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纳洛酮与甲基泼尼松龙联用对急性肺损伤大鼠 

肺组织核转录因子一，cB表达的影响 

张秋金 沈洪 张维 李银平 黎檀实 

【摘要】 目的 探讨联合应用甲基泼尼松龙和纳洛酮对内毒素(LPS)所致急性肺损伤(ALI)大鼠肺组 

织核转录因子一~B(NF— B)表达 的作用。方法 建立大 鼠LPS吸入性 ALl模型(LPS 3 mg／kg气管内注射 )。 

85只大鼠随机分为 5组：生理盐水对照组，LPS损伤组，甲基泼尼松龙组(LPS+甲基泼尼松龙)，纳洛酮组 

(LPs+纳洛酮)，联合用药组(LPs+甲基泼尼松龙+纳洛酮)。采用放射免疫法检测大鼠血清白细胞介素一8 

(IL一8)水平，并应用免疫组化法观察肺组织NF— B p65蛋白表达的变化。结果 经气道吸入 LPS可致大鼠 

发生 ALl。ALl大鼠肺组织 NF— B p65蛋白表达明显升高(P<O．05或 P<0．01)，IL一8水平亦明显增高 

(尸<O．05或 P<0．01)，单用甲基泼尼松龙或纳洛酮组肺组织 NF— B p65蛋白表达率及 IL一8水平均较 

LPS损伤组明显降低，以联合用药组更为明显(P<O．05或 P<O．O1)。结论 联合应用甲基泼尼松龙和纳洛 

酮可降低 LPS吸入性 Au 大鼠血清 IL一8升高，并显著抑制肺组织 NF— B p65蛋白表达。 

【关键词】 肺损伤，急性； 白细胞介素一8； 核转录因子一 B； p65蛋白； 纳洛酮； 甲基泼尼松龙 

Effects of combined naloxone and methyIprednisoIone on nuclear factor—zB expression in the lung in acute 

lung injury in rats ZHANG Qiu—fin ，SHEN Hong，ZHANG 、) ei，LI Yin—ping，LI Tan—shi． 

Emergency Department，General Hospital of PLA，Beijing 100853，China 

[Abstract] Objective To investigate the effects of a combination of naloxone and methylprednisolone 

on nuclear factor—KB (NF —KB)p65 expression in the lung tissue in lipopolysaccharide (LPS)一induced acute 

lung injury(ALI)in rats． Methods ALI models were reproduced by intratracheal instillation of LPS 

(3 mg／kg)．Four hours after LPS instillation，rats were randomly divided into five groups：normal saline 

group，LPS group，methylprednisolone group，naloxone group (LPS+ naloxone)and combined drug group 

(LPS+ naloxone+ methylprednisolone)． The level of interleukin一8 (IL 一8) in serum was measured by 

immunoassay． Meanwhile。 the expression of NF — KB P65 in the lung tissue was determined with 

immunohistochemical staining． Results Naloxone and methylprednisolone significantly reduced the 

LPS—induced increase in IL 一8 concentrations in serum in vivo，and suppressed the activation of NF—KB p65 

in the lung tissue．Conclusion NF —KB activation iS involved in the LPS—induced ALI in rats．Combination 

of naloxone and methylprednisolone could suppress the increase of IL 一8 content and NF—KB activation in the 

lung tissue of rat in vivo in our experiment． 

[Key words】 acute lung injury； interleukin一8； nuclear factor—KB； p65； naloxone； 

methylprednisolone 

目前认 为，急性肺损伤 (acute lung injury，ALI) 

是由多种炎性介质、效应细胞共同参与，并呈级联放 

大的瀑布样炎症继发性损伤。已知 ，AI I为多器官 

功能 障碍综合征 (MODS)在肺 内的具体 表现 ，在 

MoDs发生、发展过程中，ALI出现得最早 ，且发生 

率最高 ，并贯穿于 MODS的全过程。因此，积极治疗 

ALI对于 防治 MODS的发生、发展具有决定性意 

义⋯。在各种原因所致 ALI过程中，核转录因子一 B 

(NF— B)活性增强，其表达的炎症细胞因子如肿瘤 

基金项 目：解放军总后“十五”指令性课题(O4LXO43) 

作者单位 ：100853 北京，解放军总医院急诊科(张秋金。沈洪 ， 

张维，黎檀实)；天津市天和医院(李银平) 

