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硫化氢对脂多糖诱导大鼠肺动脉反应性和损伤的影响

张晓静黄新莉 盂祥艳 丛斌 戴鸿雁 韦鹏 凌亦凌

【摘要】 目的 观察硫化氢(H。s)对脂多糖(LPS)所致肺动脉反应性紊乱和肺动脉损伤的影响。方法

72只SD大鼠按随机数字表法分为对照组、LPS组、H：S供体硫氢化钠(NaHS)+LPS组和NaHS+生理盐水

(NS)组，每组18只。采用气管内滴注0．8 ml／kg LPS(200 ug／200 ttl)染毒。滴注LPS之前10 rain和之后2 h

分别经腹腔注射0．5 ml NaHS(28 umol／kg)。实验12 h处死大鼠，取颈动脉血，检测血清H：S含量；制备肺动

脉环(PARs)，采用离体血管环张力测定技术检测血管反应性变化；检测肺动脉丙二醛(MDA)含量，并观察

肺动脉形态学改变。结果与对照组相比，滴注LPS后，PARs对苯肾上腺素(PE，10“mol／L)的收缩反应

(g／rag)明显升高(o．86士0．20比0．56士0．13)，对乙酰胆碱(ACh，10“mol／L)的舒张反应明显降低

[(65．18士7．05)％比(84．13士8．84)％]，肺动脉组织MDA含量(mmol／L)升高(32．03士7．81比5．82士

0．92)，血清中H：S含量(／,mol／L)降低(175．23士27．36比238．12士16．38)，差异均有统计学意义(P<0．05

或P<O．01)；组织形态学观察显示，肺动脉内皮细胞和组织结构严重受损。给予NariS后可明显改善LPS引

起的上述变化，血管收缩反应下降((o．61士0．17)g／mg]，血管舒张反应升高[(82．92士9．71)％]，肺动脉组织

MDA含量下降[(16．88士3．54)mmol／L3，血清HzS含量升高[(242．70士38．80)ttmol／L]，差异有统计学意

义(P<0．05或尸<o．01)；肺动脉内皮细胞和组织结构损伤也得到明显改善。NariS+NS组除H。s含量显著

高于对照组外，余指标与对照组比较差异无统计学意义。结论 外源性应用H。s不仅可逆转LPS引起的肺动

脉反应性紊乱，还可减轻LPS引起的肺动脉组织损伤。

【关键词】硫化氢； 肺动脉；脂多糖； 急性肺损伤； 肺动脉高压；血管反应性
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[Abstract]Objective To explore the effects of hydrogen sulfide(H2S)on abnormal pulmonary artery

reactivity and injury induced by lipopolysaccharide(LPS)．Methods Seventy—two rats were divided into four

groups randomly according to table of random number：control group，LPS group，sodium hydrosulfide

(NaHS)as a donor of H2S+LPS group and Naris+normal saline(NS)group(咒一18 in each group)．Rats

were challenged with 0．8 ml／kg LPS(200 pg／200 u1)by intratracheal instillation．NaHS(28 umol／kg，

O．5 m1)was injected intraperitoneally 10 minutes before LPS instillation and 2 hours after LPS instillation．

Twelve hours later，6 rats from each group were sacrificed．Blood from carotid artery was collected to detect

H2S content in serum．After that，pulmonary artery rings(PARs)were prepared carefully，then the

contraction response of PARs to phenylephrine(PE，10～tool／L)and the endothelium—dependent relaxation

response to acetylcholine(ACh，10—6 mol／L)were measured using isolated vascular ring tension detecting

technique．Six rats from each group were sacrificed for determination of malondialdehyde(MDA)content of

pulmonary artery，and the remaining 6 rats from each group were sacrificed for observation of morphological

changes in pulmonary artery tissue．Results Compared with control group，after LPS instillation，the

contraction response(g／mg)of PARs to PE increased greatly(0．86士0．20 vs．0．56±0．13)，the relaxation

response to ACh significantly decreased[(65．18土7．05)％vs．(84．13士8．84)％]．MDA content(mmol／L)

in pulmonary artery tissues increased(32．03士7．81 vs．5．82士0．92)，and H2S(ttmol／L)content in serum

decreased(175．23士27．36 vs．238．12士16．38)．Changes of all results were significant(尸<0．05 or P<

