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● 基础研究

脂多糖对大鼠肺泡巨噬细胞分泌一氧化氮和氧化应激的影响

杨学东 张新勇 赵怀兵 尹明 钱小顺 王士雯

【摘要】 目的探讨细菌内毒素脂多糖(LPS)对SD大鼠肺泡巨噬细胞产生一氧化氮(NO)和氧化应激的影响。

方法采用支气管肺泡灌洗和细胞差速贴壁的方法分离大鼠肺泡巨噬细胞(AM)，分别测定AM培养上清液NO含

量、一氧化氮合酶(NOS)活性、丙二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活性。结果在5，10，20，50mg／I，LPS

分别干预下，大鼠AM培养上清液NO含量、NOS活性和MDA含量均显著升高，SOD活性显著降低，并且具有浓度

依赖性。结论LPS促进大鼠AM分泌NO，并诱导AM脂质过氧化损伤，这可能是内毒素诱发肺部炎症反应不易

控制和急性肺损伤的机制之一。

【关键词】脂多糖类；巨噬细胞，肺泡；一氧化氮；氧化性应激
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[Abstract] Objective To determine the effects of lipopolysaccharide(LPS)on the production of nitric oxide

(N0)and oxidative stress of rat alveolar macrophages(AM)．Methods Rat AM were isolated from the bronchial—

alveolar lavage fluid of adult Sprague-Dawley rats and harvested by selective plating technique．Rat AM were stimula—

ted in the absence or presence of LPS(5，10，25 and 50 mg／L)．Nitric oxide(N0)content and nitric oxide synthase

(NoS)activity in the supernatant of AM culture medium were measured using NO and NOS assay kits．Oxidative

stress was evaluated by measuring malondialdehyde(MDA)content and superoxide dismutase(SOD)activity in the

supernatant．Results LPS increased N0 content，NOS activity and MDA content and reduced SOD activity in a con—

eentration-dependent manner．Conclusion LPS promoted NO production and oxidative stress of rat AM，which

might contribute to the uncontrollable inflammatory response to lung infection and ultimately acute lung inj ury．
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随着对脓毒症发病机制研究的日益深入，人们逐

步认识到细菌内毒素是引起脓毒症乃至多器官功能

不全综合征(multiple organ dysfunction syndrome，

MODS)的重要因素之一，而机体天然免疫系统则是

一柄双刃剑口]。一方面，在细菌内毒素侵袭下，机体

天然免疫系统被激活，吞噬、消化并产生炎症发应消

灭病原体；另一方面，当机体天然免疫系统被过度激

活，局部炎症反应失控甚至扩散至全身，可能导致全

收稿13期：2006—03—29

基金项目：国家重点基础研究发展规划(973)基金资助项目

(G2000057004)

作者单位：100853北京市，解放军总医院老年心血管病研究所

作者简介：杨学东，男，1971年10月生，河北省保定市人，医学博士，

主治医师。Tel：010—66936756，E-mail：yangxdfmmu@yahoo．

corn．cn

通讯作者：王士雯，Tel：010-66936761

●

身炎症反应综合征(systemic inflammatory response

syndrome，SIRS)，全身多个脏器受损。

文献报道，肺脏是脓毒症最常见的首发衰竭器

官[2’3]。肺泡巨噬细胞(alveolar macrophage，AM)

是匍行于肺泡表面的游离细胞，也是肺泡腔内的常

驻吞噬细胞，是肺组织天然免疫系统的第一道防线，

在肺部炎症反应中发挥重要作用¨]。本试验研究脂

多糖(1ipopolysaccharide，LPS)对大鼠AM产生一

氧化氮(nitric oxide，No)和氧化应激的影响，以探

讨AM在内毒素性脓毒症发生与肺损伤中的作用。

l材料和方法

1．1材料成年SD大鼠，由解放军总医院实验动

物中心提供，体重140～1609，雌雄不拘，正常饮食。

LPS和RPMll640培养基均购自Sigma公司，胎牛

血清购自Hyctone公司，6孔细胞培养板为Corning
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公司产品，NO、一氧化氮合酶(nitric oxide syn-

thase，NOS)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)和

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)测定

试剂盒均购自南京建成生物公司。

1．2 大鼠AM分离 将大鼠以2％戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉，麻醉剂量为40mg／kg。待麻醉起效

