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(将动物随机分为
C

组!生理盐水

对照组$

<5

组%)模型组$

D̀5

组%)脂肪乳剂预处理

对照 组 $

-̀

K

Y D̀5

组%和
M'

预 处 理 组

$

M'Y D̀5

组%#每组
!C

只(前
!

组分别于气管内

缓慢滴注
<5#,̀

"

b

P

和
D̀5#,̀

"

b

P

#后
!

组分

别在大鼠尾静脉注射
!"[

的脂肪乳剂
#,̀

"

b

P

和

#",

P

"

,̀

的
M'#,̀

"

b

P

#

#O

后均于气管内缓慢

滴注
D̀5#,̀

"

b

P

(以气管内滴入
<5

或
D̀5

的时

间点为
"

时间点#滴注后第
#

)

&

)

#!

)

!CO

为观察终

,

#E##

,



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
##

月#第
%&

卷

结时间点#分为
#O

亚组)

&O

亚组)

#!O

亚组)

!CO

亚组#每亚组取材
&

只(

#=%

!

标本采集
!

麻醉大鼠#抽取大鼠腹主动脉血

"=%,̀

#测定动脉血气(心脏采血
#,̀

#室温下静

置
#O

后离心#取上清#置于
k!"h

冰箱(左支气管

结扎后切取大鼠左侧下叶#置
kE"h

冰箱(右支气

管结扎后切取大鼠右肺上叶组织#

"=G[

生理盐水冲

洗后称质量备用(于大鼠右心室置入
#E^

口径的

钝头钢针#并在左心耳剪一约
!,,

的小切口#同时

向右心室快速灌注生理盐水
!$",̀

#冲洗肺血管床

约
!",-2

#待肺组织外观洁白透亮后#用
![

多聚甲

醛继续灌注
!",-2

左右(取右肺下叶组织用
C[

多

聚甲醛固定
!CO

#常规脱水)包埋)制成蜡块(

#=C

!

动脉血气分析
!

用
I)*0/,+7+1'c̀ E""M̀T\

型血气分析仪测定动脉血氧分压$

K

1+;;01+/4/V

8P

+2-2

)17+1-)3L3//*

#

D)@

!

%和动脉二氧化碳分压$

K

1+;;01+/4

()1L/2*-/V-*+-2)17+1-)3L3//*

#

D)N@

!

%(

#=$

!

肺组织湿$干质量比"

_+7F*1

8

,);;1)7-/

!

_

$

?

#测定
!

取大鼠右肺上叶组织#使用滤纸沾干表面

水分#置于一干燥洁净的玻璃试管中#经电子天平精

确称量后#置于
E"h

恒温烤箱内#烘干
!CO

后再称

质量#计算前后两者的比值#即为
_

"

?

(

#=&

!

病理形态学检查
!

光镜下观察肺组织病理形态

改变#按照
6-b)a)

的方法*

B

+行肺组织病理半定量评

分(评分标准!对肺泡充血)出血)肺泡腔或血管壁中

性粒细胞浸润或聚集)肺泡壁增厚和$或%透明膜形成

C

项指标#分别依病变轻重评
"

"

C

分$

"

分指无病变

或非常轻微病变&

#

分指轻度病变&

!

分指中度病变&

%

分指重度病变&

C

分指极重度病变%#总分
#&

分(四项

评定分数总和为肺损伤的总评分(

#=B

!

定量
DNI

检测肺组织中
::>?@

!

与
::>?@

"

,I<'

的表达
!

取出于
kE"h

冰箱保存的大鼠左肺

下叶肺组织#置入液氮中#提取总
I<'

#定量
DNI

法

检测
::>?@

!

,I<'

与
::>?@

"

,I<'

的表达(

#=E

!

T̀A5'

法检测血清中
S<MF

#

的表达
!

采用双

抗体夹心
'cNFT̀A5'

$

+2U

8

,+F3-2b+*-,,02/;/1L+27

);;)

8

%方法#利用
cA@F5SI

系统#检测血清中
S<MF

#

的表达(

#=G

!

统计学处理
!

