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·论著 ·

肝素通过抑制一氧化氮合酶和转化生长因子 -β/Smad
信号转导途径减轻脂多糖致大鼠急性肺损伤

穆恩 丁仁彧 安欣 李鑫 陈松 马晓春

【摘要】 目的 探讨肝素对脂多糖（LPS）致急性肺损伤（ALI）的保护作用及可能机制。方法    32 只 SD
大鼠按随机数字表法分为对照组、肝素对照组、模型组和肝素治疗组，每组 8 只。采用气管内滴入 LPS 1 mg/kg
的方法制备大鼠 ALI 模型，对照组和肝素对照组滴入等量生理盐水；肝素对照组和肝素治疗组于制模后每小

时静脉注射肝素 50 U/kg。24 h 后各组大鼠进行肺泡灌洗，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测支气管肺泡灌

洗液（BALF）中炎症介质表达；取肺组织，测定肺湿 / 干质量（W/D）比值，光镜下观察肺组织病理改变，并检测

其丙二醛（MDA）、一氧化氮（NO）和髓过氧化物酶（MPO）水平；反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测肺组

织诱导型一氧化氮合酶（iNOS） mRNA 表达；蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测肺组织 iNOS、转化生长

因子 -β1（TGF-β1）和磷酸化 Smad 表达；免疫组化法检测肺组织 iNOS 表达。结果    光镜下观察对照组和肝

素对照组肺组织结构完整、肺泡腔清晰；模型组肺泡壁增厚，有明显的炎性细胞浸润、肺泡出血和结构破坏；肝

素治疗组病理改变较模型组明显减轻。与对照组和肝素对照组比较，模型组肺 W/D 比值，肺组织 MDA、 NO、 
MPO，BALF 中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和白细胞介素 -6（IL-6）水平均明显升高。与模型组比较，肝素治

疗组肺 W/D 比值，肺组织 MDA、NO、MPO，BALF 中 TNF-α 和 IL-6 水平均明显降低〔W/D 比值：7.54±0.17
比 10.69±0.15，MDA（mmol/mg）：2.01±0.30 比 2.51±0.25，NO（μmol/L）：3.07±0.21 比 3.89±0.14，MPO

（U/g）：1.94±0.09 比 2.74±0.20，TNF-α（μg/L）：201.80±0.27 比 297.53±0.34，IL-6（μg/L）：38.41±0.25 比

46.31±0.31，均 P＜0.05〕。RT-PCR 结果显示，肝素治疗组 iNOS mRNA 表达明显低于模型组（2-ΔΔCt：3.04±0.18
比 4.37±0.15，P＜0.05）。Western Blot 检测结果显示，与对照组比较，模型组肺组织 iNOS、TGF-β1 蛋白表达

及 Smad2、Smad3 磷酸化水平明显增加；而肝素治疗组蛋白表达较模型组明显受到抑制。免疫组化结果显示，

肝素治疗组肺泡上皮细胞和微血管内皮细胞 iNOS 阳性细胞表达较模型组明显减少。结论    肝素能通过抑制

一氧化氮合酶的表达和 TGF-β/Smad 信号转导途径来发挥对 LPS 致大鼠 ALI 的保护作用。
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【Abstract】 Objective　To investigate whether heparin has a beneficial effect on lipopolysaccharide （LPS）-
induced acute lung injury （ALI） in rats， and to explore the possible underlying mechanisms. Methods Thirty-
two adult Sprague-Dawley （SD） rats were randomly assigned into the control， heparin control， model， and heparin 
treatment groups， with 8 in each group. ALI rat model was reproduced by intratracheal instillation of LPS at a dose of  
1 mg/kg. The rats in the control and heparin control groups received an equal volume of normal saline at the same times. 
The rats in the heparin control and heparin treatment groups were intravenously received 50 U/kg heparin every 1 hour 
after the induction of ALI. Animals were sacrificed 24 hours after LPS challenge. Bronchoalveolar lavage fluid （BALF） 
and lung tissue samples were collected. Histopathological evaluation， lung wet/dry （W/D） ratio， malondialdehyde 

（MDA）， nitric oxide （NO） and myeloperoxidase （MPO） were analyzed. Enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） 
was used to measure the concentration of inflammatory factor in BALF. Expression of inducible nitric oxide synthase 
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 急性肺损伤 /急性呼吸窘迫综合征（ALI/ARDS）
是危重病医学常见的临床综合征，由于缺乏有效的

