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大鼠实验性高原肺水肿中ＴＡＯＣ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ和ＩＬ６的表达
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　　［摘要］　目的　观察氧化应激反应在急性缺氧致大鼠高原肺水肿发生中的变化，并探讨其病理生理学意义。方法
　 成年雄性ＳＤ大鼠７２只，体质量（２００±２０）ｇ，按随机数字表法分为平原对照（Ｃ）组、模拟急性高原缺氧（Ｈ）６、１２、２４、４８
和７２ｈ组（ｎ＝１２）。Ｈ组动物置于减压舱内模拟海拔６０００ｍ高原暴露相应时间；分别在平原和模拟高原环境取材，检测
肺组织湿干质量比值、总抗氧化能力（ｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、血浆及肺组织 ＩＬ６。结果　 与平原对照组比较：缺氧各组大鼠
肺组织湿干质量比值均显著增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；ＭＤＡ随缺氧时间延长逐渐增加，缺氧７２ｈ达到最高（Ｐ＜０．０１）；
ＳＯＤ在缺氧１２、２４ｈ显著降低（Ｐ＜０．０５），在缺氧４８、７２ｈ进一步降低（Ｐ＜０．０１）；ＴＡＯＣ、ＣＡＴ随缺氧时间延长在２４、４８、
７２ｈ显著降低（Ｐ＜００５）；血浆ＩＬ６在缺氧２４、４８、７２ｈ组显著增加（Ｐ＜０．０１），肺组织 ＩＬ６在缺氧４８（Ｐ＜０．０１）、７２ｈ
（Ｐ＜０．０５）组显著增加。结论　 急性缺氧诱导大鼠高原肺水肿的发生和氧化应激有关，机体抗氧化能力降低、自由基增
加是ＨＡＰＥ发生的重要机制。
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　　 高原肺水肿 （ｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｅｄｅｍａ，
ＨＡＰＥ）是在快速进入高原２５００ｍ及以上高原时发生
的一种非心源性肺水肿，起病急，进展快，病死率高。

其发病机制复杂，至今仍不完全清楚。目前认为，缺氧

引起肺血管过度收缩、肺毛细血管通透性增加和肺泡

对液体的清除能力降低是ＨＡＰＥ发生的重要机制。有
研究提示，缺氧时肺血管内皮细胞功能障碍、一氧化氮

（ｎｉｔｒｏｇｅｎｏｘｉｄｅ，ＮＯ）合成释放减少可能是肺血管收缩
的重要机制［１］，肺毛细血管通透性增加与炎症反应关

系密切，而肺泡对液体的清除能力改变则受 Ｎａ＋Ｋ＋
ＡＴＰ酶调控［２］。氧化应激是指机体氧化与抗氧化作

用失衡，产生大量氧化中间产物如自由基等。以往研

究显示，缺氧可引起氧化应激，后者具有调节炎症反

应［３］、减少肺组织 ＮＯ合成释放［４］、降低肺 Ｎａ＋Ｋ＋
ＡＴＰ酶活力［５］等多种生物学作用。我们推测，缺氧引

起的氧化应激可能在高原肺水肿的发生、发展中具有

重要作用。为验证这一推测，本研究采用模拟急性高

原缺氧大鼠模型，观察研究氧化应激在实验性高原肺

水肿发生中的作用，并探讨其机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料和试剂
　　成年雄性健康ＳＤ大鼠７２只，体质量（２００±２０）ｇ，由第三
军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。１０％
乌拉坦，ＢＣＡ法蛋白测定试剂盒（碧云天生物技术研究所），总
抗氧化能力（ＴＡＯＣ）试剂盒、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛
（ＭＤＡ）、过氧化物酶（ＣＡＴ）测定试剂盒（南京建成生物工程研
究所），大鼠 ＩＬ６、ＥＬＩＳＡ试剂盒（武汉华美生物工程有限公
司）。低压模拟舱（贵州风雷航天与第三军医大学联合研制），

