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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

魏洪霞 杨毅邱海波 郭涛 赵明明 陈秋华

【摘要】 目的 观察不同液体治疗对急性肺损伤(ALI)大鼠肺泡上皮细胞屏障功能的影响。方法

36只清洁级SD大鼠随机分成6组，每组6只。静脉注射脂多糖(LPS)复制大鼠ALI模型；各干预组给予不同

的液体治疗，4 h后放血处死动物。处死前0．5 h静脉注射伊文思蓝，处死前取血，处死后用生理盐水(NS)灌

洗肺泡，测定肺泡上皮通透性及肺组织湿／干重(W／D)比值；用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)测定肺组织

中表面活化蛋白C(SP—C)mRNA表达；原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测肺泡上皮细胞凋亡情况；观察肺

组织病理学改变，并进行肺损伤半定量评分。结果①与对照组比较，LPS组、NS组肺损伤评分明显升高

(P均<o．05)；与NS组比较，5％人血白蛋白(ALB)组、6％羟乙基淀粉130／0．4(HES)组评分均明显降低

(P均<o．05)，4％琥珀酰明胶(GEL)组无明显差异(尸>o．05)，且后3组间比较差异也无统计学意义。②与

对照组比较，LPS组、NS组肺w／D比值明显升高(P均<o．05)；ALB组、HES组、GEL组均较NS组明显下

降(P均<o．05)，3组问比较无差异。③LPS组、NS组肺泡上皮通透性均较对照组明显升高(P均<O．05)；

ALB组、HES组、GEL组肺泡上皮通透性均较NS组明显降低，且后两组明显低于ALB组(P均<0．05)，

但仍高于对照组。④LPS组、NS组、ALB组、GEL组肺组织SP—C mRNA表达较对照组、HES组明显下降

(P均<O．05)；而HES组和对照组间无明显差异(尸>0．05)。⑤各组肺泡上皮细胞凋亡指数(AI)明显高于对

照组(P均<0．05)；ALB组、HES组AI较NS组明显下降(P均<0．05)，但与GEL组无明显差异(P均>

0．05)。结论胶体液较NS更能改善ALl大鼠肺泡上皮通透性，保护上皮细胞屏障功能。

【关键词】急性肺损伤； 液体；肺泡上皮细胞； 大鼠
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[Abstract]Objective To observe the effects of different fluids on alveolar epithelium barrier in rats

with acute lung injury(ALI)．Methods Thirty—six Sprague—Dawley(SD)rats were randomly assigned into

six groups with 6 rats in each group．ALl was induced by intravenous injection of lipop01ysaccharide(LPS)．

Rats in all treatment groups were given different fluids and sacrificed after 4 hours．Evans blue dye(EBD)

was injected via the femoral vein 30 minutes before death．Tracheobronchial tree was washed with normal

saline(NS)after death，and broncho—alveolar lavage fluid(BALF)was collected．Leakage of EBD from

blood into BALF(alveolar epithelial permeability)and wet／dry(W／D)ratio were measured．The mRNA

expression of surfactant protein—C(sP—C)was assessed by reverse transcription—polymerase chain reaction

(RT—PCR)．AIveolar epithelium apoptosis was detected by terminal deoxvnucleotidvl transferase—mediated

dUTP biotin nick end labeling(TUNEL)．Lung injury was evaluated by Smith lung injury score．Results

①Lung injury scores in LPS and NS groups were significantly higher than in control group(both P<O．05)．

Compared with NS group，lung injury scores were significantly lower in 5％albumin(ALB)and 6％

hydroxyethyl starch 130／0．4(HES)groups(both P<0．05)，and there was no significant difference in 4％

succinylated gelatin(GEL)group(P>0．05)．No significant difference was found among the latter three

groups．②W／D ratio in LPS and NS groups were significantly higher than that in control group(both P<

0．05)．Compared with NS group，W／D ratios were lower in ALB。HES and GEL groups(all P<0．05)．But

it showed no significant difference among the latter three groups．⑧Alveolar epithelial permeability in LPS

and NS groups were remarkably higher than that in control group(both P<0．05)．Compared with NS

group，the alveolar epithelial permeability were significantly lower in ALB，HES and GEL groups(all P<

