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对 B1G诱导的急性肺损伤幼鼠肺组织 G1]9变化的研究
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&&!摘&要"&目的&G1]9在维持肺表面活性物质(1G)功能和肺局部免疫功能方面起着重要作用% 该文旨在探

讨急性肺损伤(9BP)时肺组织 G1]9随时间的变化规律% 方法&无病原体的 #! 日龄 G043RV.]e3Y6.Z幼鼠 !!" 只被

随机分为正常对照组和9BP组(每组又分为 F 个亚组)% 腹腔注射脂多糖(B1G$% /RJQR)建立9BP模型$正常对照

组注射等量生理盐水% B1G注射后 F$!#$#%$>F$%$ 和 :# (每亚组各处死 $ 只大鼠%用I.T-.4* U6,-方法测定肺组织

G1]9的相对含量% 结果&与正常对照组相比$9BP时肺组织 G1]9的变化在 !# ( 内无明显变化(7g"7"<)# 在

#% ( 至 %$ (处于上升阶段(7d"7"!)$ 于 >F (达最高点(F7=% c"7$")#到 :# (时 G1]9下降(7d"7"!)% 结论&

肺组织 G1]9在B1G诱导的9BP中的变化为时间依赖性% 肺组织 G1]9一过性升高$表现出 G1]9在某种程度上的

代偿能力较强% !中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&!"H &!"V"

!关&键&词"&急性肺损伤#内毒素#肺表面活性蛋白9#大鼠

!中图分类号"&H;>>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"#"> ;"%
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&&>?7.2-4.& @?A64./B6&1V6/,*34ZTV4X3W-3*-04,-.)* 9 ( G1]9) 063ZT3* )/0,4-3*-4,6.)* -(./3)*-.*3*W.,X

0V6/,*34ZTV4X3W-3*-XV*W-),* 3*2 )**3-)[.)//V*.2.X.*W.7C()TT-V2Z3)/.2 -,.a06,4.-(.W(3*R.T,XG1]9W,*W.*-43-),*

)* -(.6V*RT,XZ,V*R43-TY)-( 3WV-.6V*R)*fV4Z7C6.1);7&G043RV.]e3Y6.Z43-TY.4.43*2,/6Z3TT)R*.2 -,W,*-4,63*2

6V*R)*fV4ZR4,V0T79WV-.6V*R)*fV4ZY3T)*2VW.2 UZ)*-430.4)-,*.36)*f.W-),* ,X6)0,0,6ZT3WW(34)2.(B1G) (% /RJQR) )*

-(.6V*R)*fV4ZR4,V07C(.T3/.3/,V*-,X*,4/36T36)*.Y3TR)[.* X,4-(.W,*-4,6R4,V07C(.-Y,R4,V0TY.4.TVU2)[)2.2

)*-,F R4,V0TT3W4)X)W.2 3-F$ !#$ #%$ >F$ %$ 3*2 :# (4T,X)*f.W-),* () L$ .3W()7I.T-.4* U6,-Y3T./06,Z.2 -,2.-.W-

G1]9W,*W.*-43-),* )* -(.6V*R-)TTV.T7D67+,.7&G1]9W,*W.*-43-),* )* -(.6V*R)*fV4ZR4,V0 Y3T*,-2)XX.4.*-X4,/-(.-(.

W,*-4,6R4,V0 Y)-()* !# (4T3X-.4B1G )*f.W-),*7G1]9W,*W.*-43-),* )* -(.6V*R)*fV4ZR4,V0 Y3T.6.[3-.2 T)R*)X)W3*-6Z

2V4)*R#%]%$ (4T3X-.4B1G )*f.W-),*$ 0.3Q)*R3->F (4T(F7=% c"7$" [T<7"! c"7>F# 7d"7"!)$ W,/034.2 Y)-( -(.

W,*-4,6T7 ,̂Y.[.4$ G1]9W,*W.*-43-),* )* -(.6V*R)*fV4ZR4,V0 Y3TT)R*)X)W3*-6Z4.2VW.2 :# (4T3X-.4B1G )*f.W-),*

W,/034.2 Y)-( -(.W,*-4,6T(7d"7"!)7:)04,+7/)07&C(.W(3*R.T,X6V*RG1]9W,*W.*-43-),* )* 43-TX,66,Y)*R3WV-.6V*R

)*fV4ZY.4.-)/.]2.0.*2.*-7C(.-43*T).*-.6.[3-),* ,XG1]9W,*W.*-43-),* )* -(.6V*RT)*2)W3-.2 3T-4,*RW,/0.*T3-),*

3U)6)-Z,XG1]9)* -(.(,T-2.X.*W.3R3)*T-3WV-.6V*R)*fV4Z7 !:1/0E :)0.63*(6;/-.2$ !""#$ $" (!)&!"H &!"V"

