
!论
!!

著!

抑制补体对内毒素致急性肺损伤的保护作用"

李
!

敏!张
!

程!张湘燕

"贵州省人民医院呼吸内科!贵阳
EE&&&"

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨抑制补体对内毒素致急性肺损伤的保护作用&方法
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采用眼镜蛇毒因子"
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%去除补体&以脂多糖

"
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%造成大鼠急性肺损伤&将
%&

只健康雄性
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大鼠随机分为
9?.

损伤组'

#

个不同时间
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组和生理盐水对照组&通过大

鼠尾静脉注射
E8

7

#

]

7
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!造成急性肺损伤模型&
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组于注射
9?.

前
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!通过尾静脉注射
E&G

#

]
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去除补体&在给

予
9?.

后分别于
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采集标本&分别测定各组血清补体活性和蛋白含量'肺泡灌洗液"

,F9+

%中蛋白'

=R+>

"
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_9>D

'

_/F->!

含量及多形核白细胞"

?-R

%比'计算肺通透指数"

9?_

%'测定肺湿#干质量比'检查肺组织病理学变化情况等&结果
!

9?.

组肺间质水肿'出血!大量炎性细胞浸润!而
/(+

组肺组织损伤明显轻于
9?.

组$
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组肺湿#干质量比'

9?_

'

?-R

比均明

显低于
9?.

组"

L

$

&$&E

%!与对照组比较差异无统计学意义&而
/(+

各组
,F9+

中
=R+>

"

'

_9>D

'

_/F->!

浓度均低于
9?.

组!

但差异无统计学意义&结论
!

补体在内毒素致急性肺损伤早期具有重要作用!抑制补体可以有效减轻肺组织损伤!减少肺组织液

渗出和中性粒细胞聚集&
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急性肺损伤$
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F9_

&是机体在遭受严重感

染*创伤*休克等打击后出现的一种以肺泡毛细血管损伤导致

肺水肿和微肺不张为病理特征的肺部炎症与通透性增加综合

征#是临床常见危重症'

!>"

(

)目前临床上还缺乏治疗
F9_

的有

效手段)有研究表明#补体与
F9_

密切相关#补体激活产物

/E4

在
F9_

病程发展中具有启动*放大的重要作用'

#>E

(

)抑制

补体能有效减轻肺损伤'

'

(

)但近年来有研究表明#在脂多糖

$

9?.

&导致的
F9_

中补体与病程发展无关'

C

(

)由于
9?.

是

F9_

发病的常见诱因#而国内在这一方面几乎没有研究报道)

因此探讨补体与
9?.

型
F9_

的关系#对于相关科学问题的阐

明*临床治疗策略的确定以及药物研发都具有重要意义)
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材料与方法
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!

试剂与仪器
!

9?.

*抗绵羊红细胞抗体购自
.2

7

84

公司#

高纯度眼镜蛇毒因子$

H@J54;I6@8O4H3@5

#

/(+

&由贵州省中国

科学院天然产物化学重点实验室孙黔云研究员赠送$其制备和

活性测定方法分别参见参考文献'
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检测试剂盒为美国
FW9

公司产品#

,/F

蛋白定量试剂盒购自

江苏碧云天生物技术研究所#绵羊红细胞购自贵阳医学院实验

动物中心#

,2@><4:EE&

型酶标仪购自美国
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公司#
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冷冻离心机购自德国
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公司#
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超低温冰

箱购自美国
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公司)
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!

实验动物与分组
!

健康雄性
.W

大鼠#体质量
!D&

$
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#鼠龄
!&

周#由第三军医大学附属医院实验动物中心提

供#合格证号为
./c[

$渝&

"&&C>&&&E

)将大鼠随机分为生理

盐水对照组$对照组#
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&*脂多糖$
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组#
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组#分为
#

个时间组#
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重庆医学
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卷第
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各组肺湿$干质量比和
?F9+

中
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比'
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变化
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比$
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9?_

$
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e#
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- Ng9

对照组
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组
D %$'Dg&$!'

4

E "$'&g&$EE

4

E #$""g&$E%

4

&$EL/(+

组
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组
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H
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H

%L/(+

组
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J

E &$D&g&$%E

J
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Q e %$'!" e C$C# e !&$A!

!!!

4

!与对照组*

&$EL/(+

组比较#

L

$

&$&E

%

J

!与
&$EL/(+

组比较#

L

$

&$&E

%

H

!与
9?.

