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机械通气致大鼠肺损伤时肺组织 ＰＰＡＲγ表达的变化
王秀芹，王凯国，罗红敏，李　浩，王宝胜，王培民　（山东省肿瘤医院麻醉科，山东 济南 ２５０１１７）

　　［摘　要］　目的　观察ＰＰＡＲγ在通气相关性肺损伤大鼠肺组织中的表达，探讨ＰＰＡＲγ在通气相关性肺损伤中的作用。方法
清洁雄性ＳＤ大鼠，随机分为大潮气量（Ｔｉｄａｌｖｏｌｕｍｅ，ＶＴ）组，Ｖｔ＝１２ｍＬ；小潮气量组，Ｖｔ＝６ｍＬ；自主呼吸组。每组又分为３个亚组：
即通气１ｈ、４ｈ、８ｈ组。于各时间段末放血处死动物，收集肺组织和肺灌洗液标本，测定肺灌洗液中蛋白总量、白细胞计数；测定肺
组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ）；逆转录聚合酶链反应检测ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的表达；ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＰＡＲγ蛋白的变化。结果　大潮气量组
机械通气４ｈ、８ｈ后，与小潮气量组及自主呼吸组相比，肺灌洗液中白细胞计数、蛋白总量明显增加（Ｐ＜０．０１），肺 Ｗ／Ｄ增加
（Ｐ＜０．０１）；肺组织出现明显病理组织学损伤；ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和ＰＰＡＲγ蛋白表达减少（Ｐ＜０．０１）。通气１ｈ时，各组之间比较无显
著差异（Ｐ＞０．０５）。结论　通气相关性肺损伤大鼠肺组织中ＰＰＡＲγ基因和蛋白表达下降，这可能与炎症损伤和持续有关。
　　［关键词］肺损伤；机械通气；过氧化体增殖物激活受体γ
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ＰＰＡＲγｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＣａｎｄＲ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｆｔｅｒ１ｈｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＞
０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＰＡＲγｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｒａｔｓｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｖｅｎｔｉｌａｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｄａｍａｇｅｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ；ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ（ＰＰＡＲγ）

　　机械通气引起的肺损伤（ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ，ＶＩＬＩ）是指应用呼吸机过程中由于机械通气诸
多因素和肺部原发病共同作用导致的肺组织损伤，发

生率占机械通气的０．５％ ～３９％。研究表明，机械通
气导致炎性细胞活化并促进细胞因子释放，由此激发

肺内或肺外组织的炎症反应，从而导致或加重急性呼

吸窘迫综合征或多系统器官衰竭［１２］。过氧化体增殖

物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ
γ，ＰＰＡＲγ）属于核内受体，共有 α、β和 γ３个亚型。
已发现ＰＰＡＲγ广泛表达于肺泡巨噬细胞和中性粒细
胞中，它可以调节胰岛素敏感性，参与体内的新陈代

谢，并在炎症过程起主要作用；还参与调节细胞增长、

分化、凋亡。ＰＰＡＲγ能够通过干扰趋化因子的表达，
调节肺泡巨噬细胞抗炎活性，限制过多伤害性的肺内

炎症。近年的研究显示，在内毒素导致的肺损伤中，

ＰＰＡＲγ的表达下调且 ＮＦκＢｐ６５水平升高［３４］。

ＰＰＡＲγ在通气相关性肺损伤方面的研究尚未见报道。
本研究拟从此入手，通过观察ＰＰＡＲγ在通气相关性肺
损伤大鼠肺组织中的表达，以期进一步揭示通气相关

性肺损伤机制，为临床预防及治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　清洁雄性ＳＤ大鼠６３只，体质量３７０～３９０ｇ（由山东大学