O．01)．The pulmonary artery tissue and endothelium were injured．However，these changes were reversed by

administration of NaHS intraperitoneally，the contraction response of PARs to PE decreased[(0．61士

0．17)g／mg]，the relaxation response to ACh increased((82．92士9．71)％]，MDA content in pulmonary

artery tissue decreased[(16．88士3．54)mmol／L]and H2S content in serum increased[(242．70士

38．80)Ftmol／L]．There was significant difference in all results(P<0．05 or P<0．01)．The injury to the

tissue induced by LPS were alleviated significantly．There was no statistical difference in above indexes

between NaHS+NS group and control group，except for the level of H2S．Conclusion Exogenous HzS could

not only reverse abnormal vascular reactivity of PARs induced by LPS but also alleviate the injury to

pulmonary artery tissue induced by LPS．

[Key words]Hydrogen sulfide；Pulmonary artery； Lipopolysaccharide} Acute lung injury；

Pulmonary artery hypertension；Vascular reactivity
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革兰阴性菌内毒素的主要活性成分脂多糖

(LPS)可导致全身炎症反应综合征(SIRS)，肺脏是

内毒素感染时最易受损的靶器官之一，可表现为急

性肺损伤(ALI)[1]。本室以往的研究发现，LPS引起

ALI的机制之一是可引起肺动脉组织损伤，从而使

肺动脉反应性异常，肺循环稳态紊乱，形成肺动脉高

压(PAH)[2伽。探寻能够改善LPS诱导的血管反应

性紊乱和血管损伤的生物学分子成为该领域亟待解

决的问题。硫化氢(H。S)是继一氧化氮(NO)和一氧

化碳(C0)之后发现的第三种气体信号分子，它可直

接作用于血管平滑肌上ATP敏感钾离子通道

(KATr)，增加KATr通道的电流，使细胞膜超极化，促

使平滑肌细胞舒张【4]。有研究发现，外源性H：S可改

善高血压大鼠胸主动脉的内皮损伤，增强胸主动脉

的舒张反应，降低平均动脉压(MAP)[5]。另有文献

报道，外源性应用H。S可以减轻高肺血流量引起的

肺动脉组织炎症反应，降低肺动脉压[6]。这些研究结

果提示，H。S在改善血管反应性和血管组织损伤方

面可能具有重要作用。本室研究发现，外源性应用

H：S可以逆转LPS诱导的PAH[7]，其机制是否与

H：S改善血管反应性紊乱和血管损伤有关尚不清

楚。因此，本实验中采用气管内滴注LPS复制大鼠

ALl模型，腹腔给予H。S供体硫氢化钠(NaHS)，从

离体水平观察H：S对LPS所致肺动脉反应性紊乱

和肺动脉损伤的影响。

1材料与方法

1．1主要试剂：LPS、乙酰胆碱(ACh)、苯肾上腺素

(PE)、NariS、消炎痛和N，N一二甲基一对苯二胺硫酸

盐均为美国Sigma公司产品，丙二醛(MDA)检测试

剂盒为南京建成生物工程公司产品。

1．2实验动物及分组：健康雄性SD大鼠72只，体

重220～270 g(河北省实验动物中心提供，动物合格

证号：1006174)。按随机数字表法分为4组，每组

18只。①对照组：经气管滴注无热原生理盐水(NS)

0．8 ml／kg；②LPS组：经气管滴注0．8 ml／kg LPS

(200 pg／200肛1)；③NariS+LPS组：在滴注LPS

前10 min和滴注LPS后2 h，各经腹腔注射0．5 ml
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NariS(28 btmol／kg)；④NariS+NS组：在滴注NS