组比较#

L

$

&$&E

)

e

!表示无此项)

表
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,F9+=R+>

"

'

_9>D

'
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浓度变化#

P7

$

89

&

组别
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- Ng9

_9>D

- Ng9

_/F->!

- Ng9

对照组
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' #'$#Eg"'$!C

4
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&$EL/(+

组
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组
' A$'Cg#$&E ' !A$'%g%$E# C !%$C%gA$#%

%L/(+

组
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!与对照组比较#

L

$

&$&E

)

e

!表示无此项)

每组
-hD

&)大鼠经
!&X

水合氯醛腹腔注射麻醉)对照组!尾

静脉注射生理盐水#

"L

后采集标本)

9?.

组!尾静脉注射

9?.E8

7

"

]

7

#于
"L

后采集标本)

/(+

组!尾静脉注射
E&

G

"

]

7

/(+

去除补体#

"%L

后尾静脉注射
E8

7

"

]

7

9?.

#然后分

别于
&$E

*

"

*

%L

采集标本)

=$?

!

标本收集与指标测定
!

大鼠麻醉后打开腹腔#从下腔静

脉抽取
E89

血#室温下静置
!L

#

%Z

放置
"L

#然后
%Z

*

"&&&

5

"

826

$离心半径
!DH8

&离心
!&826

#吸取血清#分装后置于
e

D&Z

保存#用于测定补体活性和蛋白含量)打开胸腔#切开气

管#经气管插入
!"

号针头行右肺肺泡灌洗#每次
"89

#共
#

次#总回收量约为
#$'89

)计数肺泡灌洗液$

J5@6HL@4N;I@N45

N4;4

7

IONG2:

#

,F9+

&中
?-R

百分比)

,F9+

离心后#取上清液

分装#保存于
eD&Z

#用于蛋白含量*

=R+>

"

*

_9>D

*

_/F->!

测

定)计算肺通透指数$

NG6

7

4N;I@N45

P

I58I4J2N23

M

26:IS

#

9?_

&#

即
,F9+

蛋白"血浆蛋白)取左上肺#称取湿重后#置于
D&Z

烤箱中烤至恒重#称干重#计算湿"干重比)取左下肺#经
!&X

中性福尔马林固定#石蜡包埋切片#

T)

染色#进行病理学

检查)

=$@

!

血清补体溶血活性测定
!

取
eD&Z

冻存大鼠血清于室

温水浴快速化冻#以
**(,

缓冲液
!f"&

稀释#取
!&&

%

9

稀

释血清与
!&&

%

9

致敏绵羊红细胞$

EY!&

D

"

89

&混匀#于
#CZ

水浴孵育#不时轻轻振摇#

#&826

后加入
!89

冷生理盐水中

止反应#

"&&&5

"

826

$离心半径
!DH8

&离心
!&826

#取上清液#

%&E68

测定
UW

值#计算血清补体溶血活性)

=$A

!

统计学方法
!

计量资料以
Ng9

表示)采用方差分析或

秩和检验$

[5G0]4N>14NN20

法#方差不齐时用秩和检验&%多个样

本间两两比较采用
Q

检验$

RIK846>[IGN0

法&或秩和检验

$

RI8I6

M

2

法&)以
L

$

&$&E

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>$=

!

肺组织病理学检查
!

对照组!肺组织形态基本正常#肺间

质有轻度炎性细胞浸润$插页
&

图
!F

&%

9?.

组!肺间质水肿#

可见大量炎性细胞浸润#弥漫性出血#血管内有血栓形成$插页

&

图
!,

*

/

&)

/(+

组!肺组织各种渗出明显减少#炎性细胞渗

出减少#但随着时间进程#炎症有加重趋势$插页
&

图
!W

*

)

*

+

&)

>$>

!

肺湿"干质量比和
?F9+

中
?-R

比*

9?_

变化
!

9?.

组

肺湿"干质量比*

?F9+

中
?-R

比*

9?_

均明显高于对照组%

&$EL/(+

组肺湿"干质量比*

?F9+

中
?-R

比*

9?_

明显低

于
9?.

组%

"L/(+

组
?F9+

中
?-R

比*

9?_

明显低于
9?.

组%

%L/(+

组肺湿"干质量比*

?F9+

中
?-R

比*

9?_

明显高

于
&$EL/(+

组$表
!