&&F6= <)2;7&&9WV-.6V*R)*fV4Z# B)0,0,6ZT3WW(34)2.# 1V6/,*34ZTV4X3W-3*-04,-.)* 9# H3-T

&&急性肺损伤(3WV-.6V*R)*fV4Z$9BP)和急性呼吸

窘迫综合征 (3WV-.4.T0)43-,4Z2)T-4.TTTZ*24,/.$

9HeG)是儿科常见和潜在危害极大的疾病之一%

9BP是 9HeG 的早期阶段$重度的 9BP即发展为

9HeG% 国内最新调查显示$9HeG 患儿的死亡率达

到 F"` 以上!!"

% 只有在疾病早期有效地控制 9BP

的发展进程$才能遏制 9HeG 的产生和发展$提高

9HeG的存活率% 小儿 9BPJ9HeG 正成为临床危重

医学的研究重点!#"

%

G1]9是由肺泡
1

型上皮细胞(36[.,634-Z0.

1

W.66$9A']

1

)和气道 '6343细胞合成和分泌到肺泡

腔中的一种胶原糖蛋白$是具有降低肺表面张力的

肺表面活性物质(0V6/,*34ZTV4X3W-3*-$1G)的重要组

成部分$具有先天的局部免疫功能% 探究肺组织

'>"#'



第 !" 卷第 # 期
#""$ 年 % 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!" 8,7#

9047#""$

G1]9在9BP时随时间的变化规律是研究 9BP发病

机制和探索治疗新途径的基础和前提% 目前国内尚

未见对9BP时肺组织 G1]9进行动态观察的报道%

本实验旨在探讨肺组织 G1]9与 9BP随时间的变化

关系%

$G材料与方法

$7$G材料

G1]9山羊多克隆抗体(一抗)$驴抗羊多克隆抗

体PRD(二抗)$G3*-3'4V\$ i),-.W(*,6,RZ$ P*W7% 硝

酸纤维素膜$@)66)0,4.',40,43-),*% > @@ 滤纸$

I(3-/3*$ '6)X-,*$ 8+$jG9%

$L!G动物'>IS模型制备

由中国医科大学动物部提供的无病原体的 #!

日龄 G043RV.]e3Y6.Z幼鼠 !!" 只(确保死亡后每组

至少 $ 只$有动物使用合格证明)$不分雌雄$体重

%% bF! R$随机分为对照组和9BP组$ 各组再按给药

后 F$!#$#%$>F$%$$:# (分为 F 个亚组% 9BP组腹腔

注射B1G % /RJQR

!> bF"以造成9BP模型$对照组注射

等量生理盐水% 与对照组相比$9BPF ( 组幼鼠不活

跃#!# (组幼鼠出现腹泻和呼吸急促##% ( 组出现

呼吸困难*少动*口鼻周围发绀$# 只死亡#%$ ( 组发

绀*周身青紫$不动$体重下降$% 只死亡#:# ( 体重

略上升$但低于对照组$发绀消失$! 只死亡%

$7HG取材

用 !" `水合氯醛 ( % /BJQR

!>$%"

) 麻醉 Ge幼

鼠$分别于给B1G后 F$!#$#%$>F$%$$:# ( 无菌条件

下横断腹主动脉处死% 取左下肺部分组织置于洁净

的A00.*2,4X管中$经液态氮转至 ;$" o冰箱保存

待检%

$7NG左肺组织匀浆

将左肺组织放在匀浆缓冲液中 (<" /@ C4]

)T̂'6$0^:7<$包括 ! /@AeC9$# /@0(.*Z6/.-(]

Z6TV6X,*Z6X6V,4)2.和 #7< /@8].-(Z6/36.)/)2.)$! R

肺组织h= /B缓冲液% 使用 1,6Z-4,* (i4)*Q/3* P*]

T-4V/.*-T$I.T-UV4Z$8m)匀浆仪匀浆$在冰上超声波

降解肺组织$#" TM< 次$>"" 4J/)*$ < /)*$除去组

织残块%

$7%G总蛋白分析

电泳前 B,Y4Z法测量肺组织匀浆的蛋白质浓

度$调整样本的浓度均匀一致%

$LVGb67.620?,).分析

从各组中取 #"

!

B样品用 $`的 GeG 用 I.T-]

.4* U6,-方法半定量测定 Ge幼鼠 9BP时肺组织

G1]9% 从各组中取 #"

!

