
1该研究是否有伦理批件？如何随机？尿路感染3例是否属于脓毒症？入选标准如何？
回复: 本研究经我院理论委员会批注，纳排标准中已经说明，采用随机数字表法进行随机分组，本研究纳入标准参考《2001年国际脓毒症定义会议中的相关诊断标准[6]》，所有患者均先符合诊断标准后，再对其感染原因进行分析，所以尿路感染患者属于脓毒症。
这些内容在文章中都有介绍。
2 要对脓毒症急性肾损伤患者尿NGAL、KIM-1、L-FABP三个指标的相关性进行分析

文中表格较多，部分表格不规范，建议采用标准的三线表格，差异显著性通过符号及表格下方的说明表示
回复：已有大量研究针对NGAL、KIM-1、L-FABP三个指标与脓毒症急性肾损伤相关性进行分析，且结论基本相符合，因此本研究并未进行重复研究，而是把研究重点放在乌司他丁对以上三个指标的改变情况，通过这三个指标的改变，从而分析药物对以上指标的改善情况。
表格已经按照标准三线表格绘制，并在表格下方均有显著性差异图标，若仍有错误，烦请提供一下贵刊格式。
文中仅列出了相关指标的变化，患者临床病情转归：如好转出院、或脱离重症病房等均无介绍
回复：本文通过研究乌司他丁对急性肾损伤患者NGAL、KIM-1、L-FABP三个指标改变情况，并结合肾损伤程度，从而得出乌司他丁可能作用于以上指标来降低肾损伤程度。而APACHEⅡ评分是目前临床上应用较为广泛的评分标准之一，通过比较得分差异，可以更加直观的评价两组患者治疗效果差异，因此，大部分研究也是采用评分比较，而非使用好转出院或脱离重症病房数进行比较，因为达到好转出院或脱离病房，其考虑因素较多，部分患者可能肾损伤程度改善明显，但其他指标改善较弱，那也不符合出院标准，此时采用评分标准则能更好的反应治疗效果差异。鉴于以上观点，并未在文章中列出以上数据，若您仍觉得有必要，我将添加。
乌司他丁对脓毒症急性肾损伤患者尿NGAL、KIM-1、L-FABP水平的影响
庞静
  韩林  黄敏燕  蒋玲玉  熊滨  张静  莫丽
（广西壮族自治区人民医院 重症医学科 530021）
【摘要】目的 探讨乌司他丁对脓毒症急性肾损伤患者尿中性粒细胞明胶酶相关脂运载蛋白（NGAL）、肾损伤分子-1（KIM-1）、肝型脂肪酸结合蛋白（L-FABP）表达水平的影响。方法 采用前瞻性研究，将2012年至2015年间在我科就诊的88例脓毒症合并急性肾损伤患者随机纳入对照组（常规治疗）或观察组（常规治疗+乌司他丁），每组44例，比较两组治疗前、治疗后3天、5天、7天患者尿液中NGAL、KIM-1及L-FABP水平,并比较两组患者急性生理与慢性健康评分Ⅱ（APACHEⅡ）及肾损伤程度。结果 两组患者NGAL、KIM-1及L-FABP水平在治疗前、治疗后3天、5天均升高，但观察组以上指标相对于对照组升高幅度较小，而在治疗后7天，观察组患者以上指标相对于对照组下降更显著，且两组间差异具有统计学意义（FNGAL=5.462,P＜0.05; FKIM-1=3.674，P＜0.05;FL-FABP=3.421，P＜0.05）；此外，治疗后观察组（14.93±1.08）与对照组（20.14±1.33）在 APACHEⅡ评分差异具有统计学意义，且观察组在治疗后5天及治疗后7天，患者肾损伤程度有所缓解。结论 乌司他丁可降低脓毒症急性肾损伤患者尿中NGAL、KIM-1及L-FABP水平，并有助于缓解肾脏损伤程度。
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Effect of ulinastatin on the level of NGAL, KIM-1and L-FABP of Urine in septic patients with acute kidney injury
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（Guangxi Zhuang Autonomous Region People’s Hospital  ICU  530021）
【Abstract】 Objective To discuss effect of ulinastatin on the level of NGAL, KIM-1and L-FABP of Urine in septic patients with acute kidney injury. Methods A prospective study, the 88 cases of sepsis with acute kidney injury patients in our department from 2012 to 2015, they were randomly assigned control group (conventional treatment) or observation group (conventional therapy + UTI), each group of 44 cases, comparison of two groups of patients NGAL, KIM-1 and L-FABP of urine before and after treatment 3 days, 5 days, 7 days, and comparison degree of renal injury and APACHEⅡof the two groups.Results Two groups of patients were increased NGAL, KIM-1 and L-FABP level at before treatment and after treatment, 3days, 5 days, the above observation group index increased to a lesser extent, but 7 days after treatment, the observation group were decreased more significantly, and the difference was statistically significant between the two groups（FNGAL=5.462,P＜0.05; FKIM-1=3.674，P＜0.05;FL-FABP=3.421，P＜0.05）；In addition, after treatment in the observation group (14.93 ± 1.08) and control group (20.14 ± 1.33) was statistically significant difference in APACHEⅡ score, and the observation group after treatment for 5 and 7 days after treatment, the severity of renal injury eased. Conclusion UTI can be reduced in patients with septic acute kidney injury in NGAL, KIM-1 and L-FABP of urine and help alleviate the degree of renal damage.
