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高原失血性休克大鼠相关急性肺损伤病变及
发病机制

高晓华 曹虹 耿智隆

  【摘要】 目的 探讨高原失血性休克相关急性肺损伤(acutelunginjury,ALI)病变及发病机

制。方法 雄性 Wistar大鼠72只,体重280~320g,随机分为六组:假手术组(Sham组)、休克15
min组(HS15组)、休克30min组(HS30组)、休克45min组(HS45组)、休克60min组(HS60组)和
休克90min组(HS90组),每组12只。建立高原大鼠失血性休克模型后,Sham组麻醉置管后不予

失血,仅观察90min即刻处死,其余五组分别按照15、30、45、60和90min观察终止时间窗维持于休

克状态。光镜下观察肺组织病理变化,测定肺湿/干重比(W/D)、计算肺通透指数,同时测定肺组织

髓过氧化物酶(MPO)、总超氧化物歧化酶(T-SOD)的活性和丙二醛(MDA)的浓度,采用ELISA法

检测肺组织中TNF-α和IL-10的浓度。采用免疫组化法检测肺组织中claudin-3和claudin-4的表达

和分布。结果 与Sham组比较,休克造成不同程度的肺损伤,且与休克维持时间成正比。在休克

15~30min,大鼠肺组织 W/D、肺通透指数、MPO、MDA、TNF-α、T-SOD和IL-10的变化甚微,在此

之后,随着时间的延长,肺 W/D、肺通透指数、MPO活性、MDA浓度和TNF-α浓度明显升高,同时伴

随SOD活性和IL-10浓度的明显下降(P<0.05)。claudin-3和claudin-4在肺上皮细胞和内皮细胞

处的表达明显错位并减少(P<0.05)。结论 高原环境下,遭受失血性休克的大鼠血流动力学在短

时间代偿后,病变呈现螺旋式恶化。且随着休克的延续,大鼠体内炎性/抗炎、氧化/抗氧化稳态失

衡,导致肺上皮细胞内claudin-3和claudin-4流失,呈现出急性肺损伤的表现。
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【Abstract】 Objective Toexplorethepathogenesisofacutelunginjuryinratssufferinghemor-

rhagicshockatplateau.Methods Seventy-twomaleWistarrats,weighing280-320g,wererandom-
izedinto6groups(n=12):shamgroup(groupSham),hemorrhagicshockfor15min(group
HS15),hemorrhagicshockfor30mingroup(groupHS30),hemorrhagicshockfor45mingroup
(groupHS45),hemorrhagicshockfor60mingroup(groupHS60)and90mingroup(groupHS90).
HemorrhagicshockmodelofWistarratswasreproducedatplateau.Theratswereonlyanesthetized,
noshockandweresacrificedafter90miningroupSham.Theothergroupsweredifferentinbleeding
timeandthenwererespectivelysacrificedat15,30,45,60and90minaftershock.Thepathological
changesinthelungswereobservedwithlightmicroscope.Wettodryweightratio(W/D),lungper-
meabilityindex(LPI),myeloperoxidase(MPO)activity,malondialdehyde(MDA)andsuperoxide
dismutase(SOD)inlungweremeasured.Enzyme-linkedimmunosorbentassaywasusedtodetectthe
TNF-αandIL-10inlungtissue,theexpressionanddistributionofclaudin-3andclaudin-4inlungtis-
suewasverifiedbyimmunohistochemistrymethod.Results ComparedwithgroupSham,shockcauses
acutelunginjuryatdifferentdegree,andwaspositivelycorrelatedwiththedurationofshock,duringthepe-
riodof15to30min,itmerelyrenderedaslightchangeinlungW/D,LPI,MPO,MDA,TNF-α,T-SOD
andIL-10.Subsequently,alongwithtimeprolonged,lungW/D,neutrophilsinBALF,LPI,MPO,MDA,
TNF-αweresignificantlyelevated,whileT-SODandIL-10werenotablyreduced(P<0.05).Immunohis-
tochemicalresultsshowedthatclaudin-3andclaudin-4expressioninlungepithelialcellsandendothelialcells
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expressedatlowlevelsanddislocated(P<0.05).Conclusion Afterashorttimecompensatorylesions,
thechangeofrats’hemodynamicstabilitysufferingseverehemorrhagicshockshowedaspiraldown-
ward.Alongwiththeextensionoftheshock,hemorrhagicshockatplateauresultsintothedisturb-
anceofinflammatoryresponseandoxidativestress,thelossofclaudin-3andclaudin-4inlungepithe-
lialcells,whichtriggerstheacutelunginjury.

