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低氧急性肺损伤时肺表面活性蛋白的免疫组化研究

崔社怀 1 ,郭先健 2 ,钱桂生 2　　 (第三军医大学: 1附属西南医院呼吸内科 ; 2附属新桥医院全军呼吸内科研究所 ,重庆 400038)

　　【提要】　目的: 探讨急性低氧油酸肺损伤大鼠肺组织中 S P-A和 SP-B的表达 ,明确 SP-A和 SP-B在肺

表面活性物质 ( PS)中的作用 ,及其对该系统的影响。 方法:采用低氧大鼠油酸肺损伤模型及免疫组化技术 ,

采用己酮可可碱对急性肺损伤进行干预。 结果 : SP-A和 SP-B在肺内的表达主要以肺泡Ⅱ型上皮细胞为对

象 , SP-B的特异性较 SP-A高。肺泡腔和小支气管腔内可见一层免疫阳性物质沉着 ,肺泡Ⅱ型上皮细胞多位

于肺泡隔部和角部并靠近肺泡腔。己酮可可碱可使 SP-A蛋白表达增加。结论: SP-A和 SP-B在肺内的表达

主要以肺泡Ⅱ型上皮细胞为对象 ,气道上皮和血管内皮以及间质细胞均未见明显的表达 , SP-B的特异性较

SP-A高。 急性低氧油酸肺损伤时 ,肺组织 SP-A和 SP-B免疫组化显示肺泡Ⅱ型上皮细胞的表达明显减弱。

己酮可可碱可使 SP-A蛋白表达增加。
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　　急性肺损伤 ( Acute lung injury, ALI)或急性呼吸

窘迫综合征 ( Acute respi rato ry dist ress syndrome,

ARDS)的发病机制非常复杂 ,自 1967年 Ashbaugh首

次报道以来 ,已经被人们充分认识 ,其临床特征主要有

三大特点: 难以纠正的低氧血症、肺顺应性降低和 X

线胸片的弥漫性浸润。尽管试用各种药物 ,从炎症介质

入手试图改善 ARDS患者的预后 ,但至今均未获得满

意的结果 ,其病死率一直维持在 50%～ 70% ,充分说

明现有的治疗手段存在不足 [1 ]。近年研究表明 ,外源肺

表面活性物质 ( Pulmonary surfacant , PS)替代治疗对

防止 ARDS发生或减轻其病情、促进肺功能恢复有显

著作用
[2, 3 ]
。 同样有资料证明 ARDS患者存在内源性

PS系统的异常
[ 4]。 PS各种表面活性指标的异常 ,其程

度与 ARDS病情呈线性关系。不同类型的 ARDS动物

模型在病变早期即有 PS的异常变化
[5 ]
。 由此 , ARDS

的 PS系统功能的异常及其作为肺损伤过程中的重要

内在因素 ,目前已得到公认。为了进一步明确近年发现
的表面活性蛋白 A( Surfactant pro tein A, SP-A)和表

面活性蛋白 B( Surfactant protein B, SP-B)在 PS中的

作用 ,及其对 PS系统的影响 ,本实验拟观察急性低氧

大鼠油酸肺损伤肺组织中 SP-A和 SP-B的表达。

1　材料与方法

　　实验用雄性 Wistar大鼠 18只 ,分为正常对照组 (对照组 )、

急性低氧肺损伤组 (实验组 )和急性低氧肺损伤+ 己酮可可碱

干预组 (治疗组 )。 动物模型的复制: 雄性 Wistar大鼠 ,体重

( 250± 30) g ,放入低压仓内 ,匀速减压至海拔 6 000 m,持续 12

h。 然后从颈外静脉注入油酸复制急性肺损伤模型 ,并用药物
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(己酮可可碱 )进行处理。 试验组、治疗组和对照组各取 6只大