治疗方法，病死率长期居高不下，是临床医学研究的

热点和难点［1］。传统观点认为，局部或全身的炎症

反应失衡是 ALI/ARDS 的主要发病机制。然而，针

对肺损伤的抗炎治疗却大多以失败告终［2］。20 世

纪 90 年代以来，人们逐渐认识到炎症反应失衡和凝

血功能紊乱之间有密不可分的联系，凝血功能紊乱

也是 ALI/ARDS 的发病基础之一，抗凝治疗可能是

治疗 ALI/ARDS 的新思路［3-4］。肝素是临床常用的

抗凝药物，主要用于弥散性血管内凝血（DIC）和血

栓性疾病的治疗。近年来研究发现，肝素除具有抗

凝活性外，还有抑制炎症介质释放、保护血管内皮细

胞损伤等多种生物活性［5］。有研究显示，吸入肝素

可能减轻烟雾吸入导致的绵羊 ALI［6］，但全身应用

肝素对 ALI 是否具有同样的作用目前尚不清楚。本

研究通过脂多糖（LPS）诱导大鼠 ALI，探讨肝素对

ALI 的保护作用及可能机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂：LPS 购自美国 Sigma 公司，肿瘤

坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素 -6（IL-6）和

转化生长因子 -β1（TGF-β1）酶联免疫吸附试验

（ELISA）试剂盒购自美国 RapidBio 公司，肺组织丙

二醛（MDA）试剂盒购自北京碧云天公司，一氧化

氮（NO）、髓过氧化物酶（MPO）试剂盒购自南京建

成生物工程研究所，诱导型一氧化氮合酶（iNOS）
和 Smad 抗体购自美国 Sigma 公司。

1.2 动物分组及模型制备：32 只雄性 SD 大鼠，体

质量 240～260 g，由中国医科大学实验动物部提供，

动物合格证号：SCXK2010-0005。按随机数字表法

将动物分为对照组、肝素对照组、模型组、肝素治疗

组，每组 8 只。经鼠尾静脉注射苯巴比妥 50 mg/kg
麻醉大鼠后，再气管内滴入 LPS 1 mg/kg 制备 ALI 模
型［7］；对照组和肝素对照组动物则气管内滴入等量

生理盐水。肝素对照组和肝素治疗组大鼠在气管内

滴入生理盐水或 LPS 后每小时经鼠尾静脉注射肝

素 50 U/kg，直至处死动物［8］。

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 标本收集及处理：滴入 LPS 或生理盐水后 24 h 
每组大鼠进行左肺灌洗，收集支气管肺泡灌洗液

（BALF），离心取上清液备检。取右肺中叶测湿 / 干
质量（W/D）比值；右肺上叶以 10% 甲醛溶液浸泡

用于组织学检测；右肺下叶用液氮保存用于反转

录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）和蛋白质免疫印迹

试验（Western Blot）检测。

1.3.1 BALF 中 TNF-α、IL-6 水平检测：用 ELISA
法检测，严格按照试剂盒要求操作。

1.3.2 肺组织病理学观察：取部分肺组织经甲醛溶

（iNOS） mRNA in the lung of rats was measured by reverse transcription-polymerase chain reaction （RT-PCR）. 
Western Blot was used to determine the expression of transforming growth factor-β1 （TGF-β1） and phosphorylation of 
Smad in the lung tissues. The expression of iNOS in lung was determined by immunohistochemistry. Results In the 
control and heparin control groups， lung tissue showed a normal structure and clear pulmonary alveoli under a light 
microscope. In the model group， ALI characters such as extensive thickening of the alveolar wall， significant infiltration 
of inflammatory cells， demolished structure of pulmonary alveoli， and hemorrhage were found. In the heparin treatment 
group， heparin treatment markedly alleviated LPS-induced these pathological changes in lung. Compared with control 
and heparin control groups， lung W/D ratio， lung MDA， NO and MPO levels， and tumor necrosis factor-α （TNF-α） 
and interleukin-6 （IL-6） in BALF in the model group were increased significantly. Compared with the model group， 
lung W/D ratio， lung MDA， NO and MPO levels， and TNF-α and IL-6 in BALF in the heparin treatment group were 
significantly decreased 〔W/D ratio ： 7.54±0.17 vs. 10.69±0.15，MDA （mmol/mg）： 2.01±0.30 vs. 2.51±0.25， NO 