医学院动物实验中心提供），随机分为３组（ｎ＝２１）：大潮气量

（Ｔｉｄａｌｖｏｌｕｍｅ，ＶＴ）组，Ｖｔ＝１２ｍＬ；小潮气量组，Ｖｔ＝６ｍＬ；自主

呼吸组。每组再根据通气时间分为３个亚组（ｎ＝７）：通气１ｈ

·３８５·
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组、４ｈ组和８ｈ组。

１．２　方法
　　各组动物均在适应实验室环境７２ｈ后麻醉，术前夜禁食，
自由饮水。２０％乌拉坦０．８ｍＬ／１００ｇ腹腔注射麻醉，右颈总动
脉穿刺置管，测动脉压；左股静脉插管用于输液和给药，用微量

输液泵以１０ｍＬ·ｋｇ－１·ｈ－１速度输注输林格氏液，大潮气量
组、小潮气量组给予肌肉松弛剂阿曲库胺，用生理盐水配制成

２ｍｇ／ｍＬ，先给负荷量１～２ｍｇ／ｋｇ，继而以４～５ｍｇ·ｋｇ－１·ｈ－１输
注速度维持。用１４号ＢＤ留置针行气管插管，口腔内填塞无菌
纱布以防止漏气。各项操作完毕后稳定２０ｍｉｎ，开始实验。机
械通气：接小动物呼吸机（浙江大学医学仪器厂，ＤＨ１５０型），呼
吸参数设定：Ｖｔ按照实验各组要求设置，吸／呼（Ｉ∶Ｅ）比为１∶１，
呼吸频率６０～７０次／分，呼气末ＣＯ２分压维持在３５～４５ｍｍＨｇ，
呼气末正压（ＰＥＥＰ）为０，吸入室内空气（氧浓度为２１％）。各
组分别于通气１ｈ、４ｈ和８ｈ末颈总动脉放血处死动物。
　　测定肺灌洗液中蛋白总量、白细胞计数，测定肺组织湿／干
重比（Ｗ／Ｄ），取颈动脉血４ｍＬ后处死大鼠。立即开胸取出

肺，左肺用４℃生理盐水行支气管肺泡灌洗。收集支气管肺泡
灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ），低温离心（１２００ｒｐｍ，
４℃，１０ｍｉｎ），待上清液等分后置于 －７０℃保存，用于测定总
蛋白（ＴＰ）含量，沉淀物用磷酸缓冲液稀释后光镜下行白细胞
（ＷＢＣ）计数；右上叶肺组织用于病理学检查，右中叶肺组织称
湿重后置于烤箱中，７０℃烘烤至恒重后称干重。计算肺Ｗ／Ｄ。
剩余右肺迅速放液氮中冻实，留做 ＲＮＡ提取备用。Ｔｒｉｐｕｒｅ法
提取肺组织总 ＲＮＡ，紫外分光光度计测定 Ｄ（２６０），计算 ＲＮＡ
浓度。ＲＴＰＣＲ：按试剂盒说明配置反应体系，在 ＰＣＲ仪中进行
反应。先逆转录合成第 １条 ｃＤＮＡ，以此为模板进行扩增：
９４℃变性４５ｓ；５８℃退火４５ｓ；７２℃延伸４５ｓ；共３５个循环，最
后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ反应体系（ｃＤＮＡ２μｌ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
５μｌ，ＭｇＣｌ２４μｌ，ｄＮＴＰ０．５μｌ）。所用引物均源自 ＧｅｎＢａｎｋ中
大鼠ＰＰＡＲγ和ＧＡＰＤＨ全长ｃＤＮＡ序列，经 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设
计，由日本 ＴａＫａＲａＢｉｏｔｅｃｈ公司合成。扩增产物置于２％琼脂
糖凝胶中电泳，经凝胶成像系统分析成像，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＰＰＡＲγ蛋白的变化，引物序列及反应条件见表１。

