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乌司他丁对大鼠机械通气肺损伤时γ-氨基丁酸
信号通路的影响

罗科 黄天丰 方向志 张扬 郭唯真 高巨

  【摘要】 目的 探讨乌司他丁对大鼠机械通气引起的呼吸机相关性肺损伤(ventilator-induced
lunginjury,VILI)时γ-氨基丁酸(GABA)信号通路的影响。方法 选取健康成年雄性 Wister大鼠

36只,采用随机数字表法分为三组:正常对照组(C组)、机械通气肺损伤组(VILI组)和机械通气肺

损伤+乌司他丁处理组(UTI组),每组12只。VILI组与UTI组采用VT40ml/kg机械通气4h的

方法制备大鼠VILI模型。机械通气前1h,UTI组腹腔注射乌司他丁1×105U/kg,C组和VILI组

给予等容量生理盐水。收集支气管肺泡灌洗液(bronchoalveolarlavagefluid,BALF),检测BALF中

白细胞介素-1β(interleukin-1β,IL-1β)、肿瘤坏死因子α(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)及细胞间黏

附分子-1(intercellularadhesionmolecule-1,ICAM-1)的浓度;取肺组织,检测湿/干重比(W/D)、肺组

织IL-1β、TNF-α和ICAM-1mRNA的表达;采用免疫组化与 Westernblot法检测肺组织 GAD与

GABAA 受体的表达量,观察病理学结果并进行肺损伤评分。结果 与 VILI组比较,UTI组 W/D
(6.7±2.4vs.8.5±2.3)、肺损伤评分[(6.9±2.3)分vs.(11.8±2.7)分]明显降低(P<0.05);

BALF中IL-1β[(56±11)ng/Lvs.(77±15)ng/L]、TNF-α[(105±29)ng/Lvs.(158±37)ng/L]及

ICAM-1[(205±46)ng/Lvs.(293±61)ng/L]浓度明显降低(P<0.05);肺组织IL-1β(1.81±0.26
vs.2.58±0.34)、TNF-α(1.61±0.15vs.2.94±0.27)、ICAM-1(1.74±0.27vs.2.79±0.31)

mRNA表达量明显降低(P<0.05);GAD(0.44±0.08vs.0.18±0.04)和GABAA(0.30±0.09vs.
0.15±0.04)受体表达量明显增加(P<0.05)。结论 乌司他丁可减轻大鼠机械通气引起的呼吸机

相关性肺损伤,其机制可能与激活γ-氨基丁酸信号通路有关。
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【Abstract】 Objective Toevaluatetheeffectofulinastatinonγ-aminobutyricacid(GABA)
signalpathwayinmicewithventilator-inducedlunginjury(VILI).Methods Thirty-sixmaleWister
micewererandomlydividedinto3groupsusingarandomnumbertable:controlgroup(groupC),
ventilator-inducedlunginjurygroup(groupVILI),andventilator-inducedlunginjury+ulinastatin
group(groupUTI),n=12ineachgroup.VILIwasinducedby4hmechanicalventilationwithtidal
volume40ml/kgingroupsVILIandUTI.Ulinastatin1×105U/kgwasinjectedintraperitoneally1h
beforeventilationingroupUTI,whiletheequalvolumeofnormalsalinewasgiveningroupsCand
VILI.Themicewerethensacrificed,theleftlungwaslavaged,andbroncho-alveolarlavagefluid
(BALF)wascollectedfordeterminationofconcentrationsofprotein,tumornecrosisfactor-α(TNF-
α),interleukin-1β(IL-1β)andintercellularadhesionmolecule-1(ICAM-1).Thelungtissueswerere-
movedfordeterminationofthewettodrylungweight(W/D)ratio,themRNAexpressionlevelof
IL-1β,TNF-αandICAM-1.Thepathologicalchangesofthelungsweredeterminedunderlightmicro-
scopeandthelunginjuryscoreswerealsodetermined.ImmunohistochemistryandWesternblotwere
usedtodetectedtheproteinexpressionlevelofGADandGABAAR.Results TheW/Dratio(6.7±
2.4vs.8.5±2.3)andlungscores[(6.9±2.3)scoresvs.(11.8±2.7)scores]weresignificantlyde-
creasedingroupUTIthanthoseingroupVILI.TheconcentrationsofIL-1β[(56±11)ng/Lvs.(77
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±15)ng/L],TNF-α[(105±29)ng/Lvs.(158±37)ng/L]andICAM-1[(205±46)ng/Lvs.(293
±61)ng/L]inBALFingroupUTIweresignificantlydecreasedthanthoseingroupVILI.ThemRNAex-
pressionlevelsofIL-1β(1.81±0.26vs.2.58±0.34),TNF-α(1.61±0.15vs.2.94±0.27)andICAM-1
(1.74±0.27vs.2.79±0.31)weresignificantlydecreasedingroupUTIthanthoseingroupVILI.The
proteinexpressionlevelsofGAD(0.44±0.08vs.0.18±0.04)andGABAAR(0.30±0.09vs.0.15±
0.04)weresignificantlyincreasedingroupUTIthanthoseingroupVILI.Conclusion Ulinastatincanat-
tenuateVILIprobablythroughactivatingGABAsignalingpathway.