后，将大鼠固定于操作台上，在距胸骨约Icm处纵

行剪开颈正中皮肤，钝性分离皮下组织直至气管，结

扎气管。快速打开胸腔，顺序分离气管、支气管和肺

脏，用4℃无菌磷酸盐缓冲液进行支气管肺泡灌洗，

经气管注入磷酸盐缓冲液5ml，轻柔按摩肺脏，保留

lmin回吸收，共6次。将收集的支气管肺泡灌洗液

在低温离心机上以1 000rpm离心10min，用

RPMll640培养液洗涤细胞2次，加入含10％胎牛

血清的RPMll640培养液重悬细胞，调节细胞密度

为2×109／L。采用差速贴壁法分离AM[5]。以台

盼蓝染色法评价AM的活力，AM活力在95％以

上。倒置显微镜下，AM直径较大，大小不一，形态

具多形性，细胞可呈圆形、椭圆形或不规则形。

1．3 AM分泌NO和NOS活力的测定 将含

10％胎牛血清的AM细胞悬液调整为2×109／L，加

入6孔平底细胞培养板，每孔2ml，37℃孵育2h后

更换细胞培养液，继续培养，待细胞贴壁伸展后，每

孔加入条件培养液，置于37℃孵箱内培养、干预6h。

收集细胞培养上清。根据NO试剂盒说明书测定

NO含量，其原理为：NO与分子氧反应生成NOz，

并进一步转化为硝酸盐(NO。一)和亚硝酸盐

(N0。一)，用硝酸还原酶法测定大鼠AM培养上清

液NO。一／NO。一的含量作为NO生成的指标。采

用NOS试剂盒测定NOS活力，其原理为：NOS催

化L一精氨酸和分子氧反应生成NO，NO与亲核性

物质生成有色化合物，在530nm波长下测定光密度

(OD)值，根据OD值的大小计算NOS活力。

1．4 MDA含量的测定 AM培养上清收集方法

同步骤1．3。根据MDA试剂盒说明书，以硫代巴

比妥酸(thiobarbituric acid，TBA)法测定MDA含

量。计算公式：MDA含量(／xmol／L)一(测定管吸光

度一标准空白管吸光度)／(标准管吸光度一标准空

白管吸光度)×标准品浓度(10弘mol／L)。

1．5 SOD活性的测定 AM培养上清收集方法同

步骤1．3。参照SOD试剂盒说明书进行测定。

1．6 实验分组 实验分为5组，分别为空白对照

组，5，10；20，50 mg／L LPS组。

1．7 统计学处理 试验数据采用均数±标准差

(z±s)表示，两试验组均数比较采用￡检验，多组

间均数比较采用单因素方差分析。采用Origin软

件进行统计分析，P<0．05认为差异具有统计学意

义。

2 结 果

2．1 不同浓度LPS对大鼠AM的NO含量和NOS

活性的影响在5，10，20，50 mg／L LPS分别干预下，

大鼠AM的NO含量和NOS活性均呈递增趋势，并

且均显著高于空白对照组(表1)。

表1不同浓度LPS组大鼠AM的NO

含量和NOS活性变化(，z一4)

注：与空白对照组比较，’P<O．01

2．2 不同浓度ItS对大鼠AM的MDA和SoD活

力的影响在5，10，20，50 mg／L LPS分别干预下，大

鼠AM的MDA含量呈递增趋势，并且均显著高于空

白对照组；在5，10，20，50 mg／L LPS分别干预下，大

鼠AM的SOD活性呈递减趋势，并且均显著低于空

白对照组(表2)。

表2不同浓度LPS组大鼠AM的MDA含量

和SOD活性变化(咒=4)

