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［摘要］　目的：观察外源性血管紧张素（Ａｎｇ）Ⅱ灌注大鼠气道对肺上皮屏障的损伤作用，并探讨其可能的损伤机制。方法：

Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为５组：ＰＢＳ对照组、Ａｎｇ６、２０ｈ组、Ａｎｇ＋ｚＶＡＤｆｍｋ组、Ａｎｇ＋氯沙坦组（ｎ＝１０），各组大鼠分别经气管灌

注ＰＢＳ、Ａｎｇ（１０μｍｏｌ／Ｌ）磷酸盐缓冲溶液、Ａｎｇ（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ｚＶＡＤｆｍｋ（６０μｍｏｌ／Ｌ）、Ａｎｇ＋氯沙坦（ｌｏｓａｒｔａｎ，１００μｍｏｌ／Ｌ），

另设１０只大鼠不作任何处理作为空白对照组。大鼠经气管灌入相应溶液后在体灌洗动物肺脏，测定灌洗液中的血红蛋白

（Ｈｂ）和灌洗肺前由静脉注入的荧光物质（ＢＯＤＩＰＹ）标记的白蛋白含量，判断肺损伤；取肺组织标本进行病理学观察；采用末端

脱氧核苷酸转移酶标定法（ＴＵＮＥＬ）和抗ｃａｓｐａｓｅ３免疫标定方法检测肺泡上皮细胞凋亡。结果：灌注Ａｎｇ６ｈ后，支气管和

肺泡上皮细胞内标定的断裂ＤＮＡ片段（Ｐ＜０．０５）和活性ｃａｓｐａｓｅ３（Ｐ＜０．０１）显著增加，但单纯灌注磷酸盐缓冲溶液没有作

用；同时灌注ｃａｓｐａｓｅ抑制剂ｚＶＡＤｆｍｋ或Ａｎｇ受体１阻断剂氯沙坦均阻断Ａｎｇ对ＤＮＡ和ｃａｓｐａｓｅ３的作用。灌注Ａｎｇ６ｈ
后，肺泡灌洗液中荧光标定的白蛋白含量（Ｐ＜０．０１）和 Ｈｂ含量（Ｐ＜０．０５）亦显著增加；ｚＶＡＤｆｍｋ或氯沙坦亦阻断支气管肺

泡灌洗液中荧光白蛋白含量和 Ｈｂ含量的变化。结论：在体大鼠呼吸道内灌注外源性Ａｎｇ可介导肺泡上皮细胞凋亡；Ａｎｇ诱

导的在体肺泡上皮细胞凋亡可能与Ａｎｇ受体１亚型介导的激活ｃａｓｐａｓｅ３信号转导通路有关。
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　　肺泡上皮细胞凋亡是急性肺损伤和肺水肿形成的重要

原因之一［１］。Ｕｈａｌ等［２］认为，正常肺泡上皮屏障较其毛细

血管内皮屏障紧密，除非肺泡上皮屏障被破坏，否则单纯肺

毛细血管通透性增加不会导致间质性肺水肿。血管紧张素

（Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ，Ａｎｇ）Ⅱ能以剂量依赖的方式诱导体外培养的

肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡，此作用能被选择性的 Ａｎｇ受体１
阻断剂———氯沙坦（ｌｏｓａｒｔａｎ，Ｌｏｓ）抑制［３］；Ａｎｇ在Ｆａｓ诱导

