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【摘要】 目的  观察机械通气相关性肺损伤（VILI）对大鼠血脑屏障通透性的影响。方法  将 48 只健康

清洁级雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为假手术组（Sham 组）、小潮气量（LVT）机械通气组（LVT 组）、常规潮气

量（NVT）机械通气组（NVT 组）和大潮气量（HVT）机械通气组（HVT 组），每组 12 只。Sham 组大鼠麻醉后行气

管插管，保留自主呼吸；不同潮气量（VT）各组大鼠行气管插管机械通气，VT 分别为 6 mL/kg（LVT 组）、10 mL/kg

（NVT 组）、20 mL/kg（HVT 组），吸呼比均为 1∶1，通气频率均为 40 次 /min，通气时间均为 3 h。机械通气结束后

收集大鼠支气管肺泡灌洗液（BALF），采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 BALF 中促炎因子〔肿瘤坏死因子-α 

（TNF-α）和白细胞介素（IL-1β、IL-6）〕水平。取大鼠肺组织，计算肺湿 / 干质量（W/D）比值；苏木素-伊红（HE）

染色后，光镜下观察肺组织病理学改变，并进行肺损伤评分。取大鼠脑组织，测定含水量，并通过检测脑组织中 

伊文思蓝（EB）含量以反映血脑屏障通透性；采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测脑组织中紧密连接

蛋白的表达水平。结果  机械通气3 h后，随着VT增加，VILI大鼠肺损伤程度逐渐加重；当VT达到20 mL/kg时，

肺组织结构明显破坏，肺泡壁水肿，肺泡内充血，肺间质增厚，大量炎症细胞浸润，且肺损伤评分、肺W/D比值及

BALF中TNF-α、IL-1β和IL-6水平均较Sham组显著升高〔肺损伤评分（分）：10.6±1.1比1.4±1.0，肺W/D比值：

6.6±0.8比3.7±0.6，TNF-α（ng/L）：832.9±97.9比103.8±23.3，IL-1β（ng/L）：68.9±14.1比15.7±2.6，IL-6（ng/L）： 

70.8±16.4比20.3±5.4，均 P＜0.05〕。此外，大鼠在发生肺损伤的同时，还伴随着持续加重的脑损伤；当VT达到 

20 mL/kg 时，脑组织含水量和 EB 含量均较 Sham 组明显升高〔脑组织含水量：（85.4±3.6）% 比（68.7±2.7）%，脑

组织 EB 含量（μg/g）：887±78 比 97±14，均 P＜0.05〕，脑组织中封闭蛋白-5（claudin-5）、闭合蛋白（occludin）及

闭锁小带蛋白-1（ZO-1）表达均较 Sham 组明显下调〔claudin-5 蛋白（claudin-5/β-actin）：0.67±0.12 比 1.45±0.19， 

occludin 蛋白（occludin/β-actin）：0.48±0.11 比 0.99±0.21，ZO-1 蛋白（ZO-1/β-actin）：0.13±0.03 比 0.63±0.12，

