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吸入一氧化氮治疗对内毒素所致急性肺损伤

肺泡液体清除影响的实验研究

孙兵 王辰庞宝森杜敏捷詹庆元秦志强

【摘要】 目的 观察吸入不同浓度一氧化氮(N0)对急性肺损伤(ALI)时肺水肿形成、肺泡液体清除和

渗出的影响，并探讨其治疗机制，为临床选择吸入N0(iN0)治疗ALI及其治疗方式提供理论依据。方法 健

康雄性新西兰大耳白兔18只，建立内毒素脂多糖(LPs)所致肺损伤模型(o h)。将动物随机均分成3组：①机

械通气(MV)组；行容积控制通气(VCV)，潮气量(VT)15 m1／kg，呼气末正压(PEEP)5 cm H20(1 cm H20=

o．098 kPa)，通气频率40次／min；②高iN0(HN0)组：在MV组治疗基础上给予40×10_6 N0吸入；③低

iN0(LN0)组：在MV组基础上加10×10“N0吸入。检测通气后不同时间点各组大鼠血流动力学、血气分

析、呼吸力学等指标。通气4 h后放血处死动物，计算肺湿／干重(W／D)比值，并观察肺泡液体渗出情况。结果

①治疗后o．5 h，HN0组和LN0组的氧合指数(Paoz／Fioz)显著高于MV组，并维持到实验结束(P均<

o．05)。②治疗后o．5、2和4 h，LN0组气道峰压(Ppeak)和平台压(Pplat)较MV组下降(P<o．05或P<

o．01)iHN0组4 h时的Ppeak、2 h和4 h的Pplat低于MV组(P<o．05或P<o．01)}LN0组2 h和4 h时

的Pplat明显低于HN0组(P均<0．01)。⑧HNo组和LN0组肺泡液体渗出少于MV组(F一22．756，P<

o．01)，肺泡液体清除多于MV组(F一3．965，P<o．05)，肺组织w／D比值MV组>HN0组>LN0组(F=

11．740，P<o．01)。④HN0组和LN0组的肺损伤评分好于MV组，但差异无统计学意义。结论ALI早期

iN0治疗可显著促进肺泡液体清除、改善肺泡液体渗出、减轻肺水肿、改善氧合和降低气道压，相对较低浓度

(10×10“)吸入治疗可能更有益。

【关键词】肺损伤，急性；一氧化氮吸入；肺水肿；肺泡液体清除l机械通气； 内毒素

Nitric oxlde inhaIation improves aIveoIar liquid clearance in rabbit with endotoxin induced acute lung injury
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【Abstract】 objective To investigate the effects of nitric oxide(N0)inhalation(iN0)on alveolar

liquid clearance (ALC)， alveolar permeability， and lung edema， and its possible mecha血sm． Methods

Eighteen male rabbits were challenged with endotoxin，and they were randomly assigned into three groups：

mechanical ventilator(MV)group[volume control ventilation：tidal volume(VT)1 5 ml／kg，respiration rate

(RR)40 beats／minute，positive end—expiratory pressure(PEEP)：5 cm H20(1 cm H20一O．098 kPa)]，

high}N0(40×10—6 N0，HN0)group and low concentration；N0(10×10一6 No，LN0)group．1ndexes

including haemodynamics， blood gas analysis， and mechanics of breathing were determined after MV

at different time points in each group． The rabbits were sacrificed after MV lasting for 4 hours． Wet／dry

weight(W／D) ratio of the lung was calculated， and the condition of alveolar exudation was observed．

Results ①0xygenation index(Pa02／Fi02)in HN0 group and LN0 group were higher than those in MV

group at o．5 hour after treatment． ②The peak pressure of airway(Ppeak)and plateau pressure of airway

(Pplat) in LN0 group were lower than those in MV group at O．5， 2 and 4 hours after treatment

(P<O．05 or P<O．01)． Ppeak at 4 hours，Pplat at 2 hours and 4 hours were lower in HN0 group as

compared with those in MV group(P<O．05 or P<O．01)．Pplat in LN0 group was lower than that in HN0

group at 2 hours and 4 hours(both P<o．01)．(参Alveolar exudation in HN0 group and LN0 group was

milder than that in MV group(F=22．756，P<O．01)．ALC in HN0 group and LN0 group were higher than

that in MV group(F=3．965，P<O．05)．The W／D ratio of lung in MV group was higher than that in HN0

group，and the W／D rate in HN0 group was higher than that in LN0 group(F一11．740，P<O．01)．