的肺泡上皮细胞损伤中也发挥重要作用［４５］；其在急性呼吸

窘迫综合征（ＡＲＤＳ）肺损伤中亦起重要作用［６７］。上述研究

均为离体状态下 Ａｎｇ对肺泡上皮细胞行为学的影响结果，

目前缺乏深入的在体研究结果。Ｇｉｌ等［８］的动物实验发现，

静脉输入Ａｎｇ可导致家兔严重的肺水肿，但无法用血流动

力学的变化解释。结果提示，在体状态下 Ａｎｇ对肺泡上皮

细胞可能也有一定的损伤作用。为此，本研究进一步观察在

体状态下，Ａｎｇ对肺泡上皮屏障的确切影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　纯化 ＡｎｇⅡ购自Ｓｉｇｍａ公司，ｃａｓｐａｓｅ
抑 制 剂———ｚＶａｌＡｌａＤＬＡｓｐ （ＯＭｅ）ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌｋｅｔｏｎｅ
（ｚＶＡＤｆｍｋ）购自Ｋａｍｉｙａ生物医学公司，氯沙坦购自 Ｍｅｒｃｋ
公司，氟硼荧（ＢＯＤＩＰＹ）标记的小牛血清白蛋白购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｐｒｏｂｅｓ公司，ｃａｓｐａｓｅ３抗体、ＤＮＡ片段测定试剂盒（ａｐｏＴＡＣＳ

ｋｉｔｓ）均购自Ｒ＆Ｄ公司。

１．２　动物及分组　成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自河北医科大

学实验动物中心，体质量１７５～２００ｇ。Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为

５组（ｎ＝１０）：ＰＢＳ对照组、Ａｎｇ６ｈ组、Ａｎｇ２０ｈ组、Ａｎｇ＋

ｚＶＡＤｆｍｋ组、Ａｎｇ＋氯沙坦组。按 ＷＡｎｇ等［９］的方法，５组

大鼠分别经气管灌注ＰＢＳ、Ａｎｇ（１０μｍｏｌ／Ｌ）磷酸盐缓冲溶

液、Ａｎｇ（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ｚＶＡＤｆｍｋ（６０μｍｏｌ／Ｌ）、Ａｎｇ＋氯沙

坦（１００μｍｏｌ／Ｌ）；另设１０只大鼠不作任何处理作为空白对

照组。

１．３　急性肺损伤动物模型的建立及检测样本的获取　苯巴

比妥腹腔麻醉，各组大鼠在呼气末经直径１．５ｍｍ的弯气管套

管插管分别灌注３００μｌ无菌ＰＢＳ或含有不同试剂的ＰＢＳ溶

液，随后立即推注３ｍｌ空气以使灌注的试剂弥散入远端气道。

在进行支气管肺泡灌洗和动物处死之前１５ｍｉｎ，所有大鼠均

接受静脉注射４００μｌ含２×１０
５ｍＦＵ荧光小牛血清白蛋白（约

５０μｇ）的ＰＢＳ溶液；以６ｍｌ无菌ＰＢＳ缓慢灌洗肺泡２次并收

集灌洗液，为收集支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ），在灌洗前１０

ｍｉｎ行气管插管。立即离心ＢＡＬＦ收集细胞，制备细胞溶解

液，做血红蛋白（Ｈｂ）光谱学测定。行ＢＯＤＩＰＹ荧光分析前，上

清液２０℃保存。空白对照大鼠不作任何处理。在灌洗后处死



·１５１８　 · 第二军医大学学报　２００８年１２月，第２９卷

动物，取肺标本经气管套管注入４％ＰＢＳ低聚甲醛溶液，并放

在其中固定２ｈ。用ＰＢＳ溶液清洗固定好的肺组织３次，１５

ｍｉｎ后石蜡包埋，用标准方法制作５μｍ肺组织切片
［１０］。

１．４　末端脱氧核苷酸转移酶标定（ＴＵＮＥＬ）法检测细胞凋

亡　６０℃烘烤切片３０ｍｉｎ，常规脱蜡、水化。ＰＢＳ液洗涤３
次，２０ｍｇ／Ｌ蛋白酶Ｋ１８～２４℃下消化２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗涤，

以ＴｄＴ酶和ＢｄＮＴＰ混合液覆盖３７℃湿室孵育１ｈ，ＰＢＳ液

洗涤３次，加抗ＢｒｄＵ抗体３７℃孵育１ｈ，加入辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）标记的抗生物素抗体，３７℃反应１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，

