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　　摘要：目的　探讨 ＨＳＰ７０基因转染对大鼠脓毒症早期外周血细胞因子的影响。方法　采用盲
肠结扎穿孔（ｃｅｃａｌｌｉｇａｔｉｏｎｐｕｎｃｔｕｒｅ，ＣＬＰ）制作脓毒症的病理模型并转染 ＨＳＰ７０基因，分析 ＨＳＰ７０基因

转染前后外周血细胞因子 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６，ＩＬ１０的变化。结果　ＣＬＰ组 血清 ＴＮＦα浓度 ３ｈ开

始升高，６ｈ达到峰值（ｔＴＮＦα＝１６．５０６，Ｐ＜０．０１）；ＩＬ１β浓度 ６ｈ显著增高，２４ｈ达到峰值（ｔＩＬ１β＝

２２．５３６，Ｐ＜０．０１）；ＩＬ６浓度 ３ｈ显著升高，１２ｈ达到峰值（ｔＩＬ６＝３３．９７７，Ｐ＜０．０１）；ＩＬ１０浓度

２４ｈ显著升高，４８ｈ达到峰值（ｔＩＬ１０＝１５．０５６，Ｐ＜０．０１），７２ｈ恢复到对照组水平。ＨＳＰ７０基因转

染组 ６ｈ的 ＴＮＦα，１２ｈ的 ＩＬ６，２４ｈ的 ＩＬ１β血清浓度与对照组相比都没有明显的差异（ｔＴＮＦα＝

０．５８０；ｔＩＬ６＝１．５８９；ｔＩＬ１β＝０．８０２；Ｐ＞０．０５）。４８ｈ的 ＩＬ１０的血清浓度与对照组相比差异有显

著性（ｔＩＬ１０＝３．７９６，０．０１＜Ｐ ＜０．０５）。结论　ＨＳＰ７０基因转染能下调外周血促炎细胞因子表

达，不影响抗炎细胞因子的表达。提示 ＨＳＰ７０基因转染具有抗炎作用，对于防治脓毒症及多脏器功

能不全具有潜在的临床应用价值。
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　　脓毒症是外科常见的并发症，常导致脓毒症性

休克和多脏器功能不全综合症（ＭＯＤＳ）。大量的炎

性细胞因子在脓毒症的发生发展中起着重要作用，

其中包括促炎细胞因子和抗炎细胞因子。本研究

采用盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）模型，并转染 ＨＳＰ７０基

因，探讨 ＨＳＯ７０基因转染对脓毒症早期外周血细

胞因子变化的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

实验动物选用 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，３～５个月龄，体重

１８０～２５０ｇ，雌雄不拘（第三军医大学动物实验中

心提供）。ＥＬＩＳＡ试剂盒购自北京邦定泰克生物技

术公司。ＡｄＣＭＶＨＳＰ７０由第三军医大学烧伤研究所

提供。

１．２　动物模型制备

（１）ＣＬＰ动物模型参照文献报道［１］的方法进

行。动物在实验前 １ｄ禁食，术前称重，０．３％的戊

巴比妥（１ｍＬ／１００ｇ）腹腔注射麻醉，中下腹正中做

一长约 １．５～２ｃｍ切口，找到盲肠，在盲肠末端 １／３

处结扎盲肠，１８号针头穿刺结扎的盲肠 ２次，使少

量肠内容物自穿刺孔溢出，１０丝线关闭腹部切

口。术终时生理盐水 ４０ｍＬ／ｋｇ皮下注射。（２）假

手术对照组除盲肠既不结扎也不穿孔外，其余与

ＣＬＰ组相同。

１．３　基因转染

ＣＬＰ后 ３０ｍｉｎ自大鼠尾静脉注入低温保存的

ＡｄＣＭＶＨＳＰ７０１００μＬ（含 ２×１０１０病毒空斑形成单

位）。

１．４　采集标本

分别在 ＣＬＰ后 ３，６，１２，２４，４８，７２ｈ及基因转

染后 ６，１２，２４，４８ｈ杀鼠采血，分离血清置 －７０℃

备用。假手术组术后 ３ｈ采血。

１．５　检测项目及方法

ＨＳＰ７０基 因 转 染 后，应 用 抗ＨＳＰ７０抗 体 及

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ技 术 检 测 ＨＳＰ７０蛋 白 的 表 达。参 照

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书的方法分别测定血清肿瘤坏死

因子 α（ＴＮＦα），白细胞介素 １β（ＩＬ１β），白细胞

介素 ６（ＩＬ６）和白细胞介素 １０（ＩＬ１０）的浓度。

１．６　统计学处理

数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，进行 ｔ检验

及直线相关分析。

２　结　果

２．１　ＨＳＰ７０蛋白表达

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示基因转染后 ＨＳＰ７０蛋白

表达显著增多（图 １）。

　　１：对照组；２：ＣＬＰ组；３：空白载体对照组；４：ＨＳＰ７０基因

转染组

图 １　基因转染后各组 ＨＳＰ７０蛋白表达

２．２　细胞因子的变化

２．２．１　ＴＮＦα　ＣＬＰ后 ３ｈ明显上升（ｔ＝１２．５０８，
Ｐ＜０．０１），６ｈ达到峰值，１２ｈ仍然明显高于对照
组水平（ｔ＝５．５１１，Ｐ ＜０．０１），２４ｈ接近对照组
水平。

