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内毒素肺损伤小鼠肺内清道夫受体A表达的变化

田玉恒 徐剑铖 钱桂生 龚传明 陈维中 李淑平

【摘要】 目的 观察内毒素肺损伤发病中小鼠肺组织及肺泡巨噬细胞(AM)清道夫受体A(SR—A)表达

的变化。方法 腹腔注射内毒素脂多糖(LPS)复制小鼠急性肺损伤模型，实验分为LPS致伤后o．5、1、2、4和
8 h组及对照组，用小鼠AM株J774A．1细胞作体外实验，分为LPS作用后o．5、1、2、4和8 h组及无血清培

养液对照组。用免疫组化及流式细胞仪观察分析小鼠肺组织及AM、J774A．1细胞的SR—A表达及分布。结果

LPS各组小鼠动脉血氧分压(Pa0 z)均明显低于对照组，且肺湿／干重(w／D)比值明显高于对照组(P均<

o．01)。对照组小鼠肺组织除支气管上皮细胞、淋巴细胞无SR—A表达外，AM、肺血管内皮细胞、血管平滑肌细

胞、肺泡上皮细胞、中性粒细胞胞膜及胞质均有SR—A表达。LPS致伤后o．5 h即可观察到肺组织SR—A免疫

组化染色弱于对照组，并且随着致伤时间延长，染色逐渐变浅，表明内毒素肺损伤发病中肺内SR—A表达减

少。用J774A．1细胞作体外实验也发现类似结果，以4 h和8 h组降低最为显著。流式细胞仪检测AM及

J774A．1细胞的sR—A表达与免疫组化染色结果相符，且细胞膜sR—A下降较细胞总sR—A显著。结论 内毒

紊肺损伤小鼠肺组织及AM的SR—A表达减少，其表达变化可能与内毒素作用有关。
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【Abstract】 objective To investigate the expression of scavenger receptor class A(SR—A)in lung

tissue and alveolar macrophage(AM)in mice with acute lung injury(ALI)induced by lipopolysaccharide

(LPS)．Methods The model of ALl was reproduced by intraperitoneal(ip)injection of LPS(5 mg／kg)，

and the expression of SR—A was observed in lung tissue and A】Ⅵ，and the expression and distribution of J774

A．1 were also studied by using mouse macrophage line． ResuIts Partial pressure of oxygen in artery

(Pa02)of lung tissue in LPS groups was significantly lower while wet／dry weight(W／D)ratio was higher

than those in normal saline control group (both P<：O．01)． SR—A was widely expressed in mu“ne lung，

including ATvI，pulmonary vascular endothelial cells，vascular smooth muscle cells，lung epithelial cells and

polymorphonuclear neutrophils． Immunohistochemical staining showed that， during the course of

development of ALI in mice，the expression of SR—A was gradually down—regulated with the elapse of time

after ip injection of LpS，The same result was seen in the isolated AM，and especially nlarked in group

4 hours and group 8 hours． In vitro，the expression of SR—A on J774 A．1 cells decreased was also

down—regulated when treated with LPS．ConcIusion SR—A was widely expressed in murine lung．During the

course of ALI，the expression of SR—A in the murine lung and AM is down—regulated，which may be induced

by LPS．

【l【ey words】 lipopolysaccharide； acute lung injury； macrophage； scavenger receptor class A

急性呼吸窘迫综合征(ARDS)是急性肺损伤

(ALI)的严重阶段，其病因复杂，脓毒症是其最常见

原因n 3。清道夫受体A(scavenger receptor class A，

SR—A)是内毒素脂多糖(LPS)受体之一，目前认为，

SR—A通过结合多聚阴离子配体如LPS和革兰阳性

菌磷壁酸在宿主防御反应中起重要作用他‘31。为探讨
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·论著·

SR—A在ALI发病中的作用，本研究中采用内毒素

肺损伤模型，对内毒素肺损伤小鼠肺组织及肺泡巨

噬细胞(AM)的SR—A表达变化进行了观察。

1材料和方法

1．1实验材料：昆明小鼠由第三军医大学动物实验

中心提供。小鼠AM株J774A．1细胞购于上海细胞

生物研究所；2F8大鼠抗小鼠SR—A单克隆抗体

(英国Serotec)，I。PS(E．coli，0111：B4，美国Sigma)；

免疫组化试剂盒及异硫氰酸荧光素(FITC)标记的

羊抗大鼠IgG抗体购于北京中山公司；流式细胞仪

(FACS，美国Becton Dickinson)。
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1．2模型建立及检测指标：健康昆明小鼠，雌雄不

