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血红素加氧酶一1表达对大鼠呼吸机相关性

肺损伤的作用及机制研究

赵文静胡伟伟

【摘要】 目的 观察呼吸机相关性肺损伤(VILI)模型大鼠肺组织中血红素加氧酶一1(HO一1)表达的变

化，探讨H0—1诱导剂血晶素拮抗VILI的作用机制。方法56只雄性SD大鼠按照随机数字表法分成对照组

(C组)，VILI模型组(M组)，诱导剂血晶素1、2、3、4组(H1、H2、H3、H4组，制模前24 h分别腹腔注射血晶

素40、80、120、160 ttmol／kg)和抑制剂z组[制模前24 h腹腔注射锌原卟咻(ZnPP)10 vmol／k93。除c组外各

组机械通气4 h后处死大鼠，收集支气管肺泡灌洗液(BALF)，测定总蛋白、肿瘤坏死因子一a(TNF-a)和白细

胞介素一IO(IL一10)含量；取肺组织，测定肺湿／干重(w／D)比值、乳酸脱氢酶(LDH)、超氧化物歧化酶(SOD)和

丙二醛(MDA)水平及H0—1蛋白表达；光镜下行肺组织病理观察。结果与C组相比，M组大鼠肺病理损伤

严重，BALF中总蛋白、TNF—a、IL一10，肺组织W／D比值、MDA、LDH及HO一1蛋白表达均明显增加，VILI模

型复制成功。与M组比较，随着血晶素剂量的增加，H1、H2、H3组总蛋白(g／L)显著下降(o．74士0．06、

0．73士0．07、0．70±0．07比0．84士0．08，均P<0．01)；W／D比值下降(4．93士0．27、4．91±0．24、4．87士0．23

比5．53士0．48，均P<0．01)；SOD活性(U／mg)显著升高(85土9、82士15、93士11比55士12，均P<0．01)f

MDA含量(nmol／mg)显著降低(15士3、15士3、13士2比18士4，P<0．05或P<o．01)；IL一10含量(pg／L)逐渐

升高(o．42士0．06、0．46士0．06、0．47±0．05比0．36士0．07)，TNF-a含量(pg／L)逐渐降低(0．18士0．07，

0．14士0．03、0．10士0．07比0．23±0．06)，但只有H2、H3组差异有统计学意义(均P<0．01)；LDH活性

(U／g)降低(11 353士1 317、11 516士1 613、9 631土1 520比12 361±l 841)，但仅H3组差异有统计学意义

(P<o．01)；HO一1蛋白表达[吸光度(A)值]逐渐增强(0．164士0．010、0．190±0．149、0．205士0．018比

0．122士0．016，均P<0．01)；肺病理损伤逐渐减轻。而随着剂量进一步增加，H4组肺组织损伤较H1、H2、H3

组加重。给予Ho一1抑制剂ZnPP后Ho一1的保护作用消失。结论 血晶素诱导HO一1适度表达可以减轻

VILI，其适度表达的最佳剂量为120 pmol／kg，其机制可能通过抗炎和抗氧化应激发挥对肺组织的保护作用。

【关键词】血晶素； 呼吸机相关性肺损伤；血红素加氧酶一1；抗炎症作用；抗氧化应激

A study of the role of heme oxygenase一1 expression in ventilator induced lung injury and its mechanism in

rats zHA0 W吼一jt视g，HU wei—wei．Department of Intensive Care Unit，Affiliated Hospital of Xuzhou

Medical College。Xuzhou 221002，Jiangsu，C}Lina

[Abstract]Objective To observe the changes in heme oxygenase一1(HO—1)expression in lung tissue

with ventilator induced lung injury(VILI)in rats。and to explore the mechanism of preventive effect of HO一1

inducer hemin on VILI．Methods Fifty—six male Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into

control group(group C)，VILI model group(group M)，hemin group 1，2，3，4(group H1，H2，H3，H4，

with intraperitoneal injection of hemin 40，80。120，160 gmol／kg，respectively，24 hours before model was

reproduced)，and suppressor Z group(intraperitoneal injection of ZnPP 10 pmol／kg 24 hours before

reproduction of the model)．After 4 hours of ventilation，all rats，except those of group C，were sacrificed，

and bronchoalveolar lavage fluid(BALF)was collected．Total protein，the contents of tumor necrosis

factor—a(TNF—a)and interleukin一10(IL一10)in BALF were measured．The lung tissue specimen was

collected，the wet—to—dry weight ratio(W／D)，the level of lactate dehydrogenase(LDH)，superoxide
dismutase (SOD)，malondiaIdehyde (MDA)and HO一1 protein expression were determined．Lung

