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急性肺损伤大鼠肺表面活性物质及肺表面活性物质蛋白的研究 
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(重庆医科大学 】L科学院 PICU，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨肺表面活性物质(PS)及忡表而活性物质蛋白(sP)在内毒素(LPS)性急性肺损伤(Au)中的变化趋势c方 

法：成年 Wistar大鼠随机分为对照组(NS组)和肺损伤组(．．＼I I组)，ALl组采用 LPS诱导建立 AI I模型：用定磷法和高效液 

相色谱法动态监测了 NS组和 AI I组第 1、3．5、7h大鼠支气管肺泡灌洗液(IjALF)中的总磷脂( FPL)和磷脂各组分，采用逆转 

录聚合酶链反应(RT—PCR)的方法检测肺组织 St— A．St I~mRNA的表达情况，此外对怖损伤的病理学改变也进行了对 比 

分析 结果：与 NS组比较，ALl组有明显水肿 、出血和炎症 I LF中 FPL在 1、3、5、7h明显低于 NS组(P<0．05)，卵磷酯 

胆碱(P(、)在 3、5、7h明显低于 s组(P<0．05)； 溶血卯磷脂(LPC)在 I、3、5、7h明显高 NS组(P<0．05)一肺组织 SP—A、 

sP—Bn1R A表达在 3、5、7h明显低于 NS组(尸<0．05) 结论：Au 存在PS的代谢改变，以及SP—A、SP—BmRNA的表达降 

低，PS含量的降低和组分的改变是导致难以纠正的低氧血症重要原因之一一 

【关键词】急性肺损伤；肺表面活性物质；大鼠 

【中国图书分类法分类号】R563．8 【文献标识码】A 【收稿日期】2003 09 26 

Study of pulmonary surfactant and surfactant protein in rats with 

LPS—induced acute lung injury 
xu Feng，et al 

(Department o、 ， ／ ， ，)
．

／PICU College Pediatrics Chongqing Medical Universit3 

【Abstract】Objective：To study the alteration trend of pulmonary surfactant(PS)and surfactant—associated protein(SP)in rats with 

LPS—induced acute 1ung injury(AL1)．Metl ( ls：Fifty six adult Wistar rats were randomly divided into normal~line(NS)group 

and ALI group．The levels of n1R A of the SP—A，SP B wel·e measured by reverse transcription polymerase chain reaction(RT— 

PCR)during iv LPS at 1，3，5，7h．The content and con31x)llenl of PS in the bronch(xalveolar lavage fluid(BAI F)were measured by 

high perfonnance liquid chromatography(HPLC)．In addition，studies on lung dry／wet weight ratio，the protein(~)ntent of BALF， 

al、，eO1ar oxygen partial pre~ssure(PaO：)and histological changes were performed．Results：Compared with the NS group，ALl group de— 

veloped severe 1ung darnage．Edema，hemorrharge and inflanmmtory changes were found．Total phospholipids(TPL)of BALF at 1，3， 

5，7h were lower than those in the S gr_()up(P<0．05)；phosphatidylcholine(PC)at 3，5，7h were lower than those in the NS group 

(P<0．05)；while lysophosphatidylch()line(I3 C)at 1，3，5，7h were higher than those in the NS group(P<0．05)． Fhe expression 

of SP—A，SP—B mRNA at 3，5，7h were 1ess than th(xse in the NS group(P<0．05)．( 7 lusion：The changed metabolism of PS ex— 

ists in the pathogenesis of ALl，which is n1ainly demon trated as that the decrease in FPL，PC，will decrease expre~ion of SP—A，SP 

—

B n1R A．Decr朗Se in content a11d change in components of PS may play an imlx)rtant role in severe hypoxemia in ALI· 

