
 第 23 卷 第 2 期
  2014 年 2 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.23　No.2
Feb. 　2014

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net186

肺泡中性粒细胞凋亡与 occludin 蛋白改变在 
胆道梗阻大鼠肺损伤中的作用
邓雪松 1，詹勇强 1，汪长浩 1，邓通明 2，倪勇 1

（1. 深圳大学第一附属医院 / 深圳市第二人民医院  肝胆外科，广东 深圳  518035；2. 广州医科大学 2011 级研究生， 

广东 广州 510182）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：观察胆道梗阻（BDO）大鼠支气管肺泡灌洗液（BALF）中性粒细胞（PMN）凋亡情况与肺泡

上皮细胞 occludin 蛋白变化，分析两者与梗阻性黄疸肺损伤的关系。

方法：72 只 SD 大鼠，随机抽取 8 只作为正常对照组，将另 64 只大鼠随机均分为假手术组和模型组；

假手术组大鼠行假手术，模型组大鼠行胆总管双重结扎建立 BDO 模型。假手术组与模型组大鼠于术后 3、

7、10、14 d 分批等量（n=8）处死，留取标本；正常对照组则在实验期间随机处死获取标本。检测大

鼠肺组织形态学、BALF 中 PMN 凋亡率和 MMP-9 活性，肺组织 occludin 蛋白，并计算肺通透指数（LPI）。

结果：与正常对照组比较，假手术组各项指标在各时间点均无明显差异，定量指标间差异均无统计学

意义（均 P>0.05）。模型组肺组织出现明显的病理改变，且与假手术组比较，BALF 中 PMN 凋亡率逐

渐减少，MMP-9 活性逐渐增高，3~14 d 各时间点差异均有统计意义（均 P<0.05）；肺组织 occludin 蛋

白逐渐减少，LPI 逐渐增加，在 7~14 d 各时间点差异均有统计意义（均 P<0.05）。相关性分析显示，

BDO 大鼠 PMN 凋亡率与 MMP-9 活性呈负相关（r=-0.935），MMP-9 活性与肺组织 occludin 蛋白水平

呈负相关（r=-0.796），肺组织 occludin 蛋白水平与 LPI 呈负相关（r=-0.800）（均 P<0.05）。

结论：BDO 大鼠肺泡 PMN 凋亡减少、MMP-9 活性增强，从而引起 occludin 蛋白减少，造成肺泡上

皮屏障损伤、通透性增加，该病理过程在梗阻性黄疸肺损伤的发生发展中可能发挥了重要作用。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(2):186-191]
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中 性 粒 细 胞（peripheral polymorphonuclear 

