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乌司他丁对大鼠呼吸机相关性肺损伤的预防作用及机制研究

肖刚 赵文静 曾因明
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机械通气是治疗重危患者的可靠手

段之一，据统计30％的重症加强治疗病

房(ICU)患者需要进行机械通气，但不

适当的应用会导致严重的并发症如呼吸

机相关性肺损伤(VILI)。近年来的研究

证明，VII。I不仅是一种机械性的损伤，

还是一种生物伤(biotauma)，其生物伤

常表现为肺内过度性、失控性的炎症反

应，伴随或先于机械性损伤而出现，并在

VILI的发生发展中起关键性作用“1 3。

乌司他丁是临床常用的一种广谱高效的

蛋白酶抑制剂，具有抑制炎症反应及改

善微循环的作用。本实验通过给健康大

鼠大潮气量(Vr)通气复制VIu模型，

观察乌司他丁对VILI模型的预防作用

及可能机制，为临床预防和治疗VILI

提供理论依据。

1材料与方法

1．1 动物分组及模型制备：健康雄性

sD大鼠24只(徐州医学院实验动物中

心)，体重270～300 g，按随机数字表法

均分为自主呼吸组(c组)、大Vr通气组

(M’组)和乌司他丁干预组(U组)。腹腔

注射体积分数为10％的水合氯醛麻醉

大鼠，行气管切开插管，右侧股动静脉置

管。稳定30 min后c组保留自主呼吸，

其余两组分别静脉给予等量生理盐水和

乌司他丁(广东天普生化医药股份有限

公司，批号：03060502)50 kU／kg，10 min

后连接小动物呼吸机(浙江大学医学仪

器厂，DH一150型)，呼吸机参数设置：V。

30 ml／kg，呼吸频率40次／min，吸呼比

(1：E)1：3，吸入气体为室内空气，机械

通气4 h。实验中按失血量和生理需要量
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表l 各组大鼠机械通气4 h肺w／D比值及BALF中

总蛋白含量、白细胞计数和分类的比较(；士s)

注：与C组比较，8P<o．05，6P<0．01；与M组比较．。P<o．05，4P<o．01

补充生理盐水，定时追加麻醉药和肌松

药，维持室温26～28 C。同时于气管切

开30 min后1、2、3和4 h分别抽取动脉

血O．2 ml，监测血气。

1．2标本的采集与检测：通气4 h后，

取股动脉血4 m1，随后放血处死大鼠，开

胸取出双侧肺脏。

1．2．1肺组织学观察：右上肺叶用中性

甲醛水溶液固定24 h后制作石蜡切片，

苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观察。

1．2．2 肺组织髓过氧化物酶(MPO)和

超氧化物歧化酶(SOD)活性测定：取右

肺中叶一80 C冻存。按试剂盒说明书步

骤测定肺组织MP()和SOD活性，试剂

盒由南京建成生物有限公司提供。

1．2．3肺组织湿／干重(w／D)比值的

测定：取右下肺，称湿重(w)，然后放入

70(：烤箱内烤至恒重后称干重(D)，计

算肺组织w／D比值。

1．2．4 支气管肺泡灌洗液(BAI．F)中

自细胞计数和总蛋白测定：左肺用4 C

生理盐水4 m1行肺泡灌洗2次，收集

BALF，离心取上清液，一80℃下冻存。采

用考马斯亮蓝法测定BALF中的总蛋

白含量；沉渣用预冷的磷酸盐缓冲液

(PBs)重悬，瑞氏染色后于光镜下行白

细胞计数及分类。

1．2．5 血清和BALF中肿瘤坏死因

子一a(TNF—a)测定：采用双抗体夹心酶

联免疫吸附法(ELIsA)测定，试剂盒由

深圳晶美生物工程有限公司提供。

1．3统计学分析：数据用均数±标准差

b±s)表示，使用SPSs 13．o统计软件

进行单因素方差分析和￡检验，P<o．05

为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 动脉血气变化(图1)：实验中，c

组动脉血氧分压(PaO。)无明显变化；M

组Pa0：则随着通气时间延长呈逐渐下

降趋势，通气4 h后较基础值显著降低

(P<O．01)；U组Pa0：在通气中也有下

降，但各时间点均高于M组，通气4 h

后仍维持在较高水平，与M组比较差异

有统计学意义(P<O．05)。
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注：与本组基础值比较，6尸<0．01；

与M组同期比较，。P<O．05；

】mm Hg=O．133 kPa

图l 各组大鼠Pa02的变化

2．2 肺W／D比值及BALF中总蛋白

含量、白细胞计数和分类(表1)：与C组

比较，M组大鼠机械通气4 h后肺W／D

比值以及BALF中总蛋白含量、白细胞

计数和中性粒细胞比例均显著增高

(P均<O．01)。与M组比较，U组各指

标显著降低(尸<o．05或P<o．01)。

2．3 肺组织MPO和SOD活性比较

(表2)：与c组比较，M组大鼠机械通气

4 h后肺组织MP0活性显著增加，SOD

活性则显著降低(P均<o．o】)。与M组

比较，U组MP()活性显著降低，s0D活

性显著升高(P均<O．05)。
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表2各组大鼠肺组织MPO

