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兔肺动脉栓塞／再灌注损伤中肺泡细胞凋亡及其Ｆａｓ／ＦａｓＬ表达的变化

袁雅冬１，崔　炜２，吕侯强１，陈　晔１，王　辉１，王素燕１

（１．河北医科大学第二医院呼吸内科，石家庄０５００００；２．心血管内科）

［摘要］　目的：观察兔肺动脉栓塞／再灌注损伤中肺泡细胞凋亡及其Ｆａｓ及ＦａｓＬ蛋白表达的变化，探讨肺损伤的可能机制。

方法：健康新西兰白兔３０只，雌雄不拘，运用５ＦＢｅｒｍａｎ球囊堵塞左下肺动脉，然后球囊放气，复制肺动脉栓塞缺血再灌注模

型，随机分为５组（ｎ＝６）：假手术组，肺动脉栓塞１ｈ组、肺动脉栓塞２ｈ组，肺动脉栓塞２ｈ再灌注１ｈ组、肺动脉栓塞２ｈ再灌

注２ｈ组；另设６只正常未手术白兔为对照组。实验结束取肺组织，测定肺组织湿／干重比，采用流式细胞分析法检测肺组织细

胞凋亡率，免疫组织化学法检测肺上皮细胞Ｆａｓ及ＦａｓＬ蛋白表达的变化。结果：与对照组、假手术组相比，肺动脉栓塞１、２ｈ
组兔肺组织细胞凋亡率明显增加，再灌注后凋亡细胞进一步增多，并随着再灌注时间延长而逐渐增多（Ｐ＜０．０５或０．０１）；Ｆａｓ
及ＦａｓＬ蛋白表达在肺动脉栓塞及再灌注后明显上调（Ｐ均＜０．０１）。肺泡上皮细胞凋亡指数与肺组织湿干比、Ｆａｓ及ＦａｓＬ蛋

白表达呈显著正相关 （ｒ分别为０．７６９，０．８２０，０．８２０；Ｐ＜０．０１）。结论：肺动脉栓塞缺血／再灌注可能通过激活Ｆａｓ／ＦａｓＬ系

统，诱导肺组织细胞凋亡，从而导致肺损伤的发生。
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　　近年来研究［１，２］表明，多种脏器在发生缺血再灌
注损伤时会出现细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）。细胞凋亡是
不同于细胞坏死的一种细胞死亡形式，通常发生于
细胞损伤已无法修复但尚未达到严重坏死的程度，
但目前关于肺动脉栓塞／再灌注损伤与细胞凋亡的
关系知之甚少，本实验通过建立兔肺动脉栓塞缺血／
再灌注模型，研究肺动脉栓塞缺血／再灌注损伤对肺
泡细胞凋亡的影响。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　健康新西兰白兔３６只（河北医
科大学动物室提供），雌雄不拘，体质量２．５～３．０
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ｋｇ，分为６组，每组６只。各组动物实验前１２ｈ禁
食水。５ＦＢｅｒｍａｎ球囊导管（美国 ＡＲＲＯＷ 公司）、
速眠新（军事医学科学院军事兽医研究所）。兔

Ｆａｓ／ＦａｓＬ多克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公
司），ＳＰ９０００试剂盒（北京中山生物工程有限公司）。

