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油酸-内毒素序贯致伤引起大鼠急性肺损伤的特点

李　琦 ,钱桂生 ,张　青 ,王长征　　(第三军医大学新桥医院全军呼吸内科研究所 ,全军呼吸病研究重点实验室, 重庆 400037)

　　提　要:目的　通过复制油酸-内毒素(OA-LPS)介导的大鼠急性肺损伤(ALI)模型并观察大鼠血浆 IL-13 含量等变化 ,

探讨序贯致伤所引起的急性肺损伤特点。方法　采用 OA-LPS 序贯致伤Wistar大鼠 , 观察伤后大鼠 PaO2 、肺含水量 、血浆

IL-13含量及病理学的变化。结果　OA-LPS 组大鼠呼吸窘迫 , PaO2 早期低于 8 kPa, 死亡率升高 , 肺含水量显著增加 , 肺水

肿 、炎细胞浸润等病变严重 , 伴透明膜形成 ,血浆 IL-13 含量显著升高;尤其在间隔 4 h 两次致伤以后 , 上述各指标变化最

大。结论　OA-LPS 序贯致伤大鼠 , 可以介导严重的 ALI/ARDS , 即在第一次致伤后 , 给予第二次低剂量致伤 , 可以引发

ARDS , 与机体抗炎细胞因子水平异常升高可能有关;并且 ,在两次致伤之间还存在一个“相对敏感期” 。
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Characteristics of the acute lung injury induced by oleic acid and lipopolysaccharide in rats
LIQi , QIAN Gui-sheng , ZHANG Qing , WANG Chang-zheng(Institute of Respiratory Diseases , Xingqiao Hospital , Third Military Medi-

cal University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the characteristics of the acute lung injury induced by oleic acid (OA)

and lipopolysaccharide (LPS)in rats.Methods　Wistar rats were injured with OA (0.2 mL/kg)and LPS (2 mg/

kg)to establish the acute lung injury (ALI)model.The indexes of respiratory rate , PaO2 , wet weight/dry weight

(W/D)of lung lobes , plasma IL-13 , and pathological changes were observed.Results　Acute respiratory distress

syndrome (ARDS)was found in rats treated with OA-LPS.The level of PaO2was lower than 8 kPa at the early stage.

Increased death rate , significantly increased water content in the lungs , more serious pulmonary edema and infiltration

of inflammatory cells accompanied by formation of hyaline membrane , and significantly increased plasma IL-13 con-

tent were also found.There were significant changes of the above indices , especially in OA-LPS/4 h group.Conclu-

sion　OA-LPS might cause serious ALI/ARDS.Injury due to second time low-dose OA-LPS after the first time injury

may induce ARDS , which may be associated with the abnormally increased level of anti-inflammatory cytokines.

There is a relative sensitivity between the two injuries.

　　Key words:acute respiratory distress syndrome;acute lung injury;oleic acid;lipopolysaccharide;interleukin-13

　　多发性骨折和严重的革兰阴性菌感染 ,常常引发

临床急性肺损伤(acute lung injury , ALI)或急性呼吸窘

迫综合征(acute respiratory distress syndrome , ARDS)。

目前认为 ,ALI/ARDS的发病机制与过度的全身炎症反

应有关[ 1] ,与抗炎机制紊乱同样关系密切[ 2] 。本研
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究采用OA-LPS序贯致伤大鼠 ,复制ALI模型并观察大

鼠PaO2、肺含水量 、血浆白细胞介素-13(interleukin-13 ,

IL-13)含量及病理学等变化 ,探讨序贯致伤所引起的

急性肺损伤特点 。

1　材料与方法

1.1　动物分组与处理
　　Wistar大鼠84 只(本校实验动物中心提供),雌雄不拘 , 体质

量(200±50)g。腹腔注射盐酸氯胺酮(80 mg/ kg)麻醉。根据OA-

LPS 组两次致伤的时间间隔随机分段等分 7 组(每组 12 只)。首

先由尾静脉注射OA 0.2 ml/kg(化学纯 , 苏州正兴化工研究所提

供),分别间隔 1、4、12、24 h 后 ,再由另一侧尾静脉注射 LPS 2 mg/

kg(浓度为 1 g/L , O111∶B4 ,购自 Sigma),此后 2 h 点采集标本。油

酸对照组(OA-C , n=6)则将第二次处置替换为生理盐水(NS)注

射。同时设立内毒素对照组(LPS-C , n =6)和生理盐水对照组
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(NS-C , n=6),分别注射 LPS 2 mg/kg 和NS 2ml/kg , 此后 2 h 点采

