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生长激素对急性肺损伤大鼠C1ara细胞的影响

罗佛全傅华群

【摘要】 目的 探讨应激反应期生长激素(Gh)对急性肺损伤(ALI)大鼠Clara细胞的影响。方法 将

112只雄性SD大鼠随机均分为ALI组和重组人生长激素(rhGh)组，两组大鼠根据致伤与否及致伤后的观察

时间不同又随机均分为o、o．5、1、2、4、6和24 h共7个亚组。通过免疫组织化学染色、透射电镜分析，观察

ALI大鼠Clara细胞数量和形态学方面的变化。结果 静脉注射内毒素脂多糖(LPS)后o．5 h ALI组大鼠开

始出现ALI病理改变，随着时间的延长，肺损伤程度逐渐加重，于6 h达最重，6 h后逐渐恢复。rhGh组大鼠静

脉注射LPS后肺部病理变化趋势与ALI组大鼠相似，但各时间点肺损伤程度进一步加重。LPS致伤后1 h

ALI组大鼠Clara细胞数量开始明显减少，6 h达最少，24 h逐渐恢复，差异有统计学意义(P均<o．01)。与

ALI组同期比较，LPS致伤后rhGh组大鼠Clara细胞数均有不同程度减少，以24 h减少更明显。LPS致伤后

24 h，ALI组大鼠Clara细胞的超微结构明显受损，rhGh组大鼠Clara细胞超微结构损害较ALI组更为严重。

结论应激反应期应用rhGh可加重内毒素血症所致ALI大鼠Clara细胞受损。
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【Abstract】 objective To study the effect of growth hormone(Gh)on Clara cen in acute lung injury

(ALI)rats during stress responsive stage．Methods One hundred and tweleve male Sprague—Dawley(SD)

rats were randomly divided into ALI group and recombinant human Gh(rhGh)group． The rats in two

groups were subdivided into seven subgroups of different time intervals after lipopolysaccharide (LPS)

injection：O (pre—injection of LPS， acted as control group)， O．5， 1， 2， 4， 6 and 24 hours subgroups

respectively． Immunohistochemstry and electron microscope were used to investigate the number and

morphological changes in Clara cells in ALI rats． Results HaIf of an hour after LPS injection，ALl was

induced． The extent of 1ung injury increased with the time increased after LPS injection，peaked at 6 hours，

then the extent of lung injury began to recess．The dynamic changes in lung injury of rats in rhGh group were

similar to those in ALI group，but the extent of injury was more severe than that in ALI group at different

time intervals．The Clara ceU counts decreased significantly 1 hour after LPS injection，reaching the lowest at

6 hours， then began to recover 24 hours after LPS injection with statistically significant difference

(all P<O．01)．The counts of Clara cells in rhGh group decreased more significantly than that in ALI group

at different time intervals after LPS injection，especially at 24 hours．The ultrastructure of Clara cell showed

significant damage 24 hours after LPS injection．Compared with ALI group，the ultrastructure of Clara cell in

rhGh group were more damaged 24 hours after LPS injection． ConcIusion rhGh could deteriorate the

damage of Clara cell in acute lung injury rats induced by endotoxemia during stress response stage．
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Clara细胞在呼吸道免疫和维持呼吸系统正常

生理功能中具有重要作用。我们的前期研究表明，内

毒素血症可引起C1ara细胞受损。因生长激素(Gh)

可以促进蛋白合成、组织修复而广泛用于临床，本研

究拟探讨应激反应期Gh对内毒素血症所致急性肺

损伤(ALI)大鼠C1ara细胞形态学方面的影响。
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1材料与方法

1．1实验材料：112只雄性SD大鼠，5～7周龄，体

重180～250 g，由江西医学院动物科学部提供。羊抗

鼠CCl6多克隆抗体(美国Santa Cruz公司)、生物

素化兔抗羊IgG(N1030)和辣根过氧化物酶标记链

亲合素均购自北京中山生物技术有限公司；内毒素

脂多糖(LPS，055：B5，批号：072K4095，美国Sigma

公司)，重组人生长激素(rhGh，思真，每支10 U，瑞

士雪兰诺公司)。

1．2动物分组及处理：将112只大鼠按随机数字表

法均分为ALI组和rhGh组，两组动物根据注射

LPS与否及LPS致伤后观察时间不同，又随机分为
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o(即对照，不注射LPS)、o．5、1、2、4、6和24 h 7个

