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"摘要#
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目的
!

探讨前列腺素
Q$

"

3:Q$

$对肺撞击伤后肺泡细胞凋亡的影响&方法
!

雄性
78

大鼠分为正常对照组%伤后

对照组和伤后
3:Q$

处理组&致伤后
10F

检测动脉氧分压%肺系数!

K[VQR

染色检测肺泡细胞凋亡的整体情况&以蛋白免疫印

迹试验"

gC+AC?,JI"A

$检测自噬相关蛋白及自噬调节蛋白
V;X

的表达情况&结果
!

伤后
10F

肺组织可见明显结构破坏及肺水

肿&与正常对照组相比!伤后对照组动脉氧分压降低"

"

$

%&%2

$!肺泡细胞凋亡指数增加"

"

$

%&%2

$!同时肺组织自噬相关蛋白
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及自噬调节蛋白
V;X

表达增加"

"

$

%&%2

$&伤后
3:Q$

处理组动脉氧分压低于正常对照组"

"

$

%&%2

$!但

较伤后对照组显著改善"

"

$

%&%2

$#肺泡细胞凋亡指数高于正常对照组!但显著低于伤后对照组"

"

$

%&%2

$#肺组织自噬相关蛋白
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及自噬调节蛋白
V;X

的表达虽然较正常对照组增加"

"

$

%&%2

$!但显著低于伤后对照组"

"

$

%&%2

$&结论

!

3:Q$

减轻大鼠肺撞击伤后肺泡细胞凋亡!此作用可能是通过抑制
V;X

介导的细胞自噬!以及肺泡细胞自噬性凋亡实现&
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肺撞击伤主要是因为钝性暴力直接作用于胸部造成的闭

合性损伤#常由于肺部和$或&其他脏器炎性反应严重失调而导

致肺泡上皮细胞和血管内皮细胞屏障损伤'

$.1

(

)肺泡细胞特别

是肺泡
'

型上皮细胞被认为是修复肺泡细胞损伤的种子细

胞'

'

(

#但肺撞击伤时常伴随肺泡上皮细胞凋亡#因此有效抑制

肺泡细胞凋亡有助于减轻肺撞击伤进展)另外#既往的研究证

实#细胞自噬过度上调导致的自噬性凋亡增加是急性肺损伤

引起的肺泡细胞凋亡的机制之一)既往研究证实前列腺素
Q$

$

H

?"+A@

<

I@,!#,Q$

#

3:Q$

&能够减轻急性肺损伤的进展'

0

(

#

但具体作用机制仍未明晰)同时#鉴于前列腺素具有抑制细

胞凋亡的作用'

2.)

(

#本研究假设
3:Q$

可能通过调节肺泡细胞

自噬性凋亡而减轻肺撞击后肺泡细胞凋亡#现将研究结果报

道如下)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料
!

健康雄性
78

大鼠
)%

只#体质量$

102c$%

&

<

#由

第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供)

将实验动物分为正常对照组*伤后对照组和伤后
3:Q$

处理组

各
1%

只)利用第三军医大学院野战外科研究所研制的
6;f.

*

水平式小型生物撞击机进行致伤)致伤前腹腔注射
1̂

戊

巴比妥$

%&'DR

"

$%%

<

&麻醉#麻醉成功后将大鼠固定于特制动

物夹板#前胸部正对撞击口#撞击用圆柱状金属弹头质量
11

<

#

直径
$&$5D

#距离鼠板水平距离
$/&%5D

#以
11%O3@

驱动压

驱动弹头撞击致伤)正常对照组麻醉后不予以撞击#参考既往

文献#伤后
$F

内
3:Q$

处理组由尾静脉注射
R#

H

".3:Q$

$

$%

"

<

"

O

<

#北京泰德制药&#伤后对照组由尾静脉注射等量生理盐

水)致伤后
10F

将动物麻醉后断颈处死#取左下肺组织#部分

-/$'

重庆医学
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肺组织冰冻切片后以
0̂

多聚甲醛固定#其余组织
Z/% \

保存)

A&B

!

方法

A&B&A

!

血气分析
!

各组大鼠$每组
)

只&处死前股动脉取血#

肝素抗凝后以罗氏
N"D

H

@5A

血气分析仪测定动脉血氧分压

$

3@S

1

&)

A&B&B

!

