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急性肺损伤大鼠肺组织肝脏X受体Q表达的研究

徐静王建春 肖渡王关嵩

【摘要】目的观察内毒素性急性肺损伤(ALI)大鼠肝脏X受体a(LXRa)的改变．探讨LXRa在ALI

发病中的作用机制。方法将48只Wistar大鼠随机均分为两组。采用尾静脉注射脂多糖(LPS)5 mg／kg复

制大鼠ALI模型．对照组静脉注射生理盐水2．5 ml／kg。于致伤后1、2、4和8 h取大鼠动脉血进行血气分析及

肿瘤坏死因子一a(TNF—a)水平检测；取肺测定肺湿／干重(W／D)比值、髓过氧化物酶(MPO)活性及肺组织病

理学改变；用逆转录一聚合酶链反应(RT—PcR)检测肺组织LXRa mRNA、TNF—d mRNA表达；用酶联免疫吸

附法(ELISA)检测TNF—a含量变化；用免疫组化法观察肺组织LXRa蛋白表达情况。结果 与对照组比较，

ALI组致伤后各时间点动脉m氧分压(PaO：)均显著降低，肺W／D比值、MPO活性均显著升高(P均<

0．05)；病理观察显示肺组织受损；肺组织LXRa mRNA表达下降，TNF—a mRNA表达升高(P均<0．05)，肺

组织匀浆和动脉血清中TNF—a亦显著升高，4 h达高峰。免疫组化显示对照组肺组织表达较高水平LXRa蛋

白，ALI组在LPS致伤后可见LXRa蛋白表达较对照组显著下降(P均<o．05)。结论正常大鼠肺组织可表

达LXRa，LPS可引起ALI大鼠肺组织LXRa的基因和蛋白表达下降，这可能与ALI发病有关。
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[Abstract] Objective To observe changes in liver X receptor—a(LXRa)in acute lung injury(ALI)in

rats induced by lipopolysaccharide(LPS)to explore mechanism of LXRa in pathogenesis of ALl．Methods

Forty—eight Wistar rats were randomly divided into tWO groups．ALl model was reproduced by intravenous

injection of LPS(5 mg／kg)，and control group was injected with normal saline(2．5 ml／kg)．At l，2，4，

8 hours after ALl，artery blood gas analysis，lung tissue wet／dry weight(W／D)ratio，myeloperoxidase

(MP0)activity，lung histopathologic changes were observed．The expressions of LXRa and tumor necrosis

factor—a(TNF—a)mRNA were detected by reverse transcription-polymerase chain reaction(RT—PCR)．

TNF—a content was measured with enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)．LXRa protein in lung

tissues was assessed by immunohistochemistry．Results Compared with the control group，in ALI rats at

different time points，partial pressure of oxygen in arterial blood(Pa02)decreased significantly，lung W／D

weight ratio and MPO activity increased significantly(all P<0．05)，histopathology of lung revealed signs of

injury．After injury。expression of LXRa mRNA in lung tissue decreased markedly，and expression of TNF一口

mRNA in lung tissue increased markedly(all P<0．05)．TNF-a increased markedly in lung homogenate and

blood serum at the same period。and TNF一口reached peak value at 4 hours．Immunohistochemical staining of

LXRa showed that lung tissues of normal rats express LXRa significantly，however，after injury，expression

of LXRa in lung tissue decreased markedly(all P<0．05)．Conclusion Lung tissues of normal rats express

LXRu．The decreased LXRa mRNA and protein expressions in the lung tissue of rats with ALI caused by

LPS may be associated with the occurrence of ALI．
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近年来研究认为，急性肺损伤／急性呼吸窘迫综

合征(ALI／ARDS)的本质是一种炎症反应，由多种

炎症介质和细胞因子共同参与发病。肝脏X受体a

(LXRq)是配体激活核转录因子，在哺乳动物气道、

肺组织中广泛表达，具有抗炎活性‘¨，通过对炎症介
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·论著·

