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　 　 【摘要】 　 目的　 观察冷缺血期一氧化碳（ＣＯ）和氢气（Ｈ２）联合膨肺对大鼠移植肺脏炎症反应

的影响及机制。 方法　 选择成年 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ８０ 只，４０ 只供体和 ４０ 只受体，８～１０ 周龄，体重

２５０～２８０ ｇ。 采用随机数字表法将大鼠分为四组：Ｏ２ 膨肺组（Ｏ２ 组）、ＣＯ 膨肺组（ＣＯ 组）、Ｈ２ 膨肺组

（Ｈ２ 组）和 ＣＯ 和 Ｈ２ 联合膨肺组（ＣＨ 组），每组 １０ 对（每对 １ 只供体和 １ 只受体）。 供体大鼠切取左

肺后，于冷缺血期进行气体膨肺，Ｏ２ 组采用 ４０％Ｏ２ ＋６０％Ｎ２ 膨肺，ＣＯ 组采用 ０􀆰 ０５％ＣＯ＋４０％Ｏ２ ＋
５９􀆰 ９５％Ｎ２ 膨肺，Ｈ２ 组采用 ３％Ｈ２ ＋４０％Ｏ２ ＋ ５７％Ｎ２ 膨肺，ＣＨ 组采用 ０􀆰 ０５％ＣＯ＋ ３％Ｈ２ ＋ ４０％Ｏ２ ＋
５６􀆰 ９５％Ｎ２ 膨肺，四组体积均为 ５ ｍｌ ／ ｋｇ，每 ３０ 分钟使用气密针置换气体 １ 次，１８０ ｍｉｎ 后行肺移植。
受体大鼠于移植前即刻、再灌注后 ３、６０、１２０、１８０ ｍｉｎ 进行血气分析，记录 ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ 和碱剩余

（ＢＥ）。 再灌注后 １８０ ｍｉｎ 处死受体大鼠，测定移植肺组织湿 ／干重比（Ｗ ／ Ｄ），采用 ＥＬＩＳＡ 法检测移

植肺组织白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）、白细胞介素⁃１０（ ＩＬ⁃１０）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）浓度及髓过氧化物酶（ＭＰＯ）含量。 检测移植肺组织支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中性粒细胞

百分比，采用高效液相色谱法检测 ＢＡＬＦ 中大聚积体（ＬＡ）、小聚积体（ＳＡ）和 ＬＡ ／ ＳＡ。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测移植肺组织表面活性蛋白 Ａ（ＳＰ⁃Ａ）和核转录因子⁃κＢ（ＮＦ⁃κＢ）蛋白含量。 采用 ＨＥ 染色

法观察移植肺组织病理形态并进行肺组织损伤评分（ＬＩＳ）。 结果　 与 Ｏ２ 组比较，ＣＯ 组、Ｈ２ 组和 ＣＨ
组受体大鼠再灌注后 ６０、１２０、１８０ ｍｉｎ ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ、ＢＥ 均明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），移植肺组织 Ｗ／ Ｄ、
ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓度、ＭＰＯ 含量、中性粒细胞百分比、ＳＡ、ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量和 ＬＩＳ 均明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５），ＩＬ⁃１０ 浓度、ＬＡ、ＬＡ ／ ＳＡ 和 ＳＰ⁃Ａ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＣＯ 组比较，Ｈ２ 组和 ＣＨ 组

受体大鼠再灌注后 １２０、１８０ ｍｉｎ ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ、ＢＥ 均明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＣＨ 组移植肺组织 Ｗ／ Ｄ、
ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓度、ＭＰＯ 含量、中性粒细胞比、ＳＡ、ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量和 ＬＩＳ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＩＬ⁃１０ 浓度、ＬＡ、ＬＡ ／ ＳＡ 和 ＳＰ⁃Ａ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｈ２ 组比较，ＣＨ 组受体大鼠再灌注

后 １２０、１８０ ｍｉｎ ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ、ＢＥ 均明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），移植肺组织 Ｗ／ Ｄ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓

度、ＭＰＯ 含量、中性粒细胞百分比、ＳＡ、ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量和 ＬＩＳ 均明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＩＬ⁃１０ 浓度、ＬＡ、
ＬＡ ／ ＳＡ 和 ＳＰ⁃Ａ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 冷缺血期 ＣＯ 和 Ｈ２ 联合膨肺抑制移植肺脏炎

