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磷酸酰肌醇 一3激酶 抑制剂AS605240对治疗 

呼吸机相关性肺损伤大鼠的影响 

王红鸾 ，汪 俊 z，郭韶梅 z，蔡金莲z，付 强z，喻 杰z，李秋根 z 

(1．南昌大学研究生院，南昌 3300062；2．江西省人民医院二部呼吸内科，南昌 330006) 

【摘 要】目的：建立呼吸机相关性肺损伤(ventilator associated lung injury，VALI)大鼠模型，了解磷酸酰肌醇一3激酶~(phos— 

phatidylinositol 3-hydroxy kinase gamma，PI3K3,)dx分子抑制剂 AS605240对其的影响，探讨可能的作用机制。方法：将30只sD 

大鼠随机均分为 3组：对照组、VALI模型组和 AS605240处理组。对照组不作机械通气处理；VALI模型组行大潮气量(40 mY 

kg)机械通气 ；AS605240处理组，机械通气前 10 min静脉预注 AS605240 20 ms／ks。大鼠机械通气 4 h后放血处死，计算肺湿干 

重(W／D)比值。收集肺泡灌洗液(broncho alveolar lavage fluid，BALF)，测定其总蛋白含量并行白细胞(WBC)计数。采用酶联免疫 

吸附法测定血清肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor—ot，TNF— )、白细胞介素(interleukin，IL)一6、IL一8及 IL一10的细胞 因子浓 

度，比色法测定血清和 BALE中超氧化物歧化酶(superoxide dismu—tase，SOD)活性及丙二醛(methane dicarboxylic aldehyde， 

MDA)浓度。结果：(1)与对照组相比，AS605240处理组与VALI模型组其W／D、WBC计数、总蛋白含量均升高(均P<0．05)；AS605240 

处理组与vAu模型组相比，AS605240组W／D、WBC计数、1’P含量均降低(均P<0．05)。(2)与对照组相比，AS605240处理组与 

VALI模型组大鼠BALF和血清中TNF—o【、IL一6、IL一8水平和MDA活性均明显升高、而IL—l0和SOD浓度则明显降低(均pl< 

0．05)。与VALI模型组相比，AS605240组BALF及血清中TNF—o／．、IL一6、IL一8和MDA活性降低，IL一1O和SOD浓度增高(均P< 

0．05)。结论：AS605240能够有效防治 VALI，其机制可能与抑制各种炎性因子、抑制肺部微循环通透性的增加及减少内脂质过 

氧化等有关。 
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lntervention effect of PI3Ky inhibitor AS605240 on ventilator 

associated Iung injury in rats 

WangHongluan ，WangJun。，Guo Shaomei。，Cai Jinglian2,Fu Qianf，y“ e。，Li Qiugen 

( ．Graduate School ofNanchang University；2．Department ofRespiratory，the Second Division， 

jian~i Provincial People’s Hospita1) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of PI3K~／inhibitor AS605240 pretreat—ment in a rat model of ventilator associated lung 

injury(VALI)and its possible mechanisms．Methods：Thirty male SD rats were randomly divided into 3 groups：control group，VALI 

model group，and AS605240 treatment group．No mechanical ventilation was conducted in control group；mechanical ventilation witIl 

40 mllkg tidal volume was applied in VALI mode1 group；intravenous injection of 20 mg／kg AS605240 was employed in AS605240 

treatment group at 10 min before the mechanical ventilation．The animals were sacrificed by exsanguinations at the end of 4 h 

mechanical ventilation．The lungs were removed，and the wet to dry weight ratio(W／D)was measured．Broncho alveolar lavage fluid 

(BLAF)was obtained for determination of total protein(TP)contents and WBC counts．The levels of tumor necrosis factor—a(TNF一 

仪)，interleukin(IL)一6，IL一8 and IL一10 in the serum and BALF were detected by enzyme linked immunosorbent assay．The levels of 