neutrophil，PMN）凋亡异常是参与急性肺损伤的

重要环节 [1-2]，导致肺组织炎症反应加强与肺泡结

构的受损 [3]，但其机制尚未明确。occludin 蛋白是

肺泡上皮细胞紧密连接蛋白，对维护正常肺泡上皮

屏 障 功 能 具 有 重 要 意 义 [4]。 有 研 究 [5] 报 道， 肺 内

过度炎症反应、血管通透性增加是导致梗阻性黄疸

肺 损 伤 的 重 要 因 素。 然 而， 关 于 肺 泡 上 皮 屏 障 功

能 在 梗 阻 性 黄 疸 肺 损 伤 发 生 发 展 中 的 作 用 却 鲜 有

报道。为此，本研究建立大鼠胆道梗阻（bile duct 

obstruction，BDO）模型，检测支气管肺泡灌洗液

（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）PMN 凋亡

率 和 肺 泡 上 皮 细 胞 occludin 蛋 白， 研 究 两 者 对 肺

泡上皮屏障功能的影响，探讨其在梗阻性黄疸并发

肺损伤的作用和机制。

1　材料与方法

1.1  实验动物与分组

72 只 SD 大鼠，雌雄不拘，体质量 250~300 g，

清洁级，购自南方医科大学医学动物实验中心。随

机抽取 8 只作为正常对照组，将另 64 只大鼠随机

均分为假手术组和模型组。

1.2  主要仪器与试剂

恒 温 离 心 机（Sigma 公 司， 型 号 -3K-18）；

CO2 细 胞 培 养 箱（ 上 海 力 申 科 学 仪 器 公 司 ）；

流 式 细 胞 仪（ 美 国 Beckman Coulter 公 司， 型 号

EpicsXL）； 酶 标 仪（ 瑞 士 Hamilton 公 司， 型

号 -FAME24/20）；Olympus 倒 置 显 微 镜（ 日 本

Olympus 公 司 ）； 戊 巴 比 妥 钠 购 于 Sigma 公 司；

Annexin V-FITC Kit 购 自 Bender 公 司； 大 鼠 NE 

ELISA Kit 与 MMP-9 ELISA Kit 均为武汉华美生物
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公 司 产 品； 山 羊 抗 鼠 occludin 多 克 隆 抗 体 为 美 国