【Keywords】  γ-Aminobutyricacidsignalingpathway;Ulinastatin;Ventilator-inducedlung
injury;Respiratorydistresssyndrome

  机 械 通 气 引 起 的 呼 吸 机 相 关 性 肺 损 伤

(ventilator-inducedlunginjury,VILI)的发病机制

主要是过度的机械牵张破坏肺泡上皮和内皮细胞

的完整性,导致炎性细胞在肺组织募集,从而引起

炎性细胞因子的大量释放[1,2]。研究数据显示,大
约有22% ~39% 接 受 机 械 通 气 的 患 者 会 发 生

VILI,病死率高达15%~30%[3]。乌司他丁是一种

广谱的蛋白酶抑制剂,能抑制多种炎性介质及氧自

由基的释放,能减轻内毒素以及急性呼吸窘迫综合

征(ARDS)引起的急性肺损伤(ALI)[4,5],但其肺保

护作用的机制仍待研究。

γ-氨基丁酸(GABA)信号通路是中枢神经系统

中重要的信号转导通路。有研究发现,Ⅰ型和Ⅱ型

肺泡上皮细胞表达较多GABA亚型,可形成功能性

GABA受体[6]。气管内给予GABA能增加肺上皮

细胞内GABA受体的表达,从而减轻大潮气量所致

VILI,其机制可能与增加肺泡水清除率以及减少肺

上皮细胞的凋亡有关[7]。GABA的主要来源是谷

氨酸经谷氨酸脱羧酶(GAD)脱羧生成,GABAA 受

体是该家族中在肺上皮细胞表达的重要成员,在信

号转导过程中发挥着重要作用。本研究拟探讨乌

司他丁对大鼠机械通气引起的VILI时GABA信号

通路的影响,为阐明乌司他丁减轻 VILI的机制提

供参考。

材料与方法

实验动物与分组 健康成年雄性 Wister大鼠

36只,体重280~320g,月龄约2个月,由扬州大学

比较医学中心提供,于室温22~25℃安静环境下常

规饲养,昼夜交替,可自由饮水,适应环境1周。采

用随机数字表法,将其分为三组:正常对照组(C
组)、机械通气肺损伤组(VILI组)和机械通气肺损

伤+乌司他丁处理组(UTI组),每组12只。
模型制备 实验前禁食10h,自由饮水。VILI

组与UTI组采用气管切开插入气管导管连接小动

物呼吸机,VT40ml/kg,RR40次/分,机械通气4h

制备大鼠机械通气肺损伤模型[7]。左侧颈内静脉穿

刺置管用于泵注维库溴铵维持肌松。吸入空气,呼
气末正压通气(PEEP)均为0。机械通气前1h,

UTI组腹腔注射乌司他丁1×105 U/kg,C组和

VILI组给予等容量生理盐水。

PaO2 测定及支气管肺泡灌洗 机械通气结束

后,采集颈动脉血样,采用全自动血气分析仪测定

并记录PaO2,然后颈动脉放血处死动物。迅速取出

肺组织,用4℃生理盐水反复灌洗左肺3次,回收全

部支气管肺泡灌洗液(BALF),4℃、2000r/min离

心10min,取上清液-70℃冻存,采用ELISA法测

定总蛋白、白细胞介素-1β(interleukin-1β,IL-1β)、
肿瘤坏死因子-α(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)
和 细 胞 间 黏 附 分 子-1(intercellular adhesion
molecule-1,ICAM-1)浓度。

