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·实验研究·

洛沙坦对高氧致慢性肺疾病新生大鼠肺纤维化的影响

陈宁，李玖军，薛辛东

（中国医科大学盛京医院小儿内科，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　血管紧张素ＩＩ除了调节血压，还参与肺纤维化的发生。研究血管紧张素ＩＩ１型受体拮抗剂
洛沙坦对高氧致慢性肺疾病（ＣＬＤ）新生大鼠肺组织的影响，探讨洛沙坦在抗纤维化的作用及可能的机制。方法　
将Ｗａｉｓｔａｒ新生大鼠生后２４ｈ内随机分为：空气组、高氧组、高氧＋注射用水组、高氧＋洛沙坦组，高氧组氧浓度为
８５％～９０％，高氧＋注射用水组、高氧＋洛沙坦组在生后６ｄ每天用注射用水或洛沙坦（５ｍｇ／ｋｇ）灌胃至实验结束，
于７，１４，２１ｄ处死。观察病理组织学改变；生化检测肺组织超氧化物歧化酶活性（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）和羟脯氨
酸（ＨＹＰ）的含量。结果　高氧暴露后大鼠肺泡数目减少，终末气腔扩张，次级隔数目减少，肺泡间隔显著增厚，甚
至出现肺出血和肺实变。洛沙坦干预后肺泡间隔变薄，但肺泡腔没有明显缩小，且肺泡次级隔仍较少。高氧后１４
和２１ｄ新生大鼠肺组织ＨＹＰ含量较同期空气组显著增加（Ｐ＜０．０１），洛沙坦治疗２周后肺组织ＨＹＰ含量较高氧
组明显下降 （４７１．４６±３０．６３μｇ／ｋｇｖｓ５４５．１５±３４．９０μｇ／ｋｇ，Ｐ＜０．０１）；高氧组在高氧暴露７ｄ时，ＳＯＤ活力呈代
偿性增加，之后逐渐下降至空气组水平；ＭＤＡ水平在高氧暴露后显著增加，但随日龄增加呈下降趋势。洛沙坦
治疗能增加高氧肺组织 ＳＯＤ的活力，２１ｄ时差异有显著性（８２．９４±４．６２Ｕ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎｖｓ６７．７８±８．０２Ｕ／
ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ＜０．０１），同时降低ＭＤＡ的水平（３０．５４±５．８９ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎｖｓ４８．７５±８．０９ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ＜
０．０１）。结论　 洛沙坦治疗能减轻高氧诱导新生鼠ＣＬＤ肺纤维化的程度，该过程可能与肺组织抗氧化酶活性增加
以及膜脂质过氧化减轻密切相关。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５９１－５９４］
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ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄＣＬＤ，ｐｏｓｓｉｂｌｙｔｈｒｏｕｇｈａｎｉｎｃｒｅａｓｅｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｓｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆ
ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（６）：５９１－５９４］
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　　新生儿慢性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＣＬＤ）
作为早产儿呼吸窘迫综合征治疗的并发症在１９６７
年首次被描述，也称为支气管肺发育不良（Ｂｒｏｎ
ｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＢＰＤ）［１］。以肺泡发育受阻、
肺间质广泛纤维化为主要病理特征。ＣＬＤ的发病
机制不甚清楚。未成熟肺暴露在高氧环境中，通过

氧毒作用所致的肺损伤被普遍接受。目前认为这种

损伤主要是由于高氧使机体产生大量活性氧（ｒｅａｃ
ｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）与细胞内成分发生氧化反
应，进一步经由各种细胞因子触发炎症反应、纤维增

殖、肺泡上皮调亡等最终导致ＣＬＤ发生。
近年来有研究发现血管紧张素 ＩＩ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ

ＩＩ，ＡｎｇＩＩ）能够促进氧自由基的产生、肺成纤维细
胞的增殖与活化、胶原沉积［２］和肺泡上皮细胞

（ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＡＥＣ）调亡［３］。血管紧张素

转化酶抑制剂（ＡＣＥＩ）开博通（ｃａｐｔｏｐｒｉｌ）能够减轻高
氧致ＣＬＤ新生大鼠肺纤维化的作用［４］。然而血管

紧张素 ＩＩ１型受体（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩＩｔｙｐｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＡＴ１）拮抗剂洛沙坦在高氧致新生大鼠 ＣＬＤ发病中
抗纤维化作用以及作用机制仍不清楚，为此我们制