Zymed Laboratories 公 司 产 品；Folin 酚 试 剂 上 海 喜

润生化试剂公司；大鼠淋巴细胞分离液购自 TD 公司。

1.3  模型制备

模型组大鼠经腹腔内注射戊巴比妥钠（50 mg/kg）

麻醉，行腹正中线剖开，分离胆总管，在靠近十二

指肠处双重丝线结扎，并于两结扎线之间切断胆总

管，制备 BDO 模型。假手术组除不结扎和切断胆

总管外，其余操作同上。术后各组大鼠分笼喂养，

自由饮水和进食专用饲料。

1.4  标本留取与处理

假手术组与模型组大鼠于术后 3、7、10、14 d

分批等量处死，留取标本；正常对照组则在实验期

间随机处死获取标本。⑴ 血液标本：腹腔麻醉下，

剖 胸， 直 视 下 心 脏 穿 刺 抽 血 3 mL， 收 集 于 EDTA

抗凝管，离心留取血浆，-80 ℃保存用于测定蛋白

含量。⑵ BALF 制备：留取血液标本后，游离气管

并结扎右侧肺门，在气管下段作“⊥”形切口，采

用外径为 1.8 mm 的头皮针导管沿切口插入左主支

气 管 末 端 分 叉 处， 预 热 生 理 盐 水（37 ℃）2.5 mL

低 压 注 入 肺 内， 待 左 肺 叶 变 为 膨 隆、 苍 白 回 抽 灌

洗液，反复推注—回抽 5 次，最后将回抽液注入离

心 管， 置 于 冰 浴 中； 上 述 灌 洗 操 作 重 复 4 次， 共

收 集 5 次 BALF 约 10 mL； 将 所 得 BALF 在 4 ℃、

1 000 r/min 条 件 下 离 心 5 min， 上 清 液 分 装 于 EP

管中，-80 ℃保存用于测定蛋白含量，细胞沉淀用

于 PMN 凋亡率的检测。⑶ 肺组织标本：气管结扎

后立即从右肺上叶切取一块肺组织，放入 10% 甲

醛中固定 24 h，进行脱水、包埋、制成蜡块，用于

HE 染色及免疫组化染色。

1.5  检测指标与方法

1.5.1  PMN 凋亡率检测　取 BALF 细胞沉淀用 PBS

稀 释 至 3 mL， 加 入 2 mL 淋 巴 分 离 液 之 上，4 ℃、

2 000 r/min 条件下离心 10 min，取底层细胞经瑞氏

染 色 法 检 查 PMN 纯 度 >90%， 重 悬 于 RPMI 1640

细 胞 培 养 液 中， 调 整 细 胞 浓 度 为 1×106/mL， 取 

100 μL 细胞悬液 PBS 洗 2 次，加入 100 μL Binding 

Buffer 和 5 μL Annexin-V FITC， 室 温 避 光 孵 育

20 min， 再 加 入 PI 5 μL， 避 光 反 应 5 min， 加 入

400 μL Binding Buffer 悬 浮 细 胞， 立 即 上 流 式 细

胞 仪 分 析。 采 用 Annexin-V 和 PI 双 标 法 分 析，

Annexin-V+/PI- 为 凋 亡 细 胞， 计 数 凋 亡 细 胞 所 占

的百分比作为凋亡率。

1.5.2  ELISA 方 法 检 测 MMP-9 活 性　 室 温 下 解

冻 BALF 上 清 液 标 本， 按 试 剂 盒 说 明 书 要 求 操

作，根据标准品得出的 OD 值绘制标准曲线，计算

MMP-9 浓度（ng/mL）。

1.5.3  肺组织 occludin 免疫组化染色　肺组织蜡

块 切 成 20 μm 切 片， 脱 蜡， 梯 度 酒 精 水 化，PBS

冲 洗，0.01 mmol/L 枸 橼 酸 盐 缓 冲 液 修 复 抗 原，

3%H2O2 室温孵育 10 min，PBS 冲洗，3 min×3 次，

滴 加 山 羊 抗 鼠 occludin 多 克 隆 抗 体， 以 PBS 代 替

一抗作为对照，4 ℃冰箱过夜，室温下复温 45 min，

PBS 冲洗，5 min×3 次，滴加二抗（生物素化羊抗兔

IgG），37 ℃，60 min，PBS 冲洗，5 min×3 次，滴加

DAB 显 色， 显 微 镜 下 观 察 见 阳 性 反 应，occludin

蛋 白 呈 棕 黄 色， 终 止 显 色， 苏 木 素 复 染， 脱 水，

中性树胶封片。将切片置于与图象分析系统相连显

微镜（×400），每张切片随机选取 10 个视野，采

用图像分析软件 IPP6.0（Image Pro Plus 6.0）分析，

固定窗口面积进行测定 occludin 蛋白阳性染色面积

（positive stained area，PSA） 百 分 比（%）， 计 算

平均值，其值愈高则表示 occludin 蛋白含量愈高。

1.5.4  肺 通 透 指 数（lung permeability index，

LPI）　室温下解冻 BALF 上清液与血浆标本，采

用 Lowry 方 法 [6] 测 定 蛋 白 含 量， 按 BALF 蛋 白 含

量 / 血浆蛋白含量计算 LPI。肺泡上皮细胞通透性

增加，能引起大量水和蛋白质进入肺泡腔。因此，

通过计算 LPI 可以反映肺泡上皮细胞通透性的改变。

1.6  统计学处理

实 验 数 据 用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 应

用 SPSS 17.0 软件进行统计处理，采用方差分析、

t 检验和 Pearson 相关性分析，以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

2　结　果

2.1  肺组织病理改变

正常对照组：大鼠肺泡结构完整，肺泡腔内清

晰，壁光滑，肺泡腔及间隔内无水肿、炎症等改变 

（ 图 1A）。 假 手 术 组： 仅 术 后 1 d 肺 间 质 少 量

PMN 浸润，其余时间点肺间质无 PMN 浸润，肺组

织未见明显水肿、炎症表现（图 1B-E）。模型组：

各时间点均见肺泡腔、间质内 PMN 渗出、浸润，

随着梗阻时间延长，肺组织病理改变呈现进行性加

重，7 d 可见肺泡腔内较多渗出液，肺泡间隔增厚、

结构破坏，丧失连续性，部分严重者肺泡塌陷、不

张，肺间质不同程度出血表现（图 1F-I）。
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2.2  BLAF 中 PMN 凋亡率与 MMP-9 活性改变