(D Lung injury score in HN0 group and LN0 group was higher than that in MV group， but without

significant difference． ConcIusion iN0 can reduce lung edema by increasing ALC and improving alveolar

permeability，and the LN0 may be more effective than HNO in treatment of early acute lung injury induced

by endotoxin．

【Key words】 acute lung injury； nitric oxide inhalation； lung edema； alveolar liquid clearance；

mechanical ventilation l endotoxin
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研究发现，吸人一氧化氮(iNO)后能迅速弥散

到通气良好的肺泡，舒张肺血管平滑肌，降低肺动脉

压，改善通气／血流比例失调，改善氧合，对体循环影

响极微；此外，NO还有抑制血小板聚集、调节免疫

和炎症反应等作用，目前临床主要用于急性肺损伤／

急性呼吸窘迫综合征(ALI／ARDS)等危重症的救

治n吨3。已有多项ALI／ARDS临床研究显示，iNO虽

未能改善病死率等预后指标，但其降低肺循环阻力

和肺动脉压、改善通气／血流比例失调及增加氧合等

急性生理学疗效明显n巧3。ALI／ARDS的主要病理

改变为血管内皮和肺泡上皮的弥漫性损伤所致通透

性肺水肿及透明膜形成。肺水肿是ALI／ARDS一系

列病理生理改变的基础，其形成除与肺内液体渗出

增加有关外，有限的研究表明，还伴有肺泡液体清除

(ALC)的下降，且ALC下降明显者预后不佳¨3。研

究表明iNO可能在一定程度上减轻了肺水肿∞3，但

确切机制尚不清楚。本实验拟观察iNo对内毒素致

ALI兔肺水肿及ALC的影响，为临床使用iNO治

疗ALI／ARDS提供理论依据。

1材料与方法

1．1 动物分组及模型制备：健康雄性新西兰大耳白

兔18只，体重(2．5±o．2)kg(北京大学实验动物中

心)。经耳缘静脉注射质量分数为3％的戊巴比妥

20 mg／kg，泵人大肠杆菌脂多糖(LPS，055：B5，美

国Sigma公司，用生理盐水稀释成15 m1)50 pg／kg

持续1 h，继以生理盐水30～40 ml／h维持。行气管

插管，于一侧颈总动脉置管以备抽血，并持续监测动

脉血压，以术毕稳定20 min后的心率(HR)和血压

作为基础状态O h点的值。按随机数字表法将动物

均分为3组：①机械通气(MV)组：接Siemens Servo

900C呼吸机(德国SIMENS公司)行容积控制通气

(VCV)，潮气量15 ml／kg，呼吸频率40次／min，吸

入氧浓度(FiO。)o．40，吸：呼(I：E)为1：2，呼气

末正压(PEEP)5 cm H20(1 cm H20=O．098 kPa)。

实验期间间断给予派库溴胺0．3 mg／kg，阻断自主

呼吸。②高iNO(HNO)组：MV时，在吸气管路起始

部位接入N0吸入装置(美国Datex—Ohmeda公司)，

输入NO，Y形管的吸气管路段接入监测采样管，
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控制NO吸人浓度为40×10～；同时监测吸气端的