症反应，降低 ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量、升高 ＳＰ⁃Ａ 蛋白含量、维持肺泡表面活性物质稳定。
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ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ， ＳＡ， ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ， ａｎｄ ＬＩＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＣＨ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１０， ＬＡ， ＬＡ ／ ＳＡ， ａｎｄ ＳＰ⁃Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＣＨ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｈ２， ｔｈｅ ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２， ｐＨ， ａｎｄ ＢＥ １２０， ａｎｄ １８０
ｍｉｎｕｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ Ｗ ／
Ｄ， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ａｎｄ ＭＰＯ， ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ， ＳＡ， ＮＦ⁃κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔ， ａｎｄ ＬＩＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１０， ＬＡ， ＬＡ ／ ＳＡ， ａｎｄ
ＳＰ⁃Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＣＨ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＯ ａｎｄ Ｈ２ ｉｎｆｌａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ＣＩＰ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｇｒａｆｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｎｄ ａｌｓｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ＳＰ⁃Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ， ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｃａｒｂｏｎ ｍｏｎｏｘｉｄｅ； Ｈｙｄｒｏｇｅｎ； Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｆｌａｔｉｏｎ； Ｃｏｌｄ ｉｓｃｈｅｍｉａ； Ｌｕｎｇ ｔｒａｎｓｐｌａｎ⁃
ｔａｔｉｏｎ； Ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ； Ｒａｔｓ

　 　 肺移植是肺疾病终末期患者的最佳选择，而供

体质量是制约肺移植发展的重要因素之一，因此改

善供体质量一直是研究者的工作重心［１］。 一氧化

碳（ｃａｒｂｏｎ ｍｏｎｏｘｉｄｅ， ＣＯ）属于第二信使信号分子，
本课题组前期研究［２－４］ 表明，冷缺血期 ＣＯ、氢气

（ｈｙｄｒｏｇｅｎ， Ｈ２）膨肺能够明显减轻移植肺组织的炎

症反应。 在大鼠肺移植模型中联合应用 ＣＯ 和 Ｈ２

膨肺抗炎能力强于单独应用 ＣＯ 或 Ｈ２ 膨肺［５］，移植

后肺功能明显改善。 前期研究仅对保护性效果进

行了初步研究，其机制以及肺泡表面活性物质在其

中的变化情况仍未明确。 因此，本实验研究探讨冷

缺血期 ＣＯ 和 Ｈ２ 联合膨肺对大鼠移植肺脏炎症反

应及肺泡表面活性物质的影响。

材料与方法

实验动物　 选择成年 ＳＰＦ 级雄性近交系 ＳＤ 大

鼠 ８０ 只，８ ～ １０ 周龄，体重 ２５０ ～ ２８０ ｇ，经动物伦理

委员会批准（ＨＲＢＭＵ２０２０１３２１），实验动物许可证

号：ＳＣＸＫ（吉）２０２０－０００２。 本研究中所有动物均饲

养于恒温恒湿、１２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗交替、无特殊

病源菌环境中，自由饮水，标准饲料喂养。

实验分组与处理　 选择 ４０ 对大鼠作为供体和

受体，采用随机数字表将大鼠分为四组：Ｏ２ 膨肺组

（Ｏ２ 组）、ＣＯ 膨肺组（ＣＯ 组）、Ｈ２ 膨肺组（Ｈ２ 组）和
ＣＯ 和 Ｈ２ 联合膨肺组（ＣＨ 组），每组 １０ 对（每对 １
只供体和 １ 只受体）。 供鼠经腹腔注射 ３％戊巴比

妥钠诱导麻醉后行气管切开，连接小动物呼吸机，
设置 ＶＴ ８ ｍｌ ／ ｋｇ，ＲＲ ６０ 次 ／分。 自左股静脉给予肝

素钠 ２００ Ｕ ／ ｋｇ，５ ｍｉｎ 后沿正中线开胸，剪破左、右
心耳及右心室，自肺动脉灌注 ４ ℃ ＬＰＤ 液 ２０ ｍｌ，灌
注压为 ２０ ｃｍＨ２Ｏ，随后取下左肺，放入 ４ ℃ ＬＰＤ 液