肺组织湿/干重比(W/D) 取右肺上叶,用滤

纸吸干肺组织表面水分,称湿重(W),置于80℃烘

干箱48h至恒重,称干重(D),计算肺组织湿/干重

比(W/D)。
肺组织病理学检查 右肺中叶置于4℃的4%多

聚甲醛PBS溶液中固定48h,常规石蜡包埋、切片(厚
度约4μm)、HE染色,光镜下观察肺组织病理学改

变,并对肺损伤进行评分[8]。观察肺间质水肿、肺泡

水肿、中性粒细胞浸润和肺泡内充血4项指标,无改

变或非常轻微改变为0分;轻度、中度、重度、极重度

改变依次为1分、2分、3分、4分,4项累计总分即为

肺损伤评分。右肺下叶置于液氮中保存。

IL-1β、TNF-α和ICAM-1mRNA表达水平的

测定 取左肺上叶部分组织,加液氮研磨,提取肺

组织总RNA,以β-actin为内参,半定量RT-PCR法

检测IL-1β、TNF-α和ICAM-1mRNA 表达水平。

IL-1β、TNF-α、ICAM-1及β-actin引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成,引物序列如下:

IL-1β 上 游:5'-GGTCCAATACCAAAAGAA-3',
下 游: 5'-ACAAAGGGAGTACGCCAGTC-3';

TNF-α上游:5'-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3',
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下 游:5'-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3';

ICAM-1上游:5'-GTATGAACTGAGCAATGTG-
CAAG-3',下 游:5'-GTTCCACCCGTTCTGGAG-
TC-3';β-actin上游:5'-CCGGTAATGAGGGCCC-
AGAG-3';下游:5'-CTCTTGCAGAAATTGATG-
GC-3',扩增产物长度均 为400bp。取10μg总

RNA,采 用 Taqman逆 转 录 试 剂 盒 克 隆cDNA,

-20℃保 存。RT-PCR 循 环 参 数 设 置:预 变 性

95℃,2min;95℃,30s;58℃,30s;72℃,90s;循环

30次。采用LightCycler480荧光定量PCR仪检测

各样本的域值循环数(CT 值),以2-CT反映目的基

因的相对表达[9]。
免疫组化与 Westernblot法检测 采用SABC

免疫组化法测定肺组织 GAD、GABAA 受体表达

量。取肺组织石蜡切片,常规脱蜡、水化,3% H2O2
灭活内源性过氧化物酶,微波抗原修复20min,

10%羊 血 清 封 闭,滴 加 一 抗 (兔 抗 大 鼠 GAD∶
GABAA 受体多克隆抗体为1∶200),置入湿盒4℃冰

箱过夜,0.1mol/LPBS洗涤,依次加入二抗(生物

素标记的羊抗兔)和三抗(辣根过氧化物酶标记的

链霉卵白素),DAB显色。蒸馏水洗涤、苏木精复

染、脱水、透明、封片,光镜下观察。每张切片随机

选取6个非重叠高倍视野,采用Image-proplus6.0
显微图像分析软件进行图像分析,以阳性细胞的平

均光密度值表示肺组织GAD与GABAA 受体表达

量。光镜下胞浆或胞核内出现棕黄色颗粒者为阳

性细胞,阴性对照以PBS液代替一抗。
取左肺下叶组织,采用 Westernblot法检测

GAD与GABAA 受体的表达水平。取冻存的左肺

下叶组织,加入裂解液和酶抑制剂后匀浆。4℃、

12000r/min离心15min,离心半径8cm,弃沉淀,
采用BCA法定量检测上清液蛋白浓度。取50μg
样品,加上样缓冲液,蛋白变性后行SDS-PAGE电

泳,电泳分离的蛋白转至PVDF膜。5%脱脂牛奶

室温中封闭2h,TBST洗膜10min,重复3次。加

入兔抗鼠单克隆抗体GAD(1∶3000)、γ-氨基丁酸

A受体抗体(GABAA 受体)(1∶10000)4℃孵育过

夜。TBST洗膜10min,重复3次。分别加入相应

的辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔lgG二抗(1∶
2000),室温下摇床杂交1h。ECL底物发光 A、B
显色剂按照1∶1比例混匀后滴加于膜上,显色曝光,
并使用ImageJ图像分析软件测定蛋白条带灰度

