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重组人类促红细胞生成素对
早产大鼠高氧肺损伤的影响
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　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨重组人类促红细胞生成素 (rhEpo)对早产大鼠高氧肺损伤的影响。方法 　生后 3 d 的

早产鼠随机分为 Ⅰ. 空气对照组 , Ⅱ. 高氧对照组 , Ⅲ. 高氧 + rhEpo 组 , Ⅳ. 空气 + rhEpo 组。高氧组持续暴露于 ≥

90 %氧 (O2)中 ,rhEpo 组自生后 3 d 开始皮下注射 rhEpo 800 U/ kg ,隔日 1 次。分别于暴露 3 d ,7 d 检测各组支气

管肺泡灌洗液 (BAL F)中还原型谷光甘肽 ( GSH) 、总蛋白、丙二醛 (MDA) 、非血红素铁含量 ,并比较肺湿重/ 干重

(W/ D)及肺组织病理改变。结果 　①与空气组相比 ,高氧组高氧 3 d 时 MDA 含量显著增加 [ (1. 39 ±0. 60) nmol/

ml vs (0. 35 ±0. 22) nmol/ ml ] ( P < 0. 01) ;肺组织呈急性肺损伤病理改变。与空气组比较 ,高氧组 7 d 时非血红素

铁、MDA、总蛋白含量均显著升高 [ (109. 31 ±7. 86) μg/ dl vs (94. 95 ±10. 83) μg/ dl , (1. 53 ±0. 39) nmol/ ml vs

(0. 30 ±0. 13) nmol/ ml , (0. 47 ±0. 02) g/ L vs (0. 25 ±0. 04) g/ L ] ( P < 0. 01) ;肺 W/ D 值升高 (5. 54 ±0. 41 vs 5. 00

±0. 15) ( P < 0. 05) ,肺病理改变加重出现肺纤维化趋势及结构紊乱。②高氧 + rhEpo 组 3 d 时 BAL F 中 MDA 为

(0. 69 ±0. 19) nmol/ ml ;7 d 时非血红素铁、MDA、总蛋白含量、肺 W/ D 值分别为 (99. 60 ±8. 21) μg/ dl , (0. 80 ±

0. 24) nmol/ ml , (0. 36 ±0. 02) g/ L ,5. 08 ±0. 21 ,较高氧组显著下降 ( P < 0. 05 或 0. 01) ;3 d ,7 d 时 GSH含量分别

为 (130. 85 ±7. 62) mg/ L 和 (136. 69 ±5. 90) mg/ L ,较高氧组显著升高 ( P < 0. 01) 。肺病理改变减轻。结论 　高

氧暴露 3 d 即可造成早产鼠急性肺损伤 ,7 d 时加重。rhEpo 对早产鼠高氧肺损伤有一定的保护作用。
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Effect of Recombinant Human Erythropoietin on

Hyperoxia2Induced Lung Injury in Premature Rats

QUAN Yu2Feng , CHAN G Li2Wen , ZHAN G Guo2Feng , et al.

Depart ment of Pediat rics , A f f iliated Hospital of Guilin Medical College , Guilin , Guangxi , 541001 , China

　　Abstract :　Objective 　To investigate the effect of recombinant human erythropoietin (rhEpo) on hyperoxia2induced

lung injury in premature rats. Methods 　Three2day2old premature rats were randomly assigned to four groups : Ⅰ. the

room air group , Ⅱ. the hyperoxia group , Ⅲ. the hyperoxia + rhEpo group , Ⅳ. the room air + rhEpo group . Group Ⅰ

and Ⅲ rats were exposed to 90 % O2 . Group Ⅲand Ⅳrats received rhEpo (800 U/ kg) subcutaneously every other day.

