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　　摘　要：目的　建立大鼠芥子气（ＳＭ）气管损伤模型，探讨ＳＭ致大鼠气管急性损伤的机制。方法　雄性ＳＤ大鼠全身麻醉下

气管插管，ＳＭ组（３２只）气管内注入稀释ＳＭ（２．０ｍｇ／ｋｇ，０．１ｍＬ），丙二醇对照组（３２只）注入丙二醇０．１ｍＬ，正常对照组（８只）

不做任何处理。获取组织和血标本，行 ＨＥ染色、免疫组织化学、血清炎性因子及酶测定。结果　ＳＭ 组黏膜下有大量淋巴细胞

浸润；上皮层和黏膜下层凋亡细胞Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９表达阳性；血清ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６水平２４ｈ达高峰；血清乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰ）、γ谷氨酰转移酶（ＧＧＴ）、硫代巴比妥酸反应物质（ＴＢＡＲＳ）水平６ｈ或２４ｈ达到高峰。丙二

醇对照组与正常对照组黏膜下层淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞均少见。结论　ＳＭ（２．０ｍｇ／ｋｇ）致大鼠气管急性损伤机制涉及

炎性反应、细胞凋亡、氧化应激，且损伤程度与时间有相关性。
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　　芥子气（ｓｕｌｆｕｒｍｕｓｔａｒｄ，ＳＭ）是一种糜烂性双功能烷化毒

