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!!&摘要'!目的!探讨乌司他丁减轻髋部骨折后肺损伤的作用及相关机制(方法!将W$只"#月龄(O大鼠随

机分为对照组+实验组及干预组#每组P只#后W组制成左侧髋部骨折#其中干预组在造模前给予尾静脉注射乌司

他丁T####M-N-(造模W$6后处死各组大鼠#检测各组实验动物血清中线粒体ORX!?>ORX"水平#肺泡灌洗液

中肿瘤坏死因子2$!IR&2$"+白细胞介素2!!5J2!"水平#肺组织中>;@@样受体2V!IJ/V"+转录因子R&2-3表达水平#

肺组织干湿质量比!1-O"+病理评分情况(结果!实验组大鼠血清中?>ORX水平#肺泡灌洗液中IR&2$+5J2!水

平#肺组织中IJ/V+R&2-3表达水平#肺组织 1-O+病理评分情况均高于对照组!'%#C#T",干预组大鼠血清中

?>ORX水平#肺泡灌洗液中IR&2$+5J2!水平#肺组织中IJ/V+R&2-3表达水平#肺组织 1-O+病理评分情况均较

实验组下降!'%#C#T"#但均未恢复至对照组水平!'%#n#T"(结论!乌司他丁可能通过减少髋部骨折释放的

?>ORX#进而降低肺组织中IJ/V+R&2-3表达及下游的炎症因子水平#最终达到保护肺功能的作用(

&关键词'!髋部骨折!肺损伤!线粒体ORX!炎症因子!IJ/V!R&2-3

I<9;,$;#*,.AA,$;'(-S;:I9::#D>,+,$%'(#:C9A)>#(':;';#(9(R&(GS(K&<@S(-&$,-D@W#F=<'$;&<,!()*P,-.85

L./#342).8# #34M.8#%P+%O9./#()*+%<@/5#->?@!.ABC@/B8DPAB"8!@L-FG#<@GB="-/.)8G!-B.##

1-F"9./2/-H@AG-B$#.67,-89!"##$"#.6+,:

# .;<<7=0;,8+,-:9>6;<#*2?:+@$@+96:;!S#$!"!SCB;?

&?D:;<'$;'!JDK,$;#*,! I;+,G7=>+-:>7>670<;>7B>+G77FF7B>:,8+>=0;==+D@7?7B6:,+=?;F9@+,:=>:>+,;,@9,-

+,d9<HB:9=78DH6+0F<:B>9<7C+,;%9-:!I;>:@W$(O<:>=A7<7<:,8;?@H8+G+878+,>;B;,><;@#6+0F<:B>9<7:,86+0

F<:B>9<7Q9@+,:=>:>+,-<;90=!/iP"CI67<:>=;F6+0F<:B>9<7:,86+0F<:B>9<7Q9@+,:=>:>+,-<;90=?:87>67@7F>6+0

F<:B>9<7CI67>:+@G7+,;F<:>=;F6+0F<:B>9<7Q9@+,:=>:>+,-<;90A7<7+,d7B>78A+>6T####M-N-9=>;8+,D7F;<7?:87

F<:B>9<7?;87@CZ+@@78<:>=W$6:F>7<?;@8D9+@8+,-C(7<9? ?>ORX#>9?;<,7B<;=+=F:B>;<2$ !IR&2$":,8

+,>7<@79N+,!5J"2!+,D<;,B6;:@G7;@:<@:G:-7F@9+8#I;@@@+N7<7B70>;<2V!IJ/V":,8,9B@7:<F:B>;<!R&"2-30<;>7+,

7E0<7==+;,+,@9,->+==97#A7>-8<H<:>+;:,80:>6;@;-+B:@=B;<7=;F@9,-A7<787>7B>78+,:@@>6<77-<;90=CB,:&>;:!