正常对照组大鼠 BLAF 中 PMN 凋亡率为（70.58± 

3.76）%、MMP-9 含 量 为（14.08±3.07）ng/mL； 假

手 术 组 大 鼠 术 后 各 时 间 点 BLAF PMN 凋 亡 率 及

MMP-9 含量与正常对照组间的差异均无统计学意

义（ 均 P>0.05）；与 假 手 术 组 比 较，模 型 组 大 鼠

PMN 凋亡率逐渐下降，MMP-9 活性逐步增加，各

时间点的差异均有统计学意义（均 P<0.05）（表 1）。

2.3  肺组织 occludin 免疫组化结果

正 常 对 照 组 occludin 蛋 白 在 肺 泡 上 皮 细 胞 胞

膜、胞质呈连续的表达，其 PSA 为（45.95±4.60）%

（图 2A）。假手术组各时间点 occludin 蛋白的表

达与正常对照组无明显差异（图 2B-E）。模型组

肺泡上皮细胞 occludin 蛋白在 3 d 时间点仍为连续

表达，但 7、10、14 d 时间点在胞膜呈明显断裂的

表达，并且胞膜、胞质的表达随造模后时间延长而

减少（表 2）（图 2F-I）。

表 1　假手术组与模型组大鼠 BLAF PMN 凋亡率、MMP-9 活性的变化
Table 1　Alterations of PMN apoptosis and MMP-9 activity in the BALF of sham group and model group

PMN 凋亡率（%） MMP-9（ng/mL）
组别 3 d 7 d 10 d 14 d 3 d 7 d 10 d 14 d

假手术组   68.54±6.73  64.70±7.87  72.25±7.49  71.25±5.92  15.95±2.81  15.35±2.53  14.59±2.82  14.32±2.55
模型组   34.38±5.181)  25.60±4.911)  23.59±4.271)  25.71±5.221)  42.75±3.991)  48.38±5.801)  57.34±5.611) 59.97±5.281)

注：1）与假手术组相应时间点比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. sham group at the same time point

图 2　免疫组化检测肺泡上皮 occludin 蛋白的表达 （×400）　　A：正常对照组；B-E：假手术组（分别为术后 3、7、10、
14 d）；F-I：模型组（分别为术后 3、7、10、14 d）

Figure 2　Immunochemical staining for occluding protein expression in the alveolar epithelial cells　　A: Normal control group; B–E: 
Sham group (postoperative day 3, 7, 10,14 respectively); F–I: Model group (postoperative day 3, 7, 10,14 respectively)

A B C D E

A F G H I 

图 1　大鼠肺组织病理改变（HE ×200）　　A：正常对照组；B-E：假手术组（分别为术后 3、7、10、14 d）；F-I：模型组（分
别为术后 3、7、10、14 d）

Figure 1　Pathological findings of the rat lung tissues (HE ×200)　　A: Normal control group; B–E: Sham group (postoperative day 3, 7, 
10,14 respectively); F–I: Model group (postoperative day 3, 7, 10,14 respectively)

A B C D E

A F G H I

3 d 7 d 10 d 14 d

3 d 7 d 10 d 14 d
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2.4  LPI 改变