0．05)．The alveolar epithelial permeability in the latter two groups were significant lower than that in ALB

group(both P<O．05)but higher than that of control group．④The SP—C mRNA expression in LPS，NS，

ALB and GEL groups were lower than that in control and HES groups(all P<0．05)，but there was no

difference between control and HES groups(P>o．05)．⑤Apoptosis index(AI)of alveolar epithelial cell in

all the treatment groups were significantly higher than that in control group(all P<O．05)．Compared with

NS group，A1 were noticeably lower in ALB and HES groups(both P<O．05)．Conclusion Compared with

NS，colloid can probably improve the alveolar epithelial permeability and protect the barrier function．
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急性肺损伤／急性呼吸窘迫综合征(ALI／

ARDS)以毛细血管通透性增加、血管外肺水明显增

加为主要病理生理特征，血管外肺水的增加又与预

后密切相关，减轻肺水肿是治疗ALI／ARDS的重要

环节【1吨]。本研究中采用脂多糖(LPS)复制大鼠ALI

模型，通过观察不同液体治疗对大鼠肺泡上皮细胞

及血管外肺水的影响，为临床ALI／ARDS合理液体

选择提供一定的理论依据。

1材料与方法

1．1动物分组及模型复制：清洁级SD大鼠36只，

雌雄各半，体重250～300 g，由南京军区总医院实验

动物中心提供[合格证号：SCXK(苏)2003—0004]。

按随机数字表法将动物分为对照组、LPS组、LPS+

生理盐水(NS)组、LPS+5 oA人血白蛋白(ALB)组，

LPS+6％羟乙基淀粉130／0．4(HES)组和LPS+

4％琥珀酰明胶(GEL)组6组，每组6只。戊巴比妥

腹腔注射诱导麻醉，行气管切开，接小动物呼吸机。

采用容量控制通气模式，股动脉放置导管监测有创

动脉压并检测动脉血气，留置股静脉导管做输液用。

参照文献[3—4]方法，静脉注射LPS(E．coli 0111：

B4，美国Sigma公司)10 mg／kg复制ALI模型。对

照组注射等量NS。模型稳定1 h后进入实验观察，

按组别不同输注不同的液体20 ml／kg(对照组和

LPS组除外)，输液泵控制输液速度0．2 ml／min，

4 h后处死动物备检。实验期间腹腔间断注射戊巴比

妥和肌肉注射泮库溴铵，使大鼠处于全麻和肌松状

态。并维持动脉血pH值(pHa)在7．35"--7．45，如

pHa<7．35可予静脉滴注碳酸氢钠。

1．2观察指标及方法

1．2．1肺组织病理学观察及肺损伤评分：取大鼠右

中肺用多聚甲醛水溶液固定，石蜡包埋，苏木素一伊

红(HE)染色，光镜下观察肺组织损伤程度，采用

Smith方法进行肺损伤半定量评分口。6]。

1．2．2肺组织湿／干重(W／D)比值测定：取右肺间

叶称湿重(W)，烘干至恒重称干重(D)，以W／D比

值反映肺水肿程度[7]。

1．2．3肺泡上皮通透性检测：动物处死前0．5 h静
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脉注射伊文思蓝20 mg／kg。处死前留取动脉血，离

心取上清液，10弘l血清加入990弘l NS中。动物处

死后完整分离肺组织，用NS灌洗左肺肺泡，收集支

气管肺泡灌洗液(BALF)。用分光光度计(620 rim)

