
China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 29 中国药房 2013年第24卷第29期

＊主治医师，博士。研究方向：急性肺损伤。电话：028-82725372。

E-mail：shibincq@tom.com

# 通信作者：主治医师。研究方向：器官保护。电话：023-

85381667。E-mail：hhg11112 @163.com

急性肺损伤/急性呼吸窘迫综合征（ALI/ARDS）是失控的

全身炎症反应综合征（Systemic inflammatory response syn-

drome，SIRS）在肺部的具体表现[1]。 近年研究[2-3]证明，在ALI/

ARDS病程中原有的凝血与抗凝、纤溶与抗纤溶、炎症与抗炎

之间的平衡被打破，凝血级联与炎症级联之间相互促进，形成

一种自动放大的效应，使病情加重。因此干预凝血系统的异

常对控制ALI/ARDS的病情发展具有重要意义。国内外有学

者通过使用传统的抗凝药，如肝素治疗ALI/ARDS，取得了改

善低氧血症和减轻炎症反应的效果[4-5]。类肝素类药物藻酸双

酯钠（Polysaccharide sulphate，PSS）系海藻提取物，是一种新

型类肝素海洋药物，其有明显的改善细胞变形、调节血脂代

谢、抗凝等作用，同时有较强的分散乳化活性，且不易受外界

因素的影响[6]，临床上主要用于心脑血管疾病的治疗，但还未

见用于预防 ALI/ARDS 的报道。本实验首先采用尾静脉注

射脂多糖（LPS）建立小鼠ALI模型，然后尾静脉注射 PSS，研

究ALI/ARDS时PSS对小鼠炎症因子、信号转导分子的影响，

以期为阐明PSS对ALI/ARDS的治疗作用及其分子机制提供

参考。

1 材料
1.1 仪器

酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；光学显微镜（日本 Olympus

公司）；RM2016病理组织切片机（德国Leica公司）；RC 5B高

速低温离心机（美国Sorvall公司）。
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摘 要 目的：研究藻酸双酯钠（PSS）对急性肺损伤模型小鼠的保护作用。方法：将小鼠随机分为对照组、PSS（10 mg/kg）组、模

型（脂多糖10 mg/kg）组、治疗（脂多糖10 mg/kg+PSS 10 mg/kg）组，每组10只。尾静脉注射相应药物8 h后，处死，光镜下观察肺组

织形态学变化，测定肺组织湿干质量比值（W/D）和肺组织中细胞间黏附因子1（ICAM-1）和肿瘤坏死因子α（TNF-α）的浓度，免疫

组化法测定肺组织中核转录因子-κB（NF-κB）p65的活性。结果：对照组和PSS组小鼠肺组织结构完整，无肺组织病理损伤变化。

与对照组比较，模型组和治疗组小鼠肺组织有明显病理学损伤，肺水肿严重，肺组织中 ICAM-1、TNF-α浓度和NF-κB p65活性明显

增加（P＜0.05），PSS组小鼠上述指标差异无统计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，治疗组小鼠上述指标均明显改善（P＜0.05）。

结论：PSS能明显改善脂多糖诱导的小鼠急性肺损伤，其机制可能与抑制NF-κB p65活性有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the protective effects of polysaccharide sulphate（PSS）on mice with acute lung injury.

METHODS：The mice were randomized into control group，PSS group（10 mg/kg），model group（lipopolysaccharide 10 mg/kg）

and treatment group（lipopolysaccharide 10 mg/kg+PSS 10 mg/kg）with 10 mice in each group. The mice were sacrificed 8 h after

intravenous injection via tail；the pathological manifestation of lungs was observed under light microscope，and the wet/dry（W/D）

weight ratio，intercellular adhesion molecular-1（ICAM-1）and tumour necrosis factor-α（TNF-α）levels in lung tissue were calculat-

ed；the activity of NF -κB p65 in the lung tissue was detected by immunohistochemistry method. RESULTS：The integration of pul-

monary structure was observed in control group and PSS group，and no histological injury of lung was observed. Compared with

control group，significant pathological injury and severe pulmonary edema were found，and the ICAM-1 and TNF-α levels and NF-κB

p65 activity in lung tissue were increased significantly（P＜0.05） in model group and treatment group；and above index of PSS

group had no statistical significance（P＞0.05）. Compared with model group，above index of treatment group were improved signif-

icantly（P＜0.05）. CONCLUSIONS：PSS can improve lipopolysaccharide-induced acute lung injury in mice significantly，which

may be associated with the inhibition of NF-κB p65 activity.
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1.2 药品与试剂