pathological changes were observed with microscope．Results In group M，rat lung tissue was seriously

damaged，and total protein in BALF，TNF—a，IL一10，W／D of lung，MDA and LDH activity，as well as H0—1

protein expression were markly higher than those in group C，denoting that VILI model was successfully

reproduced．Compared with group M，the total protein in BALF(g／L)in group H1，H2，H3 was gradually

reduced(O．74士0．06，O．73±0．07，0．70士O．07 vs．0．84士O．08，aU P<O．01)with an increase in hemin

dose．W／D of lung was reduced(4．93士0．27，4．91士0．24，4．87士0．23 vs．5．53士0．48，all P<0．01)．The

activity of SOD(U／mg)was higher(85士9，82士15，93士11 vs．55土12，aU P<O．01)，and the content of

MDA(nmol／mg)was decreased(15±3，15±3，13土2 vs．18土4，P<O．05 or P<0．01)．The content of

IL一10(pg／L)in BALF was higher(O．42土O．06，O．46土O．06，O．47士O．05 vs．0．36 4-0．07)，and the

content of TNF—a(pg／L)was decreased(O．18士O．07，O．14士0．03，0．10士O．07 vs．0．23-4-0．06)，but only

the difference between group H2，H3 and group M was statistically significant(all P<0．01)．The activity of

LDH(U／g)was decreased(1l 353±1 317，11 516士1 613，9 631±1 520 VS．12 361士1 841)，but only the

difference between group H3 and group M was statistically significant(P<O．01)．HO一1 expression
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[absorbance(A)value3 was increased compared with that of group M(0．164士0．010，0．190士0．149，

0·205士0．018 VS．0．122士0．016，all P<0．01)，and the degree of lung injury was reduced with increase in

dosage．With the further increase of hemin dose，lung injury in group H4 was more serious than that of group

H1，H2 and H3．With ZnPP to inhibit HO一1 expression。the protective effect of HO一1 disappeared．

Conclusion A moderate expression of HO一1 as induced by hemin can alleviate VILI。and the best dose of

heroin is 120 ttmol／kg．Its protective effect on lung tissue may possibly be attributed by its anti—inflammatory

effect and anti—oxidative stress．

[Key words]Hemin， Ventilator induced lung injury；Heme oxygenase-1； Anti—inflammatory

effect；Anti—oxidative stress

呼吸机相关性肺损伤(VILI)是危重病患者抢

救过程中经常出现的并发症，目前临床上主要通过

改变通气模式和通气策略来减少VILI的发生[1≈]，

但对某些呈高度不匀质肺组织病变的急性呼吸窘迫

综合征(ARDS)患者却不一定奏效[4{]。因此，在不

改变通气模式的情况下，通过抑制生物伤以减轻

VILI的发生，逐渐成为目前研究的热点。血红素加

氧酶(HO)是血红素分解代谢的限速酶，具有很强的

抗氧化应激效应。近年来研究发现，HO一1适度表达

对急性肺损伤(ALI)具有保护作用，而过度表达则

加重ALI[6]。因此，确定HO一1诱导剂的适度诱导剂

量，发挥HO一1在ALI中的最大保护作用至关重

要。本研究中通过建立大鼠VILI模型探索血晶素

(Heroin)诱导大鼠HO一1表达的适度诱导剂量，为

抗VILI的机制和防治研究提供依据。

1材料与方法

1．1主要试剂：血晶素和锌原卟啉(ZnPP)购自美

国Sigma公司；超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛

(MDA)、乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒购自南京建成生

物工程研究所；白细胞介素一10(IL一10)、肿瘤坏死因

子一a(TNF—d)、HO一1多克隆抗体和链霉素一亲和素一

生物素一过氧化物酶(SABC)试剂盒购自武汉博士德

公司；其他试剂均为国产分析纯。

1．2动物分组及处理方法：清洁级雄性SD大鼠56

只，体重250～300 g，由中国科学院上海实验动物中

心提供，动物合格证号：SYXK20032003。按随机数

字表法将大鼠分为7组，每组8只。对照组(C组)：

只行气管切开术，保留自主呼吸；模型组(M组)：

气管切开后行机械通气4 h，呼吸机参数设置：潮气

量(VT)30 ml／kg，呼吸频率40次／min，吸／呼比

(I z E)为1：3，吸入氧浓度(FiO：)0．21；诱导剂血
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晶素1、2、3、4组(H1、H2、H3、H4组)：制模前24 h