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脓毒症（sepsis）是重症监护病房患者死亡主要原因之一，而肾脏作为脓毒症常见的受累器官之一，急性肾损伤（acute kidney injury, AKI）的发病率及病死率一直受到医务人员的关注。据相关文献报道[1]，脓毒症患者AKI发病率在30%左右，死亡率在40%以上，而存活患者又大多遗留不同程度的肾脏损伤。因此，采取更为有效的治疗方式迫在眉睫。乌司他丁作为蛋白酶抑制剂，具有稳定溶酶体膜、调控炎症因子释放、改善机体免疫功能等功效，可用于治疗急慢性胰腺炎及其他急性器官循环衰竭病症 [2]。另外，由于脓毒症诊断及治疗时机对预后具有直接影响[3]，大多数文献侧重于对早期诊断物的研究，如研究发现尿中性粒细胞明胶酶相关脂运载蛋白（Neucrophil Gehtimse Associated lipocalin, NGAL）、肾损伤分子-1（Kidney Injury Molecule-1, KIM-1）、肝型脂肪酸结合蛋白（Liver Fatty Acid-binding Protein, L-FABP）均可作为脓毒症早期诊断指标[4-5]，但较少文献将以上指标作为脓毒症AKI治疗效果的判断指标。而本文通过探讨乌司他丁对脓毒症AKI患者NGAL、KIM-1、L-FABP表达差异，从而为进一步揭示其作用机制及为临床治疗脓毒症KAI提供可参考依据。
1 资料与方法
1.1 一般资料 采用前瞻性研究，将2012年3月-2015年3月在我院重症医学科诊治的88例脓毒症AKI患者，按照随机数字表法纳入对照组及观察组，每组44例。其中，对照组，男31例，女13例，年龄28-80岁，平均年龄（49.3±5.3）岁，感染部位：肺部感染24例，腹腔感染9例，尿路感染4例，其他7例；观察组中男30例，女14例，年龄21-77岁，平均年龄（49.1±4.9）；感染部位：肺部感染23例，腹腔感染10例，尿路感染3例，其他8例；经统计，两组在性别构成，年龄及感染部位上差异均无统计学意义（P＞0.05）。
1.2 纳入标准如下：（1）符合2001年国际脓毒症定义会议中的相关诊断标准[6]；（2）符合ACCP/SCCM关于急性肾损伤相关诊断标准[7];（3）急性生理与慢性健康评分Ⅱ（Acute Physiology and Chronic Health EvaluationⅡ，APACHEⅡ）评分≥12分；（4）年龄＞18周岁。
1.3 排除标准：（1）近期有肾移植手术史；（2）肾脏肿瘤；（3）3个月内有免疫治疗史；（4）合并有如肾血管炎、肾小球肾炎、间质性肾炎等疾病。
本研究经我院伦理委员会审核通过，所有参与研究患者知情，并签署知情同意书。
1.2 方法
1.2.1 治疗方法：对照组采用常规脓毒症治疗方案，包括早期复苏、乳酸监测、抗菌、机械通气、营养支持、净化血液等；观察组在以上治疗基础上，联用乌司他丁（广东天普生化医药股份有限公司，国药准字H19990134，规格10*10000IU*10瓶/盒）静脉滴注10万单位，3次/天。两组疗程均为7天。
1.2.2 样品收集：分别收集两组患者在治疗前及治疗后3天、5天、7天晨尿中段尿10ml样品，并将待测样品存在在-20℃冰箱内，使用时室温解冻。
1.3 评估标准
1.3.1 实验室指标检测 采用ELISA法检测尿液NGAL（购自美国R&D公司KIM-1（购自美国R&D公司）、L-FABP(购自美国R&D公司)。其大致步骤如下：按照说明书配置不同浓度标准品，并设立空白孔及样品孔，将以上样品加入到包被有相应抗体的96孔板中，37℃孵育30min，依次进行洗涤、加酶、孵育、洗涤，显色，终止后测定吸管度值，并依据标准品浓度位置及吸光度曲线标准曲线后，根据样品吸光度值换算其相应浓度。
1.3.2 APACHEⅡ评分 两组患者分别与治疗前及治疗7天后进行APACHEⅡ评分，该量表包括年龄、慢性健康状况、GCS评分、及急性生理指标4部分；其中GCS评分包含睁眼反应、语言反应及运动反应；急性生理指标包括体温等11个检查项目，所有得分总和即为APACHEⅡ总分，得分越高，患者症状越严重。
1.3.3 肾损伤程度 依据急性肾损伤相关诊断标准[7],所有患者均留置导尿管，监测尿量，并通过全自动生化仪（深圳市库贝尔生物科技股份有限公司 型号iChem-340）对患者血清肌酐进行检测。其中1期：血清肌酐值较前次测量升高50%以上，尿量＜0.5mL•kg-1•h-1的时间超6小时；2期：血清肌酐值较前次测量升高200%~300%，尿量减少时间超12小时；3期：血清肌酐值较前次测量升高超过300%或无尿时间＞24h。
1.4 统计学方法 采用SPSS 22.0统计分析软件，对其中计数资料，进行卡方检验，对计量资料，以（EQ \* jc2 \* "Font:Times New Roman" \* hps12 \o\ad(\s\up 11(_),x)±s）表示，并进行成组T检验或重复资料方差分析。当P＜0.05时，差异具有统计学意义。
2 结果
2.1 乌司他丁对脓毒症AKI患者尿NGAL表达水平的影响
两组患者尿液NGAL表达水平在治疗后3天内均上升，但组间差异无统计学意义，而治疗后5天至治疗后7天，两组间NGAL表达水平差异具有统计学意义，见表1。
表1 两组患者尿液样本NGAL(μg/L)表达水平变化
Tab.1 two groups of patients urine samples NGAL (μg / L) expression levels
	组别
	治疗前
	治疗后3天
	治疗后5天
	治疗后7天