电子天平、烤箱、多功能酶标仪（美国）。

１．２　方法
１．２．１　动物模型和实验程序　　将大鼠按随机数字表法分为
平原对照组、模拟急性高原缺氧６、１２、２４、４８ｈ和７２ｈ组（ｎ＝
１２）。模拟缺氧组动物置于减压舱内模拟海拔６０００ｍ高原暴
露相应时间［６］，２４ｈ不间断连续减压，减压舱内温度控制在
２５℃ 左右，大鼠自由摄食及饮水，取材前２４ｈ禁食水。对照
组动物于舱外（重庆，海拔３００ｍ）同时饲养。缺氧相应时间后
缺氧各组大鼠在模拟海拔６０００ｍ的低压舱内进行取材，平原
对照组在平原进行取材。１０％乌拉坦腹腔注射麻醉大鼠，肝素
抗凝管腹主动脉采血，４℃离心，３０００ｒ／ｍｉｎ（９５０×ｇ），离心
１５ｍｉｎ，分离血浆，分装后－７０℃冰箱保存待测；分离并摘取双
侧肺脏，留取左侧肺叶，用于肺含水量的测定，其余肺组织分装

在３个冻存管中立刻放入液氮冷冻保存。取右侧肺叶，按照试
剂盒说明书制备 １０％肺组织匀浆，分别用于检测肺组织
ＴＡＯＣ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＩＬ６含量或活性。
１．２．２　肺组织含水量测定　　取大鼠左肺用吸水纸吸干表面
血迹，迅速称量后放入烤箱内６０℃烘烤７２ｈ，至质量不再减轻，
并计算肺组织干质量［７］。肺组织含水量用湿质量／干质量表示。

１．２．３　肺组织１０％匀浆总蛋白定量　　采用ＢＣＡ法，设置标
准曲线孔及检测孔。依 ＢＣＡ测试盒说明书进行，用多功能酶
标仪测量波长５６２ｎｍ处光密度值，绘制标准曲线，根据检测孔
光密度值计算出各检测样本蛋白浓度。

１．２．４　氧化应激相关指标检测　　肺组织 ＴＡＯＣ、ＭＤＡ、
ＳＯＤ、ＣＡＴ等指标试剂盒均购自南京建成生物工程研究所，严
格按照测定试剂盒说明书进行检测。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测血浆及肺组织ＩＬ６　　应用 ＥＬＩＳＡ检测试
剂盒检测大鼠血浆和肺组织中ＩＬ６含量，详细步骤严格按照试
剂盒说明书进行操作。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件，各组间差异
比较用单因素方差分析。

２　结果

２．１　急性缺氧不同时间对大鼠肺组织含水量的影响
　　 大鼠肺组织湿质量／干质量比值在缺氧早期（６ｈ）即显著
增加（Ｐ＜０．０１），随缺氧时间延长继续增加，缺氧２４ｈ达到最
高，而后缺氧 ４８、７２ｈ略有降低，但仍显著高于平原对照组
（Ｐ＜００５，图１）。
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１：平原对照组；２：缺氧６ｈ组；３：缺氧１２ｈ组；４：缺氧２４ｈ组；５：缺
氧４８ｈ组；６：缺氧７２ｈ组

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与平原对照组比较
图１　模拟海拔６０００ｍ不同时间大鼠肺湿、干质量比值的变化

２．２　急性缺氧不同时间对大鼠肺组织ＴＡＯＣ、ＭＤＡ、
ＳＯＤ及ＣＡＴ的影响

　　ＴＡＯＣ结果显示，缺氧６、１２ｈ组与平原对照组比较无明显
变化，随缺氧时间延长，在缺氧２４、４８、７２ｈ均显著下降（Ｐ＜
００５）。见表１。
　　ＭＤＡ结果显示，与平原对照组比较，缺氧１２、２４ｈＭＤＡ水
平显著增加（Ｐ＜０．０５），缺氧４８、７２ｈ进一步增加（Ｐ＜０．０１）。
见表１。
　　ＳＯＤ结果显示，与平原对照组比较，缺氧１２、２４ｈＳＯＤ水
平显著降低（Ｐ＜０．０５），缺氧４８、７２ｈ进一步降低（Ｐ＜０．０１）。
见表１。
　　ＣＡＴ结果显示，与平原对照组比较，缺氧６、１２ｈ组ＣＡＴ无
明显变化，缺氧２４、４８、７２ｈ均显著下降（Ｐ＜０．０５）。见表１。
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表１　各组大鼠肺组织ＴＡＯＣ、ＭＤＡ、ＳＯＤ及ＣＡＴ的比较

