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尾加压素Ⅱ与中介素在牛磺酸减轻油酸所致大鼠肺损伤中的作用
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　　［摘要］　目的　研究牛磺酸对油酸所致急性肺损伤大鼠的干预作用及其通过影响尾加压素Ⅱ（ＵⅡ）及中介素
（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎ，ＩＭＤ）合成与分泌发挥肺保护作用的机制。方法 　采用油酸性急性肺损伤大鼠模型。动物分为３组，对照组
（Ｃ组）、油酸损伤组（Ａ组）、牛磺酸治疗组（Ｔ组），分别于０、６、１２、２４ｈ４个时间抽动脉血２ｍＬ并取肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ），
测动脉血氧分压［ｐ（Ｏ２）］，血浆及ＢＡＬＦ中ＵⅡ、ＩＭＤ浓度，测定肺湿干质量比（Ｗ／Ｄ）并进行统计学分析；ＨＥ染色、免疫
组化检查肺组织中ＵⅡ与ＩＭＤ表达水平；电镜观察肺组织超微结构。结果　 Ｔ组 ｐ（Ｏ２）在６、１２、２４ｈ时高于 Ａ组（Ｐ＜
００５）；Ａ组肺组织Ｗ／Ｄ在０ｈ和６ｈ高于Ｔ组（Ｐ＜０．０５）；Ａ组血浆ＵⅡ在２４ｈ高于Ｔ组（Ｐ＜０．０５）；Ａ、Ｔ组ＢＡＬＦＵⅡ在
０、６ｈ差异显著（Ｐ＜０．０５），０ｈ时Ｔ组高于Ａ组（Ｐ＜０．０５），６ｈ时Ａ组高于Ｔ组（Ｐ＜０．０５）；Ａ组血浆ＩＭＤ在０ｈ时高于
Ｔ组（Ｐ＜０．０５）。光镜观察：Ｔ组肺组织损伤减轻。免疫组化染色结果显示各组大鼠支气管黏膜上皮细胞、平滑肌细胞，
肺内血管内皮细胞、平滑肌细胞细胞膜及细胞质均有 ＵⅡ与 ＩＭＤ阳性表达，Ａ组与 Ｔ组间表达无明显差异。电镜观察：
Ｔ组较Ａ组损伤减轻，基底膜完整，未见明显胶原增生。结论　 牛磺酸可减轻油酸致大鼠急性肺损伤，其机制可能与抑制
ＵⅡ表达，减轻毛细血管基底膜损伤后肺泡渗出有关。
　　［关键词］　油酸；急性肺损伤；尾加压素Ⅱ；中介素；牛磺酸
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　　急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是由创伤、感
染、中毒、失血等多种原因引起的，以肺部微血管通透

性增加所致以肺水肿为主要病理特征的急性肺组织肺

泡细胞及间质的播散性损伤，是急性呼吸窘迫综合征

（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）的基础病
变［１］。ＡＬＩ及其更严重形式ＡＲＤＳ仍旧是危重患者的
重要死因［２］。目前，ＡＬＩ的发病机制仍不十分清楚，尾
加压素Ⅱ（ｕｒｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＵⅡ）是新近发现在自然界存在
的一种新型血管活性肽，其缩血管作用比内皮素还要

强１６倍［３－４］；中介素（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｎ，ＩＭＤ）是一种肽类激
素，也是最近发现的血管活性物质，属降钙素基因相关

肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）超家族成员，
其结构、功能与同家族的肾上腺髓质素（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌ
ｉｎ，ＡＤＭ）有许多相似性，故又称为 ＡＤＭ２［５－６］。国内
外研究表明，血浆ＵⅡ与 ＩＭＤ可在肺损伤的病理生理
中起重要作用［７－８］。牛磺酸是一种有抑制性作用的氨

基酸，具有广泛的细胞保护作用［９］，可参与细胞膜主要

成分磷脂代谢，保护膜磷脂免受降解，具有直接膜稳定

作用，并调节膜对离子的通透性［１０］。国外实验证实牛

磺酸具有抗炎及抗氧化性质，对肺损伤具有保护作

用［１１－１２］。目前关于牛磺酸对ＡＬＩ后ＵⅡ及ＩＭＤ表达影
响尚不清楚，本研究初步探讨牛磺酸对油酸致大鼠

ＡＬＩ的干预作用以及对ＵⅡ、ＩＭＤ表达影响，从而为临
床治疗ＡＬＩ提供新思路。

１　材料与方法

１　材料
１．１　主要试剂与仪器
　　牛磺酸（上海信宜药厂有限公司，国药准字 Ｈ１９９９９３７１），
大鼠ＵⅡ、ＩＭＤＥＬＩＳＡ试剂盒及抗体（北京博奥森生物科技有
限公司），血气分析仪（ＧＥＭＰｒｅｍｉｅｒ３０００），透射电镜（ＨＩＴＡ
ＣＨＩＨ７６５０）。