注：与空白对照组比较，+P<0．01

3讨 论

研究资料表明，NO在脓毒症和脓毒性休克的发

病机制中扮演着重要角色哺]。NO具有致炎和抗炎

双重效应，既是氧化剂又是抗氧化剂，被认为是免疫

和炎症网络的重要因子。大剂量NO可引起低血压、

细胞内缺氧、凋亡、乳酸酸中毒，最终导致多器官衰

竭。因此，NO是诱导机体微循环障碍和多器官损伤

的重要炎性介质。文献报道，脓毒症和脓毒性休克患

者的血浆NO水平显著升高口]，感染性SIRS患者的

血浆NO水平显著高于非感染性SIRS患者和健康

人，并且血浆NO水平随着SIRS和MODS的病情加

重而升高口]，因此血浆NO水平也是反映脓毒症患者

  万方数据



中华老年多器官疾病杂志2007年6月第6卷第3期Chin J MultOrganDis Elderly Jun 2007 Vol 6 No 3 ·191·

病情变化的指标之一。本试验结果表明，LPS可刺激

大鼠AM的。NOS活性增强，分泌NO增多，提示在严

重肺部细菌感染时，作为肺第一道天然免疫屏障，AM

可分泌大量NO从而参与SIRS和肺炎症损伤的病理

生理机制，而AM的NOS活性升高可能与LPS诱导

型NOS基因表达上调有关凹]。

正常情况下，体内代谢产生少量自由基，可被机

体清除自由基的抗氧化酶类系统如SOD等和非酶类

系统如维生素C等抗氧化营养素迅速清除，不至于因

堆积过多而引起组织的损伤。在某些病理情况下，体

内自由基清除系统功能下降，过多的自由基可氧化生

物膜的多不饱和脂肪酸，产生脂质过氧化，使细胞膜

结构受到损伤，从而引起细胞的破坏、老化和功能障

碍。尽管人们对脓毒症的病理生理过程的认识尚待

不断深化，但已有大量研究表明，氧化应激可能是关

键因素之一。脓毒症患者SIRS失控，氧化应激增加，

引起炎症细胞过度释放氧自由基，而机体内源性的抗

氧化剂及自由基清除剂在脓毒症时被大量消耗，自由

基与其他炎症介质协同，对各组织器官造成严重损

伤[10|。并且危重症患者氧化应激越高，临床预后越

差[11|。文献报道，肺脏氧化应激增强是脓毒症急性

肺损伤的主要病理生理特征。肺氧化应激主要是由

肺炎症细胞如AM和中性粒细胞介导的，而与肺实质

细胞如上皮细胞、内皮细胞无关口引。本实验选用

MDA、SOD作为脂质过氧化反应的指标。MDA是脂

质过氧化的终产物，能改变膜的流动性、交联、结构和

功能，增加膜的脆性，最终导致膜的损坏。SOD是一

种重要的抗氧化酶，具有清除自由基、抑制脂质过氧

化反应的作用。本试验结果表明，LPS可刺激大鼠

AM产生MDA增多，而SOD减少，提示LPS可直接

诱导大鼠AM氧化损伤，这可能是AM在内毒素攻

击下免疫防御反应失衡的原因之一[1引，而抗氧化剂

可能在重症感染或脓毒症时保护机体免疫系统，防止

免疫反应失衡引起的肺损伤。

在LPS作用下，大鼠AM产生MDA和NO均

呈增多趋势，大鼠AM氧化应激增强可能与其合

成、分泌NO增加有关。NO可激活可溶性鸟苷酸

环化酶，引起蛋白巯基的亚硝基化，并且在蛋白活性

位点与金属离子形成亚硝酰基复合物；NO可与超

氧化物反应，产生强烈的氧化剂如超氧化氮和羟自

由基，这可能是NO导致组织氧化应激损伤的最重

要的机制之一。NO和超氧化氮可通过多种途径诱

导肺脏氧化应激，如(1)直接导致细胞氧化损伤；(2)

抑制线粒体酶(如细胞色素酶)；(3)诱导细胞DNA

断裂损伤，激活细胞内多聚一腺苷5’二磷酸一核糖聚

合酶，引起细胞能量损耗等。
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