质[2]、炎症因子[3]和基质金属蛋白酶9[43表达的调控

参与了机体炎症反应的调节。由于LXRa在调控多

种炎症因子中起重要作用，因此我们推测，ALI／

ARDS的发生发展可能与LXRa参与炎症调节有

关，为此，我们在脂多糖(LPS)复制的大鼠ALl模

型中观察了肺组织LXRa及主要炎症介质表达的改

变，以期进一步探讨ALI／ARDS的发病机制。

1材料与方法

1．1动物分组及制模：雄性Wistar大鼠48只，体

重(2204-30)g，由第三军医大学动物实验中心提供，

万方数据
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按完全随机化原则分为两组。ALI组尾静脉注射

LPS 5 mg／kg，对照组给予生理盐水2．5 ml／kg，每

组又分1、2、4、8 h 4个时间点组，每组6只大鼠。

1．2检测指标及方法：按不同时间点采颈动脉血，

0．6 ml行动脉血气分析；3 ml离心后取血清检测肿

瘤坏死因子一口(TNF—a)。取大鼠左肺下叶，用甲醛水

溶液固定，行苏木素一伊红(HE)及免疫组化染色；取

右肺前叶、副叶组织0．2 g制成匀浆，用上清液检测

TNF—a；取右肺中叶、后叶组织，一70℃冷冻备用；取

左肺上叶，进行湿／干重(W／D)比值测定。

1．2．1肺组织髓过氧化物酶(MPO)活性测定：采

用邻连茴香胺法，参照MPO测试盒(南京建成生物

工程研究所)说明书进行测定，以每克组织湿片在

37℃的反应体系中H：O。被分解1弘mol为1个酶

活性单位，根据公式计算肺组织MPO活性。

1．2．2逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测肺组

织中LXRa、TNF—a的mRNA表达：取右肺冷冻组

织制备总RNA。按RT—PCR试剂盒说明配置反应

体系，反转录合成第一条cDNA作为模板，LXRa、

TNF—a和内参照三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)引

物经PCR方法进行扩增，共34次热循环(TNF-a

为32次)。上述引物均源自Genbank中大鼠LXRa、

TNF一0t和GAPDH全长cDNA序列，经Primer 5．0

软件设计，分别由上海鼎安生物科技有限公司、日本

TaKaRa Bioteeh公司合成。取PCR产物于琼脂糖

凝胶中电泳，经凝胶成像系统分析成像，以GAPDH

mRNA作为内参照，检测结果以LXRa、TNF—a与

GAPDH目的片段的积分吸光度(A)比值表示。

1．2．3肺组织匀浆上清液及动脉血清TNF—a浓度

检测：采用双抗体夹心酶联免疫吸附法(ELISA)检

测肺组织匀浆上清液及颈动脉血TNF—a浓度，按试

—C—h——i—n．．．—C———r——i——t————C—————a———r——e——————M—————e．．．d．．．．．,．．A．．．．．p．．．．r．．i．。1．———2————0———0———9．．．．,．V．．．．．o．．．1．．．．———2．．．1．．．．,．—N———o—．．——4

剂盒(深圳晶美生物技术有限公司)说明书要求操

作，显色后经全自动酶标仪读数。

1．2．4肺组织LXRa免疫组化观察：采用过氧化物

酶标记的链霉卵白素(SP)法检测大鼠肺组织LXRa

蛋白表达。制备石蜡标本连续切片(厚5肛m)。大鼠

血清代替一抗作为阳性对照，磷酸盐缓冲液(PBS)

代替一抗作空白对照。阳性结果呈棕黄色，定位在细

胞核，其余细胞核呈蓝色。将免疫组化染色结果进行

显微照相后，每张切片随机选取5个视野，采用图像

分析系统测出每个视野的A值和面积，得出其单位

面积的平均A值，作为该样本的染色强度。

1．2．5肺W／D比值测定：肺组织称湿重后，真空

条件下烘烤48 h称干重，计算W／D比值。

1．3统计学处理：检测数据以均数±标准差o±s)