和SOD的比较(j±s)
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注：与C组比较，8P<O．05，5f’<o．01

与M组比较，。P<o．05

2．4 血清和BALF中TNF—a含量比较

(图2)：机械通气4 h后，M组血清和

BALF中TNF—a含量均明显高于c组

(尸均<o．01)；u组血清TNF—a含量无

显著变化，但BAI．F中TNF—a含量却显

著升高(P<o．05)。与M组比较，U组

血清和BALF中TNF—Q含量均显著降

低(P均<O．05)。
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注：与C组比较，“P<o．05，“P<o．01；

与M组比较，。P<o．05

图2各组大鼠血清和BAI。F中TNF d变化

2．5肺组织病理学观察(图3)：C组肺

组织结构完好，肺泡清晰；M组可见肺

泡破裂、融合，肺间质增宽，肺血管旁、肺

泡间隔和肺泡内都有大量炎性细胞聚

集，肺间质甚至出现红细胞；U组肺织结

构维持良好，间隔一定程度增厚，炎性细

胞浸润明显减少。

3讨 论

氧合指数和肺通透性的变化是临床

诊断急性肺损伤(ALI)的重要指标，在

实验中吸入氧浓度保持不变，I’aO：的变

化能反映肺功能变化。本实验结果显示，

M组大鼠随通气时间延长Pa0。逐渐下

降，4 h时较基础值下降显著，同时反映

血管通透性的指标如肺w／D比值和

BALF中总蛋白含量也显著高于c组。

说明在30 ml／kg的Vt机械通气下，随

通气时间延长，产生了肺损伤。有研究认

为，中性粒细胞在肺内黏附、聚集、激活

是ALI发病的重要病理基础。3。Tsuno

等【43对猪进行机械通气4 h后发现肺泡

毛细血管周围有中性粒细胞聚集，22 h

后发现肺间质和肺泡腔内出现大量中性

粒细胞和巨噬细胞浸润。本实验也发现，

大V．r通气4 h后BAI。F中白细胞计数

和中性粒细胞比例均显著高于C组，表明

中性粒细胞参与了V1LI的发生发展。

MP()是中性粒细胞中最主要的过

氧化物酶类，不但与中性粒细胞浸润密

切相关，而且是其活化的重要标志∞1，

MP0活性可反映肺组织脂质过氧化作

用的强度。本研究显示，M组大鼠肺组

织MP0活性显著高于c组，而S()D活

性则显著下降，此结果进一步证实了大

Vr通气模式诱导了中性粒细胞在肺内

的募集和活化，并释放了大量的氧化酶

等介质。推测大Vr通气可能破坏了肺

内氧化／抗氧化系统的平衡，导致内皮细

胞、肺泡上皮细胞和间质成分受损，肺微

循环通透性增加形成肺水肿。

TNF—a是介导AI．I的主要细胞因

子之一，除直接毒性外，TNF—a还可与

多种分子、细胞相互作用，对组织产生更

广泛的损害效应“。71。本研究结果显示，

经过4 h的大Vt通气后，M组BAI。F

和血清中TNF—a水平明显高于C组，提

示大Vt通气不仅诱导肺组织局部炎性

细胞的浸润，同时也会激活炎症介质的

释放，甚至是全身炎症反应的发生，这和

许多临床观察相一致。

光镜下观察M组大鼠肺组织结构

变形，肺泡出现破裂、融合，间隔增宽并

有大量中性粒细胞、红细胞进入肺泡和

组织中。也证明VILI发生时不但有肺

组织结构的破坏，还有炎症反应发生。

乌司他丁是一种典型的Kuniz型蛋

白酶抑制剂，可以抑制体内广泛分布的

丝氨酸蛋白酶活性，具有减少炎性细胞

浸润，抑制多种炎症因子和介质释放，消

除氧自由基的功能”。”。本研究结果显

示，通气前给予乌司他丁预处理后，大鼠

肺组织炎症反应减轻，不但BALF中自

细胞计数和中性粒细胞比例下降，血清

和BALF中TNF—a水平也明显下降，而

且肺组织MI，0活性显著受抑，SOD活

性显著增强；乌司他丁减缓了通气过程

中PaO。的降低，使Pa0。于4 h后仍然

维持在较高水平上，且肺w／D比值、

BALF中总蛋白也明显减少；组织病理

切片观察也显示U组大鼠肺组织病理

学改变减轻，组织中炎性细胞浸润减少，

肺水肿缓解。

综上所述，在机械通气前使用乌司

他丁50 ku／妇可有效预防生物伤的发

生，其可能的机制是阻断中性粒细胞在

肺内募集和活化，减少炎症介质释放，有

效抑制酶、细胞因子、氧自由基级联放大

反应所形成的恶性循环。乌司他丁的最

佳剂量及其对VILI的保护作用与剂量

之间的关系有待进一步研究。
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