中保存 １８０ ｍｉｎ。 期间 Ｏ２ 组采用 ４０％Ｏ２＋６０％Ｎ２ 膨

肺，ＣＯ 组采用 ０􀆰 ０５％ＣＯ＋４０％Ｏ２＋５９􀆰 ９５％Ｎ２ 膨肺，
Ｈ２ 组采用 ３％Ｈ２＋４０％Ｏ２＋５７％Ｎ２ 膨肺，ＣＨ 组采用

０􀆰 ０５％ＣＯ＋３％Ｈ２＋４０％Ｏ２＋５６􀆰 ９５％Ｎ２ 膨肺，四组体

积均为 ５ ｍｌ ／ ｋｇ，每 ３０ 分钟使用气密针置换气体

１ 次。
肺移植　 选择四组中对应的受体大鼠完成左

肺移植操作，每组 １０ 只。 受体大鼠麻醉、气管插管、
股动脉置管后，持续进行生命体征监测。 大鼠取右

侧卧位，开胸后充分暴露左肺门，切除左肺，显微镜

下通过“ｃｕｆｆ”技术［６］ 依次吻合左肺动脉、左主支气
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管、左肺静脉。 设置 ＶＴ ８ ｍｌ ／ ｋｇ，ＰＥＴＣＯ２ ３ ｃｍＨ２Ｏ，
ＲＲ 依据血中 ＰａＣＯ２ 调节，维持 ＰａＣＯ２ ３５～４５ ｍｍＨｇ，
并通过腹腔注射戊巴比妥钠 ０􀆰 ４ ｍｇ·ｋｇ－１·ｈ－１和

哌库溴铵 ０􀆰 ４ ｍｇ·ｋｇ－１·ｈ－１ 维持麻醉深度。 再灌

注 １８０ ｍｉｎ 后进行相关检测。 移植成功是指移植后

血管无出血、肺脏灌注良好、气管无漏气、膨肺顺利

等［５］。 本实验研究中移植成功率为 １００％。
血气分析　 受体大鼠于移植前即刻、再灌注后

３、６０、１２０、１８０ ｍｉｎ 采集股动脉血液样本，行血气分

析，记录 ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ 和 ＢＥ。
移植肺组织湿 ／ 干重比　 再灌注 １８０ ｍｉｎ 后，处

死受体大鼠，取左肺上叶用电子天平称重，记录为

湿重（Ｗ）。 随后于 ８０ ℃干燥箱中干燥 ７２ ｈ，称重

记录为干重（Ｄ），计算湿 ／干重比（Ｗ ／ Ｄ）。
ＥＬＩＳＡ 法　 再灌注 １８０ ｍｉｎ 后，每组取 ５ 只受

体大鼠，处死后取左肺下叶制成组织匀浆，采用

ＥＬＩＳＡ 试剂盒通过标准品绘制标准曲线，计算肺组

织白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６）、白细胞介素⁃
１０ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０， ＩＬ⁃１０ ）、 白 细 胞 介 素⁃１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β）、 肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 及髓过氧化物酶 （ ｍｙ⁃
ｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ＭＰＯ）含量。

高效液相色谱法　 再灌注 １８０ ｍｉｎ 后，每组取 ５
只受体大鼠，处死后取下左肺，经气管插管缓慢注

入 ４ ℃生理盐水 ５ ｍｌ，反复抽吸 ２ 次，共进行 ４ 轮。
其中移植肺组织肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄ， ＢＡＬＦ）１０ ｍｌ 进行 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，将
沉淀进行涂片，显微镜下记录总细胞数及中性粒细

胞数，并计算中性粒细胞百分比。 另取 ＢＡＬＦ １０ ｍｌ
进行 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，沉淀物含大聚积体

（ｌａｒｇｅ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ａｇｇｒｅｇａｔｅ， ＬＡ）、上清液含小聚积体

（ｓｍａｌｌ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ａｇｇｒｅｇａｔｅ， ＳＡ） ［７］，通过高效液相色