SOD and MDA were detected by colorimetrie method．Results：W／D。WBC counts，TP content were increased in AS605240 treatment 
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group and VALI model group compared with those of control 

group(all P<0．05)．W／D，WBC counts，TP content were lower in 

AS605240 treatment group than in VAU model group(all P< 

0．05)．Levels of TNF-ct，II，-6，IL一8 and MDA in serum and BALF 

were significantly increased in VALI model group and AS605240 

treatment group than in control group；but the levels of IL一10 

and SOD were significantly decreased(all P<0．05)．Compared 
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witll those of VALI model group，the levels of TNF-ot，IL-6，IL-8 and MDA in serum and BALF were decreased，but IL-IO and SOD 

were increased in AS605240 treatment group(all P<O．05)．Conclusion：Pretreatment with AS605240 can effectively treat VALI in rats 

through suppressing the generation of oxygen free radicals and the release of inflammatory cytokines．Its mechanism may be inhibition 

ofvariety ofinfl ammatory factors，inhibition ofpulmonary microcirculation permeability and decrease in lipid peroxideation，etc． 

【Key words]phosphatid~ linositol 3-hydroxy kinase gamma；ventilator associated lung injury；inflammatory eytokines；oxygen free radi— 

cals 

随着机械通气在广泛临床上使用，呼吸机相关 

性肺损伤(ventilator associated lung injury，VALI)的 

发病率亦相应升高。许多研究认为VALI除了肺机 

械性损伤外，肺炎症性损伤也可加重VALI。磷酸酰 

肌醇一3激酶 (phosphatidylin0sitol 3-hydroxy kinase 

gamma，PI3Kv)是 PI3K的一种特殊的异构体，其生 

理功能与中性粒细胞聚集和激活相关．因而许多学 

者认为以PI3K~／作为靶点治疗炎症性疾病可获良 

好效果。考虑生物性损伤在VALI的发生发展中的 

重要作用 。推测 PI3K~／抑制剂在 VALI的防治中可 

能有效。本研究通过建立 VAH 小鼠动物模型，探讨 

PI3K~／抑制剂对 VAH 的影响及其作用机制 。现报 

导如下 

1 材料与方法 

1．1 材料及动物分组 

雄性大鼠 3O只，清洁级 ，体质量 240—290 g，购 自上海复 

旦大学医学院实验动物学部 ，PI3K~／抑制剂 AS605240购 自 

美国sigma公司。采用随机数字表法将大鼠平均分为 3组． 

每组 lO只。A组为对照组，不行机械通气；B组为大潮气量 

通气组，机械通气时潮气量40 ml／kg；C组为AS605240处理 

组。 

1．2 VALI模型建立 

大鼠实验前晚禁食 。自由饮水，实验室温度控制在 24℃ 

～ 26℃之间。麻醉采用 20％的乌拉坦溶液腹腔注射 (1 ml／ 

100 g)，取仰卧位，切开气管插入气管导管，妥善固定，连接 

小动物呼吸机。参数设置为【1]：呼吸频率40~r．Jmin，潮气量 

40 ml／kg，吸呼比为 1：1，吸入氧浓度为 21％，呼气末正压为 

零。其中AS605240处理组在机械通气前 10 min静脉预注 

AS605240 20 mg／kg。3组大鼠均行股静脉切开置管．并 以 

2 ml／h的速度持续静脉滴注生理盐水。 

1．3 观察指标 

经过 4 h机械通气后 ，以放血法处死大鼠，同时从股动 

脉收集动脉血，开胸，结扎右主支气管，用2 ml PBS缓慢灌 

洗左支气管肺泡3次，收集肺泡灌洗液(bronehoalveolar lavage 

fluid，BALF)，其回收率不小于80％；收集的动脉血与收集的 

BALF分别于 1 500 r／rain离心 10 min。取上清存入一8O℃的 

低温冰箱中待测。将右肺中上叶冻存于液氮中，右肺下叶称 

湿重，然后放人70℃干燥箱中烤干至恒重，称干重．计算肺 

组织的肺湿干重(W／D)比值。BALF中总蛋白的测定采用考 

马斯亮蓝染色法 ：PBS稀释 BALF沉渣后显微镜下行白细胞 

(WBC)计数。大鼠肺组织中丙二醛(methane dicarboxylic 

aldehyde，MDA)含量及氧化物歧化酶(superoxide dismu—tase， 

SOD)活性测定按照sigma公司试剂盒步骤进行。酶联免疫吸 

附法测定血清肿瘤坏死因子一c~(tumorneerosis factor— ．TNF一 

)、白细胞介素(intedeukin，IL)一6、IL一8及 IL一10炎性细胞 

因子的浓度。 

1．4 统计学方法 

采用 SPSS 12．0软件进行统计学处理，计量数据以均数 ± 

标准差(x±s)表示，多组间比较行单因素方差分析，组间两 

两比较采用 Bofferoni法，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 各组大鼠 BALF中总蛋白含量及 WBC计数，肺湿干重 

比值 的比较 

与A组相比，B组总蛋白含量、WBC计数、W／D比值均 

升高(均P<0．01)；与B组相比，C组总蛋白含量、WBC计数、 

W／D比值均降低(均P<O．05)；但 C组与A组相比，总蛋白含 

量、WBC计数、W／D比值也均升高(均P<0．05)，见表 1。 

表 1 3组中BALF中总蛋白含量及 WBC计数及 W／D的比较 

( -I-$。n=10) 

Tab．1 Comparison of total protein content．WBC count and W，D 

inBALFinthreegroups(i±s，n=10) 
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表3 

Tab．3 

3组 BALF中氧自由基活性和炎性细胞因子浓度的比较(x±S。n=1O) 

Comparison of oxygen free radical activity and inflammatory cytokines 

concentrationinthree groups(i± 。n=10) 