B样品用 $` GeG 聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离$!#" 5!7< (% 在含有 !=# /@R6Z]

W)*.$ #"` /.-(3*,6$ #< /@C4)T]̂'6(0^$7")的电

转移装置$将胶转印到两张 > @@滤纸 (I(3-/3*$

'6)X-,*$ 8+)硝酸纤维素膜(@)66)0,4.公司提供)上$

常压 <" 5# ($搅拌温度 %o$> (% 转印成功由着色

胶和硝酸纤维素膜证实% 硝酸纤维素膜在 < ` 的

低脂奶粉的磷酸盐缓冲液中封闭 # ($接着在1iG]C

中冲洗 > 次 !" /)*% 硝酸纤维素膜在含有山羊抗大

鼠 G1]9抗体(!h<"")的 ! ` 1iG]C中孵浴 ! ($分

别在 ! ` 1iG]C中冲洗 > 次共 !" /)*% 再在含驴抗

山羊血清(!h# """$G3*-3'4V\公司)的 ! ` 1iG]C

中 ! (探测膜上抗体% 将膜在 1iG]C中冲洗 > 次$

再在碱性磷酸酶缓冲液中孵育 > 次$每次 !" /)*%

用
/

]830(-(Z63W)2 0(,T0(3-.*,]e)3*)T)2)*.和 C.-]

43\,-)\.2 给膜染色$扫描照相% G1]9的图像用

K6,V4'(./数字影像系统 5#7" (960(3P**,-.W( 公

司)进行3数字量化% 统计数据来源于经 G1GG !#7"

软件处理的整合光密度(Pe5T)值$并用百万分之一

表示%

$7]G统计学处理

用 G1GG!#7" 统计软件包进行$所有资料均采用

/.3* cGe表示$组间比较采用方差分析和 BGe法

(方差齐)及矫正 3检验(方差不齐)$7d"7"< 为差

异有显著意义%

!G实验结果

采用 I.T-.4* U6,-法测定 9BP幼鼠肺组织

G1]9

!:"

% 在 B1G 诱导的 9BP过程中$在最初的 F$

!# ($G1]9与对照组无显著差异(7g"7"<)% 在 #%$

>F$%$ (等时间点$G1]9明显上升(7d"7"!)$并且在

>F ( 处达到最高点(F7=% c"7$")#但在 :# (处$G1]9

明显下降(7d"7"!)$低于正常对照组$二者差异有

显著性(图 !)% 从 G1]9在不同时间段对 B1G 的反

应看$在9BP的初期 F (至 !# ($G1]9处于相对稳定

期#在 #% (至 %$ ($G1]9处于明显上升阶段$此为

机体代偿的结果$即 G1]9处于代偿阶段#而在 :# ($

G1]9明显下降$G1]9处于失代偿阶段(表 !)%

HG讨论

G1]9是由9A']

1

合成和分泌的*含量最多的

一种多功能糖蛋白$广泛分布于板层小体(63/.6634

U,2Z$Bi) *管髓体(CVUV634/Z.6)*$C@) *内质网

'%"#'
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表 $G对照组'>IS组和治疗组UW幼鼠肺组织U(Y>含量的比较
() L$$ Oc:)

组别 F ( !# ( #% ( >F ( %$ ( :# ( ? 7

对照组 <7!" c"7>: <7!> c"7>= <7"# c"7>< <7"! c"7>F <7"! c"7>F <7## c"7>F "7%!> g"7"<

9BP组 %7=" c"7<! <7"F c"7$> F7<# c"7F# F7=% c"7$" F7F< c"7F# >7$: c"7<" #:7<>" d"7"!

3 "7:F" "7<%! <7#:$ <7<"> <7>#> <7:!#

7 g"7"< g"7"< d"7"! d"7"! d"7"! d"7"!

!"#$%&' ()&* )+&* ,%&* +-&* .)&*

/01!

2"#

345/
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/
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4
6
/
"

#
$
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"
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$

-

.

%

9

+

,

)

(

:

-

.

