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  [摘 要] 目的 探讨6%羟乙基淀粉(HES)130/0.4对创伤性家兔炎症介质及其信号通路———微小

RNA(miR)-146a/Toll样受体-4(TLR4)/核因子-κB(NF-κB)的影响。方法 2022年4月选取新西兰雄性家兔

16只,麻醉后用钝器敲打家兔的后肢造成后肢骨折,然后行骨折切开内固定术。常规备皮、消毒,骨折部位外侧

切口,显露股骨骨折部位,胯骨折线置入合适的国产四孔钢板,在骨折对应的肌肉组织2
 

cm×2
 

cm制作软组织

缺损模型,同时,取血液和骨折部分肌肉组织备检(T0)。将家兔采用随机数字表法分为乳酸钠林格(LR)组和

HES组,每组8只。LR组注射10
 

mL/kg
 

LR,HES组注射10
 

mL/kg
 

HES,每天1次,输注5
 

d,结束后将家兔

麻醉取损伤部位肌肉组织备检(T1)。采用酶联免疫吸附试验法测定T0、T1 时家兔血液肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)、白细胞介素-1(IL-1)、IL-6等,蛋白质印迹法测定T0、T1 时家兔肌肉组织NF-κB

 

P65、TLR4、IL-1受体相关

激酶1(IRAK1)和TNF受体相关因子6(TRAF6)蛋白,逆转录-聚合酶链反应法检测T0、T1 时家兔肌肉组织

miR-146a。结果 与T0 时比较,2组家兔T1 时血液TNF-α、IL-1、IL-6水平,以及肌肉miR-146a、NF-κB
 

P65、

TLR4、IRAK1、TRAF6蛋白水平均明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。与LR组比较,HES组家兔

T1 时血液TNF-α、IL-1、IL-6水平,以及肌肉组织NF-κB
 

P65、TLR4、IRAK1、TRAF6蛋白水平均明显降低,肌

肉组织miR-146a表达水平明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 HES可能通过上调 miR-146a
表达水平,负反馈调节 TLR4

 

信号通路上的
 

IRAK1、TRAF6,抑制炎症介质的产生而减轻创伤家兔的炎性

反应。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

6%
 

hydroxyethyl
 

starch
 

(HES)
 

130/0.4
 

on
 

the
 

in-
flammatory

 

mediators
 

and
 

its
 

signal
 

pathway
 

micro
 

RNA(miR)-146a/Toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)/nuclear
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

in
 

traumatic
 

rabbits.Methods A
 

total
 

of
 

16
 

New
 

Zealand
 

male
 

rabbits
 

were
 

selected
 

in
 

A-
pril

 

2022.After
 

anesthesia,the
 

hind
 

limbs
 

of
 

the
 

rabbits
 

were
 

beaten
 

with
 

blunt
 

objects
 

to
 

cause
 

hind
 

limb
 

fractures,and
 

then
 

the
 

fractures
 

were
 

treated
 

with
 

open
 

internal
 

fixation.The
 

skin
 

was
 

prepared
 

and
 

disinfec-
ted,the

 

lateral
 

incision
 

of
 

the
 

fracture
 

site
 

was
 

exposed,and
 

the
 

femur
 

fracture
 

site
 

was
 

exposed,after
 

that
 

a
 

suitable
 

domestic
 

four-hole
 

steel
 

plate
 

was
 

placed
 

across
 

the
 

fracture
 

line.A
 

soft
 

tissue
 

defect
 

model
 

was
 

made
 

in
 

the
 

muscle
 

tissue
 

corresponding
 

to
 

the
 

fracture
 

of
 

about
 

2
 

cm×2
 

cm,and
 

at
 

the
 

same
 

time,the
 

muscle
 

tis-
sue

 

of
 

the
 

blood
 

fracture
 

was
 

taken
 

for
 

backup
 

examination
 

(T0).According
 

to
 

random
 

number
 

table
 

method,
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the
 

rabbits
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

sodium
 

lactate
 

Ringer
 

(LR)
 

group
 

and
 

the
 

HES
 

group,with
 

eight
 

rabbits
 

in
 

each
 

group.The
 

LR
 

group
 

was
 

injected
 

with
 

10
 

mL/kg
 

LR,while
 

the
 

HES
 

group
 

was
 

injected
 

10
 

mL/kg
 

HES
 

once
 

a
 

day
 

for
 

five
 

days.After
 

the
 

infusion
 

rabbits
 

were
 

anesthetized,the
 

muscle
 

tissue
 

of
 

the
 

injured
 

site
 

was
 

taken
 

for
 

backup
 

examination
 

(T1).The
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin-1
 

(IL-1)
 