作高氧ＣＬＤ的模型，通过观察洛沙坦对肺纤维化的
影响及氧化应激参数的检测，初步探讨高氧ＣＬＤ可
能的发病机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
所有Ｗａｉｓｔａｒ新生大鼠及母鼠均由中国医大盛

京医院实验动物中心提供，超氧化物歧化酶活性

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）及羟脯氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，ＨＹＰ）检测
试剂盒均购于南京建成生物工程研究所。

１．２　动物模型的制备
将Ｗａｉｓｔａｒ新生大鼠出生后（连同母鼠）２４ｈ内

随机分为 ：空气组；高氧组；高氧 ＋注射用水组；高
氧＋洛沙坦组。高氧各组置于氧箱中，持续输入氧
气，维持氧浓度 ８５％ ～９０％，每日用测氧仪（美国
ＯＭ２５ＭＥ型）监测，钠石灰吸收 ＣＯ２使其浓度
＜０．５％（Ｄａｐｅｘ气体分析仪），室温２２～２５℃，湿度
６０％～７０％，每日定时开箱０．５ｈ称重、添水、饲料

及更换垫料，并与空气组交换母鼠以免因氧中毒而

导致代母鼠喂养能力下降。洛沙坦干预组在生后第

６天始每天给洛沙坦５ｍｇ／ｋｇ，加到注射用水中按
３ｍＬ／ｋｇ灌胃；注射用水组第６天开始每日给等量
注射用水灌胃。空气组放置于空气环境（ＦｉＯ２
２１％）中饲养。饲养条件与高氧模型组相同。
１．３　实验方法
１．３．１　取材　　各组在实验后的７，１４，２１ｄ腹腔
内注射５％水合氯醛（６ｍＬ／ｋｇ）麻醉后，分离左肺浸
泡于４％多聚甲醛中固定、脱水、透明，石蜡包埋，常
规制备成切片，苏木精伊红染色后光镜观察组织学
改变；取右肺－８０℃冰冻保存、待测。
１．３．２　肺组织 ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量生化测定　
　用预冷的生理盐水洗净左肺组织残血、吸干水分，
称０．１ｇ湿重肺组织剪碎，于冰盒内超声粉碎匀浆，
制成１０％的组织匀浆，低温离心后取上清液，ＳＯＤ
活性测定采用黄嘌呤氧化酶法、ＭＤＡ应用硫代巴比
妥酸缩合法，应用紫外／可见分光光度计（日本岛津
ＵＶ１６０型）测定ＳＯＤ活性和肺组织ＭＤＡ含量。
１．３．３　ＨＹＰ含量的测定　　另称３０～１００ｍｇ湿
重肺组织剪碎，采用酸解法，应用紫外／可见分光光
度计（日本岛津ＵＶ１６０型）测定肺组织ＨＹＰ含量。
１．４　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行统计学处理。所
有数据均以均值±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间采用方
差分析，两样本均数采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５认为有
统计学意义。

２　实验结果

２．１　光镜观察肺组织形态学改变
空气组７ｄ肺泡形态较规则，大小均匀，肺泡间

隔稍厚；１４ｄ肺组织进一步肺泡化，肺泡间隔变薄，
肺泡次级隔明显增多，肺泡数量增多，到２１ｄ肺泡
化进一步完善。高氧组７ｄ肺泡隔及肺泡腔内见巨
噬细胞、中性粒细胞等炎性细胞浸润、肺泡内出血、

偶见肺不张，肺泡间隔增厚不明显，终末气腔扩张。

１４ｄ肺泡间隔较同期空气组增宽，肺间质细胞增
多，肺泡数目减少，终末气腔扩张明显，偶见小灶肺

实变；到２１ｄ肺组织正常形态破坏，肺泡间隔显著
·２９５·
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增厚，肺泡次级隔明显减少，肺泡数目明显减少、结