拘。按随机数字表法分组，腹腔注射LPS 5 mg／kg，

制备内毒素肺损伤模型，对照组注射等量生理盐水。

于LPS注射后o．5、1、2、4和8 h腹腔注射盐酸氯胺

酮(200 mg／kg)麻醉小鼠，取动脉血进行血气分析；

取左肺，用体积分数为10％的甲醛磷酸盐缓冲液

(PBS)固定，苏木素一伊红(HE)染色后行组织病理

学观察；肺组织免疫组化染色后检测SR—A表达；全

部右肺用于检测肺湿／干重(w／D)比值。

1．3检测指标及方法

1．3．1肺组织SR—A的表达：用过氧化物酶标记的

链霉卵白素法(SP)进行免疫组化染色，一抗稀释度

1：400，3，3 7一二氨基联苯胺(DAB)显色。显微镜下

观察细胞着色，呈棕黄色者为SR—A阳性染色。于

10×10倍显微镜下每张切片随机选取2个视野，用

Tiger920图像分析仪进行分析，以积分吸光度(A)

值表示SR—A表达的相对强度。

1．3．2 AM中SR—A的表达：用黏附法分离纯化

AM，SP法行免疫组化染色，一抗稀释度1：400，

DAB显色，显微镜下观察。

1．3．3 FACS分析AM细胞膜及细胞总SR—A的

表达：分离每组小鼠的AM并合并。制成单细胞悬

液，调整细胞浓度为1×109／L，离心弃上清液，加入

100肚l FACS缓冲液(体积分数为o．1％的牛血清白

蛋白及1％的羊血清，质量分数为o．1％的叠氮钠及

0．1 m01／LPBS)重悬细胞；加1：50一抗100弘l

(终浓度为10 g／L)，4℃孵育，缓冲液离心洗涤；加

FITC标记的二抗(1：100)100肛l孵育，离心洗涤。

加适量缓冲液上机计数1×105个细胞。测定阳性细

胞数及其平均荧光强度，进行数据分析。

1．3．4 LPS对J774A．1细胞SR—A表达的影响：

各实验组加LPS，对照组加无血清培养液，每组设

4个复孔。细胞免疫组化染色观察LPS对J774A．1

细胞SR—A表达的影响，FACS分析。以上步骤同

AM细胞膜及细胞总SR—A表达分析方法。

1．4统计学处理：数据以均数士标准差(z土s)表

示，用￡检验，P<o．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 动脉血氧分压(Pa0。)的变化(表1)：LPS致伤

后各组小鼠PaO。均较对照组明显降低，且LPS作

用时间越长，PaO。越低(P均<0．01)。

2．2肺W／D比值的变化(表1)：LPS各组肺W／D

比值均显著高于对照组(P均<o．01)，且作用时间

越长比值越高，但LPS各组间无明显差异。

裹l LPS对小鼠Pa02、肺W／D比值

及肺组织SR—A表达的影响(；土s)

