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帕瑞昔布钠对脓毒症小鼠肠黏膜屏障的保护作用

吴友平 杨静 彭捷 郄文斌 屠伟峰

  【摘要】 目的 研究帕瑞昔布钠对脓毒症小鼠肠黏膜屏障功能的影响及可能机制。方法 21
只C57BL/6小鼠随机分为三组:假手术组(Sham组)、脓毒症模型组(CLP组)、脓毒症模型+帕瑞昔

布钠2mg/kg治疗组(P组),每组7只。术后24h用襻环结扎法检测各组小鼠小肠通透性。另21
只C57BL/6小鼠随机分为三组,分组及治疗同前,术后24h处死小鼠,收集小鼠回肠。小肠组织

行 HE染色观察肠病理损伤。采用 Westernbolt法检测小肠ZO-1、Occludin、Claudin-1等紧密连接

蛋白的表达。采用ELISA法检测小肠黏膜IL-6、PGE2 的浓度。结果 与Sham组比较,CLP组小

鼠小肠明显损伤,门静脉血内FD4浓度明显升高,小肠黏膜内ZO-1、Occludin、Claudin-1蛋白表达明

显减少、IL-6与PGE2 浓度明显升高(P<0.05)。与CLP组比较,P组小鼠小肠损伤明显减轻(P<
0.05),门静脉血内FD4浓度明显降低(P<0.05),小肠黏膜内各蛋白表达水平明显增加、IL-6与

PGE2 浓度明显降低(P<0.05)。结论 帕瑞昔布钠治疗可以明显降低脓毒症导致的肠黏膜屏障功

能损伤,其机制可能与降低肠组织炎症水平,增加肠紧密连接蛋白表达相关。
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【Abstract】 Objective Toobservetheeffectofparecoxibonintestinalbarrierfunctionofseptic
mice.Methods Sepsiswasinducedbycecalligationandpuncture(CLP)model.Twenty-onemale
C57BL/6micewererandomlydividedintothreegroups(n=7ineachgroup):groupSham,group
CLP,groupP(parecoxib2mg/kgwasadministeredviagastrictube2hafterCLP).Invivointestinal
permeabilitywasmeasuredusinganinvivoligatedloopmodel24haftersurgery.Twenty-onemale
C57BL/6micewererandomlydividedintothreegroupsasbefore.Thesmallintestinetissuesample
washarvested24haftersurgery.Theintestinalpathologicalchangeswereobservedunderlightmi-
croscope.TheexpressionoftightjunctionproteinsZO-1,Occludin,andClaudin-1intheileumwere
measuredby Western blot.IL-6 and PGE2 levelintheileum were measured by ELISA.
Results ComparedwithgroupSham,theintestinalpermeabilitywassignificantlyincreasedandthere
wasasignificantintestinalpathologicalinjuryingroupCLP.IL-6andPGE2levelintheileumwassig-
nificantlyincreasedandtheexpressionoftightjunctionproteinZO-1,Occludin,andClaudin-1inthe
ileumwerereducedinthegroupCLP(P<0.05).ComparedwiththegroupCLP,intestinalpermea-
bilityandpathologicalinjurywassignificantlyreducedinthegroupP.ThelevelsofIL-6andPGE2
weresignificantlydecreased(P<0.05),theexpressionofZO-1,Occludin,andClaudin-1wereup-
regulatedingroupP(P<0.05).Conclusion Parecoxibcandecreasethelevelsofproinflammatory
factorsandup-regulatetheexpressionoftightjunctiontoreverseintestinalbarrierdysfunctioncaused
bysepsisinmice.
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  肠黏膜屏障功能损害是脓毒症发生发展的关

键因素之一。保护肠黏膜屏障对于预防脓毒症时

多器官功能障碍综合征(multipleorgandysfunction
syndrome,MODS)发生、提高脓毒症的预后至关重

要[1]。相关研究已证实环氧化酶(COX-2)与脓毒症

时肠黏膜屏障功能损害相关[2]。帕瑞昔布钠属于选

择性COX-2抑制剂的一种,是临床围术期常用的镇

痛药物,其对脓毒症时肠黏膜屏障功能的影响尚不
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清楚。为此,本实验采用小鼠脓毒症模型,研究帕