应用
5D55#&="

统计软件分析

数据#数据以
(

<X(

表示(

<5

对照组与
D̀5

实验组

比较采用
"

检验(多个组间比较采用单因素方差分

析#差异有统计学意义的进一步采用
A

检验进行两

两比较(检验水准$

#

%为
"="$

(

A

!

结
!

果

!=#

!

动脉血气分析
!

<5

组内大鼠各时间点
D)@

!

差异无统计学意义$

:

%

"="$

%&

D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组各相应时间点
D)@

!

比较差异无统计学意义$

:

%

"="$

%&

D̀5

组)

-̀

K

Y D̀5

组和
M'Y D̀5

组大鼠

D)@

!

较
<5

组相应时间点均下降$

:

&

"="$

%#其中

&O

时
D)@

!

降至最低#此后逐步回升直至实验结束(

在
&

)

#!

和
!CO

时
M'Ỳ D5

组
D)@

!

高于相应时间点

的
D̀5

组和
-̀

K

Ỳ D5

组$

:

&

"="$

%(见表
#

(

<5

组大鼠各时间点
D)N@

!

差异无统计学意义

$

:

%

"="$

%&

D̀5

组)

-̀

K

Y D̀5

组和
M'Y D̀5

组大鼠

D)N@

!

较
<5

组各相应时间点下降 $

:

&

"="$

%&

M'Ỳ D5

组
!CO

时
D)N@

!

高于
D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组$

:

&

"="$

%(见表
#

(

表
!

!

各组大鼠各时间点
@(7

A

和
@(47

A

的比较

B(%!

!

4$D

-

(0*)$2$3@(7

A

(2,@(47

A

*20(&)$3(//

?

0$;

-

)

,j&

#

(

<X(

#

#

"

,,Q

P

1̂/0

K

D)@

!

D)N@

!

#O &O #!O !CO #O &O #!O !CO

<5 G%=#X%=% GC=$X%=! G!=!XC=$ GC=CX%=" C!=$X%=% C!=BX%=G C%=#XC=" C#=$X%=#

D̀5 B"=CX%=&

#

&"=!XC=B

#)*"

&!=CX%=&

#)*"

&G="XC=&

#"

%"=&XC=!

#

%%=$X%=$

#

%%=CX!=E

#

%%=!X%=B

#"

-̀

K

Y D̀5 &G=GXC=!

#

$G=BXC=G

#)*"

&#=&XC="

#)*"

&B=GX$=!

#"

%#=#XC=%

#

%%=BX%=G

#

%C=!X%=&

#

%!=$X%=B

#"

M'Y D̀5 B"=&XC="

#

&&=%X$="

#*

&E=#X$=#

#*

B&=BXC=#

#)

%"=&XC=B

#

%!=GXC=&

#

%$=#X%=!

#

%B=CX!=%

#)

!!

#,,Q

P

j"=#%%bD)=D)@

!

!

D1+;;01+/4/V

8P

+2-2)17+1-)3L3//*

&

D)N@

!

!

D1+;;01+/4()1L/2*-/V-*+-2)17+1-)3L3//*

&

<5

!

N/271/3

&

D̀5

!

-̀

K

/

K

/3

8

;)((O)1-*+;

&

-̀

K

!

-̀

K

-*+,03;-/2

&

M'

!

M301L-

K

1/4+2)V+7-3=

#

:

&

"="$:;<5

P

1/0

K

)77O+;),+7-,+

&

"

:

&

"="$:;M'Y D̀5

P

1/0

K

)7

7O+;),+7-,+

&

)

:

&

"="$:;

P

1/0

K

;)7#O

&

*

:

&

"="$:;

P

1/0

K

;)7!CO

!=!

!

肺组织
_

$

?

比值测定
!

<5

组大鼠各时间点

_

"

?

比值差异无统计学意义$

:

%

"="$

%&

D̀5

组)

-̀

K

Y D̀5

组和
M'Y D̀5

组大鼠
_

"

?

比值较
<5

组各相应时间点均升高$

:

&

"="$

%#其中
&O

时点升

,

!E##

,
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第
##

期
=

严伟民#等
=

氟比洛芬酯预处理减轻大鼠吸入性肺损伤

至最高#分别达$

&=%%X"=&G

%)$

&=!&X"=&&

%和

$

$=G&X"=$%

%#此后逐步回落直至实验结束&

M'Y D̀5

组
!CO

时
_

"

?