ＴＡＣＳ蓝色标定溶液显色５ｍｉｎ，双蒸水洗涤，伊红复染，乙

醇和二甲苯脱水，盖玻片封片，显微镜下观察。细胞核成蓝

色为阳性反应细胞。在放大４００倍条件下，每张切片最少随

机选６个视野计算含ＤＮＡ片段的阳性核数，对ＴＵＮＥＬ进

行量化分析。以每一视野阳性核数占同一视野中总核数的

百分数表示。每组至少有６只大鼠肺组织标本通过此方法

进行阳性核的量化分析。

１．５　免疫组织化学观察细胞ｃａｓｐａｓｅ３的表达　切片常规

脱蜡后，３％ＢＳＡ／ＰＢＳ覆盖３７℃４５ｍｉｎ，抑制内源性氧化酶，

ＰＢＳ晃动洗涤；加兔抗小鼠ｃａｓｐａｓｅ３单克隆抗体，３７℃孵育

２ｈ，ＰＢＳ液洗涤；再用 ＡＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ３７℃４５ｍｉｎ，

ＰＢＳ液洗涤；ＮＢＴ溶液覆盖显色，室温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗；

盖玻片封片，显微镜下观察，细胞核或胞质出现紫蓝色颗粒

为阳性反应细胞。用ＴＵＮＥＬ的量化分析方法对ｃａｓｐａｓｅ３

的表达进行量化分析。

１．６　肺上皮屏障损伤的检测　通过分析从肺泡间隔血管流

出的由微静脉注入的荧光白蛋白，判断肺泡上皮屏障的损

伤。收集支气管肺泡灌洗液之后离心去除细胞，将其上清液

冻干后再制成水悬液，在ＢｉｏｔｅｋＦＬ６００荧光盘阅读器测定荧

光ＢＯＤＩＰＹ。以５００μｌ纯水将离心后的支气管肺泡灌洗液

中的细胞再制成细胞溶解水悬液，取５０μｌ样本测定血红蛋

白光密度值。采用 ＲＴＢＰ２０００系统（ＫｅｎｔＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｌｉｔｃｈ

ｆｉｅｌｄ，ＣＴ），通过尾套法测量血压。

１．７　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，多组比较采用单

因素方差分析，两组间比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　Ａｎｇ诱导的细胞凋亡

２．１．１　ＴＵＮＥＬ标定的ＤＮＡ损伤　ＴＵＮＥＬ测定断裂ＤＮＡ
揭示，与仅灌注ＰＢＳ组相比（图１Ａ），绝大多数凋亡细胞位于

肺泡壁内，特别是在近肺泡管处更为明显（图１Ｂ）；高倍镜下显

示，许多标记细胞位于肺泡内表面的拐角处，其位置与肺泡Ⅱ
型细胞一致（图１Ｃ）。在ＴＵＮＥＬ阳性细胞集聚处的肺泡内往

往有红细胞（图１Ｂ、１Ｃ）。ＴＵＮＥＬ阳性细胞的量化分析结果

（表１）发现，气管内单纯灌注ＰＢＳ没有诱导可见的凋亡发生，

但灌注Ａｎｇ６ｈ后肺泡壁的细胞凋亡数增加４．５倍（Ｐ＜
０．０１）；灌注Ａｎｇ后２０ｈ，ＴＵＮＥＬ阳性细胞恢复到对照值。

图１　气管内灌注Ａｎｇ后肺泡上皮细胞凋亡的原位检测

ＡＣ：ＴＵＮＥＬ（＋）细胞（箭头所示）；ＤＦ：Ｃａｓｐａｓｅ３（＋）细胞（箭头所示）．Ａ，Ｄ：ＰＢＳ对照组；Ｂ，Ｃ，Ｅ，Ｆ：Ａｎｇ６ｈ组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×

１００（Ａ，Ｄ）；×２００（Ｂ，Ｅ）；×４００（Ｃ，Ｆ）

２．１．２　Ｃａｓｐａｓｅ３的活性形式　未灌注 Ａｎｇ的对照组肺组

织切片（图１Ｄ）偶尔显示有ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞；气管内灌注

Ａｎｇ６ｈ后，可见有显著数量的ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞（Ｐ＜
０．０１，图１Ｅ、１Ｆ）。与ＴＵＮＥＬ阳性细胞一样，许多标记的阳

