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高频振荡通气联合肺表面活性物质对吸人性损伤肺组织

天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3和p73的影响

郭光华 王少根 付忠华 吴星恒 杨明 陈晓

【摘要】 目的 探讨高频振荡通气(HFOV)联合肺表面活性物质(PS)对吸入性损伤兔肺组织细胞凋亡

的影响。方法 采用兔蒸汽吸入性损伤模型，将32只兔按不同通气治疗方式分为常规控制机械通气(cMV)

组、HFOV组、CMV+PS组及HFOV+Ps组4组，每组8只。治疗4 h后处死动物，取右肺中叶组织，分别检

测天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3(caspase一3)、p73的含量及其mRNA表达水平。结果 ①HFOV组和

HFOV+PS组肺组织caspase一3和p73的含量分别较cMV组和cMV+PS组明显减少，差异有统计学意义

(P<o．05或P<o．01)；加入外源性PS后，CMV+PS组和HFOV+PS组的caspase一3和p73含量也较相应

未加入组明显减少，差异也有统计学意义(P均<O．05)。②HF()V组和HFOV+Ps组caspase一3 mRNA和

p73 mRNA表达分别较cMV组和CMV+Ps组明显减少，差异有统计学意义(P均<o．01)；加入外源性PS

后，cMV+Ps组和HFOV+PS组肺组织caspase一3 mRNA和p73 mRNA的表达也明显低于相应未加入组，

差异也有统计学意义(P均<o．05)。结论 与CMV或CMV+PS比较，HFOV或HFOV+PS能减少吸『_人性

损伤肺组织细胞中caspase一3、p73的含量及其mRNA表达，从而可能减少通气肺的肺细胞凋亡。
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【Abstract】 objective To investigate the effect of high frequency oscillatory ventilation (HFOV)

combined with exogenous pulmonary surfactant(PS)on a1)optosis of lung tissue in rabbit suffering from

steam inhalation injury． Methods Thirty—two New Zealand rabbits were rand()mly divided into four groups，

and acute respiratory failure model was reproduced by severe steam inhalation injury． 7rhen they were

ventilated and treated by contr01led mandatory ventilation(CMV)，HFOV，CMV+PS or HFOV+PS，

respectively． After the animals were euthanized at 4 hours treatment time point， the right middle 10be of

rabbit lung was harvested for the examination of caspase一3 and p73 contents and relative values，as well as

mRNA expression of caspase一3 and p73． Results ①Contents of casl)ase一3 and p73 in lung tissue

homogenates in HFOV group and HFOV+PS group were significantly lower than those in CMV group and

CMV+PS group(P<O．05 or P<O．01)，and also contents of caspase一3 and p73 in lung tissue h。mogenates

in groups with exogenous PS were significantly 10wer than those of groups without exogenous PS(all P<

O．05)．(爹Caspase一3，p73 mRNA expressions in lung tissue in HFOV group and HFOV+PS group were

significantly lower than those of CMV group and CMV+PS group (all P<O．01)． Caspase一3 and p73

mRNA expression in lung tissue in groups with exogenous PS group were significantly 10wer than those of

the corresponding group without exogenous PS(all P<O．05)．Conclusion Compared with CMV or CMV+

PS，HFOV or HFOV+PS can decrease the c。ncentration of caspase一3 and p73，reduce the mRNA expression

of caspase一3 and p73 in the lung hemogenates，as a result 1ung tissue apoptosis in inhalation injury may be

suppressed．

【Key words】 high frequency oscillatory ventilation； conventi。nal mandatory ventilation； pulmonary

surfactant； caspase一3
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·论著·

多采用肺保护性通气策略，高频振荡通气(HFOV)

是理想的通气方法之一，能减轻ARDS时的呼吸机

诱导性肺损伤，其机制主要是通过减轻ARDS通气

肺组织的炎症反应来实现‘”，但HFOV对难治性呼

吸衰竭的治疗效果欠佳∞3。研究发现，内源性肺表面

活性物质(PS)的减少能增加肺组织细胞的凋亡。3，

外源性PS的应用能减少因常规机械通气所致的肺
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组织凋亡H3。为探讨HF()V单独或联合PS对吸人

