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肺泡表面活性物质对肺挫伤后肺泡巨噬细胞功能的影响
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　　［摘要］　目的　观察研究外源性猪肺表面活性物质（ＰＰＳ）对肺挫伤大鼠肺泡巨噬细胞（ＡＭ）的吞噬功能和分泌功能的
影响，探讨补充ＰＰＳ对肺挫伤大鼠的治疗作用及其机制。方法　采用贴壁培养的方法，分离肺挫伤大鼠肺泡灌洗液中的
ＡＭ，将分离的 ＡＭ 于普通培养液、含 ＰＰＳ（１００μｇ／ｍｌ或 ２００μｇ／ｍｌ）的培养液、含 ＬＰＳ（２０μｇ／ｍｌ）的 培 养 液 或 含

ＬＰＳ（２０μｇ／ｍｌ）＋ＰＰＳ（１００μｇ／ｍｌ或２００μｇ／ｍｌ）的培养液中培养２ｈ后，采用真菌吞噬法测定各组细胞的吞噬功能；采用ＲＴ

ＰＣＲ方法测定各组细胞中ＴＮＦαｍＲＮＡ含量。结果　与对照相比，ＰＰＳ单独作用对ＡＭ的吞噬功能和ＴＮＦαｍＲＮＡ含量
无明显影响。经ＬＰＳ刺激后ＡＭ的吞噬功能增强，ＴＮＦαｍＲＮＡ含量明显增高。ＰＰＳ对ＬＰＳ导致的吞噬功能增强无明显作

用，但是能明显降低ＴＮＦαｍＲＮＡ含量。结论　ＰＰＳ对ＡＭ的吞噬功能影响不大，但可以抑制ＴＮＦαｍＲＮＡ表达。
　　［关键词］　肺挫伤；巨噬细胞；肺表面活性物质；肿瘤坏死因子α
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　　肺挫伤后肺部的炎症反应是造成肺挫伤病情进
一步发展的主要原因，在这一过程中肺泡巨噬细胞
（ａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＡＭ）发挥着重要作用。我们
的前期研究发现，在肺挫伤早期经气道补充外源性
猪肺表面活性物质（ｐｏｒｃｉｎｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ，

ＰＰＳ）后，肺挫伤的炎症反应得到明显抑制，说明肺表
面活性物质有抑制炎症反应的作用［１］。但有关肺表
面活性物质对ＡＭ功能影响的报道不一，为此，我们

设计了本实验来探讨ＰＰＳ对ＡＭ功能的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物和试剂　健康ＳＤ大鼠１０只，体质量
（２３０±１０）ｇ，购自第二军医大学实验动物中心；ＰＰＳ
由第二军医大学基础部病理生理学教研室研制，已
获得临床试验批准（批准文号：２００３Ｌ０１６８５）。白假
丝酵母菌菌株由第二军医大学长征医院皮肤科惠
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赠，ＲＰＭＩ１６４０培养液、小牛血清、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ反转
录合成试剂盒购自美国Ｓｉｇｍａ公司；脂多糖（ＬＰＳ）、
锥虫蓝染料、Ｇｅｉｍｓａ染料均购自深圳晶美生物工程
有限公司。总 ＲＮＡ 抽提试剂盒（ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ
Ｓｙｓｔｅｍ）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 仪
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自日本

ＴａＫａＲａ公司。

１．２　实验方法

１．２．１　模型制作与细胞获得　大鼠肺挫伤模型的
制作方法同文献［１］。肺挫伤模型建立成功后半小
时解剖动物，取肺行支气管肺泡灌洗。所得灌洗液
以１０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ（离心半径１３．５ｃｍ），ＰＢＳ
洗涤２次，将沉淀细胞用培养液重悬，置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养２ｈ，ＰＢＳ洗去未贴壁的细胞，得
到实验用ＡＭ，调整细胞密度为１０６／ｍｌ。用锥虫蓝
染色检测细胞活性，Ｇｅｉｍｓａ染色检测细胞纯度。

１．２．２　细胞处理　将细胞分置于９孔板上，分别以
普通培养液、含ＰＰＳ（１００μｇ／ｍｌ或２００μｇ／ｍｌ）的培
养液，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２ｈ；另取３份
细胞加入２０μｇ／ｍｌＬＰＳ后，将其中２份分别加入

ＰＰＳ１００μｇ／ｍｌ或ＰＰＳ２００μｇ／ｍｌ，于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中培养２ｈ。

