编辑老师您好:根据修改意见,回答如下:

既往有糖皮质激素治疗脓毒症休克和ARDS的研究,在重症脓毒症休克时,糖皮质激素可以改善循环,增加复苏成功率,在ARDS的中早期,糖皮质激素也可以改善肺顺应性.在肠道屏障保护方面,也有关于药理性营养素,营养支持方式改善肠道屏障功能的相关文献,但是糖皮质激素和脓毒症休克肠道屏障功能之间的关系,目前尚极少有相关研究,我们从糖皮质激素对脓毒症休克液体复苏的支持作用和ARDS的作用机制推测糖皮质可能有类似的保护肠道屏障功能的作用,并做了相关研究.本课题是黎介寿院士肠道屏障相关研究基金,肠道屏障功能和营养支持治疗我科的特色,有相关的研究基础.

糖皮质激素对脓毒症休克大鼠肠道功能的保护作用

The protective effects of Glucocorticoid on protection of intestinal function of septic shock rats
摘要：目的：研究糖皮质激素对脓毒症大鼠肠道功能的保护作用。方法：45只SD大鼠随机分为3组，对照组（n=5）、脓毒症组（n=20）、糖皮质激素组（n=20）。对照组不予任何处理，脓毒症组和糖皮质激素组采用内毒素注射法制作脓毒症模型，糖皮质激素组在复苏第6h时颈外静脉注射氢化可的松6mg/kg。脓毒症组注射等量生理盐水,24h后测定肠平滑肌肌电慢波活动,然后由腹主动脉采血监测血清SOD和MPO含量，取小肠组织匀浆检测SOD和MPO。结果：脓毒症组血清SOD和肠道SOD均明显低于对照组（P<0.05),糖皮质激素组血清SOD和肠道SOD明显高于脓毒症组，糖皮质激素组血清SOD明显低于对照组，但肠道SOD与对照组无差异。糖皮质激素组的血清MPO和肠道MPO均明显高于对照组，脓毒症组血清MPO和肠道MPO均明显高于对照组和糖皮质激素组。糖皮质激素组的慢波频率明显高于脓毒症组,和对照组无差异。糖皮质激素组的慢波振幅明显高于脓毒症组，但低于对照组。结论：糖皮质激素具有降低氧化应激反应，恢复SOD活性，保护肠道屏障功能的作用。
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[Abstract] Objective：To study the effects of Glucocorticoid on protection of intestinal function of septic shock rats.  Methods：45 SD rats were divided into three groups randomly, sham group( n=5),sepsis group(n=20) and Glucocorticoid group(n=20). Sham group injected nothing. Sepsis model of rats was replicated by intravenous administration of LPS in Sepsis group and Glucocorticoid group. In Glucocorticoid group, the animals were intravenous inject hydrocortisone of 6mg/kg, and sepsis group received an injection of same amount of saline. Plasma SOD and MPO level were detected at 24h. Then the rats in each group were killed. The intestinal tissue of 4cm was taken. The level of superoxide dismutase(SOD) and myeloperoxidase(MPO) were measured. Results: Plasma and intestinal SOD level in sepsis group were significantly lower than those in sham group. Plasma and intestinal SOD level in Glucocorticoid group were significantly higher than those in sepsis group. Plasma SOD level in Glucocorticoid group was obviously lower than that in sham group. However, intestinal SOD level between Glucocorticoid group and Sham group had no statistical difference. Plasma MPO and intestinal MPO in Glucocorticoid group were obviously higher than those in sham group. Plasma MPO and intestinal MPO in sepsis group were obviously higher than those in Glucocorticoid group and sham