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【摘要】 目的  探讨急性呼吸窘迫综合征（ARDS）时血小板活化的信号通路。方法  将 30 只健康 SD

大鼠按随机数字表法分为对照组（n＝6）和模型组（n＝24）。采用经尾静脉注射油酸 0.25 mL/kg 制备 ARDS 模

型；对照组给予等量生理盐水。模型组于制模后 2、6、24、72 h 取腹主动脉血，分离血小板，采用蛋白质免疫印

迹试验（Western Blot）检测血小板丝裂素活化蛋白激酶（MAPKs）通路中的主要蛋白激酶 c-Jun 氨基末端蛋白

激酶（JNK）的磷酸化（pJNK）水平；处死动物取肺组织，计算肺系数（肺质量 / 体质量 ×100%）及肺湿 / 干质

量（W/D）比值；苏木素 - 伊红（HE）染色后，光镜下观察肺组织病理学变化。结果  与对照组相比，ARDS 模

型组大鼠制模后 2 h 血小板 pJNK 水平即明显增高（灰度值：0.72±0.09 比 0.22±0.01），6 h 达峰值（灰度值：

0.91±0.03 比 0.22±0.01），之后逐渐降低，至 72 h 仍明显高于对照组（灰度值：0.39±0.06 比 0.22±0.01，均 P＜
0.05）。ARDS 模型组大鼠制模后 2 h 大鼠肺系数和肺 W/D 比值即较对照组明显升高〔分别为（1.30±0.20）%

比（0.60±0.10）%、6.00±0.60 比 3.30±0.30〕，之后随时间延长逐渐降低，但直至 72 h 肺系数和肺 W/D 比值仍

明显高于对照组〔分别为（0.90±0.10）%比（0.60±0.10）%、4.80±0.70比 3.30±0.30，均 P＜0.05〕。光镜下显示，

对照组大鼠肺组织无明显病理学改变。模型组制模后 2 h 即可见明显的肺泡水肿和间质水肿，炎性细胞浸润，

小血管扩张、充血，肺泡内有大量蛋白渗出物；24 h 病变达极期；72 h 肺泡腔液体渗出大部分被吸收，肺泡腔缩

小，肺泡间隔增厚，炎性细胞浸润减轻，纤维组织增生，有微血栓形成。结论  ARDS 时肺组织除发生病理学改

变外，血小板也发生了活化，且其活化过程与 JNK 信号转导通路启动有关。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  signal  pathway  of  platelet  activation  in  acute  respiratory  distress 

syndrome (ARDS).  Methods  Thirty healthy Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into control group (n = 6) 
and model group (n = 24). The model of ARDS was reproduced by intravenous injection of oleic acid (0.25 mL/kg), and the 

rats in control group were injected with the same amount of normal saline. The blood of abdominal aorta was collected at 2, 

6, 24, and 72 hours after model reproduction, the platelets were separated, and c-Jun N-terminal kinase phosphorylation 

(pJNK) levels which was one of major protein kinases in the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) signal pathway 

was determined by Western Blot. The  rats were  sacrificed,  the  lung  tissues were harvested,  and  lung coefficient  (lung 

weight/body weight ×100%) and lung wet/dry (W/D) ratio were calculated. Pathological changes in the lung tissue were 

observed with hematoxylin-eosin (HE) staining in light microscope.  Results  Compared with the control group, platelet 

pJNK level in ARDS model group was significantly increased at 2 hours after model reproduction (gray value: 0.72±0.09 

vs. 0.22±0.01), and peaked at 6 hours (gray value: 0.91±0.03 vs. 0.22±0.01), then it was decreased gradually. It was 



·  554  · 中华危重病急救医学  2016 年 6 月第 28 卷第 6 期  Chin Crit Care Med，June 2016，Vol.28，No.6