２．２．２　ＩＬ１β　ＣＬＰ后 ３ｈ没有明显变化 （ｔ＝
０．５５６，Ｐ＞０．５），６ｈ显著高于对照值（ｔ＝６．６７２，
Ｐ＜０．０１），２４ｈ达到峰值，４８ｈ仍然明显高于对照
组水平（ｔ＝４．５８７，Ｐ ＜０．０１），７２ｈ恢复至对照
组水平。

２．２．３　ＩＬ６　ＣＬＰ后 ３ｈ明显升高（ｔ＝５．８５４，Ｐ
＜０．０１），１２ｈ达到峰值，２４ｈ仍然明显高于对照
组（ｔ＝６．９３２，Ｐ＜０．０１），４８ｈ接近对照组水平，
７２ｈ已明 显 低 于 对 照 组 水 平 （ｔ＝６．７８０，Ｐ ＜
０．０１）。
２．２．４　ＩＬ１０　ＣＬＰ后 １２ｈ内没有明显变化（ｔ＝
３．３８５，Ｐ ＞０．５），２４ｈ明 显高 于对 照组 （ｔ＝
９．９８４，Ｐ＜０．０１），４８ｈ达到峰值，７２ｈ仍然明显高
于对照组水平（ｔ＝４．５６１，Ｐ＜０．０１）。

ＣＬＰ后外周血 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６，ＩＬ１０的变
化，见表 １，图２。
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表 １　ＣＬＰ后外周血中 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６，ＩＬ１０浓度（ｐｇ／ｍＬ）的变化（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

指标 假手术对照
时间（ｈ）

３ ６ １２ ２４ ４８ ７２

ＴＮＦα １２８．１±１１．６ ２３７．２±２４．２１），２） ３３２．８±２２．７１），２） １６７．７±１７．６１） １３１．１±１１．６ １５５．４±２３．７ １１７．２±１０．９

ＩＬ１β ４３．９±４．８ ４４．９±５．６ ５７．３±３．８１），２） １０４．７±８．８１），２） １５１．１±９．３１），２） ６７．９±９．４１），２） ４９．３±８．３