【Key words】Acute lung injury；Pulmonary surfactant；Rat 

急性肺损伤(acute lung injury，AL1)和急性呼 

吸窘迫综合症(acute respiratory distress syndrome． 

ARDS)是临床上最棘手的危重症，病死率高达 40％ 
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主要研究方向：急性肺损伤的发病机制 
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-- 60％。已知原发性肺表面活性物质(pulmonary 

surfactant PS)缺乏是引起新生儿呼吸窘迫综合症的 

关键性因素，但对于 ALl和 ARDS发病机理中PS 

的动态变化尚缺乏研究。新近研究表明 ALl是 

ARDS发病过程中的早期阶段 ，PS代谢异常可 

能与 ALI和ARDS发病机制有关 。本文采用大 

剂量内毒素(LPS)静脉注射的方法复制大鼠ALl模 

型，动态检测总磷脂(Total phospholipids，TPL)、磷 
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脂各组分以及肺表面活性物质蛋白(SUrfactant—as— 

sociated protein，SP)表达的变化趋势，旨在进一步了 

解 PS的改变在 ALl和 ARDS的发病机制中的作 

用： 

1 材料与方法 

1．1 AU 动物模型的建立 

Wistar大鼠 56只随机分为生理盐水对照组 (NS组．24 

只)和急性肺损伤组(ALl组，3 只)、ALl组经舌下静脉注射 

PLS 15mg／kg(011 sigma公司)复制 AI l模型 NS组舌下 

静脉注射相同剂量的生理盐水 两组于注射后第 1、3、5、7h 

分别做颈动脉分离插管术采 1ml动脉血做氧分压(Pa )后 

放血处死，迅速打开胸腔，结扎左侧主支气管，取左肺上部检 

测肺系数(肺干／湿重比)；左肺中部冲净血后置 一70℃液氮 

中保存待测 SP mRNA；左肺下部作病理检查：右侧肺作支 

气管肺泡灌洗液(BALF)：417生理盐水 5ml，反复灌洗 3次 

后回收，回收率超过 90％ Ini，F 4℃、离心 5rain，取 E 清液 

一 10℃保存。 

1．2 BALF中TPL和磷脂组分分析 

BALF中TPL采用定磷法测定 ，磷脂各组分分析采 

用高效液相色谱法测定 ，标准品磷脂酰胆碱(I )、磷脂酰 

肌酰(PI)、磷脂酰乙醇胺(PE)、溶血印磷脂(LPC)购置美国 

sigma公司；采用 日本 Shimadzu公司高效液相色谱仪检测： 

1．3 肺表面活性物质蛋白(SP～A，SP—B)mRNA检测 

RNA提取用异硫氰胍一步法快速提取总 RNA，经紫外 

光检测 oD2_60和 O 80，O 6()／O ㈤在 1．6～2．2之间，用 

O132
_ hIl计算总 RNA的浓度：RT—PCR反应引物按参考文 

献 并由上海生工生物工程公司合成，引物序列如下 ：SI— 

A(747bp)~游引物 5’一atgtcactgtgtctttggccttc 3’下游引物 

5’ tcaaaattcacaNacagccagcc一3’ S}J—B(410bp)』 游弓f物 5’ 

一 aagacgctttccaggacacg一3’，下游 引 物 5’ cacggccagca— 

cacccttg 3’8一actin作 内对照?PCR反应条件：94℃、变性 

30s．60V退火 30s，70'U延伸 45s，共 30个循环。模板量及循 

环数经预检测均在线性范围内。IK'R产物琼脂糖凝胶电泳 

后，以 uVP计算机图像扫描分析系统测定电泳条带密度值， 

以8一actin为内参照，计算 SP—A、SP BmRNA的相对含 

量 。 

1．4 肺 系数和 BALF总蛋白检测 

肺系数由肺干湿重比反映，取左侧上肺后，立即称湿重， 

再置于 80℃烤箱中 24h至重量恒定即干重，计算干／湿重 

比。BALF总蛋白考马氏亮兰法检测。病理切片作 HE染色 

后用普通显微镜观察。 

1．5 统计学方法 

实验数据结果 以均数 ±标准差 ( ±S)表示，均采用 

Stx3S11，0版统汁学软件处理。P<0．05表示差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 肺损 伤指 标 

ALl组大鼠经静脉注入 LPS后，30min即出现 

烦躁不安 、呼吸急促，而后又出现精神萎糜、嗜睡，从 

鼻腔流出泡沫状血性物，部分大鼠出现腹泻。所有 

ALI组均可见整个肺组织充血，在 3、5、7h可见点状 

及斑片状出血坏死灶。光镜可见 AU 组肺间质弥 

漫性充血，大量炎性淋巴细胞浸润，肺泡内大量红细 

胞渗出，对照组无明显充血及坏死改变，ALI组各时 

段肺系数、血 Pa 和B 总蛋白变化见表 1。 

表 1 动脉血 P 02(kPa)、肺系数及 

BALF蛋白(gA)变化( ±s) 