%

9

+

,

)

(
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%;* ()&* )+&* ,%&* +-&* .)&*

%&* ()&* )+&* ,%&* +-&* .)&*

&&

图 $G对照组'>IS组肺组织U(Y>含量及变化趋势

(.*2,063T/)W4.-)WV6V/$AH)和高尔基体(D,6R)W,/]

06.a$D')中$对管髓体和板层小体(63/.6634U,2Z$

Bi)的形成具有重要意义% G1]9可以与许多呼吸道

病原体相互作用$调节白细胞对病原微生物的反应$

参与肺部免疫和炎症调节!:"

%

本研究采用 Ge幼鼠腹腔注射 B1G 的方法制备

9BP动物模型$随 B1G 作用时程的延长$肺组织

G1]9的含量发生明显变化% 在B1G所致的9BP初期

!# (内肺组织 G1]9无明显变化% 说明 B1G 在短时

间内对肺组织 G1]9/H89和 G1]9的作用不能立刻

导致 G1]9下降% 肺组织 G1]9在 #% b%$ ( 处于高

水平状态% 由 B1G 和 B1G 引发的炎症介质J抗炎介

质失衡所产生的C8K]

-

$ PB]!$ PB]F$ PB]$ 等大量炎

症介质在 #% ( 时刺激肺
1

型上皮细胞(9A']

1

)$

致使9A']

1

分裂增殖$细胞周转率加快$Bi数目增

加$细胞代谢旺盛$G1]9合成增多$故肺组织 G1]9

含量增加$表达水平升高% 9A']

1

对 G1]9的再摄取

和利用导致 G1]9循环再利用增加!$"

% G1]9的表达

增强部分是由于9BP模型中细胞因子水平变化诱导

的炎症反应!$"

% G1]9的合成速率大于 G1]9的消耗

速率$故肺组织 G1]9的含量维持在较高水平$此为

机体代偿功能所致% 此阶段肺组织 G1]9的高水平

状态与D4).T.等!="的报道相类似%

随着 B1G 作用的进一步加强$肺组织 G1]9水

平呈下降趋势% 肺组织 G1]9含量减少的可能潜在

的机制& 随着 G1]9/H89下调效应的积累*叠加与

放大$9A']

1

内 G1]9的生成减少$肺组织 G1]9含

量逐渐下降!$"

% 肺组织 G1]9可直接与 B1G 结合$

导致 G1]9严重减少!>$:"

% B1G是 G1]9的主要配体$

G1]9的糖识别域 (W34U,(Z243-.]4.W,R*)-),* 2,/3)*$

'He)与B1G结合!:$!"$!!"

$使肺组织 G1]9大量消耗%

感染性9BP中肺泡毛细血管通透性增加$血管内的

炎性细胞和多形核白细胞大量聚集*迁移并释放大

量弹性蛋白酶!:"

*炎性细胞代谢产物以及大量漏出

的血浆蛋白$均可降解 G1]9$其降解强度依次为纤

维蛋白降解产物*纤维蛋白原*球蛋白和白蛋白%

G1]9对免疫细胞尤其是单核]巨噬细胞及中性粒细

胞具有趋化作用% G1]9可与病毒*细菌*真菌*原

虫*支原体等大部分病原体!!#"等各种病原微生物的

表面结合% G1]9作为调理素可以促进肺泡巨噬细

胞(36[.,634/3W4,0(3R.$9@)的吞噬作用!:"

$其机制

可能是 G1]9作为调理素与9@膜上的受体结合$使

9@接近病原体便于吞噬$结合病原体后的 G1]9能

增强受体的活性$刺激 9@的吞噬能力!!>$!%"

% G1]9

促使 9@内超氧自由基和J或 8?大量生成$促进

9@的杀菌作用!!<"

$ 同时也促进 G1]9的进一步消

耗% G1]9以剂量依赖方式下调促炎细胞因子如

C8K]

-

*白细胞介素()*-.46.VQ)*$ PB)]!

/

*巨噬细胞

炎症蛋白 (/3W4,0(3R.)*X63//3-,4Z04,-.)*$ @P1)]

!

-

*单核细胞趋化蛋白 (/,*,WZ-.W(./,3--43W-3*-

04,-.)*$ @'1)]! 等的产生$通过抑制某些细胞因子

和炎症介子的合成与释放抑制炎症反应!!F"

$也加剧

G1]9的损耗% G1]9直接作用于 i淋巴细胞或间接

'<"#'
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通过刺激免疫细胞因子作用于 i淋巴细胞$激活该

细胞产生免疫球蛋白 PRD$PR9$PR@

!!:"

$同时使得

G1]9更加减少% 此外$由于 9A']

1

超微结构的变

化$Bi破溃与裂解$细胞骨架的破坏$9A']
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调亡*

变性和坏死均是导致 G1]9含量下降的原因之

一!!$"

% 本实验中9BP失代偿期肺组织 G1]9的减少

可能是 i9BK中 GK]9含量下降的主要原因之

一!!=$#""

% 由于 G1]9减少导致肺局部免疫功能降低

可能是产生9BP的主要机制之一%
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