二氧化氮(No。)浓度不超过3×10～；其他处理同

MV组。③低iNO(LNO)组：控制吸气管路中的NO

浓度为10×10～；其他处理同HNo组。分别于实验

O、0．5、2和4 h记录动物HR、平均动脉压(MAP)、

气道峰压(Ppeak)、平台压(Pplat)等指标(惠普

HP M1165A型心电监护仪，美国)，4 h后放血处死

动物。于每个时间点采集肝素抗凝血查动脉血气

(AVL OMNI 9血气分析仪，瑞士)。

1．2 ALC测定：实验开始2 h 50 min和3 h分别

向动物静脉和右肺下叶注入131I和125I标记的白蛋白

液(北京大学医学部同位素研究中心)，测定3 h和

4 h血液和右肺下叶肺泡液两种同位素的放射性活

度，计算ALC和肺泡液体渗出值∞3。

1．3肺湿／干重(w／D)比值测定：取右肺上叶肺组

织称湿、干重(精确至o．001 g)，计算W／D比值。

W／D比值=(肺湿重一肺干重)／肺干重

1．4肺组织病理学检查：将留取的右肺上叶组织标

本用体积分数为10％的甲醛液固定，石蜡包埋，切

成厚5肛m的切片、苏木素一伊红(HE)染色。光镜下

观察肺泡与间质的炎性浸润、出血、肺水肿和肺不张

(4项)；用双盲法进行半定量肺损伤病理评分。3。

1．5统计学处理：以SPSS 10．o软件建立数据文

件，数据以均数±标准差(z±s)表示；以ANOVA

检验组间参数的差异性；SNK检验进行两两比较，

P<o．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1血流动力学指标(表1)：在实验过程中，3组动

物的HR和MAP比较差异均无统计学意义。

2．2血气分析指标(表1)：各组动物pH值在实验

过程中无显著变化。HNo组和LNo组的氧合指数

(PaO：／FiO：)在0．5、2和4 h均高于MV组，差异有

统计学意义(P均<O．05)。

2．3 呼吸力学指标(表1)：Ppeak组间比较O h时

差异无统计学意义；LNO组在O．5 h和2 h时低于

其他两组(P均<O．05)，4 h时HNO组和LNo组

低于MV组(P均<O．05)，HNO组和LNO组之间

差异无统计学意义。Pplat组间比较除o h外差异均

有统计学意义，其中O．5 h LNO组较低，2 h和

4 h MV、HN0和LNO组依次下降(P均<o．01)。

2．4肺泡液体渗出、ALC的变化和肺组织W／D比

值(表2)：与MV组比较，HNo组和LNO组肺泡液

体渗出量明显减少，ALC明显升高，差异有统计学

意义；肺W／D比值MV组>HNO组>LN()组，差
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表1各组动物治疗后不同时间点血流动力学、血气分析和呼吸力学指标的变化比较(z土s)

F值 o．696 O．700 O．074 O．534 O．461 o．925 O．623 2．140

兰堡 !：!!! !：!!! !：!!! !：!!! !；!!! !；!!! !：!!! !；!!!

组另U 动物数
pH值 Pa02／Fi02(mm Hg)

O h O．5 h 2 h 4 h O h O．5 h 2 h 4 h

组别 动物数
O h 0．5 h 2 h 4 h O h O．5 h 2 h 4 h

注：与MV组同期比较，8P<o．05，“P<o．01；与HNo组同期比较，。P<o．05，4P<o．01；1 mmHg=o．133 kPa

异有统计学意义(P<o．05或P<o．01)。

表2各组动物肺泡液体渗出、ALC及肺

w／D比值比较(=士s)

