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自由基机制在硫化氢中毒性肺损伤中的作用

朱俊信 刘 勇 欧阳子倩 (第三军医大学卫生防疫系 毒理学教研室 )

提 要 本文观察了自由基机制在大鼠硫化氢吸入中毒肺损伤中的作用
。

测定 了肺 组 织及支

气管肺泡灌洗液中丙二醛 (M DA )
、

灌洗液蛋白浓度和细胞学变化 ;肺及血液SO D
、

G S H和 t i V E
。

结果表明
,

大鼠在吸入 H Z S后
,

M D A显著增加
,

灌洗液蛋白浓度明显增加
,

细胞学变化提示炎症

反应明显
。

S O D活性先抑制后增强
,

G S H和 v it E在中毒后显著降低
。

上述各项指标变化的严重程

度与硫化氢的吸入浓度有关
。

浓度高
,

损伤重
,

变化早
,

恢复慢
。

H : S中毒导致自由基形成和 脂

质过氧化的增强是 H 2 5所致肺损伤的机制之一
,

其损伤程度与剂量有关
。

关键词 自由基 , 肺多 脂质过氧化 , 硫化氢

硫化氢 ( H
Z

)S 是 自然界中广泛存在的一种有害气体
,

其中毒机理与佩化物中毒相似
,

即抑制细胞色素氧化酶
,

引起细胞呼吸障碍
。

硫化氢可引起广泛的肺损伤
,

而氛化物则很少

见
。

需氧组织周围环境氧的变化
,

可使体内 自由基形成与控制两种机能平衡失调
,

以致细胞

受损
,

甚至机休死亡 (2) (3)
。

关于 自由基机制在 H
: S中毒性肺损伤中的作用

,

国内 外未见报

道
。

硫化氢中毒所致肺损伤与 自由基机制是否有关则是本文感兴趣的问题
。

1 材 料 和 方 法

1
.

1 动物 中毒
w i st ar 大鼠 8`只由本校动物所提供

,

体重 2 10 土3昭
,

雌雄各半
,

按表 1 随机分组
。

呼吸道中毒采用本

室研制的 M T 3
一
8二呼吸道动力中毒装置

,

动物在 H
Z S中暴露 3 h

。

表 1 实验设计

T ab
.

l E x p e r im e n t a l
.

D
e s ig n

N u m b e r o f r a t s a n d k i l l e d a t P EH .

G r o u P s

H : S

( P P m ) C o n t r o l

0 1 6 1 2 2 4 7 20 1 6 1 2

L o
w d o s e

H i g h d o s e

1 0 0

2 2 0

. P E H = p o s t e x p o s u r e il o u r

1
.

2 观察指标及方法

根据文献 (’ ’
的方法收集大鼠支气管肺泡灌洗液 ( B A L F )

,

制备 10 %无血肺组织匀浆
,

心脏采集血样
。

过氧化脂质 ( L P O ) 分解产物丙二醛 ( M D A ) 含量分析按文献脚方法进行 , 紫外法测蛋白浓度 , 四氮哇

蓝还原法 (6) 测超氧化物歧化酶 ( S O D ) 活性 , 用比色法 (,) 和荧光法 (8) 分别测定谷胧甘肤 ( G s H ) 和维生索

E (V it E ) 的含量
。

在光镜下进行 B A L F有核细胞计数及分类
。

1
.

3 统计处理

用单
、

双因素方差分析及配对资料 t检验在 A p lP e 一 I 微机上进行显著性检验
,

以 “ = 。 .