2．2 各组大鼠血清中氧 自由基活性和炎性细胞因子浓度的 

比较 

B组较 A组大鼠血清中TNF—d、IL一6、IL一8水平和 MDA 

活性均明显升高，SOD和IL-10浓度则明显降低(均P<0．01)。 

与 B组相比，c组血清中 TNF— 、IL一6、IL一8和 MDA活性降 

低，SOD和IL—l0浓度则升高(均P<0．05)。C组和A组相比， 

大鼠血清中 TNF—Ot、IL一6、IL一8水平和 MDA活性均有所升 

高，SOD和II厂10浓度则降低 (均P<O．05)，见表2。 

2．3 各组大鼠BALF中氧 自由基活性和炎性细胞因子浓度 

的比较 

与血清中各组大鼠氧自由基活性和炎性细胞因子浓度 

的比较相似 ．B组大鼠 BALF中 TNF— 、IL一6、IL一8和 MDA 

活性均明显高于A组和c组，但 IL-IO和SOD浓度则明显降 

低(均 P<0．01)。c组和 A组相比，大鼠血清中TNF—d、IL一6、 

IL一8水平和MDA活性均有所升高，SOD和IL一10浓度则降 

低(均P<0．05)，见表3。 

3 讨 论 

机械通气在临床上应用日渐广泛，致使VALI的 

发病率亦逐渐升高，在治疗肺部疾患的同时机械通 

气也可以加重肺部损伤回，对许多重症患者的治疗 

及预后有明显的影响。加重肺部损伤的机制可能因 

机械通气时，肺部的血管内皮细胞和上皮细胞的压 

力感受器受到机械力的牵引，激活细胞释放炎症因 

子及化学趋化物等，从而产生炎症反应，引发活性 

氧和蛋白水解酶的释放及中性粒细胞的浸润，最终 

造成肺毛细血管的损伤及肺泡表面活性物质的减 

少，导致肺损伤的发生 。所以VALI与生物性损伤 

相关阁。由此推测，如能人为对 VALI中的炎症进程 

进行阻断．或能减少呼吸机相关性肺损伤的发生率。 

国内有学者通过乌斯他丁抑制炎症介质释放从而 

使其对 VALI具有保护作用，这说明炎症反应在 

VALI的发生发展中具有重要作用『1l。 

PI3Ks家族参与多种信号通路，对细胞的增殖、 

分化和迁移等起调节作用，在肿瘤发生、发展方面 

也起着重要作用[61。PI3K3'是PI3K的一种特殊的异 

构体。与中性粒细胞聚集和激活相关。敲除PI3K',／ 

基因可以抑制中性粒细胞的聚集和活化，同时可以 

损伤T淋巴细胞和巨噬细胞的功能，故而认为在治 
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疗炎症性疾病方面PI3Ky为有效靶点同。许多研究 

证实PI3Ky抑制剂能控制多种炎症性疾病的进程， 

夏梦玲等证实PI3KS／Akt通路与支气管哮喘发作的 

炎陛机制相关罔。Medina—Tato DA等研究表明PI3Ky 

抑制剂对COPD的抗炎治疗有一定的作用[91。 