比值低于相应时间点的

D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组$

:

&

"="$

%(见图
#

(

图
!

!

各组大鼠肺组织
O

'

K

比值的比较

>*

?

!

!

4$D

-

(0*)$2$3O

'

K0(&*$)$30(&/;2

?

)*2(//

?

0$;

-

)

_

"

?

!

_+7F*1

8

,);;1)7-/

&

<5

!

N/271/3

&

D̀5

!

-̀

K

/

K

/3

8

;)((O)1-*+;

&

-̀

K

!

-̀

K

-*+,03;-/2

&

M'

!

M301L-

K

1/4+2)V+7-3=

#

:

&

"="$:;<5

P

1/0

K

)77O+;),+7-,+

&

"

:

&

"="$:;M'Y D̀5

P

1/0

K

)77O+;),+

7-,+=,j&

#

'

<X(

!=%

!

肺组织病理形态学观察
!

光镜下#

<5

组大鼠

肺泡结构清晰完整#肺泡隔均匀一致#壁薄光滑#肺

泡腔中无渗出液或渗出的白细胞#肺间质少量炎细

胞浸润$图
!'

%(

D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组各时间点

的病理特征相似#在致炎后
#O

主要表现为肺泡腔

及肺间质渗出)水肿)红细胞外渗$图
!c

%#

&O

时表

现为肺组织结构毁损)肺间质大量中性粒细胞浸润

及红细胞大量外渗$图
!N

%#

#!O

时肺间质内大量淋

巴细胞浸润$图
!T

%#

!CO

时肺间质淋巴细胞浸润)

红细胞外渗明显减少$图
!̂

%(

M'Y D̀5

组在肺组

织结构毁损)红细胞外渗)中性粒细胞或淋巴细胞浸

润的程度上较
D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组相应时间点均

有所减轻$图
!?

)

!M

)

!Q

%(

各组大鼠肺组织病理半定量评分比较显示#

<5

组大鼠各时间点肺组织病理半定量评分差异无统计

学意义$

:

%

"="$

%&

D̀5

组)

-̀

K

Y D̀5

组和
M'Y

D̀5

组大鼠肺组织病理半定量评分较
<5

组相应时

间点均升高$

:

&

"="$

%&

M'Y D̀5

组
#O

时大鼠肺

组织病理半定量评分低于
&O

时$

:

&

"="$

%#与
#!

)

!CO

时差异无统计学意义$

:

%

"="$

%&

M'Y D̀5

组

在
&

)

#!

和
!CO

时间点的肺组织病理半定量评分均

低于相应时间点的
D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组 $

:

&

"="$

%(见图
%

(

图
A

!

各组大鼠的肺组织病理形态

>*

?

A

!

H*)&$/$

?

*.(/D(2*3+)&(&*$2$30(&/;2

?

)*2(//

?

0$;

-

)

<5

!

N/271/3

&

D̀5

!

-̀

K

/

K

/3

8

;)((O)1-*+;

&

-̀

K

!

-̀

K

-*+,03;-/2

&

M'

!

M301L-

K

1/4+2)V+7-3='

!

<5

P

1/0

K

#

#O

&

c

!

D̀5

P

1/0

K

#

#O

&

N

!

-̀

K

Y D̀5

P

1/0

K

#

&O

&

?

!

M'Y D̀5

P

1/0

K

#

&O

&

T

!

-̀

K

Y D̀5

P

1/0

K

#

#!O

&

M

!

M'Y D̀5

P

1/0

K

#

#!O

&

^

!

-̀

K

Y D̀5

P

1/0

K

#

!CO

&

Q

!

M'Y D̀5

P

1/0

K

#

!CO=QFT;7)-2-2

P

=@1-

P

-2)3,)

P

2-4-()7-/2

!

f

C""

!=C

!

大鼠肺组织
::>?@

!

,I<'

和
::>?@

"

,I<'

的表达
!