１．２　动物模型的建立　３６只白兔随机分为６组
（ｎ＝６）：正常对照组（不进行手术处理），假手术组
（将Ｂｅｒｍａｎ球囊导管经右侧颈外静脉送至左肺动
脉而不充盈球囊，置管４ｈ后放血处死动物），肺动
脉栓塞１ｈ组（Ｉ１ｈ），肺动脉栓塞２ｈ组（Ｉ２ｈ），肺
动脉栓塞２ｈ再灌注１ｈ组（ＩＲ１ｈ）、肺动脉栓塞２
ｈ再灌注２ｈ组（ＩＲ２ｈ）。按０．２ｍｇ／ｋｇ肌肉注射
速眠新麻醉动物，右侧颈外静脉经鞘管置入５ＦＢｅｒ
ｍａｎ球囊漂浮导管，在Ｘ线影像下，将球囊导管置
于左下肺动脉开口处，充盈球囊，同时行肺动脉造影
证实左下肺动脉完全堵塞，建立肺动脉栓塞动物模
型。ＩＲ２ｈ组白兔在栓塞２ｈ后抽出 Ｂｅｒｍａｎ球囊
中的气体，建立肺动脉栓塞缺血再灌注动物模型。
同时监测呼吸、心率、血氧饱和度、肺动脉压（ＰＡＰ），
包括 肺 动 脉 收 缩 压 （ＰＡＳＰ）、肺 动 脉 舒 张 压
（ＰＡＤＰ）、肺动脉平均压（ＭＰＡＰ）等指标。

１．３　肺组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ）的测定　各组动物
于实验结束后放血处死，开胸后立即剪取左肺心叶
肺组织，用滤纸吸干肺表面血液称湿重（Ｗ）并记录，
而后置于８０℃烘箱烘干７２ｈ至恒重称干重（Ｄ），计
算湿／干重比值（Ｗ／Ｄ）。

１．４　细胞增殖的计算方法　应用ＤＮＡ细胞周期
分析软件，计算出ＤＮＡ组方图各时相分布的百分
比，以增殖指数（ＰＩ）表示细胞的增殖活性，公式为

ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）／（Ｇ０／１＋Ｓ＋ Ｇ２Ｍ）×１００％。

１．５　流式细胞分析法测定肺组织细胞凋亡率　用

机械法分散肺组织，收集单细胞悬液，经３００目铜网
过滤，５００～８００ｒ／ｍｉｎ离心沉淀２ｍｉｎ。取１×１０６

细胞，加入１０％ 鸡红细胞作为内参标准，与样本同
步染色。用碘化丙啶（ＰＩ）法进行ＤＮＡ染色，由Ｅｐ
ｉｃｓＸＬⅡ流式细胞仪（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）
测定。检测前以ＦｌｏｗｃｈｅｃｋＴＭＦｌｕｏｒｐｈｅｒｅｓ（１０μｍ）
荧光微球 （ＲＥＦ６６０５３５９．ＢｅｃｋｍｅｎＣｏｕｌｔｅｒ，Ｉｎｃ．
Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ９２８３５．）作为标准样品调整仪器ＣＶ
值在５％以下。将所得数据输入计算机，用 Ｍｕｔｉｃｙ
ｃｌｅＡＶ分析软件对ＤＮＡ细胞周期拟合分析。

１．６　免疫组化检测肺泡上皮Ｆａｓ、ＦａｓＬ蛋白的表
达　具体方法按试剂盒说明操作。胞质中或核膜棕
黄色颗粒为阳性，不加一抗为阴性对照。结果判断：
在１０×４０高倍镜下，每张肺组织切片随机选取５个
视野，计数２００个肺泡上皮细胞数及阳性细胞数，计
算阳性细胞率，每张切片计数后取平均值。

１．７　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，凋亡程
度以百分率表示，利用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计分
析。组间比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）ＬＳＤ法，双变量相关分析采用Ｂｉｖａｒｉａｔｅ
过程的Ｐｅａｒｓｏｎ等级相关法。

２　结　果

２．１　兔肺动脉栓塞缺血再灌注动物模型的建
立　各组动物在栓塞和再灌注前后平均肺动脉压
（ＭＰＡＰ）的变化：与栓塞前相，比Ｉ１ｈ、２ｈ组，ＩＲ１
ｈ、２ｈ组在栓塞即刻急剧升高（Ｐ＜０．０５），在栓塞２
ｈ降至栓塞前水平（Ｐ＞０．０５）；再灌注即刻平均肺动
脉压再次升高（Ｐ＜０．０１），随后逐渐下降并且保持
平稳（Ｐ＞０．０５）。假手术组的平均肺动脉压在各时
间点无变化。具体详见表１。