本研究根据文献成功制备了大鼠 VALI模型． 

并观察了多种炎性指标。其中SOD反映机体清除氧 

自由基的能力，MDA反应体内脂质过氧化程度， 

WBC计数反映整体炎症水平，肺组织W／D的变化 

反映肺泡血管通透性变化及肺水肿的程度。实验结 

果发现：B组 W／D、BALF中WBC计数、总蛋白及MDA 

含量却明显高于A组，而SOD活性较 A组明显降 

低，这表明这种通气方法能导致肺损伤的发生。与 B 

组相比，c组总蛋白含量、WBC计数、W／D比值均降 

低，这表明PI3Ky抑制剂 AS605240能够抑制肺部 

微循环通透性的增加并减轻肺水肿，从而减轻肺组 

织的机械损伤。但c组与A组相比，BALF中总蛋白 

含量、WBC计数、W／D比值也均升高(均P<0．05)。这 

表明PI3K~抑制剂 AS605240的应用未能完全抑制 

肺部炎症反应，可能尚有其它炎性机制参与其中。 

许多研究表明炎症细胞因子与 VALI的发生发 

展密切相关，通过诱发促炎因子 TNF一仅、IL一6、IL一8 

等的释放及减少抗炎因子IL一10的分泌．可明显加 

重肺组织的生物性损伤【 01。本研究表明，B组较 A组 

大鼠血清及 BALF中TNF一仪、IL一6、IL一8活性水平 

均明显升高，IL一1O浓度则明显降低。提示大潮气量 

机械通气可以诱导肺组织促炎因子的过表达。并激 

活全身炎症反应，直接及间接加重肺部损伤。且抗 

炎因子表达减少 ，抗炎因子及促炎因子失衡 ．进一 

步加重肺组织损伤。与B组相比，c组血清中TNF— 

OL、IL一6、IL一8浓度均降低，IL_1O浓度则升高。表明 

AS605240预先处理后，大鼠BALF和血清中炎性细 

胞因子显著降低，而抗炎因子明显升高，说明AS605240 

可以抑制机械通气诱导的促炎因子的表达并增加 

抗炎因子的表达，维持大鼠体内抗炎因子和促炎因 

子之间的平衡，从而减少肺组织损伤。c组和A组 

相比，大鼠血清中TNF—Ot、IL一6、IL一8水平均有所升 

高，SOD和IL一10浓度则降低．表明AS605240的应 

用未能完全抑制肺部促炎因子的产生，促炎因子及 

抗炎因子之间仍有失衡 ，因而可能尚有其他炎性机 

制参与其中。 

综上所述，PI3K~抑制剂 AS605240预先给药 

通过抑制肺内炎性细胞因子的释放和氧 自由基的 

生成，从而减轻大鼠 VALI，因而 PI3Ky有望成为预 

防及治疗 VALI有效靶点，为临床治疗及预防VALI 

提供了新的理论基础。但AS605240并不能完全抑 

制 VALI的炎症反应，这表明可能尚有其它炎性机 

制参与其中，这也是今后研究的重要方向。 
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