法测定BALF和血清的吸光度(A)值，以A．r,／A血精

比值反映肺泡上皮的通透性[8]。

1．2．4肺组织表面活化蛋白C(SP—C)mRNA检

测：用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测肺组织

SP—C mRNA表达[9]。取右下肺组织30 mg提取总

RNA，测定RNA含量，反转录合成cDNA后行

RT—PCR扩增。PCR引物购自上海基因公司。反应

条件：94℃预变性3 min；94℃变性30 s；SP—C

56℃、口-actin 60℃退火30 s；72℃延伸60 s；72℃

再延伸5 min；共30个循环后中止反应，4℃冷却。

将扩增产物电泳，Strom 860图像分析系统行密度

扫描，计算SP—C和p-actin的比值即为mRNA水平

的半定量指标。

1．2．5肺组织肺泡上皮细胞凋亡检测：用原位末端

缺刻标记法(TUNEL)检测肺组织肺泡上皮细胞凋

亡情况，TUNEL分析试剂盒购自瑞士Roche公司，

操作按试剂盒说明书进行，中止显色反应，光镜下观

察细胞核染色情况，深蓝色为阳性细胞。每张切片随

机观察10个视野，计算阳性细胞数和细胞总数，以

阳性细胞数／细胞总数X 100％作为凋亡指数(AI)。

1．3 统计学处理：数据以均数±标准差(z土s)表

示，采用SPSS 11．5统计软件进行分析，先进行方差

齐性检验，采用单因素方差分析和q检验，P<O．05

为差异有统计学意义。

2结 果

2．1不同液体治疗对肺组织病理学的影响(彩色插

页图1；表1)：光镜下可见对照组肺间质及肺泡内无

明显出血、水肿和炎症，肺泡腔干燥，肺泡间隔均一，

部分肺泡扩张充气；LPS组肺间质及肺泡内出血、

渗液明显，肺间质内大量炎性细胞浸润，肺泡间隔增

宽，局灶有肺泡塌陷和肺不张。NS组和LPS组病理

改变相似。ALB组和HES组肺间质轻度充血，肺泡

间隔轻度增宽，少量炎性细胞浸润，肺泡腔内偶见渗

液，损伤程度较LPS组和NS组减轻；而GEL组肺

泡隔明显增宽，炎性细胞浸润，肺泡腔内偶见渗液。

LPS组和NS组肺损伤评分明显高于对照组

(P均d0．05)；与NS组比较，ALB组、HES组肺损

伤评分均明显降低(P均<o．05)，而GEL组降低无

明显差异(P>0．05)，但ALB组、HES组、GEL组

间比较差异无统计学意义。
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裹1不同液体治疗对大鼠肺损伤评分、肺水肿

及肺泡上皮通透性的影响(；士s)

注：与对照组比较，3P<0．05；与NS组比较，6P<0．05，与ALB

组比较，。P<0．05

2．2不同液体治疗对肺水肿的影响(表1)：LPS组

和NS组肺W／D比值均较对照组明显升高(P均<

0．05)；与NS组比较，ALB组、HES组、GEL组肺

W／D比值明显下降(P均<o．05)，但3组间比较差

异均无统计学意义(P均>0．05)。

2．3 不同液体治疗对肺泡上皮通透性的影响

(表1)：LPS组和NS组肺泡上皮通透性较对照组

明显升高(P均<0．05)；与NS组比较，ALB组、

HES组、GEL组肺泡上皮通透性明显降低(P均<

0．05)，但仍高于对照组，且HES组和GEL组明显

低于ALB组(P均<O．05)。

2．4不同液体治疗对肺组织SP—C mRNA表达的

影响(图2；表2)：LPS组、NS组、ALB组、GEL组

肺组织SP—C mRNA表达均较对照组明显下降

(P均<O．05)，但4组间无差异；而HES组SP—C

mRNA表达则明显高于NS组、ALB组和GEL组

(P均<0．05)。

1：Marker；2～7依次为对照组、LPS组、NS组、

ALB组、HES组、GEL组

圈2不同液体治疗对大鼠肺组织SP—C mRNA表达的影响

2．5不同液体治疗对肺泡上皮细胞凋亡的影响(彩

色插页图3；表2)：对照组肺组织切片偶见凋亡肺泡

上皮细胞；LPS组和NS组凋亡肺泡上皮细胞明显

增多，ALB组和HES组凋亡肺泡上皮细胞散在分

布，较NS组明显减少；GEL组凋亡肺泡上皮细胞

较多，散在分布。各组肺泡上皮AI较对照组明显升

高(P均d0．05)；与NS组比较，ALB组、HES组明

显下降(P均<O．05)，GEL组差异无统计学意义。

裹2不同液体治疗对大鼠肺组织SP—C mRNA表达

及肺泡上皮细胞凋亡的影响(；士s)

