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乌司他丁对百草枯中毒大鼠肺泡上皮屏障功能的影响
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摘要: 目的 探讨乌司他丁 ( ulinastatin，UTI) 对百草枯 ( paraquat，PQ) 中毒急性肺损伤大鼠肺上皮屏障功能

的影响及意义。方法 将 54 只 SD 大鼠随机分为对照组 ( A 组) 、PQ 组 ( B 组) 和 UTI 组 ( C 组) ，每组各 18 只。B、
C 组以生理盐水稀释 PQ 80 mg /kg 一次性灌胃; C 组灌胃后以 UTI 100 000 U /kg 腹腔注射，每日 1 次; A 组等量生理盐

水一次性灌胃。于不同处理后 24、48、72 h 测定肺泡上皮通透性 ( AEP) 、肺泡内液体清除率 ( ALCR) 、总肺水量

( TLW) 和肺血管外肺水量 ( EVLW) ; 原位末端缺刻标记法 ( TUNRL) 检测肺泡上皮细胞凋亡情况; 观察肺组织病

理学改变; 并进行肺损伤半定量评分。结果 与 A 组比较，B 组大鼠中毒后 24、48、72 h ALCR 显著降低，TLW、
EVLW 及 AEP 呈明显升高趋势 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。与 B 组比较，C 组大鼠中毒后 24、48、72 h ALCR 均明显升

高，TLW、EVLW 及 AEP 呈明显降低趋势 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，且肺组织的水肿、出血、炎症程度、局部出血及

损伤学评分和肺湿 /干重比均明显好转。结论 百草枯中毒并急性肺损伤大鼠存在严重的肺泡上皮屏障功能障碍; 乌

司他丁通过抑制肺泡上皮细胞凋亡，可改善肺泡上皮功能障碍，减轻肺损伤程度。
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Effect of ulinastatin on alveolar epithelial barrier of rats with acute paraquat poisoning
ZHANG Zhi-jian* ，PENG Li-bo，LUO Ya-juan，ZHOU Cong-yang

( * ． Department of ICU，Banan District People's Hospital，Chongqing 401320，China)

Abstract: Objective To investingate the effect of ulinastatin on alveolar epithelial barrier in rats with lung injury by acute
paraquat poisoning． Methods 54 Sprague-Dawley ( SD) rats were randomly divided into three experimental groups: control
group ( group A) ，paraquat poisoning group ( group B) and UTI treating group ( group C) ，18 in each group． Rats in group
B and group C were administered intragastrically with 80 mg /kg PQ; rats in group C were additionally injected peritoneally with
100 000 U /kg ulinastatin immediately after PQ exposure，once a day; rats in group A were administered intragastrically with the
same volume of saline only． The alveolar liquid elearance rate ( ALCR) ，total lung water content ( TLW) ，extravascular lung
water content ( EVLW) and alveolar epithelial permeability ( AEP) were examined at 24，48 and 72 h after poisoning respec-
tively． Meantime，the alveolar epithelium apoptosis was detected by TUNEL and lung pathological changes was evaluated by
Smith lung injury score as well． Results The results showed that there were continuous increase in levels of AEP，TLW and
EVLW，while the level of ALCR was reduced in group B compared with group A at 24，48，72 h after poisoning，respectively．
Compared with group B，there was continuous decrease of AEP，TLW and EVLW，while the level of ALCR presented rised
trend in group C at 24，48，72 h after poisioning，additionally，the pathological changes in lung tissue of PQ poisoning such as
congestion，edema，leukocytes infiltration and local hemorrhage，damage score and wet /dry ratio of lung tissue in group C were
all significantly improved． Conclusion The results suggested that there is severe pulmonary alveolar barrier in acute lung injury
rats by paraquat，UTI can significantly improve alveolar epithelial barrier function，reduce lung injury from PQ-ALI rats that may
be by inhibiting the apoptosis of pulmonary epithelial cells．
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百草枯中毒 ( paraquat poisoning，PQP) 是临床