  急性呼吸窘迫综合征（ARDS）是由多种病因引

起的一种特殊类型的急性呼吸衰竭（呼衰），是临床

常见危重病，病死率较高［1-2］。虽然近 50 年来进行

了大量研究，但 ARDS 的发病机制仍不清楚。本课

题组前期研究显示，ARDS 时血液循环中存在高凝

状态，血小板活化可能在 ARDS 发病中起到重要作

用［3］。本研究在既往研究基础上，探讨 ARDS 时血

小板活化的信号转导通路，进而探讨 ARDS 发病的

分子机制。

1 材料与方法

1.1  实验动物：健康 SD 大鼠 30 只，体质量 250～ 

400 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供，动物合格证号：11400700064520。

1.2  动物分组及模型制备：将 30 只大鼠按随机数

字表法分为对照组（n＝6）和模型组（n＝24）。采用

经尾静脉注射油酸（分析纯，天津市风船化学试剂

公司产品）0.25 mL/kg 制备 ARDS 模型；对照组注

射等量生理盐水。模型组于制模后 2、6、24、72 h

分别经腹主动脉取血并处死动物，取肺组织备检。

  本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3  检测指标及方法

1.3.1  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）测定血

小板磷酸化 c-Jun 氨基末端蛋白激酶（pJNK）水平：

于制模后各时间点取大鼠腹主动脉血约 10 mL，分

离血小板并提取蛋白，加入 5× 加样缓冲液并混匀，

94 ℃加热5 min，进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨

凝胶电泳（SDS-PAGE），转至聚偏二氟乙烯（PVDF）

膜，10% 脱脂奶粉封闭 2 h；按 1：1 000 用缓冲液

稀释一抗（兔抗鼠），室温孵育 0.5 h 后 4 ℃冰箱孵

育过夜；室温下再孵育 0.5 h；用含吐温 20 的 Tris-

HCl 缓冲液（TBST）洗膜 10 min×3 次；按 1：2 000

用缓冲液稀释二抗（羊抗兔），室温孵育 2 h，洗膜 

10 min×3 次。用电化学发光法（ECL）显色成像；

应用 ImageLab 系统软件测定 JNK 的磷酸化水平，

其表达量以pJNK与JNK总蛋白的灰度值比值表示。

1.3.2  肺系数测定：处死动物取全肺，称肺质量，计

算肺系数（肺质量 / 体质量 ×100%）。

1.3.3  肺湿 / 干质量比值（W/D）测定：取大鼠右肺，

称湿质量，置 80 ℃烤箱内烘干至恒重，称干质量，并

计算肺 W/D 比值。

1.3.4  肺组织病理学观察：取大鼠左肺，进行大体

观察后，置于 10% 甲醛溶液中固定 1 周。在矢状面

取 0.3～0.5 cm 组织，常规切片，进行苏木素 - 伊红

（HE）染色，光镜下观察肺组织病理学改变。

1.4  统计学方法：采用 Graphpad Prism 5 软件进行

数据分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

Newman-Kuels q 检验，组内各时间点比较采用配对

t 检验，以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  动物一般情况：模型组大鼠于制模后 2～3 min

即开始出现呼吸困难，瘫软无力，活动减少，爬行式

行走，进食减少；24 h 后症状开始好转；72 h 接近正

常。对照组大鼠无异常变化。

2.2  血小板内 JNK 磷酸化水平变化（图 1）：与对

照组相比，模型组制模后 2 h 血小板 pJNK 水平即明

显增高，6 h 达峰值，之后逐渐降低，至 72 h 仍明显

高于对照组（均 P＜0.05）。

also  significantly  higher  than  that  of  control  group  till  72  hours  after model  reproduction  (gray  value:  0.39±0.06  vs. 

