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内毒素致急性肺损伤大鼠肺组织信号转导

和转录激活因子1的调控作用

余林中 胡孔友 刘建新 刁建新 王丽

【摘要】 目的 探讨信号转导和转录激活因子1(STATl)在内毒素致急性肺损伤(ALI)大鼠肺组织中

的表达及其调控作用。方法静脉注射内毒素脂多糖(LPS)制备大鼠ALl模型。将动物随机分为对照组、LPS

组、地塞米松(DEX)干预组；DEX干预组灌胃DEX 0．135 mg／kg，对照组和LPS组分别灌胃等量生理盐水，

连用5 d后LPS组和DEX干预组经尾静脉注射LPS 5 mg／kg，对照组以生理盐水l m1替代。于致伤后

1、2、4、8、16 h各处死6只大鼠，取肺组织，用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)测定STATl表达的动态

变化，光镜下观察肺组织病理学改变。结果与对照组比较，LPS组STATI的活化从1 h开始增高，4 h达高

峰，然后逐渐下降；2、4、8 h时STATl表达显著升高(P均<o．01)；DEX干预组STATl表达趋势同LPS组，

但2、4、8 h时STATl表达显著低于LPS组(P均<o．05)。结论 内毒素致ALI中存在STATl异常表达，

STATl参与了肺组织炎症的形成。

【关键词】肺损伤，急性； 内毒素}信号转导和转录激活因子1
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[Abstract] Objective To investigate the expression and regulatory effect of signal transducer and

activator of transcription 1(STATl)in acute lung injury(ALl)induced by endotoxin．Methods ALI model

was induced by intravenous lipopolysaccharide(LPS)．Wistar rats were randomly divided into three groups，

the control group，LPS group，dexamethasone(DEX)group．Each group was subdivided into five

subgroups according tO the time after administration of endotoxin(1，2，4，8 and 16 hours)，except the

control group．Rats were given normal saline by gavage in control group and LPS group，and 0．1 35 mg／kg

DEX in DEX group for 5 days．Six rats were sacrificed at different time points after normal saline or LPS

injection．The lungs were harvested for microscopic examination．Western blotting was used to examine

protein expression of STATl in lung tissue．Results In LPS group the levels of STATl began tO increase at

1 hour，reaching the peak value at 4 hours，then declined gradually．There was a significant difference at 2，

4，8 hours(all P<O．01)．The expression trend for STATl was similar between DEX and LPS groups，but

the levels of STATl were significantly decreased in DEX group at 2。4，8 hours compared with the LPS

group(all P<0．05)．Conclusion There is abnormal expression of STATl in the lung tissue of ALI．The

abnormal STATl expression takes part in the inflammatory formation of lung tissue in ALI．

[Key words]acute lung injury； endotoxin； signal transducer and activator of transcription 1

已知急性肺损伤／急性呼吸窘迫综合征(ALI／

ARDS)是一种常见危重病，病死率极高，严重威胁

重症患者的生命并影响其生存质量。各种原因引起

ALI的病理生理过程基本相似，主要是肺泡上皮和

肺毛细血管内皮通透性增加所致的非心源性肺水

肿，肺泡水肿、肺泡塌陷导致严重通气／血流比值失

调，从而产生严重的低氧血症。肺内炎性细胞的聚集

与活化、炎症介质的合成与过度释放引起的炎症反

应失控、免疫功能紊乱是ALI发生发展的主要因
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素[1]。众多的信号通路参与了ALI／ARDS的炎症反

应过程，因而细胞信号通路的研究成为目前研究的

热点和重点之一。Janus激酶／信号转导和转录激活

因子(JAK／STATs)通路是近年发现的在细胞因子

信号转导中起重要作用的信号通路，其参与了细菌

内、外毒素等多种细菌致病因子的信号转导过程口]，

并与其他信号通路[通过活化STATs直接调节

Toll样受体2(TLR2)基因表达]存在交互调节，可

能为多条信号转导通路的“交汇点-Es]。本研究旨在

讨论STATl在内毒素致ALI中的表达及调控作

用，报告如下。

1材料与方法

1．1 药品、试剂及仪器：脂多糖(LPS，055：B5，
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美国Sigma公司)，蛋白浓度测定试剂盒(BCA法，