值,计算GAD/β-actin、GABAA 受体/β-actin灰度值

的比值反映其表达水平。

统计分析 采用SPSS19.0统计学软件进行

分析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)
表示,组间比较采用单因素方差分析;计数资料比

较采用χ2 检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

肺组织病理学检查 光镜下,C组肺组织结构

未见明显异常,肺泡间仅见少量炎性细胞浸润;

VILI组肺间质及肺泡内可见明显渗出性水肿,肺间

质有大量炎症细胞浸润,肺泡间隔明显增宽,局灶

的肺泡塌陷和肺不张,肺泡结构紊乱;UTI组肺组

织损伤程度较VILI组轻,肺泡隔一定程度增宽,炎
症细胞浸润较C组程度轻,肺泡充气扩张(图1)。

图1 三组大鼠肺组织HE染色(×100)

免疫组化法检测GAD的表达 C组气道壁及

肺组织中见大量散在的GAD阳性细胞,主要为气

道黏膜上皮细胞及血管内皮细胞;VILI组气道黏膜

及肺组织中可见少量GAD阳性细胞,主要为气道

黏膜上皮细胞和浸润的炎性细胞及血管内皮细胞;

UTI组气道和肺组织中,GAD阳性细胞的分布与

VILI组类似,但GAD阳性细胞明显多于 VILI组

(图2)。

图2 三组大鼠肺组织GAD表达的免疫组化染色

(×100)

免疫组化法检测GABAA 受体的表达 C组气

道壁及肺组织中见大量散在的GABAA 受体阳性细

胞,主要为气道黏膜上皮细胞及血管内皮细胞;VILI
组气道黏膜及肺组织中可见少量GABAA 受体阳性

细胞,主要为气道黏膜上皮细胞和浸润的炎性细胞及

血管内皮细胞;UTI组气道和肺组织中,GABAA 受体
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阳性细胞的分布与VILI组类似,但GABAA 受体表

达阳性细胞明显多于VILI组(图3)。

图3 三组大鼠肺组织GABAA 受体表达的免疫组

化染色(×100)

PaO2、W/D及肺损伤评分 与C组比较,VILI
组和UTI组PaO2 明显降低,W/D和肺损伤评分明

显升高(P<0.05);与 VILI组比较,UTI组PaO2
明显升高,W/D和肺损伤评分明显降低(P<0.05)
(表1)。

表1 三组大鼠PaO2、W/D和肺损伤评分的比较(􀭵x±s)

组别 只数
PaO2
(mmHg)

W/D
肺损伤评分

(分)

C组 12 99±5 4.8±1.4 3.3±0.8
VILI组 12 59±4a 8.5±2.3a 11.8±2.7a

UTI组 12 78±9ab 6.7±2.4ab 6.9±2.3ab

  注:与C组比较,aP<0.05;与VILI组比较,bP<0.05

模型制 备 大鼠大潮气量机械通气4h后,

PaO2 降低,肺 W/D升高,且光镜下可见肺泡内炎

性细胞及蛋白渗出增多,肺间质水肿,肺泡壁增厚,
肺泡塌 陷,结 构 紊 乱,提 示 大 鼠 VILI模 型 制 备

成功。

BALF中IL-1β、TNF-α及ICAM-1浓度 与C组

比较,VILI组和 UTI组BALF中总蛋白浓度、IL-
1β、TNF-α及ICAM-1浓度均明显升高(P<0.05);
与VILI组比较,UTI组BALF中总蛋白浓度、IL-
1β、TNF-α及ICAM-1浓度均明显降低(P<0.05)
(表2)。

表2 三组大鼠BALF中总蛋白、IL-1β、TNF-α及

ICAM-1浓度的比较(ng/L,􀭵x±s)