性肺损伤的细胞凋亡有何影响，以蒸汽吸人性损伤

动物为模型，我们观察了HFOV联合PS通气治疗

后，肺组织细胞中相关凋亡蛋白激酶及基因的变化。

l材料与方法

1．1 实验动物及术前准备：新西兰大白兔32只，由

南昌大学医学院动物实验中心提供，体重(2．25土

o．25)kg。实验前动物禁食12 h、不禁水，用氯胺酮

(40 mg／kg)肌肉注射麻醉后，将动物仰卧位并固定

于手术台上，行气管切开，插入气管导管，耳缘静脉

穿刺输液，静脉注射肌松剂司可林(首次10 mg／kg，

维持0．1 mg·kg叫·h叫)后，接高频振荡呼吸机

(sI。E 5000，英国)行控制机械通气(CMV)，参数设

置：潮气量10 ml／kg，通气频率30次／min，吸气时

间1 s，吸入氧浓度(FiO。)o．21，呼气末正压(PEEP)

o cm H20(1 cm H20—o．098 kPa)。耳缘静脉输注

生理盐水15 m1·kg_1·h～，伤后1 h内加输生理

盐水50 m1，以补充家兔气道烫伤后的液体丢失。

1．2动物模型制备：参照文献[5]方法制备重度蒸

汽吸人性损伤模型。以改制的高压锅盛水加热为蒸

汽发生源，预热管道，当锅内温度为102℃、蒸汽压

力达o．125 kgf／cm2(1 kgf／cm2—98．066 5 kPa)时，

将蒸汽与气管导管相连，按下自动计时器，向肺内释

放蒸汽3 s，随后继续通气同前。当兔动脉血氧分压

(Pa02)降至60 mm Hg(1 mm Hg—o．133 kPa)以

下视为制模成功。

1．3动物分组：将制模后的动物按随机数字表法分

为CMV组、HFOV组、CMV+PS组和HFOV+PS

组，每组8只。CMV组、CMV+PS组行定容通气，

参数没置：潮气量10 ml／kg，通气频率30次／min，

吸气时间1 s，Fi02为1．OO，PEEP为5 cm H2()；

HFOV组、HFOV+Ps组将通气模式转为HFoV，

参数设置：平均气道压10 cm H：O，FiO。1．OO，振幅

20 cm H：o，频率10 Hz，吸呼比(I：E)1：1。通气治

疗后4 h处死动物，取右肺中叶组织分别测定天冬

氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3(caspase一3)、p73的

含量及其mRNA表达水平。

1．4 PS气管内灌注：外源性PS是从新鲜猪肺中

提取的天然型PS(由复旦大学儿科医院研制，红旗

药厂生产)。制模后予以纯氧通气10 min，经气管插

管侧口将100 mg／kg的PS用无菌细硅胶管以动物

3种体位(仰卧、左侧卧和右侧卧)均匀注入肺内。

1．5检测指标及方法

1．5．1 肺组织caspase一3活性测定：测定硝基苯胺

(pNA)标准曲线，取400～600 mg肺组织。以50 mg

加入100肚1裂解液的比例加入裂解液，在冰浴上用

玻璃匀浆器匀浆。然后把匀浆液转移到1．5 ml离心

管中，冰浴再裂解5 min。4℃下16 000～20 OOo×g

离心10～15 min。取10弘1上清液，加入80 pl pNA

和10肛l的Ac YVAD—pNA(2 mmol／L)，混匀，颜

色变化比较明显时测定405 nm处吸光度(A)值，样

品的A4。5减去空白对照的A405即为样品中caspase一3

催化产生pNA产生的量，与获得的标准曲线进行

对比，并计算出样品中催化产生的pNA量。将一个

酶活性单位定义为：当底物饱和时，在37℃时可以

剪切1 nmol Ac—YVAD—pNA产生1 nmol pNA的

caspase一3酶量，计算出样品中含有酶活性单位的

caspase一3。采用Bradford法检测待测样品中的蛋白