（μmol/L）： 3.07±0.21 vs. 3.89±0.14，MPO （U/g）： 1.94±0.09 vs. 2.74±0.20， TNF-α （μg/L）： 201.80±0.27 vs. 
297.53±0.34，IL-6 （μg/L）： 38.41±0.25 vs. 46.31±0.31，all P ＜ 0.05〕. RT-PCR showed that the expression of 
iNOS mRNA in the heparin treatment group was significantly lower than that in the model group （2-ΔΔCt ： 3.04±0.18 
vs. 4.37±0.15， P ＜ 0.05）. Western Blot showed that compared with control group， the protein expressions of iNOS 
and TGF-β1， and phosphorylation of Smad2 and Smad3 were significantly increased， and the heparin could inhibit 
the protein expressions compared with model group. Immunohistochemistry showed that positive expressions of iNOS 
in alveolar epithelial cell and capillary endothelial cell in the heparin treatment group were significantly lower than 
those in the model group. Conclusion Heparin significantly ameliorated the lung injury induced by LPS in rats via the 
inhibition of nitric oxide synthase expression and the TGF-β/Smad pathway.

【Key words】 Heparin ； Nitric oxide synthase ； Transforming growth factor-β/Smad signaling pathway ； 
Acute lung injury； Acute respiratory distress syndrome
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液固定、石蜡包埋、切片、苏木素 - 伊红（HE）染色，

光镜下观察。

1.3.3 肺组织 MDA、NO、MPO 活性检测：采用硫代

巴比妥酸比色法检测肺组织 MDA 含量；采用硝基

还原酶法测定 BALF 中 NO2
- 和 NO3

- 浓度，以代表

NO 含量；采用化学比色法测定肺组织 MPO 浓度［8］，

操作均按试剂盒要求进行。

1.3.4 实时定量 RT-PCR 法检测肺组织 iNOS 的 
mRNA 表达：取部分肺组织，按照 TRIzol 法常规提 
取细胞总 RNA，反转录合成 cDNA，进行实时 PCR 
扩增，采用荧光定量仪分析。iNOS 引物序列：上游 
5'-TCTCCCGAAACGCTACACTT-3'，下 游 5'-CGTCTG 
GCGAAGAACAATC-3'；β- 肌动蛋白（β-actin）作

为内参，上游 5'-ACGTTGACATCCGTAAAGAC-3'，
下游 5'-GAAGGTGGACAGTGAGGC-3'。采用 2-ΔΔCt

方法，对目的基因与 β-actin 的比值进行相对定量。

1.3.5 Western Blot 检 测 肺 组 织 iNOS、TGF-β1、
Smad2 和 Smad3 的蛋白表达：取 100 mg 肺组织剪碎

后加裂解液进行超声粉碎，离心取上清液，BCA 法

测定蛋白含量；取含总蛋白的样本，经凝胶电泳后

转膜，Tris 缓冲液（TBS）洗涤，室温下脱脂奶粉封

闭，分别加 iNOS 抗体（1∶1 000 稀释）、TGF-β 抗体 
（1∶1 200 稀释）、抗 Smad2 抗体（1∶1 000 稀释）、抗

Smad3 抗体（1∶1 000 稀释）过夜，TBS 冲洗后加辣

根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗鼠 IgG 室温下孵

育，免疫印迹化学发光法（ECL）显色，凝胶图像处

理系统分析目标条带的吸光度（A）值。

1.3.6 免疫组化检测 iNOS 表达：取部分肺组织经甲

醛溶液固定、石蜡包埋后行 5 μm 厚连续切片，常规

脱蜡、脱水，0.01 mol/L 枸橼酸缓冲液洗涤，3%H2O2

溶液消除内源性过氧化物酶，胰蛋白酶修复，正常兔

血清封闭非特异性抗原，滴加 1∶200 iNOS 多克隆抗

体，4 ℃过夜，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤，滴加二抗，

室温孵育 30 min，PBS 漂洗后 3，3'- 二氨基联苯胺

（DAB）显色，苏木素复染、脱水、透明后封片，光镜

下观察，以细胞核呈棕黄色染色为阳性细胞。

1.4 统计学分析：数据分析采用 SPSS 17.0 统计软

件，计量数据用均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比

较采用单因素方差分析，两两比较采用 t 检验，P＜
0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺组织病理学改变：光镜下观察对照组和肝素