鼠右下肺膈叶 , 10%福尔马林固定 ,待检查。

　　肺组织 SP-A和 SP-B免疫组织化学检测 [6]。 免疫组化用

LS AB组合试剂盒 ,珠海经济特区生化药品公司 ,广东。

　　 SP-A , SP-B多克隆抗体: 美国俄亥俄州儿童医学中心

Whitsett教授惠赠。

1. 1　标本的制备
　　常规留取肺组织标本 , 10%福尔马林液固定 ,石蜡包埋切

片 ,片厚 4μm。 置 40%甲醛明胶包被载玻片上。

1. 2　操作步骤
　　按试剂盒说明书进行 ,同时设阴性对照。①二甲苯脱蜡 ,常

规酒精至水 ,重新湿化组织切片。② 3% H2O2孵育 5 min以消除

内在过氧化酶反应。 ③用蒸馏水冲洗 ,再置 Tir s缓冲液浸泡 5

min。 ④加入 1∶ 20稀释的正常猪血清 (阻断剂 ) , 37°C孵育 20

min。 ⑤擦去载玻片上多余的水分和猪血清。 ⑥分别加入 1∶

800稀释的 SP-A和 SP-B多克隆抗体 20μl,室温孵育 30 min。

⑦用 0. 01 mo l /L PBS缓冲液冲洗载玻片并浸泡 10 min。 ⑧加

1∶ 400倍稀释的生物素标定的猪抗兔免疫球蛋白 (联接剂 ) ,

37°C孵育 30 min。⑨ PBS洗片 10 min。10加 1∶ 400倍稀释过

氧化物酶标定抗生链菌素 ( Str eptavidin) 20μl, 37°C 30 min。重

复步骤⑦。 11加 DAB基质液 ( DAB 6 mg 10 ml T ris· Cl pH

7. 6, 0. 1 ml 3% H2O2 ,过滤后使用 ) 10μl室温孵育 10 min。12以

蒸馏水冲洗 ,苏木精 -伊红复染。 中性树胶封片 ,光镜观察 ,照

相。

2　结果

　　结果表明:①实验组和对照组的 SP-A和 S P-B在肺内的

表达主要以肺泡Ⅱ 型上皮细胞为对象 ,气道上皮和血管内皮以

及间质细胞均未见明显的 SP-A和 SP-B蛋白的表达。 从肺泡

Ⅱ型上皮细胞表达的特异性看 , SP-B的特异性较 SP-A高。 肺

泡Ⅱ 型上皮细胞 ,在 SP-B抗体处理组较 SP-A抗体处理组着

色明显 ,易于辨认 ,见图 1、 2。 ②实验组和对照组的肺泡腔内和

小支气管腔内可见一层免疫阳性物质沉着 ,这种现象以 SP-A

处理组常见 ,而在 SP-B处理组则不多见。③对照组显示肺泡Ⅱ
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型上皮细胞多位于肺泡的隔部和角部并靠近肺泡腔。④己酮可

可碱治疗组 ,肺泡腔和小支气管腔中免疫阳性物质明显增加 ,

以 SP-A抗体处理组较显著。 结果提示己酮可可碱可使 SP-A

蛋白表达增加 ,见图 3～ 5。

图 1　注射油酸 4 h,大鼠肺组织内 SP-A表达

SP-A阳性物质沿肺泡表面分布 ,部分肺泡Ⅱ型上皮细胞浆内也可见阳性颗粒 (↑ )　 ( LSAB× 200)

Fig 1　 Expression of SP-A in the lung tissue of rats 4 h af ter inj ect ion of ole ic acid

SP-A positiv e pr oduc t was localized a t th e sur face and some

in the cytoplasm o f typeⅡ alv eolar cell (↑ )　 ( LSAB× 200)

图 2　注射油酸 4 h,大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞 SP-B表达

SP-B阳性颗粒位于肺泡Ⅱ型上皮细胞及肺泡表面　 ( LSAB× 200)

Fig 2　 Expression of SP-B in typeⅡ alveolar cell of rats 4 h af ter injection of oleic acid

SP-B positiv e product w as lo ca lized at the surface o f typeⅡ alv eo la r cell and some a t the surface of a lv eo li　 ( LSAB× 200)

图 3　己酮可可碱治疗 1 h,示大鼠肺组织内 SP-A表达明显增强

SP-A阳性物质位于肺泡腔表面　 ( LSAB× 200)

Fig 3　Markedly intensif ied expression of SP-A in lung tissue of rat 1 h af ter treated with pentoxifylline

SP-A positiv e product wa s locali zed a t the surface of alveo la r cavity　 ( LS AB× 200)

图 4　己酮可可碱治疗 2 h ,见肺泡Ⅱ型皮上皮细胞 SP-B表达增强 ,

部分肺泡腔也见阳性 SP-B阳性物质　 ( LS AB× 200)

Fig 4　 Intensive posit ive expression of SP-B in typeⅡ alveolar cell and some in the alveolar

cavity treated with pentoxifylline　 ( LS AB× 200)