浓度，再计算出一个样品的单位重量蛋白中所含

caspase一3酶活性单位。

1．5．2 肺组织p73含量测定：取50 mg肺组织制

成匀浆后进行超声裂解，用Bradford法检测裂解物

中蛋白浓度，然后行蛋白质免疫印迹法(western

blotting)检测。通过十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝

胶电泳(SDS—PAGE)、转膜及免疫反应和显、定影，

最后采用法国Bio—prof订图像分析系统对印迹结果

进行图像分析，根据条带的积分A值对p73进行蛋

白量的调平，以样本p73与13一肌动蛋白(19—actin)的

积分A值比值代表蛋白质含量。

1．5．3 肺组织caspase一3 mRNA和p73 mRNA表

达测定：采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)。提

取总RNA，用260 nm波长的分光测定RNA浓度，

A值为1时相当于大约40 mg／L的单链RNA。用

ddH：O稀释DNA样品咒倍，并以ddH。O为空白对

照，根据此时读出的260 nm处的A值计算出样品

稀释前的浓度，经RNA逆转录、PCR扩增后进行电

泳，采用凝胶图像分析系统，对电泳条带进行密度扫

描。分别测定目的基因的PCR产物条带与内参照

p—actin条带的A值，计算p73 mRNA和caspase一3

mRNA的相对表达量。

1．6统计学分析：结果用均数±标准差(；±s)表

示，采用华西医科大学PEMS 3．1数据统计包，组间

比较用方差分析，P<o．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1肺组织caspase一3和p73的含量(表1；图1)：

HFOV组和HFOV+PS组肺组织caspase一3及p73

含量均显著低于CMV组和CMV+PS组(尸<0．05

或P<o．01)；加用外源性PS后，CMV+PS组和
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HFoV+PS组的casl)ase一3及p73含量也明显低于

相应未加组，差异有统计学意义(P均<O．05)。

表l 各组肺组织caspase一3和p73含量比较(、r±s)

注：与CMV组比较，8P<o．05，bJD<O．01；与HFoV组比较

cP<o．05；与cMV+Ps组比较，4P<o．01

1：CMV组；2：(：MV+PS组；3：HF()V组；4：HF()V+PS匀i

图1 各组兔肺组织p73含量相对表达强度的变化

2．2肺组织casI)ase一3和p73的mRNA表达(图2，

图3；表2)：HFoV组和HFOV+PS组caspase一3

和p73的mRNA表达明显弱于相应的CMV组和

CMV+PS组，差异有统计学意义(P均<o．01)；加

用外源性PS后，CMV+PS组和HFOV+PS组

caspase一3和p73的mRNA表达也明显弱于相应未

加组(P均<0．05)。

M：l()()DNA ladder Marker；1：CMV组；2：CMV+PS组

3：HFoV组；4：HF()V+PS组

图2各组兔肺caspase 3 mRNA相对表达强度的变化

M：100 DNA ladder Marke。；1：(：MV组；

2：CMV+PS组；3：HFOV组；4：HFOV+PS组

图3各组兔肺p73 mRNA相对表达强度的变化
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表2各组肺组织caspase一3和p73