对照组肺组织结构完整、肺泡腔清晰；模型组肺泡壁

增厚、明显的炎性细胞浸润、肺泡出血和结构破坏；

肝素治疗组病理改变较模型组明显减轻。提示肝素

可以改善 LPS 致大鼠肺损伤。

2.2 肺组织 W/D 比值（表 1）：对照组和肝素对照

组肺 W/D 比值无差异（P＞0.05），提示肝素本身对

肺 W/D 比值无影响。模型组肺 W/D 比值较对照组

明显增加（P＜0.05）；肝素治疗组肺 W/D 比值较模

型组明显下降（P＜0.05），提示肝素可以减轻 LPS
致大鼠肺水肿。

2.3 肺组织 MDA、 NO 含量和 MPO 活性（表 1）：与

对照组比较，模型组肺组织 MDA、 NO、 MPO 均明显

增加（均 P＜0.05）；肝素治疗组肺组织 MDA、 NO、 
MPO 均较模型组明显下降（均 P＜0.05）。对照组

与肝素对照组间无差异。

2.4 BALF 中 TNF-α、IL-6 水平（表 1）：对照组和

肝素对照组大鼠 BALF 中仅有少量 TNF-α 和 IL-6
表达。模型组大鼠 BALF 中 TNF-α 和 IL-6 水平

均较对照组显著增加（均 P＜0.05）；而肝素可抑制

LPS 所致 TNF-α 和 IL-6 表达增加（均 P＜0.05）。
2.5 肺组织 iNOS 的表达：RT-PCR 检测结果显示

（表 1），与对照组比较，模型组肺组织 iNOS mRNA
表达明显增加（P＜0.05）；肝素能显著抑制 LPS 所

致大鼠肺组织 iNOS mRNA 表达增加（P＜0.05）。

表 1 肝素对 LPS 致急性肺损伤大鼠肺组织 W/D 比值、MDA、NO 、MPO、iNOS mRNA
以及 BALF 中 TNF-α、IL-6 水平的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

肺组织中检测结果 BALF 中检测结果

W/D 比值 MDA（mmol/mg） NO（μmol/L） MPO（U/g） iNOS mRNA（2-ΔΔCt） TNF-α（μg/L） IL-6（μg/L）

  对照组 8 4.98±0.09 1.52±0.15 2.52±0.08 1.33±0.10 0.99±0.10 97.15±0.14 21.45±0.17
  肝素对照组 8 4.96±0.04 1.37±0.24 2.49±0.12 1.47±0.21 1.02±0.13 89.41±0.12 27.37±0.21
  模型组 8 10.69±0.15a 2.51±0.25a 3.89±0.14a 2.74±0.20a 4.37±0.15a 297.53±0.34a 46.31±0.31a

  肝素治疗组 8 7.54±0.17b 2.01±0.30b 3.07±0.21b 1.94±0.09b 3.04±0.18b 201.80±0.27b 38.41±0.25b

  F 值 24.794 38.549 38.563 27.376 24.389 77.473 27.879
  P 值   0.001   0.000   0.000   0.000   0.001   0.000   0.000
  注：LPS 为脂多糖，W/D 为湿 / 干质量比值，MDA 为丙二醛，NO 为一氧化氮，MPO 为髓过氧化物酶，iNOS 为诱导型一氧化氮合酶，

BALF 为支气管肺泡灌洗液，TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，IL-6 为白细胞介素 -6；与对照组比较，aP ＜ 0.05；与模型组比较，bP ＜ 0.05
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 Western Blot 检测结果显示（图 1），iNOS 蛋白