肺系数
!

各组大鼠处死后直接取全肺称质量#计算肺

系数)计算公式!肺系数
9

全肺质量"体质量
$̀%%̂

)

A&B&C

!

K[VQR

检测细胞凋亡
!

采用
K[VQR

细胞凋亡检测

试剂盒$碧云天#中国&检测肺组织细胞的凋亡)所有操作按说

明书进行)每张切片在高倍视野下$

`1%%

&取
2

个视野#计数

K[VQR

阳性细胞及总细胞数)计算凋亡指数
9K[VQR

阳性

细胞数"总细胞数
`$%%̂

)每组切片分别来源于
'

只不同

大鼠)

A&B&D

!

蛋白免疫印迹试验$

gC+AC?,JI"A

&检测凋亡*自噬相关

蛋白表达
!

取肺组织
1%D

<

匀浆#

>;34

裂解液'按
$b$%%

添

加苯甲基磺酰氟$

3f7a

&(裂解提取总蛋白#离心后取上清液#

以
6N4

蛋白浓度测定试剂盒$碧云天#中国&#按使用说明测定

蛋白浓度)添加十二烷基硫酸钠$

787

&上样缓冲液后
(2\

变

性
2D#,

)每个样本取
1%

"

<

蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳后

转移至聚偏氟乙烯$

3e8a

&膜#

2̂

牛血清清蛋白$

674

&室温封

闭
$F

#孵育特异性抗体
6C5I#,.$

$

$b1%%

#

7@,A@

&*

RN'

'
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$b

1%%

#

7@,A@
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V;X

$

$b2%%

#

7@,A@

&*

(

.@5A#,

$

$b$%%%

#碧云天&于

0\

过夜#再与辣根过氧化物酶$

d>3

&标记的免疫球蛋白
:

$

;

<

:

&抗体
'-\

孵育
$F

#以
QNR

试剂盒行放射自显影#

iE@,.

A#A

L

S,C

软件分析条带吸光度值)

A&C

!

统计学处理
!

利用
7377$)&%

软件进行统计分析#计量

资料用
Lc@

表示#组间比较采用
5

检验和单因素分析%计数资

料用率表示#组间采用
!

1 检验#检验水准
%

9%&%2

#以
"

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

胸部撞击后肺组织损伤
!

在正常对照组#大鼠肺组织未

见明显病变%伤后对照组和伤后
3:Q$

处理组肺组织可见局限

性血肿*肺挫裂伤*肺门血管破裂等)光镜下可见肺组织结构

破坏#肺内广泛出血及水肿#肺泡内大量淋巴细胞*中性粒细胞

浸润#细支气管内部分纤维蛋白渗出)伤后
3:Q$

处理组其肺

组织损伤程度光镜下与伤后对照组未见明显差别#见图
$

)

图
$

!!

肺组织
dQ

染色%

0̀%%

&

B&B

!

3:Q$

处理改善
3@S

1

#减轻肺水肿
!

与正常对照组相

比#伤后对照组大鼠
3@S

1

显著降低$

"

$

%&%2

&)伤后
3:Q$

处理组
3@S

1

虽然低于正常对照组$

"

$

%&%2

&#但较伤后对照

组显著改善$

"

$

%&%2

&)肺系数用于评价肺水肿程度#结果显

示#与正常对照组比较#伤后对照组肺系数显著增加$

"

$

%&%2

&#与
3@S

1

变化趋势相似#伤后
3:Q$

处理组的肺系数虽

较正常对照组高$

"

$

%&%2

&#但是显著低于伤后对照组$

"

$

%&%2

&#见表
$

)

表
$
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不同组别大鼠
3@S

1

和肺系数比较%

Lc@

&

组别
!

3@S

1

$

DDd

<

& 肺系数$

^

&

正常对照组
) ()&%%c1&') %&-1c%&$/

伤后对照组
) -0&%%c'&2)

@

$&10c%&10

@

伤后
3:Q$

处理组
) /'&%%c0&)0

@J

%&(1c%&')

@J

!!

@

!

"

$

%&%2

#与正常对照组比较%

J

!

"

$

%&%2

#与伤后对照组比较)

B&C

!

3:Q$

减轻肺泡细胞凋亡
!

