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高碳酸血症对大鼠机械通气肺损伤时炎症因子和 p38MAPK

表达的影响 *
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摘要 目的：探讨高碳酸血症对大鼠机械通气性肺损伤（VILI）时炎症因子和 p38MAPK表达的影响。方法：健康雄性Wistar大鼠
30只，体重 220～280g，采用随机数字表法，将大鼠随机分 3组（n=10)：对照组（C组）、机械通气肺损伤组（V组）和高碳酸血症组
(H组)。C组保留自主呼吸，V组和 H组行机械通气 4 h。采用高气道压机械通气模式制备机械通气性肺损伤模型。H组通过调整
吸入的 CO2浓度来维持动脉血 PaCO2分别为 80～100mmHg。机械通气结束时，测定支气管肺泡灌洗液(BALF)中总蛋白、TNF-α
和巨噬细胞炎症蛋白 -2（MIP-2）的浓度；取肺组织，测定湿干重比（W/D比）、细胞间粘附分子（ICAM-1）和 p38MAPK蛋白的表达
水平以及 p38MAPK的活性，并观察病理学结果，进行肺损伤评分。结果：与 C组比较，V组肺损伤评分、W/D比、ICAM-1表达水
平、BALF中总蛋白浓度、TNF-α和MIP-2浓度和肺组织 p38MAPK活性升高，PaO2降低（P<0.05）；与 V组比较，H组肺损伤评分、
W/D比、ICAM-1表达水平、BALF中总蛋白浓度、TNF-α和MIP-2浓度和肺组织 p38MAPK活性降低，PaO2升高（P<0.05）。结论：
高碳酸血症通过调节 p38MAPK的表达，从而抑制炎症反应减轻大鼠机械通气肺损伤。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of hypercapnia on the inflammatory cytokines and p38MAPK in ventilator lung

injury in rats. Methods: Thirty male Wistar rats weighting 250～280g were randomly divided into 3 groups (n=10 each):control group
(group C),VILI group(group V), hypercapnia group(group H).A rat model of lung injury induced by ventilation with high peak inspiratory

pressure(PIP). Parameter of ventilation: PIP=25cmH2O, PEEP=2cmH2O, the fraction of inspiratory O2 50% and adjusting the level of CO2

to maintained PaCO2 of group V and group H at 35～45mmHg and 80～100mmHg respectively. The rats were sacrificed by exsanguina-
tion 4h of mechanical ventilation and the lung tissues were removed for microscopic examination, lung wet to dry weight ratio(W/D), det-

ermination of ICMA-1(by immuno-histochemistry), p38 and phosphorylated p38(p-p38) expresstion (by Western blotting) and determina-

tion of TNF-α, MIP-2 (by enzyme linked immunosorbent assay) and total of protein concentration in bronchoalveolar lavage fluid(BALF).
Results: Compared with group C, the lung injury score, W/D ratio, TNF-α, MIP-2,total protein concentrations in BALF, ICAM-1 expres-
sion and p38MAPK activity in lung tissue were increased, PaO2 were decreased in groups V (P<0.05). Compared with group V, the lung

injury score, W/D ratio, TNF-α, MIP-2, total protein concentrations in BALF, and MAD content, ICAM-1 expression and p38MAPK
activity in lung tissue were decreased, PaO2 and were increased in group P (P<0.05). Conclusions: Hypercapnia attenuated

ventilator-induce lung injury by regulating the expression of p-p38MAPK that inhibit the expression of inflammatory cytokines in rat lung

tissues.
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前言

急性肺损伤（acute lung injury,ALI），及其严重形式急性呼

吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome,ARDS）是临

床常见的危重病，它可以有多种肺内外因素引起，是导致多器

官功能障碍综合征或全身炎症反应综合征中最常见的器官组
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织损伤，多器官衰竭也是造成急性肺损伤的主要原因[1]。机械通
气即是目前危重症病人维持生命最重要的治疗方法，但其本身

又可以引起机械通气相关性肺损伤（ventilator-induced lung inj-

ury VILI）。有研究表明长时间机械通气的病人有 0.2%到 5%发
展为 VILI[2]，所以对 VILI发生机制及预防治疗的研究就显得

极为重要，大量实验证实炎症反应是 VILI的重要机制之一。高
碳酸血症具有抑制炎症反应[3]，抑制肺上皮细胞凋亡等肺保护

作用[4]。本实验以高气道压通气模式造成 VILI的模型，吸入二
氧化碳造成高碳酸血症，探讨高碳酸血症对大鼠 VILI形成过

程中炎症因子及 p38MAPK的影响，以阐明其减轻 VILI的可

能机制。

1 材料与方法

1.1 动物选择和分组

健康雄性 Vistar大鼠 30只，体重 220～280g,由吉林大学
白求恩医学院动物中心提供。采用随机数字表法，将大鼠随机
分为 3组（n=10）：对照组（C组）、机械通气肺损伤组（V组）、高
碳酸血症组（H组）。
1.2 VILI模型的制备