分别腹腔注射血晶素40、80、120、160 ttmol／kg；

H0—1抑制剂ZnPP组(Z组)：制模前24 h腹腔注

射ZnPP 10 gmol／kg。

1．3检测指标及方法

1．3．1支气管肺泡灌洗液(BALF)中总蛋白含量

及TNF—a、IL一10水平测定：通气4 h后，腹主动脉

放血处死大鼠，迅速开胸结扎右肺门，用生理盐水进

行支气管肺泡灌洗，收集BALF，离心取上清液置于

一70℃保存。采用考马斯亮蓝染色法，通过测定样

本吸光度(A)值计算BALF中总蛋白含量，操作按

照试剂盒说明书进行。采用双抗体夹心酶联免疫吸

附法(ELISA)测定BALF中TNF—a和IL一10含量，

操作严格按照试剂盒说明书进行。先在酶标仪上测

量标准品A值并绘制标准曲线，然后测量样品A

值，并根据测得的A值在标准曲线上读出样品的浓

度(pg／L)。

1．3．2肺组织病理观察：取右肺上叶组织，甲醛水

溶液固定，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，用

作病理学检查及免疫组化检测。苏木素一伊红(HE)

染色，光镜下观察肺组织病理特征性变化及程度。

1．3．3肺湿／干重(w／D)比值测定：取右肺下叶组

织，称湿重后置于80℃恒温箱烘烤至恒重后称干

重，计算肺W／D比值。

1．3．4肺组织SOD、MDH、LDH测定：取右肺中叶

组织，加生理盐水制成肺组织匀浆，离心取上清液于

一70℃保存。采用黄嘌呤氧化酶法、硫代巴比妥酸

法和比色法分别检测SOD、MDA和LDH水平，操

作均严格按照试剂盒说明书进行。

1．3．5 HO一1蛋白表达检测：将右肺上叶组织标本

制备石蜡切片，采用SABC免疫组化法，3，3'-二氨

基联苯胺(DAB)显色，封片镜检。在显微镜下观测

棕黄色颗粒为阳性产物，由病理图像分析系统进行

处理，每个标本随机选取5个不重叠的视野，测定免

疫组化反应阳性颗粒的平均A值，并计算5个视野

A值的均值，半定量分析H0—1蛋白表达。

万方数据
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裹1各组大鼠BALF中IL—lO、TNF—a、总蛋白及肺组织W／D比值、SOD、MDA、LDH水平和HO一1蛋白表达比较(；士5)

注：BALF；支气管肺泡灌洗液，IL一10：白细胞介素一10，TNF—a：肿瘤坏死因子一a，W／D比值：湿／干重比值，SOD：超氧化物歧化酶，MDA：丙

二醛，LDH：乳酸脱氢酶，HO一1：血红素加氧酶一1，C组：对照组，M组：模型组，H1、H2、H3、H4组：血晶素40、80、120、160 pmol／kg组，

z组：锌原卟咻(ZnPP)组}与C组比较．aP<0．01，6P<0．05；与M组比较，cP<O．05，dp<0．01

1．4统计学方法：实验数据用均数±标准差(z士s)

表示，应用SPSS 13．0软件对数据进行单因素方差

分析，P<o．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 BALF中IL一10和TNF—a含量变化(表1)：与