表示，用SPSS 10．0统计软件进行单因素方差分

析，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1动脉血氧分压(PaO。)检测结果(表1)：LPS诱

发ALI后1、2、4和8 h，PaO。较对照组相应时间点

均显著下降(P均<O．05)。

2．2肺W／D比值、MPO活性(表1)：LPS诱发

ALI后各时间点肺W／D比值和MPO活性均显著

高于对照组(P均<0．05)。

2．3肺组织病理学观察(彩色插页图1)：ALI后

4 h肺组织可见大量炎性细胞浸润，肺间质水肿，肺

泡结构破坏，伴局灶性肺不张和肺气肿，肺泡腔内有

大量均质红染样渗出物和微血栓及透明膜形成等。

2．4肺组织TNF—a mRNA表达(表1；图2)：RT—

PCR显示，在380 bp处可见TNF—a mRNA表达。

ALI组各时间点肺组织TNF—a mRNA表达均较对

照组显著升高(P均<O．05)，以ALI组4 h最高。

衰1两组大鼠Pa0：、血清TNF—a含量、肺W／D比值、肺组织MPO活性及肺组织

TNF—a mRNA和蛋白、LXRa mRNA和蛋白表达的比较(z士5)

注：与对照组同期比较，8P<0．05#1 nlln Hg=0．133 kPa

万方数据
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围2 RT—PCR检测对照组(左)和ALl组(右)肺组织

TNF—a mRNA表达

2．5肺组织及血清TNF—a变化(表1)：ELISA检

测结果显示：ALI组各时间点肺组织匀浆和血清

TNF—a含量均较对照组显著升高(P均<o．05)，且

以ALI组4 h升高最为显著。

2．6肺组织LXRa mRNA表达变化(表1；图3)：

RT—PCR结果显示，在DNA标准348 bp处可见

LXRa mRNA表达。ALI组各时间点LXRa mRNA

表达均较对照组显著下降(P均<o．05)，且以ALI

组2 h下降最明显。

图3 RT—PCR检测对照组(左)和ALl组(右)肺组织

LXRa mRNA表达

2．7肺组织LXRa蛋白表达的变化(表1；彩色插

页图4～5)：对照组肺组织能表达较高水平的LXRa

蛋白，以细胞核着色为主，为棕色且色深，胞质中偶

见表达，主要分布在肺泡上皮细胞、巨噬细胞和血管

内皮细胞。ALI组致伤后2、4与8 h LXRa蛋白表

达较对照组显著下降(尸均<0．05)，主要分布在肺

间质的炎性细胞和肺泡上皮细胞。

3讨论

本实验中用LPS成功复制了ALI大鼠模型，在

LPS致伤后Pa0。下降，肺组织W／D比值升高，肺

组织病理显示大量炎性细胞浸润、肺间质水肿、透明

膜形成，均提示肺组织结构严重受损，符合ALI大

鼠模型的病理生理学标准，与文献[5]报道一致。目

前认为ALI／ARDS是全身多器官功能不全的肺部

表现，由多种炎症介质和细胞因子如TNF—a、白细

胞介素一1(IL一1)、IL一6、IL一8、IL一13、黏附分子、趋化

因子、前列腺素、活性氧等共同参与，ALI／ARDS的
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本质是一种炎症反应，其发生与炎症失控引起的过