瑞昔布钠对脓毒症小鼠肠黏膜屏障功能的影响及

可能机制。

材料与方法

动物与主要试剂 本实验通过医院实验动物

伦理委员会审查。10周龄左右雄性健康清洁级

C57BL/6小鼠。帕瑞昔布钠,FD4,兔源性抗 Oc-
cludin 抗 体,兔 源 性 抗 ZO-1 抗 体、兔 源 性 抗

Caludin-1 抗 体,羊 抗 兔 二 抗,小 鼠 IL-6、PGE2
ELISA试剂盒,BCA法蛋白定量试剂盒。

图1 三组小鼠小肠组织光镜下病理改变(HE50μm×500)

分组与模型制作 21只小鼠共分为三组用于

肠通透性检测:假手术组(Sham组)、脓毒症模型组

(CLP组)、脓毒症模型+帕瑞昔布钠组(P组),每
组7只。另取21只小鼠,分组及治疗同前,用于

HE染色、WesternBlot及ELISA检测实验。制作

模型步骤如下:戊巴比妥钠50mg/kg腹腔注射麻

醉小鼠。麻醉满意后,剃去腹部毛发,碘伏常规消

毒。沿下腹正中作一长约1.5cm切口。用无菌镊

探查并暴露盲肠。在盲肠中部结扎,以22G针头将

盲肠贯通穿孔1次,挤出少许粪便于腹腔内,随即将

盲肠还纳于腹腔内,关腹。假手术组开腹后即缝合

关腹。术后皮下注射小量预热生理盐水,预热垫上

复苏。造模成功后,P组小鼠术后2h用帕瑞昔布

钠溶液按2mg/kg灌胃一次,CLP组小鼠给予等剂

量生理盐水。帕瑞昔布钠溶液的给药剂量通过前

期预实验结果得出。
肠通透性检测 采用在体襻环结扎的方法检

测肠通透性[1],具体步骤如下:术后24h,麻醉小

鼠,开腹,距回盲瓣0.5cm处选取回肠10cm,两端

丝线结扎,从近端小肠向肠腔内灌注FD40.5ml
(浓度4g/L),以盐水纱布覆盖该段小肠。30min
后,细针抽取门静脉血0.1ml,并用0.9mlPBS稀

释,离心取上清。转移到96孔板,每个标本做一复

孔,每孔100μl。然后用荧光分光光度计测定标本

FD4浓度,激发波长和发射波长分别设定为480nm
和528nm。

HE染色 剪取部分小肠黏膜置于10%中性甲

醛溶液中固定24h,石蜡包埋,连续切片,切片厚度

为5μm,作HE染色,光镜下观察组织病理学改变,
评估肠道上皮组织损伤程度。

Westernblot法检测 参照蛋白提取试剂盒说

明提取小鼠小肠组织总蛋白,煮沸变性,用BCA蛋

白浓度测定试剂盒测定总蛋白浓度。蛋白经10%
SDS-PAGE电泳,转移至硝酸纤维膜,5% 脱脂奶粉

封闭2h。用ZO-1、Occludin、Caludin-1多克隆抗

体(1∶1000稀释)进行孵育,4℃过夜。二抗(1∶
5000稀释)孵育3h。化学发光成像法检测蛋白条

带。β-actin为内参,以Sham组小鼠小肠组织中的

蛋白表达水平为基准,计算其他组小鼠小肠组织中

ZO-1、Occludin及Caludin-1蛋白的相对表达量。

ELISA法检测 回肠组织匀浆后,按照BCA
法测定蛋白浓度,用去离子水将蛋白浓度调成一

致,按照试剂盒说明书检测各组小肠组织匀浆内

IL-6及PGE2 的浓度。
统计分析 采用GraphPadPrism5.0软件分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较采用

Dunnett检验;非正态分布计量资料组间比较采用

Kruskal-Wallis非参数检验,两两比较采用 Dunns
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

脓毒症小鼠小肠损伤 光镜下观察各组小鼠

小肠HE染色病理切片。结果显示,Sham 组小肠

各层结构清晰,黏膜表层完整,腺体排列整齐;CLP
组小鼠小肠黏膜萎缩、绒毛结构模糊,部分区域绒

毛脱落、断裂,P组小鼠小肠绒毛结构破坏相对较

轻,黏膜萎缩减轻,炎性细胞浸润相对减少(图1)。
脓毒症小鼠肠通透性 与Sham组比较,CLP
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组和P组小鼠门静脉血内FD4浓度明显升高(P<
0.05)。与CLP组比较,P组小鼠门静脉血内FD4
浓度明显降低(P<0.05)(图2)。

