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胸部撞击伤对声门紧闭和开放状态大鼠肺微血管ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ表达的影响
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　　［摘要］　目的　观察撞伤Ｗｉｓｔａｒ大鼠肺微血管内皮细胞间连接成分血管内皮钙粘附蛋白（ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达，了
解撞击伤后肺微血管通透性的改变。方法　 利用荧光素钠法检测撞击伤后声门紧闭和开放状态Ｗｉｓｔａｒ大鼠肺组织的微
血管通透性，动态观察撞击伤对细胞间连接的特有成分ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ表达的影响。结果　 撞击侧（右肺）肺微血管通透性
均较伤前显著增高，各组在伤后同一时相点的值与正常对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），声门紧闭组荧光素钠的
含量高于声门开放组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。胸部撞击伤后大鼠肺微血管内皮细胞 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的表达降低，与
对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　 声门紧闭状态下撞击伤后肺微血管通透性高于声门开放状态，
ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在撞击伤后肺微血管内皮细胞中的表达下调，使得内皮细胞之间的连接疏松，通透性增加。
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　　创伤性急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是指由
多种创伤引起的急性呼吸衰竭，其主要病理生理特征

是弥漫性的肺微血管内皮损伤而导致的肺间质、肺泡

水肿，微肺不张以及肺容积减少。ＡＬＩ是临床常见的

危重急症，发病机制尚未完全阐明。肺微血管通透性

增高是其重要的一个病理生理特征，也是其发病的关

键环节之一［１］。

　　胸部撞击伤后内皮细胞屏障功能受损导致大分子
物质及血细胞渗出，引起组织、脏器水肿，加重主要脏

器的受损，其病理基础即是内皮细胞间连接遭到破坏。

血管内皮细胞是覆盖血管内表面的单层细胞，具有多
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种重要的生物学功能。而肺血管内皮细胞由于其解剖

部位的特殊性，在生理病理许多方面与体循环中内皮

细胞存在明显的差异。因此通过研究肺微血管通透性

的调节机制，对于寻找有效的胸部撞击伤防治措施具

有极其重要的意义［２］。本研究利用荧光素钠（ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｉｎｓｏｄｉｕｍ，ＦＩＮａ）法检测肺组织的微血管通透性，组
织贴块法分离培养大鼠肺微血管内皮细胞，动态观察

撞击伤血清对细胞间连接的特有成分血管内皮钙粘
附蛋白（ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ）表达的影响，试图为 ＡＬＩ早期的
预防及诊治提供理论依据。

１　材料及方法

１．１　主要试剂
　　ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品），二抗辣根过氧化
酶标记的抗羊ＩｇＧ（中山试剂公司产品），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ发光试剂
盒（ＮＥＮＴＭ公司产品，美国），抑蛋白酶肽（Ａｐｒｏｔｉｒｉｎ，Ｓｉｇｍａ公司
产品），其余为常规实验试剂。

１．２　实验动物及分组
　　５０日龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠５４只（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），雌雄不限，体质量（２４７±１２）ｇ，
随机分为９组，每组６只。包括正常对照组：无特殊处理；实验
组：大鼠气管插管选用１４Ｇ的套管针的外套管，改进小儿喉镜
片，切掉镜片的一小部分，便于置入大鼠口中及暴露大鼠声门，

行气管插管术。大鼠麻醉后仰卧于鼠台，将舌体牵出，将长短

两个镜片置入口腔内，使两个镜片分别抵住下上切牙以撑开口

腔，逐渐推进长镜片以抵达软腭前。通过下镜片的光导纤维插

槽插入光导纤维，可明视下观察会厌、喉咽部结构，利用上镜片

推开软腭可见声门，明视下将导管插入。通过开放和夹闭气管

导管模拟声门开放和紧闭生理状态，分为声门开放 ０．５、１、４、
８ｈ４组，声门紧闭０．５、１、４、８ｈ４组。
１．３　致伤装置及原理
　　动物致伤采用多功能小型生物撞击机。计算机控制电磁阀
在所需压力（０～１５００ｋＰａ连续可调）开放，由压缩气体驱动撞
击头撞击动物致伤，由于电磁阀开放的时间均由计算机精确控