通讯作者：黎檀实 ，医学博士 ，教授，硕士研究生导师，主任医师 

作者简介 ；张秋金 (1972一)，男(汉族)，河北省石家庄市人，硕士 

研究生 ，主治医师 。 

坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介 素一I~(IL一1p)、 

IL一6和 IL一8等大量增加，使炎症反应不断放大 ， 

肺损伤加重。应用 NF— B抑制剂后，NF— B活性 

降低 ，炎症细胞因子表达减少 ，组织损伤减轻 。本 

实验拟通过气管 内注射内毒素(LPS)建立吸入性大 

鼠 ALI模型 ，观察 联 用 纳洛 酮 和 甲基 泼尼 松 龙 

对 LPS所致 ALI大 鼠血清 IL一8水 平及肺 组 织 

NF— B活化的影响，了解NF— B活化在ALI中的 

作用机制，探讨临床应用纳洛酮和甲基泼尼松龙治 

疗 ALI的价值。 

1 材料与方法 

1．1 动物与试剂 ：雄性 Wistar大 鼠，体重 (250± 

50)g，由中国实验动物中心提供。LPS(055：B5)由 

Sigma公司提供，购自北京鼎国公司。IL一8试剂盒 
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由北京东亚免疫技术研究所提供。NF一 B p65抗体 

及免疫组化染色试剂盒均购自武汉博士德公司。 

1．2 动物模型制备：LPS吸入性大鼠ALI模型按 

照文献 E33介绍的方法加以改 良。向大鼠腹腔内注射 

氯胺酮(30 mg／kg)麻醉，取仰卧位，沿颈部中线依 

次切开皮肤、皮下组织 ，暴露环 甲膜，稳定 15 min。 

头部垫高呈 6o。，先取左侧卧位，用 8号针头刺入气 

管 内一次性注入 LPS 0．1 ml，并注入空气 0．2 ml； 

30 S后改为右侧 卧位 ，再 以同样的方法注 入 LPS 

O．2 ml，并注 入空气 O．5 ml；30 s后改为平 卧位 ， 

LPS总量为 3 mg／kg。4 h后观察模型大鼠的表现， 

评价 ALI模型是否成功。生理盐水对照组暴露气管 

后按上述方法向气管 内注入等量生理盐水及空气， 

余操作同模型组。 

1．3 动物分组：85只大 鼠按随机数字表法随机分 

为 5组：① 生 理 盐 水 对 照 组 (n一 5)：生 理 盐 水 

0．5 ml／kg腹腔内注射 ，每 12 h 1次；②LPS损伤组 

( 一20)：制模后 4 h予生理盐水 0．5 ml／kg腹腔内 

注 射，每 12 h 1次；⑧ 甲基泼尼松龙组 ( 一20)：制 

模后 4 h予 甲基泼尼松龙 30 mg／kg腹腔 内注射 ，每 

12 h 1次 ；④纳洛酮组 ( 一20)：制模后 4 h予纳洛 

酮 1 mg／kg腹腔内注射，每 12 h 1次 ；⑤联合用药 

组( 一20)：制模后 4 h予纳洛酮 2 mg／kg+甲基泼 

尼松龙 2O mg／kg腹腔内注射，每 12 h 1次。 

1．4 标本采集及指标检测：所有动物均于制模后 

12、24、48和 72 h腹腔内注射氯胺酮 (30 mg／kg)麻 

醉行如下检测。 

1．4．1 取颈 内动脉血 1．5 ml进行血气分析 。 

1．4．2 血清 IL一8含量测定 ：放血 活杀，血液离心 

后收集上清液，一8o℃冻存。采用放射免疫检测法 ， 

按试剂盒说明书要求操作。 

1．4．3 免疫组 化检 测：取 右上肺，以体积分 数为 

1o 的甲醛溶液固定，石蜡包埋，连续切片，苏木素一 

伊红(HE)染色，按下列步骤操作。①切片常规脱蜡 

至水 ；②体积分数为 3 的 H o 室温 lO min以灭 

活内源性过氧化酶，蒸馏水洗 3次；③滴加复合消化 

液 10 min，蒸馏水洗 3次 ；④滴加正常山羊血清封 

闭液，室温 2O min，甩去多余液体，不洗；⑤滴加一 

抗 NF—KB p65兔抗大 鼠多克隆抗体 ，1：100，37Ĉ 

1 h，0．02 mol／L磷 酸盐 缓 冲液 (PBS，pH7．4)洗 

2 min×3次；⑥滴加生物素化山羊抗兔二抗 IgG， 

37℃ 15 min，PBS洗 2 min×3次；⑦滴加试剂链霉 

亲和素一过 氧化物酶复合物 (SABC)15 min，PBS洗 

5 min×4次 ；⑧3，3 一二氨基联苯胺 (DAB)显色：使 
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用 DAB显色试剂盒，取 1 ml蒸馏水，加试剂盒中 