After 3 days or 7 days of exposure , the contents of glutathione ( GSH) , total protein , malondialdehyde ( MDA) and

nonheme iron in the bronchoalveolar lavage fluid (BAL F) and the ratio of lung wet weight/ dry weight (W/ D) , and lung

morphometry were examined in all groups. Results 　①After 3 days , Group Ⅱrats showed an increase of MDA content

compared with Group Ⅰ rats [ (1. 39 ±0. 60) nmol/ ml vs (0. 35 ±0. 22) nmol/ ml , P < 0. 01 ] , and presence of

hyperaemia , red cell extravasation and inflammatory infiltration. After 7 days of exposure , the contents of nonheme iron ,

total protein and MDA increased in Group Ⅱ rats compared with Group Ⅰ rats [ (109. 31 ±7. 86) μg/ dl vs (94. 95 ±

10. 83) μg/ dl , (1. 53 ±0. 39) nmol/ ml vs ( 0. 30 ±0. 13) nmol/ ml , ( 0. 47 ±0. 02) g/ L vs ( 0. 25 ±0. 04) g/ L ,

respectively ] , P < 0. 01. And the ration of lung W/ D also increased [ (5. 54 ±0. 41) vs (5. 00 ±0. 15) ] , P < 0. 05 , and
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pathologic changes were more severe than those after 3 days of exposure. ②After 3 days of exposure , compared with

Group Ⅱ rats , MDA content [ (0. 69 ±0. 19) nmol/ ml ] in Group Ⅲ rats decreased significantly ( P < 0. 01) , and the

changes of acute lung injury were also alleviated. After 7 days of exposure , the contents of MDA [ (0. 80 ±0. 24) nmol/

ml] , total protein [ (0. 36 ±0. 02) g/ L ] , nonheme iron [ (99. 60 ±8. 21) μg/ dl ] and lung W/ D (5. 08 ±0. 21) also

decreased in Group Ⅲ rats compared with Group Ⅱrats ( P < 0. 01 or 0. 05) . GSH contents increased in Group Ⅲrats

both after 3 days and 7 days of exposure [ (130. 85 ±7. 62) mg/ L and (136. 69 ±5. 90) mg/ L ] compared with those in

Group Ⅱ rats [ (106. 86 ±9. 87) mg/ L , (122. 19 ±10. 41) mg/ L ] (both P < 0. 01) , and pathologic changes in Group

Ⅲ rats were alleviated more than those in Group Ⅱrats. Conclusions　Exposure to 90 % O2 for 3 days and 7 days result

in acute lung injury in pretmature rats. Treatment with rhEpo alleviates hyperoxic lung injury in premature rats.

　　Key words :　Hyperoxia ; Premature ; Lung ; Recombinant human erythropoietin ; Rat