正常肺组织未见明显凋亡)

致伤
10F

后#与正常对照组相比#伤后对照组肺泡细胞凋亡指

数较高'$

%&(%c%&$0

&

^>@&

$

$1&'0c1&01

&

^

#

"

$

%&%2

()伤

后
3:Q$

处理组肺组织凋亡虽然高于正常对照组'$

%&(%c

%&$0

&

^>@&

$

-&2/c$&//

&

^

#

"

$

%&%2

(#但显著低于伤后对照

组$

"

$

%&%2

&)
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4

!

gC+AC?,JI"A

检测不同组间肺组织内
6C5I#,.$

蛋白表达情况%

6

!

gC+AC?,JI"A

检测不同组间肺组织内
RN'

'

"

RN'

&

比值)

"

!

"

$

%&%2

#与正常对照组比较#

#

!

"

$

%&%2

#与伤后对照组比较)

图
1
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3:Q$

抑制肺组织自噬水平

B&D

!

3:Q$

抑制肺组织自噬水平
!

以
gC+AC?,JI"A

检测不同

组之间肺组织自噬相关蛋白表达#结果显示#伤后对照组肺组

织自噬相关蛋白
6C5I#,.$

的表达和
RN'

'

"

RN'

&

的比值较正

常对照组显著升高$分别增加
('&$̂

*

/1&/̂

#

"

$

%&%2

&#而伤

后
3:Q$

处理组肺组织
6C5I#,.$

的表达和
RN'

'

"

RN'

&

的比

值虽然较正常对照组增加$分别增加
20&-̂

*

2$&2̂

#

"
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期



%&%2

&#但是显著低于伤后对照组$

"

$

%&%2

&#见图
1

)

B&J

!

3:Q$

抑制肺组织
V;X

表达
!

与自噬变化相一致#伤后

对照组肺组织
V;X

表达显著高于正常对照组$

"

$

%&%2

&#而伤

后
3:Q$

处理组肺组织
V;X

蛋白表达水平虽然较正常对照组

增加$

"

$

%&%2

&#但是显著低于伤后对照组$

"

$

%&%2

&#见

图
'

)

!!

"

!

"

$

%&%2

#与对照组比较%

#

!

"

$

%&%2

#与伤后对照组

比较)

图
'

!!

3:Q$

抑制肺组织
V;X

表达(

C

!

讨
!!

论

肺撞击伤属于急性肺损伤范畴#肺泡细胞细胞凋亡是导

致其难治愈的机制之一)既往报道
3:Q$

对缓解急性肺损伤

有显著作用#但其内在机制仍不清楚)本研究观察
3:Q$

在

肺撞击伤后对肺泡细胞自噬性凋亡的影响)结果显示#

3:Q$

处理能够减轻肺撞击伤后
3@S

1

*减轻肺水肿#同时也能抑制

肺泡细胞凋亡%

3:Q$

可以抑制伤后肺组织自噬过度增加并

抑制自噬调节蛋白
V;X

的表达)结果提示#

3:Q$

对肺撞击

伤具有一定的保护作用#此作用可能是通过下调
V;X

蛋白的

表达及其介导的细胞自噬#从而减少肺泡细胞自噬性凋亡

实现)

传统观念认为急性肺损伤是全身炎性反应综合征在肺部

的表现#然而无论是传统的抗炎药物还是针对促炎因子的药物

对急性肺损伤的抗炎治疗均未取得良好效果)随后众多学者

把注意力转向细胞凋亡学说并证实肺泡上皮细胞凋亡是急性

肺损伤的主要病理机制之一'

-

(

)尽管已经认识到肺泡上皮细

胞凋亡在急性肺损伤中的重要作用#但目前对如何改善或抑制

凋亡仍无有效的治疗措施)

3:Q$

是目前临床上广泛使用的一种血管扩张剂#而既往

研究发现
3:Q$

静脉或者吸入给药能够改善脂多糖*油酸等引

起的急性肺损伤'

/.(

(

)本研究也发现#肺撞击伤后#静脉给予

3:Q$

虽然未显著改善伤后肺组织病理改变特征#但是在肺功

能方面能够改善
3@S

1

*减轻肺水肿#说明
3:Q$

在治疗肺撞击

伤中具有一定的作用)既往关于
3:Q$

改善急性肺损伤的机

制研究发现
3:Q$

除了能减轻肺血管阻力外#还可以抑制中性

粒细胞聚焦及
Va.