１．２　实验动物
　　健康清洁级雄性ＳＤ大鼠５４只（北京维通利华实验动物技
术有限公司提供），鼠龄９周，体质量２８０～３１０ｇ，常规条件下饲
养，自由进食和饮水，室内温度２２～２４℃，湿度为４０％～６０％。

１．３　方法
１．３．１　动物分组及造模方法　　实验前禁食１２ｈ。分为对照
组（Ｃ组）６只，实验前连续３ｄ腹腔注射生理盐水（１ｍＬ／１００ｇ），
实验中尾静脉注射生理盐水（０．１５ｍＬ／１ｋｇ）后取材；油酸损伤
组（Ａ组）２４只，实验前连续３ｄ腹腔注射生理盐水（１ｍＬ／１００ｇ），
实验中尾静脉注射油酸（０．１５ｍＬ／１ｋｇ）造成ＡＬＩ；牛磺酸治疗组
（Ｔ组）２４只，实验前连续３ｄ腹腔注射牛磺酸生理盐水溶液
（１ｍＬ／１００ｇ，２０ｍｇ／ｍＬ），实验中尾静脉注射油酸（０．１５ｍＬ／１ｋｇ）
造成ＡＬＩ，Ａ组与Ｔ组各下设４个时相点，每个时相点６只大鼠，自
油酸注射后开始计时，分别于０、６、１２、２４ｈ取材。
１．３．２　标本采集和结果检测
１．３．２．１　血样采集　　１％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉
后，将大鼠四肢固定在实验台上，颈前正中切口行气管切开，自主

呼吸。左颈动脉插管，用５０ｋＵ／Ｌ肝素钠润滑过的１ｍＬ注射器抽
取动脉血０．５ｍＬ血气分析仪测动脉血氧分压。继续取血２ｍＬ，注
入含１０％ＥＤＴＡ３０μＬ和抑肽酶３０μＬ的试管中，４℃下离心
（３０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，血浆置于１．５ｍＬ离心管，－８０℃冻存待测。
１．３．２．２　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）采集　　放血处死大鼠，
结扎右侧支气管，左肺用生理盐水２ｍＬ行ＢＡＬＦ２次，取回收的
ＢＡＬＦ２ｍＬ注入含以上抗凝剂的试管，ＢＡＬＦ处理同血液标本。
１．３．２．３　组织标本的制备　　①电镜标本：以最快速度取４～
５块小米粒大小的右侧肺组织，置于专用固定液及缓冲液中，
４℃ 冰箱保存，以备制作电镜片。②肺湿干质量比（Ｗ／Ｄ）：分
离右侧肺组织，取上叶，用吸水纸吸干表面水分后称肺湿质量，

置于７０℃烤箱烤至肺质量不再减少，称肺干质量，计算 Ｗ／Ｄ。
③右肺下叶浸泡于１０％中性甲醛溶液中，２４ｈ后脱水、石蜡包
埋，光镜病理检查及免疫组化观察肺组织中ＵⅡ与ＩＭＤ的分布
和变化。

１．３．３　结果检测　　血浆及ＢＡＬＦ中ＵⅡ与ＩＭＤ浓度采用酶
联免疫分析法检测，在北京华英生物技术公司实验室完成。肺

组织病理片由北京军区总医院病理科协助完成。肺组织免疫
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组化检测及电镜分析由北京军区总医院附属八一脑科医院研

究所协助完成。

１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组比较
行方差分析，先行方差齐性检验，方差齐，两两比较行ｑ检验。

２　结果

２．１　ＡＬＩ模型的建立
　　各组大鼠注射油酸或油酸加牛磺酸后数分钟，逐渐出现发
绀，呼吸加深、加促，活动明显减少，１～２ｈ最明显，持续至１０余
小时后逐渐缓解，但至２４ｈ活动仍较正常大鼠少，少数大鼠出
现肉眼血尿；活杀后肺组织大体观察，肺明显充血肿胀、淤斑，

表面有较多渗出液，符合ＡＬＩ模型，其中 Ｔ组活动能力较 Ａ组
早恢复２～３ｈ，其肺组织肿胀不明显，表面充血减少。
２．２　各组大鼠血 ｐ（Ｏ２），肺组织 Ｗ／Ｄ，血浆及 ＢＡＬＦ

