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  急性肺损伤 k ¤¦∏·̈ ∏̄±ª ¬±­∏µ¼o� ��l是指各种肺内外致

病因素 o如严重感染 !创伤 !休克等所致的弥漫性的肺实质损

伤 ∀表现为单核巨噬细胞等炎性细胞的浸润 !多种细胞因子

及黏附分子的过度表达 o通过吞噬 !脱颗粒和呼吸爆发等反

应释放溶酶体酶及氧自由基等一系列代谢产物 o在消灭炎

症的同时也损伤肺组织 o因此 o氧自由基与肺损伤有密切关

系 ≈t  ∀研究表明 o抗氧化剂能降低毛细血管通透性 !刺激凝

血功能 !增加对感染的抵抗等作用 ≈u 
o从而用于治疗急性肺

损伤 o国内外已对 Ν2乙酰半胱氨酸 k�� ≤ l和维生素 ≤ k∂ ¦l

对 � ��的治疗作用已经进行了广泛的研究和探讨 o但是对于
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两种药物的疗效比较研究进行的较少 ∀本研究旨利用油酸

诱导大鼠 � ��
≈v 

o通过观察肺病理改变 o肺系数 o免疫组化

¬�� ≥o并测定 � ⁄� o≥� ⁄和 �≥� 2°÷的水平 o比较 �� ≤和 ∂ ¦

对 � ��的疗效 o并对其相关作用机制进行讨论 o探讨早期选

择性药物干预治疗 o尤其是针对氧自由基造成的二次损伤的

干预性治疗 o为急性肺损伤的临床防治提供新思路 o并提供

理论和实践指导 ∀

1  材料与方法

1q1  材料

≥⁄大鼠 ouus ∗ uxs °ªo浙江医学科学院实验动物中心提

供 o合格证 }医动字第 usst p sst号 ∀超氧化物歧化酶 k≥� ⁄l!