and
 

IL-6
 

in
 

blood
 

of
 

rabbits
 

at
 

T0 and
 

T1,and
 

western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

NF-κB
 

P65,TLR4,IL-1
 

receptor-associated
 

kinase
 

1
 

(IRAK1),and
 

TNF
 

recep-
tor-associated

 

factor
 

6
 

(TRAF6)
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

muscle
 

tissue
 

at
 

T0 and
 

T1.The
 

reverse
 

transcription-
polymerase

 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

miR-146a
 

in
 

the
 

rabbit
 

muscle
 

tissue
 

at
 

T0 and
 

T1.Results 
Compared

 

with
 

T0,the
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-1,IL-6
 

in
 

blood,and
 

the
 

levels
 

of
 

miR-146a,NF-κB
 

P65,TLR4,I-
RAK1,and

 

TRAF6
 

protein
 

in
 

muscle
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

significantly
 

higher
 

at
 

T1,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

LR
 

group,the
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-1
 

and
 

IL-6
 

in
 

blood,NF-κB
 

P65,TLR4,IRAK1
 

and
 

TRAF6
 

protein
 

in
 

muscle
 

of
 

the
 

rabbits
 

in
 

the
 

HES
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

lower
 

at
 

T1,while
 

the
 

level
 

of
 

miR-146a
 

in
 

muscle
 

was
 

significantly
 

higher,with
 

statistical
 

significance
 

differences
 

(P<0.05).Conclusion HES
 

may
 

upregulate
 

miR-146a,negatively
 

feedback
 

to
 

regulate
 

IRAK1
 

and
 

TRAF6
 

in
 

the
 

TLR4
 

signal
 

pathway,and
 

inhibit
 

the
 

production
 

of
 

inflammatory
 

mediators,thus
 

reducing
 

the
 

inflammatory
 

response
 

of
 

traumatic
 

rabbits.
[Key

 

words] Hydroxyethyl
 

starch; Micro
 

RNA-146a; Toll-like
 

receptor
 

4; Nuclear
 

factor-κB; 
Rabbit; Inflammatory

 

response

  创伤后机体存在不同程度的炎性反应,引起白细

胞介素-1(IL-1)、IL-6、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等炎

性细胞因子释放[1]。创伤性炎症介质能使毛细血管

通透性增加、大量蛋白质渗出造成水肿,也能使血管

内中性粒细胞变形和黏附能力增强,使其更易游走至

间质并释放炎症介质,在组织中形成“瀑布式”的炎症

级联反应而加重机体损伤[2]。微小RNA(miRNA)在
机体炎性反应和免疫应答中具有重要的调节作用[3]。

miR-146a是首先被证实在免疫系统中具有负向调控

免疫炎性反应的 miRNA[4],被认为是固有免疫及适

应性免疫细胞分化的重要调控者。miR-146a主要通

过其靶基因IL-1受体相关激酶
 

1(IRAK1)和TNF受

体相关因子
 

6(TRAF6)在协调免疫和炎症信号传导

中发挥作用[5]。活化的
 

IRAK1、TRAF6可引起Toll
样受体-4(TLR4)及核因子-κB(NF-κB)过度表达,促
进炎症介质,如TNF-α、IL-1、IL-6的释放,miR-146a
的抗炎作用在一定程度上通过抑制TLR4/NF-κB信