ＩＬ６ ８３．７±６．９ １１０．４±９．６１），２） １５４．４±１３．３１），２） ２６９．２±１５．１１），２） １１４．３±８．８１），２） ７０．１±１０．９１） ４７．９±１０．７

ＩＬ１０ ２６．４±４．７ ２５．７±３．８ ２９．１±１．７ ３３．０±４．０ ８４．６±１３．３１），２） １４６．３±１６．４１），２） ３９．０±４．８１），２）

　　　　注：与对照组比，１）Ｐ＜０．０５；２）Ｐ＜０．０１

图２　大鼠ＣＬＰ后外周血细胞因子的变化

２．３　转染后的细胞因子变化

转染 ＨＳＰ７０基因后 ＣＬＰ大鼠血清 ＴＮＦα高峰

值为 ６ｈ；ＩＬ６高峰值为 １２ｈ；ＩＬ１β高峰值为 ２４ｈ；

ＩＬ１０高峰值为 ４８ｈ（图 ３）。

ＨＳＰ７０基因转染后 ６ｈ的 ＴＮＦα血清浓度与转

染前 相 比 无 显 著 性 差 异 （ｔＴＮＦα＝０．５８０，Ｐ ＞

０．０５）；ＨＳＰ７０基因转染后 １２ｈ的 ＩＬ６血清浓度与

转染前 相 比 无 显 著 性 差 异 （ｔＩＬ６＝１．５８９，Ｐ ＞

０．０５）；ＨＳＰ７０基因转染后 ２４ｈ的 ＩＬ１β血清浓度

与转染前相比无显著性差异（ｔＩＬ１β＝０．８０２，Ｐ ＞

０．０５）；ＨＳＰ７０基因转染后 ４８ｈ的 ＩＬ１０血清浓度与

转染前相比有显著性差异（ｔ＝３．７９６，０．０１＜Ｐ

＜０．０５）（表 ２）。

图 ３　转染 ＨＳＰ７０基因对 ＣＬＰ大鼠血清细胞因子的影响

表 ２　ＨＳＰ７０基因转染对 ＣＬＰ大鼠血清细胞因子（ｐｇ／ｍＬ）的影响（ｎ＝５，ｘ±ｓ）

大鼠
ＴＮＦα（６ｈ）

对照组 转染组

ＩＬ６（１２ｈ）

对照组 转染组

ＩＬ１β（２４ｈ）

对照组 转染组

ＩＬ１０（４８ｈ）

对照组 转染组

１ 　１１５．５ １２８．１ １２０．５ １４５．５ ５８．４ ６８．１ １７．３ ２７．５

２ 　１０２．８ ８８．２ １３６．４ １３６．７ ５５．４ ４０．３ ２２．８ ２９．７

３ 　１２３．４ １００．２ １１５．４ １２８．４ ４２．３ ４５．２ ２３．４ ３６．８

４ 　 ９６．７ ９４．３ １２０．７ １１８．３ ６６．７ ５１．７ ２８．６ ３１．４

５ 　１０５．５ １１３．６ １２２．３ １２６．１ ４５．８ ４３．６ ２３．４ ４２．３

均值 　１０８．５８ １０４．８８ １２３．０６ １３１．０ ５３．７２ ４９．７８ ２３．１ ３３．５

标准差 　 １０．７１ １６．０３ ７．９０ １０．４３ ９．８３ １１．０５ ４．０１ ５．９８

ｔ值 ０．５８０ １．５８９ ０．８０２ ３．７９６

Ｐ值 ０．６８０６８ ０．２１４３ ０．４８２５６ ０．０１４２

　　　　注：与对照组比Ｐ＜０．０５
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　第３期　　　　　 程应东，等：ＨＳＰ７０基因转染对大鼠脓毒症早期外周血细胞因子的影响

３　讨　论

脓毒症及其并发的 ＭＯＤＳ是外科监护室患者

死亡的主要原因。内毒素刺激免疫系统和血管内

皮系统的炎症效应细胞产生大量的炎性介质，其

中主要有促炎细胞因子如 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６和

抗炎细胞因子如 ＩＬ１０等［２～４］。ＴＮＦα是机体受

到有害刺激后最初分泌、起关键始动作用的细胞

因子，其核心作用是在炎症反应中激活细胞因子

级联反应。ＩＬ１β可由内毒素直接刺激产生，也可

由 ＴＮＦα诱导产生，ＩＬ１β升高后可与 ＴＮＦα协

同作用共同刺激 ＩＬ６的产生。ＩＬ６既能促进炎症

反应，也能限制炎症反应。研究［５］发现，通过监测

ＩＬ６的变化可以提高脓毒症鉴别诊断的精确程

度；血清 ＩＬ６的浓度能够反映心肌功能不全和疾

病的严重程度，ＩＬ６／ＩＬ１０的值比 ＴＮＦα／ＩＬ１０

的值更能反映外科手术中促炎 ／抗炎细胞因子的

平衡关系，也能代表脓毒症的炎症状态［６］。这些

促炎细胞因子之间 相 互 作 用可形 成许多正反馈

环，导致炎症反应的持续加重。ＩＬ１０主要由 Ｔｈ２

细胞产生，它可抑制单核细胞合成和分泌多种细

胞因子，通过调节 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６的产生来减

轻炎症反应，它们之间的相互作用形成复杂的互

动关系，形成所谓的“炎症瀑布效应”。

ＨＳＰ７０是热休克蛋白的主要成分，其主要功能

是作为分子伴侣，提供细胞保护作用。提高机体

ＨＳＰ７０含量的方法有两类：诱导内源性 ＨＳＰ７０的

表达和导入外源性 ＨＳＰ７０基因。与自身热应激动

员正常 ＨＳＰ７０高水平表达的保护作用相比，通过

基因转染诱导 ＨＳＰ７０的高表达能更有效地保护重

要脏器 的 损伤［７］。腺 病 毒 具 有 很 好 的 细 胞 依 附

性、穿透性，能够避免胞内自溶降解，且不需要靶

细胞进行复制表达外源基因，因而作为基因治疗

的载体得到了广泛应用，这在本实验得到了进一

步证实。

本研究中发现，脓毒症早期（＜７２ｈ），促炎细

胞因子明显高表达，抗炎细胞因子明显低表达，表

明促炎细胞因子与抗炎细胞因子的表达处于失衡

状态。尽管没有检测所有促炎和抗炎细胞因子的

表达，但可以看出一种趋势，即在脓毒症早期抗炎

细胞因子可能不足以同促炎细胞因子相抗衡，使

促炎细胞因子产生失控，从而导致全身炎症反应

的失控，引起组织器官的损伤。转染 ＨＳＰ７０后血

清 ＴＮＦα，ＩＬ６，和 ＩＬ１β的浓度与对照组相比没

有发生变化，说明 ＨＳＰ７０转染后能够阻断体内促

炎细 胞 因 子 的 释 放。 研 究［８］报 道，高 表 达 的

ＨＳＰ７０能够限制 ＬＰＳ诱导的 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的产

生，应用反义 ＨＳＰ７０ＤＮＡ转染能明显抑制在 ＬＰＳ

诱导的 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ１０的产生，这些结果证

实 ＨＳＰ７０可以作为 ＬＰＳ诱导细胞因子产生的抑制

剂。本研究中也发现，抗炎细胞因子 ＩＬ１０在实验

组与对照组中的表达存在差异，说明 ＨＳＰ７０并未

抑制抗炎细胞因子的产生，提示 ＨＳＰ７０基因转染

具有抗炎作用。这对于防治脓毒症及多脏器功能

不全具有潜在的临床应用价值。
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