PSS原料药（中国青岛海尔药业公司，批号：20080405，纯

度 ：99.9％）；大肠埃希菌 LPS（美国 Sigma 公司 ，批号 ：

20060814S）；肺组织中核转录因子-κB p65（NF-κB p65）免疫组

化试剂盒（美国迈新公司）；细胞间黏附因子1（ICAM-1）、肿瘤

坏死因子α（TNF-α）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（美国

R&D 公司）。

1.3 动物

健康C57BL/6 小鼠 40只，♂，体质量 20～30 g，购自华中

科技大学同济医学院实验动物中心，合格证编号：SCXK（鄂）

2008-0015。实验前禁食12 h，自由饮水。

2 方法
2.1 分组与给药

将小鼠随机分为 4组，每组 10只。对照组，尾静脉注射

0.9％氯化钠溶液（生理盐水）；PSS组，根据文献[7]报道尾静脉

注射 PSS 10 mg/kg；模型组，尾静脉注射 LPS 10 mg/kg；治疗

组，先尾静脉注射LPS 10 mg/kg后立即尾静脉注射PSS 10 mg/

kg。各组液体注射总量按10～20 ml/kg给予。

2.2 检测指标

各组小鼠注射给药8 h 后，断颈法处死，立即打开胸腔，切

取肺组织，取右肺上叶称质量，取左肺置于 4％多聚甲醛溶液

中固定，其余肺组织置入液氮中速冻后，－80 ℃冰箱保存。

2.2.1 肺组织湿干质量比值（W/D）。取各组小鼠右肺上叶肺

组织用吸水纸吸干表面水分及血液后，称湿质量（W）后，置于

94 ℃干燥箱内烘烤48 h至恒质量，再称干质量（D），计算肺组

织W/D。

2.2.2 肺组织形态学。取经固定后的每组小鼠的左肺组织，

乙醇系列脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片，厚度 3 μm，苏木

精-伊红染色，中性树胶封片，在光学显微镜下观察肺组织形态

学变化。

2.2.3 肺组织中TNF-α、ICAM-1的浓度。取各组小鼠冰冻肺

组织 100 mg，充分匀浆，离心后取上清液，采用ELISA法测定

肺组织中TNF-α和 ICAM-1的浓度，具体按试剂盒要求操作。

2.2.4 肺组织中NF-κB p65活性。采用免疫组化法，按试剂盒

说明书操作，加入兔抗NF-κB p65抗体（1 ∶200），阴性对照采用

正常山羊血清代替，以光密度（OD）值为指标检测各组小鼠肺

组织中 NF-κB p65活性。采用图像分析法，通过显微镜放大

10×10倍摄取图像，观察细胞着色情况，着色越明显，NF-κB

p65表达强度越高。

2.3 统计学处理

应用SPSS 13统计软件进行统计学处理，所有数据以x±s

表示。采用单因素方差分析（ANOVA）多组间样本均数的比

较，P＜0.05为差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 肺组织W/D变化

与对照组比较，模型组、治疗组小鼠肺组织的W/D均明显

增加（P＜0.05）；PSS组小鼠肺组织的W/D差异无统计学意义

（P＞0.05）。与模型组比较，治疗组小鼠肺组织的W/D明显减

小（P＜0.05），具体结果详见表1。

3.2 肺组织形态学变化

表1 各组小鼠肺组织W/D及 ICAM-1、TNF-α、NF-κB p65水

平比较（x±±s，n＝10）

Tab 1 Comparison of W/D and ICAM-1，TNF-α and NF-κB

p65 levels in lung tissue of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别
对照组
PSS组
模型组
治疗组

W/D

4.13±0.23

4.21±0.24

5.35±0.37＊

5.05±0.33＊#

ICAM-1，ng/L

59.4±7.4

61.6±7.1

185.5±18.8＊

75.5±14.5＊#

TNF-α，ng/L

258.5±15.7

278.4±23.3

522.3±35.4＊

405.2±26.6＊#

NF-κB p65，ng/L

187.25±21.41

190.58±19.34

256.42±24.45＊＊

225.91±20.12＊##

与对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，
##P＜0.01

vs. control group：＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group：#P＜