谱法检测磷脂 （ ＬＡ、 ＳＡ） 含量［８］，记录 ＬＡ、 ＳＡ 和

ＬＡ ／ ＳＡ。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法　 再灌注 １８０ ｍｉｎ 后，每组选择

５ 只受体大鼠，处死后取左肺下叶称重，加入液氮研

磨至粉末状，再加入 ＲＩＰＡ 裂解液（强）提取总蛋白。
根据标准蛋白曲线计算样品蛋白浓度，每个样本上

样量为 ８０ μｇ，经过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳、转 ＰＶＤＦ
膜、５％脱脂奶粉封闭后，加入表面活性蛋白 Ａ（ｓｕｒ⁃
ｆａｃｔａｎｔ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ＳＰ⁃Ａ）一抗（１ ∶２ ０００）、
核转录因子⁃κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ）一抗（１ ∶
２ ０００）、β⁃肌动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ）一抗，并在 ４ ℃下孵育

１０ ｈ，ＴＢＳＴ 冲洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，再给予二抗（１ ∶

５ ０００）室温下孵育 １ ｈ，最后给予二氨基联苯胺，在
成像仪下显影照相。 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算 ＳＰ⁃Ａ 和

ＮＦ⁃κＢ 蛋白的相对含量。
ＨＥ 染色　 再灌注 １８０ ｍｉｎ 后，每组选择 ５ 只受

体大鼠，处死后取左肺中叶并用 １０％福尔马林溶液

固定，石蜡包埋后切片，经 ＨＥ 染色，记录肺组织损

伤评分（ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅ， ＬＩＳ）。 ＬＩＳ 包括中性粒细

胞浸润、间质水肿、气道上皮细胞破坏、透明膜形成

和出血五个指标，每个指标无病变为 ０ 分，轻度病变

为 １ 分，中度病变为 ２ 分，严重病变为 ３ 分，ＬＩＳ 为以

上各项指标评分之和［３，１０］。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 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或重复测量方差分

析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义。

结　 　 果

血气分析 　 与 Ｏ２ 组比较，再灌注后 ６０、１２０、
１８０ ｍｉｎ ＣＯ 组、Ｈ２ 组和 ＣＨ 组 ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ、ＢＥ
均明显升高（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＣＯ 组比较，再灌注后

１２０、１８０ ｍｉｎ ＣＨ 组 ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ、ＢＥ 均明显升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｈ２ 组比较，再灌注后 １２０、１８０ ｍｉｎ
ＣＨ 组 ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、ｐＨ、ＢＥ 均明显升高（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。
再灌注后 １２０、１８０ ｍｉｎ 时 ＣＯ 组和 Ｈ２ 组ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２、
ｐＨ、ＢＥ 差异无统计学意义（表 １）。

移植肺组织 Ｗ／ Ｄ　 与 Ｏ２ 组比较，ＣＯ 组、Ｈ２ 组

和 ＣＨ 组移植肺组织 Ｗ／ Ｄ 均明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＣＯ 组比较，ＣＨ 组移植肺组织 Ｗ／ Ｄ 明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｈ２ 组比较，ＣＨ 组移植肺组织 Ｗ／ Ｄ
明显降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 ＣＯ 组和 Ｈ２ 组移植肺组织

Ｗ／ Ｄ 差异无统计学意义（图 １）。
移植肺组织 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓度和

ＭＰＯ 含量　 与 Ｏ２ 组比较，ＣＯ 组、Ｈ２ 组和 ＣＨ 组移

植肺组织 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓度和 ＭＰＯ 含量均明

显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＩＬ⁃１０ 浓度明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＣＯ 组比较，ＣＨ 组移植肺组织 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α
浓度和 ＭＰＯ 含量均明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＩＬ⁃１０ 浓度

明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｈ２ 组比较，ＣＨ 组移植肺

组织 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓度和 ＭＰＯ 含量均明显降

低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＩＬ⁃１０ 浓度明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＣＯ
组和 Ｈ２ 组移植肺组织 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓

度和 ＭＰＯ 含量差异均无统计学意义（表 ２）。
移植肺表面活性物质 　 与 Ｏ２ 组比较，ＣＯ 组、
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表 １　 四组受体大鼠不同时点血气分析结果的比较（􀭵ｘ±ｓ）