中ＵⅡ、ＩＭＤ浓度
　　图１Ａ示Ａ、Ｔ组大鼠 ｐ（Ｏ２）损伤后６、１２、２４ｈ有统计学差
异（Ｐ＜０．０５），图１Ｂ示Ａ、Ｔ组肺组织 Ｗ／Ｄ在０ｈ及６ｈ有统
计学差异（Ｐ＜００５），图１Ｃ示 Ａ、Ｔ组血浆 ＵⅡ在２４ｈ时有统
计学差异（Ｐ＜０．０５），图１Ｄ示 ＢＡＬＦＵⅡ在０ｈ及６ｈ有统计
学差异（Ｐ＜０．０５），图１Ｅ、Ｆ示Ａ、Ｔ组血浆及ＢＡＬＦＩＭＤ在０ｈ
时有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。
２．３　油酸致肺损伤及牛磺酸治疗对大鼠肺组织病理

学的影响

２．３．１　大体标本观察　　油酸致伤鼠肺肉眼见肺脏轻度肿
胀，可见斑片状出血坏死，整体肺组织充血，牛磺酸治疗后肺表

面充血较Ａ组减轻，斑片状出血减少。
２．３．２　光镜观察　　Ａ组肺泡萎陷，肺间质水肿，弥漫性出
血，肺泡腔内可见大量红细胞渗出和中性粒细胞浸润，血浆蛋

白渗出增多，形成透明膜，肺泡隔增厚。Ｃ组肺组织正常。Ｔ组

肺组织渗出减轻，中性粒细胞及红细胞渗出减少。Ａ组中０、６ｈ
损伤程度无明显变化，１２ｈ渗出开始减少，２４ｈ渗出明显减少，
肺泡腔变小，Ｔ组０、６ｈ与 Ａ组比较无明显差异，１２ｈ及２４ｈ
肺泡损伤均较Ａ组减轻（图２）。
２．３．３　电镜观察　　Ｃ组肺泡结构基本正常，内皮细胞及基
底膜结构完整。Ａ组０、６ｈ毛细血管内皮细胞损伤，基底膜变
薄，细胞间紧密连接基本正常；１２、２４ｈ基底膜结构模糊，屏障
破坏，肺泡间质中胶原增多。Ｔ组０、６ｈ基底膜结构基本完整；
１２、２４ｈ基底膜结构基本完整，胶原增生不明显（图３）。
２．３．４　免疫组化染色观察　　３组大鼠支气管黏膜上皮细胞、
平滑肌细胞，肺内血管内皮细胞、平滑肌细胞细胞膜及细胞质

均有ＵⅡ与ＩＭＤ阳性表达，部分巨噬细胞胞核表达阳性，Ａ组
与Ｔ组间表达无明显差异（图４）。
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Ａ：对照组；Ｂ～Ｅ：分别为油酸损伤组（０、６、１２、２４ｈ）；Ｆ～Ｉ：分别为
牛磺酸治疗组（０、６、１２２４ｈ）

图２　各组大鼠肺组织形态改变 　（ＨＥ×１００）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｔ组比较
Ａ：ｐ（Ｏ２）；Ｂ：肺组织Ｗ／Ｄ；Ｃ：血浆ＵⅡ；Ｄ：ＢＡＬＦＵⅡ；Ｅ：血浆ＩＭＤ；Ｆ：ＢＡＬＦＩＭＤ
图１　各组大鼠血ｐ（Ｏ２）、肺组织Ｗ／Ｄ、血浆及ＢＡＬＦ中ＵⅡ、ＩＭＤ浓度的变化
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Ａ：对照组；Ｂ～Ｅ：分别为油酸损伤组（０、６、１２、２４ｈ）；Ｆ～Ｉ：分别为
牛磺酸治疗组（０、６、１２、２４ｈ）

图３　各组大鼠肺泡毛细血管基底膜电镜观察　（ＴＥＭ）
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Ａ：对照组；Ｂ～Ｅ：分别为油酸损伤组（０、６、１２、２４ｈ）；Ｆ～Ｉ：分别为
牛磺酸治疗组（０、６、１２、２４ｈ）

图４　各组大鼠肺组织ＵⅡ免疫组化染色结果　（ＳＡＢＣ）

３　讨论

　　油酸型肺损伤模型由于其实验的可靠性已在肺损
伤相关研究中得到广泛应用［１３］。研究显示血管活性

肽对ＡＬＩ的发生、发展有明显影响。ＵⅡ是一种生长
抑素样环肽，研究提示其对肺小动脉及全身阻力动脉

具有强力扩张作用［１４］，可增加血管通透性［７］，通过激

活ＵＴ受体呈剂量依赖性刺激血浆渗出［１５］，同时可刺
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Ａ：对照组；Ｂ～Ｅ：分别为油酸损伤组（０、６、１２、２４ｈ）；Ｆ～Ｉ：分别为