(7<9??>ORX#IR&2$:,85J2!+,D<;,B6;:@G7;@:<@:G:-7F@9+8#IJ/V:,8R&2-30<;>7+,7E0<7==+;,=+,@9,-

>+==97#A7>-8<H<:>+;:,80:>6;@;-+B:@=B;<7=;F@9,-+,6+0F<:B>9<7-<;90A7<7=+-,+F+B:,>@H6+-67<>6:,>6;=7+,

B;,><;@-<;90 !'%#C#T"CM@+,:=>:>+,=+-,+F+B:,>@H<789B78>67@7G7@=;F=7<9? ?>ORX#IR&2$:,85J2!+,

D<;,B6;:@G7;@:<@:G:-7F@9+8#IJ/V:,8R&2-30<;>7+,7E0<7==+;,=+,@9,->+==97#:=A7@@:=A7>-8<H<:>+;:,8

0:>6;@;-+B:@=B;<7=;F@9,-!'%#C#T"C89($>&:#9(!M@+,:=>:>+,?+-6>B;9@80<;G+870<;>7B>+;,;,@9,-+,d9<H+,6+0

F<:B>9<7#:,8?>ORX2IJ/V2R&2-30:>6A:H?:H0@:H>67<;@7;F<789B+,-+,F@:??:>;<H@7G7@+,>670<;B7==C

&L,@M9<-:'!!4+0F<:B>9<7!!J9,-+,d9<H!!Y+>;B6;,8<+:@ORX!!5,F@:??:>;<H?78+:>;<=!!I;@@

@+N7<7B70>;<2V!!R&2-3

!!老年髋部骨折指!#岁以上人群发生在股骨头

关节面和小粗隆以下TB?之间的骨折#主要包括股

骨颈骨折或股骨粗隆间骨折
)" W*(随着医疗水平的

提高及生活环境的改善#人类平均寿命不断延长#全

球逐渐进入老龄化社会,加之老年人骨质退化+骨质

疏松+髋部肌肉松弛等原因#轻微的能量过载也能导

" 教育部博士点新教师类基因!R;CW#""#"P""W##$""和四川

省卫生厅科研项目!R;C#P#WP#"资助

# 通信作者#*2?:+@$@+96:;!S#$!"!SCB;?

致髋部骨折
)"*#所以老年髋部骨折的发病率逐年增

加(即使接受手术治疗#老年髋部骨折患者的预后

也较差
)S T*#而髋部发生骨折后引起的肺部并发症

是导致死亡的主要原因
)T*(但目前尚无治疗髋部骨

折引起肺部并发症的有效手段(

最新的研究显示#髋部骨折后释放线粒体ORX

!?+>;B6;,8<+:@ORX#?>ORX"刺激机体产生炎症反

应可能是引起急性肺损伤的机制之一
)!*(乌司他丁

是临床常用的抗炎药物之一#其具有稳定线粒体膜及
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保护线粒体的作用
)U*(那么#乌司他丁是否能降低老