常见的中毒病症，急性肺损伤 /急性呼吸窘迫综合征

( acute lung injury，ALI /acute respiratory distress syn-
drome，ARDS) 是 PQ 中 毒 最 常 见 的 早 期 死 亡 原

因［1 ～ 3］。Matthay［4］等研究认为肺泡上皮屏障功能在

ALI 发病机制中占中心地位，肺泡上皮屏障损伤程度

决定了 ALI 患者病情，而上皮屏障功能恢复情况决定

了患者预后。本实验使用乌司他丁( UTI) 对 PQ 中毒

大鼠的 ALI 进行干预，通过监测肺泡上皮细胞形态和
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功能的变化，探讨 UTI 对肺泡上皮屏障功能的影响和

意义。
1 材料和方法

1. 1 实验仪器及试剂

全自 动 生 化 仪 ( 57600-010，日 本 日 立 公 司) ;

Bayer 血气分析仪。牛磺胆酸钠购自美国 Sigma 公司;

BCA 蛋白试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 细

胞凋亡原位检测 ( TUNEL) 试剂盒购自武汉博士德

公司。20%百草枯溶液产于上海先正达公司，乌司他

丁 ( UTI) 购于天普生化医药有限公司。
1. 2 实验动物分组及模型制作

54 只 清 洁 级 Sprague-Dawley ( SD ) 大 鼠，体 重

( 220 ± 40) g ( 南昌大学动物科学部提供) ，随机分

为对照组( A 组) 、染毒组( B 组) 和 UTI 干预组 ( C
组) 。B 组和 C 组 PQ 一次性 ( 80 mg /kg) 灌胃建立

百草枯中毒模型; A 组等量无菌生理盐水灌胃。染毒

30 min 后 C 组腹腔注射 UTI ［100 000 U / ( kg·d) ］;

A 组和 B 组每日等量生理盐水腹腔注射。于染毒后

24 h、48 h、72 h，每组各 6 只大鼠，3%的戊巴比妥

( 35 mg /kg) 腹腔注射麻醉后腹主动脉放血处死。
1. 3 观察指标和方法

1. 3. 1 动脉血气 PaO2、PaCO2 测定 处死大鼠前行

腹主动脉取血 0. 5 ml，用 Bayer 血气分析仪测定动脉

血 PaO2、PaCO2 变化。
1. 3. 2 肺组织病理学观察、肺损伤评分以及湿 /干
质量比( W/D) 测定 取右肺上叶和中叶用 10% 中性

多聚甲醛固定，梯度乙醇脱水，常规石蜡包埋，切

片，HE 染色，光镜下观察肺组织病理学变化。肺损

伤评分采用 Osman［5］等的标准计算。取右肺下叶，滤

纸擦干肺表面液体，立即称湿重，再置于 80 ℃ 烤箱

中 72 h 至重量恒定即干重。

W/D = 肺湿质量 － 肺干质量
肺干质量

× 100%

1. 3. 3 肺泡内液体清除率( ALCR) 采用 Rezaigu-
ia［6］法。大鼠苯巴比妥钠麻醉后，游离气管，将直径

为 1 mm 的导管插入气管。经导管注入 5% 白蛋白液

( 内含 0. 37 Kbq125 I-白蛋白 3 ml /kg) ，1 min 后抽取

0. 1 ml 肺内液体作 γ 计数和蛋白浓度测定。1 h 后大

鼠放血活杀。取肺泡内液体作 γ 计数和蛋白浓度测

定，并取肺组织作 γ 计数。
Vi = ( Vd ×5) /TPi
Vf = ( Vi × TPi × Fr) /TPf

ALCR ( μl /h) = Vi × Fwi － Vf × FwfVi × Fwi

式中: Vi 和 Vf 分别代表起始和最终肺泡液体总

量，Fwi 和 Fwf 分别代表起始和最终肺泡液体中的含

水量，TPi 和 TPf 分别代表起始和最终肺泡液体中的

蛋白浓度。
1. 3. 4 总肺水量( TLW) 和肺血管外肺水量( EVLW)