号通路发挥作用[6]。
羟乙基淀粉(HES)130/0.4是第3代 HES,可降

低
 

IL-1、IL-6、TNF-α等炎症因子而减少创伤患者的

炎性反应[7];注射 HES可降低急性肺损伤大鼠体内

TLR4/NF-κB表达水平[8],从而减轻炎性反应,具有

抗炎作用,但其作用机制尚不明确。因而建立创伤家

兔模型,模拟创伤患者损伤及手术治疗过程,探讨

HES对创伤性家兔炎症介质 及 miR-146a/TLR4/

NF-κB的影响,明确 HES减轻创伤性炎性反应作用

机制具有重要的临床意义。

1 材料与方法

1.1 研究对象 2022年4月选取新西兰雄性家兔

(购自山东济南朋悦实验动物繁育有限公司,货号

37009214625)16只作为研究对象,采用随机数字表法

分为乳酸钠林格(LR)组和 HES组,每组8只。本研

究获医院伦理委员会审批。

1.2 方法

1.2.1 动物模型制备 将家兔麻醉后用钝器敲打家

兔后肢造成后肢骨折,然后行骨折切开内固定术。麻

醉方法:5%异戊巴比妥钠(30
 

mg/kg)经耳缘静脉注

射,异戊巴比妥钠2~5
 

mg/(kg·h)静脉维持。常规

备皮、聚维酮碘消毒,铺无菌巾。骨折部位外侧切口,
显露股骨骨折部位,术中将骨膜纵行切开,以保留骨

膜完整性,胯骨折线置入合适的国产四孔钢板,远近

端各2枚螺钉固定,在骨折对应肌肉组织2
 

cm×2
 

cm
作为软组织缺损模型,同时,取血液和少量肌肉组织

备检(T0)。缝合肌肉和皮肤,饲养在清洁环境中。

LR组注射10
 

mL/kg
 

LR,HES组注射10
 

mL/kg
 

HES,每天1次,输注5
 

d,完成后麻醉取2组家兔血

液和损伤部位肌肉备检(T1)。

1.2.2 酶联免疫吸附试验法测定血液TNF-α、IL-1、

IL-6水平 T0、T1 时经耳缘静脉采集2组家兔血液,
离心后吸取上清液,-70

 

℃冰箱保存待检。根据酶联

免疫 吸 附 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作;酶 标 仪 吸 收

450
 

nm波长检测A 值。各孔得到的A 值减去空白

组A 值为各孔实际A 值,用于反映血清IL-1、IL-6、

TNF-α水平。
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1.2.3 蛋白质印迹法测定肌肉组织 NF-κB
 

P65、

TLR4、IRAK1、TRAF6蛋白水平 将损伤肌肉组织

研磨后放入蛋白裂解液进行裂解,2
 

h后取混合液离心

后收集上清液加入蛋白上样缓冲液,根据二辛可酸法蛋

白定量结果上样,通过凝胶电泳凝胶分离并转移至聚偏

二氟乙烯膜,加入针对NF-κB
 

P65(货号ab76302,英国

Abcam公司)、TLR4(货号ab13556,英国 Abcam 公

司)、IRAK1(货 号 ab18256,英 国 Abcam 公 司)、

TRAF6(货号ab76302,英国 Abcam 公 司)的 一 抗

4
 

℃孵育过夜,采用 Western洗涤缓冲液洗后加入二

抗,采用微型化学发光成像分析系统,应用ImageJ软

件分析条带密度,计算蛋白表达量。

1.2.4 逆转录-聚合酶链反应(PCR)法检测肌肉组织

miR-146a水平 将2组家兔T0、T1 时肌肉组织研磨

成细粉后加入环氧树脂管中,加入裂解/结合缓冲液、
无水乙醇、氯仿等搅拌混匀,将混合液分次加入一个

吸附柱RNase-free吸附套管中,经多次离心取出吸附

柱RNase-free吸附套管,提取总RNA。根据逆转录

试剂盒说明书将纯化的
 

RNA
 

逆转录为cDNA,以

cDNA为模板进行荧光定量-PCR扩增,最终按荧光

定量-PCR试剂盒说明书在荧光定量-PCR仪器中操

作,以U6作为内参。引物序列:miR-146a,正向:5'-
CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3',反 向:5'-GGGT-
GAGA

 

ACTGAATTCCA-3'。U6,正 向:5'-GCT-
TCGGC

 

AGCACATATACTAAAAT-3',反 向:5'-
CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'

 

。

1.3 统计学处理 应用SPSS22.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s表示,组内不同时间点比较

采用单因数方差分析,组间比较采用成组t 检验。

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 2组家兔不同时间点炎性细胞因子水平比较 
与T0 时比较,2组家兔T1 时血液TNF-α、IL-1、IL-6水

平均明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05);与LR
组比较,HES组家兔T1 时血液TNF-α、IL-1、IL-6均明

显降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
 

2.2 2组家兔不同时间点 NF-κB
 

P65、TLR4、I-
RAK1、TRAF6蛋白水平比较 与T0 时比较,2组家

兔T1 时TLR4、NF-κB
 

P65、IRAK1、TRAF6蛋白水

平均明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05);与
LR组比较,HES组家兔T1 时TLR4、NF-κB

 

P65、I-
RAK1、TRAF6蛋白水平均明显降低,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见图1、表2。