采用参照文献 [5]中介绍的方法制备 VILI模型，并加以改

良。腹腔内注射 3%的苯巴比妥钠 50mg/kg对大鼠进行麻醉后，
行气管切开插管，股动静脉穿刺置管。股动脉插管用于监测动
脉压和采血。股静脉插管建立液体通道，以 10 ml·kg-1·h-1的速
率静脉输注生理盐水。C组保留自主呼吸，V组和 H组股静脉
注射哌库溴铵 1 mg/kg，待自主呼吸消失后，接 G09-061小动物

呼吸机（Kent公司，美国），缓慢升高气道压力至吸气峰压 /呼

气末正压为 25/2 cm H2O(1 cm H2O=0.098 kPa)，吸呼比 l︰2，频

率 40次 /min，FiO2 =0.50，机械通气 4 h。V组调整吸入气其中
二氧化碳浓度维持 PaCO2在 35～45mmHg，H组逐渐增加吸入
气二氧化碳浓度维持 PaCO2在 80～100mmHg。
1.3 项目观察

机械通气结束时，动脉采血测血气并放血处死大鼠，取肺

组织。用 4 ml生理盐水反复灌洗左肺 3次，回收支气管肺泡灌
洗液 (BALF)，4℃下 3000 转 /min 离心 10 min，离心半径 16
cm，上清液于 -80℃冰箱中保存。采用 BCA蛋白浓度试剂盒测

定 BALF中总蛋白浓度，ELASA法测定 BALF中肿瘤坏死因

子（TNF-α）和巨噬细胞炎症蛋白 -2（MIP-2）的浓度，试剂盒均
购自武汉博士得生物工程有限公司。取右肺上叶，滤纸吸干表
面水分，称湿重，置于 80℃烘干箱 72 h至恒重，称干重，计算
肺湿干重比（W/D）比。右肺中叶用 4℃ 4%多聚甲醛 PBS溶液
固定 48 h，常规石蜡包埋、切片、HE染色。参照文献[5]，用免疫组
化法检测 ICAM-1,胞浆为黄色或棕黄色为阳性。双盲法于高倍
镜下(×400)选取 5个不重复视野，结合阳性细胞百分比及阳性
细胞染色强弱计算免疫组织化学染色评分。阳性细胞百分比：
无阳性细胞记 0 分，<10%记 1 分，11%～50%记 2 分，51%～
80%记 3分，>80%记 4分；阳性细胞染色强弱：阴性记 0分，弱

阳性记 1分，中度阳性记 2分，强阳性记 3分。两项乘积为免疫
组织化学评分；用蛋白质免疫印迹法检测p38MAPK，磷酸化

p38（p-p38MAPK）的表达，并采用 Bio-RadGelDoc1000成像系

统采集结果图像,用图像分析软件分析图像条带,并计算其积

分光密度值。以 p-p38MAPK与 p38MAPK积分吸光度比值来
反映 p38MAPK的磷酸化程度,即 p-p38MAPK的表达水平。
1.4 统计学处理

采用 SPSS 13.0统计学软件进行分析，计量资料以均数±
标准差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肺功能及形态检测结果

与 C组比较，V组和 H组在 T4时 PaO2降低 (P<0.05)；与

V组比较，H组 T4时 PaO2升高(P<0.05)。与 C组比较，V组和
H组 4h时肺组织W/D比值，BALF中总蛋白含量升高（P<0.05）；

与 V组比较，H组 4h时肺组织 W/D比值, BALF中总蛋白含

量降低（见表 1）。
与 C组相比，V组和 H组支气管粘膜皱襞消失，各级支气

管、血管周围明显水肿，肺泡腔内有大量炎细胞浸润，肺毛细血
管充血，可见弥漫性肺泡扩张融合，较多肺大泡形成，胸膜下尤

其严重。与 V组相比，H组支气管和血管周围水肿明显减轻，极
少量炎细胞浸润，肺泡壁扩张融合和肺大泡形成较少（见图 1）。

表 1 三组在 4h时氧和指数、蛋白含量、W/D比值
Table 1 Comparison of PaO2, the protein in BALF, W/D ratio changes after mechanical ventilation for 4 hours

注：与 C组比较，aP＜0.05；与 V组比较，bP＜0.05；
Note: aP＜0.05 group V or group H compared with group C；bP＜0.05 group H compared with group V.