制，因此可以方便准确地复制出稳定的动物撞击损伤模型［３］。

１．４　致伤方法
　　各组大鼠经戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ肌肉注射麻醉，取左侧
４５°卧位，前肢上抬、外展固定，剪去撞击区毛发，取腋前线第
４肋间为撞击点。撞击参数设定为驱动压３５０ｋＰａ［３］。
１．５　ＦＩＮａ检测的主要步骤
　　利用肺组织内 ＦＩＮａ的含量反映肺微血管通透性的变化。
分别于伤后各时相点取样，于前１５ｍｉｎ经尾静脉注射消毒等渗

盐水配制的１％ＦＩＮａ，然后放血活杀取样，开胸剪开左房，经右
室流出道压力灌注等渗盐水直至左房流出清亮液体，等量秤取

撞击组和正常对照组肺组织，经等渗盐水匀浆，离心、取上清

液，在日立Ｌ４０００型荧光分光光度计测定荧光强度。制作ＦＩＮａ
浓度与荧光强度标准曲线，依据标准曲线得出观测时相点ＦＩＮａ
含量［４］。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　病理证实Ｗｉｓｔａｒ大鼠造成撞击伤，１２ｈ后取血离心获得血
清，５６℃灭活补体，用 Ｍ１９９培养液配成２０％的撞击伤血清。
细胞生长为单层融合后用０．２５％胰蛋白酶 －０．０１％ ＥＤＴＡ消
化，调整细胞２×１０５／ｍＬ接种于９６孔板（２００μＬ／孔），细胞完
全融合后弃上清，用 ２０％撞击伤血清作用，分为正常对照组
（含２０％的胎牛血清）和０．５、１、４、８ｈ４个时相点，于３７℃ ＣＯ２
培养箱内培养。常规分离、转膜、洗膜、封闭、上样、提取蛋白，

将留取的待测标本与上样缓冲液一同在 １００℃水浴中加热
３ｍｉｎ，迅速放入冰中冷却，然后离心，上样，经 ４％积层胶在
８０Ｖ电压下电泳约３０ｍｉｎ后，经１２％分离胶在１００Ｖ电压下
电泳约２ｈ，取下分离胶进行电转印。转印后的 ＰＶＤＦ膜用于
杂交，先将ＰＶＤＦ膜在室温下晾干，用封闭液在３７℃水浴箱内
封闭２ｈ，将膜用ＰＢＳ摇洗１５ｍｉｎ，重复３次，加入一抗（抗ＩκＢα
多抗，１∶１０００稀释），３７℃孵育１ｈ，用 ＰＢＳ摇洗１５ｍｉｎ，重复
３次；将膜与二抗（１∶５０００稀释）在３７℃孵育１ｈ，用ＰＢＳ摇洗
１５ｍｉｎ，重复３次，按说明书将发光试剂Ａ、Ｂ等体积混匀后与杂
交后的ＰＶＤＦ膜一同孵育约１ｍｉｎ，然后与Ｘ线片共同放入暗盒
内曝光１０ｍｉｎ，常规显影，定影。将Ｘ线片置于图像扫描仪下，
对目的条带进行密度分析，结果用灰度×面积表示。分析结果
时以每张膜各时相点与正常对照的相对值（％）进行统计分析。
１．７　统计学分析
　　测量对照组及实验组大鼠伤后不同时间肺 ＦＩＮａ含量变
化、撞击后ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在大鼠肺微血管内皮细胞中的表达，采
用ＳＡＳ６．１２统计软件进行ｔ检验、方差分析。