05 判别显若性
·

2 结 果

2
。

1 1
,

P O 分解产物 M D A 的变化
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表 Z H
: S中毒M D A的含黄变化 ( n nl ol M O A / m g蛋白 或 n m ol / m Bl A L F )

T ab
。

2 M DA 卜v e l
s (。 m o

1 M DA / m g p r o et i n o r n m o

/l m 1 BA L F ) i n BA L F a n d

i n lu n g s o f r a t s e x p o s e d t o 1 0 0
、

2 0 0 p pm H : S

P o s t e二 P o s u r e 五o u r

S a m P l e H : S ( p p m ) C o n t r o l

—
0 1 6 1 2 2 4 7 2

L u n g
0

。
3 9 7

士 0
。
0 4

0
。
4 1 1

士 0
。
0 4

0
。

4 0 7

士O
。
0 4

0
。
5 8 2

士 0
.

1 1△

O
。
4 2 4

士 0
。
0 2

0
。
4 1 8

士 0
。
0 1

0
。
4 2 0

土 0
。
0 3

0
。
4 8 2

土 0
。
0 3` ’

0
。
4 9 8

土 0
.

0 2` .

O
。
5 2 1

士 0
.

0 2八 .

200000
.1的̀.且

BA L F
0

。
0 8 6

士 0
。

0 2

22 0

O
。
0 8 0

士。 。
0 2

0
。
0 9 1

士 0
。
0 2

0
。
0 9 1

士 0
。
0 1

0
。
1 3 5

士 0
.

0 2 . ’

士

O
。

O
。

1 7 5

0 1舀 .

0
。
3 0 2

士 0
.

0 2八 .

0
。
6 2 2

士 0
.

2 1八

0
。
6 4 7

士。 。
o Z d

0
。
0 8 3

士 0
。
0 3

0
。
5 0 5

士 0
.

0 3八 ’

0
。
0 6 8 0

。
1 0 6

士 0
.

0 3 士 0
.

0 5

0
。
4 7 6 0

。
1 0 9

士 0
.

0理` ’

士 0
.

0 2

呀
*P < 0

.

05一 ` : P ( 0
.

0 1 e o m p a r e d w i t h e o o t r o l ,
’ : P < 0

.

0 2 e o m p a r e d b e t甲 e e n t h e t可 0 g r o u p s .

表 3 H
: S中毒 B A L F蛋白浓度变化 ( m g /m l)

T a b
.

s P r o et i n e o e e n t r a t i o n s i n B A L F ( m g /m l )

P o s t e x P o s u r e h o u r

H : 5 C o n t r o l

( P P m ) 0 1 6 1 2 2 4 7 2

0
。
2 7 0

士 0
.

0 2

0
。
2 8 8

土 0
。
0 2

0
。

2 73

土 0
。
0 2

0
。

29 7

士。 。

0 i a

0
。
2 9 5

土。 。 。 2 .

0
。

34 3

士O
。
0 3二

0
。

3 1 3

土 O
。
0 .2

0
。
4 8 4

士。 .

01
. 奋

0
。
3 2 0

士 。 .

0 .2

0
。
5 2 4

士 0
。
0 3里’

0
。
2 8 4

土 0
。
0 3

nù010韶

些
,
P ( 0

.

0 1 e o . P a r e d w i t h c o n t r o l -

` : P ( o
。
0 5 . ’ .

P < 0
.

0 1 e o m P a r e d b e t w e e n t h e t w o g r o u p s

从表 2可见
,

高浓度H : S吸人中毒
,

M D A立即 ( 。 b ) 显著上升
,

” 五恢复至对照水平 , 低浓度组 M D A

6五开始升高
,

” 五~ 24 h恢复至对照水平
。

M D A开始升高和恢复的时间以及增高的程度与H Z S浓度有关
。

2
.

