
　　　　

　　

内毒素诱导的肺脏病变及中性粒细胞在其损伤过程中的作用

汪盛贤
 
　陈意生　 陈志远 　 谯怡然　 郭德玉　　 (第三军医大学基础部病理学教研室 ) 重庆 , 630038

　　提　要　应用光镜 、电镜、图像分析仪观测了大鼠注射内毒素 ( L组 )和氮芥+ 内毒素 ( NL组 )后 1、 3、 5、

12、 24、 48、 72 h 7个时相点的肺脏病理变化。发现 L组肺组织充血、出血、水肿、肺萎陷 ;毛细血管内大量中性

粒细胞 ( PMN )和血小板滞留、嵌塞、崩解脱粒 ,内皮细胞肿胀 、坏死 ;肺泡上皮退变 ,继而Ⅱ型肺泡上皮细胞增

生等。病变过程表现为循环障碍、变性坏死和损伤修复 3个阶段。先注射氮芥使大鼠外周血 PM N减少 ,再注

射内毒素 ,发现肺脏病变延迟发生 ,且程度较 L组明显减轻。表明 PMN在内毒素引起的肺损伤发展过程中起

着重要作用。

　　关键词　肺损伤 ;内毒素 ;中性粒细胞 ;大鼠

　　中图法分类号　 R563. 02　 R655. 02

　　内毒素是革兰氏阴性细菌外膜的一种大分子物

质 ,脂多糖 ( Lipopolysaccha ride, LPS)为其主要致病成

份 ,与成人呼吸窘迫综合征和某些慢性肺部疾患的发

生有密切关系 [1～ 3 ]。本研究通过给大鼠注射 LPS和氮

芥+ LPS后肺脏的形态学观察 ,探讨 LPS引起的肺脏

病变特点及中性粒细胞 ( PMN)在其损伤过程中的作用。

1　材料与方法

1. 1　动物实验
　　健康 Wistar大鼠 (本校动物所提供 ) 140只 ,雌雄不限 ,体

重 210 g～ 230 g ,随机分为 LPS组 (简称 L组 , n = 84)、氮芥+

LPS组 (简称 NL组 , n = 42)和生理盐水对照组 (简称对照组 ,

n = 14)。 L组自大鼠尾静脉注入 LPS( E. Coli O111 B4.美国

Sigma公司 ) 250μg /kg体重 ; N L组注射盐酸氮芥 (上海海普制

药厂 ) 1. 5 mg /kg体重 ,于注射后 72 h外周血白细胞降至 ( 2～

3)× 109个 /L [对照组为 ( 2. 3～ 2. 6)× 1010个 /L ],注射 LPS 250

μg /kg体重 ,两组动物于注射 LPS后 1、 3、 5、 12、 24、 48、 72 h活

杀取材。 对照组注射与 LPS等量的生理盐水 ,于注射后 5 h活

杀动物取材 ,作为总体正常对照。

1. 2　观察方法
1. 2. 1　形态学观察　　肺组织行常规石蜡包埋、切片 , HE、

A B / PAS染色 ,光镜观察。超薄切片用 JEM -100 SX电镜观察。

1. 2. 2　肺泡隔 PMN计量　　石蜡切片经我们改良的 PAS染

色法标记后 ,网格目镜 (重庆光学仪器厂 )下每例随机计数 15

个高倍视野下肺泡隔中 PMN,求其均数。

1. 2. 3　肺泡隔面积密度图像分析　　应用 M AS-1图像分析

系统测定每例 HE染色切片肺泡隔面积密度。 每例随机测定 6

个测视点 ,放大倍率 15× 10,以分析肺萎陷的程度。

1. 3　统计学处理
　　应用第四军医大学编辑的线性拟合数理统计软件 ( SPLM )