group.The frequency of the myoelectric slow wave in Glucocorticoid group had no significant difference with those in sham group, but were higher than those in sepsis group. The amplitude in Glucocorticoid group were higher than septic shock group and lower than those sham group. Conclusion: Glucocorticoid can reduce the level of oxidative stress, keep the activity of SOD and protect the intestinal function of septic shock rats.
Keywords: Glucocorticoid, sepsis, rats, intestinal barrier
脓毒症休克是感染引起的全身炎症反应综合征，并合并有血流动力学障碍。有效循环血量的降低和组织低灌注是脓毒症休克的血流动力学特征，组织的缺血缺氧能引起多器官功能的障碍，肠道功能障碍的发生往往先于其他器官障碍的发生，因为机体在缺血缺氧的情况下，存在着血流的再分布，而肠道往往是首先牺牲的器官【1】。有研究表明，重症感染性休克时应用糖皮质激素能减轻炎性反应、改善预后【2】，但糖皮质激素对脓毒休克的肠道功能的影响尚无相关研究。本研究通过建立脓毒休克症大鼠模型，研究糖皮质激素在脓毒症休克大鼠肠道功能保护中的作用。
材料和方法
1.1实验动物及分组：健康雄性SD大鼠45只（由华中科技大学实验动物中心提供），体质量180～200g。大鼠购来后适应性喂养一周。随机分为3组：对照组（n=5）、脓毒症组（n=20）、糖皮质激素组（n=20）。对照组不予任何处理，脓毒症组和糖皮质激素组采用内毒素注射法制作脓毒症模型，脓毒症模型制作成功后脓毒症组和糖皮质激素组开始静脉复苏，复苏液均使用乳酸钠林格氏液，速度10ml/kg.h。糖皮质激素组在复苏第6h时颈外静脉注射氢化可的松6mg/kg。脓毒症组注射等量生理盐水。在模型制作成功后24h测定肠平滑肌肌电慢波活动,然后经腹主动脉穿刺采血监测血浆超氧化物歧化酶（SOD）和髓过氧化物酶（MPO），随后取肠道组织匀浆检测SOD和MOP。
模型制作方法：模型的建立采用内毒素注射法（LPS法），大鼠先以10%水合氯醛0.4ml/100g腹腔注射麻醉,仰卧固定后在右侧腹股沟作切口,分离股动脉,远心端用0号丝线结扎,近心端插入肝素化22G套管, 0号丝线结扎固定,套管另一端经压力换能器后连接于血压监护仪检测平均动脉压(mean arterial ressure, MAP)。分离左侧颈外静脉并置管,作为注射药物途径。上述操作结束后稳定约10min，脓毒症组和糖皮质激素组注射内毒素10mg/kg(E Coli O111 B4 ,Sigma公司产品。配制浓度为10mg/ml),注射时间为10min，对照组注射等容量生理盐水1ml/kg。观察动物反应有无萎靡、寒战、腹胀、腹泻及竖毛等表现,生命体征检测仪连续动态监测MAP和心率变化,以MAP下降至少50%作为休克模型制作成功的标志。
标本采集：模型制作成功后24h开腹测定肠平滑肌肌电慢波活动,3%戊巴比妥钠腹腔麻醉,在距离回盲部约2cm处的回肠上安置银针电极,测量电极位于肠壁浆肌层,参考电极位于皮下,连接BL-420F生物机能实验系统,记录肠道平滑肌电活动,扫描速度1.0s/div,电增益500mv,时间常数3s,高频滤波20Hz,记录时间30min.记录完毕后由腹主动脉采血4ml，静置30min，离心（3000r/min）10min，取上清液于-70°C保存备用，采血后在距离盲肠10cm处取长约4cm的小肠一段，剪开清洗，取0.2g肠组织，加入2ml4°C的生理盐水，低温均浆30秒，4°C离心（4500r/min）30min，取上清液，-70°C保存备用。
检测指标检测血清和肠组织中SOD和MPO含量。采用SOD和MOP试剂盒，按说明进行。SOD试剂盒购自上海晨易生物科技有限公司，MPO试剂盒购自上海江莱生物科技有限公司）
统计学方法：采用SPSS16.0统计软件，计量资料以±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。
结果
2.1 表1：三组大鼠血浆和肠道组织SOD的比较
	组别
	例数（例）
	血清SOD（U/ml）
	肠道SOD（nU/g)

	对照组
	5
	72.41±8.92
	145.47±20.92

	脓毒症组
	20
	29.33±6.31*
	87.24±13.78*

	糖皮质激素组
	20
	63.26±5.34Δ*
	126.68±24.97Δ


注：*表示和对照组有差异，P<0.05,Δ表示和脓毒症组有差异,P<0.05
    脓毒症组血清SOD和肠道SOD均明显低于对照组（P<0.05),糖皮质激素组血清SOD和肠道SOD明显高于脓毒症组，糖皮质激素组血清SOD明显低于对照组，但肠道SOD与对照组无差异。
表2：三组大鼠血浆和肠道组织MPO的比较
	组别
	例数（例）
	血清MPO（U/ml）
	肠道MPO（U/g）