２　结果

２．１　大鼠伤后不同时间肺ＦＩＮａ含量变化
　　无论声门开放或紧闭，撞击侧（右肺）肺微血管通透性均较
伤前显著增高，各组在伤后同一时相点的值与正常对照组相比

均有显著差异（Ｐ＜０．０１）；声门紧闭组ＦＩＮａ的含量高于声门开
放组，二者相比有显著差异（Ｐ＜０．０１）。非撞击侧（左肺）的情
形与右肺类似。见表１。
２．２　撞击后ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在肺微血管内皮细胞中的表达
　　胸部撞击伤后０．５ｈ大鼠肺微血管内皮细胞连接成分ＶＥ
ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达开始降低，到４ｈ后有明显降低，到８ｈ仍处于
低表达水平（表２、图１）。

表１　各组大鼠伤后不同时间荧光素钠含量变化（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别　 ０ｈ ０．５ｈ １ｈ ４ｈ ８ｈ
右肺

　声门开放组 ０．９２±０．０５ ２．０２±０．１７ａ ２．３９±０．２１ａ ２．４７±０．３２ａ ２．５４±０．２７ａ

　声门紧闭组 ０．９９±０．０６ ３．０９±０．２３ａｂ ３．４４±０．３８ａｂ ４．５２±０．４１ａｂ ４．６３±０．３９ａｂ

左肺

　声门开放组 ０．８７±０．１４ ０．９１±０．１０ａ ０．９７±０．１２ａ １．８８±０．１６ａ ３．２０±０．３５ａ

　声门紧闭组 ０．９４±０．０９ １．４４±０．０６ａｂ １．９８±０．１８ａｂ ２．９６±０．１５ａｂ ３．６７±０．３１ａｂ

右肺对照组＝０．８５±０．０７；左肺对照组＝０．８６±０．１１；ａ：Ｐ＜０．０１，与同肺对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与同肺声门开放组比较
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表２　各组大鼠伤后不同时间ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在肺微血管内皮细胞中的表达（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ０ｈ ０．５ｈ １ｈ ４ｈ ８ｈ
对照组 ０．４３３±０．０３３ ０．４５６±０．０７１ ０．４５８±０．０５１ ０．４４４±０．０３９ ０．４３２±０．０６５
胸部撞击伤组

　声门开放组 ０．４２１±０．０３１ ０．４２１±０．０３１ ０．３８９±０．０４２ ０．３２１±０．０２６ ０．２９８±０．０３２
　声门紧闭组 ０．４４２±０．０３５ ０．３４１±０．０４１ａ ０．３２９±０．０２９ａ ０．１９４±０．０３６ａ ０．１９９±０．０４２ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，分别与对照组及声门开放组比较

! " # $ %

&'!()*+,-./!!#0!!0

#

"!

"!)(1./!$%!!0

#

"!

１：伤后０ｈ；２：伤后０．５ｈ；３：伤后１ｈ；４：伤后４ｈ；５：伤后８ｈ
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠伤后不同时间ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的表达