构简单，终末气腔扩张更为明显、部分肺泡萎陷，并

且肺出血及肺实变多见，注射用水组与高氧组改变

相似。洛沙坦干预组在７ｄ与高氧组区别不明显，

１４ｄ、２１ｄ肺组织肺泡间隔变薄、纤维化明显减轻，
但肺泡腔没有明显缩小，且肺泡次级隔仍较少。见

图１。

　　图１　光镜下２１ｄ肺组织形态学变化（苏木精伊红染色×２００）。ａ：肺泡；长箭头：指向肺泡次级分隔；短箭头：指
向肺泡分隔。Ａ：空气组２１ｄ肺泡化良好，肺泡间隔薄，肺泡次级隔较多，肺泡数目较多；Ｂ：高氧组２１ｄ：失去正常肺组织结构、结构

紊乱、肺泡间隔变宽、肺泡次级隔明显减少，肺泡数量减少，可见肺泡内出血、渗出；Ｃ：高氧＋洛沙坦组２１ｄ：肺泡间隔较高氧组变薄、

间质细胞减少、纤维化明显减轻、但肺泡次级隔数目少，肺泡腔呈蜂窝样改变，肺泡数量较空气组减少。

２．２　洛沙坦对高氧致 ＣＬＤ新生大鼠肺组织 ＨＹＰ
含量的影响

空气组ＨＹＰ含量随日龄增加呈显著上升趋势，
（Ｆ＝２０．８９７，Ｐ＜０．０１）；高氧各组随日龄显著增加
（Ｆ＝５４．０６４，７１．９４６，２６．８７７，Ｐ＜０．０１）；高氧各
组７ｄ肺组织 ＨＹＰ的含量与空气组比较没有明显
差异（Ｆ＝１．３１８，Ｐ＞０．０５）；在１４ｄ和２１ｄ单纯高
氧组肺组织ＨＹＰ的含量明显高于同期对照组（ｔ＝
５．４２８，７．４０４，Ｐ＜０．０１），注射用水组改变同于高
氧组；洛沙坦干预组 ＨＹＰ的含量在１４ｄ较高氧组
略有下降，但差异不明显，到２１ｄ则较高氧组下降
显著（ｔ＝４．４８８，Ｐ＝０．０１），但与同期空气组相比差
异仍有显著性（ｔ＝３．０３１，Ｐ＜０．０１）。见图２。
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　　图２　洛沙坦对高氧诱导 ＣＬＤ新生大鼠肺组织 ＨＹＰ
（μｇ／ｋｇ）含量的影响（ｎ＝８）

２．３　洛沙坦对高氧致 ＣＬＤ新生大鼠肺组织 ＳＯＤ
活力的影响

空气组１４ｄ肺组织 ＳＯＤ活力较７ｄ明显升高
（Ｆ＝３．３８５，Ｐ＜０．０５），２１ｄ又降至７ｄ时水平；高
氧各组７ｄ时肺组织ＳＯＤ活力较同期空气组均显著

升高（Ｆ＝３．３８５，Ｐ＜０．０１）；单纯高氧组和注射用
水组随日龄增加呈下降趋势，１４ｄ时降至同期空气
组水平，２１ｄ时仍维持在该水平；洛沙坦干预组
ＳＯＤ活力随日龄增加呈上升趋势，２１ｄ时上升显著
（Ｆ＝７．８１７，Ｐ＜０．０１）；并且洛沙坦干预组 ＳＯＤ活
力较同期空气组、单纯高氧组和注射用水组均显著

上升（Ｆ＝９．３３８，Ｐ＜０．０１）。

　　表１　洛沙坦对高氧诱导ＣＬＤ新生大鼠肺组织
ＳＯＤ活力的影响 （Ｕ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｘ±ｓ，ｎ＝８）