亚组。ALI模型建立见文献[1]方法。rhGh组动物

分别于静脉注射LPS前24 h和注射后即刻皮下注

射rhGh(用无菌生理盐水稀释成终浓度1 kU／L)，

每次o．5 U／kg；ALI组动物用等量生理盐水代替

rhGh，其余处理同rhGh组。

1．3观察指标及方法

1．3．1肺组织病理学观察：取左肺下叶，用体积分

数为10％的甲醛固定，石蜡包埋，切成4肛m薄片，

行常规苏木素一伊红(HE)染色，封片，然后在双目显

微镜下观察。

1．3．2免疫组化染色及结果判断：取右肺下叶，冰

冻切片(5肛m)，按文献[2]方法行免疫组化染色，封

片，按文献[3]报道方法，在高倍镜(×400)下计数

C1ara细胞，并计算Clara细胞占细支气管上皮细胞

的百分率。

1．3．3电镜标本制备：取左肺上叶，立即固定于体

积分数为2．5％的戊二醛溶液中，按电镜常规行标

本制备，定位终末细支气管或呼吸性细支气管后做

超薄切片，电子染色，透射电镜下观察C1ara细胞的

超微结构。

1．4统计学处理：所有数据用SPSS 10．o统计软件

分析，计量资料以均数±标准差(z土s)表示，组间比

较用方差分析和q检验。P<0．05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2．1病理学观察：对照组肺组织结构清楚，肺泡壁

薄，肺泡腔内无渗液，无白细胞和红细胞漏出。静脉

注射LPS后O．5 h肺脏出现ALI病理改变，光镜下

见肺小动脉充血，肺泡隔水肿、增宽，出现以中性粒

细胞(PMN)为主的炎性细胞浸润。静脉注射LPS

后1、2和4 h肺小动脉充血、肺泡隔水肿、炎性细胞

浸润程度随时间延长进一步加重，并逐渐出现肺泡

隔断裂、肺泡腔萎陷、肺不张。致伤后6 h肺组织病

理损害最严重，肺组织毛细血管明显扩张、充血，白

细胞附壁，肺泡隔明显增宽，大量白细胞渗出、聚集，

肺泡腔中可见渗出液和漏出聚集的红细胞，肺萎陷
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明显，有些区域呈实体团状。6 h后肺损伤逐渐恢

复，24 h大鼠肺水肿明显消退，肺组织结构基本清

楚，肺泡隔炎性细胞浸润明显减轻，部分肺泡隔可见

程度较轻的水肿，肺小动脉轻度扩张充血。rhGh组

大鼠肺组织病理改变规律与LPS组相似，但rhGh

组各时间点肺损伤程度较LPS组同期重，以PMN

为主的炎性细胞浸润更为明显。注射LPS后24 h，

两组肺损伤差异尤为明显，rhGh组肺小动脉充血、

肺泡隔水肿程度明显较LPS组重，部分肺泡腔和气

管腔内仍可见红细胞漏出。

2．2 rhGh对ALI大鼠细支气管C1ara细胞数的影

响(表1)：注射LPS后1 h，ALI组和rhGh组细支

气管Clara细胞数开始明显减少(P均<o．01)，管

腔内可见脱落的C1ara细胞、胞质明显减少。6 h达

低谷，致伤后24 h开始回升，但仍较o h低(P均<

0．01)。rhGh处理对正常大鼠Clara细胞数无明显

影响。LPS致伤后，rhGh组大鼠C1ara细胞数的动

态变化规律与LPS组相似。但LPS致伤后rhGh组

大鼠各时间点Clara细胞数较ALI组同期有不同程

度减少，以LPS致伤后24 h最为明显(P<o．05)。

2．3 rhGh对ALI大鼠Clara细胞超微结构的影

响：正常大鼠Cla川细胞呈椭圆形突人细支气管腔，

表面有短小微绒毛，胞质内见大量、有膜包绕的颗

粒，呈圆形或椭圆形，电子密度均匀，部分电子密度

较低的颗粒周边有空晕或致密核心，偶见分泌颗粒

边移，与细胞顶部的胞膜相贴(彩色插页图1)。LPS

致伤后24 h，C1ara细胞数较正常大鼠少，胞质内的

分泌颗粒减少，线粒体肿胀变性(彩色插页图2)。与

ALI组比较，伤后24 h rhGh组大鼠Clara细胞数

减少更明显，胞质内的分泌颗粒进一步减少，线粒体

肿胀变性更明显(彩色插页图3)。

3讨论

Clara细胞是存在于呼吸道上皮内的一种非纤

毛细胞，主要分布在终末细支气管和呼吸性细支气

管。C1ara细胞存在分泌颗粒，分泌是C1ara细胞的

基本特性。Clara细胞可分泌Clara细胞相对分子质

量为16 000蛋白(CCl6)、白细胞蛋白酶抑制剂、肺

表1 ALI组和rhGh组大鼠注射LPS后不同时间点细支气管Clara细胞数比较(；±5，n=8)

注：与本组对照比较，aP<O．01，与本组o．5 h比较，6P<o．01；与本组1 h比较，。P<o．01；与本组2 h比较，4P<o．05，与本组6 h

比较，eP<o．01；与ALI组同期比较，fP<o．05
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表面活性物质相关蛋白(SP)A、B、D和小部分肺表