F值 22．756 3．965 11．740

!篁 !：!!! !：!!! !：!!!
注：与MV组比较，aP<O．05，6P<O．01}与HNo组比较，8P<o．01

2．5肺组织病理学变化

2．5．1 大体标本观察：MV组双下肺均可见充血、

肿胀及点片状出血灶，病变呈双侧分布。HNO组和

LNo组的改变程度不如MV组明显。

2．5．2光镜下观察：MV组肺组织结构大致正常，

部分肺泡膨胀不全，肺泡腔内可见吞噬细胞、红细

胞、中性粒细胞及少量淡粉染的蛋白性液体，个别区

域肺泡壁断裂、肺泡融合；部分区域肺泡间隔增宽，

间质及肺泡壁毛细血管扩张、充血，血管周围疏松水

肿，炎性细胞浸润及点片状出血；部分肺细小动脉及

毛细血管内可见混合血栓和透明血栓，以透明血栓

为主。HNO组和LN0组与MV组病理改变相似，

但吞噬细胞、中性粒细胞浸润、肺泡出血、肺泡和间

质水肿、肺不张等病变范围和病变程度均有所改善。

HNO组、LNO组和MV组动物肺组织半定量肺损

伤病理评分分别为(3．2土2．1)分、(3．3±1．6)分和

(5．3土O．5)分，但3组间比较差异无统计学意义

(P均>O．05)。

3讨 论

本实验为应用研究，其结果提示：①在ALI早

期进行iNO治疗，可以减少肺泡液体渗出，增加

ALC，改善呼吸力学和氧合，减轻肺水肿。②低浓度

(10×10一6)NO在改善氧合、呼吸力学和肺水肿等

方面较高浓度(40×10叫)可能更有优势。

肺泡液体平衡的维持主要依靠肺泡液体的渗出

和肺泡上皮细胞对液体的清除功能。已有的资料显

示，ALI肺水肿的发生不但涉及肺泡壁损伤致渗出

增加，还与肺泡上皮细胞受损导致肺水清除障碍有

关∽3。影响肺泡液体渗出的因素包括肺血管通透性

及肺毛细血管静水压。Cuthbertson等¨∞在实验研

究中发现，iNO可明显减轻内毒素所致肺泡液体渗

出，改善肺水肿。Stubbe等n”也发现在ALI／ARDS

血压下降时，iNO可显著改善液体复苏过程中出现

的肺水肿。本实验也发现了iNO可以显著减少肺泡

液体渗出，符合以上研究结果。

在ALC方面，目前的研究认为，其变化主要与

肺泡上皮细胞的Na+通道、Na+一K一～ATP酶和水通

道有关；其中Na+通道是影响ALC的另一关键因
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素。Tsubochi等n23发现，内毒素引起的ALI大鼠6 h

内出现AI。C明显下降，经过24 h后恢复并有所上

升，伴随氨氯吡嗪咪(一种Na+通道拮抗剂)敏感

Na+通道的相应变化，同时发现后期Na+通道活性

增加还伴随着肺泡巨噬细胞的激活和NO释放的增

多，推测这种Na+通道和ALC的变化与持续高水

平的NO释放有关。Hardiman等n∞利用转基因技

术比较诱生型一氧化氮合酶(iNOS)基因(一／一)纯

合子大鼠和野生型个体Na+通道和ALC功能变

化，发现健康状态下与iNOS相关的内源性NO产

生对氨氯吡嗪咪敏感的Na+通道有非常重要的调

节作用。本实验借鉴这些研究结果，通过在肺损伤早

期给予iNO治疗，发现iNO可显著增加ALC，这可

能与较早使用外源性N0治疗替代了巨噬细胞激活

引起的内源性NO增加，使Na+通道活性改善或恢

复、ALC增加有关，并最终导致肺水肿减轻、气道压

力下降和氧合改善。如果能对肺组织Na+通道蛋白

和Na+一K+一ATP酶蛋白含量及其基因表达作更深

入的研究，将有助于其分子作用机制的进一步阐明。

本实验使用两种浓度(10×10．6和40×10_6)的

NO。据国内外的研究报道，一般情况下，iNO浓度

低于80×10-6时治疗是安全的。本实验使用的干预

浓度之一是40×10～6，为临床上成人ALI／ARDS

治疗中的常用浓度。但最近有研究显示患者对iNO

治疗的敏感性随病情变化，同样浓度在使用一定时

间后可能出现不良反应，这可能与长期使用并不能

改善预后有关。儿科临床研究中使用的浓度较低，多

在(5～10)×10_6水平，而目前大规模临床研究取得

有益疗效的资料均自儿科获得n4。钉，目前尝试在

ALI早期配合持续气道内正压(CPAP)或其他无创

正压通气。高浓度NO，费用昂贵，使用低浓度较为

可行n∞。基于上述考虑，本实验采用的另一干预浓

度为10×10～。结果显示，低浓度iNO治疗在改善

氧合、降低气道压和减轻肺水肿方面较高浓度更有

优势。参考目前国内外的相关研究，推测其机制可能

与低浓度时肺内N0毒性代谢产物(NO。和过氧化

亚硝酸盐)产生相对较少有关n”，此时对肺泡上皮

细胞损伤和肺表面活性物质的破坏程度也相对较

轻，肺泡液体的渗出减少，清除功能损伤较小，最终

使肺水肿减轻。对与此相关的局部炎症反应和氧化

抗氧化水平的监测可能有助于这一机制的阐明。

根据本实验结果，建议临床在ALI／ARDS治疗

中可早期尝试低浓度iNO治疗，甚至配合无创正压

通气使用，可能有助于改善ALI／ARDS预后。
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