性细胞位于肺泡壁表面的拐角处（图１Ｅ、１Ｆ），与肺泡Ⅱ型上

皮细胞的位置一致。灌注 Ａｎｇ后２０ｈ，阳性细胞显著减少，

但仍高于ＰＢＳ对照组（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．２　ＡｎｇⅡ受体拮抗剂和ｃａｓｐａｓｅ抑制剂对细胞凋亡的影响

　在灌注Ａｎｇ的同时加入ｃａｓｐａｓｅ抑制剂ｚＶＡＤｆｍｋ或氯沙

坦后６ｈ，在体ＴＵＮＥＬ阳性细胞和ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数与

ＰＢＳ对照组和空白对照比均无统计学差异（表１）。

表１　ｚＶＡＤｆｍｋ或氯沙坦对Ａｎｇ诱导的

ＴＵＮＥＬ和ｃａｓｐａｓｅ３的影响
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，％）

组别 ＴＵＮＥＬ阳性细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞

空白对照组 １．２９±０．２９ ６．３２±０．５３
ＰＢＳ １．３５±０．２１ ３．４１±１．７１
Ａｎｇ６ｈ ６．１４±０．７２ ３５．４９±４．２８

Ａｎｇ２０ｈ １．８９±０．３５ １５．８０±２．５１

Ａｎｇ＋ｚＶＡＤｆｍｋ ０．８２±０．１４ ８．３３±２．０１
Ａｎｇ＋氯沙坦 １．４９±０．０７ ４．９１±１．１４

　Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５与空白对照组比较
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２．３　支气管肺泡灌洗液成分的变化

２．３．１　支气管肺泡灌洗液中荧光白蛋白的定量　如表２所

示，与单纯灌注ＰＢＳ比，灌注 Ａｎｇ６ｈ显著增加动物肺泡灌

洗液中可回收的荧光白蛋白量（Ｐ＜０．０１）。进一步分析显

示，在灌洗液中回收的荧光物质与蛋白结合而不是游离的

ＢＯＤＩＰＹ。

２．３．２　支气管肺泡灌洗液中血红蛋白的含量　结果（表２）

显示，灌注 Ａｎｇ６ｈ显著增加灌洗中的血红蛋白量（Ｐ＜
０．０５），而灌洗 ＰＢＳ对血红蛋白含量没有影响。气管灌注

Ａｎｇ和ｚＶＡＤｆｍｋ后１ｈ，对动物的动脉血压没有影响。

表２　Ａｎｇ对肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）成分的作用和

ｚＶＡＤｆｍｋ或氯沙坦对Ａｎｇ作用的影响

组别 ＢＯＤＩＰＹａｌｂｕｍｉｎ
（ｍＦＵ／ｍｌ）

Ｈｂ含量
（ｕｎｉｔＢＡＬＦ）

空白对照 ８０５±３４ ０．０６ ±０．０１５
ＰＢＳ １０１１±３６ ０．１１３±０．０７３
Ａｎｇ６ｈ ３５６０±９７８ ０．２７９±０．０９４

Ａｎｇ２０ｈ １１２１±１５４ ０．１２１±０．０６５
Ａｎｇ＋ｚＶＡＤｆｍｋ １２５４±１１２ ０．１１１±０．０５６
Ａｎｇ＋氯沙坦 １８７３±１４２ ０．１３８±０．０５３