定量
DNI

结果显示#

M'Y D̀5

组

大鼠肺组织
::>?@

!

,I<'

在
&

)

#!

和
!CO

时较

相应时间点的
D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组上升$差异
%

!

倍%&所有时间点的
M'Y D̀5

组与
<5

组无明显差

异$差异
&

!

倍%#见图
C'

(

M'Y D̀5

组大鼠肺组

织
::>?@

"

,I<'

在
&

)

#!

和
!CO

时较
D̀5

组和

-̀

K

Y D̀5

组相应时间点上升$差异
%

!

倍%&所有时

间点的
M'Y D̀5

组与
<5

组无明显差异$差异
&

!

倍%#见图
Cc

(

!=$

!

大鼠血清中
S<MF

#

的表达
!

结果显示#

<5

组

,

%E##

,
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!

!"#$

年
##

月#第
%&

卷

大鼠各时间点
S<MF

#

浓度差异无统计学意义$

:

%

"="$

%&致炎后
#O D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组血清中

S<MF

#

的浓度上升$

:

&

"="$

%#

&O

时回落#但较
<5

组相应时间点差异仍具有统计学意义$

:

&

"="$

%#

#!O

)

!CO

时差异无统计学意义$

:

%

"="$

%&

M'Y

D̀5

组致炎后
#O

时
S<MF

#

的浓度也上升#但低于

D̀5

组和
-̀

K

Y D̀5

组$

:

&

"="$

%#

&O

后与
<5

组

相应时间点比较差异无统计学意义$

:

%

"="$

%#见

图
$

(

图
E

!

各组大鼠病理半定量评分的比较

>*

?

E

!

4$D

-

(0*)$2$3)+D*'

P

;(2&*&(&*9+

-

(&5$/$

?

*.(/).$0+)

$3/;2

?

*20(&)$3(//

?

0$;

-

)

<5

!

N/271/3

&

D̀5

!

-̀

K

/

K

/3

8

;)((O)1-*+;

&

-̀

K

!

-̀

K

-*+,03;-/2

&

M'

!

M301L-

K

1/4+2)V+7-3=

#

:

&

"="$:;<5

P

1/0

K

)77O+;),+7-,+

&

"

:

&

"="$:;7O+;),+

P

1/0

K

;)7#O

&

)

:

&

"="$:;M'Y D̀5

P

1/0

K

)77O+

;),+7-,+=,j&

#

'

<X(

图
"

!

各组大鼠
00123

!

#

6

$

D#N6

和
00123

"

#

J

$

D#N6

定量
@4#

检测结果

>*

?

"

!

Q

;(2&*&(&*9+@4#0+);/&)$300123

!

#

6

$

D#N6(2,

00123

"

#

J

$

D#N6*2(//

?

0$;

-

)

<5

!

N/271/3

&

D̀5

!

-̀

K

/

K

/3

8

;)((O)1-*+;

&

-̀

K

!

-̀

K

-*+,03;-/2

&

M'

!

M301L-

K

1/4+2)V+7-3=

#

?-:+1;-7

8%

! :; <5

P

1/0

K

)77O+ ;),+

7-,+

&

"

?-:+1;-7

8%

!:;M'Ỳ D5

P

1/0

K

)77O+;),+7-,+=,j&

#

'

<X(

图
R

!

各组大鼠血清中
BN>'

!

的浓度

>*

?

R

!

4$2.+2&0(&*$2$3BN>'

!

*20(&)+0($3(//

?

0$;

-

)

<5

!

N/271/3

&

D̀5

!

-̀

K

/

K

/3

8

;)((O)1-*+;

&

-̀

K

!
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M301L-

K
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#

:

&
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P

1/0

K
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&

"

:

&

"="$:;M'Y D̀5

P
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K

)77O+;),+7-,+

&

)
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&

"="$:;7O+;),+

P
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K
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&
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K
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!

讨
!

论

急性吸入性肺损伤以肺毛细血管床损伤)低氧

血症以及肺顺应性减低为特点#是由中性粒细胞)肺

泡上皮细胞)单核巨噬细胞以及淋巴细胞等介导的

肺过度炎症反应#是目前危重症医学领域的治疗难

点之一(

本实验结果显示#正常大鼠肺组织有较高水平

的
::>?@

!