A、B、C试剂各 1滴，混匀后加至切片，室温显色，镜 

下控制反应时间，蒸馏水洗涤；⑨苏木素轻度复染， 

脱水，透明，封片。同一切片于高倍镜(×400)下计算 

5个不同视野 ，每个视野数 100个细胞，记录阳性细 

胞数量，取平均值计算阳性 比例。 

1．5 统计学分析：数据以均数±标准差 ( ±5)表 

示 ，用 Stata7．0统计软件进行数据 处理．行方 差分 

析及组间比较 ，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 各组大鼠血清 IL一8含量的变化(表 1)：LPS 

致伤后，大 鼠血清 IL一8含量明显升高，24 h达峰 

值 ，以后逐渐下降。与生理盐水对照组 比较，LPS损 

伤 组 及 用 药 各 组 血 清 IL一8含量 均 明 显 升 高 

(P<o．05或 P<0．01)，与 LPS损伤组 比较，联合 

用药组血清 IL一8含量于制模后 12 h和 24 h明显 

降低(P均<o．05)。 

表 1 各组大鼠血清 IL一8含量变化( ±s，n一5) 

Table 1 Changes of IL 一8 contents of rats 

in each group(xis，月一5) g／L 

注：与生理盐水对照组[(O．20±o．06)~g／L)比较： 尸<0．05， 

尸<O．01；与同时间点 LPS损伤组 比较 ： 尸<O．05 

2．2 各组大鼠肺组织 NF一 B表达(表 2，彩色插页 

图 1～5)：与生理盐水对照组 比较 ，I PS损伤组、甲 

基泼尼松龙组、纳洛酮组和联合用药组各时间点肺 

组 织 NF一 B p65阳性 细 胞表 达 率均 显 著增 高 

(P<O．05或 P<0．01)；与 LPS损伤组 比较，甲基泼 

尼松龙组、纳洛酮组和联合用药组肺组织 NF一 B 

p65阳性细胞表达率有不同程度降低，制模后 12、24 

和 48 h差异均有显著性 (P<O．O5或 尸<O．O1)， 

72 h仅联合用药组差异有显著性 (P<o．05)。 

表 2 各组大鼠肺组织 NF—KB 

阳性细胞表达率 ( ±S，n=5) 

Table 2 Positive expression rate of NF—KB 

in rats’lung tissue in each group(x~s，n一5) ％ 

组别 制模舌12 h 制模后24 h 制模舌48 h 制模舌72 h 

基泼尼橙龙组 25．94i3．59 ▲ 28．82i3．91 ▲ 27．12i3．98 △0 21．00i 5．79 

纳洛酮组 27．52i2．95 AO 30．1 516．51 ▲0 27．28~3．04 △ 21．5394．72~ 

联合用药组 18．5492．71x▲ 20．62}2．63x▲ 18．55+2．70x▲ 17．55~：4．75 △ 

注：与生理盐水对照组[(6．72±1．65) ]比较 ： P<O．05， 

P<O．01；与同时间点 LPS损伤组比较 ：Ap<o．05， 

‘P<O．Ol；与同时间点联合用药组 比较 ： P<O．05，Op<o．O1 
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3 讨 论 

已明确 NF— B属 Rel蛋白家族，包括 NF— B1 

(p50及前体 p105)、NF—KB2(p52及 前 体 pl00)、 

C—Rel、RelA(p65)和 RelB。NF—KB由两个属于Rel 

家族的亚单位组成，以同二聚体或异二聚体形式存 

在。p65和p50的异二聚体是最早被鉴定，在绝大多 

数细胞中含量最丰富 ，在静息细胞中，NF— B二聚 

体与NF— B抑制蛋 白(I B)结合 ，阻止其 向细胞核 

中转移。当各种刺激因素激活靶细胞 ，使I B磷酸化 、 

泛素化，导致蛋白水解性降解，使NF— B游离并转 

位到核中与靶基因启动子序列上相同的 B位点结 

合，从而激活转录 ，引起一系列炎性 因子的表达“ 。 

郭振辉等 发现炎性细胞受不 同刺激 因子的作用， 

可致NF— B活化而发生核移位 ，进而启动一系列参 

与炎症反应的炎症分子表达 ，参与大 鼠ALI的炎症 

反应和损伤过程。 

IL一8被认为是急性呼吸窘迫综合征 (ARDS) 