均P＜0.05〕。结论  VILI可诱导大鼠脑水肿及血脑屏障通透性增加，其机制可能与下调脑组织紧密连接蛋白的 

表达有关。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  effect  of  ventilator-induced  lung  injury  (VILI)  on  blood-brain  barrier 
permeability in rats.  Methods  Forty-eight healthy clean male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into 
sham operation  (Sham) group,  low  tidal  volume  (LVT) mechanical  ventilation group  (LVT group), normal  tidal  volume 
(NVT) mechanical ventilation group (NVT group) and high tidal volume (HVT) mechanical ventilation group (HVT group) 
with  12  rats  in  each  group. After  anesthesia,  rats  in  the  Sham group were  intubated  and kept  spontaneous  breathing. 
The  rats  in  different  tidal  volume  (VT)  groups  were  mechanically  ventilated  by  endotracheal  intubation  with  VT  of  
6 mL/kg (LVT group), 10 mL/kg (NVT group), and 20 mL/kg (HVT group), respectively. The inspiration-expiration ratio 
of  the three groups was 1∶1, the ventilation frequency was 40 times/min, and the ventilation time was 3 hours. At the 
end of the experiment, the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of rats was collected, and the levels of pro-inflammatory 
factors  [tumor  necrosis  factor-α  (TNF-α),  interleukins  (IL-1β and  IL-6)]  in BALF were  detected  by  enzyme-linked 
immunosorbent  assay  (ELISA).  The  lung  tissues  of  rats  were  collected,  and  the  lung  wet/dry  weight  (W/D)  ratio  was 
calculated. The pathological changes of lung tissues were observed under light microscopy after hematoxylin-eosin (HE) 
staining, and lung injury scores were performed. The brain tissue of rats was taken to measure the brain water content, 
and the Evans blue (EB) content of brain tissue was measured to reflect the permeability of the blood-brain barrier. The 
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  血脑屏障是位于体循环与脑实质之间的屏障结

构，是维持脑部内环境平衡的重要结构，中枢神经系

统疾病可引起血脑屏障损害，从而诱发中枢神经系

统病变［1-2］。众所周知，机械通气是一把“双刃剑”，

可以作为一种损伤因素导致机械通气相关性肺损伤 

（ventilator-induced lung injury，VILI）［3-4］。有研究表

明，至少 30% 行机械通气的重症监护病房（intensive 

care unit，ICU）患者发生谵妄或认知功能障碍，急性

呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome，

ARDS）患者的发生率甚至高达 80%［5］，提示机械通

气不仅可引起肺组织自身的损伤，还可以诱发远端

脑组织损伤，是机械通气治疗失败和影响患者预后

的重要原因之一［6］。但 VILI 引起远端脑组织损伤

的具体机制目前尚不清楚。本研究拟观察 VILI 对

大鼠血脑屏障通透性的影响，为临床综合防治机械

通气相关性肺损伤和脑损伤提供科学理论依据。

1 材料与方法 

1.1  实验动物及分组：48 只健康清洁级雄性 SD 大

鼠，8～12 周龄，体质量 230～270 g，由扬州大学中

心实验室动物实验中心提供，动物许可证号：SCXK

（苏）2017-0007。制备模型前大鼠禁食10 h、不禁水，

按随机数字表法分为假手术组（Sham 组）、小潮气量

（low tidal volume，LVT）机械通气组（LVT 组）、常规

潮气量（normal tidal volume，NVT）机械通气组（NVT

组）和大潮气量（high tidal volume，HVT）机械通气组 

（HVT 组），每组 12 只。

1.2  分组处理方法：Sham 组腹腔注射 1% 戊巴比妥

钠 50 mg/kg 麻醉大鼠，参照文献［5］的方法，用 16 G 

静脉留置针导管行气管插管，自主呼吸；不同潮气

tight  junction proteins  in  the brain tissues were detected by Western blotting.  Results  After 3 hours of mechanical 
ventilation,  with  the  increase  of  VT,  the  degree  of  lung  injury  in  VILI  rats  gradually  increased.  When  VT  reached  
20  mL/kg,  lung  tissue  structure  was  significantly  injured,  alveolar  wall  edema,  alveolar  congestion,  lung  interstitial 
thickening, a large number of inflammatory cells infiltrated, and the lung injury score, lung W/D ratio, and the levels of 
TNF-α, IL-1β and IL-6 in BALF were significantly higher than those in the Sham group [lung injury score: 10.6±1.1 
vs.  1.4±1.0,  lung  W/D  ratio:  6.6±0.8  vs.  3.7±0.6,  TNF-α(ng/L):  832.9±97.9  vs.  103.8±23.3,  IL-1β  (ng/L): 
68.9±14.1 vs. 15.7±2.6,  IL-6  (ng/L): 70.8±16.4 vs. 20.3±5.4, all P < 0.05]. Lung  injury  in  rats was accompanied 
by  aggravating  brain  injury. When  VT  reached  20  mL/kg,  brain  water  content  and  EB  content  in  brain  tissue  were 
significantly higher  than  those  in  the Sham group  [brain water content:  (85.4±3.6)% vs.  (68.7±2.7)%, EB content  in 
brain tissue (μg/g): 887±78 vs. 97±14, both P < 0.05], and the protein expressions of claudin-5, occluding and zonula 
occluden-1 (ZO-1) in the brain tissue were significantly lower than those in the Sham group [claudin-5 protein (claudin-5/
β-actin):  0.67±0.12  vs.  1.45±0.19,  occludin  protein  (occludin/β-actin):  0.48±0.11  vs.  0.99±0.21,  ZO-1  protein 
(ZO-1/β-actin): 0.13±0.03 vs. 0.63±0.12, all P < 0.05].  Conclusion  VILI can induce brain edema and increase 
blood-brain barrier permeability in rats, which may be related to the down-regulation of tight junction protein expression 
in the brain tissue.
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量（tidal volume，VT）各组大鼠用上述方法常规麻醉