注l与对照组比较，aP<0．01I与LPS 1 h组比较，6P<O．05I

1 mmHg=O．133 kPa

2．3肺组织病理学变化(彩色插页图1，图2)：LPS

各组小鼠肺脏均有不同程度肿胀，表面可见暗红色

点状病灶，切面可有淡红或白色泡沫样液体溢出，光

镜下可见肺间质炎性细胞浸润、出血，肺间质增厚；

肺泡结构破坏，肺泡腔内炎性细胞浸润和大量均质

红染样渗出物，可见局灶性肺不张及肺气肿，肺微血

管充血。而对照组未见上述改变。

2．4小鼠肺组织SR—A表达(彩色插页图3，图4)：

除支气管上皮细胞、淋巴细胞外，SR—A在AM、肺

血管内皮细胞、血管平滑肌细胞、肺泡上皮细胞、中

性粒细胞胞膜及胞质上均有表达；对照组表达较

强。LPS各组SR—A免疫组化染色弱于对照组，且

SR—A积分A值显著低于对照组，2、4和8 h组又显

著低于1 h组(P均<o．05)。

2．5小鼠AM中SR—A表达(彩色插页图5，图6)：

对照组AM胞膜及胞质中均可见棕黄色染色，LPS

各组染色较浅，且随LPS作用时间延长逐渐变浅，

表明SR—A表达逐渐下降。

2．6 FACS分析AM细胞膜及细胞总SR—A表达

(表2)：通过测定平均荧光强度分析AM细胞膜及

细胞总SR—A表达，结果提示，对照组AM的SR—A

表达高于LPS各组，尤以细胞膜SR—A的表达最为

显著；LPS致伤后AM表达SR—A有下降趋势，且

细胞膜SR—A表达下降较显著。

衰2小鼠AM细胞膜及细胞总SR—A表达的变化

2．7 免疫组化染色观察J774A．1细胞SR—A表达

的变化(彩色插页图7，图8)：J774A．1细胞的细胞
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膜及胞质均可见棕黄色染色，无血清培养液对照组

染色较深。LPS作用后J774A．1细胞SR—A表达低

于对照组，以LPS 4 h和8 h组表达最低。

2．8 FACS分析J774A．1细胞SR—A表达的变化

(表3)：通过测定平均荧光强度分析J774A．1细胞

膜及细胞总SR—A的表达，结果表明，无血清培养液

对照组J774A．1细胞SR—A的表达高于LPS各组；

随着LPS作用时间的延长，J774A．1细胞膜SR—A

的表达下降较明显。

表3 LPs作用后J774A．1细胞sR—A表达的变化

3讨 论

严重感染是ALI／ARDS最常见的原因之一“3。

已证明，SR—A主要存在于不同组织和器官的AM

上，包括肝脏、肺脏、脾脏的红髓及边缘区域，胸腺的

皮质以及髓质，心脏、睾丸及淋巴结的AM，而且细

胞SR—A表达与物种有关㈣。SR—A是一个多功能受

体，其功能涉及AM生长、维持、黏附、吞噬、宿主防

御及细胞间的相互作用，SR—A的广泛分布可能与

其所具有的多种功能有关H3。本实验显示，小鼠肺组

织中SR—A表达较广泛，除支气管上皮细胞、淋巴细

胞无表达外，AM、肺血管内皮细胞、血管平滑肌细

胞、肺泡上皮细胞、中性粒细胞胞膜及胞质均有表

达。LPS作用O．5 h即可观察到肺组织SR—A免疫

组化染色弱于对照组，且随致伤时间延长染色逐渐

变浅。分离AM进行细胞免疫组化染色及用AM株

J774A．1细胞进行体外研究结果均类似。FACS分

析各组小鼠AM及J774A．1细胞SR—A表达发现，

LPS各组AM及J774A．1细胞的平均荧光强度均

低于对照组，并随着LPS作用时间延长，荧光强度

呈逐渐减弱趋势，说明LPS作用后小鼠肺组织、AM

及J774A．1细胞SR—A表达均减少。

Van Lenten等¨3发现，1 ng／ml(1弘g／L)LPS

即可抑制培养的人AM中SR—A的表达与活性。

Roselaar等。3观察发现注射LPS 2 h后，肝内SR—A

mRNA下降了74％，作者认为LPS可以在体内从

转录水平下调SR—A表达。Brown等∽3发现，LPS对
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I型SR的下调能被放线菌酮抑制，故认为LPS对

I型SR的下调是具有蛋白合成依赖性的。目前认

为LPS对SR—A的下调作用受到转录及转录后水

平的调节。本实验中测定AM及J774A．1细胞膜及

细胞总SR—A表达，通过计算胞膜表达与细胞总

SR—A表达量的百分比发现，给予LPS刺激后，胞膜

SR—A下降比细胞总SR—A下降显著。此现象可能

是由于SR—A结合LPS后通过胞膜内陷，膜上

SR—A向细胞内转移，导致细胞膜SR—A减少。

根据本实验结果并结合文献∽。93的报道，分析

LPS组SR—A表达降低的可能原因：LPS从转录及

转录后水平下调SR—A的表达；SR—A结合LPS后，

通过胞膜内陷，将SR—A内吞并转移至溶酶体内进

行降解，导致细胞膜上的SR—A减少，而SR—A进入

细胞内的去向则有待进一步研究。SR—A进入细胞

内的调控机制及其具体循环、代谢路径目前尚无报

道，转移入细胞内的SR—A可否重新转运至细胞膜

上，再次结合LPS进入下一轮的循环尚不清楚。
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