3　讨论

　　本研究结果表明 , SP-A和 SP-B在肺内的表达主

要以肺泡Ⅱ型上皮细胞为主 ,气道上皮和血管内皮以

及间质细胞均未见明显的表达。 从肺泡上皮细胞表达

的特异性看 , SP-B的特异性较 SP-A高。可能与 SP-A

的产生细胞有关 ,因为除肺泡Ⅱ型上皮细胞外 ,小支气

管的 Cla ra细胞也可分泌 SP-A;而 SP-B的来源仅仅

见于肺泡Ⅱ型上皮细胞 ,故其特异性较高。因而肺泡腔

内和小支气管腔内可见一层免疫阳性物质沉着 ,这种
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现象以 SP-A处理组常见 ,而在 SP-B处理组则不多

见。肺泡Ⅱ型上皮细胞多位于肺泡的隔部和角部并靠

近肺泡腔。

　　已经证明 , ARDS患者 BALF中 SP-A和 SP-B含

量降低 ,而且有人认为 , SP-A含量与 ARDS严重程度

之间呈负相关 ,并把 SP-A和 SP-B含量的减少作为

ARDS的敏感标志物
[ 7]。严重败血症所致的 ARDS患

者同样检测到 SP-A和 SP-B含量的减低
[7 ]。本研究结

果表明 ,急性低氧油酸肺损伤时 ,肺组织 SP-A和 SP-

B免疫组化肺泡Ⅱ型上皮细胞的表达明显减弱。这种

表达的减低可能与肺泡Ⅱ型上皮细胞损伤、合成 SP-

A和 SP-B的能力下降、加之排泌进入肺泡腔增加有

关。所以在急性低氧油酸肺损伤中 ,肺泡腔沿细胞表面

分布的免疫阳性物质沉着。 而肺泡Ⅱ型上皮细胞着色

较淡。至于是否存在肺部的 SP-A和 SP-B的丢失现

象 ,尚未发现直接证据。不过 ,已有资料报道 ,肺泡巨噬

细胞可以吞噬并降解 SP-A和 SP-B。其结果可能导致

了肺内 SP-A和 SP-B表达的降低。

　　己酮可可碱是黄嘌呤衍生物 ,晚近报道其对急性

肺损伤有一定的保护作用。本研究结果表明 ,己酮可可

碱治疗组 ,肺泡腔和小支气管腔中免疫阳性物质明显

增加 ,以 SP-A抗体处理组较显著。提示己酮可可碱可

使 S P-A蛋白表达增加。 这种使 SP-A表达增加的原

因 ,可能是己酮可可碱治疗急性肺损伤的作用机制之

一 ,己酮可可碱尚可抑制 IL1和 TN Fα激活白细胞、干

扰 TN F遗传信息翻译而治疗急性肺损伤。

　　 (致谢:西南医院病理科刘丽梅技师 ,阎晓初副教授给予

了大力协助 ,在此深表谢意。)
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Study of pulmonary surfactant associated proteins with immunohis-

tochemistry in oleic acid-induced acute hypoxic lung injury in rats
CUI She-huai , GUO Xian-jian, Q IAN Gui-sheng ( Depar tment o f Respira tor y Disease, South west Hospital, Third M ili-

tar y Medical Univ ersity , Chongqing 400038)

　　 Abstract　Objective: To study the expression o f SP-A and SP-B in th e lung tissues during acute hypox ic

lung injury in rats and th eir effects on th e pulmona ry surfactant ( PS) system. Methods: The r at model of

acute h ypoxia induced with oleic acid was emplo yed. The pattern o f SP-A and SP-B expression w as observ ed

with imm unocy tochemical staining on pa raffin sections. Acute hypoxic lung injur y w as tr ea ted with pento xi-

fylline. Results: SP-A and SP-B w ere expressed mainly in the typeⅡ a lv eolar cells and SP-B w as more high-

ly expr essed than SP-A. The administr ation of pentoxify lline incr ea sed the synthesis o f SP-A protein during

oleic acid induced acute hypoxic lung injury. Conclusion: SP-A and SP-B pro teins w ere expressed in typeⅡ

alv eo lar cells with higher expr ession o f SP-B than o f SP-A. Pento xifylline incr ea sed th e synthesis o f SP-A

during acute hypoxic lung injury.

　　 Key words　 immunocyto chemistry; SP-A; SP-B; hypox ia; lung injur y
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