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急性胰腺炎肺组织肺表面活性蛋白A的表达及功能改变

张雪梅 陈海龙王朝晖

【摘要】 目的 探讨重症急性胰腺炎(sAP)合并急性肺损伤(ALI)时肺组织肺表面活性蛋白A(sP—A)

的表达及功能改变。方法将20只SD大鼠随机分为假手术(Sham)组(”一10)、SAP组(”一10)。Sham组仅

行剖腹术，翻动胰腺。SAP组用去氧胆酸钠经胰胆管逆行注射建立SAP肺损伤模型。各组动物于术后24 h取

血测动脉血氧分压(Pa0：)、血清淀粉酶。处死动物后取肺组织计算肺湿／干重(w／D)比值；应用逆转录一聚合

酶链反应(RT—PcR)和免疫组化法测定肺组织sP—A的mRNA及蛋白表达，并观察胰腺、肺组织病理变化及

肺泡Ⅱ型上皮细胞的电镜下变化。结果 与Sham组比较，SAP组Pa02显著降低[(96．78士3．81)mm Hg比

(79．24±5．84)mm Hg，1 mm Hg—o．133 kPa，P<o．05]；血淀粉酶显著升高C(1 193．41土192．54)U／L

比(7 144．19士727．91)U／L，尸<o．05]；肺w／D比值显著升高(3．70士o．90比8．57士2．45，P<o．05)；

SP．A的mRNA及蛋白表达显著降低(mRNAI I．21±o．10比o．80士o．11；蛋白：7 982．22士3 689．57比

3 497．99±2 958．21，P均<o．05)，且SAP组SP—A的mRNA及蛋白表达与肺损伤的程度均呈明显负相关

(ri一一0．876，尸<O．01≯r2一一o．713，P<O．05)。结论SAP时肺泡I型上皮细胞功能受损、SP—A表达降低可

能是AI。I的发病机制之一。
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【Abstract】 objective To investigate the expression and function of surfactant protein A(SP—A)in

lung in rats with acute lung injury(AI。I)induced by severe acute pancreatitis(SAP)．Methods Twenty

Sprague一【)awley(SD)rats were randomIy divided into 2 groups：sham operation group(sham，，2—10)

and SAP modeI group(SAP，咒=10)．SAP model was reproduced in SAPgroup．1n sham group daparotomy

only was done．Serum amylase(AMY)levels，partial pressure of oxygen in artery(Pa02)and lung wet／dry

(W／D) ratio were determined． SP—A mRNA expression in lung was detected by reverse transcription—

polymerase chain reaction(RT—PCR)．SP—A protein expression in lung tissues was assessed by immunohisto—

chemistry． The pathologic changes in pancreas and lung were observed 24 hours after reproduction of the

Inodel．ResuIts Compared with sham group，Pa02 in SAP group was decreased significantly[(96．78±

3．81)mm Hg vs．(79．24±5．84)mm Hg，1 mm Hg—O．133 kPa，P<O．05]．Serum levels of AMY and

W／D ratio in SAP group were remarkably higher than that in sham group[(1 193．41士192．54)U／L
vs．(7 144．19土727．91)U／L，3．70士0．90 vs．8．57±2．45。both P<O．05]．The expression of SP—A

mRNA in lung tissues in SAP group was significantly down—regulated compared with that in sham group

(1，21±O．10 vs． O．80士O．11，P<O．05)． The expression of SP—A protein in lung in SAP group was

significantly decreased than that in sham group(7 982．22士3 689．57 vs．3 497．99土2 958．21，P<O．05)．

The pathologic changes in pancreas and lung were marked in SAP group．The expression of SP—A protein and

mRNA showed significant negative correIation with the extent of lung injury(rl一一0．876，P<O．01，

，．2一一O．713，尸<O．05)． ConcIusion SP—A decreases remarkably in ALI induced by SAP． Type I

penumonocytes might play an important role in AI，l induced by SAP．
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临床发现，重症急性胰腺炎(SAP)患者中有

15％～20％合并急性呼吸窘迫综合征(ARDs)‘¨，
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其病死率高达50％乜’。有研究证实。肺泡I型上皮