采用 Noble 法［7］并加以改进。大鼠放血活杀，抽血

分别测定血液血红蛋白( Hb) 含量和干湿质量。取一

小块肺组织制成 10% 匀浆液测血红蛋白含量。另取

肺组织 1 块，精确称湿重后，80 ℃烘干 72 h 至恒重。

TLW( ml /g) = 肺湿质量 － 肺干质量
肺干质量

每克湿肺
含残血量

=

匀浆液 Hb
血液 Hb × 匀浆总样本量 × 1. 055

匀浆肺质量

湿肺含残血量 = 肺湿质量 × 每克湿肺含残血量

EVLW( ml /g) =肺湿质量－肺干质量－湿肺含残血量
肺干质量

1. 3. 5 肺泡上皮通透性 ( AEP) 通过肺组织伊文兰

( EBD) 含量反映肺血管通透性大小。动物处死前

0. 5 h 尾静脉注射伊文蓝 20 mg /kg。处死前留取动脉

血，离心取上清液，10 μl 血清加入 990 μl NS 中。
处死后行左肺支气管肺泡灌洗，收集支气管肺泡灌洗

液 ( BALF) 。用分光光度计 ( 620 nm) 法测定 BALF
和血清的吸光度 ( A 值) ，以 A肺泡 /A血清 比值反映肺泡

上皮的通透性。
1. 3. 6 肺组织肺泡上皮细胞凋亡检测 用 TUNEL
法检测组织肺泡上皮细胞凋亡情况，操作按说明书进

行，光镜下观察细胞核染色情况。每张切片随机观察

10 个视野，计算阳性细胞数和细胞总数，以 ( 阳性

细胞数 /细胞总数) × 100%作为凋亡指数。
1. 4 统计方法

所有数据采用 SPSS13. 0 统计软件分析，数据以均

数 ±标准差( x ± s) 表示，多样本均数比较采用单因素

方差分析，方差不齐则行秩和检验，相关性检验采用

Pearson 相关分析，以 P ＜0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 各组大鼠动脉 PaO2、PaCO2 变化

B 组染毒后 24、48、72 h PaO2 较 A 组降低 ( P
＜0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，C 组染毒后 24、48、72 h PaO2

较 B 组升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。B 组染毒后 24、
48、72 h PaCO2 较 A 组 均 升 高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ，且随病程进展升高程度越明显，C 组染毒后

24、48、72 h PaCO2 较 B 组降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ，见表 1。
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表 1 三组大鼠动脉 PaO2、PaCO2 变化 ( n = 6，x ± s) mm Hg

组别
PaO2 PaCO2

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
A 组 95. 02 ± 1. 24 94. 54 ± 2. 12 93. 85 ± 1. 98 34. 58 ± 3. 24 35. 01 ± 2. 17 34. 01 ± 1. 98
B 组 64. 13 ± 5. 23# 59. 55 ± 5. 15# 52. 23 ± 5. 06# 28. 57 ± 2. 27# 49. 47 ± 4. 51# 52. 78 ± 3. 07#

C 组 82. 85 ± 6. 01#☆ 76. 49 ± 7. 32#☆ 63. 03 ± 7. 51#☆ 30. 22 ± 5. 26＊△ 38. 04 ± 4. 27＊☆ 42. 28 ± 3. 88#☆

注: 与 A 组比较，* P ＜ 0. 05，#P ＜ 0. 01; 与 B 组比较，△P ＜ 0. 05，☆P ＜ 0. 01。

2. 2 各组大鼠肺组织病理学改变

A 组肉眼见肺组织回缩良好，呈均匀粉红色。光

镜下肺泡结构清晰，肺泡壁薄，肺泡腔内无炎性细胞

浸润。B 组肉眼见肺组织回缩不良，体积明显增大，

色不均匀，可见点片状淤斑、出血点，呈暗红色。光

镜下见肺间质和肺泡水肿，肺泡腔内充满粉染均质水

肿液，可见游离的中性粒细胞、巨噬细胞和少量纤维

素，伴弥漫性肺出血，肺泡腔塌陷，部分有透明膜形

成，组织内灶状、片状炎性细胞浸润。C 组皆较 B 组

轻。见图 1。

对照组 PQ 组 48 h UTI 组 48 h

图 1 各组肺组织病理学图 ( HE，× 100)