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05

图2 三组小鼠门静脉血内FD4浓度的比较

脓毒症小鼠肠紧密连接蛋白表达 与Sham组

比较,CLP组小鼠ZO-1、Occludin及Claudin-1蛋

白表达 明 显 减 少 (P <0.05);P 组 小 鼠 ZO-1、

Occludin蛋白表达明显减少(P<0.05),Claudin-1
蛋白表达两组差异无统计学意义。与CLP组比较,

P组小鼠ZO-1、Occludin及Claudin-1蛋白表达明

显增加(P<0.05)(图3~5)。

注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05

图3 三组小鼠肠紧密连接蛋白ZO-1表达的比较

脓毒 症 小 鼠 肠 炎 症 水 平 与Sham 组比较,

CLP组 小 鼠IL-6及 PGE2 浓 度 明 显 升 高(P<
0.05);P组小鼠PGE2 浓度明显升高(P<0.05),
而IL-6浓度两组差异无统计学意义。与CLP组比

较,P组小鼠IL-6及 PGE2 浓度明显降低(P<
0.05)(图6,7)。

讨  论

脓毒症是指机体对感染的反应失调而导致危

及生命的器官功能障碍[3]。脓毒症可通过多种机制

注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05

图4 三组小鼠肠紧密连接蛋白Occludin表达的比较

注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05

图5 三组小鼠肠紧密连接蛋白Claudin-1表达的比较

注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05

图6 三组小鼠小肠内IL-6浓度的比较

导致肠屏障功能破坏,其结果将导致肠道内的细菌

及毒素入血,加重全身炎症反应。防止肠道屏障功

能障 碍 是 防 治 脓 毒 症、MODS的 最 重 要 措 施 之

一[4]。相关研究已表明COX-2与脓毒症肠屏障功

能损害相关[2,5~7]。本实验结果显示选择性COX-2
抑制剂帕瑞昔布钠对脓毒症小鼠肠屏障功能具有

保护作用,可以减轻肠黏膜损伤、降低肠黏膜通透

性,其机制可能与增加脓毒症小鼠肠紧密连接蛋白
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注:与Sham组比较,aP<0.05;与CLP组比较,bP<0.05

图7 三组小鼠小肠内PGE2 浓度的比较

表达、降低脓毒症小鼠肠组织炎症水平有关。
本研究结果显示,发现帕瑞昔布钠治疗可以明

显改善脓毒症导致的小鼠肠损伤,肠组织结构破坏

及形态异常均明显减轻。Schildberg等[8]研究也表

明帕瑞昔布钠对移植小肠的肠缺血-再灌注损伤起

减轻作用,其机制可能与其抗炎作用有关。
肠黏膜屏障功能障碍主要体现在肠通透性增

加。研究已证实脓毒症可引起小鼠肠通透性显著

增加[1],本研究结果同样显示,帕瑞昔布钠术后给药

可以降低脓毒症小鼠小肠的通透性。Schulz等[7]

利用LPS腹腔注射模型也证实帕瑞昔布钠可以降

低脓毒症大鼠小肠的通透性,本研究结果与其一致。
作为肠黏膜屏障的主要组成部分,机械屏障的

破坏是引起肠通透性增加的主要原因。肠机械屏

障由肠上皮细胞及细胞间的连接组成,Occludin、

Claudin-1和ZO-1等紧密连接蛋白是维系细胞间

连接的重要成份[9]。脓毒症导致的肠黏膜屏障的破

坏常常伴随着肠上皮紧密连接结构和功能的改变。
动物模型研究表明脓毒症可降低肠主要紧密连接

蛋白ZO-1、Occludin和Claudin-1的表达[5]。为进

一步探讨帕瑞昔布钠能够预防脓毒症导致的肠上

皮通透性增加的机制,本实验检测了不同组小鼠手

术后肠紧密连接蛋白的表达变化。结果发现,帕瑞

昔布钠治疗可以增加脓毒症小鼠肠紧密连接蛋白

表达。因此,恢复肠紧密连接蛋白表达可能是帕瑞

昔布钠能够预防脓毒症导致的肠上皮通透性增加

的机制之一。
炎性因子不仅是引起肠黏膜损伤的因素,也是

导致肠紧密连接蛋白表达下降的原因之一。在体

实验证实IL-6敲除可降低脓毒症导致的肠上皮通

透性增加[10],同时研究也发现IL-6可调节紧密连

接蛋白ZO-1在肠组织的表达[11]。COX的功能就

是催化炎症介质的产生,帕瑞昔布钠作为COX-2的

抑制剂能明显下调IL-6的表达。Osterberg等[12]