　　文献报道高氧时体内存在铁代谢异常且铁螯合

剂能减轻实验动物高氧肺损伤[1 ,2 ] 。重组人类促红

细胞生成素 ( recombinant human Erythropoietin ,

rhEpo)是一种红细胞集落刺激因子 ,在刺激集落红

细胞增殖分化、红细胞生成过程中同时转移体内非

血红素铁进入骨髓 ,减少铁参与氧自由基损伤的机

会。本实验建立早产鼠高氧肺损伤模型 ,同时用

rhEpo 干预 ,以探讨 rhEpo 对损伤的作用 ,为临床防

治高氧肺损伤提供理论依据。

1 　对象和方法

1 . 1 　对象

孕 21 d (预产期为 22 d) 剖腹产出生并转移给

代母鼠的 Sprague Dawley 新生大鼠作为早产鼠[1 ] ,

生后 3 d 随机分为 : Ⅰ空气对照组 , Ⅱ高氧对照组 ,

Ⅲ高氧 + rhEpo 组 , Ⅳ空气 + rhEpo 组。高氧组氧浓

度维持在 ≥90 % ,空气组置于常压空气中。rhEpo

组自生后 3 d 开始皮下注射 rhEpo 800 U/ kg (日本

麒麟啤酒株式会社产品) ,隔日 1 次。对照组接受等

量生理盐水。分别暴露 3 d ,7 d。

1 . 2 　方法

1. 2. 1 　计数血网织红细胞数　尾尖采血 ,计数 1 000

个红细胞中网织红细胞数 ,以总红细胞的百分数表示。

1. 2. 2 　支气管肺泡灌洗 　分别于大鼠暴露 3 d ,7 d

麻醉后以每次 0. 5 ml ,1. 0 ml 冷生理盐水支气管肺

泡灌洗 ,重复 3 次 ,汇集灌洗液 (brochoalvelar lavage

fluid , BAL F) ,4 000 rpm/ min 离心 10 min ,取上清

液测还原型谷光甘肽 ( GSH) 、总蛋白、丙二醛

(MDA) 、非血红素铁含量。总蛋白、MDA , GSH 检

测试剂盒由南京建成生物工程研究所提供 ,非血红

素铁用α,α2双吡啶法测定 ,均用比色法测定。

1. 2. 3 　肺病理学检查与肺湿重/ 干重 ( W/ D) 测定

结扎右支气管 ,取右肺 ,即刻称重为肺湿重 ,60 ℃烤

至恒重为肺干重 ,肺 W/ D 值反映肺水肿情况。

10 %中性福尔马林内固定左肺 15 min 后将其浸泡

于福尔马林液中。石蜡包埋、切片、HE 染色、光镜

下检查肺组织病理改变。

1 . 3 　统计方法

资料用 �x ± s 表示 ,组间比较用 SAS 软件包进

行方差分析及 t 检验。

2 　结果

2 . 1 　BAL F 中总蛋白、MDA、GSH、非血红素铁含

量及肺 W/ D 的变化

暴露 3 d 时 ,与空气组相比高氧组 GSH ,MDA

均明显增加 ( P 均 < 0. 01) ;7 d 时 ,高氧组 GSH、总

蛋白、MDA、非血红素铁、肺 W/ D 均明显高于空气

组 ( P 分别 < 0. 01 或 0. 05) 。提示高氧暴露 3 d 可

导致急性肺损伤 ,7 d 时加重。与高氧组相比 ,3 d

时高氧 + rhEpo 组 MDA 明显降低 ( P < 0. 01) ,

GSH明显增加 ( P < 0. 01) ;7 d 时 ,总蛋白、MDA、

非血红素铁、肺 W/ D 均明显降低 ( P 分别 < 0. 01

或 0. 05) , GSH 明显增加 ( P < 0. 01) 。提示 rhEpo

对高氧肺损伤提供了保护作用。见表 1。

2 . 2 　网织红细胞记数

rhEpo 治疗 3 d ,7 d 时 ,与相应的高氧对照组和

空气对照组相比 ,血中网织红细胞记数均显著增加 (

P 均 < 0. 01) 。

2 . 3 　肺组织病理学检查

暴露 3 d 时高氧组小血管扩张、充血 ,肺泡腔内

出现大量红细胞及以中性粒细胞为主的炎症细胞 ,

间质内细胞增多 ;高氧 + rhEpo 组上述病理改变减

轻。高氧暴露 7 d 肺间隔轻/ 中度增宽 ,间质细胞增

多及胶原样物质增生 ,并存在肺组织结构紊乱 ;高氧

+ rhEpo 组肺间隔灶性轻度增宽 ,未见胶原样物质

增生及肺组织结构紊乱。
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表 1 　早产鼠 BAL F 中 GSH ,MDA ,总蛋白、非血红铁含量及血网织红细胞及肺湿/ 干重比较

Table 1 　Contents of GSH , total protein , MDA , non heme iron in BAL F ,

the haema tocrit counts and the ration of lung wet/ dry weight in 4 groups (n = 6 , �x ± s )

组名
GSH(mg/ L)

3 d 7 d

总蛋白 (g/ L)

3 d 7 d

MDA(nmol/ ml)

3 d 7 d

非血红素铁 (μg/ dl)

3 d 7 d

网织红细胞 ( %)

3 d 7 d

W/ D

3 d 7 d

Ⅰ 60. 62 ±8. 23 54. 04 ±7. 44 0. 26 ±0. 04 0. 25 ±0. 04 0. 35 ±0. 22 0. 30 ±0. 13 94. 24 ±3. 11 94. 95 ±10. 83 3. 6 ±0. 8 3. 4 ±0. 9 4. 97 ±0. 24 5. 00 ±0. 15

Ⅱ 106. 86±9. 87a 122. 19±10. 41a 0. 30 ±0. 08 0. 47 ±0. 02a 1. 39 ±0. 60a 1. 53 ±0. 39a 92. 34 ±5. 00 109. 31±7. 86a 3. 7 ±0. 6 3. 8 ±0. 5 5. 01 ±0. 43 5. 54 ±0. 41b