组别 只数 总蛋白 IL-1β TNF-α ICAM-1

C组 12 387±61 37±4 71±12 140±33

VILI组 12 1368±195a 77±15a 158±37a 293±61a

UTI组 12 824±101ab 56±11ab 105±29ab 205±46ab

  注:与C组比较,aP<0.05;与VILI组比较,bP<0.05

肺组织IL-1βmRNA、TNF-αmRNA和ICAM-1
mRNA表达 与C组比较,VILI组和UTI组肺组织

IL-1βmRNA、TNF-αmRNA和ICAM-1mRNA表达

量明显增加(P<0.05);与VILI组比较,UTI组肺组

织IL-1βmRNA、TNF-αmRNA 和ICAM-1mRNA
表达量明显减少(P<0.05)(表3)。

表3 三组大鼠肺组织IL-1β、TNF-α和ICAM-1mRNA
表达的比较(􀭵x±s)

组别 只数
IL-1β
mRNA

TNF-α
mRNA

ICAM-1
mRNA

C组 12 0.72±0.09 0.78±0.08 0.59±0.04

VILI组 12 2.58±0.34a 2.94±0.27a 2.79±0.31a

UTI组 12 1.81±0.26ab1.61±0.15ab 1.74±0.27ab

  注:与C组比较,aP<0.05;与VILI组比较,bP<0.05

肺组织 GAD、GABAA 受体表达 与 C组比

较,VILI组和UTI组大鼠肺组织GAD、GABAA 受

体平均光密度值均明显升高(P<0.05);与VILI组

比较,UTI组大鼠肺组织 GAD、GABAA 受体平均

光密度值明显降低 (P<0.05)(图4)。

注:与C组比较,aP<0.05;与VILI组比较,bP<0.05

图4 三组大鼠肺组织中GAD和GABAA 受体灰度值的比较

讨  论

临床实践中有时会达到比较大的潮气量,例如

过度肥胖以及特殊体位患者(侧卧位与俯卧位),或
者由于机械通气时间较长,中间需要机控或者手控
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膨肺预防术后肺不张等等,因此对于大潮气量所致

VILI的研究具有重要临床意义。
正常情况下,ICAM-1只在血管内皮细胞和上

皮细胞中低水平表达[10],当机体发生急性炎症反应

时,ICAM-1表达会不同程度地增加。ICAM-1在

VILI发生发展过程中扮演着重要的角色,研究发

现,ICAM-1不仅促进中性粒细胞在肺内聚集,还可

刺激中性粒细胞释放弹性蛋白酶和其他水解酶,加
重肺组织的损伤[11]。

UTI是一种从男性尿液中分离纯化的糖蛋白,同
时是一种尿胰蛋白酶抑制剂,其具有2个活性功能

区,能够同时抑制胰蛋白酶、磷脂酶A2、透明质酸酶

和弹性蛋白酶等多种水解酶的活性。此外,UTI对溶

酶体膜有稳定作用,有抑制炎症介质的过度释放以及

抑制氧自由基产生等功能[12,13]。近年来的研究表明,

UTI对多种器官具有保护作用,其中包括对肺功能的

保护作用,主要通过抑制炎症细胞释放TNF-α和IL-
8等炎性介质,同时促进肺泡巨噬细胞、T细胞合成

与分泌IL-10[14,15]。参照文献[16]并结合预实验结

果,本研究选用相同剂量的乌司他丁给药方案。本研

究结果显示,乌司他丁可减轻大鼠VILI,提示本研究

中乌司他丁的给药方案是有效的。

GABA通路是一条重要的信号通路,在中枢神经

细胞信号转导过程中扮演着重要角色,近年来的研究

表明,该通路在肺损伤中也扮演着重要角色[7]。在成

人肺组织中,GAD大部分在人肺泡Ⅱ型上皮细胞

(ACEⅡ)以及血管内皮细胞表达,说明ACEⅡ与血管

内皮细胞是 GABA在远端肺的来源[17]。肺组织

GABAA 受体参与了大鼠VILI的发展,激活后可减轻

急性肺组织损伤。本研究结果显示,UTI组大鼠在使

用乌司他丁后,肺组织损伤程度减轻,且 GAD和

GABAA 受体表达量均明显增加,提示乌司他丁减轻

大鼠VILI的机制可能与激活GABA信号通路有关。
综上所述,乌司他丁可能通过激活γ-氨基丁酸

信号通路,减轻大鼠机械通气引起的呼吸机相关性

肺损伤。
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