指标 组别 只数 肺移植前即刻 再灌注后 ３ ｍｉｎ 再灌注后 ６０ ｍｉｎ 再灌注后 １２０ ｍｉｎ 再灌注后 １８０ ｍｉｎ

Ｏ２ 组 １０ ４３７􀆰 ２±２３􀆰 １ ４１８􀆰 ５±３９􀆰 ２ ３２０􀆰 ０±２２􀆰 ３ ３０５􀆰 ４±２２􀆰 ２ ２９５􀆰 １±１３􀆰 ２

ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２ ＣＯ 组 １０ ４３１􀆰 ８±３４􀆰 ０ ４２６􀆰 ３±１４􀆰 ７ ３５１􀆰 ９±３３􀆰 ３ａ ３４３􀆰 ２±１９􀆰 １ａ ３３６􀆰 ７±１７􀆰 ２ａ

（ｍｍＨｇ） Ｈ２ 组 １０ ４４０􀆰 ５±３４􀆰 １ ４３３􀆰 ６±２７􀆰 ２ ３５４􀆰 ８±２８􀆰 ２ａ ３４４􀆰 １±２０􀆰 ９ａ ３３９􀆰 ４±１８􀆰 ６ａ

ＣＨ 组 １０ ４３９􀆰 ４±２８􀆰 ８ ４４１􀆰 ６±１２􀆰 ０ ３７７􀆰 ９±１４􀆰 ２ａ ３６８􀆰 ４±１６􀆰 ７ａｂｃ ３６４􀆰 ３±２８􀆰 ７ａｂｃ

Ｏ２ 组 １０ ７􀆰 ４０±０􀆰 ０１ ７􀆰 ３９±０􀆰 ０１ ７􀆰 ３１±０􀆰 ０３ ７􀆰 ２６±０􀆰 ０４ ７􀆰 ２２±０􀆰 ０３

ｐＨ
ＣＯ 组 １０ ７􀆰 ３８±０􀆰 ０３ ７􀆰 ３９±０􀆰 ０２ ７􀆰 ３６±０􀆰 ０２ａ ７􀆰 ３１±０􀆰 ０２ａ ７􀆰 ３２±０􀆰 ０４ａ

Ｈ２ 组 １０ ７􀆰 ３９±０􀆰 ０２ ７􀆰 ３９±０􀆰 ０２ ７􀆰 ３５±０􀆰 ０２ａ ７􀆰 ３２±０􀆰 ０３ａ ７􀆰 ３２±０􀆰 ０３ａ

ＣＨ 组 １０ ７􀆰 ４０±０􀆰 ０１ ７􀆰 ３９±０􀆰 ０２ ７􀆰 ３７±０􀆰 ０３ａ ７􀆰 ３６±０􀆰 ０４ａｂｃ ７􀆰 ３７±０􀆰 ０４ａｂｃ

Ｏ２ 组 １０ ０􀆰 ０７±０􀆰 ０３ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０３ －２􀆰 ６９±０􀆰 １０ －３􀆰 ０３±０􀆰 １４ －３􀆰 ２０±０􀆰 ３７

ＢＥ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＣＯ 组 １０ ０􀆰 ０７±０􀆰 ０３ ０􀆰 ０４±０􀆰 ０４ －２􀆰 ２４±０􀆰 ２３ａ －２􀆰 ５６±０􀆰 １８ａ －２􀆰 ５６±０􀆰 ２７ａ

Ｈ２ 组 １０ ０􀆰 ０８±０􀆰 ０２ ０􀆰 ０８±０􀆰 ０４ －２􀆰 １７±０􀆰 ２３ａ －２􀆰 ４１±０􀆰 ２７ａ －２􀆰 ６５±０􀆰 １７ａ

ＣＨ 组 １０ ０􀆰 ０９±０􀆰 ０４ ０􀆰 ０７±０􀆰 ０４ －０􀆰 ７１±０􀆰 １８ａｂｃ －１􀆰 ２５±０􀆰 ２４ａｂｃ －１􀆰 ２９±０􀆰 ２９ａｂｃ

　 　 注：与 Ｏ２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＯ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｈ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。

　 　 注：与 Ｏ２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＯ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｈ２