【Keywords】  Hemorrhagicshock;Plateau;Acutelunginjury;Inflammatoryresponse;Oxi-
dativestress

  急性肺损伤(acutelunginjury,ALI)的病变特

点是中性粒细胞聚集、促炎细胞因子表达增强、上
皮和内皮细胞屏障受损、肺泡-动脉血氧梯度增高以

及间质肺水肿形成,而且间接性 ALI的发病 占

43%[1]。有研 究 表 明,多 器 官 衰 竭 (multi-organ
failure,MOF)患者中74%伴发肺衰竭,而肺作为

首个衰竭器官的患者占64%[2]。目前仍缺乏对

ALI特异性的治疗方案,本研究将上皮和内皮细胞

屏障组成中紧密连接结构的关键因子claudin-3和

claudin-4与失血性休克对ALI发病的作用相结合,
研究休克相关ALI的可能机制,以期寻找出能预警

ALI且特异性和敏感度相对较高的标志物,供临床

参考。

材料与方法

实验动物和分组 雄性 Wistar大鼠72只,体
重280~320g,由兰州大学实验动物中心提供。按

照随机数字表法将大鼠分为六组:假手术组(Sham
组)、休克15min组(HS15组)、休克30min组

(HS30组)、休克45min组(HS45组)、休克60min
组(HS60组)和休克90min组(HS90组),每组

12只。
高原失血性休克大鼠模型制备 大鼠实验前

自由进食水,在榆中县马衔山(兰州,3780米)参考

文献[3]的方法复制失血性休克模型,面罩吸入3%
异氟醚-氧气诱导麻醉,0%~1%异氟醚-空气维持

麻醉,1%利多卡因局部麻醉,分离并暴露双侧股动

脉、右侧股静脉和右颈总动脉,分别置入PE50管,
所有导管均用100U/ml的肝素生理盐水预充,左
侧股动脉用于失血,右侧股静脉给药,经右侧股动

脉和右 颈 总 动 脉 导 管 连 接 MPA 心 功 能 检 测 仪

(MPA2000),持续监测HR、MAP、LVSP和±dp/

dtmax。术毕按500U/kg经静脉全身肝素化处理,
稳定10min后,由股动脉放血,在15min内使

MAP下降至30~40mmHg,Sham组麻醉置管后

不予失血,仅观察90min即刻处死,其余五组失血

性休克模型制备成功后,分别按照15、30、45、60和

90min观察终止时间窗维持于休克状态,实验全程

动物肛温控制在36.5~37.5℃。
肺组织学检查 右下叶经多聚甲醛40g/L固

定,石蜡包埋切片,HE染色,光镜下进行组织形态

学观察。
肺通透指数和 W/D测定 将大鼠剖腹,腹主

动脉取血处死大鼠。留取抗凝血以待测血浆蛋白

含量。开胸,暴露气管,通过气管上端的小切口插

入灌胃针结扎固定,用丝线结扎右肺,分别用3ml
生理盐水灌洗左肺3次,合并3次收集到的支气管

肺泡灌洗液(bronchoalveolarlavagefluid,BALF),
回收率80%~90%。BALF经双层纱布过滤,以3
000r/min离心10min,取上清液-80℃冻存待测