度炎症反应密切相关。因此，寻找体内抗炎机制，恢

复体内致炎和抗炎平衡可能是调控炎症的切入点。

LXRs是核激素受体家族的成员，根据基因型

不同分为LXRa(Nrl h3)和LXRp(Nrl h2)两种亚

型。LXRa主要分布在肝、肠、肾、脾、肺、脂肪组织及

单核／巨噬细胞、气道平滑肌细胞；LXRp分布广泛，

于全身各处都能检测到，但表达较低[6]。LXRa是一

个配体激活转录因子，除具有调节胆固醇和脂肪酸

代谢、抑制肝糖原合成及参与多种信号转导作用外，

近年来还发现其具有免疫和炎症调节作用。

本研究结果显示：应用RT—PCR检测出正常大

鼠肺组织表达了较高水平的LXRa mRNA。免疫组

化染色表明，正常大鼠肺组织LXRa主要在肺泡上

皮细胞、肺泡巨噬细胞、气道平滑肌细胞和血管内皮

细胞胞核内表达，偶见于胞质中；LPS致伤后2 h肺

组织LXRa mRNA开始下降，4 h下降最明显，并持

续至实验结束；免疫组化染色显示ALI组LXRa蛋

白在致伤2 h开始降低，4 h最低并持续至8 h。本研

究中还观察到，LPS致伤1 h后肺组织中TNF—a

mRNA表达开始增加，4 h达高峰，且持续整个实验

期；血中TNF—a的浓度呈同步表现。上述结果表明：

LPS可下调大鼠肺组织中LXRa的mRNA和蛋白

表达水平，与本课题组前期研究所报道LPS会导致

过氧化物酶增殖体激活受体7(PPAR7，与LXRa同

为核激素受体家族成员)在肺内表达降低"3的结果

类似，表明LXRa参与了ALI的发生。

研究表明：在LPS诱导的巨噬细胞转录研究

中，依赖LXR可以下调环氧合酶一2、诱生型一氧化

氮合酶(iNOS)、IL一6等炎症介质的表达；激活LXR

能抑制巨噬细胞炎症反应中IL一1、单核细胞趋化蛋

白一1(MCP一1)基因表达[83；LXR激活剂作用于人单

核／巨噬细胞，可以抑制TNF—a和IL一1p在核酸和

蛋白水平上的表达[91；在由巨噬细胞、白细胞所介导

的慢性炎症肺部疾病(如哮喘、慢性阻塞性肺疾病)

中，LXRa激活剂T0901317作用于人气道平滑肌

(hASM)细胞后，下调环氧合酶一2、iNOS、MCP一1、

巨噬细胞中基质金属蛋白酶9和IL一6的表达，阻断

粒一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)和粒细胞集

落刺激因子(G—CSF)的释放，同时也能抑制hASM

细胞增生，从而影响炎症引起的气道重塑进程‘m]；

连续5 d给小鼠鼻饲T0901317(50 mg／kg)后吸入

LPS(300 pg／ml，20 rain)，在2、8和24 h从小鼠骨

髓中提取白细胞，用趋化试剂盒检测白细胞对细胞

万方数据
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因子IL一8的趋化作用时发现，治疗组IL一8水平较正

常对照组显著下降，表明激活LXR可能在肺部炎症与

宿主防御方面发挥调节作用L1门；用LXR激活剂

GW3965作用于接触性皮炎的啮齿类动物，免疫组

化染色结果显示在皮肤病灶处TNF—a、IL一1的表达

明显降低n引。本组在体实验结果表明，正常大鼠肺

组织肺泡上皮细胞、巨噬细胞和血管内皮细胞中表

达了较高水平LXRa，有助于参与多种信号转导途

径以及机体免疫和炎症的调节，与文献D32报道结

果一致。本研究结果显示，LPS致伤后ALI大鼠肺

组织LXRa的mRNA和蛋白表达水平较对照组下

降；相反，肺组织TNF—a在mRNA和蛋白水平表达

却明显升高，提示LXRa表达减少、TNF—a升高可

能与机体炎症失控有关，从而参与ALI的发病。研

究表明，LXR激活剂可能通过抑制多种核转录因

子，影响核转录因子一KB(NF—KB)、活化蛋白一1信号

转导途径而发挥抗炎作用，或通过影响其他炎症信

号通路、诱导抗炎介质产生而发挥抗炎活性¨¨。

综上所述，本研究表明，在对照组大鼠肺组织表

达了较高水平的LXRa mRNA和蛋白，而ALI组

大鼠肺组织二者的表达水平均较对照组下降。提示

LXRa参与了ALI的发病过程，其表达下调可能与

机体炎症失控有关。
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·科研新闻速递·

交感神经中枢阻滞剂提高脓毒症动物的存活率

脓毒症是全世界重症监护病房主要的死亡原因之一。它包括一个致炎细胞因子网状系统，如肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白