Ⅲ 130. 85 ±7. 62c 136. 69 ±5. 90c 0. 31 ±0. 03 0. 36 ±0. 02c 0. 69 ±0. 19c 0. 80 ±0. 24c 96. 45 ±2. 89 99. 60 ±8. 21c 5. 0 ±0. 8a ,c 6. 3 ±0. 7a ,c 4. 86 ±0. 20 5. 08 ±0. 21d

Ⅳ 131. 38±8. 59a 137. 50±4. 39a 0. 32 ±0. 04 0. 34 ±0. 02a 0. 39 ±0. 12 0. 40 ±0. 10 98. 25 ±6. 07 97. 00 ±4. 06 5. 9 ±1. 0a 7. 7 ±0. 9a 4. 84 ±0. 35 4. 99 ±0. 43

　　注 : 　a 与 Ⅰ组比较 P < 0. 01 ; 　b 与 Ⅰ组比较 P < 0. 05 ; 　c 与 Ⅱ组比较 P < 0. 01 ;d 与 Ⅱ组比较 P < 0. 05

3 　讨论

　　高氧肺损伤的自由基理论已被广泛接受。在生

物体内非正常性氧自由基的产生过程中 ,铁被认为

是主要的参与者。自由铁通过 Fenton 反应增加活

性氧自由基的生成 ,引起氧化应激损伤。据报道高

氧时体内铁代谢发生异常。高氧暴露时肺毛细血管

受损 ,通透性增加 ,大量红细胞渗漏入肺泡腔并裂

解 ,血红素释放。氧和血红素在转录水平诱导肺内

皮细胞血红素加氧酶 ( Heme Oxygenase , HO)21 [2 ]