蛋白含量。考马斯亮蓝法测定BALF中蛋白含量,
肺通透指数=BALF蛋白/血浆蛋白。取右上肺用

滤纸吸血,称湿重后,置于烤箱中(80℃,48h)烤至

恒重,称干重,计算肺湿/干重比值(W/D)。
肺组 织 MPO、MDA、T-SOD 活 性 和 TNF-α、

IL-10浓度的测定 取部分肺叶,以每克肺组织加

10ml生理盐水在冰浴中用电动匀浆机制成10%的

肺组织匀浆,采用分光光度计法测定肺组织髓过氧

化物酶(MPO)活性;采用黄嘌呤氧化酶法和硫代巴

比妥酸法测定肺组织匀浆液中丙二醛(MDA)和总

超氧化物歧化酶(T-SOD)活性;采用ELISA法检

测肺组织TNF-α和IL-10浓度。分别参照说明书

进行检测。
肺组织claudin-3和claudin-4免疫组化染色 

将肺组织蜡块切成4μm 薄片,以磷酸盐缓冲液

(PBS)代替第1抗体作为阴性对照,且每只动物均

设阴性对照。免疫组化染色结果通过图像分析,观
察并记录claudin-3和claudin-4在肺内表达部位和

平均灰度。
统计分析 采用SPSS17.0统计学软件进行分

析。正态分布计量资料以(x±s)表示,采用单因素

方差分析和析因设计方差分析,组间和组内两两比

较采用LSD-t法。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

肺通 气 指 标 与 休 克 前 比 较,休 克 组 大 鼠
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SaO2、肺氧合指数、PaO2 和PaCO2 明显下降,肺呼

吸指数明显升高(P<0.05),且 HS90组变化幅度

明显大于其它休克组(P<0.05)(表1)。

表1 六组大鼠休克前和休克末SaO2、肺氧合指数、

肺呼吸指数、PaO2 和PaCO2 的比较(x±s)

指标 组别 只数 休克前 休克末

SaO2
(%)

Sham组 12 99.25±0.62 — 

HS15组 12 99.58±0.51 94.92±2.50a

HS30组 12 98.69±1.89 95.00±2.31a

HS45组 12 98.75±1.54 93.58±2.43a

HS60组 12 99.17±1.11 93.83±2.79a

HS90组 12 99.42±1.44 88.92±2.35abcde

肺氧合

指数

Sham组 12 505.56±34.86 — 

HS15组 12 516.27±27.35 384.13±43.23a

HS30组 12 513.92±29.45 378.39±59.62a

HS45组 12 505.16±44.74 368.65±30.62a

HS60组 12 515.08±33.66 390.87±32.26a

HS90组 12 528.57±25.44 292.46±22.38abcde

肺呼吸

指数

Sham组 12 0.30±0.12 — 

HS15组 12 0.29±0.10 1.05±0.28a

HS30组 12 0.28±0.10 1.11±0.39a

HS45组 12 0.31±0.14 1.10±0.23a

HS60组 12 1.05±0.21 1.04±0.23a

HS90组 12 1.82±0.26 1.23±0.27abcde

PaO2
(mmHg)

Sham组 12 106.17±7.32 — 

HS15组 12 108.42±5.74 80.67±9.08a

HS30组 12 107.92±6.18 79.46±12.52a

HS45组 12 106.08±9.39 77.42±6.43a

HS60组 12 108.17±7.07 82.08±6.78a

HS90组 12 111.00±5.34 61.42±4.70abcde

PaCO2
(mmHg)

Sham组 12 40.09±4.17 — 

HS15组 12 38.50±5.65 19.75±4.47a

HS30组 12 39.92±4.23 19.23±5.31a

HS45组 12 39.67±4.38 20.67±6.34a

HS60组 12 39.17±5.42 16.08±6.26a

HS90组 12 36.92±5.96 12.08±4.44abcde

  注:与基础值比较,aP<0.05;与 HS15组比较,bP<
0.05;与 HS30组比 较,cP<0.05;与 HS45组 比 较,dP<
0.05;与 HS60组比较,eP<0.05