上海申能博彩生物科技有限公司)，地塞米松

(DEX，浙江仙琚制药股份有限公司，批号070941)，

兔抗大鼠STATl多克隆抗体、鼠抗兔二抗(美国

Cell Signaling公司)，鼠抗人p肌动蛋白(p-actin，

美国Santa Cruz Biotechnology公司)，山羊抗小鼠

二抗、ECL化学发光液(江苏海门市碧云天研究

所)，十二烷基硫酸钠(SDS)电泳系统(北京君意东

方电泳设备有限公司)，半干转膜仪(美国Bio—rad

公司)，聚偏二氟乙烯膜(PVDF，美国Millipore公

司)，Kodak Image Station 2000MM成像系统(美国

KODAK公司)。

1．2实验动物及分组：SPF级健康雌性Wistar大

鼠66只，体重150～180 g(南方医科大学实验动物

中心提供，合格证号SCXK粤2006—0015)。按随机

数字表法分为对照组、LPS组、DEX干预组，后两组

再分为注射LPS后1、2、4、8、16 h不同处死时间点

组，每组6只。

1．3动物模型制备及给药方法：参照文献E4]方法

制备ALI大鼠模型，制模前DEX组大鼠灌胃DEX

0．135 mg／kg，LPS组灌胃等量生理盐水，连续给药

5 d后，LPS组和DEX组均经尾静脉注射LPS

5 mg／kg；对照组灌胃等量生理盐水，尾静脉注射生

理盐水1 ml。均于相应时间点处死动物、取材。

1．4检测指标及方法

1．4．1蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

STATl表达：各组于相应时间点麻醉处死动物，开

胸取右肺组织50 mg，液氮研磨，加入组织裂解液

(含磷酸酶抑制剂)提取总蛋白，用BCA法进行蛋白

定量。制备分离胶和浓缩胶，以50 pg总蛋白上样后

进行电泳(80 V 20 min，120 V 75 min)，然后用半干

法将凝胶中蛋白转移至PVDF膜上，室温封闭1 h；

分别加STATl一抗(稀释比例1：1 ooo)、p-actin

一抗(稀释比例1：1 ooo)4℃孵育过液，TBST洗

涤3次，每次10 rain，分别加辣根过氧化物酶标记的

鼠抗兔二抗(稀释比例1：2 ooo)、山羊抗小鼠二抗

(稀释比例1：7 000)室温孵育1 h，TBST洗3次，

每次10 min。最后发光鉴定，用KODAK成像系统

曝光获取图像，利用该成像仪绑定的软件分析灰度

值，进行定量分析，并计算STATl条带灰度值与

paetin条带灰度值的比值，作为衡量该组样品蛋白

水平的相对表达量。

1．4．2肺组织病理学观察：各组于相应时间点麻醉

处死动物，开胸取右下肺，经体积分数为10％的甲

醛水溶液固定，乙醇梯度脱水，石蜡包埋，切片，苏木

素一伊红(HE)染色后，用普通光学显微镜观察。

1．5统计学分析：数据以均数±标准差(z士s)表

示，采用SPSS 13．0统计软件进行方差分析(One—

way ANOVA)，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 Western Blotting检测STATI表达的结果

(表1；图1)：大鼠尾静脉注射LPS后，STATl的活

化从1 h开始增高，4 h达高峰，然后逐渐下降，至

16 h仍高于对照组。与对照组比较，LPS组2、4、8 h

时STATl／p-actin比值显著升高(P均<0．01)；

DEX组2、4、8 h时STATl／p-aetin比值较LPS组

显著降低(P均<O．05)。

表1各组大鼠致伤后不同时间点STATl／pactin

比值的比较。士s，n=6)

STATl／8-actin比值组别——
1 h 2 h 4 h 8 h 16 h

对照组0．65±O．09

LPS组0．78士0．13 0．90士0．144 0．93士0．07。0．88土0．118 0．80±0．13

DEX组0．72土0．15 0．72"4-0．146 0．755=0．106 0．73±0．t16 0．73土0．17

注：与对照组比较，4P<0．01i与LPS组比较，6P<0．05

2．2肺组织病理学改变：①大体观察：对照组肺体

积适中，颜色淡红，无充血现象；LPS组肺体积增

大，肺水肿程度明显，肺缘钝圆，切面质实，包膜下有

点、片状出血；DEX组肺体积增大不明显，肺水肿程

度轻，无出血灶。②光镜下观察(彩色插页图2)：对

照组肺泡结构完整，肺泡腔清晰，壁光滑，肺泡腔内

A：时照组；B：LPS组；C：DEX组

圈1不同时间点LPS诱导大鼠ALI肺组织STATl表达
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无渗出液，肺泡和肺间质无炎性细胞浸润；LPS组