进行数据处理 ,结果以 x-± sx-表示。

2　结果

2. 1　光镜观察
　　 L组大鼠注射 LPS后 1 h见肺小动脉充血 ,肺泡隔、肺泡

腔水肿。 3、 5 h后病变明显加重 ,表现为毛细血管扩张充血、

PMN滞留 ,有的小动脉内有血栓形成 ;肺泡隔大量 PM N浸润、

巨噬细胞聚集。肺萎陷较为明显 ,有的区域呈实体团状。 12 h和

24 h后除上述病变外 ,肺萎陷更为广泛 ,出血区含有大量含铁

血黄素及橙色血晶。 48 h肺泡隔 PM N较前有所减少 ,肺萎陷

明显减轻。 72 h肺泡腔内水肿液已有消散。组化染色显示 3 h～

48 h支气管粘膜上皮内中性粘多糖明显增多 ,有的支气管腔内

有积血。

　　 NL组注射 LPS后于 5 h和 12 h毛细血管显轻度充血 ,肺

泡隔偶见 PMN浸润。 24 h毛细血管充血明显 ,灶性肺萎陷。

48 h和 72 h上述病变加重 ,但与 L组相比其改变明显减轻。

　　对照组大鼠肺组织结构清楚 ,肺泡腔内可见少许形态正常

的红细胞 ,余无特殊改变。

2. 2　电镜观察
　　 L组大鼠注射 LPS后 1 h肺毛细血管内 PMN嵌塞 ,内皮

细胞 ( EC)肿胀。 3 h和 5 h毛细血管内充满红细胞 , PMN嵌塞

更为易见 ,有的伸出伪足与 EC粘附 ,有的崩解脱粒 ,见图 1。EC

肿胀 ,胞质电子密度降低 ,饮泡增多 ;有的 EC薄部呈串珠状或

断裂缺失 ,连接增宽 ,有的区域基底膜呈节段性增厚。Ⅱ型肺泡

上皮细胞 ( PⅡ )微绒毛减少 ,线粒体肿胀、空化 ,板层体排空或

融合。 肺泡隔和肺泡腔水肿、出血 , PMN浸润、渗出 ,见图 2、 3。

于 12 h, EC损伤明显加重 ,有的胞质过度肿胀致质膜破裂形成

大的空泡 ;并见较多血小板聚集 ,与 EC粘附 ,见图 4。24 h和 48

h时病变与 12 h基本相似 ,但肺泡腔易见退变脱落的肺泡上皮

及泡沫状的表面活性物质 ( surfactant, ST )并有较多增生的 P
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Ⅱ ,见图 5。 至 72 h各种病变明显减轻。

　　 NL组与 L组相比 ,上述超微结构明显减轻。 注射 LPS后

3 h见肺组织轻度充血 、水肿。 5、 12、 24 h肺泡隔灶性出血 ,肺泡

上皮轻度肿胀。 48 h和 72 h毛细血管扩张 , EC肿胀 ,肺泡隔和

肺泡腔均有水肿、出血 ,肺泡上皮不同程度肿胀 ,见图 6。

　　对照组大鼠肺组织未见明显超微结构改变。

图 1　肺毛细血管内 PMN聚集、崩解、脱粒 (↑ )　　注射 LPS后 3 h ( TEM× 6 000)

Fig 1　 Accumulation, degeneration and degranulation of PMN (↑ ) in the pulmonary capillaries

3 h a fter injection o f LPS ( TEM× 6 000)

图 2　肺泡隔水肿 ,空泡 (V)形成 ,成纤维细胞内质网 (ER)高度扩张　　注射 LPS后 5 h ( T EM× 8 000)

Fig 2　 Edema of pulmonary alveolar septa and vacuole formation (V) ; endoplasmic reticulum (ER) of

fibroblast markedly dilated　 5 h af ter injection o f LPS ( TEM× 8 000)

图 3　肺泡隔及肺泡腔水肿 ( E) ,肺泡腔内含有 PMN　　注射 LPS后 5 h ( TEM× 6 000)

Fig 3　 Edema ( E) of pulmonary alveolar septa and pulmonary space, with PMN in alveoli

5 h a fter injection o f LPS ( TEM× 6 000)

图 4　肺毛细管内血小板 ( P)聚集 , EC肿胀　注射 LPS后 12 h ( TEM× 10 000)

Fig 4　 Platelets ( P) accumulat ion in the pulmonary capilaries, swelling of endothelial cells (EC)

12 h a fter injection o f LPS ( TEM× 10 000)

图 5　Ⅱ型肺泡上皮细胞增生　注射 LPS后 48 h ( TEM× 6 000)

Fig 5　 Prolif eration of typeⅡ alveolar epithelial cell (PⅡ )　 48 h after injection of LPS ( TEM× 6 000)

图 6　Ⅰ 型、Ⅱ型肺泡上皮细胞肿胀 ,胞质内空泡 (V)形成　注射氮芥+ LPS后 72 h ( TEM× 8 000)

Fig 6　 Swelling and vacuole format ion (V) of typeⅠ and typeⅡ pulmonary alveolar epithelial cell (PⅠ , PⅡ )

72 h a fter injection o f nitr og en musta rd+ LPS ( TEM× 8 000)