丙二醛 k� ⁄� l和谷光甘肽过氧化物酶 k�≥� 2°÷ l试剂盒均购

自南京建成生物工程研究所 ∀兔抗 ¬�� ≥多克隆 o≥¤±·¤ ≤ µ∏½

产品 ∀抗链霉素亲和素生物素复合物法 k ¶·µ̈³·¤µ¬§¬± ¥¬²·¬±

¦²°³̄ ¬̈o≥��≤ l免疫组化试剂盒 o武汉博士德生物工程有限公

司产品 ∀ Ν2乙酰半胱氨酸 kΝ2¤¦̈·¼̄ 2�2¦¼¶·̈¬± l̈和维生素 ≤

k√¬·¤°¬± ≤ lo≥¬ª°¤产品 ∀油酸 k� � l等均为国产分析醇 ∀

1q2  方法

1q2q1  分组及模型建立  动物分组 }≥⁄大鼠 ouus ∗ uxs °ªo

随机分为 w组 o各组 ts只 ∀即 }正常对照组 k�≥组 l! � ��模

型组 k� �组 l!维生素 ≤干预组 k∂ ¦组 l! �� ≤干预组 k�� ≤

组 l∀胃饲药物剂量 }�� ≤组 }ws °ª# ®ª
p t # §

p t
o∂ ¦组 }tss

°ª# ®ª
p t # §

p t
o�≥组和 � ��模型组给予同体积的生理盐

水 ∀给药时间为 t周 ∀各组大鼠分别于末次给药后 t «尾静

脉注射油酸 sqt °�# ®ª
p t

~正常组注射等量生理盐水 o注射

油酸后 u«处死 o取肺组织待生化检测 ∀称全肺 !左肺湿重及

其制备 tsh肺组织匀浆待测 ∀

1q2q2  观察指标及检测方法  通过肺系数的观察 o评定急

性炎症和肺水肿程度 o肺系数 }肺系数 �肺湿重 ≅ tss r体重 ~

测定每组肺组织匀浆中丙二醛 k� ⁄� l含量作为氧化损伤的

指标 o测定肺组织匀浆超氧化物歧化酶 k≥� ⁄l !谷胱甘肽过

氧化物酶 k�≥� 2°÷ l活力 o以监测机体的抗氧化能力 ∀

免疫组化 k≥2°l法检测肺组织 ¬�� ≥∀ x Λ°厚肺组织石

蜡切片 o经脱蜡 !水化 !vh �u �u
灭活内源性过氧化物酶后 o

加 tΒxss兔抗鼠 ¬�� ≥抗体 ovz ε ovs °¬±~加生物素标记的

羊抗兔第二抗体 !过氧化物酶标记的链霉菌抗生物素蛋白

k≥2°lovz ε ovs °¬±~⁄� �显色 o甲基绿复染 o脱水 !透明 !光

学树脂封片 o镜下观察 o阳性结果为胞浆呈现棕黄色颗粒 ∀

阴性对照 }以 °�≥代替第一抗体 ∀

1q2q3  统计学分析  数据用均数 ?标准差 k cξ ? σlo各组间

比较采用单因素方差分析 k� �� ∂ � l!两样本均数比较用采

用 τ检验 ,以 Π � sqsx为差异有统计学意义 ∀

2  结果

2q2  肺组织肺系数 !≥� ⁄!� ⁄�及 �≥� 2°÷水平的检测

�≥组 ! �� ≤组和 ∂ ¦组肺系数明显低于 � �组 kΠ �

sqstlo且 �� ≤组和 ∂ ¦组之间无明显差异 kΠ � sqsxl~同 � �

组相比 o�≥组 !�� ≤组和 ∂ ¦组 ≥� ⁄与 �≥� 2°÷明显升高 kΠ

� sqstlo且 �� ≤组和 ∂ ¦组之间无明显差异 kΠ � sqsxl~�≥

组 !�� ≤组和 ∂ ¦组 � ⁄�水平明显低于 � �组 kΠ � sqstlo且

�� ≤组和 ∂ ¦组之间无明显差异 kΠ � sqsxlo以上结果 o提示

与抗氧化剂 ∂ ¦相比 ≈x 
o�� ≤同样具有缓解油酸所致的急性

肺水肿 !以及抗自由基的作用 ∀见表 t∀

表 1  各组肺组织肺系数 !≥� ⁄!� ⁄�及 �≥� 2°÷水平 kν � ts, cξ ? σl

Τ αβ 1  �̈ √¨̄ ²© ∏̄±ª ¦²̈ ©©¬¦¬̈±·!≥� ⁄!� ⁄� ¤±§ �≥� 2°÷ ¬± §¬©©̈ µ̈±·ªµ²∏³¶kν � ts, cξ ? σl

组别 肺系数
�≥� 2°÷

k酶活力单位 l

� ⁄�

r±°²̄ # °ªp t ³µ²·

≥� ⁄

rΛ°²̄ # °ªp t ³µ²·

�≥组 sqxu ? sqtvtl {yqvt ? u{q{utl xqtw ? uqsytl wzqxu ? zqx{tl

� �组 sq|{ ? sqvx y{quv ? uwquz |qsx ? uqxw uxqst ? vq{|

∂ ¦组 sqzx ? squttl {tqvv ? wqs|tl xqvv ? tqs{tl vtq{| ? vq{ttl

�� ≤组 sqyy ? squutlul {sqzx ? txqw|tlul yq|v ? tqystlul vuq{w ? uqzvtlul

注 }与 � �组比较 otl Π � sqst~与 ∂ ¦组比较 oul Π � sqsx

�²·̈}≤ ²°³¤µ̈§ º¬·« ·«̈ � � �µ²∏³otl Π � sqst~≤ ²°³¤µ̈§ º¬·« ·«̈ ∂ ¦�µ²∏³oul Π � sqsx

2q2  肺大体观察

� �组肺组织肉眼观察 o可见明显的肺扩张 o肺表面可见

片状淤血斑 o肉眼观 o有散在出血斑 !出血点 o并可见呈暗红

色略凹陷的斑片状肺萎陷区 ~�≥组则呈正常粉红色 o无扩

张 !淤血斑 ∀与 � �组比较 o�� ≤组和 ∂ ¦组肺组织少见出血

斑 !出血点 ∀

2q3  肺组织 ¬�� ≥免疫组化检测

肺组织免疫组织化学光镜下结果可见 k ≅ usslo�≥组气

道壁及肺组织仅见少量散在的 ¬�� ≥免疫反应阳性细胞 o分

布于气道黏膜上皮和肺泡上皮细胞 o且胞浆见阳性着色 o胞

核着色较少 o见图 t� ~� �组气道黏膜上皮细胞 !炎症细胞 !