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。
图 １　 四组受体大鼠移植肺组织 Ｗ／ Ｄ 的比较

Ｈ２ 组和 ＣＨ 组移植肺中性粒细胞百分比、ＳＡ 明显

降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），ＬＡ、ＬＡ ／ ＳＡ 明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
与 ＣＯ 组比较，ＣＨ 组移植肺中性粒细胞百分比、ＳＡ

表 ２　 四组受体大鼠移植肺组织炎性因子浓度和 ＭＰＯ 含量的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数 ＩＬ⁃６（ｎｇ ／ ｍｌ） ＩＬ⁃１０（ｎｇ ／ ｍｌ） ＩＬ⁃１β（ｎｇ ／ ｍｌ） ＴＮＦ⁃α（ｎｇ ／ ｍｌ） ＭＰＯ（Ｕ ／ ｇ）

Ｏ２ 组 ５ ４５􀆰 ９±３􀆰 １ ３０１􀆰 ４±６５􀆰 ３ ３２９􀆰 １±２７􀆰 ５ １４０􀆰 ４±３０􀆰 ３ １􀆰 ２１±０􀆰 ２５

ＣＯ 组 ５ ２６􀆰 ０±２􀆰 ８ａ ４１７􀆰 ６±５３􀆰 ８ａ ２４９􀆰 ３±９􀆰 ２ａ ９５􀆰 ０±１４􀆰 １ａ ０􀆰 ８１±０􀆰 ２５ａ

Ｈ２ 组 ５ ２７􀆰 ５±２􀆰 ８ａ ３９６􀆰 ９±５０􀆰 ３ａ ２４４􀆰 ７±１９􀆰 ９ａ ８８􀆰 ８±３３􀆰 ６ａ ０􀆰 ８２±０􀆰 １８ａ

ＣＨ 组 ５ １４􀆰 ４±３􀆰 ７ａｂｃ ５７０􀆰 ４±５５􀆰 ７ａｂｃ １７１􀆰 ０±５３􀆰 ４ａｂｃ ４９􀆰 ５±１７􀆰 ３ａｂｃ ０􀆰 ５３±０􀆰 １０ａｂｃ

　 　 注：与 Ｏ２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＯ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｈ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。

明显降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＬＡ、 ＬＡ ／ ＳＡ 明显升高 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）。 与 Ｈ２ 组比较，ＣＨ 组移植肺中性粒细胞百

分比、ＳＡ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＬＡ、ＬＡ ／ ＳＡ 明显升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＣＯ 组和 Ｈ２ 组移植肺中性粒细胞百分

比、ＬＡ、ＳＡ 和 ＬＡ ／ ＳＡ 差异均无统计学意义（表 ３）。
移植肺组织 ＳＰ⁃Ａ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量 　 与 Ｏ２

组比较，ＣＯ 组、Ｈ２ 组和 ＣＨ 组移植肺组织 ＳＰ⁃Ａ 蛋

白含量明显升高，ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量明显降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 ＣＯ 组比较，ＣＨ 组移植肺组织 ＳＰ⁃Ａ 蛋白

含量明显升高， ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量明显降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与 Ｈ２ 组比较，ＣＨ 组移植肺组织 ＳＰ⁃Ａ 蛋白

含量明显升高， ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量明显降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ＣＯ 组和 Ｈ２ 组移植肺组织 ＳＰ⁃Ａ 和 ＮＦ⁃κＢ
蛋白含量差异均无统计学意义（图 ２—３）。

移植肺组织病理 　 Ｏ２ 组可见移植肺组织肺泡

壁破裂，肺泡融合，大量中性粒细胞浸润，严重的肺

泡内出血及水肿。 ＣＯ 组和 Ｈ２ 组移植肺组织肺泡
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表 ３　 四组受体大鼠移植肺表面活性物质指标的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数 中性粒细胞百分比（％） ＬＡ（ｍｇ ／ ｋｇ） ＳＡ（ｍｇ ／ ｋｇ） ＬＡ ／ ＳＡ

Ｏ２ 组 ５ ５０􀆰 ２±３􀆰 ３ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０３ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３

ＣＯ 组 ５ ３６􀆰 ４±２􀆰 ７ａ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０３ａ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６ａ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０５ａ