C组比较，M组IL一10和TNF—a含量均明显升高

(均P<0．01)。与M组比较，H1、H2、H3组IL一10

含量升高，TNF—a含量降低，H3组尤为显著，但只

有H2、H3组差异有统计学意义(均P<0．01)。H4

组IL一10含量较M组升高(P<0．05)，TNF—a含量

虽较M组降低，但差异无统计学意义(P>0．05)。

Z组与M组比较差异均无统计学意义。

2．2肺组织病理改变(彩色插页图1)：与C组比

较，M组肺组织病理改变明显，结构破环严重，肺泡

壁增厚，肺泡腔内可见大量红细胞，肺泡间隔明显增

宽，大量炎性细胞聚集。与M组比较，随着血晶素剂

量增加，H1、H2、H3组肺组织病理改变明显减轻，

肺泡结构清晰，肺泡间隔稍宽，炎性细胞明显减少，

肺泡腔内未见明显出血及水肿；而H4组肺组织病

理改变虽较M组稍轻，但比H1、H2、H3组破坏严

重。Z组与M组比较未见明显改变。

2．3 肺W／D比值及BALF中总蛋白含量变化

(表1)：与C组比较，M组肺W／D比值及BALF中

总蛋白含量均增高(均P<0．01)。与M组比较，

H1、H2、H3组肺W／D比值及BALF中总蛋白含量

逐渐降低(均P<0．01)；H4组肺W／D比值及

BALF中总蛋白含量虽较M组降低(均P<0．05)，

却比H1、H2、H3组含量高(均P>O．05)。Z组与M

组比较差异无统计学意义。

2．4肺组织匀浆SOD、MDA和LDH水平(表1)：

与C组比较，M组SOD活性明显降低，而MDA、

LDH含量明显升高(均P<0．01)。与M组比较，

H1、H2、H3组SOD活性明显升高，MDA含量明显

降低(P<0．05或P<0．01)，H3组尤为显著。H1、

H2、H3组LDH均较M组低，其中H3组降低差异

有统计学意义(P<0．01)。与M组比较，H4组

SOD、LDH升高，MDA含量降低，但差异无统计学

意义(均P>0．05)。Z组与M组SOD、MDA、LDH

比较差异均无统计学意义。

2．5肺组织H0—1蛋白表达(彩色插页图2；表1)：

C组肺组织中偶见棕黄色颗粒表达。M组肺泡巨噬

细胞及肺间质浸润的炎性细胞胞质均可见微弱阳性

颗粒表达(P<O．01)。与M组比较，H1、H2、H3、H4

组随血晶素剂量增加，H0—1棕黄色阳性染色信号

表达逐渐增强(均P<0．01)，H4组最强。Z组阳性

表达极低，与M组比较差异有统计学意义(P<

0．01)，而与C组比较差异无统计学意义。

3讨论

本实验设计参考武庆平等[71报道的大鼠大VT

机械通气致肺损伤实验模型并稍作修改。本结果显

示，与C组相比，M组大鼠肺组织损伤严重，BALF

中总蛋白、肺W／D比值和LDH水平均明显增加，

说明VILI模型复制成功。

本实验中选择血晶素作为HO诱导剂，因其既

是HO的底物，又是HO的促进剂，能增强HO的活

性。结果显示：随着血晶素剂量的增加，HO一1蛋白

表达逐渐增加，H4组达到最高；H1、H2、H3组肺组

织病理损伤逐渐减轻；给予HO一1抑制剂ZnPP后，

HO一1的保护作用消失，说明HO一1直接参与了对

VILI的保护作用。进一步增加血晶素剂量(H4组)

时肺组织病理损伤则加重，同时可观察到BALF中

总蛋白及肺W／D比值、LDH水平均比H1、H2、H3

组升高，提示HO一1过表达不但不会发挥保护作用，

反而加重肺组织损伤。原因可能为随着血晶素剂量

增加，诱导H0—1表达增加，可减少蛋白质氧化、脂

质过氧化及细胞死亡，对肺组织发挥保护作用；如果
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剂量进一步增加到160／1mol／kg，HO一1表达量过