正 常 对 照 组 LPI 为（1.94±0.17）%，假 手 术

组术后给时间点的 LPI 与正常对照组间差异无统计

学学意义（均 P>0.05）；与假手术组比较，模型组

大鼠 LPI 在术后 3 d 变化不明显（P>0.05），但 7 d

后 LPI 呈进行性增加，7~14 d 各时间点的差异均有

统计学意义（均 P<0.05）（表 2）。

2.5  相关性分析

通 过 Pearson 相 关 性 分 析 表 明，模 型 组 大 鼠

BLAF PMN 凋 亡 率 与 MMP -9 活 性 呈 负 相 关（r= 

-0.935，P<0.001），MMP-9 活性与肺组织 occludin

蛋 白 PSA 呈 负 相 关（r=-0.796，P<0.001）， 肺 组

织 occludin 蛋 白 PSA 与 LPI 呈 负 相 关（r=-0.800，

P<0.001）。

3　讨　论

梗 阻 性 黄 疸 时， 大 量 内 毒 素 进 入 血 液 循 环，

形 成 内 毒 素 血 症 [7-8]， 造 成 肝 细 胞 损 伤、Kupffer

细胞功能抑制，内毒素除直接损伤肺组织外，还通

过刺激机体释放大量促炎因子作用于肺脏，并促使

大量 PMN 从血管游走、聚集于肺组织，导致引起

炎性肺损伤 [5]。因此，肺脏是梗阻性黄疸造成全身

性病理损伤的靶器官之一。本实验发现，各时间点

BDO 大鼠肺泡腔、间质内 PMN 渗出、浸润。随着

梗阻时间延长，肺组织病理损伤呈现进行性加重，

术后 7 d 可见肺泡腔内较多渗出液，肺泡间隔增厚、

结构破坏，丧失连续性，甚至部分肺泡塌陷、不张，

肺间质不同程度出血等。这表明 BDO 大鼠均存在

不同程度的肺损伤，其损伤在胆总管结扎的早期表

现较轻，BDO 7 d 之后病理改变逐步加重。然而，

梗阻性黄疸造成肺损伤的机制尚未研究清楚。 

PMN 在炎症反应中扮演重要角色 [9]，其渗出

血 管， 游 走、 浸 润 外 周 组 织， 触 发 炎 症 反 应， 并

以 凋 亡 的 方 式 被 机 体 及 时 清 除， 有 利 于 炎 症 的 局

限与消退 [10]。但在病理状态下 [11-12]，PMN 凋亡的

延迟或减少，将可造成滞留外周组织 PMN 数量增

多、 功 能 增 强， 引 起 活 性 氧 自 由 基、 蛋 白 水 解 酶

与炎症介质的释放，导致炎症反应的持续与加强，

在 得 不 到 有 效 调 控 的 情 况 下， 可 进 一 步 引 发 炎 症

“瀑布效应”，甚至诱发全身炎症反应综合征 [13]。

笔者的前期实验 [14-16] 表明，BDO 大鼠外周血 PMN

凋亡延迟、趋化性增强与 IL-8 活性异常升高容易

导 致 机 体 的 过 度 炎 症 反 应， 是 梗 阻 性 黄 疸 诱 发 一

系 列 感 染 并 发 症 与 器 官 损 伤 的 重 要 因 素。 本 实 验

通 过 检 测 BDO 大 鼠 BALF PMN 凋 亡 情 况， 发 现

PMN 凋 亡 率 从 术 后 3 d 的（34.38±5.18）% 逐 步

降 至 14 d 的（25.71±5.22）%， 低 于 假 手 术 组 相

应 时 间 点， 差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05）， 表

明 BALF PMN 凋亡减少，PMN 数量增多，引发肺

组织过度炎症反应，可能是造成肺损伤原因之一。

MMP-9 是 MMPs 家族中重要的成员之一，又

称 明 胶 酶 B， 来 源 于 成 熟 的 PMN， 属 于 降 解 基 底

膜 及 细 胞 外 基 质 蛋 白 的 肽 链 内 切 酶， 对 细 胞 外 基

质 成 分 有 降 解 作 用， 参 与 炎 症 反 应 与 组 织 器 官 的

损 伤 [17]。 实 验 结 果 发 现，BDO 大 鼠 BALF 上 清 液

MMP-9 活性明显增强，并随着梗阻时间延长逐渐

升高，从术后 3 d 的（42.75±3.99）ng/mL 升高至

术 后 14 d 的（59.97±5.28）ng/mL， 明 显 高 于 假

手术组相应时间点，差异有统计学意义（P<0.05）。

进一步相关性分析发现，BDO 大鼠 BALF PMN 凋

亡 率 与 MMP-9 活 性 呈 负 相 关 关 系。 这 表 明 BDO