Group

Group C

Group V

Group H

PaO2(mmHg)

242.61±17.12

160.91±60.92a

192.72±72.55ab

BALF-pro(g·L-1)

0.38±0.11

2.44±0.33a

1.46±0.29ab

W/D

4.54±0.23

8.33±0.39a

6.08±0.65ab

2.2 肺组织炎症因子的变化

机械通气 4h后，各组肺组织炎症因子的变化显示：与 C

组比较，V组和 H组 4h时肺组织 ICAM-1的表达及 BALF中

TN F- α和MIP- 2的表达水平升高（P<0.05）；与 V组比较，H
组以上各种炎症因子表达水平均降低（P<0.05）（见表 2）。
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C group V group H group

Fig.1 Change of pathology in 3 groups( HE,×400)

表 2 三组在 4h时 ICAM-1、TNF- α、MIP- 2的表达
Table 2 ICAM-1, TNF-α, MIP- 2 in BALF changes after mechanical ventilation for 4 hours

Group

C group

V group

H group

ICAM-1

14.24±1.51

43.18±2.58a

34.26±5.13ab

TNF-α(ng·L-1)

75.12±4.28

181.34±8.25a

141.27±3.98ab

MIP- 2(ng·L-1)

0.82±1.00

6.81±1.13a

3.22±1.05ab

注：与 C组比较，aP＜0.05；与 V组比较，bP＜0.05;

Note: aP＜0.05 group V or group H compared with group C；bP＜0.05 group H compared with group V.

2.3 肺组织 p38MAPK的表达

机械通气 4h后，各组肺组织磷酸化 p38MAPK(p-p38MA-

PK)表达显示：与 C组比较，V组和 H组 4h时肺组织 p-p38M-

APK 的表达水平升高 （P<0.05）；与 V 组比较，H 组

p-p38MAPK 的表达水平均降低 （P<0.05），肺组织中总

p38MAPK含量三组间无明显发现差异（P>0.05）（见图 2）。

3 讨论

本研究通过高气道压通气复制 VILI模型，结果表明，与 C

组相比，V组病理学损伤程度加重，W/D比值和 BALF中总蛋

白含量增加表明肺通透性增加，动脉血氧饱和度下降，提示大

鼠机械通气肺损伤模型制备成功。
高碳酸血症在急性肺损伤中的作用已有大量研究，高碳酸

血症能增加大潮气量机械通气患者的生存率，降低肺通透性，

提高氧和指数[3,6,7]，Hilde R.等[8]在 VILI模型中，证明高碳酸血

症能通过调节炎症反应产生肺保护作用。炎症反应在 VILI发
生过程中普遍存在，并且是重要机制之一[9]。TNF-α是急性肺损

伤的前炎症因子，在发生肺损伤时会显著增加，它可以与肺血

管内皮细胞相互作用，从而引起因子和粘附分子的增加[10]。实
验证明晚期 TNF-α也有明显地表达，高碳酸血症对这两个时
期内 TNF-α的增加都有抑制作用[11]，从而减少其下游炎症因子
的表达。炎症因子的减少可以降低中性粒细胞的趋化、吞噬作
用，另外高碳酸血症对中性粒细胞也有直接的抑制作用[12]。抑
制中性粒细胞可以降低它与内皮细胞和上皮细胞的相互作用，

从而降低急性肺损伤时肺通透性的增加，提高动脉血氧饱和

度[13]；降低氧自由基的产生[14]。研究表明，高碳酸血症对氧自由
基还有直接抑制作用[15]。而低碳酸血症则会产生损伤作用[16]，对
高碳酸血症应用缓冲液会加重肺组织屏障功能障碍[17]。本实验
结果显示：与 V组相比，H组病理学损伤程度明显减轻，湿干重

比降低，氧和指数增加，多种炎症因子减少，这与以前的实验结

果相符，表明高碳酸血症能通过抑制炎症反应减轻 VILI。
P38MAPK信号传导通路在炎症反应及细胞应激、迁移、凋
亡等方面起重要作用。在机械通气肺损伤模型中已证实
P38MAPK有明显增加，在肺上皮细胞中 p38MAPK/MK-2/HSP

途径参与了细胞骨架的调节，抑制这条途径就可以降低肺的通

透性[18]。在人血管内皮细胞的离体实验中证实，TNF-a的激活可
通过 p38MAPK-MK2途径增加 IL-8(MIP-2)和 ICAM-1的生成
[6]，而这两者炎症因子是中性粒细胞的聚集和浸润所必需的，并

且在 VILI中起着重要作用[19]。Uhlig等[20]证明在应用高气道压
通气时，p38MAPK 磷酸化程度大约增加 2 倍。Mahendra
Damarla等[18]应用 p38MAPK抑制剂进一步证明 p38MAPK参

与了VILI的形成，其抑制剂能明显改善肺泡毛细血管的通透性。
应用MKK-3基因敲除鼠的实验也证明：对 p38MAPK途径的

抑制能明显减轻急性肺损伤过程中炎症反应和凋亡的发生[21]。

图 2 三组肺组织中 p-p38MAPK与 p38MAPK表达

Fig.2 Comparison of expression of p-p38MAPK and p38MAPK
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本实验结果显示，与 C组相比，V组 p38MAPK的磷酸化明显

增加，与早期试验相符。与 V组相比，H组磷酸化程度明显降
低（P<0.05）。所以高碳酸血症对 VILI的保护作用至少在某种
程度上是通过抑制 p38MAPK的磷酸化，降低炎症细胞和炎症

因子的产生，从而产生肺保护作用。
综上所述，高碳酸血症可减轻大鼠机械通气相关性肺损

伤，其机制可能与下调 p38MAPK磷酸化和炎症因子的表达有

关。
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