	对照组（n=44）
	0.99±0.21
	2.13±0.31
	3.98±0.35
	3.63±0.44

	观察组（n=44）
	1.03±0.23
	1.98±0.35
	3.13±0.39*
	2.77±0.42*

	组间
	F=7.384 P=0.038

	时间点
	F=6.883 P=0.043

	组间*时间点
	F=5.462 P=0.046


注：与对照组比较，*为P＜0.05。
2.2乌司他丁对脓毒症AKI患者尿KIM-1表达水平的影响
结果显示，两组在治疗前及治疗后3天时尿液中KIM-1表达水平差异无统计学意义，而在治疗后5天及治疗后7天时KIM-1表达水平差异则具有统计学意义。见表2。
表2 两组患者尿液中KIM-1（μg/ml）表达水平
Tab.2 Two groups of patients urine KIM-1 (μg / ml) expression levels
	组别
	治疗前
	治疗后3天
	治疗后5天
	治疗后7天

	对照组（n=44）
	4.08±0.23
	4.41±0.28
	5.11±0.33
	5.39±0.43

	观察组（n=44）
	4.09±0.24
	4.49±0.29
	4.98±0.34*
	4.72±0.32*

	组间
	F=4.342 P=0.043

	时间点
	F=3.994 P=0.045

	组间*时间点
	F=3.674 P=0.048


注：与对照组比较，*为P＜0.05。
2.3乌司他丁对脓毒症AKI患者尿L-FABP表达水平的影响
两组患者尿中L-FABP表达水平在治疗前到治疗后3天均呈现上升趋势，且两组间差异无统计学意义，而在治疗后5天及治疗后7天，观察组L-FABP值下降幅度高于对照组，差异具有统计学意义。见表3。
表3两组患者尿液中L-FABP（Ug/g•cr）表达水平
Tab. 3 Two groups of patients urine L-FABP（Ug/g•cr） expression levels

	组别
	治疗前
	治疗后3天
	治疗后5天
	治疗后7天

	对照组（n=44）
	57.83±18.77
	75.34±23.42
	87.83±32.32
	84.24±29.41

	观察组（n=44）
	59.14±19.32
	72.35±23.19
	80.45±28.49*
	70.18±21.64*

	组间
	F=5.331 P=0.042

	时间点
	F=4.953 P=0.045

	组间*时间点
	F=3.421 P=0.047


注：与对照组比较，*为P＜0.05。
2.4 患者APACHEⅡ评分
   治疗前，两组在APACHEⅡ评分上差异无统计学意义；治疗后，组内及组间比较，差异均有统计学意义，见表4。
表4 两组患者APACHEⅡ评分比较
Tab.4 Two groups of patients APACHEⅡ scores
	组别
	治疗前
	治疗后
	t
	P