和
::>?@

"

,I<'

表达#主要分布在肺

泡上皮细胞&

D̀5

吸入致炎可以下调大鼠肺组织中

::>?@

!

)

::>?@

"

,I<'

的表达(

M'

预处理可以

提高大鼠
D̀5

致炎后
&

)

#!

和
!CO

的
D)@

!

#并在致

炎后
!CO

使大鼠
D)N@

!

恢复到正常范围$

%$

"

C$

,,Q

P

%(肺组织
_

"

?

比及肺组织病理形态半定量

评分也显示
M'

预处理可以使
D̀5

吸入性肺损伤大

鼠的肺组织水肿和炎症细胞浸润的程度减轻#但研

究没有发现
M'

预处理在大鼠吸入致炎后
#O

时的

肺保护作用(从致病机制上考虑#吸入性肺损伤属

于原发性肺损伤#不同于继发性肺损伤#在
D̀5

吸

入初期#

D̀5

直接作用于肺组织#释放毒性物质#破

坏肺毛细血管床和肺泡结构#此为
D̀5

毒性作用阶

段#主要病理表现为肺泡腔及肺间质渗出)水肿)红

细胞外渗(在
D̀5

刺激下#肺组织内促炎因子开始

逐步释放#并促使中性粒细胞募集活化#而中性粒细

胞又能正反馈调节促炎因子#两者相互促进#肺炎症

反应链开始形成#此为肺内炎症反应与代偿性抗炎

反应失衡阶段#主要病理表现为大量中性粒细胞肺

间质内聚集(我们认为#

M'

预处理不能直接对抗

,

CE##

,
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期
=

严伟民#等
=

氟比洛芬酯预处理减轻大鼠吸入性肺损伤

D̀5

毒性作用#但能够抑制促炎因子和$或%中性粒

细胞的活化#下调促炎反应#从而产生一定的抗炎及

肺保护作用(

近来研究*

E

+认为
DD'I

配体能影响巨噬细胞)

内皮细胞功能#阻止炎症反应(

DD'IF

#

和
DD'IF

&

的配体可竞争性结合
DD'I

#它们在结构上有一个

共同点!都包含有
#

个羧基功能基团和
#

个疏水区(

DD'IF

#

能被大部分脂肪酸激活#合成型配体主要

包括降血脂药物
_

8

+7OF#C&C%

及贝特类$如非诺贝

特)苯扎贝特)氯贝特%(

DD'IF

&

天然配体为花生

四烯酸经由
N@\

和脂氧合酶途径的代谢产物#合成

型配体主要是四氢噻唑二酮类药物$如曲格列酮)环

格列酮%(非甾体类消炎药物如氟比洛芬则能同时

激活
DD'IF

#

和
DD'IF

&

(本实验在
D̀5

吸入致炎

前
#O

静脉给予
M'

对吸入性肺损伤大鼠模型进行

干预#观察对大鼠肺组织中
::>?@

!

)

::>?@

"

,I<'

及
S<MF

#

表达的影响#结果显示#

M'

预处

理可使急性肺损伤肺组织中
::>?@

!

,I<'

和

::>?@

"

,I<'

表达量在各时相间点均有不同程

度的升高#

D̀5

致炎后
#O

#大鼠血清中
S<MF

#

的浓

度即达到峰值#

M'

预处理可使血清中
S<MF

#

浓度

峰值下降(实验结果提示!

M'

预处理能上调大鼠肺

组织中
::>?@

!