注：与对照组比较，8P<O．05#与NS组比较，6P<0．05；与ALB

组比较，。P<0．05；与HES组比较，8P<o．05

3讨论

高通透性肺水肿是ALI重要的病理生理特征，

且肺水肿程度与ALI／ARDS预后呈正相关[1引。肺

泡上皮细胞屏障是气血屏障的主要组成部分，是决

定液体由肺间质进入肺泡腔的关键因素，但不同液

体对ALI肺泡上皮细胞屏障功能的影响目前未见

报道。本研究发现，胶体液可改善ALl肺泡上皮的

通透性，减轻肺水肿，其机制可能与改善肺泡上皮细

胞屏障功能有关。

胶体液可能有利于改善肺泡上皮通透性。正常

情况下，白蛋白极少渗出血管外，更不易到达肺泡

内，因此，测定BALF中白蛋白浓度与血清中自蛋

白浓度的比值，反映从肺泡毛细血管中漏入到肺泡

的白蛋白量，是评价肺泡屏障功能损伤的常用方法，

可以了解肺泡上皮的通透性。本研究中采用伊文思

蓝为标记物静脉注射，显示LPS组肺泡上皮通透性

明显增加，提示应用LPS导致ALI可使血清白蛋白

漏入到肺泡腔内。应用ALB、HES、GEL复苏后上皮

的通透性均显著改善，明显优于NS。既往研究表

明，HES和明胶均能改善感染动物的肺血管内皮通

透性，进而减轻肺水肿[1卜12]。因此，胶体液治疗不仅

通过改善肺微血管内皮通透性，还可能通过改善肺

泡上皮通透性来达到减轻肺水肿的目的。

胶体液也可能有利于改善肺泡上皮细胞Na+

主动转运功能，增加肺泡内液体的清除。ALI时不

仅肺泡上皮屏障的完整性遭到破坏，而且上皮细胞

主动转运Na十能力下降，因而促使肺水形成。肺组

织SP—C由I型上皮细胞合成分泌，其含量可特异

性反映肺泡I型上皮细胞功能损伤程度[13。。本实验

中通过测定大鼠肺组织SP—C mRNA表达来反映不

同液体复苏对肺泡上皮细胞功能的影响。结果显示，

万方数据
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注射LPS后肺组织SP—C mRNA表达明显下降；而

静脉输注HES可使肺组织SP—C mRNA表达明显

上调。提示LPS可导致肺泡上皮细胞功能损伤，而

HES可增加ALI肺组织SP—C mRNA的合成，改善

肺泡上皮细胞的功能，增加其主动转运Na+的能

力。因此，改善I型肺泡上皮细胞功能可能是HES

减轻肺水肿的机制之一，而ALB和GEL可能通过

其他机制来减轻肺水肿。

细胞凋亡也是反映屏障完整性的指标。肺泡上

皮细胞凋亡可直接影响肺泡上皮屏障的完整性，导

致肺泡上皮通透性增高；过度细胞凋亡将加重病理

损伤和细胞数量的减少，使肺泡上皮细胞清除肺水

的能力下降，引起肺泡水肿。本研究结果显示，LPS

诱导的ALI大鼠肺泡上皮细胞凋亡明显增加；而输

注ALB、HES后AI明显下降。说明ALB和HES可

能通过减轻ALI肺泡上皮细胞凋亡来减轻上皮细

胞损伤，这可能是胶体液能改善通透性的机制之一。

胶体渗透压也可以影响肺水肿的发生发展。对

感染性休克动物和患者采用不同液体复苏，结果显

示部分人工胶体在改善循环的同时可减轻肺水肿，

减轻肺损伤[1卜12’1引。本研究结果也显示，LPS诱导的

ALl大鼠肺水含量明显增加；而ALB、HES、GEL

治疗后可降低ALl大鼠肺水含量，减轻肺水肿。胶

体渗透压是影响血管内和组织间液体交换的重要因

素，在静水压相同的情况下，胶体渗透压升高可减少

血管内液体的外渗，减轻肺水肿，故用胶体液治疗提

高胶体渗透压可能是其减轻肺水肿的原因之一。

总之，与NS相比，胶体液可改善ALI肺泡上皮

通透性。ALB和HES可减轻ALI肺泡上皮细胞凋

亡，减轻肺组织病理损伤，HES还能增加肺泡上皮

细胞SP—C mRNA表达，改善肺泡上皮通透性，减轻

肺水肿。因此，ALI时选择胶体液进行液体治疗在

改善肺泡上皮细胞屏障功能上可能优于NS。
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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

(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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