表１　各组肺动脉栓塞／再灌注前后平均肺动脉压变化

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｅａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｃｕｔｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｐ／ｍｍＨｇ）

Ｓｈａｍ Ｉ１ｈ Ｉ２ｈ ＩＲ１ｈ ＩＲ２ｈ Ｆ

Ｂｅｆｏｒｅｉｓｃｈｅｍｉａ １８．３３±０．５８ １９．２５±０．５０ １９．６７±１．６３ ２０．２５±２．２２ １９．６０±２．７０ ０．４９２
Ａｔｉｓｃｈｅｍｉａ １９．００±１．００ ２７．００±１．８３△△ ２９．６７±４．９３△△ ３１．２５±６．８５△△ ２９．００±４．７４△△ ３．９３９
０．５ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａ１８．６７±０．５８ ２５．００±０．８２△△ ２６．００±３．６９△△ ２６．２５±２．０６△△ ２５．００±１．８７△△ ５．６５７
１ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａ １９．３３±０．５８ ２５．２５±０．９６△△ ２８．１７±４．９６△△ ２７．２５±２．２２△△ ２５．００±１．４１△△ ４．５６６
２ｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａ １８．３３±０．５８  ２１．８３±１．１７ ２２．００±１．６３ ２１．６０±２．６１ ３．３２４
Ａｔｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ １８．６７±０．５８   ２９．７５±３．３０△△ ２６．４０±１．５２△△ １４．５７６
１ｈａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ１９．３３±１．５３   ２０．２５±２．５０ １８．８０±３．１１ ０．０５１
２ｈａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ１８．６７±１．５３    １８．２５±１．７２ ０．１４０

　Ｉ１ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ１ｈ；Ｉ２ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈ；ＩＲ１ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ１ｈ；ＩＲ２ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ２ｈ．Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｔｉｍｅｂｅｆｏｒｅｉｓｃｈｅｍｉａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐ．１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ
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２．２　肺组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ）　对照组与假手术
组 Ｗ／Ｄ之间无显著差异（Ｐ＞０．０５）；与对照组和假
手术组相比，Ｉ１ｈ、２ｈ组，ＩＲ１ｈ、２ｈ组肺组织 Ｗ／

Ｄ明显升高（Ｐ＜０．０５或０．０１）。ＩＲ２ｈ组高于ＩＲ１
ｈ组（Ｐ＜０．０５），并且明显高于Ｉ１ｈ、２ｈ组（Ｐ＜
０．０１）。详见表２。

表２　各组间肺组织湿／干重比、细胞增殖指数、细胞凋亡率、肺泡上皮细胞Ｆａｓ／ＦａｓＬ蛋白表达比较

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦａｓ／ＦａｓＬｐｒｏｔｅｉｎｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎ６ｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｉｎｄｅｘ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｈａｍ Ｉ１ｈ Ｉ２ｈ ＩＲ１ｈ ＩＲ２ｈ Ｆ

Ｗ／Ｄ ４．１０± ４．３０± ４．８７± ５．００± ５．３１± ６．２３± ４３．８２５
０．１１ ０．０６ ０．１３△△ ０．１６△△ ０．５３△△▲ ０．３８△△▲▲□□■■

ＰＩ ４２．４２± ４６．７０± ６０．７７± ６１．２９± ５９．９６± ６６．６５± ７．６７４
８．３６ ２．６５ ５．７９△△ ８．７２△△ ９．３９△△ ３．０３△△

ＡＩ（％） ２．２２± ２．５１± ７．５６± ６．９６± ８．６３± １０．５７± １９．９１７
０．５１ ０．１４ １．６０△△ １．４１△△ １．５７△ ２．５５△△▲▲□□■

Ｆａｓ（％） ４．５０± ６．３０± １６．２０± ３１．６０± ４７．１０± ７８．７０± ４６５．１０７
１．４６ ０．９１ １．１５△△ ２．３３△△▲▲ ５．０５△△▲▲□□ ４．１５△△▲▲□□■■