　 Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５与ＰＢＳ组比较

２．４　ＡｎｇⅡ受体拮抗剂和ｃａｓｐａｓｅ抑制剂对灌洗液成分的影

响　灌注Ａｎｇ６ｈ，灌洗液中回收的ＢＯＤＩＰＹ白蛋白量的增

加，同样被血管紧张素受体拮抗剂氯沙坦或ｃａｓｐａｓｅ３抑制剂

ｚＶＡＤｆｍｋ所阻断（表２）。ｚＶＡＤｆｍｋ或氯沙坦亦抑制 Ａｎｇ
诱导的灌洗血红蛋白的增加。

３　讨　论

　　在正常肺组织中，由于血浆中 Ａｎｇ的半寿期相当短（约

３０ｓ）和完整的肺泡毛细血管屏障［１１］，血中的 Ａｎｇ可能与肺

泡上皮细胞没有直接接触。ＡｎｇⅡ诱导离体肺泡上皮细胞凋

亡的作用可能会是分离的刺激所致。在体的肺泡上皮细胞

可能会像原代培养的肺泡上皮细胞一样，表达Ａｎｇ依赖的凋

亡信号转导通路［３］。气管内灌注３００μｌ１０μｍｏｌ／Ｌ的 Ａｎｇ
后６ｈ，ＴＵＮＥＬ标定和抗ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织化学染色显示，

大鼠肺组织切片ＴＵＮＥＬ阳性细胞和含有活性形式ｃａｓｐａｓｅ

３的细胞数量显著增加。以往研究［１２］证实，肺泡上皮细胞有

Ａｎｇ受体１和受体２两种主要受体亚型；ＡｎｇⅡ可诱导离体

肺泡上皮细胞凋亡是由Ａｎｇ受体１亚型介导，而不是受体２
亚型［４］。本研究发现选择性的Ａｎｇ受体１拮抗剂，能与离体

情况下一样阻断外源性Ａｎｇ诱导的在体肺泡上皮细胞凋亡，

提示Ａｎｇ作用于直接朝向肺泡腔的上皮细胞的受体１亚型

发生作用［３］。气管灌注 Ａｎｇ６ｈ可见的细胞凋亡到灌注后

２０ｈ便消失，提示经过这一段时间细胞通过增殖完成肺泡上

皮的修复［１０］。这一发现也提示血管紧张素肽的生物半寿期

很短。

　　大多数ＴＵＮＥＬ标定的细胞和ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞位于

肺泡壁内，尤其是靠近呼吸性细支气管和肺泡管部位更明

显；高倍镜下显示，ＴＵＮＥＬ和ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞在肺泡腔

的内表面，许多位于肺泡的拐角处，与肺泡Ⅱ型上皮细胞的

位置吻合。ＴＵＮＥＬ阳性细胞局限的肺泡内，往往能见到局

灶性出血（有红细胞）。结果表明，Ａｎｇ诱导细胞凋亡导致肺

泡上皮屏障损坏出血［２］。

　　灌注Ａｎｇ后支气管肺泡灌洗液中ＢＯＤＩＰＹ白蛋白量和

血红蛋白量的显著增加，进一步说明外源性Ａｎｇ诱导的细胞

凋亡足以引起肺泡壁上皮细胞屏障的明显损伤，这种损伤至

少是暂时的。Ｃａｓｐａｓｅ抑制剂或 Ａｎｇ受体１拮抗剂，均能阻

断外源性Ａｎｇ导致的肺泡灌洗液中成分的变化，证实了肺泡

上皮细胞在维持正常肺泡壁的通透性所发挥的重要作用。本

研究数据显示Ａｎｇ诱导的肺泡上皮细胞凋亡与肺泡上皮屏

障的破坏和局灶性出血相关联，且均能被抑制Ａｎｇ诱导的凋

亡所阻断，进一步证实肺泡上皮屏障是肺泡壁的真正屏障，

在肺水肿的发生中起决定性作用［２］。

　　综上所述，在体大鼠呼吸道内灌注外源性 ＡｎｇⅡ可介导

肺泡上皮细胞凋亡，引起肺泡屏障损伤，导致血管内成分漏

入肺泡腔隙；ｃａｓｐａｓｅ抑制剂ｚＶＡＤｆｍｋ和选择性Ａｎｇ受体１
阻断剂氯沙坦均能部分阻断血管内成分的漏出。结果提示

肺泡上皮屏障的破坏与肺泡上皮细胞凋亡密切相关；Ａｎｇ诱

导的在体肺泡上皮细胞凋亡可能是通过 Ａｎｇ受体１亚型介

导的激活ｃａｓｐａｓｅ３信号转导通路发挥作用。
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