剂。ＳＭ对呼吸道损伤常见、持久且严重，多因继发急性呼吸

窘迫综合征或肺部感染致死［１］。ＳＭ 气管损伤的主要组织病

理学特征是黏膜侵蚀和炎性反应。国外已有ＳＭ 致大鼠气管

急性损伤的报道，但缺乏详细的损伤资料［２］。本研究通过建立

高浓度ＳＭ致大鼠气管急性损伤模型，应用组织病理学、免疫

组织化学及生物化学参数，探讨ＳＭ 致大鼠气管急性损伤的

机制。

１　材料与方法

１．１　材料　所有动物经潍坊医学院动物研究伦理委员会批

准。选取健康雄性ＳＤ大鼠（ＳＰＦ级，购于解放军军事医学科

学院动物实验中心）７２只，体质量２８０～３００ｇ，年龄１５周。分

为ＳＭ组（３２只）、丙二醇对照组（３２只）、正常对照组（８只）。

ＳＭ液（纯度大于９０％）临用前用丙二醇稀释至所需浓度。ＳＭ

致大鼠呼吸道损伤模型建立：实验前皮下注射阿托品（０．０５

ｍｇ／ｋｇ），３０ｍｉｎ后腹腔内注射盐酸氯胺酮（１００ｍｇ／ｋｇ）实施麻

醉。成功后将大鼠仰卧位固定于实验用木板上，冷光源透照大

鼠颈部，用自制的“Ｌ”型长柄金属钩挑起大鼠会厌，暴露声门，

将１６号套管针（前端修剪为圆钝状）插入大鼠气管内，拔出针

芯，插入细塑料管。ＳＭ组大鼠气管内注入稀释的ＳＭ０．１ｍＬ

（２ｍｇ／ｋｇ），丙二醇对照组只注入丙二醇０．１ｍＬ，正常对照组

不做任何处理。１，２丙二醇溶液由天津致远化学有限公司

提供。

１．２　方法

１．２．１　标本采集及 ＨＥ染色　按照实验需求（６、２４、４８、７２

ｈ），用３％戊巴比妥（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射麻醉，抽取心脏血２

ｍＬ，采用放血法处死大鼠，然后获取气管组织标本，每个时段

取大鼠８只。获取标本放置１０％福尔马林液内固定２４ｈ，常

规石蜡包埋、切片（５μｍ）。血标本用３７℃水浴１ｈ，４℃过夜，

２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，分装在无菌小瓶中，

－８０℃保存备用。每个标本切片１５份，每５份一组进行 ＨＥ

染色，光镜下进行炎细胞分析。

２１４３ 重庆医学２０１４年９月第４３卷第２６期



１．２．２　免疫组织化学染色　每一个标本切取１５份，每５份一

组进行免疫组织化学染色。ｐＨ８．５，乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗

原修复，０．３％ Ｈ２Ｏ２ 和山羊血清封闭。免疫组织化学采用ＳＰ

法，一抗４℃孵育过夜（兔抗大鼠Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９单克隆

抗体标记凋亡细胞），ＤＡＢ显色，苏木素复染，封片。阴性对照

以ＰＢＳ代替一抗。试剂盒由德国拜耳公司提供，所有流程严

格按说明书进行操作。

１．２．３　血清炎性因子与酶测定　采用全自动生化免疫分析一

体机（ＣＯＢＡＳ８０００型，罗氏公司，瑞士）分别进行血清乳酸脱

氢酶（ＬＤＨ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰ）、γ谷氨酰转移酶

（ＧＧＴ）浓度测定。采用ＶｅｒｓａＭａｘ酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ

公司，美国），检测血清ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６及硫代巴比妥酸反

应物质（ＴＢＡＲＳ）浓度。ＥＬＩＳＡ试剂盒由中国深圳科润达生物

工程有限公司提供，所有流程严格按说明书进行操作。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理，

计量资料用狓±狊表示，组间比较采用两独立样本狋检验，犘＜

０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　气管壁炎细胞浸润情况　ＳＭ组：６ｈ见气管黏膜下层淋

巴细胞呈散在分布（图１Ａ），２４、４８、７２ｈ气管黏膜下层淋巴细

胞聚集成簇；６、２４、４８、７２ｈ气管黏膜下层巨噬细胞呈散在分

布，中性粒细胞呈零星分布（图１Ｂ～Ｄ）。丙二醇对照组和正常

对照组：黏膜下层淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒细胞均少见（图

１Ｅ、Ｆ）。

　　Ａ：ＳＭ组６ｈ气管壁淋巴细胞浸润 （箭头所示）；Ｂ～Ｄ：ＳＭ组２４、４８、７２ｈ气管壁炎细胞浸润 （箭头所示，ａ示中性粒细胞，ｂ示巨噬细胞，ｃ示

淋巴细胞）。Ｅ、Ｆ分别表示丙二醇对照组和正常对照组气管壁炎细胞浸润。

图１　　气管壁炎细胞浸润（ＨＥ×４００）

　　Ａ～Ｄ：ＳＭ组６、２４、４８、７２ｈ呈阳性表达（箭头所示）；Ｅ、Ｆ：丙二醇对照组和正常对照组呈阴性表达 （ＩＨＣ，Ｃａｓｐａｓｅ３）。Ｇ～Ｊ：ＳＭ 组６、２４、

４８、７２ｈ呈阳性表达（箭头所示）；Ｋ、Ｌ：丙二醇对照组和正常对照组呈阴性表达（ＩＨＣ，Ｃａｓｐａｓｅ９）。

图２　　细胞凋亡检测结果（×４００）

２．２　细胞凋亡检测分析　ＳＭ 组（Ｃａｓｐａｓｅ３）：在气管上皮和

黏膜下层凋亡细胞表达阳性，６ｈ凋亡细胞呈散在分布（图

２Ａ），２４ｈ凋亡细胞呈带状分布（图２Ｂ），４８、７２ｈ凋亡细胞聚集

成簇（图２Ｃ、Ｄ）。丙二醇对照组和正常对照组：在气管黏膜下

层凋亡细胞呈零星分布（图２Ｅ、Ｆ）。ＳＭ 组（Ｃａｓｐａｓｅ９）：在气

管上皮和黏膜下层凋亡细胞表达阳性，６ｈ凋亡细胞呈散在分

布（图２Ｇ），２４ｈ凋亡细胞呈带状分布（图２Ｈ），４８、７２ｈ凋亡细

胞聚集成簇（图２Ｉ、Ｊ）。丙二醇对照组和正常对照组：在气管黏

膜下层凋亡细胞呈零星分布（图２Ｋ、Ｌ）。

２．３　血清炎性因子定量分析　ＳＭ组血清ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６

水平２４ｈ达高峰，各时间段分别与丙二醇对照组比较，差异均

有统计学意义（犘＜０．０５），见图３～５。

　　
ａ：犘＜０．０５，与丙二醇对照组比较。

图３　　两组ＴＮＦα水平比较
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ａ：犘＜０．０５，与丙二醇对照组比较。