及 mRNA 表达具有同样的趋势。

（图 1）：Western Blot 检测结果显示，与对照组比较，

模型组肺组织 TGF-β1蛋白表达及 Smad2、 Smad3
磷酸化均显著增加；肝素则能显著抑制 LPS 所致大

鼠肺组织 TGF-β1表达增加及 Smad2、 Smad3 的磷

酸化。提示肝素可能通过抑制 TGF-β/Smad 途径

发挥对 LPS 所致大鼠肺损伤的保护作用。

3 讨 论

 由于 ALI/ARDS 的病因多样，发病机制复杂，治

疗手段有限，目前仍以去除病因基础上的支持治疗

为主［9］。目前认为，过度的炎症介质释放和炎性细

胞的活化、聚集是脓毒症和 ALI/ARDS 的重要发病

机制［10-11］。然而迄今未有临床试验证实调控炎症

反应的治疗能改善 ALI/ARDS 的预后［12］。近年研究

发现，炎症反应与凝血功能紊乱具有“交叉对话”，

二者作为共同的始动因素在脓毒症的发病过程中起

到重要作用［13-14］。因此，对凝血功能紊乱的干预可

能是治疗脓毒症和 ALI/ARDS 的一个新思路［15-17］。

本研究主要探讨传统的抗凝剂肝素在 LPS 所致大

鼠肺组织中的作用及其可能机制。

 有研究发现，肝素除抗凝外还具有潜在的抗炎

活性。研究表明，肝素能抑制 p38 丝裂素活化蛋白

激酶（p38MAPK）和核转录因子 -κB（NF-κB）的活

性，并减少肺损伤模型动物 BALF 中炎症介质的释

放［8，18-19］，而肝素能否通过其他途径发挥其对 ALI/
ARDS 的保护作用目前未见报道。本研究发现：肝

素可明显减轻 LPS 所致大鼠肺损伤程度，表现为肺

组织病理改变减轻，肺 W/D 比值下降，MDA、 NO 含

量减少，MPO 活性下降，BALF 中促炎介质 TNF-α、

IL-6 和肺组织 TGF-β1水平降低。此外，肝素还能

抑制大鼠肺组织中 Smad2 和 Smad3 的磷酸化，提示

肝素对 TGF-β/Smad 信号转导途径具有抑制作用，

后者可能代表肝素抗炎活性的一个新机制。

 LPS 可以刺激大鼠肺组织 iNOS 表达和 NO 的

过度释放，过度的 NO 释放对肺组织的直接损伤被

认为是 ALI 的发病机制之一。实验研究表明［20-21］：

LPS 可以刺激肺内多种细胞表达 iNOS，如中性粒

细胞、巨噬细胞、支气管上皮细胞和肺动脉平滑肌

细胞；过度的 NO 释放能通过直接损伤肺组织并增

加过氧化亚硝酸盐生成，加重肺损伤；应用特异性

iNOS抑制剂可抑制 iNOS，减轻肺损伤。本研究发现，

气管内滴入 LPS 后 24 h 大鼠肺组织 iNOS 的 mRNA
和蛋白表达均显著增加，应用肝素能同时抑制 LPS
所致的 iNOS mRNA 和蛋白表达增加，并减少 NO 的

 免疫组化结果显示（图 2），对照组和肝素对照

组肺组织中仅少数肺泡巨噬细胞内有少量 iNOS 阳

性细胞；模型组肺泡上皮细胞和微血管内皮细胞中

均可见明显的 iNOS 阳性细胞表达；肝素治疗组上

述部位的 iNOS 阳性细胞表达明显减少。

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，iNOS 为诱导型一氧化氮合酶，

TGF-β1 为转化生长因子 -β1，p-Smad2 为磷酸化 Smad2，
p-Smad3 为磷酸化 Smad3，β-actin 为 β-肌动蛋白

图 1 Western Blot 检测各组大鼠肺组织 iNOS、 TGF-β1
及 p-Smad2 和 p-Smad3 的蛋白表达

2.6 肺组织 TGF-β1表达及 Smad2、 Smad3 磷酸化

图 2 光镜下观察各组大鼠肺组织诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）表达 细胞核呈棕黄色染色为阳性细胞。对照组（a）
和肝素对照组（b）肺泡巨噬细胞内有少量 iNOS 阳性细胞

表达；模型组（c）肺泡上皮细胞和微血管内皮细胞可见明显

iNOS 阳性细胞表达；肝素治疗组（d）iNOS 阳性细胞表达较

模型组明显减少    免疫组化  中倍放大



·  814  · 中华危重病急救医学  2014 年 11 月第 26 卷第 11 期　Chin Crit Care Med，November 2014，Vol.26，No.11

合成，提示肝素能在转录水平抑制 LPS 致 ALI 大鼠

iNOS 表达，其确切机制仍需深入探讨。

 研究发现，促炎细胞因子 TGF-β1在肺损伤后

期的肺纤维化形成中起重要作用，TGF-β/Smad 信

号转导途径的激活包括Ⅰ型受体介导的 Smad2 和

Smad3 的磷酸化［22-23］。最近有研究发现，ALI 早期

即有 TGF-β/Smad 途径激活，提示 TGF-β 可能参

与了 ALI 发病过程［24-26］。本研究发现，气管内滴入

LPS 后 24 h 大鼠肺组织 TGF-β1表达明显增加，肝

素能有效抑制 TGF-β1表达和 Smad2、Smad3 磷酸

化，表明肝素至少部分通过抑制 TGF-β/Smad 途径

来发挥对脓毒症肺损伤的保护作用。

 综上所述，本研究结果表明，肝素对 LPS 所致

的大鼠 ALI 具有保护作用，可能与以下机制有关： 
① 肝素能抑制大鼠肺组织 iNOS 表达并减少 NO 合

成；② 肝素能抑制肺组织炎症介质释放；③ 肝素能

抑制 TGF-β/Smad 信号转导途径激活。

 本研究的缺陷是没有对大鼠肺损伤时局部和全

身凝血功能的改变以及肝素对凝血指标的影响进行

深入研究，在今后的研究中拟进一步探讨肺损伤时

凝血紊乱与炎症反应的关系及肝素的可能作用。
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