３　讨论

　　血管通透性正常是细胞维持正常生理功能的重要
保证，正常肺泡与血液之间的屏障包括肺泡表面液体、

肌膜、薄层肌体组织、毛细血管肌膜与连续型内皮，这

层屏障很薄，总厚度只有约０．５μｍ［５］。血管内皮在循
环系统和周围组织之间产生结构型屏障，控制血管中

血浆蛋白及血细胞的外渗。在由血管内皮细胞、基底

膜和外周细胞构成的血管屏障中，内皮细胞的结构与

功能对通透性的调节起着关键作用，同时微血管通透

性的增加是许多疾病的共同特征，也是创伤性 ＡＬＩ的
重要特征之一［６－７］。血管通透性增高一方面使炎症细

胞过多聚集于局部组织，通过释放蛋白酶及氧自由基

等直接造成组织细胞损伤；另一方面还使大量液体渗

入组织间隙，增加毛细血管与细胞间的距离，加重组织

细胞缺氧。当胸部受到撞击时，肺是主要的直接受伤

器官，同时由于解剖结构等因素，肺是失控的全身炎症

反应损伤的主要靶器官，损伤结果是肺血管内皮细胞

和肺泡上皮细胞等遭到广泛破坏，表现为 ＡＬＩ［２］。现
阶段对微血管通透性的定量研究方法有同位素标记蛋

白定量和近年出现的荧光示踪技术［８］等。

　　本研究采用荧光素示踪法检测ＦＩＮａ的含量，以确
定动物肺微血管通透性变化，实验结果显示声门紧闭

状态和开放状态下撞击后肺微血管通透性变化存在明

显差别，声门紧闭组同一时相点的ＦＩＮａ的含量较声门
开放组明显增高（Ｐ＜０．０１），表明声门紧闭状态下撞
击伤后肺微血管通透性高于声门开放状态。既往研究

显示，肺损伤动物的肺微血管通透性及肺水肿逐渐加

重，伴之进行性低氧血症恶化及呼吸功能衰竭，临床患

者也呈现类似病理过程，提示存在继发性肺损伤加重

的病变规律。

　　血管内皮细胞在人体分布极其广泛，是具有多种
生理功能的特殊细胞群体，其作用主要包括调节血管

通透性、维持血管张力、促凝和抗凝、与中性粒细胞相

互作用参与炎症免疫反应等。机体严重损伤后会引起

毛细血管通透性增高，抗凝与促凝平衡破坏，血栓易于

形成；血管舒缩调节功能异常，以及血管内皮细胞功能

发生紊乱，释放氧自由基，通过多种炎性介质上调粘附

分子的表达，与中性粒细胞相互作用诱导细胞间粘附，

导致细胞损伤和炎症反应［９］。钙粘附素（ｃａｄｈｅｒｉｎｓ）是
一类依赖于细胞外Ｃａ２＋的跨膜单链糖蛋白，通过同种
亲和性结合介导同种细胞间的粘附反应。ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ
是内皮细胞特有的一种钙粘附分子，也是内皮细胞间

连接所必需的［１０］。内皮细胞衬附于血管内表面，功能

极为活跃。内皮细胞之间的连接以及细胞基底膜之
间的粘附，对于保证内皮细胞层的连续性及通透屏障

功能具有重要的生理意义。ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在内皮细胞
间粘附连接和细胞骨架结构蛋白中起非常重要的作

用，它和细胞质内的配体α、β和γｃａｔｅｎｉｎ相连，α、β和
γｃａｔｅｎｉｎ又与微管、微丝、肌动蛋白丝相连，构成了内皮
细胞的完整骨架，这种连接有锚定作用，可稳固细胞间

的粘附、维持组织结构的完整性和极性（ｐｏｌａｒｉｔｙ）［１１］。
ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的变化引起内皮细胞间粘附连接变化的
同时，也引起细胞骨架结构的变化。我们前期研究发

现，对体外培养的肺微血管内皮细胞行免疫组化染色，

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在内皮细胞膜上表达。
　　本研究结果显示，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在撞击伤后大鼠肺
微血管内皮细胞中的表达下调，使得内皮细胞之间的

连接疏松，通透性升高，这种变化发生很快，处理０５ｈ
后即有显著改变，４ｈ降到最低，和临床患者早期大量
大分子物质和血细胞渗出，导致组织脏器的水肿及损

害的加重表现一致。导致 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ减少的具体原
因目前尚不清楚，研究发现与动物受撞击后的应激反

应有关，例如分泌释放内毒素进入血液［１２－１３］。

　　综上所述，损伤后产生多种炎症介质、蛋白酶、自
由基等，可直接或间接损伤血管内皮细胞及其他细胞，

如粒细胞与血管内皮细胞粘附增强，导致粒细胞聚集

释放炎症介质，可造成组织细胞功能障碍，这在急性炎

症反应中起核心作用。炎症反应时，炎性细胞及炎性

介质通过不同途径最终均导致血管内皮钙粘附素／连
环蛋白复合体解体，造成内皮细胞间连接的分解而增

加内皮通透性［１４］。关于ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ在撞击伤后内皮
细胞中的表达下调从而导致血管内皮细胞通透性升高