分组 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ Ｆ

空气组 ６１．４３±５．５３ ６９．７２±７．７ｃ ６２．２５±８．９７ ３．３８５
高氧组 ７１．３２±３．２１ａ ６６．８０±７．８２ ６７．７８±８．０２ １．００１
注射用水组 ７０．０１±３．６４ａ ６７．２８±６．９４ ６６．９４±９．８７ ０．９０１
洛沙坦 ７２．５９±３．８９ａ７３．３６±７．５１ ８２．９４±４．６２ａ，ｂ，ｄ７．８１７

Ｆ １１．３７５ １．５７５ ９．３３８

　　ａ与空气组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ与高氧组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ与７ｄ
比较，Ｐ＜０．０５，ｄＰ＜０．０１

２．４　洛沙坦对高氧致 ＣＬＤ新生大鼠肺组织 ＭＤＡ
含量的影响

ＭＤＡ水平反映组织质脂膜过氧化的指标。从
表２看，空气组随日龄的增加无显变化（Ｆ＝１．２８１，
Ｐ＞０．０５）；高氧各组在７ｄ时显著高于空气组（Ｆ＝
１１５．６５８，Ｐ＜０．０１），之后随日龄增加呈明显的下降
趋势（Ｆ＝１６．８４２，１０．０４７，４９．１７５，Ｐ＜０．０１），但
在２１ｄ仍明显高于空气组（Ｆ＝６１．００２，Ｐ＜０．０１）；
其中洛沙坦干预组肺组织 ＭＤＡ水平较同期单纯高
氧组和注射用水组显著下降（ｔ＝５．１４９，７．４１８，
Ｐ＜０．０１），但仍高于空气组（ｔ＝５．７９２，Ｐ＜０．０１）。
·３９５·
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　表２　洛沙坦对高氧诱导ＣＬＤ新生大鼠肺组织
ＭＤＡ含量的影响 （ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｘ±ｓ，ｎ＝８）

分组 ７ｄ １４ｄ ２１ｄ Ｆ

空气组 １５．８９±３．１３ １７．９７±３．０９ １５．０８±４．７２ １．２８１
高氧组 ６９．６１±５．０７ａ ６０．８６±８．０８ａ，ｃ ４８．７５±８．０９ａ，ｄ １６．８４２
注射

用水组
６９．２８±９．７５ａ ６２．２５±７．３０ａ ５１．９９±５．６８ａ，ｄ １０．０４７

洛沙

坦组
６５．２９±７．６７ａ ４５．４６±７．４１ａ，ｂ，ｄ３０．５４±５．８９ａ，ｂ，ｄ４９．１７５

Ｆ １１５．６５８ ７３．９２０ ６１．００２
　　ａ与空气组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ与高氧组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ与７ｄ
比较，Ｐ＜０．０５，ｄＰ＜０．０１

３　讨论

新生鼠高浓度氧气吸入导致肺损伤在病理形态

学改变与早产儿长时间使用正压通气和／或高浓度
氧吸入而导致的ＣＬＤ较为相似，因而大多数学者利
用高氧肺损伤动物模型来研究早产儿 ＣＬＤ。本实
验结果在高氧早期以肺泡间隔及肺泡腔内巨噬细

胞、中性粒细胞等炎性细胞浸润、肺泡少量出血为主

要表现；到后期则突出表现为肺泡间隔显著增厚、肺

泡数目明显减少、结构简单、终末气腔的扩张、部分

肺泡萎陷，以及肺出血、实变等改变，与新生儿 ＣＬＤ
病理改变相似。另外本实验检测肺组织ＨＹＰ含量，
结果示高氧组 ＨＹＰ在７ｄ与空气组相比没有明显
差异；在１４ｄ则明显增加，到２１ｄ时差异则更为显
著。由于ＨＹＰ是胶原特异性成分之一，可间接反映
机体肺组织胶原蛋白的含量，因此结果提示长时间

高浓度氧可导致新生鼠肺组织胶原异常沉积即肺组

织重塑，与Ｃｈｅｒｕｋｕｐａｌｌｉ［５］报道一致。
ＡｎｇＩＩ是作用于血管的辛肽化合物，由于其通过

收缩血管和钠水潴留来控制血压和容量自体稳定而

一直受到关注。近年来发现，在组织局部也存在

ＲＡＳ系统。体外实验证实［２］ＡｎｇＩＩ具有上调 ＴＧＦ
β１等细胞因子、促进成纤维细胞增殖和调节细胞外
基质代谢等非血流动力学作用，提示 ＡｎｇＩＩ在组织
损伤、纤维化过程中可能扮演较为重要的角色。应