肺组织病理结构 Sham 组肺泡腔完整,肺泡

间隔均匀一致,壁光滑,肺泡腔内无渗液或炎性细

胞,HS15 组 与 Sham 组 无 明 显 差 异,HS30 组、

HS45组、HS60组和HS90组肺组织毛细血管明显

扩张,肺泡间隔明显增厚,大量炎性细胞渗出、聚
集,肺泡腔中可见明显渗出,部分肺泡萎陷不张,且
随时间延长破坏程度加重(图1)。

肺损伤评分、W/D和肺通透指数 休克15~
45min,随着休克时间延长,大鼠肺损伤评分和 W/

D逐渐升高(P<0.05),肺通透指数差异无统计学

意义;休克60~90min,随着休克时间延长,大鼠肺

损伤评分、W/D、肺通透指数明显升高(P<0.05)
(表2)。

肺组 织 MPO、MDA、T-SOD 活 性 和 TNF-α、

IL-10浓度 休克15~45min,随着休克时间延长,
大鼠肺组织 MPO、MDA和T-SOD活性、TNF-α浓

度逐渐升高(P<0.05),IL-10浓度差异无统计学意

义;休克60~90min,随着休克时间延长,大鼠肺组

织、MPO、MDA 活性和 TNF-α浓度明显升高,T-
SOD活性和IL-10浓度代偿性升高(P<0.05)(表
3)。

肺组织claudin-3和claudin-4表达 与Sham
组比较,休克导致肺组织claudin-3、claudin-4表达

明显减少(P<0.05)(表4)。

讨  论

创伤后呼吸衰竭先于其它脏器衰竭的发生,先
前研究[4,5]显示,高原中度失血性休克动物的心血

管功能虽与平原中度休克近似,但氧运送量、氧耗

量明显减小,减小程度相当于平原重度失血性休

克,耐受力明显降低,失代偿出现早。本实验结果

显示,高原环境下遭受重度失血性休克大鼠的血流

动力学指标在短暂代偿后急剧恶化,呈现出病情

重、进展快的特点。随着休克维持时间的延长,肺
损伤呈渐进性加重,休克15~30min,肺病理改变

甚微,这与TNF-α和 MDA变化相呼应,支持“中性

粒细胞假说”[6]。肺损伤在90min达到高峰,此时

TNF-α/IL-10和 MDA/SOD表达失衡说明休克在

基因水平引发了一系列促死亡细胞信号转导途径

的表达。另一方面,与“上皮细胞假说”[7]相吻合,休
克后,肺组织claudin-3和claudin-4表达量与肺损

伤评分变化呈负性相关,值得注意的是,二者变化

时间晚于TNF-α和 MDA的改变。因此,休克性肺

损伤的发病机制可能是:休克引发一系列与炎性、
氧化应激相关的级联反应,促使免疫稳态的失衡,
造成claudin-3、claudin-4在肺上皮细胞屏障结构的

错位,破坏屏障功能,从而加速ALI的进展。
肺水肿是ALI的主要表现,这一病变可伴随由
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图1 六组大鼠肺组织病理结构的比较(×200)

表2 六组大鼠肺损伤评分、W/D和肺通透指数的比较(x±s)

组别 只数 肺损伤评分(分) W/D 肺通透指数

Sham组 12 3.62±0.71 3.43±0.11 3.98±0.07

HS15组 12 3.76±0.34 3.53±0.13a 4.26±0.04

HS30组 12 4.87±0.38ab 3.65±0.07a 4.30±0.03

HS45组 12 6.23±0.37abc 3.77±0.09ab 4.32±0.05

HS60组 12 7.56±0.37abcd 3.96±0.17abcd 4.56±0.05a

HS90组 12 8.95±0.42abcde 4.76±0.04abcde 5.84±0.90abcde

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 HS15组比较,bP<0.05;与 HS30组比较,cP<0.05;与 HS45组比较,dP<0.05;与

HS60组比较,eP<0.05

表3 六组大鼠肺组织 MPO、MDA、T-SOD活性和TNF-α、IL-10浓度的比较(x±s)

组别 只数
MPO
(U/g)

MDA
(nmol/mg)

T-SOD
(U/mg)

TNF-α
(pg/mg)

IL-10
(pg/mg)

Sham组 12 1.38±0.09 1.75±0.23 51.26±0.87 39.72±2.35 95.53±8.32

HS15组 12 1.49±0.07a 1.03±0.59a 33.93±2.35a 40.76±3.67 95.24±6.29

HS30组 12 1.68±0.07ab 1.41±0.40 36.59±2.65ab 52.55±1.80ab 94.12±6.37

HS45组 12 1.86±0.06abc 1.83±0.38abc 39.14±2.90abc 62.47±6.44abc 100.90±4.67

HS60组 12 2.31±0.07abcd 2.49±0.32abcd 40.80±2.77abcd 67.56±6.97abcd 108.11±3.61abc