2.3 2组家兔不同时间点肌肉组织miR-146a表达水

平比较 miR-146a在T0 时数值为标准值1,与T0 时

比较,创伤后miR-146a在T1 时相对数值:HES组为

1.69±0.07,LR组为1.52±0.07;2组家兔在创伤后

miR-146a表达水平均明显升高,差异均有统计学意义

(P<0.05);HES组家兔T1 时miR-146a表达水平明

显高于LR组,差异有统计学意义(P<0.05)。见

图2。
表1  2组家兔不同时间点炎性细胞因子水平

   比较(x±s,pg/mL)

项目 T0 T1 t P

TNF-α

 LR组(n=8) 5.46±0.52 17.80±1.50 21.712
 

0.010
 

 HES组(n=8) 5.41±0.41 15.69±1.65
 

20.283
 

0.010
 

 t 0.251 7.152 - -

 P 0.863 0.010
 

- -

IL-6

 LR组(n=8) 4.78±0.41 17.61±0.78
 

33.621
 

0.010
 

 HES组(n=8) 4.89±0.35 16.06±0.99
 

27.452
 

0.010
 

 t 0.485 8.312 - -

 P 0.642 0.013 - -

IL-1

 LR组(n=8) 3.58±0.34 6.80±0.66 10.934
 

0.010
 

 HES组(n=8) 3.54±0.23 6.03±0.39
 

14.223
 

0.010
 

 t 0.252 2.602 - -

 P 0.811 0.036 - -

  注:-表示无此项。

图1  2组家兔不同时间点NF-κB
 

P65、TLR4、IRAK1、

TRAF6蛋白水平比较

表2  2组家兔不同时间点NF-κB
 

P65、TLR4、IRAK1、

   TRAF6蛋白水平比较(x±s)

项目 T0 T1 t P

NF-κB
 

P65

 LR组(n=8) 0.80±0.09 1.53±
 

0.09 26.063
 

0.010
 

 HES组(n=8) 0.81±0.07 1.37±0.09
 

25.252
 

0.010
 

 t 0.371 3.523 - -

 P 0.722 0.073 - -
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续表2  2组家兔不同时间点NF-κB
 

P65、TLR4、IRAK1、

   TRAF6蛋白水平比较(x±s)