ＦａｓＬ（％） ３．８０± ４．５０± １４．８０± ３１．００± ４９．９０± ８５．９０± １３０２．２１６
１．２０ １．３７ １．１５△△ ２．１５ △△▲▲ ３．０５△△▲▲□□ ２．１９△△▲▲□□■■

　Ｉ１ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ１ｈ；Ｉ２ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈ；ＩＲ１ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ１ｈ；ＩＲ２ｈ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ２ｈ．Ｐ＜０．０１

ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＩ１ｈｇｒｏｕｐ；□Ｐ＜０．０５，□□Ｐ＜０．０１ｖｓＩ２ｈｇｒｏｕｐ；■Ｐ

＜０．０５，■■Ｐ＜０．０１ｖｓＩＲ１ｈｇｒｏｕｐ

２．３　肺组织细胞增殖指数（ＰＩ）　对照组肺组织ＰＩ
与假手术组之间无显著差异（Ｐ＞０．０５）；与对照组
与假手术组相比，Ｉ１ｈ、２ｈ组，ＩＲ１ｈ、２ｈ组肺组织

ＰＩ明显升高（Ｐ＜０．０１）。详见表２。

２．４　肺组织细胞凋亡率（ＡＩ％）　对照组肺组织细
胞凋亡率与假手术组之间无显著差异，说明手术不
是造成细胞凋亡率升高的原因。与对照组和假手术
组肺组织细胞凋亡率相比，Ｉ１ｈ、２ｈ组，ＩＲ１ｈ、２ｈ
组明显升高（Ｐ＜０．０１或０．０５）；ＩＲ２ｈ组高于ＩＲ１
ｈ组（Ｐ＜０．０５），并且明显高于Ｉ１ｈ、２ｈ组（Ｐ＜

０．０１）。详见表２。

２．５　肺泡上皮细胞Ｆａｓ、ＦａｓＬ蛋白表达　免疫组织
化学染色Ｆａｓ、ＦａｓＬ蛋白被染成棕黄色颗粒，阳性信
号主要在肺泡上皮细胞胞膜或胞质（图１）。Ｆａｓ、

ＦａｓＬ蛋白表达在兔肺动脉栓塞１ｈ轻度增高，２ｈ
时明显增高（Ｐ＜０．０１）；再灌注后１ｈ、２ｈ时Ｆａｓ、

ＦａｓＬ蛋白表达进一步增加，随再灌注时间的延长逐
渐增多（Ｐ＜０．０１）；对照组与假手术组已有轻度表
达，但是两组之间无差别。详见表２。

图１　肺泡上皮细胞Ｆａｓ和ＦａｓＬ蛋白表达

Ｆｉｇ１　ＦａｓａｎｄＦａｓＬｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｉｐｔｈｌｉａｌｃｅｌｌｓ（×４００）

ＡＣ：Ｆａｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＤＦ：ＦａｓＬｐｒｏｔｅｉｎ；Ａ，Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｅ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈ；Ｃ，Ｆ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ２ｈａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ２ｈ
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２．６　相关性分析　将３６只兔的肺组织细胞凋亡率
与肺组织湿／干重比和肺泡上皮细胞Ｆａｓ／ＦａｓＬ蛋白
表达作相关分析表明，肺组织细胞凋亡率与肺组织
湿干重比以及Ｆａｓ、ＦａｓＬ蛋白表达之间存在非常显
著 的 正 相 关 关 系 （ｒ＝０．７６９，０．８２０，０．８２０；Ｐ＜
０．０１）。