2 B A L F 中蛋白含 量的变化

由表 8 可见
,

中毒后 l h
、

6 h
、

1 2 h
,

两组动物BA L F蛋白含量均显著增高
,

高浓度组 增高幅度显著

高于低浓度组
。

2
。

3 B人 L F 中细 胞学变化

低浓度组中毒后 。五
、

l h
、

6 h和高浓度组 。 h
、

l h
、

6 h
、

1 2h及 2 4 h
,

B A L F中有核细胞计数增高均

非常显著
。

恢复至对照水平前者为 12 h
,

后者为72 h (表 4 )
。

细胞分类变化见表 5 ,

多形核粒细胞 ( P M N ) 百分率于中毒后立即升高
,

7 h2 恢复至对 照 水平 , 肺泡

吞噬细胞百分计数 ( P A M % ) 低浓度组先升高后下降
,

12h恢复 , 高浓度组 72 h恢复并高于对照组
。

肺泡各

嘴细胞的绝对计数 ( P A M s) 在中毒后显著升高
,

恢复时间分别为 12 h和” ilo

.2 4 机体杭羲化 系统的 变化

10 OP p m或2。。 p p m吸入中毒
,

肺组织V it E 含量迅速下降
,

直至中毒后 7 h2
,

vi t E水平仍低于对照组
。

相关分析表明其变化与肺组织 M D A含量呈显著负相关 (r 二 一。 .

60 3 ,

尸0<
.

好声
。

.

_

夜笨v 针 E变化 与肺组织

的变化一致 (表 6 )
。
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表 4 H
Z

S中毒 B A L F有核细胞计数 ( x l o“ / m l )

T a b
。

4 N u m b e r o f n u e l e a t e d e e l l
s i n B A L F o f r a t s e x p o s e d t o

1 0 0
、

2 0 0 p p m H : S ( x 1 0
5

/ m l )

P o s t e x P o s u r e h o u r

H名 S

( P P , !生)

C o n t r o l

1 2 2 4 7 2

1 0 0

2 2 0

1
。

0 4

士 0
。
0 5

1
。
0 7

士 0
。
2 4

1
。

3 9 1
.

9 5 2
。

士 0
。
3 6必 士 0

。
1 5. 士0

。

1
二

7 5 2
。
2 2 2

士 0
。
2 2申 士 0

.

1 8. △ 土 0

; ;
。

8 8

2 0 . 。

1
。
1 5 1

.

1 1

士 0
.

0 3 士 0
.

0 5

3
。
9 5 2

。
4 0

士 0
.

1 6二 士 0
.

2 0 . 今

1
。
0 5

士 0
.

0 2

1
。
1 5

士 0
。
2 7

尸< 。
。

0 1 c o 皿 p a r e d w i t h e o n t r o l
。

尸 < 。
.

0 5
, 。 . P < o

。
0 1 e o m Pa r e d b e t w e e n t h e t w o g r o u p s .

未
一

5 H
Z
S中毒 B A L F 细胞分类变化

T a b
.

5 C e
l l d i f f e r e n t i a t i o n o f B A L F o f r a t s e x p o s e d t o 1 0 0

、
2 0 0 p p m H

Z
S

P o , t e x p o s u r e h o ; , r

C e生15 H : 5 C o n t r o l

( p p m 》 1 2 2 4 7 2

衬 f
5

.

3 2

士 0
。
17

9
。
0 3

士 0
。
遭2乎

1 1
。
1 5

士 0
.

5 9少

1 9
。
2 9

士 0
。
6 6 .

6
.

1 6

士 O
。

1少

5
。
2 1

士 0
.

0 5

峥曰门了内Oq自OUOó .勺,口5
。
3 3

士 1
.

2 1

7 6
。
6 2

土 2
。
吐6

3 3

2 5它
.

5 9

4 4

。
5 0

。
7 4二

9 7

3 6 .

5 0 5
。

1 1二 士 0
。

r 八只
” 。 3 1 7 2

。

9 3 士 1
。
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2 0 士。
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士 0
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。
1 7. 朴

8 3

0 4
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雌 : P <二0
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0 6
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; . : P < 0

.