大 鼠 BLAF 存 活 的 PMN， 在 引 发 炎 症 反 应 的 同

时，通过释放 MMP-9 来放大炎症反应，促进肺损

伤 的 发 生 发 展。 据 报 道，MMP-9 还 可 通 过 水 解 作

用 造 成 肺 泡 上 皮 屏 障 的 紧 密 连 接 蛋 白、 黏 附 蛋 白

损伤，导致肺泡通透性增加，加重肺损伤 [18]。本

研究结果表明，BDO 大鼠 BLAF MMP-9 活性与肺

组 织 occludin 蛋 白 阳 性 反 应 面 积 呈 负 相 关 关 系，

并 且 occludin 蛋 白 阳 性 反 应 面 积 逐 渐 减 少， 提 示

MMP-9 活性增强可能是造成 occludin 蛋白减少与

后续肺组织病理损伤逐渐加重的原因之一。

正 常 肺 泡 上 皮 细 胞 具 有 重 要 的 屏 障 功 能， 不

表 2　假手术组与模型组大鼠肺组织 occludin 蛋白 PSA 与 LPI 的变化
Table 2　Alterations of PSA for occluding protein and LPI in lung tissues of sham group and model group

PSA（%） LPI（%）
组别 3 d 7 d 10 d 14 d 3 d 7 d 10 d 14 d

假手术组 42.76±4.12   42.09±4.50   44.72±6.55   45.99±7.09    2.09±0.21    1.93±0.16    1.90±0.17    1.89±0.20
模型组 40.84±5.43   33.71±5.811)   23.88±6.301)   20.18±4.791)    2.08±0.19    3.10±0.201)    3.50±0.291)    5.81±0.391)

注：1）与假手术组相应时间点比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. sham group at the same time point
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仅 能 防 止 肺 泡 腔 内 吸 入 的 有 害 物 质 侵 入 肺 组 织，

而且能限制液体和蛋白质过多地渗入到肺泡腔 [19]。

该 功 能 的 维 护 依 赖 于 肺 泡 上 皮 细 胞 间 的 紧 密 连 接

（tight junction，TJ），黏附连接、桥粒和缝隙连

接， 其 中 前 者 在 维 护 屏 障 的 完 整 性 中 起 了 关 键 作

用 [19]。occludin 蛋白属于 TJ 特征性蛋白，是构成

肺泡上皮屏障的结构基础 [4]。肺泡上皮细胞损伤，

细胞间 TJ 受到破坏，屏障功能受损，上皮通透性

增高使大量水和蛋白质进入肺泡腔，进而导致肺水

肿 的 发 生， 是 急 性 肺 损 伤 发 生 发 展 的 重 要 病 理 生

理基础 [19-20]。本研究结果显示，BDO 大鼠肺组织

occludin 蛋白与 LPI 的改变呈负相关关系。由此推

测，BDO 大 鼠 肺 组 织 occludin 蛋 白 减 少， 引 起 肺

泡上皮细胞间 TJ 破坏，细胞间隙增大，导致肺泡

上皮细胞屏障功能的损伤和肺泡通透性的增加，是

梗阻性黄疸造成肺损伤的重要因素。进一步结果显

示，BDO 3 d 大鼠肺组织 occludin 蛋白、LPI 无明

显改变，但 7 d 之后，大鼠肺组织 occludin 蛋白明

显 减 少、LPI 明 显 增 加。 这 表 明 BDO 大 鼠 肺 组 织

的损伤是一个渐进的过程，起初仅为肺组织炎症反

应的损伤，逐步进展为肺上皮细胞结构破坏与屏障

功能受损，与文献报道梗阻性黄疸肺组织病理改变

进行性加重的结果一致 [5]。

综 上 所 述，BDO 大 鼠 肺 泡 PMN 凋 亡 减 少，

MMP-9 活性增强，不仅引发肺内炎症反应持续与

加强造成肺组织损伤，而且随着梗阻时间的延长，

可 能 通 过 引 起 肺 泡 上 皮 细 胞 occludin 蛋 白 减 少，

肺泡通透性增加，导致肺泡上皮屏障功能破坏，在

梗 阻 性 黄 疸 诱 发 和 加 重 急 性 肺 损 伤 的 病 理 过 程 中

具有重要的作用与意义。
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