注： 指 ALI组与相应 NS组比较 P<0．05。 

表 2 BALF中TPL及磷脂组份变化( ±S) 

注： 指 ALl组与相应 NS组比较 P<0．05 

TPL：总磷脂 ，PI：磷脂酰肌醇，PE：磷脂酰乙醇胺，PC：印磷脂胆碱，I PC：溶血卵磷脂 
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2．2 肺表面活性物质变化 

BALF中 TPL及磷脂组份变化见表 2，肺组织 

SP mRNA变化见表 3，可见 BALF中 TPL在 l、3、 

5、7h明显低于NS组(JP<0．05)，PC在 3、5、7h明 

显低于 NS组(P<0．05)；LPC在 1、3、5、7h明显高 

于 S组(P<0．05)。肺组织 SP—A、SP—B n1RNA 

表达在 3、5、7h明显低于 NS组(P<0．05) 

表 3 肺组织 SP tuRNA变化( ± ) 

注： 指 ALI组与相应 NS组比较 P<0．05 

3 讨 论 

本文显示注射 LPS后 ALl组动脉血 Pa( 呈进 

行性下降趋势，同时肺系数下降和 BALF总蛋白增 

加，肺组织病理切片中可见肺问质水肿，弥漫性出 

血，肺泡腔内大量红细胞渗出和淋巴细胞浸润，肺泡 

塌陷、萎陷，这些变化均非常相似与人类 ALl的病 

理生理特征。 

PS由磷脂和蛋白两种成份构成，其中磷脂 占 

90％以上，蛋白仅占不到 l0％，磷脂中包括卯磷脂 

胆碱(PC)、磷脂酰甘油(PG)、神经鞘磷脂(SPH)、磷 

脂酰肌醇(PI)、磷脂酰乙醇胺(PE)等，其中主要成 

分是 PC，蛋白包括 SP—A、SP—B、SP—C、SP—D。 

本文显示在 LPS注射后第 l至 7h，TPL呈进行性 

下降。磷脂组分变化最大的是 PC和 LPC，P 在 

AU 组进行性下降，到第 7h已降至对照组的 1／4， 

而 LPC在 ALI组进行性升高达十几倍。目前推测 

导致 PS变化的机制，一是 LPS损伤了肺泡血管导 

致血浆蛋白漏出，血浆蛋白对 PS有很强的抑制作 

用，导致内源性 PS灭活 ，二是 LPC的显著上升与 

磷脂酶 A，(PLA，)的大量分泌有关，LPS激活巨噬 

细胞和 PMN，释发 PL ，PS的主要成分 I 是 

PLA，的最适底物，PC被分解后生成极性更强、破坏 

性更大的 LPC，使得肺泡 一毛细血管进一步损伤， 

从而构成恶性循环l ，I(1 J。 

虽然磷脂对 PS功能致关重要，但只有在 SP同 

时存在时，才能有效发挥其降低表面张力的生理功 

能  ̈，本文发现 sP—A、SP～B mRNA表达呈明显 

的下降趋势：提示 PS功能受到严重的破坏或抑 

制，这可能与 LPS对Ⅱ型肺泡上皮细胞的直接损伤 

有关。 

内毒素诱导 ALl模型中，存在 PS含量的降低 

和组分改变，此虽与新生儿呼吸窘迫综合症因肺发 

育不成熟所致的原发性 PS缺乏不同，但 PS质和量 

的异常促进了肺损伤的发生和发展，而肺损伤加重 

又可进一步导致 PS功能障碍，导致肺顺应性下降、 

肺萎缩塌陷，造成肺弥散功能障碍(弥散膜面积减少 

及弥散膜厚度增加)及通气与血流比例失调，引起难 

以纠正的低氧血症，恢复 PS功能，阻断这一恶性循 

环是 PS替代疗法治疗 ALI的理论基础一 。 
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bcl～2 mRNA和蛋白表达率显著下降：本实验对 

bc卜 2蛋白定量测定发现，孕激素能明显降低卵巢 

癌细胞 H0—8910的 bc卜 2蛋白表达。b(、卜 2蛋白 

的下降可能是孕激素诱发 H0—8910细胞凋亡的机 

理之一，孕激素能够解除 bcl_2基因对抗细胞凋亡 

的作用。 
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