用ＡＴ１拮抗剂明显减轻博来霉素诱导成年大鼠肺
纤维化的程度［６～８］。近来李玖军等［４］报道发现在高

氧致新生大鼠ＣＬＤ肺组织匀浆中ＡｎｇＩＩ、ＡＣＥ水平
明显上升，这提示在高氧ＣＬＤ发病过程中可能也伴
有肺局部 ＲＡＳ系统的激活与参与。本研究通过生
化检测及病理组织学证实采用特异性 ＡＴ１拮抗剂
洛沙坦可明显降低高氧致新生鼠 ＣＬＤ肺组织 ＨＹＰ
的含量、抑制胶原在高氧肺组织的积聚，提示高氧致

新生大鼠肺组织纤维化的发生可能通过 ＡｎｇＩＩ与

ＡＴ１结合来介导完成的。
早产儿高氧ＣＬＤ的发生机制尚不清楚，目前认

为在生后因新生儿肺疾病吸入高浓度氧气导致氧

化／抗氧化的失衡是ＣＬＤ发生的主要因素之一。Ｉｎ
ｄｅｒ等［９］发现早产儿生后血清 ＭＤＡ水平与氧供的
持续时间及浓度正相关；Ｖａｒｓｉｌａ［１０］提出在ＣＬＤ患儿
生后第一周支气管灌洗液中蛋白过氧化产物蛋白羰

基含量明显增加；富建华［１１］研究发现高浓度氧致新

生大鼠 ＣＬＤ肺氧化应激反应与 ＡＥＣ２损伤密切相
关，这些提示 ＲＯＳ介导肺组织损伤是早产儿 ＣＬＤ
的发生的主要因素。ＳＯＤ是肺组织的主要抗氧化
剂，它分布于细胞表面及胞外基质中，对于保护肺泡

细胞及抑制基质过度重建有重要作用［１２］。然而有

研究发现应用重组人ＳＯＤ（ｒｈＳＯＤ）并不能预防早产
儿ＣＬＤ的发生［１３］，认为可能与 ｒｈＳＯＤ从肾脏快速
排泄、与受体低亲合力以及向细胞内低渗透性有关。

本实验应用 ＡＴ１受体拮抗剂减轻高氧新生大鼠肺
胶原沉积是否与氧化应激有某种内在的联系呢？由

于ＲＯＳ半衰期极短，且不稳定，因此不易检测；本实
验通过检测肺组织 ＳＯＤ活力和 ＭＤＡ含量，发现在
高氧应激刺激下，在高氧早期（７ｄ）肺组织抗氧化酶
活性（ＳＯＤ）代偿性增加（Ｐ＜０．０１），之后代偿不足
呈下降趋势，在１４ｄ、２１ｄ时降至空气组水平，应用
洛沙坦治疗后能够提高高氧新生大鼠肺组织 ＳＯＤ
活力（Ｐ＜０．０１），提示洛沙坦治疗后能一定程度减
轻高氧肺纤维化可能与肺组织抗氧化酶活性提高，

在某种程度上纠正氧化／抗氧化的失衡，从而对高氧
产生一定的耐受性有关。本实验高氧新生大鼠肺组

织ＭＤＡ水平明显升高，洛沙坦干预后高氧肺组织
ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０１）；Ｇａｔｓｕｒａ等 ［１４］曾报

道ＡＴ１受体拮抗剂阻止ＲＯＳ介导心肌损伤，本实验
洛沙坦治疗后高氧肺组织 ＭＤＡ水平的下降，与洛
沙坦治疗后抗氧化酶活性的增加有关？还是与洛沙

坦直接阻止 ＲＯＳ作用于肺组织有关？ＲＯＳ作用于
肺组织参与纤维化发生是否通过 ＡｎｇＩＩ与 ＡＴ１结
合作为始动环节，其确切的机制还有待进一步研究。
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