2. 3　肺泡隔 PMN计量结果见表 1

表 1　肺泡隔 PMN计量结果 (x-± sx- )

Tab 1　 The result of PMN counting in pulmonary alveolar septa ( x-± sx- )

Number of PMN af ter injection of LPS or m ustard+ LPS (h )
Groups

1 3 5 12 24 48 72

L 371. 85± 12. 27** 401. 74± 17. 04** 540. 76± 29. 21** 358. 35± 19. 06** 234. 78± 20. 64** 　　 120. 45± 10. 15** 93. 65± 3. 72**

NL 23. 72± 3. 26△△ 21. 35± 3. 43△△ 27. 63± 3. 14△△ 34. 22± 5. 74△△ 71. 15± 6. 43** △△ 89. 07± 3. 53** 57. 13± 3. 91**

No. of PMN in contr ol g roup ( n = 8) w as 37. 95± 0. 44; ** : P < 0. 01 vs contr ol; △△: P < 0. 01 vs g roup L
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2. 4　肺泡隔面积密度图像分析结果见表 2

表 2　肺泡隔面积密度图像分析结果 ( a /a, x-± sx- )

Tab 2　 The area density of the pulmonary alveolar septa (a /a, x-± sx- )

Th e value of a /a, af ter injection of LPS or mus tard+ LPS ( h)

Groups
1 5 12 24 48 72

L 39. 41± 2. 27** 43. 35± 3. 42** 53. 52± 4. 44** 43. 79± 1. 43** 34. 00± 2. 64** 34. 07± 1. 45**

NL 18. 76± 1. 31△△ 19. 92± 1. 67△△ 19. 47± 1. 20△△ 22. 93± 2. 23△△ 23. 63± 1. 02△ 30. 75± 1. 65**

The value o f a /a in cont ro l g roup ( n = 8) w as 20. 56± 1. 94; ** : P < 0. 01 vs contr ol; △: P < 0. 05, △△: P < 0. 01

v s g roup L

3　讨论

　　 LPS引起的肺脏病变迄今尚缺乏深入研究 ,对其

致病机理亦无统一认识。本实验结果表明 ,大鼠注射

LPS后能引起肺脏一系列形态变化 ,如毛细血管内

PMN和血小板滞留、嵌塞 ,与 EC粘附 ;肺泡隔和肺泡

腔出血、水肿 ; EC和肺泡上皮肿胀、退变 ,继而 PⅡ增

生等。病变具有一定的阶段性 ,其过程可分为:①循环

障碍期 ;②变性坏死期 ;③损伤修复期。但各期之间病

变存在交叉重迭现象。循环障碍期的变化在注射 LPS

后 1 h即已可见 ,至 3、 5 h较为明显。其形态学主要表

现为肺组织充血、出血、水肿 ,血管内 PMN嵌塞。变性

坏死期的变化于 12 h明显 ,至 24 h和 48 h最为突出 ;

其特点为 EC、肺泡上皮细胞肿胀、退变坏死。至 72 h

上述病变明显减轻 ,且在 48、 72 h已见较多增生的 P

Ⅱ 。表明本实验条件下存活动物肺脏病变是可复性的 ,

故称之为损伤修复期。

　　 LPS引起的组织损伤机理较为复杂 ,一般认为

LPS可通过直接和间接两种途径损伤肺组织。体外实

验证明 , LPS对细胞有直接毒性作用
[4, 5 ]。其机理可能

与细胞内 Ca的增加和结合 Ca ( Ca-CaM )降低有关。正

常情况下 ,细胞内 Ca
2+浓度维持在一定范围。当内毒

素或其它致伤因素作用下 ,细胞兴奋 , Ca
2+
浓度增高 ,

致细胞损伤或死亡 [6 ]。

　　 LPS间接肺损伤的过程与多种炎性细胞、细胞因

子的参与有关 [2, 7 ]。本实验 L组大鼠注射 LPS后早期

即出现肺微血管内大量 PMN滞留、嵌塞或崩解脱粒 ;