)

6

介导的炎性反应等'

$%

(

)另外#近期研究

发现#

3:Q$

还具有抗细胞凋亡的作用'

)

(

#因此#推测
3:Q$

可

能参与调节肺撞击伤后肺泡细胞凋亡)结果证实#经静脉给予

3:Q$

后#肺泡组织的凋亡虽比正常对照组增加#但显著低于

伤后对照组#说明
3:Q$

具有拮抗肺损伤后肺泡细胞凋亡的作

用)接下来本研究探讨了
3:Q$

抑制肺泡上皮细胞凋亡的相

关机制)既往有关急性肺损伤后肺泡上皮细胞凋亡的机制报

道可分为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶$

N@+

H

@+C

&介导凋亡#以及

非
N@+

H

@+C

介导的凋亡#而后者可能与
V;X

介导的细胞自噬性

凋亡有关)

V;X

蛋白是一种线粒体外膜蛋白#也称
6V;3'R

$

65I.1

"

Q$6.$(Y.#,AC?@5A#,

<H

?"AC#,'.I#OC

&#是
65I.1

基因家族

成员)它可以引起线粒膜通透性转换孔开放#膜电位降低#活

性氧增加#诱发自噬过度增加从而促进细胞自噬性凋亡增

加'

$$.$'

(

)本研究发现#肺撞击伤后#肺泡细胞的凋亡增加#另外

肺泡组织的自噬水平及
V;X

蛋白表达显著上调)结合既往研

究结果#提示
V;X

蛋白介导的自噬性凋亡增加可能是肺撞击

伤后肺泡组织凋亡的机制之一)而
3:Q$

能够显著抑制肺泡

细胞
V;X

蛋白表达及自噬水平#并降低肺泡细胞凋亡)这些

结果提示
3:Q$

可能是通过抑制
V;X

蛋白的表达从而抑制肺

组织的自噬及自噬性凋亡)需要注意的是#

3:Q$

对肺泡细胞

的凋亡的影响还可能是通过影响
N@+

H

@+C

介导的凋亡途径#这

需要在以后的研究中进一步探讨)

综上所述#本研究观察到静脉给予
3:Q$

能够改善肺撞击

伤后
3@S

1

*减轻肺水肿#其作用机制可能与
3:Q$

拮抗肺泡细

胞凋亡相关#而
3:Q$

抑制肺泡细胞凋亡的机制可能是通过抑

制
V;X

蛋白从而抑制过度的细胞自噬及自噬性凋亡相关)这

些结果为临床应用
3:Q$

治疗肺撞击伤提供了一定的理论

基础)
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*重庆医学+杂志对运用统计学方法的有关要求

$&

统计学符号!按
:6''2/Z$(/1

-统计学名词及符号.的有关规定#统计学符号一律采用斜体)

1&

研究设计!应告知研究设计的名称和主要方法)如调查设计$分为前瞻性*回顾性或是横断面调查研究&#实验设计

$应告知具体的设计类型#如自身配对设计*成组设计*交叉设计*析因设计*正交设计等&#临床试验设计$应告知属于第几期

临床试验#采用了何种盲法措施等&%主要做法应围绕
0

个基本原则$重复*随机*对照*均衡&概要说明#尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响)

'&

资料的表达与描述!用
Lc@

表达近似服从正态分布的定量资料#用
f

$

i>

&表达呈偏态分布的定量资料%用统计表

时#要合理安排纵横标目#并将数据的含义表达清楚%用统计图时#所用统计图的类型应与资料性质相匹配#并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则%用相对数时#分母不宜小于
1%

#要清楚区分百分率和百分比)

0&

统计学分析方法的选择!对于定量资料#应根据所采用的设计类型*资料所具备的条件和分析目的#选用合适的统计

学分析方法#不应盲目套用
5

检验和单因素方差分析%对于定性资料#应根据所采用的设计类型*定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的#选用合适的统计学分析方法#不应盲目套用
+

1 检验)对于回归分析#应结合专业知识和散点图#选

用合适的回归类型#不应盲目套用简单直线回归分析%对于具有重复实验数据检验回归分析资料#不应简单化处理%对于多

因素*多指标资料#要在一元分析的基础上#尽可能运用多元统计分析方法#以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内
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