,I<'

和
::>?@

"

,I<'

的表

达#促进
DD'IF

#

和
DD'IF

&

蛋白的表达上调#并在

损伤初期部分抑制
S<MF

#

的释放(

S<MF

#

是一种早期的促炎细胞因子#来源于肺

组织单核细胞)巨噬细胞和
S

细胞#不仅能促进其

他的促炎细胞因子$如
ÀF#

%

)

ÀF&

)

ÀFE

%的释放#还

与黏附分子如细胞间黏附分子
F#

$

AN'6F#

%和
TF

选

择素共同作用#直接诱导中性粒细胞活化*

G

+

(目前

认为#在已发现的所有促炎因子中
S<MF

#

最具典型

意义#不仅早期释放#还能延长急性炎症的反应时

相*

#"

+

(

S<MF

#

与
'I?5

的发病关系密切#其水平的

高低可直接反映病情的严重程度*

##

+

(本实验观察

到#在
D̀5

吸入致炎后早期 $

#O

%大鼠血清中

S<MF

#

的浓度大幅上升#

M'

预处理能降低大鼠血清

中
S<MF

#

的浓度(大鼠肺组织受到
D̀5

刺激后#

激活
S

细胞介导的细胞免疫#大量释放
S<MF

#

等炎

症细胞因子#这是血清中
S<MF

#

浓度迅速升高的主

要原因(同时#血液中
M'

迅速靶向输送至炎症部

位#在羧基酯酶作用下水解成氟比洛芬#上调
S

细

胞内
DD'IF

#

)

DD'IF

&

的表达与活性#可能影响了

<MF

'

c

的活化#并进一步影响下游促炎因子
S<MF

#

的转录和表达#从而对
D̀5

吸入大鼠肺炎症反应起

到调控作用(

DD'I

调节炎性反应基因的分子机制目前尚未

完全清楚#最近确认了
DD'IF

&

通过一种苏素化

$

3-

P

)2*F*+

K

+2*+27;0,/

8

3)7-/2

%依赖途径介导炎性

反应基因的转录抑制(

DD'IF

&

配体通过一些苏素

连接酶使
DD'IF

&

的
c̀?

区赖氨酸
%&$

$

d%&$

%苏

素化#苏素化的
c̀?

引导
DD'IF

&

与炎性反应基因

启动子上的核受体辅阻遏物 $

20(3+)11+(+

K

7/1

(/1+

K

1+;;/1

#

<N/I

%

F

组蛋白脱乙酰酶
F%

$

O-;7/2+

*+)(+7

8

3);+F%

#

Q?'N%

%复合物结合#而抑制辅阻遏

子复合物泛素化并被
#G5

蛋白酶体降解#使靶基因

保持在抑制状态#导致
<MF

'

c

启动炎性基因转录的

过程被抑制*

#!

+

(值得注意的是#尽管
DD'IF

#

的抗

炎机制尚有争论#但在鼠氨基酸的研究中发现#在

DD'I

的苏素化共有序列中#

DD'IF

#

有与
DD'IF

&

的
d%&$

相似的赖氨酸残基
Fd%$E

#提示
DD'IF

#

可

能与
DD'IF

&

拥有相似的抑制炎症基因转录的分子

机制(

结合本研究和其他的相关研究#推测
M'

预处

理对吸入性肺损伤大鼠肺组织的保护作用主要通过

抑制
<MF

'

c

炎症反应通路来实现的(其可能机制

是!$

#

%

M'

是以脂微球为药物载体的非甾体类消炎

镇痛剂#因其良好的靶控性)缓释性及速效性#能在

炎症发生初期迅速靶向分布至炎症部位(

M'

从脂

微球中释放出来后#在羧基酯酶作用下迅速水解生

成氟比洛芬#发挥生物学活性&$

!

%氟比洛芬与

DD'IF

&

的
c̀?

区结合后#引导
DD'IF

&

与炎性基

因启动子上的
<N/IFQ?'N%

复合物结合#抑制辅

阻遏子复合物被
#G5

蛋白酶体降解#结果启动子区

的
<N/I

复合物没有得到清除#靶基因保持在抑制

状态#

<MF

'

c

启动炎性基因转录的过程被抑制&$

%

%

进一步抑制了其下游细胞因子
S<MF

#

的表达#从而

抑制了中性粒细胞等炎症细胞对肺组织的浸润#产

生抗炎与肺保护作用(

本实验明确了
M'

作为
DD'IF

#

)

DD'IF

&

的激

活剂与吸入性肺损伤炎症反应信号通路的关系#尚

需进一步了解
M'

干预下炎症组织内
<MF

'

c

的表达

变化#对此我们将在后续研究中对此进行探索(

,

$E##

,
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