	对照组
	5
	54.32±10.26
	0.25±0.03

	脓毒症组
	20
	112.73±26.81*
	0.68±0.05*

	糖皮质激素组
	20
	85.96±16.35*Δ
	0.34±0.04*Δ


注：*表示和对照组有差异，P<0.05,Δ表示和脓毒症组有差异,P<0.05
糖皮质激素组的血清MPO和肠道MPO均明显高于对照组，脓毒症组血清MPO和肠道MPO均明显高于对照组和糖皮质激素组。

  2.3 表3:三组大鼠小肠平滑肌慢波频率和慢波振幅比较

	组别
	例数（例）
	慢波频率(Hz)
	慢波振幅(mV)

	对照组
	5
	16.25±1.27
	0.32±0.02

	脓毒症组
	20
	11.42±2.51*
	0.19±0.02*

	糖皮质激素组
	20
	15.14±1.89Δ
	0.28±0.03*Δ


注：*表示和对照组有差异，P<0.05,Δ表示和脓毒症组有差异,P<0.05
糖皮质激素组的慢波频率明显高于脓毒症组,和对照组无差异。糖皮质激素组的慢波振幅明显高于脓毒症组，但低于对照组。

3.讨论
脓毒症休克(septic 1shock)时，感染源、毒素及胞壁产物等侵入血循环，激活宿主的免疫系统，产生各种炎性细胞因子和内源性炎性介质，可能导致细胞和组织功能障碍和多器官功能障碍综合征(MODS)【3】。已有多项研究表明，脓毒症休克能导致肠道屏障功能的障碍，增加肠道的通透性和肠道菌群的移位、影响肠道的免疫功能、进而影响机体的营养状态和其他器官组织的功能【4-7】，因此，对脓毒症休克患者的肠道功能的保护尤为重要。糖皮质激素自1940年开始应用于重症脓毒症休克【8】，其对脓毒症休克预后的影响一直存在争议，2012年重症脓毒血症和脓毒血症休克的治疗指南的观点认为，在液体复苏无效的重症脓毒症休克，给予糖皮质激素能有效的减轻机体的炎症反应，改善预后，但并不推荐行ACTH刺激试验来筛选存在相对肾上腺皮质功能不全的病人。Tsao【9】等的研究表明，小剂量的糖皮质激素能改善脓毒症休克的血流动力学状态，改善机体的外周灌注，但糖皮质激素对脓毒症休克的的肠道屏障功能的保护作用研究尚少。
SOD是内源性抗氧自由基物质，机体在应激反应时能产生大量的氧自由基，氧自由基能使生物膜的通透性和完整性的破坏，使离子泵和膜通道功能失常，影响细胞的能量代谢和物质代谢，SOD作为抗氧化剂，能清除体内的氧自由基，因此SOD水平能间接反映机体的氧化应激反应的程度【10】。MPO在正常情况下主要存在于中性粒细胞中，在机体受到应激损伤时，中性粒细胞聚集并释放出大量的MPO，导致组织和血浆中MPO浓度升高，因此MPO也可以作为组织损伤的定量指标【11】。肠道平滑肌的电活动是评价肠道功能的重要指标，能直接反应肠道的蠕动情况。
本文的研究结果表明，在给予糖皮质激素治疗的大鼠组，大鼠肠道及血浆中SOD水平较脓毒症组明显上升，而MPO较脓毒症组明显下降，提示糖皮质激素组大鼠的炎性反应及肠道损伤程度低于脓毒症组，糖皮质激素组肠道平滑肌的慢波频率和振幅都明显高于对照组。我们推测糖皮质激素对脓毒症休克大鼠的肠道屏障的保护作用与以下几个因素有关：①糖皮质激素能改善机体的微循环：Büchele【12】认为氢化可的松可能通过影响肾上腺素能调控、血管张力以及NO生成来改善全身的血流动力学状况。②抑制促炎反应及促炎介质的释放：糖皮质激素能抑制促炎介质的释放，如TNF、IL-1，IL-6、IL-8、IL-12、r-干扰素等），并且能抑制内皮细胞、中性粒细胞的激活，减轻氧化应激损伤。但大剂量的糖皮质激素可能会导致脓毒症的感染加重。
脓毒症休克机体的病理生理改变是一个复杂的过程，多个器官的功能会相互影响，肠道是其他器官功能衰竭的启动器，肠道功能的保护对脓毒症休克的患者至关重要，糖皮质激素对脓毒症休克肠道屏障功能影响的研究有待进一步深入，其可能带来的副作用也值得我们进一步探讨。
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