组别 ｎ
肺组织ＴＡＯＣ
（Ｕ／ｇ）

肺组织ＭＤＡ
（ｍｍｏｌ／ｇ）

肺组织ＳＯＤ
（１０３Ｕ／ｇ）

肺组织ＣＡＴ
（１０３Ｕ／ｇ）

平原对照组 ８ ０．９００７±０．２６８９ １．０１３±０．１３２ ３．４２０±０．４４５ ５．８７４±０．６１６
缺氧６ｈ组 ８ ０．７８１３±０．１５８３ １．０９１±０．１９０ ３．３０９±０．５６４ ５．４２４±１．３６２
缺氧１２ｈ组 ８ ０．７９３６±０．１６７７ １．２９７±０．２０９ａ ２．９８１±０．２５９ａ ５．３１８±１．０３６
缺氧２４ｈ组 ８ ０．６８６９±０．１２２４ａ１．４０２±０．１７６ａ ２．９５５±０．２７１ａ ４．８１１±０．７８７ａ

缺氧４８ｈ组 ８ ０．７３２０±０．１０４６ａ１．４４３±０．３４９ｂ ２．６６９±０．５２２ｂ ４．７９５±１．０１１ａ

缺氧７２ｈ组 ８ ０．７１７９±０．１０９１ａ１．４９２±０．１８９ｂ ２．８２３±０．４５５ｂ ４．７７７±０．７５４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与平原对照组比较

２．３　急性缺氧不同时间对大鼠血浆和肺组织 ＩＬ６变
化的影响

　　与平原对照组比较，血浆 ＩＬ６在缺氧６、１２ｈ无明显变化
（Ｐ＞０．０５），缺氧２４、４８、７２ｈ显著增加（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。缺
氧６、１２、２４ｈ肺组织匀浆中 ＩＬ６与平原对照组比较无明显变
化，缺氧４８、７２ｈ显著增加（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。
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１：平原对照组；２：缺氧６ｈ组；３：缺氧１２ｈ组；４：缺氧２４ｈ组；５：缺
氧４８ｈ组；６：缺氧７２ｈ组

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与平原对照组比较
图２　急性缺氧不同时间大鼠血浆（Ａ）和肺组织（Ｂ）ＩＬ６变化

３　讨论

　　高原肺水肿（ＨＡＰＥ）是一种发生于平原初入或再
入高原者的急性高原病，起病急，主要发生在到达高原

后的２～４ｄ，病情发展快，若不及时治疗，常有生命危
险。主要临床表现为咳嗽，咳粉红色泡沫痰，渐进性劳

累和睡眠困难，运动能力降低等。其发病机制复杂，至

今仍不完全清楚，可能和交感神经张力增加、缺氧肺血

管收缩、肺血管通透性增加以及神经体液因素等有

关［８］。对ＨＡＰＥ发病机制与防治的研究是当前高原
医学的前沿与热点，近来有关氧化应激和炎症在

ＨＡＰＥ发生中的作用也越来越受到关注［９－１２］，高原缺

氧导致机体氧化／抗氧化能力失衡，可通过多条途径参
与ＨＡＰＥ发生。
　　ＳＯＤ是机体内主要的抗氧化酶，是机体内天然存
在的超氧自由基清除因子。正常情况下，机体内氧化