图４　　两组ＩＬ１β水平比较

　　
ａ：犘＜０．０５，与丙二醇对照组比较。

图５　　两组ＩＬ６水平比较

２．４　血清酶定量分析　ＳＭ 组：血清ＬＤＨ、ＧＰ、ＴＢＡＲＳ水平

６ｈ达高峰，ＧＧＴ水平２４ｈ达高峰，然后持续下降，各时间段

分别与丙二醇对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），

见图６～９。

　　
ａ：犘＜０．０５，与丙二醇对照组比较。

图６　　两组ＬＤＨ水平比较

　　
ａ：犘＜０．０５，与丙二醇对照组比较。

图７　　两组ＧＰ水平比较

　　
ａ：犘＜０．０５，与丙二醇对照组比较。

图８　　两组ＧＧＴ水平比较

　　
ａ：犘＜０．０５，与丙二醇对照组比较。

图９　　两组ＴＢＡＲＳ水平比较

３　讨　　论

３．１　炎性反应　ＳＭ对呼吸道急性损伤以炎症和黏液分泌增

多为突出特征。离体培养人呼吸道上皮细胞加入ＳＭ后，可诱

导促炎因子和化学增活素分泌增加（ＴＮＦα、ＩＬ１α、ＩＬ１β、ＩＬ

６、ＩＬ８、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＣＰ１、ＩＰ１０、ＧＣＳＦ、ＧＭＣＳＦ、ＩＬ１５）
［３］。

动物实验显示，豚鼠吸入ＳＭ（４０ｍｇ／ｍ
３）后，气道反应值、白细

胞、ＩＬ４、ＩＮＦγ、嗜酸细胞、单核细胞明显升高
［４］。本研究发

现，血清炎性因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６）水平明显升高，与文献

报道一致；而气管壁黏膜下炎细胞浸润以淋巴细胞为主，与文

献报道不同（中性粒细胞和巨噬细胞浸润为主）［５］。提示ＳＭ

侵蚀气管的同时会伴随局部炎细胞浸润和全身一过性促炎反

应，且气管壁局部炎性反应可能与免疫反应有关。

３．２　细胞凋亡　细胞凋亡与细胞坏死最终结局是细胞死亡，

但二者有不同之处。ＳＭ 是一种可诱导细胞凋亡和细胞坏死

的烷化剂，同样，ＦａｓＦａｓｌ相互作用也能诱导细胞凋亡
［６］。培

养人支气管上皮细胞加入ＳＭ（３００μｍ）和ＦａｓＲ抗体 ＣＨ１１

（１００ｎｇ／ｍＬ）诱导Ｃａｓｐａｓｅ３活性，发现ＳＭ 诱导细胞凋亡经

Ｆａｓ反应通道实现，通过ＦａｓＲｓｉＲＮＡ 和ＺＢ４抑制ＳＭ 诱导

Ｃａｓｐａｓｅ３活性
［７］。研究表明，ＳＭ 可导致细胞周期调控失调，

细胞凋亡标志物增加，且细胞凋亡具有剂量和时间依从性［８］。

作者前期的电镜发现，气管杯状细胞细胞膜缺失，线粒体嵴模

糊、髓样变；纤毛细胞、基底细胞、成纤维细胞细胞核膜不清，核

固缩，染色质边集［９］。本研究ＳＭ损伤大鼠的气管壁免疫组织

化学显示，上皮层和黏膜下层凋亡细胞Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９

表达阳性，这一结果与Ｐｏｈｌ等
［１０］报道一致。可见，ＳＭ诱导细

胞凋亡是ＳＭ致气管急性损伤的特征之一，分析可能原因是线

粒体参与了ＳＭ损伤气道上皮细胞凋亡的过程
［１１］。

３．３　氧化应激　ＳＭ 可导致线粒体功能失调，并伴随线粒体

活性氧簇（ＲＯＳ）水平增多及细胞氧化应激反应
［１２１３］。豚鼠气

管内滴注２氯乙硫醚（ＣＥＥＳ）后，超过氧化物歧化酶、过氧化氢

酶、谷胱甘肽还原酶及谷胱甘肽Ｓ转移酶活性会发生明显变

化，即诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）抑制、谷胱甘肽耗竭、ＲＯＳ

增加［１４］。本研究发现，大鼠血清ＬＤＨ、ＧＰ、ＴＢＡＲＳ、ＧＧＴ水

平在ＳＭ气道损伤后６ｈ或２４ｈ达高峰，证实氧化应激反应存

在，且呈一过性。因上述酶存在于线粒体中，提示诸多酶的升

高可间接反映上皮细胞线粒体受损，表明氧化应激在ＳＭ损伤

机制中起着重要作用［１５］。

综上所述，ＳＭ （２ｍｇ／ｋｇ）致大鼠气管急性损伤机制涉及

炎细胞浸润、促炎反应、细胞凋亡、氧化应激，且损伤程度与时

间有相关性。ＳＭ致鼠气管急性损伤的机制相当复杂，目前尚

不能完全明确，这可能是ＳＭ 抗毒药物研制难以突破瓶颈的重

要原因。
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