１．２．３　细胞吞噬功能检测　采用白假丝酵母菌吞
噬法测定ＡＭ的吞噬功能［２］。油镜下计数１００个巨
噬细胞，并计数吞噬颗粒和吞噬细胞数，计算吞噬率
（ｒａｔｅｏｆｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ，ＰＲ）和吞噬指数 （ｉｎｄｅｘｏｆ
ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ，ＰＩ）。ＰＲ＝吞噬菌的细胞数／总细胞数；

ＰＩ＝吞噬颗粒／总细胞数。

１．２．４　细胞分泌功能检测　收集细胞后，用ＴＲＩｚｏｌ
法提取总 ＲＮＡ，采用 ＲＴＰＣＲ法测定各组细胞中

ＴＮＦαｍＲＮＡ含量。参考文献［３］设计ＴＮＦαｍＲ
ＮＡ引物，上游引物５′ＣＣＣＡＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣ
ＴＣＡＧＡＴＣＡＴ３′，下游引物５′ＧＣＡＧＣＣＴＴＧＴＣＣ
ＣＴＴＧＡＡＧＡＧＡＡ３′，扩增长度２９５ｂｐ；内参照

ＧＡＰＤＨ 上游引物５′ＴＧＡ ＡＧＧ ＴＣＧ ＧＴＧ ＴＣＡ
ＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＣ３′，下游引物５′ＣＡＴＧＴＡ ＧＧＣ
ＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣ３′，扩增长度９８３ｂｐ。反
应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，５５℃２０ｓ，７２℃１５ｓ，共

３８个循环；然后７２℃１０ｍｉｎ。各片段的退火温度稍有
差别：ＴＮＦα是５５℃，ＧＡＤＰＨ是５７℃。所有引物均
由上海生工生物工程服务有限公司合成。取ＰＣＲ产
物１０μｌ于１．５％琼脂糖凝胶中进行电泳检测。将电
泳结果行计算机扫描并摄影，用复日ＳｍａｒｔＶｉｅｗ２００１
软件进行条带光密度定量分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行
分析，实验结果采用珚ｘ±ｓ表示，各组间均数比较采

用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较
采用ＬＳＤ法或Ｄｕｎｎｅｔｔｅｐ’ｓＴ３法。两组均数比较
采用独立样本ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞纯度和活性　采用贴壁法成功分离出较
纯的ＡＭ，锥虫蓝染色提示细胞活性＞９０％，Ｇｉｅｍｓａ
染色提示细胞纯度＞９０％。

２．２　细胞ＰＲ和ＰＩ的变化

２．２．１　ＰＰＳ单独作用对细胞ＰＲ和ＰＩ的影响　用

ＰＰＳ处理后，ＡＭ 的ＰＲ和ＰＩ较空白对照组没有明
显变化，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。

表１　ＰＰＳ对肺泡巨噬细胞

吞噬率和吞噬指数的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰＳｏｎｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｒａｔｅａｎｄ

ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｉｎｄｅｘｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｒａｔｅ Ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｉｎｄｅｘ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９．８８±２．１ １７．１３±２．５３
ＰＰＳ１００ １０．７５±２．０６ ２０±４．３７
ＰＰＳ２００ １１．７５±３．４９ ２１．５０±４．６９

　ＰＰＳ１００，ＰＰＳ２００：Ｐｏｒｃｉｎｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ１００ｏｒ２００μｇ／ｍｌ

２．２．２　ＰＰＳ对经ＬＰＳ刺激后细胞ＰＲ和ＰＩ的影
响　结果显示，与空白对照组相比，ＬＰＳ刺激后细胞

ＰＲ和ＰＩ明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
但加入ＰＰＳ后，与ＬＰＳ组相比，细胞的ＰＲ和ＰＩ变
化不明显，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表２）。

表２　ＰＰＳ对经ＬＰＳ刺激后肺泡巨噬细胞

吞噬率和吞噬指数的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰＳｏｎｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｒａｔｅａｎｄｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ

ｉｎｄｅｘｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ
ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｒａｔｅ Ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｉｎｄｅｘ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９．８８±２．１ １７．１３±２．５３
ＬＰＳ １８．１３±３．０４ ３５．５０±６．３５

ＬＰＳ＋ＰＰＳ１００ １９．６３±５．０１ ３６．１３±５．３８

ＬＰＳ＋ＰＰＳ２００ ２１．３８±４．３７ ３６．２５±４．９８

　ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（２０μｇ／ｍｌ）；ＰＰＳ１００，ＰＰＳ２００：Ｐｏｒｃｉｎｅ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ１００ｏｒ２００μｇ／ｍｌ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＰＰＳ 对细胞中 ＴＮＦα ｍＲＮＡ 含量的影
响　ＰＰＳ单独作用对细胞 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达无明
显影响，与空白对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５，图１）。经ＬＰＳ刺激后细胞ＴＮＦαｍＲＮＡ含
量明显升高，加入ＰＰＳ后，可明显降低细胞中ＴＮＦ
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αｍＲＮＡ含量（Ｐ＜０．０５，图２）。