后插管，接小动物呼吸机（DW-3000，安徽正华生物

仪器设备有限公司）行机械通气，VT 分别为 6 mL/kg 

（LVT 组）、10 mL/kg（NVT 组）、20 mL/kg（HVT 组），吸

呼比均为 1∶1，通气频率均为 40 次 /min，通气时间

均为3 h，且机械通气期间均以10 mL·kg-1·h-1 的速 

度静脉输注生理盐水补液。

  本实验中所有操作均符合动物伦理学标准，并

通过扬州大学实验动物福利伦理委员会审批（审批

号：202103405）。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid， 

BALF）中促炎因子水平测定：机械通气结束后结扎

大鼠肺门，磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，

PBS）灌洗左肺，收集 1～2 mL BALF，再将 BALF 置

于低温高速离心机离心20 min取上清液。参照酶联

免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay， 

ELISA）试剂盒（美国 R&D 公司）说明书操作要求检

测BALF中肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α， 

TNF-α）和白细胞介素（interleukins，IL-1β、IL-6）的 

水平。

1.3.2  肺组织病理学观察：取大鼠右肺下叶，4% 多

聚甲醛固定，给予脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋、切片

（厚度4 μm），苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染 

色后，光镜下观察病理学改变。参照文献报道的方

法［7］，分别从肺间质水肿、肺泡壁增厚和（或）透明

膜形成、炎症细胞浸润及肺泡内充血 4 个方面进行

肺损伤评分，依据损伤程度记分，无变化记 0 分，轻

度改变记 1 分，中度改变记 2 分，重度改变记 3 分，
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最后累计记分。

1.3.3  肺组织湿 / 干质量（wet/dry weight，W/D）比值

测定：取大鼠右肺上叶，称湿质量后，于 80 ℃干燥 

箱中烘烤 72 h 以上，直至恒重，称干质量，并计算肺

W/D 比值。

1.3.4  血脑屏障通透性评估：每组取 6 只大鼠，经

股静脉注射 2% 伊文思蓝（Evans blue，EB）2 mL/kg，

2 h 后经左心室灌入生理盐水直至流出清凉液体，断

头取全脑，取适量脑组织置入 1.5 mL 的 50% 三氯乙

酸溶液中匀浆，离心15 min取上清液，用多功能酶标

仪测定 620 nm 波长处吸光度（absorbance，A）值。按 

照标准曲线得到脑组织 EB 含量，以此反映血脑屏

障通透性。

1.3.5  脑组织含水量检测：每组另取 6 只大鼠全脑

组织，沿矢状缝将大脑左右半球分开。分离脑皮质

后，取大脑左半球放入干燥培养皿中，用滤纸吸干表

面水分，称湿质量后，置于80 ℃干燥箱中48 h以上，

直至恒重，称干质量，并计算脑组织含水量〔脑组织

含水量＝（湿质量－干质量）/ 湿质量 ×100%〕。

1.3.6  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测

脑组织中紧密连接蛋白的表达：取上述大鼠右侧脑

组织，加入 RIPA 裂解液与酶抑制剂苯甲基磺酰氟 

（phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF），液氮匀浆后， 

4 ℃离心 10 min，弃沉淀，进行蛋白定量。取等量

蛋白样本，经 8% 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳（sodium dodecyl  sulfate-polyacrylamide gel  

