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　　提　要　目的: 观察高原 RDS时 SP-A、 SP-B和 SP-C mRNA表达与影响因素 ,了解其变化情况 ,并探

讨其在急性肺损伤中的作用机制及意义。方法: 采用高原 RDS动物模型 ,利用分子生物学技术观察肺组织肺

泡Ⅱ型上皮细胞表面活性蛋白及其基因的表达。 结果: SP-A、 SP-B和 SP-C斑点杂交结果表明 ,油酸组 SP-

A, SP-B和 SP-C mRN A表达的相对含量均显著低于对照组。 油酸可抑制 SP-A, SP-B和 SP-C mRN A在高

原 RDS中的表达。结论: 高原 RDS后 SP-A、 SP-B和 SP-C mRN A表达明显减低 ,油酸可抑制 SP-A, SP-B和

SP-C mRN A在高原 RDS中的表达。 与油酸的直接毒性作用和油酸引起的肺水肿 ,肺泡腔渗出大量的水肿

液及血浆蛋白有关。

　　关键词　低氧 ;肺表面活性物质相关蛋白 ;基因表达 ;呼吸窘迫综合征

　　中图法分类号　 R563. 02

　　表面活性物质相关蛋白 ( SP) A、 B和 C ( SP-A、

SP-B、 SP-C)在急性肺损伤或 ARDS中的作用、调控

和意义等方面的研究 ,国内外报道不多。故我们对高原

RDS时 SP-A、 SP-B和 SP-C mRNA表达与影响因素

进行探讨。

1　材料与方法

1. 1　动物模型
　　实验动物随机分为对照组和油酸组。 每次 3～ 4只 Wista r

大鼠放入小动物低压舱内 ,自由饮水 ,匀速减压模拟海拔 6000

m高度 (约 30 min)至 ,减压 12 h。从低压舱取出小动物 ,用 3%

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉 ( 0. 3 ml /100 g) ,然后行气管、颈总动

脉和颈外静脉插管。 手术完毕后先给大鼠吸入 9. 78% O2混合

气体 ,使其低氧状态与减压仓内相同 , 30 min后开始实验。抽对

照血气后 ,立即从上腔静脉注入油酸 ,剂量为 10～ 15μl /100 g

体重 , 15 min注完。 对照组注入同等剂量生理盐水。 肺组织总

RN A提取 ,按文献 [1 ]进行。紫外分光光度计定量 RN A及判定

其纯度。 肺组织 SP-A、 SP-B和 SP-C mRNA斑点杂交基本按

文献 [ 2]进行。 探针标记按 Prome-a-Gene Labeling System试

剂盒说明书进行 ,并加到自制的 Sephadex G50柱上进行纯化。

放射自显影:用滤纸吸去 NC膜上大部分水分 ,封于塑料袋 ,放

入暗盒中 , - 70℃放射自显影 72 h。定量分析 :放射自显影结果

(胶片 )置薄层扫描仪上 (日本道津 GS9000) ,根据自显影的面

积和密度以及标准 Marker的含量 ,计算出各样品所含 mRN A

的总量。 统计分析: 采用方差分析对数据进行统计分析。

1. 2　 SP-A、 SP-B、 SP-C cDN A探针的制备

　　基本按分子克隆有关章节 [3]。

1. 3　 PGEM 4Z质粒的转化
　　基本参照 Dow er的方法 [4 ]。

1. 4　试剂
　　质粒 PGEM 4Z质粒三种 ,由美国 Fisher教授惠赠。

λDN Aa /HindⅢ marker华美生物工程公司。异硫氰酸胍 ,焦碳

二 ( DEPC) ,十二烷基肌氨酸钠 ( Sar co syl)美国 Sigma公司产

品。 电泳级琼脂糖 ,北京中山公司产品。 十二烷基硫酸钠

( SDS)美国 Sigma公司产品。 鲑精 DN A华美生物工程公司产

品。 Ficoll 400美国 Sigma公司产品。同位素随机引物标记试剂

盒美国 Promega公司产品。 其它试剂 ,精解蛋白胨 ,酵母浸出

粉、酚、氯仿、异戊醇、无水乙醇等均为国产分析纯。

1. 5　主要仪器
　　 754型紫外分光光度计 上海分析仪器厂 ,低温高速离心机

湖南湘仪。 基因枪 ( Pulse Gene rato r )美国 Bio-Rad公司制造。

2　结果

　　经细菌转化、扩增、提取的 PGEM 4Z质粒 ,用 Eco RI酶切

同时用λDNA /HindⅢ Marker标定。 异硫氰酸胍 -酚 -氯仿 /异

戊醇一步法提取肺组织总 RN A,经 754型分光光度计测定 Dλ

值并判定纯度。其纯度为 D 260 /280> 1. 8。油酸组 SP-A mRN A

表达的相对含量显著低于对照组。油酸组 SP-B mRN A相对含

量与对照组比显著降低 ( P < 0. 05)。 与 SP-A和 SP-B mRN A

表达的情形相同 , SP-C m RN A的表达在对照组显著高于油酸

组 ( P < 0. 05)。余各组间比较差异均不显著 ( P > 0. 05) ,见表 1。
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表 1　高原 RDS肺组织 SP-A、 SP-B and SP-C mRNA