0.22±0.01,  all P  < 0.05). Lung  coefficient  and  lung W/D  ratio  in ARDS model  group were  significantly  increased  at  

2 hours after model reproduction as compared with those of control group [(1.30±0.20)% vs. (0.60±0.10)%, 6.00±0.60 

vs. 3.30±0.30],  then they were decreased gradually. They were also significantly higher than those of control group till 

72 hours after model  reproduction  [(0.90±0.10)% vs.  (0.60±0.10)%, 4.80±0.70 vs. 3.30±0.30, all P < 0.05].  It was 
showed by light microscopy that lung tissue of rats in the control group had no significant pathological changes. At 2 hours 

after model reproduction in model group, clearly visible alveolar edema and interstitial edema, interstitial lung infiltration 

of  inflammatory cells,  small blood vessels dilation and congestion were  found, and  there were a  lot of protein exudates. 

The lesions of lung peaked at 24 hours. At 72 hours, absorption of most of fluid leaking in alveolar, alveolar space narrow, 

alveolar septum thickening, the reduction of inflammatory cells infiltration, fibrous tissue proliferation, and micro thrombosis  

formation were found.  Conclusion  In ARDS, in addition to pathological changes in the lung tissue, platelet activation 

occurs, and its activation process is related to the priming of JNK signal transduction pathways.
【Key words】  Acute  respiratory  distress  syndrome;  Platelet  activation;  Mitogen-activated  protein  kinase;   

Signal transduction;  c-Jun N-terminal kinase
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2.3  肺系数和 W/D 比值变化（表 1）：模型组大鼠