0 1
e o m P a r e

d b
e t w

e e n t h
e t w o g r o u P s
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表 6

C h a : 一g e s i n t h e

H : S 中毒V i t E 的变化 ( 卜酬 1 0 0m g 蛋白 )

l e v e l s o f V i t E a f t e r H
Z
S e x p o s u r e (件g / 1 0 0 m g p r o t e i n )

P o s t e x P o s u r e h o u r

5
01 , n P l e I .I a S C o n t r o l

( P P m ) 1 2 2 4 7 2

,ó八é
目

工应U

十一士

:

,éùO
`
任方才1三1古nUnl2

.̀1,人n甘

+一+一
0.45沪

介Qt了厅̀,上` .占óU,人nù

土+一
l

` t农n g 1 0 0
4

。
8 8

士 0
。
9 1

4
。
4 7

士 0
.

5 9

3
。
8 5

士 0
。
5 1 ; ;

.

2 2 0
士

2

0

9 8

1 0竺么
0 6

0 9
. 。

3
。
1 9

士 1
。

53 .

1
。
6 3

土 0
。
1 ` .

2
。
6 4

土。 。
4 6 .

2
。
6 9

土O
。
4 3 .

F I压` m a 2 2 0 2
。
3 4

士O
。
0 5

2
,

0 3

士O
。
1 0 .

_

1
。
5 8 1

.

3 5 1
.

2 0

士 0
。
10一 土 0

.

1 0性 士 0
。
12 .

1
。
2 6 1

。
8 3

士 0
.
0 6 . 土。 。

0 8八
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鸽 . , . .曰 , , J .
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肺组织 G SH的变化
,

低浓度组动物中毒后各时相点较之对照组 分 别 下 降46 %
、

59 %
、

7 1%
、

82 %
、

4 2 % 和 。 %
。

相关分析表明其变化与肺组M D人含量呈高度负相关 (r = · 。 .

7 6 1
,

尸 < 。 。 。 1) , 高浓度组动物

全血GSH分别降低” %
、

切%
、

48 %
、

“ %
、

34 % 和 13 %
,

与对照组比较相差均非常显著 (表 7 )
。

表 7 H
: S 中毒后 G S H的 变化 (协m o

l/ m g蛋白 )

T凡b
.

7 Ch a n朗 5 i n t五e le v e l s o f G S H a f t e r
H

:
5

e x p o s u r e
(林m

o l / m g p r o t e i n )

P o s t e x P o s u r e h o u r

S a m Pl e H * 5 C o n t r o l

—
( P Pm ) 0 1 6 1 2 2 4 7 2

4n
ù
12

土3士
L u n g

B 10 0 d

盆宝二 欲 ;雪
,

孟 ;;
·

从 1;
.

益 :盆 毅寻弘 六得 士粼 ;
·

0
。
9 2

士 O
。

15 .

1 6
。
5 1

士 1
。
5 7 .

2
。
9 3

士。 。

24
.

2 4
。
0 5

士 3
。
0 7

.

。
6 2

。
1 3.

。
7 7

。
0 5

.

. P ( o
。
0 1 e o m P a r e d w i t h e o n t r o l

肺组织 S O D活力变化
,

低浓度组中毒后迅速降低
,

6 h 降至最低
,

2 4 h恢复至对照水平
,

72 h显著增高 ,

高浓度组
,

血浆S O D活力 1五降至最低
,

2b4 后高于对照水平 (P < 0
.

01 )
,

见表 8
。

表 s H
:

S 中毒后 SO D的变化 ( u
/ m g 蛋白 )

T ab
.

a C h
a n朗 5 i n th

e a e t i v i t i e s o f SO D
a f t e r H

:
5 e x p o s u r e ( u / m g p r o t e i n )

P o s t e x P o s u r e h o u r

aS 皿 Pl e H : 5 C o n t r o l

—
( p p m ) 0 1 6 1 2 2 4 7 2

L住 . 叹

P l a s m a

4 2 3
。
6

士 4 8
。

3

4 3 3 3

士 3 9 5

3 1 3
。
2

士4 1
。
6 .