年髋部骨折后?>ORX水平及炎症水平#从而减轻肺

损伤程度. 目前国内尚无乌司他丁治疗髋部骨折后

肺损伤的研究#本研究将探讨乌司他丁治疗老年髋部

骨折后肺损伤的作用以及可能相关机制(

1!材料与方法

1C1!动物分组及模型建立

W$只"#月龄清洁级雄性(O大鼠!平均体质量

T##-"#统一由四川大学实验动物中心提供并饲养

于带有空气过滤装置和置于层流柜内的塑料笼内(

随机分成S组$正常对照组!P只",实验组!P只#建

立髋部骨折模型",干预组!P只#建立髋部骨折模型

前一次性给予尾静脉注射乌司他丁T#### M-

N-
)P*"(

髋部骨折大鼠模型建立方法$"#_水合氯醛腹

腔注射麻醉大鼠#麻醉后将大鼠仰卧位置于自制骨

折打击器底板#左下肢置于砧板上#采用钢板垫高下

肢使其与水平面保持平行以使髋关节处于伸直位#

.臂透视下使大鼠下肢外旋#让髋关节处于正位时

固定#然后在.臂引导下使打击器尖端与大鼠粗隆

间连线保持一致#使T##-砝码从"UB?高处自由

落下#造成左侧髋部骨折)!*(术后大鼠恢复苏醒后

入笼继续常规饲养(

1C/!标本采集方法

造模W$6后处死各组大鼠留取血液+肺泡灌洗

液!D<;,B6;:@G7;@:<@:G:-7F@9+8#3XJ&"及肺组织样

本(留取W?J血液#经高速!S###<-?+,"离心

"T?+,后取上清#存于 P̀#^冰箱中(3XJ&留取方

法$处死动物后#暴露气管及肺部#结扎右主支气管#

左肺插入套管针固定#以W?J生理盐水注入气管#轻

轻按摩左肺#抽回灌洗液体#如此反复S次#得到

$CT?J3XJ&(肺组织留取方法$取出右上肺置入体

积分数$_多聚甲醛溶液中保存W$6#常规石蜡包埋

后切片!!%?"#二甲苯脱蜡#用体积分数"##_酒精+

V#_酒精+P#_酒精依次浸泡W?+,后#再先后用苏

木素染色"#?+,和伊红染色W?+,(然后将切片依

次用"##_酒精+V#_酒精+P#_酒精再次浸泡S?+,#

接着用二甲苯处理T?+,后#树胶封片#)@H?09=

.X(I系统拍照,同时取出右下肺冻存于 P̀#^超低

温冰箱#一月内行 17=>7<,D@;>检测(

1N7!血清C;[Y?及T?R=中炎症因子检测方法

使用 ORX 提取试剂盒 !.!VT#$#c+:-7,#

M(X"提取3XJ&中的ORX(按照秦超毅等)V*
建

立的 './ 体 系 检 测 3XJ& 中 ?>ORX 水 平#

?>ORX引物上游为$T[2.XXIX....X.....I

IXI.2S[#下游为$T[2%X%%.I.XI...%XI.X

IX%2S[,利用十倍稀释梯度的携带?>ORX的质粒

!(."#""UW#)/5%*R*#M(X"建 立 标 准 曲 线#

?>ORX的浓度使用标准转换系统转换成拷贝数

!6>>0$--B7@=C9<+C789--=B-B,8,:C6>?@"#最后得出

血清 单 位 体 积 内 ?>ORX 的 拷 贝 数 代 表 循 环

?>ORX水平(

严格按照说明书操作#采用*J5(X试剂盒!索

莱宝#北京"检测3XJ&中肿瘤坏死因子2$!IR&2$"

和白细胞介素2!!5J2!"等炎症因子水平(

1N3!P,:;,<(D>9;法检测肺组织中;9>>样受体Q6

!XRB6"+转录因子Y=Q%T蛋白水平

将"?J裂解缓冲液加入冰冻肺组织!T#?-"#

冰上匀浆#$^下"W###<-?+,离心"#?+,#留取血

清通过3.X试剂盒测定蛋白含量(取蛋白质样品

$#%-#使用"#_十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝胶

电泳#分别进行转膜+封闭#"g"###IJ/V+R&2-3

抗体!XDB:?#美国"$^孵育过夜#二抗!"gT###"

室温孵育"6#曝光显影得到条带后进行分析(分

别取IJ/V+R&2-3与内参%X'O4 灰度值的比值

代表蛋白表达量(

1NO!肺组织干湿质量比!P!["

处死动物后#取右肺中叶组织称质量#放入

!#^恒温烤箱中UW6至恒重后再次称质量#两次

质量之比即为肺组织 1-O(

1C5!肺组织损伤评分标准

将肺病理切片行4*染色#置于显微镜下观察#

对肺泡+间质炎性改变+出血+肺不张和肺水肿等方

面进行评分#正常为#分+轻度改变为"分+中度改

变为W分+重度改变为S分#每张病理切片均由两位

有经验的病理医师双盲评分#观察T个高倍视野#取

平均值即得肺组织损伤评分
)"#*(

1C2!统计学方法

所有数据采用&SoG表示(组间比较采用单因

素分析#'%#C#T为差异有统计学意义(

/!结果

/N1!各组大鼠血清中C;[Y?水平

实验组 3XJ& 中 ?>ORX 水平高于对照组

4!P"PCU$o"!$CTU"B;0+7=-%JG=C!""SC!"o

WSnW$"B;0+7=-%J#'%#C#T5和干预组4!TW"C$So

#UP
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PSnTS"B;0+7=-%J#'%#C#T5(

/N/!各组大鼠T?R=中炎症因子水平

实验组大鼠3XJ&中 IR&2$水平高于对照组

4!TTCV$oVCWS"0--?JG=C!"TCTWoWC!P"0--?J#

'%#n#T5和干预组4!S!CWUoTCU$"0--?J#'%

#n#T5,实验组大鼠3XJ&中5J2!水平高于对照组

4!"TTnWSoW#CWP"0--?JG=C!"$CWVoWCUW"0--

?J#'%#C#T5和干预组4!V"nTWo"TCU$"0--?J#

'%#n#T5(干预组上述因子均高于对照组!'%

#n#T"(

图1!各组大鼠肺组织中XRB6及Y=Q%T表达情况

=#G1!X%,>,*,>:9AXRB6'(-Y=Q%TF<9;,#(,EF<,::#9(:#(>&(G

;#::&,:

