
·438·主旦复重疸叁塑堕堂!塑!堡!旦釜!!鲞复!塑壁垒堕璺尘堡!竺坚盟!』尘!!!!!!∑!!：；!：塑!：!

·研究报告·

肺脏局部内皮素水平变化在急性肺损伤发病中的意义

罗佛全赵为禄 吴菊梅

【摘要】 目的探讨肺脏局部内皮素(ET)在内毒素性急性肺损伤(ALI)发病中的作用。方法根据注

射内毒素与否及注射内毒素后的观察时间不同将56只雄性SD大鼠随机均分为o(对照组，不注射内毒素)、

0．5、1、2、4、6、24 h 7个组；采用体视学方法测定大鼠肺泡隔面积密度(PASAD)和中性粒细胞(PMN)计数。

ET水平测定用放射免疫分析法。结果ALI组大鼠随致伤时问延长PASAD和肺泡隔PMN计数进行性增

加，两者均于6 h达峰值，24 h基本恢复至正常水平；致伤后0．5 h大鼠肺组织匀浆液中ET含量开始升高，

4 h达峰值，6 h后逐渐降低，24 h恢复至正常水平。结论肺脏局部ET水平变化在内毒素性ALI的发病中

有重要作用。

【关键词】肺损伤，急性} 内皮素； 内毒素血症}肺

急性肺损伤(ALI)是全身炎症反应

综合征(SIRS)在肺部的典型表现，是由

中性粒细胞等多种炎性细胞介导的肺脏

局部炎症反应和炎症反应失控所致的肺

泡毛细血管膜损伤[1]，最终可发展为急

性呼吸窘迫综合征(ARDS)、多器官功

能障碍综合征(MODS)甚至多器官功能

衰竭(MoF)[2]。肺脏在全身炎症反应中

不仅是受害的靶器官，还可能是全身炎

症反应的加速器，肺源性炎症介质内皮

素(ET)在内毒素血症致ALI中的作用

尚不清楚。为此，本研究中制备ALI大

鼠模型，以观察肺脏局部ET水平在其

中的变化。

1材料与方法

1．1动物分组及处理：56只雄性SD大

鼠，5～7周龄，体重180～250 g，由江西

医学院(现为南昌大学医学院)动物科学

部提供。根据注射内毒素与否及注射内

毒素后的观察时间不同，将大鼠按随机

数字表法均分为0(即对照组，不注射内

毒素)、o．5、1、2、4、6、24 h共7组，每组

8只。经股静脉注入5 mg／kg内毒素(溶

于生理盐水中，终浓度为2 g／L，1 min

内注完)制备内毒素血症大鼠模型；对照

组大鼠经股静脉注入等量生理盐水，其

余处理两组相同。

I．2检测指标及方法：于各时间点处死
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表1各组大鼠肺泡隔PMN计数、PASAD及肺匀浆液中ET含量比较(z士5)

注：与对照组比较，8P<0．05，6P<0．01；与4 h组比较，。P<0．05，。P<O．01

大鼠，无菌开胸，取左下肺叶固定于甲醛

水溶液中，用于制备石蜡切片；取右肺中

叶，用于提取肺组织匀浆液，液氮中保存

备检。

1．2．1肺泡隔中性粒细胞(PMN)计数

及肺泡隔面积密度(PASAD)测定：取甲

醛水溶液固定的肺组织，石蜡包埋，切成

4弘m厚切片，常规行苏木素一伊红(HE)

染色，封片，用体视学方法“3测定肺泡隔

PMN计数及PASAD[4 J。

1．2．2肺匀浆液制备及总蛋白含量测

定：取新鲜肺组织0．2 g，加0．2 mol／L

的HAC缓冲液(按0．1 g组织加1 ml

的比例)进行匀浆，然后放入100℃沸水

中煮10 rain，冷却后加乙二胺四酸二钠

(EDTA一2Na)、抑肽酶，充分匀浆，离心

15 rain，取上清液，于一35℃保存，用于

ET测定。肺组织匀浆液中总蛋白含量

的测定用考马斯亮蓝法。

1．2．3肺组织匀浆液中ET含量测定：

采用放射免疫分析法测定，具体操作严

格按试剂盒说明书进行。

1．3统计学处理：应用SPSS 10．0统计

软件进行数据分析，计量资料以均数土

标准差(z±s)表示，采用方差分析及

q检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1大鼠PASAD和肺泡隔PMN计数

比较(表1)：注射内毒素后0．5 h肺泡隔

PMN计数进行性增多，于6 h达峰值，

之后逐渐恢复。于24 h恢复至正常水

平。PASAD的变化趋势与PMN计数的

变化相似。

2．2 肺组织匀浆液中ET含量比较

(表1)：注射内毒素后0．5 h大鼠肺组织

匀浆液中ET含量开始明显升高，4 h达

峰值，并一直保持在高水平状态，6 h后

开始恢复，24 h恢复到正常水平。

3讨论

本实验结果显示，静脉注射内毒素

后0．5 h肺泡隔内PMN计数进行性增

多，于6 h达峰值。与此同时，反映肺萎

陷的PASAD亦于注射内毒素后0．5 h

开始明显增大，并至6 h达峰值，两者均

于24 h基本恢复至正常水平。表明静脉

注射内毒素可引起PMN在肺泡隔内浸

润，引起ALI，从而导致肺泡萎陷。分析

肺泡隔PMN计数、PASAD与肺脏局部

ET水平的关系发现，前两者于静脉注

射内毒素后0．5 h随肺脏局部ET水平

的升高而增大，并随ET水平上升到峰

值时而达到峰值，于6 h后随着ET水
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平的恢复而逐渐恢复，并于注射内毒素