HS90组 12 3.19±0.13abcde 3.60±0.36abcde 47.34±1.30abcde 77.87±2.51abcde 119.98±3.23abcde

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 HS15组比较,bP<0.05;与 HS30组比较,cP<0.05;与 HS45组比较,dP<0.05;与

HS60组比较,eP<0.05

于相关钠通道抑制造成的肺泡液体清除率下降,同
时,内皮高通透性和内皮及上皮细胞屏障受损,最
终导致凋亡和坏死的发生[8]。claudins是分子量在

18~27kDa之间的构成TJ骨架结构的跨膜蛋白,
其家族有24个成员,在人和鼠的不同组织和细胞内

表达具有特异性[9]。既往研究表明,在鼠和人肺上

皮 细 胞 中 存 在 claudin-1、claudin-3、claudin-4、

claudin-5、claudin-7、claudin-8和claudin-18表达,

claudin的表达对上皮细胞表型极具敏感性,其表达

与转运通透性相关[10~12]。与上述理论相吻合。本
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表4 六组大鼠肺组织claudin-3和claudin-4表达量的

比较(x±s)

组别 只数 claudin-3 claudin-4

Sham组 12 3.70±0.11 4.81±0.25
HS15组 12 3.32±0.05a 3.57±0.09a

HS30组 12 2.91±0.08ab 3.26±0.14ab

HS45组 12 2.69±0.10abc 2.63±0.08abc

HS60组 12 2.18±0.06abcd 2.26±0.07abcd

HS90组 12 1.69±0.08abcde 1.89±0.07abcde

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 HS15组比较,bP<
0.05;与 HS30组比较,cP<0.05;与 HS45组比较,dP<
0.05;与 HS60组比较,eP<0.05

实验免疫组化结果显示,在正常肺组织中,claudin-3
和claudin-4共表达于上皮和内皮细胞,但后者表达

量明显高于前者,随着休克时间的延长,二者呈现

在上述部位的丢失,最主要的是,其表达与肺损伤

分数呈负性相关。
有研究表明,ALI与肺上皮细胞一些 TJ蛋白

表达水平下降和功能改变有关[13]。Mazzon等[6]研

究表 明,TNF-α破 坏 ZO-1、claudin-2、claudin-4、

claudin-5和β-catenin蛋白表达与连接定位,进而

使紧密连接屏障打开。抑制TNF-α可降低急性肺

炎相关肺组织的紧密连接通透性,从而说明TNF-α
在影响肺屏障功能方面具有重要作用。TNF-α和

IFN-γ共治疗导致胞浆内 TJ如紧密粘附分子-1
(junctionaladhesionmolecule-1,JAM-1)、claudin-
4和claudin-5错位[14]。此外,ALI时转录生长因子

(transforminggrowthfactorβ,TGF-β)、活性氧(re-
activeoxygenspecies,ROS)、过氧化氢等氧化应激

产物大量生成,可潜在影响claudins的酪氨酸磷酸

化和功能[8]。与上述理论相一致,本研究结果显示,
休克30min后,诱发的炎症级联和氧化应激反应促

使免疫稳态的失衡,表现为 MPO、TNF-α和 MDA
表达增强,而IL-10和SOD明显降低。肺组织免疫

组化结果显示,在休克60min后,claudin-3和clau-
din-4出现在肺内的流失,MPO、TNF-α和 MDA增

加达到其峰值,有可能是claudin-3和claudin-4流

失后,肺上皮屏障结构的破坏,加速了炎性和氧化

因子向远端脏器的扩散,上述因素的叠加,导致了

病变的恶性循环。
综上所述,高原失血性休克造成血流动力学的

急剧衰竭,极易发展为急性肺损伤,其与肺上皮屏

障中claudin-3和claudin-4的流失和错位密切相

关,并可最终造成上皮屏障的破坏,进一步促使炎

性因子和氧化因子向远端脏器的扩散,诱发多器官

功能衰竭。
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