2 6 2 6

士 30 6.

2 5 3
。
1

士 3 3
。

5性

2 0 5 2

士 2 3 5 .

2 2 4
。
0

士 2 7
。
2

,

5 2 6
。
0

土 2 7
。
8住

2 26 9

士4 0 3 .

3 0 0
。
5

士8
。
9 .

2 4 4 7

士3 4 5佗

4 5 6
。
2

士 2 4
.

9

6 0 2 5

士 4 6 3 .

、

砂 14
土 2 5 8旦

n一o 0ǹ,二2

, P ( 0
。
0 1 e o m Pa r e d w i t h e o n t r o l

2
。
5 M D A 变化 与 B A L F中蛋白 浓度

、

有核细胞计数之间的关 系

相关分析表明
,

肺组织匀浆M D A含量变化与 B A L F中蛋白浓度
、

有核细咆计数都有显著的相关性 (r 值

分别为.0 7 1和 .0 75
, p ` .0 01 ) 提示 B A L F中蛋白浓度和有核细胞计数的变化与 H “ s 弓l起自由基反应所致 的

组织损伤有关
。

3 付 论

氧自由基在肺损伤中的作用近年来曾引起人们的广泛重视
。

在体内产生氧自由基的途径

很多
,

由于体内含有关然抗氧化系统 (如 S O D
、

G S H
一
P X

、

G S H
、

vi t E等 )
,

故能维持体

内 自由基产生与控制两种机能的平衡
。

但当氧中毒
、

低氧血症
、

缺氧或其它病理因素导致机

体防御机能不足或 (和 )自由基产生过多时
,

活性较强的氧 自由基将与所接触的非自由基分子

反应
,
形成另一 自由基

。

自由基反应一经引发
,

常呈链式蔓延
,

导致细胞和组织损害 (2)
。

本实验结果表明
,

H
:
S吸入中毒

,

肺内脂质过氧化作用增强
,

M D A形成 增 加
,

且增加

的程度与吸入 H :
S浓度有关

。

浓度高
,

变化大
、

时间早
、

恢复慢
。

M D A增高的 原 因可能与

下列因素有关
:

( l ) H
: S对细胞色素氧化酶的抑制引起细胞内环境的变化

,

导致 自由基产

生增加 , ( 2 ) H
:
S对肺组织气血屏障的破坏使气体交换障碍

,

因缺氧而使 自 由 基 产生增

加, ( 3 ) H :
S中毒

,

粒细胞及肺泡吞噬细胞的增加可诱导 自由基的产 生 , ( 4 ) H
:

S对体
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内夭热抗斌化系统的损伤
。

超筑化物歧化酶在中毒后早期抑制明显
,

这可能 与 H Z
S对 SO D的直接作用有关 , 中毒后

2 4 h S O D活性升高
,

提示由于大量 自由基的生成
,

诱导其活性增高
。

低浓度H
2
5引起 的自由

基损伤较轻
,

故 S O D活性变化幅度也较小
。

G S H和 V it E在中毒早期即急剧减少
,

此时低浓度组动物自由基损伤并不严重
,

说明 H
Z S

对 G S H和V it E 含量的影响除了通过自由基与之作用使其减少外
,

还可能有其它机制 (0)
。

H
:
S中毒对机体抚氧化损伤的防御机能有明显的削弱作用

,

这是造 成机体组织自由基损

伤的重要原因之一
。

H
:
S中毒

,

肺内M D A含量的变化与B A L F中蛋白及有核细胞计数的变化 显 著 相关
,

表

明自由基引起肺组织损伤
,

以致灌洗液蛋白和细胞发生变化
。

综 上所述
,

H
:
S中毒后组织内

自由基的产生
,

诱导脂质过氧化反应是 H : S中毒性肺损伤机制之一
。

此外
,

H : S对机 体抗氧

化系统的直接作用也可能与肺损伤有关
。
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