Ｈ２ 组 ５ ３５􀆰 ７±４􀆰 ７ａ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０６ａ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０９ａ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０５ａ

ＣＨ 组 ５ ２４􀆰 ５±２􀆰 ７ａｂｃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０６ａｂｃ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３ａｂｃ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０７ａｂｃ

　 　 注：与 Ｏ２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＯ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｈ２ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。

　 　 注：与 Ｏ２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＯ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｈ２

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 四组受体大鼠移植肺组织 ＳＰ⁃Ａ 蛋白含量的比较

　 　 注：与 Ｏ２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＯ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｈ２

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 四组受体大鼠移植肺组织 ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量的比较

壁结构正常，少量中性粒细胞浸润，轻度肺泡内出

血。 ＣＨ 组上述病理改变明显减轻，轻度肺间质水肿，
中性粒细胞浸润减少，可见少量透明膜形成（图 ４）。

图 ４　 四组受体大鼠移植肺组织 ＨＥ 染色图（×１０ 倍）

　 　 移植肺组织 ＬＩＳ　 与 Ｏ２ 组比较，ＣＯ 组、Ｈ２ 组和

ＣＨ 组移植肺组织 ＬＩＳ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＣＯ
组比较，ＣＨ 组移植肺组织 ＬＩＳ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 Ｈ２ 组比较，ＣＨ 组移植肺组织 ＬＩＳ 明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 ＣＯ 组和 Ｈ２ 组移植肺组织 ＬＩＳ 差异均无统

计学意义（图 ５）。

　 　 注：与 Ｏ２ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＣＯ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｈ２

组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 四组受体大鼠移植肺组织 ＬＩＳ 的比较
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讨　 　 论

ＣＯ 和 Ｈ２ 是重要的信号分子，能够缓解不同器

官的缺血－再灌注损伤，而二者均能够自由地透过

肺泡膜，为气体膨肺的施行提供了理论依据［１０－１１］。
通过 ３０ ｍｉｎ 置换气体，能够维持 ＣＯ 浓度在 ２５０ ～
５００ ｐｐｍ，维持 Ｈ２ 浓度在 １􀆰 ５％～３􀆰 ０％［５］，而该浓度