表１　ＰＰＡＲγ扩增反应条件

扩增基因 反应体系 引物序列 退火温度（℃） 循环次数（次） 产物大小（ｂｐ）

ＰＰＡＲγ ２５μｌ
上游：５＇ＡＴＧＡＣＡＧＣＧＡＣＴＴＧＧＣＡＡＴＡ３＇

下游：５＇ＧＣＡＡＣＴＧＧＡＡＧＡＡＧＧＧＡＡＡＴ３＇
５０ ４０ ３４１

ＧＡＰＤＨ ２５μｌ
上游：５＇ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３＇

下游：５＇ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３＇
５５ ２５ ５００

１．３　统计学处理
　　实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１０．０统
计软件作单因素方差分析，组间比较采用ｑ检验，Ｐ＜０．０５为有
统计学差异。

２　结果

２．１　肺组织病理改变
　　大潮气量组通气４ｈ、８ｈ后肺组织病理改变明显，肺泡间隔
明显增厚，肺泡腔内可见较多的炎性细胞，部分肺泡腔内有渗出

液；小潮气量组肺组织病理改变不明显，仅在８ｈ后有少量白细
胞浸润；而自主呼吸组自主呼吸，肺组织无显著病理改变，见图１。

ａ：大潮起量组；ｂ：小潮起量组
图１　大鼠肺组织病理改变（ＨＥ，×２０）

２．２　各组大鼠肺Ｗ／Ｄ和ＢＡＬＦ中ＷＢＣ、总蛋白的比较
　　大潮气量组通气４ｈ、８ｈ后肺Ｗ／Ｄ和ＢＡＬＦ中ＷＢＣ、总蛋
白量明显增多，与其他组比较差异显著（Ｐ＜０．０１），而通气１ｈ
后各组比较无显著差异（Ｐ＞０．０５），见表２。

２．３　ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和ＰＰＡＲγ蛋白表达的比较
　　Ｎ组通气４ｈ、８ｈ后肺组织 ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和 ＰＰＡＲγ蛋白
表达下降，与其他组比较差异显著（Ｐ＜０．０１），而通气１ｈ后各
组比较无显著差异（Ｐ＞０．０５），见表３、图２。
　　大潮气量机械通气 ４ｈ、８ｈ后，ＲＴＰＣＲ电泳结果显示
ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达下调，与对照组相比，显著下降（Ｐ＜０．０１），
见图２。
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１：小潮气量通气８ｈ；２：大潮气量通气１ｈ；３：大潮气量通气４ｈ；
４：大潮气量通气８ｈ

图２　ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达变化

３　讨论

　　机械通气是临床救治呼吸衰竭患者的重要方法，
也是全身麻醉患者必用的方法。但是，其引起的并发

症尤其在ＩＣＵ中，越来越受到重视。由此引起的肺损
伤称为通气相关性肺损伤，发生机制主要在：容积伤

（或称容量伤）、剪切力伤和生物性损伤。肺保护性的
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表２　大鼠肺Ｗ／Ｄ和ＢＡＬＦ中ＷＢＣ、ＴＰ的比较（珔ｘ±ｓ，ｎ＝７）

指标
大潮气量组 小潮气量组 自主呼吸组

０ｈ ４ｈ ８ｈ ０ｈ ４ｈ ８ｈ ０ｈ ４ｈ ８ｈ

Ｗ／Ｄ　　　　　 ４．２８±０．０４ ５．０３±０．０７ ５．６５±０．０８ ４．４１±０．０６ ４．４５±０．０７ ４．４６±０．０５ ４．４２±０．０２ ４．３７±０．０６ ４．４４±０．１１

ＷＢＣ（１０４／ｍＬ）　０．２０±０．０６ ０．７０±０．０５ １．２０±０．１６ ０．２０±０．０３ ０．１７±０．０２ ０．１８±０．１８ ０．２０±０．０１ ０．１７±０．０１ ０．１７±０．０９

ＴＰ（ｇ／Ｌ）　　　 １．３０±０．４０ ６．１０±０．７０ ７．９０±０．９０ １．１０±０．３０ １．２０±０．３０ １．３０±０．３０ １．１０±０．３０ １．２０±０．２０ １．２０±０．２０