集标本。实验观察期间死亡的大鼠不纳入本研究。

1.2　观察指标
　　观察大鼠的呼吸等一般情况;测定动脉氧分压(PaO2)和左

肺叶组织湿质量/干质量值;肺大体观察 ,肺组织常规光镜观察

并作病理形态学积分 , 透射电镜检查;ELISA 检测血浆 IL-13 含

量。

1.3　肺组织含水量测定
　　游离大鼠左肺 , 称量湿质量(wet weight , W), 经-0.06 kPa

×70 ℃脱水 24 h 后 ,再称量干质量(dry weight , D),以湿质量/

干质量比值表示肺组织含水量。

1.4　病理形态学积分方法[ 3]

　　取右肺上叶组织 ,经固定 、包埋 、切片 、HE 染色后 , 光镜下

观察。根据肺间质水肿 、肺泡水肿 、炎细胞浸润 、肺泡出血 、透

明膜形成 、肺不张改变 , 按程度“无 、轻 、中 、重”分别计“0 、1 、2 、3

分” , 然后累计总分。

1.5　血浆 IL-13的测定
　　采用固相三明治夹心 、酶联免疫吸附试验(ELISA-Kit , Dia-

clone Research , FRENCE)检测血浆 IL-13 含量 , 具体操作参照试

剂盒说明进行。

1.6　统计学处理
　　数据用 x±s表示 , 运用 SPSS10.0 行方差分析和均数间多

重比较。

2　结果

2.1　呼吸频率 、死亡率的变化
　　NS-C 组大鼠的一般情况良好 ,呼吸平稳 , 无 1 例死亡。 单

独注射 LPS 或 OA 后 ,大鼠呼吸频率增加 , 到 2 h 时逐渐趋于稳

定 ,无大鼠死亡。OA-LPS 导致大鼠早期发生并持续存在呼吸

困难或呼吸窘迫 ,常见泡沫样液体由鼻孔溢出 , 死亡率升高;尤
其是 OA 致伤后 4 h , 再由 LPS 致伤 , 死亡率高达 78.6%(44/

56)。

2.2　动脉氧分压(PaO2)的变化
　　OA+LPS 致伤大鼠以后 , PaO2 显著降低 ,较 OA或 LPS 致伤

更明显;与 OA-C 相比 , OA-LPS 致伤导致大鼠 PaO2 早期低于 8

kPa ,间隔4 h的两次致伤使 PaO2 降低幅度最大 ,见表 1。

表 1　OA-LPS致伤大鼠 PaO2的变化(kPa,  x±s)

Tab 1　Changes of PaO2 in rats with ALI/ARDS induced by OA-LPS

(kPa ,  x±s)

Group n PaO2

NS-C 6 12.17±0.99

LPS-C 6 11.02±0.51

OA-C/1 h 6 9.85±0.58＊

OA-C/4 h 6 8.62±0.84＊

OA-C/12 h 6 10.32±0.83＊

OA-C/24 h 6 10.98±1.65

OA-LPS/1 h 12 7.49±0.84＊Δ

OA-LPS/4 h 12 6.06±0.63＊Δ

OA-LPS/12 h 12 8.90±0.78＊Δ

OA-LPS/24 h 12 9.92±2.72＊

＊:P<0.01 , vs NS-C and LPS-C;Δ:P<0.01 , vs OA-C at the same

time point

2.3　肺组织湿质量/干质量比值的变化
　　LPS-C组显著高于 NS-C 组(P<0.05);OA-C 组非常显著高

于NS-C 组和 LPS-C 组(P <0.01);OA-LPS 组升高更突出 , 均高

于相同时相的OA-C组;OA-LPS/4 h组达到高峰 , 显著高于 OA-

C 各组(P<0.05)。即 OA-LPS 导致大鼠肺组织湿质量/干质量

比值升高非常显著 ,作用大于单独 OA 或 LPS 致伤 ,且间隔 4 h

两次致伤使值升高最大 ,见表 2。

表 2　OA-LPS致伤大鼠肺组织W/D值的变化( x±s)

Tab 2　Changes of lung W/D in rats with ALI/ARDS induced

by OA-LPS( x±s)