electrophoresis，SDS-PAGE）分离后，采用湿转法电

转移至硝酸纤维素膜。于 5% 脱脂奶中封闭 2 h， 

加入封闭蛋白-5（claudin-5）、闭合蛋白（occludin）

和闭锁小带蛋白-1（zonula occluden-1，ZO-1）一抗 

（均 1∶1 000，英国 Abcam 公司），以及β-肌动蛋白

（β-actin）抗体（1∶500，北京中杉金桥生物技术有

限公司），4 ℃孵育过夜。膜漂洗后，加入碱性磷酸

酶标记的二抗，室温孵育 2 h，酶法显色，扫描。采用

Image J 图像分析系统分析，以目的蛋白与β-actin

灰度值的比值反映紧密连接蛋白的表达水平。

1.4  统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行统计学分

析。所有计量资料均符合正态分布，以均数 ± 标准 

差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用 Bonfronny 检验。P＜0.05 为差异有 

统计学意义。

2 结 果 

2.1  各组肺组织病理学改变比较（图 1）：光镜下可

见 Sham 组和 LVT 组大鼠肺组织结构完整，肺泡腔

无渗出及出血，肺泡间隔无水肿，罕见中性粒细胞；

NVT 组和 HVT 组大鼠肺组织结构明显破坏，肺泡壁 

水肿，肺泡内充血，肺间质增厚，大量炎症细胞浸润，

且肺组织损伤程度随 VT 增加而逐渐加重。

图 1　光镜下观察各组大鼠肺组织病理学改变　细胞核呈紫蓝
色；细胞质和细胞外基质中成分呈红色。假手术组（Sham 组，A）
与小潮气量（LVT）机械通气组〔潮气量（VT）为 6 mL/kg，B〕肺
组织结构完整，肺泡壁完整无水肿；而常规潮气量（NVT）机械
通气组（VT 为 10 mL/kg，C）与大潮气量（HVT）机械通气组（VT
为 20 mL/kg，D）肺泡壁受损严重，肺泡腔可见液体渗出，肺组织
受损严重，且肺组织损伤程度随 VT 增加而逐渐加重　HE 染色
低倍放大

表 1　各组大鼠肺损伤评分、肺 W/D 比值 
及 BALF中促炎因子水平比较（x±s）

组别 动物数（只） 肺损伤评分（分） 肺 W/D 比值

Sham 组 12 1.4±1.0 3.7±0.6
LVT 组 12 2.5±0.8 4.2±0.5
NVT 组 12     6.7±1.6 ab     5.2±1.1 ab

HVT 组 12   10.6±1.1 ab     6.6±0.8 ab

组别
动物数

（只）

BALF 中促炎因子（ng/L）

TNF-α    IL-1β IL-6

Sham 组 12 103.8±23.3   15.7±  2.6 20.3±  5.4
LVT 组 12 185.8±94.8   24.9±  9.4 28.7±  6.9
NVT 组 12     584.7±97.3 ab       56.5±11.6 ab     57.9±  8.3 ab

HVT 组 12     832.9±97.9 ab       68.9±14.1 ab     70.8±16.4 ab

注：Sham 组为假手术组，LVT 组为小潮气量（LVT）机械通气组

〔潮气量（VT）为 6 mL/kg〕，NVT 组为常规潮气量（NVT）机械通气

组（VT 为 10 mL/kg），HVT 组为大潮气量（HVT）机械通气组（VT 为

20 mL/kg）；肺 W/D 比值为肺湿 / 干质量比值，BALF 为支气管肺泡

灌洗液，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-1β为白细胞介素-1β，IL-6

为白细胞介素-6；与Sham组比较，aP＜0.05；与LVT组比较，bP＜0.05

2.2  各组肺损伤相关指标比较（表 1）：与 Sham 组

和 LVT 组比较，NVT 组及 HVT 组大鼠肺损伤评分、

肺 W/D 比值和 BALF 中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平均 

明显升高（均 P＜0.05），且随 VT 增加逐渐升高；而

Sham 组与 LVT 组间上述指标差异均无统计学意义

（均 P＞0.05）。
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2.3  各组脑损伤相关指标比较（表 2；图 2）：与 Sham 