细胞介素一11](IL—lfl)、IL一6及核转录因子一KB(NF—KB)。有研究表明可乐定能有效减少外科患者中的致炎细胞因子。因此研究者

通过实验推测临床使用的中枢a一2可乐定通过抑制交感紧张、抑制炎症因子释放，改善脓毒症的预后。采用盲肠结扎穿孔术

(CLP)制备的脓毒症小鼠模型，通过随机实验研究可乐定的治疗作用。预治疗组于手术前I h、12 h和手术后1、6、12 h注射可

乐定(5 ng／kg)或右旋美托咪啶(40 ng／kg)；治疗组术前注射生理盐水，术后l、6、12 h注射可乐定(5 ng／kg)，对照组在相应时

间点注入生理盐水。结果显示预先注射中枢交感神经阻滞剂明显减少了动物的死亡率(可乐定：P一0．015；右旋美托咪啶：

P=0．029)，而术后注射可乐定则无明显影响，进一步来说预先注射可乐定削弱了CLP诱导的脓毒症小鼠细胞因子的反应，

控制了血压和下调了(NF—xB)黏合效能。而外周血用内毒素(LPS)单独诱导与用LPS和可乐定诱导的致炎因子反应无差异。

研究者认为中枢毒草碱网络系统和迷走神经的拟胆碱药反应之间有一定联系，预先注入可乐定或右旋美托咪啶可明显提高

脓毒症动物存活率。下调促炎介质交感神经阻滞剂能有效减少脓毒症的发病率。

曲冰杰，编译自《Crit Care)，2009，13(1)：R11；胡森，审校
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硫化氢／胱硫醚一y一裂解酶在内毒素性急性肺损伤发生中的作用
(正文见199页)

图1光镜卜I观察各组大鼠给药8h肺组织病理学改变对照组(a)肺组织结构清晰，肺泡壁薄，肺泡内未见水肿液，肺泡腔

内可见少最淋巴细胞肢单核／^噬细胞；AI．I组(b)肺泡间隔增厚，断裂，PMN注润，肺泡内H丁址浆液、红细胞；Nails组
(C)肺组织病变较ALI组明显减轻，接近正常，有少镀炎性细胞浸润，肺泡隔略有增宽l PPG组(d)肺组织损伤较ALl组加
重HE×100

图2光镜r观察各组大鼠给药8h肺组织iNOS蛋白阳性表达，阳性细胞胞质旱棕黄色对照组(a)肺组织中偶见iNOS阳性

细胞；AI．I组(b)肺组织iNOS阳性表达较对照组明显增强，丰要表达往啡泡问质的单核／巨噬细胞，PMN，血管·V-滑叽细
胞，血管内皮细胞、支气管上皮细胞I NariS组(c)iNOS阳性表达较ALl组减弱；PPG组(d)iNOS阳性表达较ALI组明显
增强SP×400

图3光镜F观察各组大鼠给药8 h肺组织HO一1蛋白阳性表达，阳性细胞胞质呈棕黄色对照组(a)肺组织中偶见HO-l阳性

细胞；AI，I组(b)肺组织HO一1阳性细胞表达明硅增多，主要分布f气道￡皮，肺泡壁、血管壁和炎性细胞胞质l{I；NaIIs
组(C)HO—l阳性表达较ALl组增加，PPG组(d)HO·l阳性表达与ALl组相似SP×400

急性肺损伤大鼠肺组织肝脏X受体a表达的研究
(正文见2033百)

图1光镜下观察LPS致伤后4 h人鼠|Iifi组织中可见大最炎性细胞浸润，肺问质水肿，肺泡腔}f{Jf『L．

水肿HE×100 图4对照组人鼠肺组织表达较．岛水。F的LXR o【，以胞核着色为主，早棕色
SP×400 图5 ALl组LPS致伤后4 h大鼠肺组织LXR o【蛋白表达较对照组显著降低SP X400
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