研究发现COX-2抑制剂减轻肠黏膜损伤与降低腹

水和血液中IL-6的浓度有关。本研究直接检测肠

黏膜内的IL-6浓度,结果显示帕瑞昔布钠可以降低

肠组织内炎性因子的水平,我们前期研究也表明降

低肠组织内TNF-α、IL-6、MCP-1等炎性因子的浓

度对肠黏膜屏障功能具有保护作用[1]。

PGE2 是COX催化的主要下游产物之一。先

前研究已提示选择性COX-2抑制剂抑制PGE2 表

达或者抑制PGE2 的高表达可能减轻脓毒症及肠黏

膜屏障功能障碍[6,13]。本研究结果也显示脓毒症小

鼠肠黏膜内PGE2 浓度明显增加,而帕瑞昔布钠治

疗可以明显降低肠黏膜内PGE2 的浓度,这可能也

是其对肠黏膜屏障功能保护的机制之一。
虽然帕瑞昔布钠治疗组小鼠小肠损伤、小肠通

透性、肠紧密连接蛋白表达及肠道内炎性因子IL-6
和PGE2 的浓度与脓毒症组小鼠比较有明显差异,
但多数指标同样与假手术组小鼠比较也存在明显

差异,表明帕瑞昔布钠治疗对脓毒症导致的肠道屏

障功能损伤有一定的减轻作用,但因为脓毒症发病

机制复杂,单凭一种药物治疗尚不能完全保护受损

的肠屏障功能。
帕瑞昔布钠属于临床常用的选择性COX-2抑

制剂的一种。相对于非选择性COX抑制剂,帕瑞

昔布钠不抑制COX-1,对患者胃肠功能的影响较

小。Osterberg等[12]也比较过选择性COX-2抑制

剂SC-236和非选择性COX抑制剂吲哚美辛对脓

毒症小鼠肠免疫屏障功能的不同作用,发现非选择

性COX抑制剂不能减轻脓毒症小鼠小肠黏膜损

伤,再次证明了COX-1对于维持胃肠道黏膜的稳态

的重要作用,也是我们选择研究帕瑞昔布钠的原因。
本研究还存在一些不足。研究未进行毒素或

细菌移位的检测。毒素或细菌移位也是肠屏障功

能损害的主要表现,本实验中检测的是肠通透性的

改变,未检测其它炎性因子浓度,包括促炎性细胞

因子TNF-α、IL-1及抗炎性细胞因子IL-10等的浓

度。另外,虽然本研究旨在观察帕瑞昔布钠减轻脓

毒症小鼠肠屏障功能障碍的效果,但研究中未加入

帕瑞昔布钠治疗假手术小鼠作为对照。
综上所述,本实验结果显示选择性COX-2抑制

剂帕瑞昔布钠可减轻脓毒症小鼠肠屏障功能的损

害,其机制与其减轻局部炎症、减少肠紧密连接破

坏等有关。
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·消息·

《临床麻醉学杂志》再次入选“中国精品科技期刊”

2017年10月31日,由科技部中国科学技术信息研究所主办的“中国科技论文统计结果发布会”在北京国际会议中心举

行,会上揭晓了“第四届中国精品科技期刊”、“2016年百种中国杰出学术期刊”的评选结果。《临床麻醉学杂志》继2014年首

次入选“第三届中国精品科技期刊”后,再次入选“第四届中国精品科技期刊”。本刊有20篇论文入选中国精品科技期刊顶尖

论文(F5000)。

会上同时发布了2017年版《中国科技期刊引证报告(核心版)》。共有2008种期刊入选本年度中国科技核心期刊。《临床

麻醉学杂志》2016年核心总被引频次3156,核心影响因子1.538,在23种外科学综合类期刊中排在第3位。
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