前10 min和滴注NS后2 h，各经腹腔注射0．5 ml

NariS(28 tzmol／kg)。各组大鼠分别于实验12 h经

颈动脉放血处死，进行指标检测。实验过程中动物处

置方式符合动物伦理学标准。

1．3离体肺动脉环(PARs)的制备：取6只大鼠心、

肺，置于4℃新配制的Krebs液(pH 7．2～7．4，主

要成分为：KCl 4．7 mmol／L，CaCl2 2．5 mmol／L，

NaCl 120．0 mmol／L，MgS04 1．2 mmol／L，KH2P04

1．2 mmol／L，NaHC03 25．0 mmol／L，葡萄糖

11．1 mmol／L，并通入含有95％02、5％CO：的混合

气体)中。分离周围脂肪及结缔组织，避免损伤内皮，

制成2～3 mm的PARs。

1．4离体血管环张力的测定：将分离后的血管环垂

直悬挂于有Krebs液(含10_5 mol／L消炎痛，以消

除环氧酶代谢产物的影响)的浴槽中，一端连接张力

传感器，接记录仪。37℃下持续通入上述混合气体，

PARs在1．5 g基础张力下平衡1 h，每隔15 min换

液1次，用10-6 mol／L PE检测血管环的反应性，待

收缩反应曲线至平台后冲洗，确认其反应性稳定后，

开始实验：在观察PARs对PE(10-6 tool／L)收缩反

应的基础上观察对ACh(10-6 mol／L)的舒张反应

变化，实验结束后将血管环烘烤至恒重并记录干

重。收缩反应结果用每毫克血管环干重的克张力

(g／mg)表示，舒张反应结果以占PE(10-6 mol／L)

收缩值的百分比表示。

1．5血清中H：S含量测定：采用去蛋白的方法测

定，用不同浓度的NariS绘制标准曲线，其直线回归

方程为：Y=0．002 085+0．000 062 49X，r=0．998。

反应在5 ml的玻璃试管中进行，依次加入质量分数

1％的醋酸锌0．5 m1、蒸馏水2．5 ml、血清0．1 ml、

7．2 mol／L盐酸0．5 ml(含有20 mol／L N，N一二甲

基一对苯二胺硫酸盐)、1．2 mol／L盐酸0．4 ml(含有

30 mol／L FeCl2)，混匀后室温静置20 min再加入

10％三氯醋酸1 m1，将上述试管内容物经4 000×g

离心5 min后取上清液，在波长665 nm处检测吸光

度(A)值，将各测定值代入上述回归方程计算血清

中H。S浓度，结果以umol／L表示。

1．6肺动脉组织MDA含量测定：另取6只大鼠，

采用硫代巴比妥酸比色法检测肺动脉MDA含量，

结果以mmol／L表示，操作按试剂盒说明书进行。

1．7肺动脉组织形态学观察：各组取另外6只大鼠

心、肺，用预冷生理盐水冲洗，于Krebs液中分离

左、右肺动脉，剪成约3一．-4 mm宽的PARs。用甲醛

万方数据



堂垦鱼重丛叁塾匿堂；!!!至!旦蔓!!鲞箜!塑堡堕i!曼尘曼!望丛塑!垒!曼!竺!!!!!y!!：!!!盟!：!