后24 h随着ET水平的恢复而恢复到

大致正常水平。提示内毒素血症致ALI

可能与其引起肺脏局部ET水平的升高

有关，肺脏局部ET水平的变化在内毒

素血症引起的ALI发病中有重要作用。

ET是一种内源性缩血管肽，具有

强烈而持久的缩血管效应，在调节局部

血流中起重要作用，而且还能引起气管

和支气管平滑肌的收缩和痉挛，同时对

其他细胞因子的释放具有调节作用。ET

可能通过以下机制导致或加重ALI：

①促进支气管平滑肌收缩，增加气道

阻力，降低肺顺应性。②大量ET释放，

可提高肺毛细血管压力，造成肺水肿。

③ET可激活PMN，促进PMN在肺内聚

集、扣押[5】。ET刺激PMN表面黏附分

子表达及细胞内游离钙动员，使PMN

与内皮的黏附增加有关。本实验结果显

示，随着肺脏局部ET水平的升高，肺泡

隔PMN浸润逐渐加重，其浸润程度随

肺脏局部ET水平峰值的出现而达最

重，6 h后随ET水平的恢复而逐渐减

轻，这表明肺脏局部ET可促进PMN在

肺内的浸润，从而导致ALI。④ET还可

刺激PMN[6]和巨噬细胞产生花生四烯

酸、氧自由基等炎症介质，上调肿瘤坏死

因子一d(TNF-a)、白细胞介素一6(IL一6)等

炎症介质的合成和释放[7]。TNF—a、IL一6

是核转录因子一出(NF一心)的重要激活

因子，可有效激活NF—KB，导致NF—KB

过度表达与活化，NF一比激活后可启动
更多炎症介质的表达。从而导致肺脏局

部炎症反应失控，损伤血管内皮细胞及

肺泡上皮细胞，引起肺泡一毛细血管膜受

损、通透性增加，引起渗透性肺水肿，最

终使肺弥散功能障碍[8]，从而导致ALI

的发生。

综合本研究结果提示，内毒素血症

可引起ALl，其机制可能与内毒素血症

可引起肺脏局部ET水平升高有关。
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脓毒症时心血管调控与一氧化氮生成抑制对脑组织功能变化有影响

以往的研究发现，脓毒症晚期由诱生型一氧化氮合酶(iNos)合成过量的一氧化氮(NO)能抑制下丘脑活动，减少抗利尿

激素分泌引起的低血压、不可逆性休克甚至死亡。但脓毒症时心血管功能改变能否引起脑组织中相似的神经激素变化还有待

研究。巴西的研究人员通过预先向雌性Wistar大鼠腹腔注入iNOS抑制剂氨基胍或生理盐水，30min后进行盲肠结扎穿孔术

(CLP)或假手术，持续补液6 h或24 h，然后取脑组织进行Fos免疫组化检查。结果表明，CLP组6 h后在下丘脑最后区(AP)、

孤柬核(NTS)、腹外侧核中部(VLM)、蓝斑(LC)和臂旁核(PB)均可观察到c—fos表达增强(P均<o．01)，但24 h后除VLM

外，其余部位c—fos表达明显减弱∽均<0．05)。氨基胍组CLP后6 h AP和NTS的c—fos表达均减弱，但24 h后AP、NTS、

VLM区表达均增强。因此认为，在脓毒症早期由iNOS合成的NO与心血管调控的脑组织活动有部分关系，但脓毒症晚期这

种联系即明显减弱或消失。

． 扬明星，编译自(Neurosci Lett)，2009，453(3)：141—146；胡森，审校

内毒素血症小鼠组织因子微粒活性水平与凝血活性有关

组织因子(TF)微粒(MPs)在包括脓毒症在内的许多疾病的血栓形成过程中起着重要作用。美国研究者采用梯度离心法

自血浆中提取MPs，用双相显色法检测MPs的前凝血活性(PCA)以及凝血酶／抗凝血酶水平和MPs数量。结果显示，脂多糖

(LPS)能提高野生小鼠MPs的PCA，而且PCA能被鼠TF抗体(1H1)明显抑制，人TF抗体(HTF一1)却无此作用。相反，在仅

表达人TF的小鼠中，MPs的PCA能被HTF一1抑制，IHI却无作用。使用鼠FVIa与使用人FVla的野生小鼠比较，前者MPs

是后者的6倍，这也与报道过的FVla在特殊异种问的差异结果一致。少量表达人TF与大量表达人TF的小鼠相比，MPs的

TF活性和凝血酶／抗凝血酶比值明显降低，但磷脂酰丝氨酸(PS)阳性MPs水平却相同。值得注意的是，内毒素血症野生小鼠

中MPs的TF水平与凝血酶／抗凝血酶比值有关，而与PS阳性MPs无关，因此，研究者认为，在内毒素血症小鼠中TF阳性

MPs激活了凝血系统。

杨明星，编译自CJ Thromb Haemost》，2009—04—24(电子版)；胡森，审校
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