. '%#C#T#G=CB;,><;@-<;90,"'%#C#T#G=C7E07<+?7,>:@

-<;90

/N7!各组大鼠肺组织XRBQ6及Y=Q%T的表达

!!如图"所示#实验组肺组织中IJ/2V和R&2-3

的表达水平高于对照组和干预组!'%#C#T",干预

组IJ/2V+R&2-3均较对照组高!'%#n#T"(

/C3!各组大鼠肺组织损伤情况

如图W所示#实验组肺 1-O及肺病理评分高

于对照组和干预组!'%#C#T"(干预组 1-O和肺

病理评分均未恢复至对照组水平!'%#n#T"(如图

S所示#实验组较对照组肺组织出现肺泡壁组织水

肿+肺间质出血以及中性粒细胞浸润等典型肺损伤

图/!各组大鼠 P![及病理评分比较

=#G/!P!['(-F';%9>9G#$'>:$9<,:9A>&(G;#::&,:

. '%#C#T#G=CB;,><;@-<;90,"'%#C#T#G=C7E07<+?7,>:@

-<;90

图7!各组大鼠肺病理改变情况(W.!V30

=#G7!I';%9>9G#$'>$%'(G,:#(>&(G;#::&,:NW.!V30

X$.;,><;@-<;90,3$*E07<+?7,>:@-<;90,.$M>+,:=>:>+,-<;90

的病理结构改变#干预组肺组织病理损伤程度较实

验组显著改善(

7!讨论

线粒体是真核细胞中十分重要的细胞器之一#

有学者认为其由真核祖细胞吞入细菌共生进化而

来
)""*#当细胞出现机械性损伤或者受到刺激后降

解#线粒体中的遗传物质!?>ORX"可从细胞进入血

液循环
)"W*(本研究结果发现髋部骨折后大鼠循环

中?>ORX水平高于对照组#说明髋部骨折这一机

械损伤过程可能导致骨折处细胞发生降解或破坏#

细胞内线粒体稳定性变差#?>ORX通过线粒体膜

和细胞膜#最终导致 ?>ORX释放进入实验动物血

液循环(由于 ?>ORX 与细菌 ORX 同源#其具有

与细菌 ORX 类似的大量未甲基化 .0% ORX 序

列#可 引 起 与 细 菌 感 染 类 似 的 炎 症 反 应)"W*(

]4XR%等
)"S*
通过建立休克动物模型#发现休克可

引起实验动物循环中 ?>ORX水平增加#继而激活

"UP
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IJ/V等信号通路导致炎症反应(%XR等
)!*
研究

也发现#髋部骨折后释放的 ?>ORX可能通过激活

IJ/V和 R&2-3继而引起炎症反应的产生(本研

究结果显示#髋部骨折大鼠肺组织中IJ/V及R&2

-3蛋白表达增加#3XJ&中IR&2$及5J2!等炎症

因子也高于对照组大鼠#说明髋部骨折大鼠体内升

高的炎症反应水平+肺组织中表达升高的IJ/V及

R&2-3可能与?>ORX释放有关(本研究结果还发

现#髋部骨折大鼠肺 1-O+肺组织病理评分均较对

照组高#这与既往研究结果类似)!*(实验动物

3XJ&中升高的炎症因子水平+肺组织中过表达的

IJ/V和R&2-3都可能是肺出现病理性改变的原

因(由此#我们认为髋部骨折释放 ?>ORX 入血#

?>ORX刺激肺组织中IJ/V+R&2-3蛋白表达增加

以及3XJ&中炎症因子水平升高#继而导致大鼠肺

出现病理性改变(

乌司他丁是从尿液中分离出来的一种糖蛋白#

具有广谱的酶抑制作用,与此同时#它还能稳定线粒

体膜#并且抑制多种炎症细胞因子!包括IR&2$+5J2

!"表达的上调)P#"$ "T*(本研究结果显示#乌司他丁

降低了老年髋部骨折大鼠血清中 ?>ORX表达水

平#抑制了老年髋部骨折大鼠肺组织中 IJ/V及

R&2-3的表达水平#减少了3XJ&中 IR&2$+5J2!

等炎症因子的表达#最终减轻了老年髋部骨折大鼠

肺的病理性损伤程度(这可能与乌司他丁具有保护

线粒体膜功能#减少 ?>ORX释放#继而减少下游

IJ/V2R&2-32炎症因子通路表达水平有关(

本研究首次发现乌司他丁可能通 过 减 少

?>ORX释放入血#对髋部骨折后肺损伤发挥保护

作用(这为降低髋部骨折后肺损伤程度提供了一种

新的治疗思路#但本研究亦发现乌司他丁的保护力

度有限#且缺乏阻断?>ORX表达的设计和数据#有

待下一步完善(
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