	对照组（n=44）
	25.39±1.94
	20.14±1.33
	15.324
	0.000

	观察组（n=44）
	25.43±1.96
	14.93±1.08
	28.435
	0.000

	t
	0.683
	17.535
	
	

	P
	0.663
	0.000
	
	


2.5 肾损伤情况
    结果显示，两组患者在治疗后3天内，肾损伤程度均加重，但两组间差异无统计学意义，而随着治疗时间的增加，观察组患者肾损伤缓解程度优于对照组，差异具有统计学意义。见表5。
表5 两组患者肾损伤程度比较
Tab. 5 Compare of the degree of renal impairment
	组别
	时间点
	1期
	2期
	3期

	对照组（n=44）
	治疗前
	12
	18
	14

	
	治疗后3天
	8
	19
	17

	
	治疗后5天
	9
	19
	16

	
	治疗后7天
	9
	25
	10

	观察组（n=44）
	治疗前
	9
	22
	13

	
	治疗后3天
	8
	20
	16

	
	治疗后5天*
	12
	22
	10

	
	治疗后7天*
	16
	18
	10


注：与对照组同期比较 *为P＜0.05。
3 讨论
目前，脓毒症是临床危重病人发生感染、休克以及进行大手术时最为严重的并发症；而其本质是因感染导致全身炎症反应从而引起多器官功能障碍。此外，急性肾损伤作为脓毒症常见并发症，其居高不下的死亡率及发病率已成为患者预后的独立危险因子。但由于我们对于脓毒症引起的急性肾损伤的发病机制尚不十分清楚，以至于目前尚无很好的治疗手段。而有研究称，脓毒症所致的感染可造成患者体内内毒素大量释放，从而诱发单核巨噬细胞以及血管内皮细胞、中性粒细胞的免疫反应，并释放大量炎症因子，从而对肾脏功能造成损伤[8]。可见，具有抗炎作用的药物或许在治疗脓毒症引起急性肾功能损伤具有一定作用。
乌司他丁是人尿液中重要的蛋白酶抑制剂，其通过抑制丝氨酸蛋白酶活性，对胰蛋白酶等蛋白水解酶具有显著抑制作用，从而保持自身细胞及组织不被消化。研究显示，乌司他丁除具有广泛的抗休克及抗肿瘤作用外，还可作为氧自由基清除剂及膜稳定剂，并可通过调节炎性细胞因子的释放、抑制白细胞迁移及血细胞激活，阻止炎症反应进一步发展[9]。刘宏[10]等采用前瞻性研究法，对比对照组（常规治疗）和观察组（常规治疗+乌司他丁）治疗效果发现，采用乌司他丁治疗的患者肿瘤坏死因子-α及白介素-6表达水平均低于对照组。而这类指标均是临床上常见的炎症因子，对于指示机体内炎症反应具有较高的指导意义[11]。
 目前，已有研究报道称可采用检测NGAL、KIM-1、L-FABP对脓毒症急性肾损伤进行早期诊断[12]。其中NGAL高表达于受损的上皮细胞，而在正常组织中为低表达。KIM-1则属于跨膜蛋白，在正常肾组织中不表达或低表达，而在缺血或经肾毒性损伤后的近曲小管的上皮细胞中高表达。L-FABP则是重要的脂肪酸结合蛋白，主要调节细胞内脂肪酸代谢。以上三个指标在鉴别早期脓毒症急性肾损伤均具有一定价值。而本文研究进一步发现，两组患者三个指标均在治疗前5天呈现上升的趋势，而在治疗第7天后，三个指标逐渐下降，其中观察组下降程度均优于对照组。虽然细胞具有一定自我修复能力，但整体微环境的改变以及细胞自我修复需要时间，从而在治疗前几天并不能明显观察到治疗效果，而在治疗7天后，三个指标表达水平则有所下降。随着炎症因子逐渐被消耗，氧自由基减少、细胞膜逐渐稳定，为细胞恢复及减少损伤因素提供了必要条件[12]。其中采用乌司他丁的观察组患者各项指标下降更为明显，由于乌司他丁可抑制胰蛋白酶等水解酶活性，从而降低了水解酶对组织的进一步损伤。由此我们认为，乌司他丁正是减少损伤部位的炎症反应，从而为促进细胞恢复，缓解肾损伤提供帮助；而通过APACHEⅡ评分及两组患者肾损伤变化程度也进一步证实，观察组患者整体治疗效果优于对照组，且观察组患者肾损伤恢复情况较好。
综上所述，乌司他丁可降低急性肾损伤患者尿液中NGAL、KIM-1、L-FABP的表达水平，从而对体现出其在肾损伤中的保护作用。但鉴于本次纳入研究例数较少，若要获得更为可靠的实验结论，后续还需进行大样本、随机、双盲实验。
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