相对含量的比较 (ρB /pg· μl- 1 ,x-± s)

Tab 1　 The results for expression of SP-A、 SP-B and

SP-C mRNA in the lung of RDS in plateau

(ρB /pg· μl- 1 ,x-± s )

Group n SP-A SP-B SP-C

Con trol 12 181. 90± 32. 06 757. 98± 96. 21 2252. 01± 153. 77

Oleic acid 8 100. 44± 23. 12* 367. 71± 91. 61* 852. 72± 131. 34*

* : P < 0. 05 vs contro l

3　讨论

　　目前发现的 SP共有 4种 ,根据其结构不同分为

SP-A、 SP-B、 SP-C和 SP-D。根据功能分为亲水性的

SP-A和 SP-D,疏水性的 SP-B和 SP-C
[5, 6 ]。由于 SP-、

SP-B和 SP-C主要影响肺表面活性物质 ( Pulmonary

surfactant , PS)的生物物理特性 ,与临床关系密切 ,所

以其研究也较深入。 但该类研究主要集中于因 PS生

成不足所致的新生儿呼吸窘迫综合征 ( N RDS)
[7 ]
。 在

高原 RDS时该三种蛋白的变化国内外尚无文献。本研

究的斑点杂交结果均发现油酸组 SP-A、 SP-B和 SP-C

m RNA表达均显著低于对照组 , Huang等
[8 ]采用高浓

度氧致肺损伤 ,观察 SP-A m RNA表达的变化时发

现 , SP-A m RNA在该类肺损伤时表达明显降低。而且

在 NRDS患儿的 RALF中 , SP-A、 SP-B和 SP-C的含

量极低 ,甚至不能测出 [ 9]。在 ARDS和多发性创伤患

者的 BALF中 SP-A的含量也呈类似变化
[10 ]。 ARDS

和 NRDS时 SP-B m RNA的表达同样受到抑制。无论

是 SP基因的抑制还是 BALF中含量降低 ,均严重影

响了 PS的功能 ,导致肺表面张力的增加和微肺不张。

　　严重的低氧血症 ,肺组织细胞损伤及胞内酶活性

降低 ,功能异常 ,可能是高原 RDS SP-A、 SP-B和 SP-

C m RNA表达降低的原因之一。油酸是否对三种表面

活性物质相关蛋白即 SP-A、 SP-B和 SP-C mRNA的

表达产生影响 ,尚无直接证据。 但大量的资料表明 ,油

酸对肺毛细血管内皮细胞、肺泡Ⅱ型上皮细胞等有直

接毒性作用
[11 ]
。我们既往研究资料证明

[ 12]
,油酸急性

肺损伤模型中可见肺泡Ⅱ型上皮细胞空泡变 ,内质网

扩张 ,核周间隙加大 ,板层体排空 ,线粒体肿胀等改变。

这些改变可能是导致 SP-A、 SP-B和 SP-C mRNA表

达降低的形态学基础。由于产生 SP的主要细胞肺泡

Ⅱ型上皮细胞的变性 ,故不可避免地影响了 SP的表

达 ,可能是 SP-A、 SP-B和 SP-C mRNA表达降低的又

一原因。 SP-A、 SP-B和 SP-C mRNA表达降低还可能

与油酸引起的肺水肿 ,肺泡腔渗出大量的水肿液及血

浆蛋白有关。 我们另一组研究结果提示 ,油酸注入后 ,

部分试验动物可见经口鼻涌出大量粉红色水肿液 ,病

理检查见肺泡腔同样存在大量水肿液 [13 ]。据认为 ,血

浆蛋白是最早发现对 PS活性有抑制作用 ,其抑制原

理是与气 /液面的 PS竞争并干扰 S单分子层的形

成
[14 ]
。血浆蛋白渗出到肺泡腔不仅增加了肺泡表面张

力 ,而且其中的纤维素单体 (纤维蛋白降解产物 )对 PS

具有强烈的抑制作用。
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Expression of pulmonary surfactant associated protein A, B and CmRNA

in plateau ARDS
*

Cui Shehuai, Guo Xianjian, Qian Guisheng ( Depar tment o f Respira tor y Disea se o f Southwest Hospita l, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objection: T o study the expr ession and regula tion o f pulmonar y surfactant associa ted pro tein