项目 T0 T1 t P

TLR4

 LR组(n=8) 0.63±0.08 1.56±0.12 12.927
 

0.010
 

 HES组(n=8) 0.64±0.05 1.35±0.11 14.223
 

0.010
 

 t 0.291 6.922 - -

 P 0.776 0.012 - -

IRAK1

 LR组(n=8) 0.82±0.11 1.65±0.12
 

18.052
 

0.010
 

 HES组(n=8) 0.80±0.11 1.45±0.12
  

15.332
 

0.010
 

 t 1.123 3.052 - -

 P 0.299 0.019 - -

TRAF6

 LR组(n=8) 0.29±0.03 1.51±0.24 21.423 0.010
 

 HES组(n=8) 0.31±0.02 1.17±0.13
 

29.434 0.010
 

 t 1.420 2.814 - -

 P 0.192 0.026 - -

  注:-表示无此项。

图2  2组家兔不同时间点肌肉组织 miR-146a表达

水平比较

3 讨  论

HES
 

130/0.4是第3代 HES,相对分子质量为

130×103,相对分子质量降低且更加集中,对凝血及

肝、肾功能的影响更小[7]。HES的使用争论焦点主要

在于 肾 功 能 损 害,有 研 究 表 明,中 等 剂 量 HES
[(10.3±4.7)mL/kg]在合适人群中使用不会增加肾

损伤的风险,现在国内将其广泛用于创伤或临床有失

血症状的手术患者[9]。创伤刺激能引起机体免疫系

统细胞释放大量炎症介质,炎性反应的轻重取决于促

炎性细胞因子水平,其中主要促炎性细胞因子有

IL-1、IL-6、TNF-α等[2]。促炎性细胞因子可激发NF-
κB的表达,而 NF-κB反过来可提高IL-6、TNF-α水

平,形成一个表达的正反馈。有研究发现,HES可通

过影响TNF-α、IL-6、IL-10等炎症因子的促炎及抗炎

反应平衡而诱导大鼠淋巴细胞的增殖与分化,HES还

可抑制巨噬细胞蛋白增加[10],并且早期应用 HES更

加有利于抑制炎性反应[11]。既往研究发现,HES可

通过抑制NF-κB途径降低炎性反应,从而降低毛细血

管渗漏[12]。创伤和手术刺激主要通过启动炎性反应

及促进释放大量细胞因子,进而引发全身应激反应。
本研究使用创伤家兔模拟创伤患者损伤及手术治疗

过程,因损伤部位的炎性反应最明显,所以,取损伤部

位肌肉作为不同治疗组进行对照研究,结果显示,与

LR组比较,HES组家兔T1 时TNF-α、IL-1、IL-6水

平均明显降低,差异均有统计学意义(P<0.05),表明

使用HES可降低创伤性炎性细胞因子水平。

miRNA是一类内源性非编码单链RNA,其在免

疫功能的调节、免疫细胞生长与分化和自身免疫的预

防中均具有重要作用,主要通过转录后调控基因表

达,最终影响信号通路下游蛋白分子的表达而发挥作

用,且绝大多数
 

miRNA
 

对基因表达的作用是抑制性

的,具有负反馈作用[3,13]。miR-146a是在免疫系统中

具有重要调节作用的 miRNA,尤其是在免疫应答及

炎性反应方面的调节作用[4]。IRAK1在各种细胞中

广泛表达,主要作用是作为一种受体蛋白激酶参与了

TLR等信号传导通路,对炎性反应具有重要的调节作

用。TRAF6是一种重要的细胞内多功能信号分子,
具有独特的受体结合特异性。IRAK1、TRAF6作为

miR-146a公认的靶基因,是全身炎症及免疫应答的有

效调节因子,miR-146a通常通过其发挥作用[5,14]。

TLR4是一种膜结合蛋白,激活的TLR4可募集下游

细胞内髓样分化因子88(MyD88)蛋白,MyD88通过

miR-146a的IRAK1、TRAF6形 成
 

MyD88-IRAKs-
TRAF6

 

复合体参与信号传导,最终作用于下游
 

NF-
κB

 

通路,调节炎症因子释放[15]。TAGANOV 等[16]

发现,脂多糖刺激细胞可使 NF-κB依赖的 miR-146a
表达水平升高,并已通过荧光素酶报告基因试验和突

变试验证实。有研究在人工模拟炎症疾病模型中使

用miR-146a骨髓细胞定向递送的方法,验证了 miR-
146a通过靶向NF-κB信号通路抑制炎性反应[17]。当

miR-146a表达水平升高时,IRAK1、TRAF6表达水

平均下调,因此,认为 miR-146a调控TLR/NF-κB信

号通 路 应 答 炎 性 反 应 是 以 负 反 馈 方 式 发 挥 作 用

的[18-19]。本研究结果显示,2组家兔 TLR4、NF-κB
 

P65、IRAK1、TRAF6蛋白水平在创伤后均明显升高,

HES 组 家 兔 T1 时 TLR4、NF-κB
 

P65、IRAK1、

TRAF6蛋白水平均明显低于LR组,差异均有统计

学意义(P<0.05),表明 HES能抑制 TLR4/NF-κB
表达,从而减轻创伤性炎性反应。本研究同时发现,2
组家兔创伤后 miR-146a表达水平均明显升高,而

·412· 现代医药卫生2023年1月第39卷第2期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,January
 

2023,Vol.39,No.2



HES组家兔创伤后 miR-146a表达水平更高。表明

HES可 能 通 过 上 调 miR-146a表 达 抑 制IRAK1、

TRAF6的产生,使TLR4/NF-κB活化减少而抑制炎性

反应。
综上所述,HES可减轻创伤性家兔的炎性反应,

其机制可能是 HES通过调控 miR-146a负反馈调节

TLR4
 

信号通路的
 

IRAK1、TRAF6,降低NF-κB蛋白

的表达,进而减少信号通路下游促炎性细胞因子IL-
6、IL-1、TNF-α的表达。然而,本研究未添加通路抑

制剂进行反向验证,今后将进一步完善分组设置进行

研究。
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可疑感染新生儿作为研究对象,采集出生后3
 

h内胃

液和咽拭子标本,通过围产期母婴病原体核酸检测悬

浮微珠液相芯片完成11种病原体检测,结果显示,新
生儿胃液和咽拭子标本11种病原体核酸检测结果基

本一致。
 

本研究是对可疑感染新生儿的病原体筛查,检测

结果阳性率偏低,胃液标本总阳性检出率为11.67%,
咽拭子标本总阳性检出率为10.00%,11种病原体中

仅有 UP、EC、UU、MH
 

4种病原体检出阳性,其他

7种病原体均未检出,但考虑到为配对资料,且样本量

大于100例,统计学结论具有一定的临床意义,认为

新生儿胃液和咽拭子标本11种病原体核酸检测结果

基本一致,也可通过提高样本量进一步验证结果的代

表性。
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