组和 LVT 组比较，NVT 组及 HVT 组大鼠脑组织含

水量和 EB 含量均明显升高（均 P＜0.05），且均随着 

VT 的增加呈逐渐升高趋势；而 Sham 组与 LVT 组

脑组织含水量和EB含量差异则均无统计学意义（均

P＞0.05）。与 Sham 组比较，LVT 组、NVT 组和 HVT

组大鼠脑组织中 claudin-5、occludin 和 ZO-1 的表达

均明显下调（均 P＜0.05），且随 VT 的增加逐渐降 

低；与 LVT 组比较，HVT 组大鼠脑组织中 claudin-5

的表达明显下调，且 NVT 组和 HVT 组大鼠脑组织

中 ZO-1 的表达均明显下调（均 P＜0.05）。

3 讨 论 

  本研究参照文献报道的方法［5］，采取小动物呼

吸机行机械通气的方法建立大鼠 VILI 模型，结果显

示，在持续机械通气 3 h 后，NVT 组和 HVT 组大鼠

肺组织结构明显破坏，肺泡壁水肿，肺间质增厚，大

量炎症细胞浸润，肺组织含水量明显增加，肺泡通透

性增加，BALF 中 TNF-α、IL-1β及 IL-6 大量表达，

提示大鼠 VILI 模型制备成功。

  近来研究表明，血脑屏障功能失调与多种神经

系统病变有关，如帕金森病、阿尔茨海默病、术后谵

妄、多发性硬化、癫痫、肿瘤、溶酶体贮积病等［8-10］。

众所周知，血脑屏障作为一种弥散屏障可以选择性

地通过营养物质，阻止血液中毒害物质进入脑中，维

持中枢神经系统内环境和神经功能稳定。受到异常

刺激后，血脑屏障形态及功能均可发生变化，屏障隔

绝作用受到影响，通透性相对增加，许多大分子物质

可透过血脑屏障聚集于细胞外间隙，导致细胞外渗

透压增加，进而引发脑水肿［11］。本研究显示，NVT

组和 HVT 组大鼠脑组织含水量均较 Sham 组显著增 

加，提示不当的机械通气不仅可导致肺组织自身的

损伤，还可诱发脑水肿。

  EB 作为一种示踪剂，可通过受损的血脑屏障进

入脑组织，其含量与血脑屏障通透性呈正相关［12］，

因此，测定脑组织EB含量可反映血脑屏障的损伤程

度。本研究表明，NVT 组和 HVT 组大鼠脑组织 EB

含量较 Sham 组明显增高，提示 VILI 可引发血脑屏

障损伤。研究表明，VILI 可导致猪大脑海马区损伤

程度进一步加重，过程中代表血脑屏障开放的血清

标志物 S100 蛋白水平也显著增加［13］，且随着机械

通气时间延长，即使较小的VT也可引起血脑屏障通 

透性改变［14］，与本研究中观察到的结果不谋而合。

  研究证实，长期机械通气会导致神经系统改变，

至少30%的ICU机械通气患者会发生谵妄或认知功

能障碍，这种机械通气所致的神经认知功能障碍可

持续数年甚至不可逆转，已成为影响机械通气治疗

预后的重要原因之一［5］。自 Quilez 等［15］提出机械 

通气所致“肺-脑交互损伤”的概念以来，其发病机

制远未阐明。因此，明确“肺-脑损伤”发生机制，揭示

其中关键信号分子和调控机制迫在眉睫。已知紧密

连接是血脑屏障的重要结构之一，其主要作用包括

调控多种物质的扩散、加强细胞间连接、封闭细胞

间隙、传递细胞间生物信号等［16］。紧密连接蛋白由

跨膜蛋白（如 claudin、occludin 等）和膜相关蛋白（如

表 2　各组大鼠脑组织含水量 
及血脑屏障通透性比较（x±s）

组别 动物数（只） 脑组织含水量（%）脑组织 EB 含量（μg/g）

Sham 组 6 68.7±2.7   97±14
LVT 组 6 72.3±1.3 124±21
NVT 组 6     78.8±2.7 ab     456±32 ab