细胞功能改变在急性肺损伤(ALI)中起重要作

用∞3，是肺泡表面一类重要的细胞群体，主要功能是

合成、分泌肺表面活性物质(PS)，肺表面活性蛋白

A(SP—A)是PS的主要成分之一，对维持肺泡的结

构、功能具有重要作用。本实验通过SAP合并ALI

大鼠模型，探讨SP—A在肺组织中表达的变化及功

能改变，报告如下。
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l材料与方法

1．1实验动物及主要试剂：健康成年雄性SD大鼠

20只，清洁级，体重180～220 g，由大连医科大学实

验动物中心提供，适应性饲养1周。去氧胆酸钠

(美国Sigma公司)；TRIzol(美国Invitrogen公司)；

引物由大连宝生物合成，SP—A引物序列：上游

5’一GGAAGCCCTGGGATCCCTGG一3 7，下游5 7一T

AATGGTATCAAAGTTGACTG一37；三磷酸甘油

醛脱氢酶(GAPDH)序列：上游5 7一CCATGGAGA

AGGCTGGGG一37，下游 5’一CAAAGTTGTCAT

GGATGACC一37。逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)

试剂盒(大连宝生物公司)。兔抗大鼠SP—A抗体、生

物素标记羊抗兔抗体(美国Santa Cruz公司)。

1．2动物分组及模型制备：按随机数字表法将动物

分为假手术(Sham)组和SAP组，每组10只。采用

胰胆管逆行注入体积分数为1．5％的去氧胆酸钠建

立大鼠SAP时Al。I模型。用体积分数为10％的水

合氯醛(3 ml／kg)腹腔内注射麻醉，开腹，以无损伤

小动脉夹暂时阻断胆管出肝门端，在胰胆管十二指

肠乳头开口处对侧肠壁上插入1 ml注射器，针头经

胰胆管十二指肠乳头开口入胰胆管，固定，以匀速注

入去氧胆酸钠1 ml／kg(O．1 ml／min)后拔管，5 min

后去除小动脉夹缝合腹壁。Sham组于开腹后仅翻

动胰腺数次，关腹。

1．3标本采集、检测指标及方法：各组动物分别于

制模成功后24 h留取标本。

1．3．1 血气及血清淀粉酶(AMY)检测：颈动脉采

血做动脉血气分析；经下腔静脉采血，用全自动生化

分析仪检测血清AMY。

1．3．2 肺湿／干重(w／D)比值测定：动物放血致死

后取右肺称湿重，置60℃烤箱连续烘烤24 k；考除

水分至衡重，称肺干重，计算肺w／D比值。

1·3．3病理检查：左肺中叶用体积分数为10％的

中性甲醛水溶液固定，石蜡包埋切片5肛m，苏木素一

伊红(HE)染色后显微镜下观察并照相。病理医师单

盲读片，肺病理改变采用Derks等“1描述的评分标

准评分。10％甲醛水溶液固定部分胰腺组织，切片后

行HE染色，显微镜下观察并照相。

l·3·4 肺组织中SP—A mRNA的表达检测：采用

RT—PCR技术。TRIzol试剂一步法抽提肺组织中总

RNA，经紫外光检测260 nm和280 nm处吸光度

(A)值，Azeo／AⅢ为1．6～2．2，计算总RNA的浓度。

逆转录后行PCR扩增。反应条件：99℃5 min预变

性，然后94℃30 s，55℃30 s，72℃60 s，共进行
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30个循环，最后72℃7 min产物链延伸。PCR产物

经琼脂糖凝胶电泳后，用凝胶图像分析系统进行电

泳条带密度分析，以SP—A与GAPDH的比值代表

靶基因mRNA的表达水平。

1．3．5免疫组化检测肺组织SP—A蛋白表达变化：

脱蜡后，依次体积分数为3％过氧化氢溶液封闭过

氧化物酶，微波抗原修复、山羊血清封闭，再逐步加

入兔抗大鼠SP—A抗体，生物素标记的山羊抗兔

IgG及辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素，最后经

3，37一二氨基联苯胺(DAB)显色，苏木素复染后封

片。分别以磷酸盐缓冲液(PBS)和正常兔血清替代

第一抗体作空白及阴性对照。各组随机取3只动物

的切片，在显微图像定量分析系统上，物镜放大

20倍进行图像分析，每张切片随机测定20个肺泡

区免疫阳性信号的积分A值，代表SP—A相对含量。

1．3．6电镜下观察：每组随机取3只动物，肺组织

取材后，经体积分数为2．5％的戊二醛固定1 h，常

规脱水，浸透，包埋，超薄切片，经锇酸染色后，置透

射电镜下观察肺泡Ⅱ型上皮细胞。

1．4统计学方法：使用SPSS 10．o统计软件，数据

以均数士标准差(z±s)表示，￡检验，相关性检验用

线性回归分析，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肺组织病理学改变(表2)：Sham组肺组织结