4 h可见大量炎性细胞浸润并扩散到肺泡腔内，肺泡

隔增厚，肺间质及肺泡水肿，问质及肺泡内出血，毛

细血管扩张淤血，腔内充满红细胞，肺泡膨胀不全或

肺泡融合；DEX组4 h可见病变程度较LPS组轻，

渗出较LPS组明显减少。

3讨论

在本研究中，肺组织的病理结果显示LPS可引

起肺组织炎症反应，呈现大量炎性细胞浸润、肺间质

及肺泡水肿、出血等特点，说明ALI动物模型复制

成功。

STATs作为转录因子，在介导细胞因子的信号

转导过程中起关键作用。STATs是一种能与靶基因

调控区脱氧核糖核酸(DNA)结合的胞质蛋白家族，

在人和哺乳动物中已发现STATs有7个家族成

员，即STATl、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、

STAT5b、STAT6。许多细胞外信号能够激活JAK／

STATs通路，这些细胞外信号与靶细胞上相应的受

体结合后首先活化蛋白激酶JAK，活化的JAK进

一步使胞质中的转录因子STATs磷酸化而激活，

两个磷酸化的STATs分子形成二聚体并转位到细

胞核，与靶基因调控区DNA结合，调节靶基因的表

达，从而发挥多种生物学效应[5]。在正常细胞或动物

体内，STATs蛋白的活化只是一个暂时的过程，在

许多疾病中STATs蛋白呈持续磷酸化并活化，现

代研究也发现STATs异常活化与肿瘤、炎症性疾

病等多种疾病有关[6。7]。

ALI作为机体过度炎症反应的后果，其发病机

制复杂，许多研究认为由炎性细胞释放的多种细胞

因子和炎症介质介导的机体过度炎症反应在该病的

发生发展过程中起主导作用。细胞因子在免疫和炎

症中的作用主要依赖于STATs蛋白，故STATs信

号转导途径可影响炎症性疾病。还有研究发现，小鼠

腹腔注射LPS致ALI时，肺组织中STATs蛋白迅

速活化(30 min左右)，此过程与以前发现的LPS致

ALI肺组织中核转录因子一KB(NF—KB)的活化过程

基本相似[8]。在缺血／再灌注损伤致ALI模型、急性

胰腺炎致AI。I模型及胃酸吸入致ALI模型中也存

在STATs活化，提示STATs可能是不同原因所致

ALI的一个共同通道。STATs具有上调LPS信号
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分子的功能，如脂多糖结合蛋白(LBP)和髓样分化

蛋白一2(MD一2)，并且下调NF—KB介导的基因表达，

表明STATs的活化在脓毒症大鼠肺损伤中可能会

导致整个炎症反应的扩大，在肺部炎症反应中占重

要作用[9]。

STATl是STATs家族中最早被发现并克隆

的成员，STATl具有免疫监视和抗炎、抗肿瘤等作

用。本实验结果显示，LPS组动物体内存在STATl

的异常活化，于致伤后1 h开始表达增多，4 h达高

峰，随后逐渐下降，但其具体机制仍不清楚；而DEX

干预后可明显抑制STATl的异常活化，起到保护

肺损伤的作用。翟秀珍等[103研究发现，STATl活化

介导白细胞介素一10(IL一10)、IL一6的表达与脓毒症

大鼠肺损伤的关系密切，抑制STATs活化可能有

助于控制脓毒症大鼠的肺损伤。因此STATs信号

通路的研究对于理解ALI的发病机制有着重要作

用，也为治疗ALI提供了新的思路。
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(正文见387页)

图1光镜F观察大鼠脑组织病理学改变对照组(a)肺泡结构完整，肺泡腔清晰，肇光滑，肺泡腔内无渗
出液，l}ifi泡和肺问质无炎州：细胞浸润；LPS组4h(b)丌『见大量炎性细胞浸润井扩散到肺泡腔内．肺泡隔增
厚，肺问质及肺泡水肿、间质及肺泡|大】出血，毛细『『『【管扩张淤血，腔内充满红细胞，肺泡膨胀不全或肺泡
融合；DEX组4h(c)病理改变程度及炎性细胞浸润较LPS组轻HE×200

不同液体治疗对急性肺损伤大鼠肺泡上皮细胞屏障功能的影响
(正文见412页)

图1光镜下观察各组大鼠肺组织病理学改变对照组(a)肺问质及肺泡内无明显出血，水肿和炎症，肺泡腔干燥，
肺泡间隔均～，部分肺泡扩张亢气；LPS组(b)肺问质及肺泡内ff{血、渗液明显，肺删质内人量炎性细胞浸润，肺
泡间隔增宽，局灶有肺泡塌陷和肺不张；NS组(C)与LPS组病珲改变相似；ALB组(d)和HES组(e)肺汹J质轻度亢
血，肺泡删隔轻度增宽，少量炎性细胞浸润，肺泡腔内偶见渗液，损伤程度较Ll，s组和NS组减轻；而GEI。组(f)
肺泡隔明显增宽，炎性细胞浸润，肺泡腔内偶址渗液HE×200 图2光镜I?观察各组大鼠帅泡I：皮细胞凋亡情

况对照组(a)肺组织切片偶见凋T’：肺泡．k皮细胞，LPS组(b)和Ns组(c)凋C：肺泡上皮细胞明显增多，ALB组(d)
和HES组(e)凋亡肺泡上皮细胞散在分布。较NS组明显减少；GEL组(f)凋亡肺泡上皮细胞较多，散在分布
TIJNEI，×400
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