2. 3 各组大鼠肺损伤学评分和肺湿 /干质量比

C 组 24、48、72 h 肺 损 伤 评 分 ( 0. 36 ± 0. 09 )、
( 0. 98 ± 0. 24)、 ( 2. 45 ± 0. 42) ，均较 A 组同时间点

( 0. 17 ±0. 04)、( 0. 15 ±0. 04)、( 0. 16 ±0. 06) 显著增高

( P ＜ 0. 01) ; 但较 B 组各时间点明显降 低 ( 0. 79 ±
0. 22)、( 2. 23 ±0. 58)、( 5. 59 ±0. 85) ( P ＜0. 01)。

B、C 组各时间点肺湿干重比较 A 组明显增高

( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，但 C 组较 B 组明显降低 ( P
＜ 0. 05) 。
2. 4 各组大鼠肺内液体清除率的变化

B 组各时间点 ALCR 均较 A 组同时间点显著降低

( P ＜ 0. 01 ) ，C 组各时间点较 B 组明显升高 ( P ＜

0. 01) ，见表 2。
2. 5 各组大鼠总肺水量和肺血管外肺水量的变化

B 组各时间点 TLW 均较 A 组同时间点显著增加

( P ＜ 0. 01 ) ，C 组各时间点较 B 组明显降低 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。B 组大鼠各时间点 EVLW 较 A 组

升高，( P ＜ 0. 01) 。C 组各时间点 EVLW 均较 B 组同

时间点有所下降 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，见表 2。
2. 6 各组大鼠肺泡上皮通透性的变化

B 组各时间点 AEP 均较 A 组同时间点显著增加

( P ＜ 0. 01 ) ，C 组各时间点较 B 组明显降低 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，见表 2。

表 2 三组大鼠 ALCR、TLW、EVLW 和 AEP 的比较 ( n = 6，x ± s)

组别
ALCR ( μl /h) TLW ( ml /g)

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
A 组 310. 33 ± 26. 45 305. 52 ± 28. 14 307. 29 ± 29. 15 3. 15 ± 0. 14 3. 17 ± 0. 12 3. 16 ± 0. 15
B 组 265. 25 ± 21. 36# 221. 24 ± 18. 27# 198. 25 ± 17. 56# 3. 77 ± 0. 16# 4. 12 ± 0. 19# 4. 98 ± 0. 26#

C 组 285. 46 ± 19. 55#☆ 254. 87 ± 19. 46#☆ 236. 55 ± 17. 42#☆ 3. 44 ± 0. 16＊☆ 3. 72 ± 0. 18#☆ 4. 17 ± 0. 22#☆

组别
EVLW ( ml /g) AEP ( % )

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

A 组 2. 22 ± 0. 12 2. 26 ± 0. 11 2. 23 ± 0. 13 5. 78 ± 0. 59 5. 88 ± 0. 56 5. 86 ± 0. 51

B 组 2. 76 ± 0. 16# 3. 12 ± 0. 21# 3. 86 ± 0. 54# 12. 07 ± 1. 06# 23. 21 ± 2. 18# 32. 58 ± 3. 47#

C 组 2. 41 ± 0. 15＊☆ 2. 85 ± 0. 23#☆ 3. 01 ± 0. 26#☆ 8. 98 ± 1. 42＊△ 15. 89 ± 2. 02#☆ 21. 54 ± 4. 05#☆

注: 与 A 组比较，* P ＜ 0. 05，#P ＜ 0. 01; 与 B 组比较，△P ＜ 0. 05，☆P ＜ 0. 01。
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2. 7 肺脏细胞凋亡检测结果