范围为有效的保护性浓度［１２－１３］。 因此，本实验研究

选择 ０􀆰 ０５％浓度的 ＣＯ 和 ３％浓度的 Ｈ２ 进行膨肺，
能够维持在有效的保护性范围。

炎症反应在缺血－再灌注损伤中起重要作用，
并伴随其全过程，减轻肺移植过程中的炎症反应是

提高移植后生存率、减轻缺血－再灌注损伤的重要

措施［１４］。 ＩＬ⁃６ 由巨噬细胞、Ｔ 细胞、Ｂ 细胞等多种

细胞产生，也是参与急性期炎症反应的 Ｔｈ２ 类细胞

因子，具有趋化、活化中性粒细胞、加重局部炎症反

应的作用［１５］。 ＩＬ⁃１β 是炎性细胞的强烈趋化因子，
广泛参与了组织破坏、水肿形成，能诱导和促进炎

性介质的损伤作用，并激活中性粒细胞［１５］。 ＴＮＦ⁃α
主要是由活化的单核巨噬细胞分泌，是重要的炎性

因子，能够促进 Ｔ 淋巴细胞产生各种炎性因子，进
而促进炎症反应的发生，还可以诱导 ＩＬ⁃６ 的产

生［１５］。 ＩＬ⁃１０ 是一种抗炎因子，发挥下调炎症反应、
拮抗炎性介质的作用，其还参与调解移植排异反

应，表达水平与移植物存活时间呈正相关［１６］。 ＭＰＯ
是中性粒细胞的功能标志和激活标志，参与调节炎

症反应的许多过程，造成炎症部位组织细胞损伤。
本实验研究结果显示，冷缺血期 ＣＯ 或者 Ｈ２ 膨肺可

以降低移植肺组织 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 浓度、ＭＰＯ 含

量及 ＢＡＬＦ 中性粒细胞百分比，升高 ＩＬ⁃１０ 浓度，减
轻了炎症反应，ＣＯ 和 Ｈ２ 联合膨肺时上述指标改变

更加明显。 Ｙａｍａｍｏｔｏ 等［１７］ 研究表明，在大鼠肺移

植模型中，吸入 ＣＯ 能够升高移植肺脏 ＩＬ⁃１０ 浓度，
减轻炎症反应。 Ｄｕ 等［１８］在大鼠热休克肺损伤模型

中发现，氢气水能够降低肺组织中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 浓

度、ＭＰＯ 含量，升高 ＩＬ⁃１０ 浓度，进而减轻肺脏炎症

反应。 可见，ＣＯ、Ｈ２ 对于肺脏损伤引起的炎症反应

具有明确的抑制作用，与前期多项研究［１９－２１］ 结果一

致。 ＣＯ 和 Ｈ２ 联合应用不能够理解为简单的重叠

作用，肺脏在冷缺血期间膨肺时，气体的体积是固

定的（５ ｍｌ ／ ｋｇ），ＣＯ 作为一种毒性气体，浓度的增加

可能会引起毒性反应；而对于 Ｈ２ 而言，尽管 ６６％浓

度的 Ｈ２ 也具有一定的保护性作用，但是高、低浓度

Ｈ２ 效应的比较目前未见报道。 在明确 ＣＯ、Ｈ２ 的保

护性浓度范围的基础上，结合本课题组前期 ＣＯ 和

Ｈ２ 联合膨肺的初步研究结果，本研究提出将 ＣＯ 和

Ｈ２ 联合应用。
本实验研究结果显示，ＣＯ 或 Ｈ２ 膨肺能够升高

移植肺 ＢＡＬＦ 中 ＬＡ、ＬＡ ／ ＳＡ 和移植肺组织 ＳＰ⁃Ａ 蛋

白含量，降低移植肺 ＢＡＬＦ 中 ＳＡ 和移植肺组织

ＮＦ⁃κＢ蛋白含量，ＣＯ 和 Ｈ２ 联合膨肺时上述作用更

为明显。 肺表面活性物质在Ⅱ型肺泡上皮细胞的

内质网中合成，在维持肺泡表面张力、维持肺脏顺

应性上起到了重要作用。 其重要组成部分表面活

性蛋白按密度可分为有活性的 ＬＡ 和非活性的 ＳＡ。
ＬＡ 是 ＳＡ 的代谢前体，肺表面活性物质的组成和代

谢被认为是肺缺血－再灌注损伤的重要因素［２２－２３］。
ＬＡ 主要包含 ＳＰ⁃Ａ，其不仅通过抑制肺细胞凋亡来

维持上皮细胞的完整性，而且还能通过抑制炎性因

子，如 ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β，进而控制炎症反应［２４］。
ＮＦ⁃κＢ 首先在 Ｂ 淋巴细胞中发现，调节 Ｔ、Ｂ 淋巴细

胞的增殖和分化，诱导多种细胞因子表达，促进炎

症反应。 ＣＯ 能够抑制大鼠移植肺脏、脓毒症小鼠

肺脏的 ＮＦ⁃κＢ 通路［１９，２５］，从而减轻炎症损伤。 Ｈ２

能够降低肺脏缺血⁃再灌注损伤大鼠、胰腺炎引起肺

损伤大鼠的 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达水平［２６－２７］，与本实验研

究结果相似。 本实验研究结果还显示，ＣＯ 和 Ｈ２ 联

合应用明显改善了肺组织的结构和功能，无论是肺

泡壁结构、肺间质水肿等情况均显著好转，ＬＩＳ 明显

降低。
本实验研究存在一定局限性：（１）观察时间有

限，仅对气体的短时影响进行了检测，而长期影响

需在将来的研究中进一步观察；（２）未使用抑制剂

或激活剂，对相关通路的影响需进一步研究；（３）体
外细胞研究和其他潜在靶点也是后续研究的重点。

综上所述，冷缺血期 ＣＯ 和 Ｈ２ 联合膨肺可以降

低 ＭＰＯ 含量、ＳＡ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量，升高肺脏的

氧合功能、ＬＡ 和 ＳＰ⁃Ａ 蛋白含量，减轻炎症反应，改
善移植肺组织结构，降低 ＬＩＳ，维持肺泡表面活性物

质稳定。
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