的机制有待进一步研究。
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Ａ、Ｂ：Ｔ２ＷＩ、Ｔ１ＷＩ示右顶叶类圆形长 Ｔ１、长 Ｔ２囊性病灶，囊壁光
滑，周围见少许斑片状水肿信号；Ｃ：Ｔ１增强冠状位示病灶略呈三角
形，囊壁周围见小结节状、线状强化

图２　病例２头颅ＭＲＩ表现

３　讨论

　　根据２００７年ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤分类，ＤＮＥＴ在组织
学上属于ＷＨＯⅠ级，并分为单纯型、复合型及非特异型３个亚
型。病理学特征［２］：①肿瘤是由少突胶质细胞、星形细胞和成
熟神经元组成“特异性胶质神经元成分”，细胞比例不均一。

②黏液样基质：少突胶质细胞和少量星形细胞间的基质呈黏液
样，稀疏处形成微囊变，单个神经元似在黏液湖中漂浮。免疫

组化标记物Ｓｙｎ、ＮＦ、Ｓ１００等可证实成熟神经元及少突胶质细
胞成分，对ＤＮＥＴ的诊断和鉴别诊断具有重要价值。
　　ＤＮＥＴ发病率占中枢神经上皮肿瘤的０．２％ ～１．２％，患者
以儿童及青少年为主，９０％以上发病在２０岁以前［３］，主要临床

表现为顽固性复杂部分癫痫，少数患者出现头痛、颅内压增高

等症状，无局部神经系统功能障碍。影像学上 ＤＮＥＴ大多数发
生在颞叶，其次是额叶、顶叶、枕叶，病灶主要累及皮质，可起皮

质增厚，少数可见肿瘤周围皮质发育不良；病变内有多发小囊

变影，钙化可见，出血较少见。肿瘤占位效应轻，病变边缘清

楚，周围无明显水肿和浸润性生长表现；增强扫描肿瘤一般无

强化，部分病灶内可有小结节样、斑片状或环状强化。浅表病

变可引起邻近颅骨骨质吸收变薄［１，４－５］。本组 ＤＮＥＴ不典型之
处主要表现在两方面：①患者年龄为高峰发病年龄段，但是临
床症状以颅内压增高起病和运动功能受损为主要表现，起病

急，且既往无癫痫、抽搐病史。②本组肿瘤均发生在右侧顶叶，

属ＤＮＥＴ发生的少见部位。病例１肿瘤以巨大团块状钙化为
主要表现，考虑肿瘤间质中具有较丰富的毛细血管，慢性反复

出血、机化，影像学上极易被误诊为单纯血肿的机化；而病灶邻

近右侧顶骨骨质吸收变薄，表明肿瘤发生的长期过程中造成邻

近颅骨的压迫、重构，应该引起足够的重视。病例２肿瘤以单
纯假性囊肿为主，不同于典型ＤＮＥＴ多发微小囊变或其内线形
分隔，囊壁边缘小结节状、环状强化，表明肿瘤间质中含有肾小

球样毛细血管［５］，可符合复合型 ＤＮＥＴ。本组 ＤＮＥＴ诊断相对
困难，认真阅片分析及结合临床可以获得更多有价值的信息，

提高诊断准确性，但需与以下疾病鉴别诊断：①少突胶质细胞
瘤：多见于成人，钙化率发生高，弯曲条带状钙化具有一定的特

征性。②脑室外神经细胞瘤：通常是具有癫痫症状的青年人，
肿瘤为边界清楚的囊实性病灶，钙化和出血可见，实性部分强

化具有鉴别诊断意义［６］。

　　总之，ＤＮＥＴ的正确诊断需要结合临床及影像学检查，对于
临床症状及影像学表现不典型时，应对病理切片进行复诊和免

疫组织化学染色，避免术后不必要的放化疗。
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