水溶液固定，常规制备石蜡切片，苏木素一伊红(HE)

染色，光镜下观察。

1．8 统计学处理：数据用均数±标准差(z士s)表

示，采用单因素方差分析和q检验，P<0．05为差异

有统计学意义。

2结 果

2．1血管反应性变化(表1)：与对照组相比，滴注

LPS后，PARs对10_6 mol／L PE的收缩反应明显

升高，对10-6 mol／L ACh的舒张反应则明显降低

(均P<0．01)。而外源性应用H：S供体NaHS后，

PARs对10_6 mol／L PE的收缩反应明显降低，

对10叫mol／L ACh的舒张反应明显升高(均P<

0．01)。NaHS+NS组PARs对PE的收缩反应、对

ACh的舒张反应较对照组无明显变化。

表1 H：S对LPS诱导大鼠血管反应性的影响(x-4-s)

注：H2S：硫化氢，LPS：脂多糖，NaHS：H2S供体硫氢化钠，NS：生

理盐水；与对照组比较，aP<0．01}与LPS组比较，。P<0．01

2．2血清H：S含量检测结果(表2)：与对照组相

比，滴注LPS后血清H。S含量明显下降(P<O．05)；

应用NaHS后，血清H2S含量较LPS组明显升高

(P<0．01)；NaHS+NS组血清H。S含量较对照组

明显升高(P<O．05)。

表2 H2S对LPS诱导大鼠血清H。S含量及肺动脉组织

MDA含量的影响(x-4-s)

注：H2S：硫化氢，LPS：脂多糖，MDA：丙二醛，NariS：HzS供体硫

氢化钠，NS：生理盐水}与对照组比较，‘P<0．05I与LPS组比

较，6P<0．05，cP<0．01；与NaHS+LPS组比较，4P<0．05

2．3肺动脉组织中MDA含量的变化(表2)：滴注

LPS后肺动脉组织中MDA含量较对照组明显升高

(P<0．05)；应用NaHS后，肺动脉MDA含量较

LPS组明显降低(P<o．05)；NaHS+NS组肺动脉
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中MDA含量较对照组无明显变化。