&)

>$?

!

,F9+=R+>

"

*

_9>D

*

_/F->!

浓度变化
!

9?.

组
,F9+

=R+>

"

*

_9>D

*

_/F->!

浓度明显高于对照组#各
/(+

组普遍低

于
9?.

组#但差异无统计学意义$表
"

&)

>$@

!

血清补体溶血活性变化
!

对照组补体溶血度为$

&$E#g

&$!"

&

X

$

-hE

&#而
9?.

组血清补体溶血度只有$

&$#&g

&$"!

&

X

$

-hD

&#

9?.

组补体明显下降)各
/(+

组大鼠体内补

体被耗竭#基本上检测不出补体溶血活性$数据未列出&)

?

!

讨
!!

论

近年来研究发现#在
F9_

发病早期#补体系统首先被激

活#总补体活性明显降低#中性粒细胞聚集活性升高#引起多形

核白细胞$

?-R

&在肺血管内聚集'

!&

(

)

?-R

聚集是
F9_

的重

要发病因素)因此抑制补体激活能改善或减轻急性肺损伤的

症状)

本实验采用
/(+

去除大鼠体内补体)

/(+

可激活和消

耗补体替代途径成分'

A

(

#常被用于补体相关疾病研究动物模型

中去除补体)在本实验中所采用的
/(+

剂量可使大鼠在实验

期间处于完全的补体消除状态'

D

(

)

本研究表明#在注射
9?.

后大鼠血清补体活性显著下降#

大鼠出现较典型的
F9_

症状#提示在
9?.

所致急性肺损伤的

'A&"

重庆医学
"&!&

年
D

月第
#A

卷第
!'

期



发病过程中有补体的激活和消耗)而预先用
/(+

去除补体后

大鼠
,F9+

中蛋白和细胞渗出减少#肺水肿程度和病理改变

减轻#说明抑制补体确实可减轻
9?.

所致
F9_

的症状)但

,F9+=R+>

"

*

_9>D

*

_/F->!

浓度没有明显降低)在本实验中

可以看到#抑制补体在
F9_

早期可以明显减轻炎性细胞浸润#

但随着时间进程#炎性细胞浸润程度加重#提示在
9?.

导致的

F9_

中#早期的炎性细胞浸润与补体有密切关系#而其后的炎

性细胞浸润程度加重则可能与核因子
>

*

,

的激活调控有关'

!!

(

)

<233250HL

等'

C

(

"&&D

年曾报道在
9?.

导致的
F9_

中#补体与病

程发展无关)而本实验结果则明确表明#补体参与了
9?.

所

致
F9_

的早期病程发展)该文献采用气管内给予
9?.

造模#

而作者采用尾静脉注射
9?.

造模)实验结论的不同很可能是

这两种不同的造模途径在体内引起的
9?.

清除反应有差异所

致)而静脉注射
9?.

造模无疑与临床情况更为接近)

9?.

造

模在本实验中还观察到对照组在注射生理盐水后肺组织有轻

度的炎性细胞浸润#近年来也有文献报道了这一现象'

!"

(

)

本研究表明#在内毒素$

9?.

&引起的
F9_

发病早期采用抗

补体治疗策略能有效减轻早期病理症状#对
F9_

的治疗具有

积极的意义和价值#但对
F9_

总体病程的影响尚需系统深入

的研究与评价)
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制
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轴过度反应)本实验发现#小鼠海马
R<!

蛋白表达

于致伤后
"L

开始明显降低#至
"%L

基本恢复#

C"L

明显增

加)而
+

组
"

*

"%L

明显高于
R

组#但伤后
C"L+

组明显低于

R

组)这是一个有趣的现象#当
R<!

蛋白表达降低时#应用咪

唑安定
>

氯胺酮可以减轻这种变化%当
R<!

蛋白表达增高时#

却又可以抑制这种增高#即趋向于维持一种稳态)而单独应用

咪唑安定
>

氯胺酮却无此现象#这似乎提示咪唑安定
>

氯胺酮在

小鼠严重
=,_

中调控应激*影响
*<

表达#其作用机制除了通

过
R<

*

*F,F

等环路作用影响
T?F

轴兴奋性*通过外周直

接作用影响细胞因子释放外#是否还具有其他机制直接影响或

维持海马
R<

稳态#从而控制
T?F

轴状态#尚有待进一步

探讨)
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