0.05，##P＜0.01

对照组和PSS组小鼠肺组织结构完整，肺泡间隔适中，无

水肿、炎症，肺泡腔清晰；模型组小鼠肺泡间隔增宽，肺泡壁破

坏，肺间质水肿，部分肺泡融合，腔内可见渗出、水肿及出血，

肺间质炎细胞浸润；治疗组小鼠肺组织上述病理变化较模型

组明显改善，肺泡壁破坏减少，出血及渗出减轻。显微镜图见

图1。

3.3 肺组织中 ICAM-1、TNF-α的浓度变化

与对照组比较，模型组、治疗组小鼠肺组织中 ICAM-1、

TNF-α浓度均明显增加（P＜0.05），PPS组小鼠肺组织中上述指

标的差异无统计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，治疗组小

鼠肺组织中 ICAM-1、TNF-α浓度均明显减小（P＜0.05），具体

结果详见表1。

3.4 肺组织中NF-κB p65活性变化

镜下观察，对照组和PSS组小鼠肺组织中NF-κB p65表达

主要集中在肺泡和巨噬细胞等中，呈浅黄色，以胞浆为主；模

型组小鼠肺组织中NF-κB p65表达主要集中在炎症细胞和支

气管上皮细胞等中，胞浆和胞核的着色明显加深，呈棕黄色，

且胞核染色明显增多，表达的强度与对照组比较差异有统计

学意义（P＜0.01）。与模型组比较，治疗组小鼠肺组织中NF-κB

p65表达明显降低（P＜0.01），结果见表1，显微镜图见图2。

4 讨论

A B

C D

图1 各组小鼠肺组织病理学变化（HE，×100）
A.对照组；B.PSS组；C.模型组；D.治疗组

Fig 1 Pathological change of lung tissue of mice in each

group（HE，×100）
A. control group；B. PSS group；C. model group；D. treatment group
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内毒素是ALI的主要致病因素之一，是革兰阴性菌细胞外

膜成分，其主要致病物质LPS，具有严重的致炎作用。目前认

为在ALI/ARDS早期，血管内皮细胞以及单核巨噬细胞在LPS

的诱导下可表达TNF-α等细胞因子以及 ICAM-1等多种黏附

分子。TNF-α和 ICAM-1介导多形核白细胞（PMN）与肺微血

管内皮细胞黏附后，既可激活PMN释放弹性蛋白酶等炎性介

质降解肺微血管内皮细胞（PMVEC）结构蛋白 [8]，又能启动

ICAM-1信号转导重构PMVEC细胞骨架[9]，致使PMVEC正常

的细胞结构和功能受到破坏，通透性增加，形成渗透性肺水

肿，导致肺顺应性下降和氧合障碍，引发内毒素性ALI。

NF-κB在细胞质中与其抑制蛋白 IκB结合以非活性异二

聚体形式存在，受细胞因子TNF-α或细菌、病毒、缺氧等刺激

后，导致 IκB磷酸化而降解。IκB降解使NF-κB游离，转位到核

内，与靶基因上的κB位点结合而启动基因转录，发挥一系列细

胞效应[10]。本研究在给予LPS后8 h，免疫组化定位显示NF-κB

活化转位至细胞核内，上调TNF-α和 ICAM-1浓度，这与文献[11]

结果一致。给予治疗剂量的 PPS 后，抑制了 NF-κB p65的活

化，说明PPS对ALI模型小鼠的保护作用通过抑制NF-κB p65

细胞信号通路发挥效应。

与对照组比较，PSS 组小鼠未见明显的肺损伤以及

TNF-α、ICAM-1和 NF-κB 的相应改变，说明在实验剂量（10

mg/kg）内对小鼠无明显副作用。

综上所述，PPS能对LPS诱导的ALI模型小鼠具有保护作

用，可能是通过抑制NF-κB p65的活化、下调TNF-α和 ICAM-1

浓度而发挥作用。但相关的具体作用机制以及其保护作用与

剂量的相关性有待进一步的研究。
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图2 各组小鼠肺组织中NF-κB p65的染色情况（×400）
A.对照组；B.PSS组；C.模型组；D.治疗组

Fig 2 Staining of NF-κB p65 in lung tissue of mice in each

group（×400）
A.control group；B.PSS group；C.model group；D.treatment group

A B

C D
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