制模后 2 h 肺系数及肺 W/D 比值即较对照组明显

升高（均 P＜0.05），之后随时间延长逐渐降低，但直

至 72 h 仍明显高于对照组（均 P＜0.05）。

肺泡腔干净，肺泡壁无增厚（图 2A）。模型组制模后

2 h 即可见明显的肺泡水肿和间质水肿，肺间质有炎

性细胞浸润，小血管扩张、充血，肺泡内可见大量染

色深红均一的蛋白渗出物（图 2B）；6 h 透明膜大量

形成，肺间质和肺泡出血，肺间质炎性细胞浸润加重

（图 2C）；24 h 肺泡、肺间质有大量炎性细胞浸润及

明显的肺间质和肺泡出血，肺组织实变，病变达到极

期（图 2D）；72 h 肺泡腔液体渗出物大部分吸收，肺

泡腔缩小，肺泡间隔增厚，炎性细胞浸润减轻，纤维

组织增生，有微血栓形成（图 2E）。

3 讨 论

  ARDS 是临床上比较常见的疾病，在美国每年

发病约 20 万例，病死率接近 50%，早期或轻度阶段

曾被称为ALI ［4］。ARDS可由多种病因引起，但其发

病机制尚不十分清楚。近年来，对血小板的功能和

特性有了很多新发现，使人们对血小板如何在呼吸

系统分子和细胞生物学中起作用有了新的看法［5］。 

血小板除参与止血和血栓形成过程外，还参与免

疫、炎症、动脉硬化、肿瘤生长和转移、血管生成和

淋巴管的发育等多种病理过程［6-11］。血小板可表

达 Toll 样受体（TLRs）、CD14、CD40、Fc 受体（FcR）

等多种免疫受体，以及释放大量接近活化的细胞因

子，如白细胞介素-1β（IL-1β）、转化生长因子-β

（TGF-β）、调节活化正常 T 细胞表达与分泌的趋化

因子（RANTES）、单核细胞趋化因子-1（MCP-1）、

CD40L 等。这些受体和分子共同促使血小板招募白

细胞到血管损伤点，释放炎性因子，产生微粒物质，

诱发凝血酶生成。这些过程已被证实对动脉粥样硬

化、脓毒症、肝炎、血管再狭窄、ALI 和移植排斥反

应等疾病的发病过程至关重要［8］。

  已知在生理状态和 ARDS 时，血小板、血小板

前体与肺有多层次的交互作用，血小板发生活化并

可能在 ARDS 发病中起重要作用［5，12-13］，但活化的

注：pJNK 为磷酸化 c-Jun 氨基末端蛋白激酶； 

与对照组比较，aP＜0.05

图 1  各组大鼠血小板 pJNK 水平的变化

表 1 各组大鼠肺系数和肺湿 / 干质量比值的比较（x±s）

组别 动物数（只） 肺系数（%） 肺湿 / 干质量比值

对照组 6 0.60±0.10 3.30±0.30

模型 2 h 组 6 1.30±0.20 a 6.00±0.60 a

模型 6 h 组 6 1.10±0.10 a 5.60±0.20 a

模型 24 h 组 6 0.90±0.10 a 5.30±1.40 a

模型 72 h 组 6 0.90±0.10 a 4.80±0.70 a

注：与对照组比较，aP＜0.05

图 2  光镜下观察对照组和急性呼吸窘迫综合征（ARDS）模型组大鼠制模后各时间点肺组织病理学改变　对照组（A）肺组织结构清

晰，肺泡腔干净；模型组制模后 2 h（B）肺泡腔内有大量液体渗出，肺泡间隔有炎性细胞浸润，小血管扩张、充血；6 h（C）肺泡腔内有大

量液体渗出，肺透明膜形成，肺泡腔、肺间质出血；24 h（D）肺泡腔内有液体渗出，肺泡腔、肺间质出血，炎性细胞浸润；72 h（E）肺泡腔

缩小，肺泡隔增宽，炎性细胞浸润，有灶性分布的肺间质纤维化　HE 染色　中倍放大

2.4  肺组织病理学观察

2.4.1  大体观察显示：对照组大鼠肺脏呈粉红色，

表面光滑，纹理清晰，大小正常。模型组制模后 2 h

双肺明显肿胀，体积增大，重量增加，外观呈鲜红或

深红色花斑状，随时间延长逐渐变为暗红色；72 h

肺脏肿胀减轻，外观呈灰白色，弹性差。

2.4.2  光镜下显示：对照组大鼠肺组织结构清晰，
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具体机制和信号转导通路仍不清楚。丝裂素活化蛋

白激酶（MAPKs）是细胞跨膜信号转导过程中位于

下游的一组丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，包括细胞外

信号调节激酶（ERKs）、JNKs 和 p38MAPK 3 个亚家

族。该信号通路存在于许多细胞内，在细胞外刺激

信号向细胞及其核内转导并引起细胞发生生物学反

应的过程中起重要作用。哺乳类动物细胞内有多条

并行的 MAPKs 信号转导通路，不同的细胞外刺激通

过不同的通路相互调控，从而介导不同的细胞生物

学反应。国外学者发现，血小板内主要存在 ERK2、

JNK1、p38MAPK 3 种 MAPKs，血小板活化时，JNK1

参与了其聚集、黏附和分泌活动［14-15］。毕辉等［16］

研究发现，在体外使用凝血酶诱导的大鼠和人血小

板活化过程中，大鼠血小板胞质中游离钙离子和

JNK1 以及人血小板中 P- 选择素均参与了这一过

程。王灵聪等［17］研究表明，人支气管上皮细胞存在

脂多糖（LPS）-ERK 信号通路。马明明等［18］研究提

示，芹菜素可拮抗 LPS 引起的小鼠 ALI，其保护作用

可能与抑制 p38MAPK 信号通路活化有关。但有关

ARDS 时血循环中血小板内的 MAPKs 信号转导通

路的实验研究报道较少。本研究结果显示，模型组

制模后 2～24 h 大鼠血循环中血小板 pJNK 水平显

著增高，6 h 达峰值，之后逐渐降低，其变化趋势与

肺系数、肺 W/D 比值和肺组织病理学基本一致。

  综上，本实验结果表明，ARDS 时血小板确实发

生了活化，并存在 JNK 信号转导通路的启动；JNK

信号通路的启动有可能参与了血小板的活化过程。

但本研究仅对 ARDS 时血小板活化信号通路进行了

初步探索，今后尚需大量实验研究进行深入探讨。
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