：与大潮气量组相应时间比较，Ｐ＜０．０１
表３　ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和ＰＰＡＲγ蛋白表达的比较（ｎ＝７，珔ｘ±ｓ）

指标
大潮气量组 小潮气量组 自主呼吸组

０ｈ ４ｈ ８ｈ ０ｈ ４ｈ ８ｈ ０ｈ ４ｈ ８ｈ

ＰＰＡＲγｍＲＮＡ　　０．３６±０．０８ ０．３０±０．０５ ０．２９±０．０３ ０．３７±０．０６ ０．３６±０．０５ ０．３７±０．０２ ０．３９±０．０２ ０．３８±０．０４ ０．３７±０．０３

ＰＰＡＲγ蛋白　　 ０．５４±０．０５ ０．５０±０．０４ ０．５０±０．０６ ０．５８±０．０９ ０．５７±０．１１ ０．５９±０．０４ ０．５５±０．０７ ０．５６±０．０５ ０．５５±０．０９

：与大潮气量组相应时间比较，Ｐ＜０．０１

通气策略既是针对此而提出的，以小潮气量、容许性高

ＣＯ２血症和适度 ＰＥＥＰ为主
［５］。研究发现，机械通气

导致或加重肺血管通透性增加、炎性细胞积聚和细胞

因子释放［６］。Ｔｒｅｍｂｌａｙ等［７］研究发现，机械通气在肺

内炎症因子（包括 ＴＮＦα、ＩＬ，ＭＩＰ等）的产生和释放以
及导致肺损伤加重的过程中起着重要的作用，其机制

目前并不十分清楚容积伤或称生物性损伤被认为在

ＶＩＬＩ中起主要作用［８９］，过大的潮气量导致肺泡反复张

开与关闭，产生剪切力伤，并最终导致 ＶＩＬＩ。ＰＰＡＲγ
属于核激素受体超家族，在调控脂肪细胞分化、脂质和

糖类代谢以及炎症控制等方面具有重要作用，已有多

个研究认为 ＰＰＡＲγ参与肺损伤过程［１０１１］。通常情况

下，ＰＰＡＲγ与视黄醛 Ｘ受体形成异源二聚体，并与辅
抑制因子结合成复合物，处于失活状态。当 ＰＰＡＲγ与
特异性配体结合后，导致ＰＰＡＲγ与视黄醛Ｘ受体形成
的异源二聚体的空间构象发生改变，与辅抑制因子脱

离，再通过与相应靶基因启动子上的过氧化物酶体增

殖物反应元件结合，激活靶基因转录［１２１３］。已有研究

表明内皮细胞 ＰＰＡＲγ能够抵抗内毒素导致的肺损
伤［１４］，而ＣＯ２在治疗急性肺损伤时 ＰＰＡＲγ蛋白表达
上升［１５］。这些都说明 ＰＰＡＲγ在肺损伤机制中起着重
要作用。