及新生大鼠肺 HO 的表达[3 ] ,促进血红素的降解和

铁的释放。释放出的铁使受诱导的 HO21 表达显著

增强[4 ] ,形成正反馈 ,铁的产生进一步增加 ;高氧对

新生狒狒肺上皮细胞转铁蛋白表达的抑制[5 ] 、活性

氧自由基直接导致铁蛋白中的铁释放及受高氧诱导

表达的肺铁蛋白铁含量低下[6 ] ,使自由铁增加。本

实验结果表明高氧暴露 7 d 时 ,早产鼠 BAL F 中非

血红素铁含量显著增加 ,进一步证实了高氧时存在

铁代谢异常 ,同时伴随的 MDA 和总蛋白含量显著

升高 ,肺 W/ D 值显著增加 ,肺组织损伤加重 ,提示

铁代谢异常在高氧肺损伤中发挥了重要作用。

相反 ,减少参与 Fenton 反应的铁 ,如增加对铁

的定域化则能减轻高氧肺损伤[7 ] 。本实验给高氧

暴露的早产鼠隔日 1 次皮下注射 800 U/ kg rhEpo ,

治疗 3 d 时早产鼠 BAL F 中 MDA 含量显著降低 ,

7 d 时总蛋白含量减少 ,肺 W/ D 值下降 ,肺组织病

理改变减轻 ,提示 rhEpo 对高氧肺损伤具有保护作

用 ,与 Bany 报道的结果相同 ,而同时伴随的 BAL F

中非血红素铁含量减少 ,则提示 rhEpo 的保护作用

与非血红素铁的减少密切相关。EPO 是红细胞集

落刺激因子 ,在红细胞的增殖分化中起决定性作用。

本实验中 rhEpo 显著增加了空气和高氧暴露早产

鼠外周血网织红细胞计数也证实这一作用。红细胞

生成过程中对铁的需求增加。铁蛋白是反映体内储

存铁水平的可靠的量化指标 ,Barry 等在研究 rhEpo

对健康受试者铁代谢的影响时发现 :治疗 2 周铁蛋

白由平均 43μg/ L 降至略高于被认为无储存铁的

13μg/ L ,说明红细胞生成过程中需要的铁有赖于储

存铁的释放 ,其中首先被释放的是易于参与活性氧

自由基生成的不稳定铁池中的铁 ,因此有理由推测

rhEpo 的应用可以减轻高氧应激下肺的非血红素铁

负荷。同时 , rhEpo 增加幼红细胞转铁蛋白受体的

表达[8 ]及其在幼红细胞膜表面的分布 ,增加与转铁

蛋白的结合及对铁的摄取 ,促进幼红细胞铁蛋白合

成[8 ] ,显著降低血清铁和转铁蛋白饱和度 ,增加转

铁蛋白浓度 ,因此增加对铁的定域化 ,发挥了抗高氧

肺损伤保护作用。本实验显示 rhEpo 显著增加早

产鼠 BAL F 中重要的小分子抗氧化物质 GSH 含量 ,

提高抗氧化能力 ,这也是 rhEpo 发挥抗氧化损伤作

用的一个方面。本实验提示给予接受高氧治疗的早

产儿补充 rhEpo 可能成为一种有希望的防治肺损

伤措施。
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病毒相关性噬血细胞综合征 1 例报告
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　　患儿 ,男 ,14 岁 ,因发热 10 d ,浅表淋巴结肿大 3

d 入院。10 d 前无明显诱因出现发热 ,呈稽留高热 ,

最高达 40 ℃,无寒颤、头痛、抽搐、皮疹等症状。当

时查血常规 WBC 2. 9 ×109/ L ,N 0. 23 ,L 0. 60 ,M

0. 17 ,PL T 161 ×109/ L ,门诊给予病毒唑静脉点滴 ,

疗效欠佳 ,3 d 前发现浅表淋巴结肿大。入院查体 :

T 38. 5 ℃,急性病容 ,全身皮肤未见黄染及皮疹 ,腋

窝及腹股沟均可触及数个肿大淋巴结 ,压痛明显 ,活

动度可 ,咽部充血 ,扁桃体 Ⅱ度肿大 ,心肺检查未见

异常 ,腹平软 ,肝肋下未触及 ,脾肋下约 1 cm ,质中 ,

无压痛 ,神经系统检查未见异常。实验室检查 :

WBC 1. 8 ×109/ L , N 0. 54 , L 0. 45 , RBC 4. 59 ×

1012/ L ,Hb 127 g/ L , PL T 161 ×109/ L ,腺病毒 IgM

抗体阳性 ,AST 34 U/ L ,AL T 62 U/ L ,AL P 181 U/

L ,淋巴结活检示 :淋巴窦内可见多量噬中性粒细

胞 ,窦上皮增生 ,滤泡生发中心扩大 ,可见多量巨噬

细胞 ,髓索内有脓肿形成。骨穿结果 :骨髓有核细胞

增生明显活跃 ,粒系以中晚期粒细胞为主 ,可见巨晚

粒、巨杆状核粒细胞 ,红系稍少 ,偶见双核幼红细胞 ,

成熟红细胞大小、形态无明显变化。噬血细胞易见 ,

占 3 % ,巨核细胞 104 个 ,血小板成堆可见。初步诊

断为噬血细胞综合征 ,给予甲基强的松龙及抗病毒

治疗 ,3 d 后体温降至正常 ,继续抗病毒治疗半个

月 ,复查血常规示 WBC 5. 5 ×109/ L , N 0. 60 , L

0. 40 ,RBC 4. 51 ×1012/ L , Hb 117 g/ L , PL T 130 ×

109/ L ,骨髓报告未见噬血细胞 ,患儿痊愈出院。

噬血细胞综合征又称噬血细胞性淋巴组织细胞

增生症或噬血细胞性网状细胞增生症。其特征为发

热、肝脾淋巴结肿大、全血细胞减少。部分患儿可有

转氨酶、碱性磷酸酶、胆红素增高。骨髓和淋巴结活

检可见组织细胞吞噬红细胞、血小板或有核细胞现

象。临床据病因及预后等分为原发性和继发性。前

者与常染色体隐性遗传有关 ,多见于小年龄儿童 ;后

者可继发于细菌、病毒、肿瘤等。由病毒感染引起者

即称为病毒相关性噬血细胞综合征。应用肾上腺皮

质激素及/ 或足叶乙甙治疗可取得较好疗效。根据

该患儿发热、脾及淋巴结肿大、白细胞减少、转氨酶

及碱性磷酸酶明显增高、骨髓噬血细胞增多 ,腺病毒

抗体阳性 ,腺病毒相关性噬血细胞综合征诊断成立 ,

经甲基强的松龙、丙种球蛋白及无环鸟苷等治疗半

个月后痊愈出院。
(本文编辑 :吉耕中)
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