构清晰，肺泡壁薄，肺泡腔内偶见巨噬细胞，未见中

性粒细胞浸润。SAP组可见肺间质高度充血、水肿，

大部肺泡间隔明显增宽，较多的肺泡萎陷及邻近肺

泡隔断裂形成肺大泡，肺间质大量中性粒细胞浸润，

毛细血管扩张、充血，灶状肺泡内出血，病理评分显

著高于Sham组(P<O．05)。

2．2肺内SP—A表达与肺损伤病理评分的相关性：

sAP组sP—A的mRNA及蛋白表达均与肺损伤病

理评分呈豆著奂相关(r-=一o．876，P<o·ol；rz一
一O．713，P<0．05)。

2．3动脉血气、AMY、肺w／D比值的水平(表1)：

与Sham组比较。SAP组动脉血氧分压(Paoz)明显下

降(P<o．05)，表明SAP组肺功能有明显损伤。SAP

组AMY、肺w／D比值均显著升高(P均<o·05)。

表l 各组大鼠Pa02、AMY、肺w／D比值(工士s)

组别 动物数Pa02(mm Hg) AMY(ku／L) 肺w／D比值

Sham组 10 96．78土3·81 l·193土o．19z j‘，u士u‘o”

曼垒呈丝!!!!：!!圭!：!!：：：!!!圭!：兰堡二—jL羔生生丝
注：与Sham组比较．8P<O·0511

mm H920·133 kP8

2．4 肺组织SP—A的mRNA及蛋白表达(表2；
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图1，彩色插页图2)：SAP组SP—A mRNA表达较

Sham组明垃减少(P<o．05)。免疫组化检查可见

Sham组肺泡Ⅱ型上皮细胞可见棕黄色染色，SP—A

明显表达；SAP组肺内阳性Ⅱ型上皮细胞数量减

少，染色变浅；SAP组SP—A表达较Sham组显著

降低(P<o．05)。

， ‘表2各组大鼠SP—A的mRNA和蛋白表达

以及病理评分结果(=士s)

组别警s艺苔A
SP—A蛋白 病理评分

(积分A值) (分)

Sham组 10 1．2l士O．10 7 98Z．22士3 689．57 O

SAP组 lO O．80士O．118 3 497．99土2 958．21
3

8．49土O．798

注：与Sham组比较，8P<O．05

l：Sham组；2：SAP组；3：Marker

圈l 各组大鼠肺组织SP—A mRNA表达

2．5胰腺病理学检查：Sham组胰腺结构大致正

常；SAP组可见胰腺弥漫性出血、片状坏死，胰腺间

质及腺泡炎性细胞浸润。

2．6 电镜结果(彩色插页图3)：Sham组肺泡Ⅱ型

细胞形状较规则，细胞表面有很多长短不一、粗细不

等的微绒毛，胞核明显，胞质内含数量不等、大小不

一的特征性板层小体，可见不同的成熟阶段。SAP

组可见肺泡Ⅱ型细胞相对不规则，细胞变性，甚至出

现崩解，细胞表面微绒毛减少，胞质内板层小体排空

明显增多而致空泡化，并可见脱落的板层小体。

3讨论

肺泡Ⅱ型上皮细胞是肺泡表面一类重要的细胞

群体，具有合成和分泌PS的功能n1，补充和分化肺

泡I型上皮细胞，并且在药物和毒物的代谢、解毒等

方面均具有重要的功能。SP是PS的有效活性成

分，其主要功能是促进肺泡气一液界面的表面活性膜

形成和稳定，防止肺泡萎陷。SP—A为SP中含量最

多的糖蛋白，其在维护并增强PS系统表面活性、促

进Ps磷脂单分子层在气液界面的吸附、扩展等方

面都有非常重要的作用∞。3。

近年来人们认识到，肺内PS活性成分的减少

可能比总量的减少在肺损伤发病中更有意义。研究

表明，随着PS系统及肺功能损害，肺内SP—A可明

显减少¨3。SP—A的减少可使PS活性降低、代谢障

碍，使PS对氧自由基和脂质过氧化物以及渗出血

浆蛋白灭活作用的抵抗能力明显减弱∞胡3。

本实验发现，SAP合并AI。I 24 h后PaO。显著

下降，肺w／D比值明显增加，病理检查见弥漫性肺

实质损伤和肺水肿，符合ALI的病理改变。sP—A

mRNA表达与肺损害程度呈显著负相关，提示肺内

SP—A含量减少可能发生在转录水平。免疫组化检

查见肺SP—A表达减少，提示SAP并发AI。I可致大

鼠PS有效成分SP—A含量减少，肺内SP—A降低。

电镜检查可见SAP肺损伤后Ⅱ型肺泡上皮细胞微

绒毛减少甚至消失，板层小体空泡变性，Ⅱ型肺泡上

皮细胞结构的破坏可能是SP—A表达减弱的原因之

一。本研究结果提示，肺内SP—A表达减弱可能在

SAP肺损伤时起重要作用。
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