而 N L组大鼠先注射氮芥致外周血白细胞减少后 ,再

注射 LPS,发现肺泡隔 PMN数量显著少于 L组 ,且病

变延迟发生 ,病变程度亦较 L组明显减轻。表明 PMN

在 LPS诱导的肺脏病变发生发展过程中起着重要的

始动作用。其作用环节可能与注射 LPS后 PMN被激

活 ,释放蛋白酶类、氧自由基和多种活性物质增加有密

切关系。弹性蛋白酶是 PMN释放的主要酶之一 ,正常

情况下以有活性酶的形式存在于 PMN溶酶体中。当

PMN被激活、崩解脱粒时 ,弹性蛋白酶被释放 ,从而

消化 EC表面和内皮下基质内的纤维连接蛋白 ,使 EC

形态和基底膜结构发生改变 ,毛细血管通透性增加 [8 ]。

被激活的 PMN在毛细血管内“扣押”、与 EC粘附的同

时 ,转移单电子的还原型辅酶Ⅱ氧化酶浓度升高而引

起 “呼吸爆炸” ,产生氧自由基增加 [ 3, 7, 9] ,通过其较强

的氧化作用引起细胞膜和膜性结构受损、功能障碍、胶原

溶解、蛋白变性和多糖凝集等一系列组织损伤的变化 [4 ]。

　　本实验肺泡隔面积密度图像分析结果表明 , L组

大鼠注射 LPS后各时相肺泡隔面积密度明显增加 ,即

肺萎陷 ,肺泡腔有效气体交换面积缩小。且萎陷的程度

与 PⅡ损伤、 ST含量及活性下降 (另文报道 )密切相

关。这一改变除上述因素外可能与 PMN释放的磷脂

酶 A2 ( PLA2 )增加有关
[2 ]
。ST的主要成份为卵磷脂 ,

是 PLA2的最适底物 ;内毒素血症时 ,激活的 PMN和

肺巨噬细胞释放 PLA2增加 ,并进入肺泡腔 ,降解 ST,

使 S T含量及活性下降 ,肺泡表面张力失常 ,从而促进

肺水肿、肺萎陷的发生 ,加重肺组织损伤。
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Endotoxin- induced pulmonary pathological changes and the role of poly-

morphonuclear neutrophils in the process of injury
Wang Shengxian, Chen Yisheng , Chen Zhiyuan, Qiao Yiran, Guo Deyu ( Depar tment o f Pa tholog y, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 The pulmonar y pa tho lo gica l changes in ra ts in the 1 h, 3 h, 5 h , 12 h, 24 h, 48 h and 72 h af-

ter the injec tion o f lipopo ly saccharide ( LPS, g r oup L) o r nitro gen musta rd and LPS ( g roup N L) w ere ob-

serv ed w ith optical micr oscope, electron micr oscope and image ana ly sis. Th e pa tho logical changes in the

lung s in g r oup L w ere a s fo llows: ( 1) Congestion, hemo r rhage, edema and atelectasis of the pulmona ry tis-

sue; ( 2) Accumula tion and deg ranulation o f polymo rphonuclea r neut rophils ( PMN ) and pla telets; ( 3)

Sw elling and necro sis o f endothelial cells; ( 4) Degeneration of alv eolar epithelial cells and the subsequent

pro liferation of typeⅡ alv eolar epithelia l cells . These changes could be div ided into circula to ry disturbance

pha se , degeneration-necro sis phase and injur y-repairing pha se. The pulmonar y pa tho lo gical changes occurr ed

mo re slow ly and less sever ely in g roup NL than th ose in g roup L. Our findings suggest tha t PM N plays an

impo rtant role in the pro cess o f pulmonar y injury induced with LPS.

　　 Key words　 pulmonary damage; endo toxin; po lymorphonuclea r neutrophil; ra t

　　 (上接 383页 )

过程 ,及胚胎脊髓在损伤脊髓病理改变中除起到减轻了神经元

和神经纤维的坏死变性程度 ,对损伤的神经元实施挽救作用

外 ,还具有有效抑制病理囊腔的形成 ,可填补原发损伤造成的

大块组织缺损 ,此外还防止了增生胶质细胞形成疤痕屏障 ,使

之以一个较为理想的数量出现在损伤脊髓的修复过程中 ,明显

地增加了再生神经纤维的数目。

3　讨论

　　本实验研究方法可用于观察胎鼠脊髓植入成鼠急性脊髓

损伤的组织修复作用效果的研究 ,并能观察到胚胎植入脊髓后

的不同时间的病理改变作用。

　　脊髓植入的全过程必须严格无菌操作 ,手术中应谨慎细心。

　　胚胎脊髓组织应分离纯净 ,结缔组织、骨组织等应剔除干

净 ,否则会影响移植效果。

　　手术后作好抗感染、实验动物的饮食喂养等。

　　关键词　胚胎 ;脊髓损伤 ;髓腔

　　中图法分类号　 R651. 2
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