高，则会促进LDH的释放和降低谷胱甘肽转移酶

水平，破坏细胞膜的完整性L6]，加重肺组织损伤。

血晶素诱导H0—1的适度表达，对VILI发挥保

护作用，可能机制为H0—1过表达促进抗炎因子产

生，同时抑制炎症因子的生成[8。⋯，而给予HO一1的

抑制剂ZnPP后，这些保护作用消失。研究表明

ALI／ARDS患者血清和BALF中促炎因子和抗炎

因子均明显升高n1‘12]。H0—1的抗炎作用主要表现

在减少炎性细胞浸润，抑制前炎症因子[如TNF—a、

IL一1p、氧化还原酶趋化抑制因子一1p(MIP一113)和

粒一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)等]产生，稳

定肥大细胞，促进抗炎细胞因子IL一10产生[11’㈨“。

Pang等口5]向气管内滴入红细胞悬液可以增加肺

HO一1表达并增强H0—1活性，而给予HO一1抑制剂

ZnPP则加重ALI，使BALF中TNF—a含量增加，

IL一10含量降低。H0—1表达过量可引起大量炎症介

质释放，而内源性抗炎介质又不足以抵消其作用，使

其由保护性作用转变为自身破坏性作用，反而加重

肺损伤。本实验显示，血晶素诱导H0—1表达剂量超

过120／-mol／kg后，其发挥抗炎作用减弱，提示

H0—1表达对VILI的预防作用是有限的。

MDA和SOD是反映组织氧化／抗氧化平衡的

指标。MDA增加和SOD降低表明其脂质过氧化程

度增加，组织损伤加重，反之说明组织得到保护。本

实验显示，HO一1可以减轻肺内氧化应激和氧化损

伤，增强机体的抗氧化能力，而只有H3组能发挥最

佳保护作用，避免或减轻组织细胞损伤。给予H0—1

抑制剂ZnPP后，这些保护作用消失。提示H0—1适

量表达可以减轻肺内氧化应激和氧化损伤，增强机

体的抗氧化能力[16-183，HO一1过度表达则加重肺组

织的氧化应激损伤，这一现象可能由于HO一1的代

谢产物铁所致u9。20]。ZnPP可抑制H0—1的表达及活

性，一方面使体内血红素蓄积，氧自由基生成增多；

另一方面又减少具有抗氧化作用产物的生成，降低

HO一1的抗氧化酶活性，必将加重肺损伤[z卜22]。

综上，本研究提示，血晶素可诱导H0—1表达，

通过抗炎和抗氧化应激作用保护肺组织。血晶素诱

导H0—1适度表达的最佳剂量为120 t比mol／kg，此剂

量下对VILI可以发挥最佳保护作用。
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图1光镜下观察各组大鼠肺组织病理改变 与对照组(a)比较，模掣J组(b)肺组织结构破坏严莺，肺泡甓增厚，肺泡腔内可
见大量红细胞，肺泡间隔明显增宽，大量炎性细胞聚集I与模犁组(b)比较，随着诱导剂『f『【品素剂昔增加，40、80、120 Jamol／kg组
(C、d、e)肺组织病理改变明硅减轻，肺泡结构清晰，肺泡间隔稍宽，炎性细胞明显减少，肺泡腔内未见明显出血及水肿，
而血晶素160 pmol／kg组(e)肺组织病拜l改变虽较模型组(b)稍轻，但比血晶素40．80，120 pmol／kg组(C、d，e)破坏严
重-抑制剂锌原卟啉(ZnPP)组(g)与模犁组(b)比较未见明显改变HE×100

图2光镜下观察各组大鼠肺组织血红素加氧酶一l(HO-1)蛋白表达对照组(a)肺组织中偶!lL棕黄色颗粒表达，模型组(b)
肺泡巨噬细胞及肺间质浸润的炎性细胞胞质中均可见微弱阳性颗粒表达l与模型组(b)比较，血品素40、80、120、160 pmol／kg
组(C、d、e、f)随剂量增加，HO一1棕黄色阳性染色信号表达逐渐增强，而抑制剂锌原卟啉(ZnPP)组(g)阳性表达极低，与
对照组(a)比较无明显差别免疫组化×400

胆碱能抗炎通路对大鼠呼吸机相关性肺损伤的影响
(正文见414页)

圈1 光镜下观察各组大鼠肺组织病理改变对照组(a)肺组织未见明显损伤性改变；机械通气2h组(b)肺组织可见肺泡壁

绮构模糊，部分肺泡壁塌陷、肺泡腔消失，肺泡内有较多的蛋白液和红细胞渗出，肺间质水肿明显，肺泡间隔内大量的中
性粒细胞聚集I烟碱治疗组(C)病理改变较机械通气组(b)明显减轻HE×400
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1.期刊论文 胡伟伟.赵文静.HU Weiwei.ZHAO Wenjing 大鼠血红素加氧酶-1表达对呼吸机相关性肺损伤时SOD、MDA的影响 -徐州

医学院学报2010,30(5)
    目的 以大鼠呼吸机相关性肺损伤(VILI)为模型,用血晶素(hemin)诱导大鼠血红素加氧酶-1(HO-1)表达,观察VILI时超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)活性变化及HO-

1对SOD和MDA的影响,探讨在VILI过程中的抗氧化应激保护作用及其机制.方法 32只雄性SD大鼠随机分成4组(每组n=8):对照组只做气管切开术,保留自主呼吸;模型组气管切

开后行机械通气4 h;诱导剂组于模型制备前24 h腹腔注射血晶素40 μmol/kg;抑制剂组于模型制备前24 h腹腔注射锌原卟啉(ZnPP)10 μmol/kg.机械通气4 h后处死大鼠,收

集肺组织和支气管肺泡灌洗液(BALF)标本,测定BALF中总蛋白含量,肺组织湿/干重比值(W/D),肺组织LDH、SOD活性和MDA含量,检测肺组织HO-1蛋白表达,光镜下行肺组织病理

学观察.结果 与对照组相比,模型组大鼠肺组织病理损伤严重,肺W/D、BALF中总蛋白、LDH活性均明显增加,VILI模型复制成功.与模型组比较,诱导剂组肺组织HO-1表达增加

,肺组织病理损伤明显减轻,SOD活性明显增加而MDA含量明显下降,用ZnPP抑制HO-1表达,此种保护作用消失.结论 血晶素诱导大鼠HO-1表达可以增加SOD活性,降低MDA含量,减
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轻肺的氧化应激损伤,降低VILI的程度.
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