A 组肺组织偶见凋亡肺泡上皮细胞。C 组各时间

点肺泡 上 皮 凋 亡 细 胞 ( 11. 44 ± 3. 87 ) 、 ( 19. 52 ±
5. 63) 、 ( 27. 77 ± 6. 92 ) 较 B 组 ( 15. 43 ± 4. 14 ) 、
( 32. 52 ± 8. 33) 、( 45. 99 ± 7. 65) 明显下降 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01) 。
3 讨论

肺脏是 PQ 中毒的主要靶器官，高通透性肺水肿

是 ALI 重要的病理生理特征，其程度与 ALI /ARDS 预

后呈正相关［4］。在既往研究中已发现 PQ 中毒大鼠肺

组织含水量在 12 h 后即可明显增多，大鼠同时有肺

水肿临床表现 ( 呼吸频率增快、口唇及四肢末端发

绀等) ［8］。本实验也观察到中毒大鼠肺间质和肺泡水

肿、出血，肺泡间隔增宽，大量炎性细胞渗出、浸

润，透明膜形成等典型的 ALI 病理改变。同时各时间

点 ALCR 均较对照组同时间点显著降低，TLW、EV-
LW 及 AEP 则呈明显升高趋势，均表明 PQ 导致 ALI
大鼠明显的肺泡上皮功能障碍。

细胞凋亡也是反映肺泡上皮细胞屏障完整性的指

标之一，过度的细胞凋亡将加重病理损伤，使肺泡上

皮细胞 清 除 肺 泡 内 液 体 的 能 力 下 降，加 重 肺 泡 水

肿［9］。本研究发现，随着大鼠肺泡上皮凋亡细胞的

增多，肺水肿程度也相应加重，提示 PQ 诱导的肺水

肿与细胞凋亡密切相关。
乌司他丁具有抗氧化，抑制炎症介质释放，增加

细胞膜、线粒体、内质网、溶酶体等细胞器膜稳定性

等功能，可提高机体应激蛋白的表达，从而减轻多种

原因引起的肺组织损伤的程度［10 ～ 14］。本实验研究结

果显示，应用 UTI 对 PQ 中毒大鼠干预后，肺组织的

水肿、出血、炎症反应程度及肺组织损伤评分、肺湿

/干重比及动脉血气分析等均明显好转，而且干预后

各时 间 点 ALCR 均 较 PQ 组 同 时 间 点 显 著 升 高，

TLW、EVLW、WEP 及细胞凋亡则有明显降低趋势，

提示 UTI 可明显改善肺泡上皮的通透性，减轻 PQ 中

毒后肺水肿程度，其机制可能与改善肺泡上皮细胞屏

障功能及减少细胞凋亡有关。
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《福岛核灾公共卫生启示录》已出版发行
刘长安和陈肖华主编的《福岛核灾公共卫生启示录》一书，已于 2012 年 12 月由军事医学科学出版社正式出版。本书是对

2011 年日本东京电力公司福岛第一核电站特大事故中一些重要公共卫生问题的回顾与思考，旨在以邻为鉴，以史为鉴，从中汲
取必要的经验教训，对我国核应急准备相关安排的不断完善或有裨益。

全书 166 千字，分为 11 章和 2 个附录。主要内容包括: 福岛核事故中的撤离和隐蔽 ( 上下篇) ; 对稳定碘预防的再讨论;
福岛核事故中的稳定碘预防; 福岛核事故中的饮用水安全问题; 福岛核事故中的食品安全问题; 东日本复合灾害的精神卫生和
社会心理影响及其应对; 受福岛核事故影响居民的照射水平评估和健康管理调查; 福岛第一核电站应急工作人员的职业照射管理
和健康监护; 核与辐射突发事件现场医学处置原则; 核与辐射突发事件公众社会心理效应及防护对策等。本书可供核与辐射应急主
管部门、公共卫生机构、辐射防护机构和医疗机构的辐射防护、公共卫生、应急医疗等相关专业技术人员和管理人员阅读。
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