HVT 组 6     85.4±3.6 ab     887±78 ab

注：Sham 组为假手术组，LVT 组为小潮气量（LVT）机械通气组 

〔潮气量（VT）为 6 mL/kg〕，NVT 组为常规潮气量（NVT）机械通气

组（VT 为 10 mL/kg），HVT 组为大潮气量（HVT）机械通气组（VT 为

20 mL/kg）；EB 为伊文思蓝；与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 LVT 组

比较，bP＜0.05

Sham 组为假手术组，LVT 组为小潮气量（LVT）机械通气组 
〔潮气量（VT）为 6 mL/kg〕，NVT 组为常规潮气量（NVT） 
机械通气组（VT 为 10 mL/kg），HVT 组为大潮气量（HVT） 

机械通气组（VT 为 20 mL/kg）；Western blotting 为 
蛋白质免疫印迹试验，claudin-5 为封闭蛋白-5， 
occludin 为闭合蛋白，ZO-1 为闭锁小带蛋白-1， 

β-actin为β-肌动蛋白；与 Sham 组比较，aP＜0.05； 
与 LVT 组比较，bP＜0.05

图 2  Western blotting 检测各组大鼠脑组织紧密连接蛋白表达
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ZO、AF-6 等）共同组成，参与保持血脑屏障的完整

性。研究表明，紧密连接蛋白的表达量与脑水肿的

严重程度密切相关［17］。还有研究表明，脓毒症小鼠

血脑屏障可出现明显损伤，海马组织中 occludin 蛋 

白表达明显下调［18］；进一步研究显示，脑缺血 / 再灌

注损伤大鼠血脑屏障超微结构可出现明显损伤，脑

组织中紧密连接蛋白 occludin 表达也明显下调［19］。 

与上述研究类似，本研究也表明，随着VT增加，VILI 

大鼠脑组织中紧密连接蛋白 claudin-5、occludin 及

ZO-1 的表达均呈持续下调趋势，提示机械通气不仅

可引起紧密连接蛋白表达下调，增加血脑屏障通透

性，而且紧密连接蛋白的表达量与 VILI 的严重程度

密切相关。

  机械通气是一把“双刃剑”，在引起肺组织自身

损伤的同时，肺组织细胞受到机械牵张刺激后通过

神经、体液、细胞途径将异常生物信号传递到远端

中枢神经系统。因此，血脑屏障可能成为联系“肺-脑 

损伤”的桥梁。已有研究表明，高迁移率族蛋白 B1

（high mobility group protein B1，HMGB1）为晚期炎症

因子，病理性机械牵张肺血管内皮细胞可以通过激

活信号转导及转录激活因子 3（signal transducer and 

activator of transcription 3，STAT3）通路导致 HMGB1

在急性肺损伤（acute lung injury，ALI）模型中大量表

达［20］；而高表达的 HMGB1 又可以作用于晚期糖基

化终末产物受体（receptor of advanced glycation end 

product，RAGE），引起老年大鼠海马区血脑屏障受

损，导致脑损伤及认知功能障碍［21-23］。关于 ALI 引

起远端脑组织损伤的具体机制目前还知之甚少，其

中关键分子介导的血脑屏障受损可能是防治机械通

气所致“肺-脑交互损伤”的关键靶点，机械通气所致 

“肺-脑损伤”机制的阐明对于早期制定有效防治

策略、降低机械通气患者近期和远期并发症及病死

率、改善患者生存质量、降低医疗成本，无疑具有重

要的现实意义［24］。

  综上所述，VILI 可诱导大鼠脑水肿及血脑屏障

通透性增加，其机制可能与下调脑组织紧密连接蛋

白的表达有关。
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