肺泡上皮细胞及血管内皮细胞有大量的 ¬�� ≥阳性蛋白颗

粒 o分布于细胞核内 o同时 o气道上皮细胞的细胞核呈典型串

珠样阳性反应 o胞核明显阳性着色 o胞浆亦见阳性着色 o见图

t�~�� ≤组与 ∂ ¦组大鼠的气道和肺组织中 o¬�� ≥阳性细胞

的分布与模型组相类似 o气道上皮细胞及其他阳性细胞较

� �组明显减少 o胞核着色较 � �组明显降低 o较 �≥组略高 o

见图 t≤ o⁄∀替代对照和空白对照均为阴性 ∀

3  讨论

目前 o氧化应激反应在肺损伤发病机制中的作用已经得

到了证实 ≈v  ∀由于在炎症过程中可产生超氧阴离子 k�u

p
# l等

氧自由基 o可使脂质过氧化终产物 � ⁄�水平上升 o引起蛋白

质交联变性 !⁄��断裂 o从而破坏肺组织结构 ~同时 o炎症过程

中产生的过量 �� o也可与氧自由基生成许多衍生物 o形成脂

质过氧化物 o引起肺细胞损伤 ∀因此 o补充外源性抗氧化剂或

抗氧化酶 o重建机体内氧化与抗氧化平衡 o可对抗氧自由基对
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图 1  不同组大鼠肺组织 ¬�� ≥表达的免疫组化染色 k ≅ ussl

� p �≥组 ~� p � �组 ~≤ p ∂ ¦组 ~⁄ p ��≤组

Φιγ 1  �°°∏±²«¬¶·²¦«̈ °¬¦¤̄ ¶·¤¬±¬±ª ²© ·«̈ ¬�� ≥ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ¬±

∏̄±ª·¬¶¶∏̈ ¶²©§¬©©̈ µ̈±·µ¤·ªµ²∏³¶k ≅ ussl

� p ·«̈ �≥ ªµ²∏³~� p ·«̈ � � ªµ²∏³~≤ p ·«̈ ∂ ¦ªµ²∏³~⁄ p ·«̈ ��≤ ªµ²∏³

肺细胞的破坏 o对肺损伤可起到一定的治疗作用 ≈w  ∀

维生素 ≤和 �� ≤是体内重要的抗氧化剂 o维生素 ≤在

生物氧化及还原过程和细胞呼吸中起重要作用 o还参与氨基

酸代谢 !神经递质的合成 !胶原蛋白和组织细胞间质的合成 o

具有降低毛细血管通透性 !刺激凝血功能 !解毒增加对感染

的抵抗作用 ≈x  ∀ �� ≤是一种小分子抗氧化剂 o张艰等 ≈y 证

实 �� ≤通过抑制细胞内信号转导的重要信号分子 k�ƒ2ϑ�l

的活化 o降低多种炎症介质的释放而减轻炎症反应 o对抗氧

自由基引起的组织损伤 ≈z 
o对 � ��有很好的防治作用 ∀

在本实验中 o以油酸诱导急性肺损伤 k� ��l的大鼠为动

物模型 o经过灌胃给予维生素 ≤和 �� ≤ o考察抗氧化剂维生

素 ≤和 �� ≤对 � ��治疗的作用和相关机制 ∀通过对大鼠肺

组织内 � ⁄�含量的检测 o发现两者都可显著降低 � ��的

� ⁄�水平 o升高 ≥� ⁄!�≥� 2°÷ o表明机体脂质过氧化的程度

降低 o间接反映出肺细胞损伤的程度减轻 ∀同时对诱生型一

氧化氮合酶 k¬�� ≥l表达进行了观察 o该酶可产生 �� o从而

对肺细胞产生损伤 ∀免疫组化结果表明 o�� ≤和 ∂ ¦能显著

降低肺组织内 ¬�� ≥的表达 o从而改善肺损伤程度 ∀

综上所述 o本研究观察到抗氧化剂 �� ≤和 ∂ ¦通过下调

¬�� ≥o� ⁄�含量 o提高 ≥� ⁄o�≥� 2°÷等减轻自由基的释放 o

改善急性肺损伤大鼠的炎症浸润 o组织水肿 !出血等病理改

变 o且 �� ≤和 ∂ ¦的作用疗效未见明显差别 ∀因此 o本研究

从抗自由基角度出发 o为 � ��临床抗氧化干预治疗提供理论

和实践指导 o但其具体机制仍有待进一步探讨 ∀
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