小鼠

肺组织中TLR9蛋白表达水平低于LI组(P<0.05)。
见图2。

2.6 各组小鼠7
 

d内生存率比较 随着时间的延长,

SE组小鼠生存率下降最快,7
 

d后,CO组小鼠无死

亡,LI组、NA 组 小 鼠 生 存 率 高 于 SE 组(均 P<
0.05),LI组小鼠生存率低于 NA组(P<0.05)。见

表2。

  注:A为各组小鼠肺组织中TLR9蛋白表达水平的 Western
 

blot
显影图;B为各组小鼠肺组织中TLR9蛋白表达水平统计图;与SE组

比较,aP<0.05;与LI组比较,bP<0.05;与NA组比较,cP<0.05。

图2  各组小鼠肺组织中TLR9蛋白表达水平

表2  各组小鼠7
 

d内生存率比较[n(%)]

组别 n 第1天 第3天 第5天 第7天

SE组 13 13(100.00) 7(53.85) 4(30.77) 1(7.69)

LI组 13 13(100.00) 10(76.92) 7(53.85) 5(38.46)

NA组 13 13(100.00) 12(92.31) 10(76.92) 9(69.23)

CO组 13 13(100.00) 13(100.00) 13(100.00) 13(100.00)
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3 讨  论

脓毒症是重症监护室患者死亡的主要原因之一。
虽然现代医学发展迅速,但脓毒症仍然是困扰重症医

学科医生的棘手问题,在多种情况下均可并发脓毒

症,其中,大手术、烧伤、感染等是临床中较常见的原

因,据统计,脓毒症的发生率和病死率在40%~50%,
最高能达到80%[9]。脓毒症进一步发展可导致循环

系统衰竭等严重继发疾病,严重者甚至导致患者死

亡。脓毒症发病机制复杂,而严重脓毒症患者更是面

临着高额的治疗费和高病死率[10]。
脓毒症是代谢性障碍和组织缺氧引起的一种临

床综合征,由于缺血缺氧导致肺细胞凋亡、肺组织损

伤等病理生理改变[11]。他汀类药物属于羟甲基戊二

酰辅酶
 

A
 

还原酶抑制剂,此类药物具有多向性药理

作用,如抗炎、保护血管和降血脂等。辛伐他汀既可

改善血清胆固醇水平,且在抗氧化、抗炎和改善组织

血管内皮功能等方面具有潜在的作用[12-13]。本研究

结果显示,LI组、NA组小鼠 W/D低于SE组,NA组

小鼠 W/D低于LI组。显微镜下可见 NA组小鼠肺

体积有所减小,微血管扩张好转。LI组、NA组小鼠

生存率高于SE组,LI组小鼠生存率低于NA组。已

有动物实验研究发现,他汀类药物具有保护机械通气

相关肺损伤的作用,其原因可能与肺血管通透性降低

密切相关,并且肺泡Ⅱ型细胞是辛伐他汀减轻肺缺血

再灌注损伤的新型靶点[14]。研究显示,纳米粒是一种

新型载药系统,具有高效、靶向、低毒性等优势[15]。有

研究发现辛伐他汀纳米粒及普通静脉制剂对脓毒症

小鼠均有较好的治疗效果,但具体哪种作用方式效果

更佳,需要进一步研究证实[16]。相关研究表明辛伐他

汀纳米粒能够明显改善脓毒症ALI小鼠的肺组织病

变程度,防止患病小鼠肺组织继续受到损伤[17],它具

有保护效应的潜在处理位点,其作用机制可能与肺组

织中诱导型一氧化氮合酶/内皮细胞性一氧化氮合酶

的表达水平相关。邬明杰等[18]研究显示,辛伐他汀对

脓毒症ALI小鼠的治疗效果较好,但不同药物制剂对

小鼠作用效果不同,不同的辛伐他汀制剂具有不同的

效应,其中,纳米粒制剂作用时间较短、效果较佳,能
够靶向作用于损伤部位,为临床脓毒症致肺损伤患者

的治疗提供新的途径。
本研究结果显示,SE组肺组织TLR9蛋白表达

水平、TLR9
 

mRNA表达水平高于LI组、NA组,NA
组小鼠肺组织中TLR9蛋白表达水平、TLR9

 

mRNA
表达水平低于LI组。有研究表明他汀类药物改善血

管炎性反应的机制可能与刺激TLR9转录,抑制核因

子-κB(NF-κB)活性降低,进而逐渐改善小鼠肺组织病

理程度有关。辛伐他汀可抑制TLR9在肺组织中的

生成,阻滞 NF-κB的产生,因此具有抑制脓毒症致

ALI的作用[19]。研究表明采用辛伐他汀纳米粒可保

护脓毒症致ALI小鼠肺组织免受损伤,提示辛伐他汀

纳米粒对脓毒症致ALI小鼠肺组织具有重要的保护

效应[20]。TLR9高表达可提示肺组织损伤,而TLR9
水平升高往往是因小鼠肺组织内炎症因子被诱导和

激活而引起,TLR9在细胞中表达的多样性使得其在

肺损伤发生和发展过程中具有复杂性,TLR9的平衡

可反映肺组织损伤的程度[21]。研究表明,TLR9受体

相互作用和触发下游通路的激活,导致下游因子的磷

酸化和易位,引起NF-κB的后期激活和炎症小体的诱

导,使机体受到肿瘤坏死因子(TNF)-α的毒性迫害,
当NF-κB失调时,会成为致病的驱动力[22]。研究表

明辛伐他汀纳米粒可保护脓毒症致ALI小鼠肺组织

免受损伤,调节TLR9平衡,可能是脓毒症致ALI
 

具

有保护效应的潜在处理位点[23]。
综上所述,辛伐他汀对脓毒症致ALI小鼠具有一

定治疗作用,能够改善小鼠肺组织病变程度,提高小

鼠的生存率,这一作用机制可能与降低TLR9信号通

路表达水平有关。其中,辛伐他汀纳米粒的治疗效果

明显优于辛伐他汀制剂,表明纳米粒降解速率快、靶
向性良好。
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