　　本研究中用自主呼吸作为对照，不同潮气量进行
比较。肺组织Ｗ／Ｄ和ＢＡＬＦ中ＴＰ的变化可较好地反
映肺间质及肺泡血管通透性改变，以及肺受损的程度；

ＷＢＣ计数可反映白细胞的浸润及炎症反应的水平。
潮气量是机械通气最基本的参数，过大易引起通气过

度、气压伤、循环功能紊乱等并发症，Ｖｔ过小易引起通
气不足、肺泡萎陷、肺内分流增加等并发症。本试验选

用常规大Ｖｔ（１０～１２ｍＬ／ｋｇ）和低Ｖｔ（６～８ｍＬ／ｋｇ），并
以正常自主呼吸作为对照，实验结果显示：大潮气量组

（即Ｎ组）在通气 ４ｈ后即出现肺组织损伤，表现为
Ｗ／Ｄ增加，ＢＡＬＦ中ＴＰ和ＷＢＣ含量升高；肺组织病理
改变明显，肺泡间隔明显增厚，肺泡腔内可见较多的炎

性细胞，部分肺泡腔内有渗出液。通气８ｈ后，损伤继
续；与小潮气量组即 Ｃ组和自主呼吸 Ｒ组比较，差异
显著。Ｎ组４ｈ和８ｈ相比，无显著差异，说明大潮气
量长时间机械通气导致 ＶＩＬＩ，而 Ｃ组在长时间通气
４～８ｈ后，较１ｈ相比，肺间质有水肿，ＢＡＬＦ中 ＴＰ和
ＷＢＣ含量也增高，但差异无显著意义。可能是非生理
性的机械通气使肺泡反复萎陷产生剪切力，引起上皮

细胞和肺泡细胞的牵拉和肺泡巨噬细胞活化，激活肺

部炎症级联反应和化学介质的产生等机制，进一步导

致ＶＩＬＩ。不同的研究显示潮气量在 ２０ｍＬ／ｋｇ和
１５ｍＬ／ｋｇ通气２ｈ就能导致大鼠肺损伤。本实验中，
潮气量设为１２ｍＬ／ｋｇ，但通气时间延长，也导致大鼠
的肺损伤。本实验结果显示，Ｎ组通气 ４～８ｈ后，
ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和 ＰＰＡＲγ蛋白减少，而通气１ｈ无显著
变化。小 潮 起 量 组 及 自 主 呼 吸 组 无 肺 损 伤，

ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和 ＰＰＡＲγ蛋白未见明显下降。可能是
长时间大潮气量机械通气后，机体抗炎物质减少，而损

伤持续，导致ＶＩＬＩ。
　　本研究结果表明，大潮气量（１２ｍＬ／ｋｇ）持续４ｈ
以上机械通气对大鼠造 成 肺 损 伤，同 时 伴 有

ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和ＰＰＡＲγ蛋白的减低，说明ＰＰＡＲγ在通
气相关性肺损伤的发生机制中起了重要作用。应用

ＰＰＡＲγ的激活剂或抑制剂能否抑制或促进通气相关
性肺损伤，以及ＰＰＡＲγ通过何种途径参与肺损伤值得
继续研究。

［参考文献］

［１］ＨａｌｂｅｒｔｓｍａＦＪ，ＶａｎｅｋｅｒＭ，ＳｃｈｅｆｆｅｒＧＪ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄｂｉｏｔｒａｕｍａ

ｉｎｖｅｎｔｉｌａｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ：ａｃｒｉｔｉｃａｌｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．

·５８５·



局解手术学杂志　２０１４年 第 ２３卷　第 ６期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１４，Ｖｏｌ．２３，Ｎｏ．６

乳腺浸润性导管癌连接蛋白４３和上皮性钙黏蛋白相关性研究
涂永久，高一菁，陈　战，李　锐　（解放军第１７４医院普通外科，福建 厦门 ３６１００３）

　　［摘　要］　目的　探讨乳腺浸润性导管癌组织中间隙连接蛋白４３（Ｃｘ４３）及上皮性钙黏蛋白（Ｅｃａｄ）表达中的相关性。方法
采用Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ免疫组织化学法对８９例乳腺侵润性导管癌组织及４８例分区组织的Ｃｘ４３与Ｅｃａｄ检测。结果　乳腺浸润性导管癌的
肿瘤区、交界区和远癌区的Ｃｘ４３和Ｅｃａｄ蛋白表达具有较好的一致性（γ＝０．４６０，Ｐ＜０．０１）；在肿瘤区两者同时为阴性表达时，淋
巴结转移率最高。结论　Ｃｘ４３和Ｅｃａｄ在乳腺浸润性导管癌发生和发展过程中具有一定的协同作用，与其发生浸润转移有关。
　　［关键词］乳腺癌；间隙连接蛋白４３；上皮性钙黏蛋白；相关性
　　［中图分类号］Ｒ７３７．９　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１６７２５０４２（２０１４）０６０５８６０３
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