2．4肺动脉组织形态学观察(彩色插页图1)：光镜

下观察对照组血管内皮细胞呈扁平状连续排列，内

皮下弹力纤维完整，平滑肌层结构整齐。滴注LPS

后肺动脉组织结构紊乱，内皮细胞肿胀、脱落，内皮

下弹力纤维断裂，平滑肌细胞水肿。应用NaHS后，

LPS引起的上述血管组织形态学变化均得到明显

改善。NaHS-4-NS组血管壁各层的形态结构较对照

组无明显改变。

3讨论

本实验中采用气管内滴注LPS复制大鼠ALI

模型，腹腔给予H。S供体NaHS，从离体水平观察了

H：S对LPS所致肺动脉反应性紊乱和肺动脉损伤

的影响。在检测肺动脉血管反应性时应用的是内皮

依赖性舒血管物质ACh，通过受体机制诱导内皮源

性NO生成，NO可激活鸟苷酸环化酶，促进环磷酸

鸟苷生成，从而介导ACh的舒血管作用哺]。本室以

往的研究证实，在内毒素休克大鼠，LPS可损伤肺

动脉内皮细胞，使内皮源性N0生成减少，从而使

ACh内皮依赖性舒张反应减弱[8曲]。本实验中，滴注

LPS后PARs对ACh的舒张反应明显下降，对PE

的收缩反应明显增强，提示LPS损伤了肺动脉内皮

细胞；形态学观察发现，肺动脉内皮细胞和平滑肌组

织结构严重受损；肺动脉中脂质过氧化产物MDA

含量增高，表明LPS引起肺动脉内皮细胞发生氧化

应激，导致细胞受损，这可能是PARs对ACh的舒

张反应下降的原因之一。正常情况下，由于舒血管物

质和缩血管物质处于平衡状态，血管张力能够维持

在一定水平，但当肺动脉内皮细胞损伤时，内皮源性

舒血管物质大量减少，即对抗血管收缩的力量减弱，

这时应用缩血管物质，肺动脉的收缩程度可能会增

强，这可能是PARs对PE的收缩反应增强的原因

之一。本室谷振勇等【31研究发现，用LPS孵育的兔

肺动脉对PE的收缩反应增强，原因可能与内皮细

胞受损有关，这与本实验结果一致。本实验中还发

现，滴注LPS后，血清中H。S含量降低，提示H。S参

与了LPS引起的肺动脉反应性紊乱和组织损伤这

一病理过程。

为了研究外源性H。S对LPS所致血管反应性

紊乱和组织损伤的影响，本研究中在滴注LPS之前

10 min和之后2 h腹腔注射NaHS，观察血管反应

性变化和组织损伤程度。结果显示，应用外源性H。S

可明显逆转LPS诱导的PARs对ACh的舒张反应

减弱和对PE的收缩反应增强。提示H：S可能改善
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了LPS诱导的内皮细胞损伤。有研究发现，H。S具

有清除氧自由基、抗心肌缺血／再灌注损伤、降低脂

质过氧化产物MDA的作用口0|。在神经元中，H：S能

通过清除过氧亚硝基阴离子和增加谷胱甘肽合成发

挥抗氧化性损伤的作用[11|。为了探讨H。S对LPS

诱导的肺动脉反应性紊乱的调节作用是否与抗氧化

损伤有关，本研究中观察了腹腔注射NaHS后肺动

脉形态学和肺动脉组织中MDA含量变化。结果显

示，NaHS明显减轻了LPS引起的肺动脉内皮细胞

结构的损伤，并降低了肺动脉中MDA含量。这些结

果证实，H。S对LPS诱导的肺动脉反应性紊乱的调

节作用与抗氧化损伤有关。H：S通过保护肺动脉内

皮细胞，使内皮源性N0生成增多，增强了ACh内

皮依赖性舒张反应，同时也降低了PE的收缩反应。

同时还观察到，外源性给予NaHS后，血清H：S水

平升高。由于注射NaHS的时间与收集血清检测

HzS的时间相隔较长，我们认为外源性给予NaHS

后可能导致磷酸吡多醛一5，一磷酸依赖性酶包括胱硫

醚一p合成酶(CBS)或胱硫醚一7一裂解酶(CSE)表达

增高，产生内源性H：S，这可能是改善LPS诱导的

肺动脉反应性紊乱和血管组织损伤的直接因素。本

室Huang等[7j研究发现，外源性应用H。S可通过增

加肺动脉组织CSE的mRNA和蛋白表达，促进

H。S生成，从而降低LPS诱导的PAH。另有文献报

道，在缺氧性肺动脉高压(HPH)中，外源性给予

NaHS可以通过上调H。S／CSE体系来改善血管张

力的异常，有效缓解PAH的形成L1引。这些研究结果

与本实验结果一致。本室新近研究发现，外源性应用

H：S还可以通过抗氧化机制减轻LPS诱导的肺部

炎症反应¨引。

综上，我们认为外源性应用H。S不仅可以逆转

LPS引起的肺动脉反应性紊乱，还可以减轻LPS引

起的肺动脉及肺组织损伤，这可能是H。S降低内毒

素血症时PAH的主要机制。深入探讨这一机制将

为内毒素血症时PAH的防治提供新的思路，为揭

示H：S的生物学作用开辟更广阔的领域。
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选择性序贯脑灌注可帮助微循环血流恢复到循环障碍前的水平