图１　单纯ＰＰＳ作用后巨噬细胞中ＴＮＦαｍＲＮＡ含量

Ｆｉｇ１　ＬｅｖｅｌｏｆＴＮＦαｍＲＮＡｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＰＳａｌｏｎｅ
　ＰＰＳ１００，ＰＰＳ２００：Ｐｏｒｃｉｎｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ１００ｏｒ２００μｇ／ｍｌ．

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图２　ＰＰＳ对经ＬＰＳ刺激后巨噬细胞中

ＴＮＦαｍＲＮＡ含量的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＰＳｏｎＴＮＦαｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ
　ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（２０μｇ／ｍｌ）；ＰＰＳ１００，ＰＰＳ２００：Ｐｏｒｃｉｎｅ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ１００ｏｒ２００μｇ／ｍｌ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；
△Ｐ＜０．０５ｖｓＬＰＳ．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＡＭ是一种多功能的间质细胞，广泛分布于肺
泡内及支气管表面。ＡＭ 的活化是肺挫伤后进一步
损伤的主要原因，我们的早期研究发现在肺挫伤发
生早期采用气道滴入的方法补充ＰＰＳ后，肺挫伤病
情得到明显好转，主要表现在肺部的炎症减轻，肺水
肿程度缓解，肺功能好转［１］。本研究进一步分析补充

ＰＰＳ对肺挫伤大鼠的治疗作用与ＡＭ之间的关系。

　　作为巨噬细胞的非特异性炎症反应，吞噬功能
在肺挫伤后的炎症反应中发挥着重要作用。本研究
结果发现，经ＰＰＳ单独作用后ＡＭ的ＰＲ及ＰＩ与空
白对照组比较并没有明显增高，表明ＰＰＳ单独作用
时对ＡＭ的吞噬作用没有明显影响。但经ＬＰＳ刺
激后，ＡＭ的ＰＩ和ＰＲ都明显提高，表明其吞噬功能
加强，说明ＬＰＳ可以增强巨噬细胞的吞噬功能。在
含有ＬＰＳ的巨噬细胞中加入ＰＰＳ后，细胞的ＰＩ和

ＰＲ与ＬＰＳ组相比有所下降，但差异无统计学意义。
受激活化后的肺内巨噬细胞是机体防御反应的第一

道防线，其趋化、吞噬在启动和诱导免疫反应过程中
起着承上启下的关键作用，但本研究结果显示ＰＰＳ

并没有影响到巨噬细胞的吞噬作用。

　　肺挫伤发生后的肺部炎症反应中巨噬细胞的分
泌功能发挥着重要作用：在外来刺激激活 ＡＭ 后释
放ＴＮＦα，ＴＮＦα进而作为刺激原刺激其他炎细
胞［３４］，发生级联效应。我们前期的动物实验中发现
在肺挫伤早期经气道补充ＰＰＳ可以降低支气管肺泡
灌洗液中ＴＮＦα和血清中ＩＬ６的浓度，表明ＰＰＳ
对肺挫伤后的炎症反应有抑制作用［１］。本研究结果
显示，ＰＰＳ单独作用对 ＡＭ 的 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
无明显影响，但可以明显降低 ＬＰＳ刺激后细胞

ＴＮＦαｍＲＮＡ的水平，表明ＰＰＳ对ＬＰＳ刺激造成
的促炎细胞因子的分泌有抑制作用，其抗炎作用可
能与ＰＰＳ的磷脂成分有关［５７］。

　　ＡＭ是炎性细胞因子的主要来源，是急性肺损
伤病理过程中的主要效应细胞，正是其功能的多样
性为我们治疗肺挫伤提供了新的思路。本实验结果
表明ＰＰＳ对活化的巨噬细胞发挥抗炎作用，其作用
至少表现在可以抑制巨噬细胞分泌促炎细胞因子

ＴＮＦα，因此使用ＰＰＳ更利于炎症反应的控制，利于
肺损伤的治疗。由于ＰＰＳ单独作用不影响巨噬细胞
的功能，因此我们相信经气道补充外源性ＰＰＳ安全、
有效，有望作为治疗严重肺挫伤的有效手段在实际
工作中加以应用。
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