与抗氧化系统处于动态平衡中，ＳＯＤ可以把有害的超
氧自由基转化为过氧化氢，在体内过氧化氢酶和过氧

化物酶作用下分解为无害的水，保护机体免受损伤。

ＭＤＡ是自由基介导的脂质过氧化反应的氧化终产物，
是机体内反映氧化损伤程度最经典同时也是最有效的

指标之一。它可引起蛋白质、核酸等生命大分子的交

联聚合，且具有细胞毒性。作为脂质过氧化反应的终

产物，ＭＤＡ的含量与细胞损伤的程度呈正相关。ＭＤＡ
不仅可以反映脂质过氧化的程度，也可以间接反映机

体氧自由基的生成量及细胞损伤的程度［１３］。既往实

验研究［１４－１５］也发现高原低氧环境下机体抗氧化酶系

统的活力会降低。本实验结果显示，缺氧组大鼠肺组

织匀浆中 ＳＯＤ活力显著低于平原对照组，ＭＤＡ含量
显著增加。提示缺氧能使大鼠肺组织产生大量自由

基，过氧化反应增加，导致大量 ＳＯＤ被消耗，ＭＤＡ生
成增多。机体内氧化／抗氧化系统平衡受到破坏，从而
氧自由基产生增加，进而引起强烈的脂质过氧化反应，

导致细胞膜基本特征发生改变，酶活性降低甚至丧失，

从而进一步影响细胞功能，损伤肺毛细血管屏障的完

整性，肺血管通透性增加，导致肺组织间渗出增加进而

形成水肿。

　　低氧时肺血管平滑肌细胞产生大量氧自由基，消耗
大量ＳＯＤ、ＣＡＴ等体内抗氧化酶，氧自由基不能及时清
除而在体内蓄积，进而引发一系列脂质过氧化反应，破

坏细胞膜完整性，引起细胞内钙超载，细胞遭受致死性

损伤，最终可导致血管内皮依赖的血管舒张反应减弱，

收缩反应增强［１６］。氧化应激自由基增加可减少一氧化

氮合成和释放［４］，一氧化氮可舒张肺血管。缺氧情况

下，肺一氧化氮合成、释放减少，是引起缺氧肺血管收缩

增强的重要因素。Ｇｏｎｚａｌｅｚ等［１７］认为氧自由基／一氧化
氮平衡在高原适应中具有重要作用，缺氧可改变氧自由

基／一氧化氮平衡，可能和ＨＡＰＥ的发生有关。
　　高原缺氧氧化应激引起的自由基产生增加可抑制
肺基底膜 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶功能，正常 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶
主要负责将细胞内Ｎａ＋转到胞外，其功能受到抑制将
引起Ｎａ＋在细胞堆积，降低缺氧时肺内液体的清除能
力，可能引起肺水肿［５］。Ｓｔｅｒｎ等［１８］发现通过增加

Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶的表达，可增加肺内液体清除并减轻肺
水肿的形成。
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　　氧自由基不但可以对组织细胞造成直接损伤，而
且可以通过激活ＭＡＰＫ信号通路及核因子 κＢ等转录
因子等方式［１９］，增加其下游细胞因子的产生，促进炎

症发生，对肺泡上皮细胞和肺毛细血管内皮细胞造成

损伤。Ｂａｉｌｅｙ等［８］通过检测急进高原人群的脂质过氧

化物、炎症介质，结果发现到达高原后发生急性高原病

的人群中血浆 ＩＬ６和 Ｃ反应蛋白水平显著增高，提示
自由基在肺血管通透性改变和其后的炎症反应中起了

重要作用。冉玉华等［２０］发现高原肺水肿患者血清中

ＩＬ６水平显著高于其转归后水平，ＨＡＰＥ的发生过程
中伴随着炎症因子的变化，提示 ＩＬ６可能参与高原肺
水肿发病。

　　本实验主要观察氧化应激反应在急性缺氧致大鼠
肺水肿发生中的变化，急性缺氧暴露不同时间对大鼠

肺湿干质量比值，肺组织总抗氧化能力，抗氧化酶

ＳＯＤ、ＣＡＴ，脂质过氧化产物 ＭＤＡ及 ＩＬ６含量或活性
的影响，探讨其在大鼠 ＨＡＰＥ发生中的作用和相关机
制。结果表明，急性缺氧可显著增加肺组织湿干质量

比值，随缺氧时间延长，肺组织抗氧化能力和相关抗氧

化酶活力显著降低，而脂质过氧化产物 ＭＤＡ却显著
增加，血浆及肺组织 ＩＬ６水平亦显著增加，与文献
［２１］报道相符合。提示我们氧化应激诱导的自由基
增加，可能通过直接对机体的损伤和其诱导的 ＩＬ６增
加、ＮＯ合成释放减少以及抑制肺组织 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶
活力等参与了 ＨＡＰＥ的发生。另一方面，缺氧大鼠肺
组织含水量变化早于氧化应激相关指标 ＴＡＯＣ、
ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ以及 ＩＬ６等的改变，提示高原肺水肿
发病机制复杂，是众多因素叠加作用的结果。

　　综上，缺氧引起的机体抗氧化能力降低自由基增
加是ＨＡＰＥ发生的重要因素之一，可能通过多条途径
促进ＨＡＰＥ的发生。同时，本实验结果提示，应用补充
抗氧化剂可能对防治高原肺水肿具有良好作用，值得

进一步研究。
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