牛磺酸治疗组（０、６、１２、２４ｈ）

图５　各组大鼠肺组织ＩＭＤ免疫组化染色结果　（ＳＡＢＣ）

激白介素６的释放［７］，在心肺疾病中发挥重要的调节

作用。ＵⅡ在肺组织中可增强气道收缩，扩张血管，增
加血管通透性造成血浆渗出增加，刺激炎症因子的释

放，这些均是引发 ＡＬＩ重要环节。国内有研究报道
ＡＬＩ大鼠血浆中ＵⅡ浓度随病程进行性升高［１６］。ＩＭＤ
通过ＣＧＲＰ家族共同的受体系统———降钙素受体样受
体／受体活性修饰蛋白复合物发挥效应。Ｐｆｅｉｌ等［１７］在

实验中发现，ＩＭＤ能阻止压力诱导人肺微血管单层内
皮细胞模型的内皮渗透性增高；而且，ＩＭＤ通过受体介
导的方式和激活单层内皮细胞内的蛋白激酶（ＰＫＡ），
降低了基础渗透性和凝血酶诱导的细胞高渗透性。近

日Ａｓｌａｍ等［１８］发现ＩＭＤ通过ＣＲＬＲ／ＰＡＭＰ２受体复合
物稳定了人脐静脉内皮细胞的屏障功能，证实了 ＩＭＤ
是内皮屏障稳定因子，并指出ＩＭＤ是在炎症状态下减
轻血管渗出的潜在作用因子。

　　本研究结果显示：静脉注射油酸后大鼠肺损伤严
重，迅速出现ｐ（Ｏ２）明显降低，肺Ｗ／Ｄ升高，而损伤前
腹腔注射牛磺酸可减轻肺损伤，促进 ｐ（Ｏ２）恢复接近
正常水平，降低肺Ｗ／Ｄ减轻肺水肿，与国外实验结果
一致［１１］；组织病理学检查及电镜结果提示Ｔ组损伤后
１２ｈ及２４ｈ较Ａ组明显减轻，肺泡渗出减少，毛细血
管基底膜结构完整，胶原纤维增生不明显，本实验结果

说明牛磺酸可减轻油酸所致肺损伤。

　　早期关于牛磺酸的肺损伤保护作用的报道多集中
在抗炎、抗氧化作用［１１－１２］。目前血管活性肽在肺损伤

的发病中越来越受到重视，牛磺酸对血管活性肽是否
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有影响引起了我们的注意。实验中Ｔ组血浆中ＵⅡ在
６ｈ时即达到最高，此后逐渐降低，达峰时间比 Ａ组提
前，在２４ｈ较Ａ组显著降低，同时组织病理学及电镜
结果提示损伤早期（０、６ｈ）两组肺泡损伤及渗出无明
显差异，１２ｈ及２４ｈＴ组损伤有所减轻，提示牛磺酸
可能通过降低血浆中ＵⅡ浓度减轻肺损伤。与国内研
究结果［１６］不同，Ｔ组ＢＡＬＦ中的ＵⅡ浓度损伤早期（０、
６ｈ）即达到最高，后期降低并与对照组无差异，推测肺
泡上皮细胞损伤早期参与 ＵⅡ的合成或分泌，ＡＬＩ发
生后多种炎性细胞激活，炎症反应明显，即刻刺激分泌

增强，故牛磺酸在肺损伤早期并不能抑制ＵⅡ分泌，随
着病程进展，牛磺酸通过抑制血浆中 ＵⅡ升高发挥肺
保护作用。

　　Ａ组血浆及 ＢＡＬＦ中 ＩＭＤ浓度在 ０ｈ时高于 Ｔ
组，其余时间点差异不显著。机体在损伤刺激后 ＩＭＤ
反应性升高，由于牛磺酸具有抗炎及抗氧化性质，可发

挥肺保护作用，牛磺酸治疗后，机体受损伤刺激作用减

少，故在Ｔ组中 ＩＭＤ浓度反而下降，推测牛磺酸并不
能通过刺激ＩＭＤ分泌发挥肺保护作用。
　　综上所述，牛磺酸对油酸致ＡＬＩ有保护作用，其机
制可能是通过抑制 ＵⅡ表达，减轻毛细血管基底膜损
伤后肺泡渗出发挥保护作用，尚不能证明通过刺激

ＩＭＤ分泌发挥肺保护作用。本研究为临床研究治疗
ＡＬＩ提供了新思路，但由于 ＡＬＩ发病机制复杂，ＵⅡ与
ＩＭＤ体内分布广泛，受影响因素多，故仍需进一步探讨
其可能的发病机制。
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