Group n W/D
NS-C 6 4.28±0.12

LPS-C 6 4.69±0.14

OA-C/1 h 6 6.34±0.62＊

OA-C/4 h 6 6.30±0.86＊

OA-C/12 h 6 6.21±0.90＊

OA-C/24 h 6 6.06±0.48

OA-LPS/1 h 12 6.93±0.88＊

OA-LPS/4 h 12 7.04±0.49＊Δ

OA-LPS/12 h 12 6.90±0.99＊

OA-LPS/24 h 12 6.18±0.74＊

＊:P<0.01, vs NS-C and LPS-C;Δ:P<0.01 , vs OA-C

2.4　肺大体观察 、肺组织常规光镜检查
　　NS-C 组大鼠肺呈均匀淡粉红色 , 包膜光滑 ,弹性好 , 表面未

见病损灶 , 切面均质 , 无液体溢出;光镜下肺组织结构完整 , 肺

泡腔清晰 ,肺泡隔无水肿 、炎症等特殊改变 , 偶见肺间质白细胞

少量增加。 LPS-C 组大鼠肺轻度充血 、水肿 、体积增大 , 切面轻

度肿胀 、含水增加;光镜下仅见肺泡隔增宽 、少量炎细胞浸润 、

基本组织结构尚未破坏。 OA-C 组大鼠肺表面呈暗红色 , 可见

肺包膜下普遍充血水肿 ,弹性降低 , 与 LPS-C 组比较 , 肺体积增

大更显著;光镜下可见浸润较重 , 肺间质水肿 、增宽较明显。

OA-LPS 组肺体积增大最显著 ,水肿 、浸润 、出血更加严重;光镜

下可见微血栓及透明膜形成 ,其中以 OA-LPS/ 4 h 组病变最重 ,

病理形态学积分最高 ,见表 3。

表 3　OA-LPS两次致伤大鼠肺组织病理形态学积分的变化(分 , x±s)

Tab 3　Pathological changes of lungs in rats with ALI/ARDS induced

by OA-LPS(score ,  x±s)

Group n Patho logy score

NS-C 6 1.83±1.17

LPS-C 6 4.33±2.07
OA-C/1 h 6 9.17±1.47＊

OA-C/4 h 6 8.17±1.17＊

OA-C/12 h 6 6.83±2.14＊

OA-C/24 h 6 5.17±2.79＊

OA-LPS/1 h 12 11.58±1.38＊

OA-LPS/4 h 12 13.5±2.51＊Δ

OA-LPS/12 h 12 9.75±2.56＊

OA-LPS/24 h 12 6.92±3.00＊

＊:P<0.01 , vs NS-C and LPS-C;Δ:P<0.01 , vs OA-C at the same

time point

2.5　透射电镜检查
　　NS-C 组未发现明显病变。 LPS-C 组肺毛细血管内中性粒

细胞或单核细胞聚集;内皮细胞肿胀 , 吞饮小泡增加;细胞间紧

密连接变形或缺损;肺泡隔间质增宽;肺泡上皮细胞水肿 ,内质

网扩张;Ⅱ型上皮微绒毛脱落减少 , 板层体排空 , 胞体脱落或胞
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质崩解;I型肺泡上皮细胞轻度肿胀;肺泡腔内可见肺巨噬细胞

伪足增多 , 伴脱颗粒现象 , 肺泡腔还可见 RBC、多形核白细胞

(PMN)、坏死细胞碎片和血浆样物质。 OA-C 组与 LPS-C 组相

似 ,主要改变是 I 型肺泡上皮细胞不同程度发生肿胀 , 肺泡隔

厚部明显水肿增宽 , Ⅱ型上皮微绒毛脱落减少或变短 , 内质网

扩张 ,线粒体肿胀 、空泡化 ,以及胞浆内板层体排空。 OA-LPS 组

病变较重 , 其特点是肺毛细血管内皮细胞肿胀更加显著 , 肺泡

腔内坏死细胞碎片较多见 , 吞噬细胞胞浆内串珠样空泡 , Ⅱ型

上皮细胞有增生现象。

2.6　血浆 IL-13含量的变化
　　OA-C 组和 OA-LPS 组的血浆 IL-13 含量均非常显著高于

NS-C 组(P<0.01), 含量高峰亦均出现在 4 h组;OA-C组与 OA-

LPS 组的变化趋势相似 , 但相同时相的 OA-LPS 组上升更高;