３　讨　论

　　肺动脉栓塞是常见的心肺血管系统疾病，病情
危重、病死率较高。当肺动脉主干或广泛肺动脉栓
塞时，其病理生理过程主要表现为血流动力学改变
和呼吸生理改变。一旦临床确诊，治疗原则是尽早
尽快地恢复缺血肺组织的血流。随着对肺动脉栓塞
的深入研究，人们发现不仅在栓塞时存在肺脏损伤，
而且经过治疗，肺动脉再通后亦有出现肺损伤的可
能，如何保证恢复肺动脉血流畅通又要防止或最大
限度的减轻缺血再灌注损伤的发生成为临床医师关

注的问题。本研究运用Ｂｅｒｍａｎ球囊首先堵塞新西
兰白兔左下肺动脉，然后球囊放气恢复肺组织血流
供应，建立急性兔肺栓塞及肺缺血再灌注损伤模型。
通过造影显像可直接观察肺组织缺血范围、再灌注
情况，而且不需要开胸手术，直观地了解肺栓塞及再
灌注损伤。

　　缺血再灌注肺损伤是临床上存在的一种脏器损
伤现象，临床上的主要表现为肺水肿及急性呼吸衰
竭。一般再灌注损伤主要发生在血流再通的最初几
分钟内，主要表现为内皮功能紊乱、细胞坏死和凋
亡。肺缺血再灌注时，氧自由基的快速大量产生、中
性粒细胞大量浸润引起的过度炎症反应、细胞内的
钙超载、体液因子的作用等，可诱导肺血管内皮细胞
和肺泡上皮细胞凋亡的发生［３］，细胞凋亡的过程可
以在很短的时间完成。Ｆｉｓｃｈｅｒ等［４］发现缺血再灌

注损伤可促进人肺组织细胞凋亡数目增多，肺组织
细胞的过度凋亡可以导致肺功能不全。本研究表
明，单独肺动脉栓塞１ｈ可引起兔肺组织细胞凋亡，

２ｈ时明显增高。再灌注后细胞凋亡进一步增加且
与再灌注时间相关，这与此期间肺组织湿／干重比的
改变趋势是一致的。表明肺组织细胞凋亡可能参与
了肺动脉栓塞／再灌注肺损伤的发生，而肺组织细胞
凋亡是肺动脉栓塞／再灌注早期肺损伤的一个指标。

　　Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统是介导细胞凋亡的重要信号转
导通路之一［５］。在正常情况下Ｆａｓ和ＦａｓＬ并不介
导细胞发生凋亡。Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统过度表达时，可引
起多种炎症细胞和实质细胞的过度凋亡而造成淋巴

细胞减少及器官功能障碍［６，７］。有报道肠缺血再灌

注损伤时，肺组织损伤程度与单个核细胞Ｆａｓ表达
变化相对应，肺组织损伤加重时Ｆａｓ增加，肺组织逐
渐恢复正常时Ｆａｓ也逐渐减少，因此Ｆａｓ可以衡量
肺脏损伤程度。目前认为，Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统参与肺组
织细胞凋亡可能主要与以下因素有关：Ｆａｓ抗原在
靶细胞的表达上调［８］；以及肺部浸润淋巴细胞ＦａｓＬ
表达上调，并与靶细胞上的Ｆａｓ抗原结合进而诱导
细胞凋亡。由于表达 Ｆａｓ的细胞为多见，而表达

ＦａｓＬ的细胞不多，因此组织细胞是否发生凋亡很大
程度上取决于组织中是否有ＦａｓＬ的表达。本研究
显示，Ｆａｓ和ＦａｓＬ在正常兔肺组织中仅有轻微表
达，而在肺动脉栓塞缺血／再灌注时兔肺组织细胞表
达明显上调（Ｐ＜０．０１），并且Ｆａｓ／ＦａｓＬ表达的增强
与肺组织细胞凋亡增加呈正相关，提示Ｆａｓ／ＦａｓＬ系
统活化可能是肺动脉栓塞缺血／再灌注肺损伤的发
生机制之一。掌握肺损伤发病过程中异常细胞凋亡
的规律，根据不同阶段对细胞凋亡进行调控，将成为
临床防治肺动脉栓塞缺血／再灌注肺损伤的新思
路。　　　
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