面活性物质，其中CCl6是肺局部重要的抗炎因子

及免疫调节因子“’。Clara细胞含有高水平的细胞色

素P450单氨氧化酶和其他与生物转化有关的酶，

具有活跃的生物转化功能。Clara细胞靠近气道的

管腔侧有Na+和Cl一通道，能从管腔侧向基底侧主

动转运Na+，并可向管腔侧主动分泌Cl一，在维持远

端气道液体平衡中发挥重要作用。因此，C1ara细胞

在呼吸道免疫和维持呼吸系统正常生理功能中具有

重要作用。另外，Clara细胞还具有活跃的增殖分化

特性，可增殖分化为纤毛上皮细胞，在气道上皮更新

和损伤修复、维持远端气道上皮的完整性中有重要

作用。

本实验结果显示，LPS致伤后1 h，ALI大鼠细

支气管腔中可见Clara细胞脱落，细支气管中Clara

细胞数明显下降，于6 h降至低谷。24 h大鼠Clara

细胞数已开始回升，但细支气管C1ara细胞百分率

仍低于正常大鼠。超微结构观察显示，正常SD大鼠

C1ara细胞呈椭圆形突入细支气管腔，表面有短小微

绒毛，胞质内见大量有膜包绕的分泌颗粒，呈圆形或

椭圆形，电子密度均匀，部分电子密度较低的颗粒周

边有空晕或致密核心，偶见分泌颗粒边移，与细胞顶

部的胞膜相贴，Clara细胞内有大量滑面内质网及线

粒体，与文献[5]报道相似。本研究发现，ALI大鼠

Clara细胞数较正常大鼠降低，Clara细胞超微结构

亦发生明显变化，表现为伤后24 h大鼠Clara细胞

胞质内的颗粒明显减少，线粒体肿胀变性。提示内毒

素血症所致ALI大鼠Clara细胞受损，Clara细胞可

能是内毒素致肺损伤的重要靶细胞。rhGh组大鼠伤

后24 h Clara细胞超微结构较ALI组同期损害更

明显，表现为胞质内的颗粒进一步减少，线粒体肿胀

变性更为明显。提示应激反应期应用rhGh可加重

内毒素血症所致ALI大鼠C1ara细胞损害。

总之，应激反应期应用rhGh可加重内毒素血

症所致ALI大鼠Clara细胞损害，这个结论的临床

意义值得进一步研究。
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TLR2、TLR4、CDl4和Fcgamma受体ⅡA因子多态性与临床肺炎链球菌感染的相关性

肺炎链球菌是导致获得性肺炎最普遍的原因，也是引起患者死亡的一个主要原因。为了解肺炎链球菌和感染肺炎链球菌

患者基因的相关性，澳大利亚学者研究了85例肺炎链球茵脓毒症患者和409例健康人的Toll样受体2基因Arg或Gln 753

(TLR2一Arg／Gln753)、TLR4一Asp／Gly299、TLR4一Thr／Ile399、CDl4—159C／T和Fcgamma受体I A—R／H131等基因多态性变

化。结果显示，脓毒症组患者TLR4—299／399基因多态性发生率明显低于对照组，CDl4—159CC和Fcgamma受体ⅡA—R／R131

基因多态性表达率明显高于对照组，即只有35％的肺炎链球菌脓毒症患者携带低风险或保护性基因，而健康人携带低风险或

保护性基因达61％。因而他们认为，TLR4、CDl4和Fcgamma受体I A基因的变异增加了肺炎链球菌感染的风险。

黄彬，编译自《Immunol Cell Biol》，2008一01一08(电子版)；胡森，审校

内源性白细胞介素一10缺乏加重多器官功能障碍综合征小鼠器官功能障碍和死亡率

以往的实验证据表明，白细胞介素一10(IL一10)在全身感染发生机制中起重要作用。日本学者最近研究了酵母多糖诱导的

多器官功能障碍综合征(MODs)小鼠模型急性期IL一10缺乏对机体的影响。研究者采用含有IL一10基因的正常小鼠和IL一10

基因剔除的小鼠制备MODS模型。研究结果显示，IL一10基因剔除组动物腹膜渗出和中性粒细胞数增多，小鼠回肠和肺组织中

髓过氧化物酶活性和脂质过氧化产物增加，血浆肿瘤坏死因子一n(TNF—d)、1L一1B、一氧化氮(N0)均高于IL一10非缺乏组。另

外，IL一10基因剔除组小鼠出现了肾脏、肝脏和胰腺的功能障碍，并且12 d全身炎症反应和死亡率也明显高于IL一10非缺乏

组。以上结果显示，内源性IL一10缺乏能加重由酵母多糖诱发的MODs。

黄彬，编译自《Cytokine》，2007—12一】9(电子版)；胡森，审校
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