OA-C 组和 OA-LPS 组的高峰值均非常显著高于 LPS-C 组(P <

0.01), OA-LPS 组的高峰值达到(58.28±5.06)ng/ L(OA-LPS/4

h), 非常显著高于 OA-C 组的高峰值[ OA-C/4 h , (52.55±4.93)

ng/ L] 。 OA-C 组和OA-LPS 组高峰以后仍然保持在高水平。 显

然 , OA-LPS 两次致伤 ,导致大鼠血浆 IL-13 含量非常显著升高 ,

较OA致伤更明显;与OA-C相比 , 以 OA-LPS 两次致伤间隔 4 h

的方式致伤 ,导致大鼠血浆 IL-13含量峰值上升最高 ,见表 4。

表 4　OA-LPS两次致伤大鼠血浆 IL-13含量的变化(ng/L ,  x±s)

Tab 4　Changes of plasma IL-13 in rats with ALI/ARDS induced by

OA-LPS(ng/L,  x±s)

Group n Plasma IL-13

NS-C 6 12.13±5.02

LPS-C 6 27.35±5.90
OA-C/1 h 6 34.42±4.69＊

OA-C/4 h 6 52.55±4.90＊

OA-C/12 h 6 44.47±5.13＊

OA-C/24 h 6 25.99±4.98＊

OA-LPS/1 h 12 39.64±4.93＊

OA-LPS/4 h 12 58.28±5.06＊Δ

OA-LPS/12 h 12 50.92±5.61＊

OA-LPS/24 h 12 38.13±6.23＊

＊:P<0.01, vs NS-C and LPS-C;Δ:P<0.01 , vs OA-C

3　讨论

　　在机体严重创伤后发生 ALI 的基础上 ,如果合并

重症感染 ,则容易引发 ARDS ,这是重症监护病房死亡

率居高不下的主要原因。序贯两次致伤的研究方法有

助于从更加贴近临床的角度揭示 ARDS 的发病机制 ,

也为类似序贯性损伤引发 ARDS 寻求一个可能的防治

环节
[ 4]
。因此 ,本研究采用OA和 LPS两次致伤 ,旨在

模拟临床严重创伤基础上并发严重细菌感染 , 表现

ALI向 ARDS演进的过程 。在本研究中 ,静脉注射 OA

相当于多发性骨折或严重挤压伤所引起的脂质释放入

血 ,而静脉注射 LPS 相当于严重的革兰阴性细菌感染

释放内毒素入血 ,序贯两次致伤的结果就是大鼠首先

发生ALI ,然后发展成为ARDS 。

　　研究表明 ,发生 ALI时 ,肺组织中有大量炎症细胞

浸润 ,伴随细胞因子大量释放 。目前认为 ,以细胞因子

大量释放为特征的全身炎症反应征(systemic inflamma-

tory response syndrome ,SIRS)是 ALI 或 ARDS 的发病基

础
[ 1 ,5 ,6]
。晚近研究还表明 ,内源性抗炎介质的释放异

常也与ARDS 发生有关
[ 7]
。 IL-13 是一种抗炎细胞因

子[ 8 ～ 10] 。同时观察大鼠血浆 IL-13 含量等变化 ,有助

于揭示ALI/ARDS的特点 。

　　本研究主要针对大鼠肺损伤程度 ,以 PaO2≤8 kPa

作为肺功能失代偿 、呼吸衰竭 , 发生 ARDS 的判断标

准 ,结合其它指标评价模型。结果显示:OA-LPS 致伤 ,

大鼠发生呼吸窘迫突出 ,PaO2≤8 kPa ,肺水含量显著

增加 ,肺大体病变及组织学炎症细胞浸润等改变也明

显加重 ,血浆 IL-13含量显著升高 ,尤其各指标的变化

均以间隔 4h的两次致伤所产生的效应最大 。

　　本研究结果提示 ,OA-LPS 序贯性两次致伤 ,可以

介导大鼠发生严重的 ALI/ARDS ,即在第 1次致伤后的

非失控基础上 ,给予第 2次较小剂量致伤 ,可以引发

ARDS 形成 。同时 ,ALI/ARDS 的形成与 IL-13 异常升

高可能有关;而且 ,在两次致伤之间还存在一个“相对

敏感期” 。该结果与临床 ICU观察相似 ,即严重创伤后

24 ～ 48 h 出现第 2次患者死亡高峰 ,此时死亡原因可

能就是合并感染所引发的 ARDS 。
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