mRNA表达比较(j±s) A值

注：与CMV组比较，t1P<o．05，6P<o．01；与HFoV组比较

。P<O．05；与CMV+PS组比较，“P<o．01

3讨 论

细胞凋亡是一种程序性死亡，是有核细胞在一

定条件下启发其内部遗传机制，主要通过内源性的

DNA内切酶激活而发生的细胞死亡过程。蛋白酶家

族caspase一3在凋亡程序的启动和执行过程中均发

挥了非常重要的作用，他们直接参与了凋亡早期的

启动、凋亡信号传递，以及凋亡晚期时作用于不同凋

亡底物(主要是一些DNA酶和一些细胞骨架蛋

白)，产生细胞皱缩、膜出泡、DNA断裂等凋亡特征

现象。凋亡过程分为凋亡信号转导、凋亡基因激活、

凋亡执行、凋亡细胞的清除4个阶段。细胞凋亡信号

可通过线粒体途径和死亡受体途径导致细胞凋亡，

caspase一3是激活细胞凋亡的中心环节。

对ARDS与凋亡的关系最近研究颇多，目的是

人们希望通过减少细胞凋亡来保护ARDS的肺组

织。HFoV是理想的肺保护性通气策略之一，抑制

ARDS通气肺的炎症反应，减轻通气机诱导性肺损

伤，从而保护通气肺组织。然而，HFOV能否通过抑

制肺组织细胞的凋亡途径来减轻通气机诱导性肺

损伤，保护ARDS通气肺组织，则未见相关报道。

Hammerschmidt等印3在体外培养鼠Ⅱ型肺泡上皮

细胞，先使其经细胞循环性过度伸展后，用流式细胞

技术检测发现细胞凋亡明显增加，用分光光度技术

见培养液中caspase一1浓度升高。Sanchez—Esteban

等盯j采用原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测细胞

凋亡及caspase一8，在体外培养胎鼠肺的纤维母细胞

中也发现了同样的结果。dos Santos等邙3还对过度

伸展的人肺泡上皮细胞的凋亡相关基因进行了相应

的监测，发现其凋亡相关基因表达明显升高。说明细

胞变型、扭曲及过度伸展能通过相应的细胞内蛋白

激酶和基因变化直接影响到细胞凋亡，也直接导致

了细胞的分子结构损伤。我们的实验结果显示，通气

4 h后，HF()V组肺组织细胞的凋亡指数明显较

CMV组减少，说明HF()V能减轻吸人性损伤的肺

组织细胞凋亡。由于HFOV具有高呼吸频率、低潮
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气量和相对恒定的气道压特点，可以有效减轻肺细

胞的扭曲和过度伸展。Caspase蛋白酶家族介导了

细胞凋亡和炎症损伤，其中caspase 3主要介导了细

胞凋亡，是细胞凋亡发生的中心环节。本实验发现，

HFoV组肺组织匀浆中caspase一3含量明显减少，

caspase一3 mRNA表达也明显降低，说明HFoV能

减轻吸入性损伤肺组织中caspase～3的激活。

p73基因作为一个p53的类似物，于1997在

cos细胞中被偶然发现。它全长22 kb，共含14个外

显子，定位于1号染色体的短臂。现认为它是一个能

诱导细胞凋亡的基因。3。我们研究发现，HFOV组

肺组织中p73 mRNA表达和p73蛋白含量较CMV

组均明显降低。进一步说明了HFOV能直接影响细

胞内的DNA改变而减轻吸人性损伤的肺组织细胞

凋亡。研究发现，肺组织中细胞凋亡的减少是由于

HFoV使ARDS肺中炎症反应减轻所致。但通过本

次研究和相应的文献资料¨吨’1∞分析发现，我们推测

HFOV致细胞凋亡减少可能存在不依赖炎症反应

的途径，而阻断细胞凋亡的途径可能是减少通气机

诱导性肺损伤和保护ARDs肺组织损伤的又一新

途径。外源性PS能通过增加巨噬细胞的功能而清

除凋亡细胞，减少吸入性损伤和急性肺损伤肺组织

中的凋亡细胞数n”。本实验结果显示，外源性Ps无

论是和CMV还是HFoV合用，通气肺组织的凋亡

细胞数均较相应未加PS组减少，说明在吸人性损

伤和机械通气中应用外源性PS，除了补充缺乏和消

耗的内源性PS外，确有增加巨噬细胞的功能和减

少凋亡的作用，至于其能否不通过炎性细胞而直接

减少肺泡上皮细胞和内皮细胞的凋亡，尚需作进一

步研究。在HFOV+PS组，肺组织细胞凋亡最少，

显示了最好的协同作用。可能有两方面原因，一是外

源性Ps和HFOV作用于凋亡形成的不同环节；二

是HFOV可能更有利于外源性PS在吸入性损伤的

均匀分布和活性维持。
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·科研新闻速递·

血浆游离DNA对严重脓毒症和脓毒性休克预后的预测

芬兰的科研人员最近发现：脓毒症及危重病患者血浆游离DNA有所增加，并与患者的器官功能障碍和疾病严重程度有

关，通过检测血浆游离DNA含量可预测重症加强治疗病房(ICU)和住院患者病死率。科研人员通过实时定量聚合酶链反应

(PCR)对255例严重脓毒症或脓毒性休克患者入院时及入院72 h后血浆游离DNA含量进行了分析。结果显示：Icu脓毒症

死亡患者入院时及入院72 h后血浆游离DNA量均高于存活者[15 904基因组当量(GE)／ml比7 522 GE／ml，1 5 176 GE／ml

比6 758 GE／m1，P均<o．01]。住院死亡患者血浆游离DNA含量也高于存活者(P<o．01)。通过相对运行特性分析发现，血浆

游离DNA与ICU病死率有关，血浆浓度时间曲线下面积(AUc)，为o．70～o．7l。通过多元回归分析发现，入院时血浆游离

DNA含量可以作为预测ICU病死率的独立指标(P<o．01)；线性回归分析表明，乳酸盐最大值和序贯性器官衰竭评分与入院

1 d血浆游离DNA含量独立相关。以上实验结果表明，减少血浆游离DNA含量对严重脓毒症和脓毒性休克的治疗有临床应

用价值。 包呈梅，编译自《Clin chem》，2008一04—17(电子版)；胡森，审校

万方数据