A, B and C m RN A on oleic acid-induced model o f RDS o f rats under acute hypoxia. Meanw hile, the mecha-

nism of the changes w as investiga ted. Methods: Rats w er e placed in hypobaric chamber fo r 12 h and th en ole-

ic acid wa s injected into the superior v ena cava to induce RDS. The expression o f pulmonary sur factant asso-

ciated protein A, B and C m RNA w as observ ed w ith the method o f do t blo t hybridization. Results: O leic acid

could inhibit the expression o f surfactant associa ted pro teins since SP-A, SP-B and SP-C mRNA w ere ex-

pressed significantly low er in the g r oup receiv ing loeic acid injection. Conclusion: O leic acid can inhibit the

expression o f SP-A, SP-B and SP-C mRN A in hypox ic r ats with pulmona ry injury.

　　 Key words　 hypoxia; sur fac tant asso ciated pro teins; g ene expression; respir ato ry dist ress syndrome

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the National Natur al Science Foundation of China, No . 39670336

　　 (上接 180页 )

后 ,麻醉平面消退至 T12时 ,心电图监测由正常又转为 CLBBB。

整个手术过程血压稳定于 16 /8 kPa,呼吸平稳 ,面罩吸 O2 ,

SPO2 100%。

　　例 2,患者 ,女 , 54岁 ,因慢性结石性胆囊炎行胆囊切除术 ,

术前 BP19 /10 k Pa , ECG示完全性右束支传导阻滞 ( CRBBB) ,

无自觉症状 ,未行治疗 ,术前半小时常规肌注鲁米那钠 ,阿托

品。入室后 ECGⅠ 导联示 P-R增宽 , S波型明显增宽粗钝 ,结合

术前 ECG检查 ,诊断为 CRBBB。手术采用硬膜外麻醉 (穿刺间

隙 T8、 9↑ , 2%利多卡因+ 1∶ 20万 AD) ,穿刺成功后注药 5 ml,

5 min后追加 7 ml, 15 min后手术开始 ,此时 BP17 /8 k Pa ,测平

面 T4～ 10。手术开始时 ECG由 CRBBB转变为正常波形 ,手术历

时 75 min。手术结束后 ,当麻醉平面消退至 T9时 , ECG监测又

复现 CRBBB,整个手术过程 BP波动于 17～ 19 /8～ 10 kPa,呼

吸平稳 ,采用面罩吸 O2 , SPO2 100%。

2　讨论

　　在 CBBB的病人中 ,特别是 CLBBB的病人 ,在麻醉手术

时 ,由于有可能影响到明显的血液动力学变化 ,而致严重后果 ,

危及病人安全。因此 ,对于束支传导阻滞 ( BBB)的病人 ,如何避

免麻醉手术对病人的影响 ,对于提高手术的安全性有重要意

义。 腰麻时 , CLBBB暂时性恢复的病例已见报道 ,但硬膜外麻

醉下致 CLBBB、 CRBBB恢复的病例进行观察的极少。 出现

BBB时 ,应考虑心肌存在病变 ,特别是 CLBBB。本两例病人 ,均

为中老年病人 ,处于冠心病的高发期 ,冠心病在发病早期具有

隐匿性 ,即病人无自觉症状 ,临床各种检查无明显心肌缺血征

象 ,但心肌损害已经出现 ,当心肌供血供氧与耗氧矛盾改善时 ,

心肌损害减轻或逆转 ;反之 ,则加重。利多卡因药理作用属于局

麻药和 Ib类抗心律失常药物。作为后者 ,可改善希-浦系统传导

并消除单向传导阻滞 ,抑制心肌收缩 ,提高致颤阈 ;作为前者 ,

可以阻断神经传导 ,利多卡因在麻醉时 ,较低浓度即可阻断交

感神经传导 ,所以交感神经阻断平面通常较临床测定镇痛平面

广 ,进而扩张胸腹腔脏器血管 ,降低外周阻力。利多卡因在局部

吸收入血后 ,作用于心肌 ,抑制心肌收缩。二者相互作用减少心

肌耗氧 ,缓解供氧耗氧予盾。另一方面 ,由于利多卡因所特有的

Ib类抗心律失常作用 ,改善希 -浦传导系统功能 ,消除单向传导

阻滞。 当麻醉平面消退时 ,其药理作用亦消退 ,病人的 BBB的

病因又再次出现。

　　关键词　硬膜外麻醉 ;束支传导阻滞

　　中图法分类号　 R614. 4
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