时多形 核 白细胞 (polymorphonuclear leukocyte， 

PMN)趋化与激活的重要细胞因子之一 ，可 由单核／ 

巨噬细胞、PMN、内皮细胞等在受到刺激时产生。在 

脓毒症休克时，特别是脓毒症 ARDS中，血浆IL一8 

浓度明显增高，且与 PMN弹性蛋 白酶浓度变 化呈 

明显相关性 。 

研究发现 ，调节免疫系统和炎症基因的NF— B 

可 能是激 素介导引起 机体免疫抑制 作用的靶 点， 

应用合成地塞米松可诱导 I B基因转录，从而增加 

IKB．一a蛋 白合成 ，抑制 NF— B向核内的移位 ，减少 

细胞因子合成 ，阻断机体免疫系统的激活。 。由于糖 

皮质激素对于机体免疫系统的广谱效应，使得激素 

的应用存在很大急议。一些研究认为，对早期脓毒症 

及 ARDS，短程(≤48 h)、大剂量甲基泼尼松龙无明 

显疗效 。但 Meduri等。 发现 ，长时间应用甲基泼尼 

松龙可显著改善难治性 ARDS患者的肺功能，而且 

与其存活率与肺功能改善相关 ，认为需要重新评价 

甲基泼尼松龙在 ARDS治疗中的作用。 

研究表明，应用小剂量吗啡(1×10 mo1)引起 

巨噬细胞 NF— B的激活，这一效应能被阿片受体 

拮抗剂纳洛酮所阻断。 。亦有研究认为，吗啡抑制 

LPS所致人血中性粒细胞及单核细胞 NF— B激 

活，而与其浓度无关“̈ 。在肺损伤复杂的发病机制 

中，激活的补体、血小板和白细胞滞留起重要作用， 

而滞留白细胞释放的有害细胞因子如血栓素 A。 

(TXA。)和自由基更是重要的致伤因素。纳洛酮可 

逆转 LPS休克的低血压状态，增加平均动脉压及冠 

状动脉等内脏器官的血流量，提高动脉血气水平，所 

以纳洛酮能改善休克所致的器官血流动力学障碍， 

从而改善休克状态。此外，纳洛酮可抑制氧自由基、 

溶酶体酶的释放，保护溶酶体膜，抑制花生四烯酸代 

谢 ，减少 PMN释放超氧 自由基阴离子“。 。 

本研究结果显示，甲基泼尼松龙和纳洛酮都能 

明显抑制肺组织 间质细 胞和上 皮细胞 NF— B活 

化，联合应用的效果较单用纳洛酮和甲基泼尼松龙 

对肺上皮细胞 NF— B活化的抑制作用更强 ，且能 

减少甲基泼尼松龙的用量。提示使用纳洛酮和甲基 

泼尼松龙抗 LPS所致大 鼠 ALI的作用机制有可能 

是通过阻断 NF— B的激活来缓解炎性反应；联合 

用药有协同的保护作用 。 
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急性肺血栓栓塞症血尿酸增高的意义 (正文见342页) 

1I]2 PTE,~ I d。肺泡水肿 、出血，肺泡 间隔增厚 

其内大量炎性细胞浸润 ( HE，x100) 
Figu re 2 1 day afte r PTE with local hem orrhages 

in alveoli and inflammatory cell infiltration in 

inte rstitial tissue(HE，×1 00) 

I]i]3 PTE后第14 d．肺泡 结构基本正常，间质 内仍有 

炎性细胞 (HE，×1OO) 
Figu re 3 1 4 days afte r PTE with inflammatory ce 

lnfiltration In Inte rstitiaI tissue 

(HE，×100) 

沐舒坦对吸入性肺损伤大鼠的肺保护作用 (正文见364页) 

图 1 A组肺组织病理变化 

(HE，×100) 
Figu re 1 Pathologic changes of 

lung tissue in group A(HE，×1 00) 

图 2 B组肺组织病理变化 

(HE，×100) 

Figu re 2 Pathologic changes of 

lung tissue in group B(HE，×1 00) 

图 3 C组肺组织轻度病理变化 

(HE，xl00) 

Figu re 3 M ild pathologic changes 

of lung tissue in group C(HE，Xl 00) 

图4 C组肺组织重度病理变化 

(HE，×1OO) 

Figu re 4 Seve re pathologic changes 

of lung tissue in group C(HE，×1 00) 

纳洛酮与甲基泼尼松龙联用对急性肺损伤大鼠 

肺组织核转录因子一KB表达的影响 (正文见37o页) 

图1生理盐水对照组肺组织NF—KB表达 (SABC．x400) 
Figu re 1 NF-KB expression in lung tissue 

in normal saline control g roup(SASC，×400) 

图2 LPS损伤组肺 组织NF—KB表达 (SABC．x400) 

Figu re 2 NF—KB expression in lung 

tissue in LPS inju ry g roup(SABC，×400) 

图3 甲基泼尼松龙组肺组织NF—KB表达 (SABC，x400)图4纳洛酮组肺组织NF—KB表达 (SABC，×400) 图5联合用药组肺组织NF—KB表达 (SABC。x400) 
Figure 3 NF—KB expression in lung Figure 4 NF-KB expression in lung Figure 5 NF-KB expression in combined drug 

tissue in methyIprednlsoIone group(SABC，×400) tissue in naloxone group(SABC，×400) group(SABC。×400) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