心脏停搏对人类微循环的调节机制尚未完全明了，主动脉弓的外科手术往往使超低温血液循环停止技术和术后选择性

序贯脑灌注显得尤为重要。近年来荷兰学者研究了选择性序贯脑灌注，并观察选择性序贯脑灌注在抢救心搏骤停患者方面的

意义。学者们用舌下微循环的成像技术来研究人类外周微血管血液循环障碍。研究对象为7例接受选择性主动脉弓修复手术

的患者，研究人员用侧流暗视野成像技术来研究舌下微血管在循环骤停前、骤停期间和选择性序贯脑灌注后血流的瞬间变

化。研究者发现手术中患者微循环骤停后，在选择性序贯脑灌注开始实施的前59 S，动、静脉之间的血压均处于失衡状态；在循

环骤停后的45 S，直径小于20 pm的微小血管血流完全滞流。然而，直径大于20 gm的较大微血管血流在选择性序贯脑灌注开

始前并非完全停止。选择性序贯脑灌注45 S后恢复微循环血流可达到循环障碍前的状态。研究者认为：在外科手术中，人类循

环骤停后较大的微血管可有持续血流，微血管于选择性序贯脑灌注后可使微循环血流恢复到循环障碍前的状态。

李娟，编译自{Antimigrob Agents Chemother，2010—05—13(电子版)；胡森，审校

万方数据



硫化氢对脂多糖诱导大鼠肺动脉反应性和损伤的影响
(正文见465页)

图1光镜卜．观察各组人鼠肺动脉组织形态学改变对照组(a)血管内皮细胞完整，排列连续，平滑肌层结构整齐；脂多糖
(LPS)组(b)内皮细胞肿胀、脱落．内皮Ii弹力纤维断裂，·仁滑肌细胞水肿；硫化氢(II 2S)供体硫氢化钠(NaIIS)+LPS组
(C)组织结构损伤较LPS组(b)明显改善；NailS+生理盐水(NS)组(d)与对照组(a)相比无明显变化ItE×400

N一乙酰半胱氨酸对高氧肺损伤保护机制与p38丝裂素活化蛋白
激酶途径的相关性研究

(正文见469页)

图2镜下观察各组大鼠肺组织磷酸化p38丝裂素活化蛋白激酶(p—p38MAPK)表达及分布的变化阴性对照(a)显示正常

肺泡；空气对照组(b)肺泡上皮细胞有少量P—p38MAPK阳性表达；高氧暴露组(C)存肺泡f：皮细胞、气道』：皮细胞、浸润
的淋巴细胞．中·陀粒细胞均有较的强阳性表达，尤其在炎性细胞高表达；高氧+N-乙酰中胱氧酸(NAC)千预组(d)阳性细
胞表达较高氧暴露组(c)显著降低；高氧+P38MAPK特婶性抑制剂(SB203580)干预组(e)在肺泡上皮细胞．炎性细胞仃少
量Jj}1一H：表达；高氧}NAC+SB2035 80联合l：颓组(f)住浸润炎，陀细胞及肺泡上皮细胞有少量阳性表达，但较高氧暴露组
(c)明显减少，—◆示肺泡上皮细胞，—》示浸润炎性细胞免疫组化×400

1 6例甲型H 1 N 1流感危重病例分析一一附2例病理报告
f正文见505页1

图1 l例50岁男性患者十入院2l d(起病后28 d)X线胸片及肺活枪病理观察结果x线胸片示双肺渗出性病灶，以Zi肺和

左F肺较多(a)；光镜【?观察怖泡上皮细胞增，仁，肺泡隔纤维组织增生及玻璃样变性(b，ttE X 1 00)；并敞在淋巴细胞浸
润(c，IIE×200) 图2 l例3岁女性患儿X线胸片和，，体解剖病理观察人院时(起病后8 d)x线胸片示双肺斑片状渗出
病★l：，舣侧颈部可见皮下气肿影(a)；死I’：当日(起病后16d)X线胸片示双肺弥漫性渗fij病灶，双肺野透亮度明显减低(b)；光
镜r观察肺泡上皮细胞变性、坏死‘j脱落，透明膜形成(C，HE×200)；肺泡隔毛细血管增生，亢IIIL、出血，淋巴细胞浸
润，肺泡腔fUIff【(cl，IIF×400)，肺泡I：皮细胞变性，坏死与脱落，肺泡隔纤维组织增生歧淋巴细胞浸润(e，HE×1 00)；
肾小管上皮细胞水肿，巫性，问质m管扩张充血(f，I{E×200)。肝细胞变性、坏死，肝小叶结构消失，fL：管区大量淋巴细胞
浸润(g，tiE×100)l心肌纤维稍有水肿(h，HE×200)
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