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（宋体小初号加粗）不同潮气量通气对内毒素肺损伤大鼠Th1/Th2平衡的影响
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【摘要】目的 探讨内毒素肺损伤Thl/Th2平衡变化及不同潮气量通气对内毒素肺损伤大鼠Thl/Th2平衡的影响。方法 健康大鼠32只随机分成4组：生理盐水正常对照A组、内毒素肺损伤非机械通气B组、内毒素肺损伤＋小潮气量C组、内毒素肺损伤＋传统潮气量D组。监测平均动脉压(MAP)、心率(HR)，计算氧合指数（OI），检测PBMC中IFN-γ、IL-4浓度水平并计算IFN-γ/IL-4。取右肺中叶计算肺组织湿干比值(W/D)；观察右肺下叶肺组织病理变化；分析支气管肺泡灌洗液(BALF)中白细胞(WBC)与中性粒细胞(PMN)。结果 1. B、C、D组OI、W/D及病理学变化符合急性肺损伤表现；2. B组IFN-γ/IL-4比值明显高于A组；C组IFN-γ/IL-4比值明显低于B组；D组IFN-γ/IL-4比值明显高于B组；3. B组肺W/D及BALF中WBC、PMN计数明显高于A组；C组肺W/D及BALF中WBC、PMN计数明显低于B组；D组肺W/D及BALF中WBC、PMN计数明显高于B组。结论 1.注射LPS可成功复制大鼠急性肺损伤动物模型；2.内毒素致大鼠肺损伤早期，其PBMC中IFN-γ和IL-4浓度增加，IFN-γ/IL-4升高，Thl/Th2失衡；3.传统潮气量机械通气可加重内毒素肺损伤大鼠炎症反应，使肺损伤早期大鼠Th1/Th2失衡加剧；4.保护性通气策略的小潮气量机械通气可减轻内毒素肺损伤大鼠PMN在肺内“扣押”，改善Th1/Th2失衡状态。
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【Abstract】Objective To investigate Thl/Th2 balance in rats with LPS induced lung injury, and to approach the influence of mechanical ventilation with small and traditional tidal volume on Th1/Th2 balance in rats with LPS induced lung injury. Methods 32 healthy adult SD rats were random divided into four groups(n=8): normal sodium contrast group(A), LPS induced acute lung injury with non-mechanical ventilation group(B), LPS induced acute lung injury with small tidal volume ventilation group(C) and LPS induced acute lung injury with traditional tidal volume ventilation group(D). Monitored the mean arterial pressure, heart rate, calculated their oxygenation index, measure IFN-γ, IL-4 concentration of PBMC and calculated the ratio of IFN-γ/IL-4. The right lung median lobe was obtained to calculate W/D, and examination of lung tissues that was from the right lung inferior lobe, WBC and PMN were measured in the BALF. Results 1. of B, C, D group, the performances indicators such as OI, W/D and pathological changes were in line with acute lung injury. 2. Compared with A group, IFN-γ/IL-4 of B group markedly increased respectively. Compared with B group, IFN-γ/IL-4 of C group were markedly lower respectively. Compared with B group, IFN-γ/IL-4 of D group were markedly increased respectively. 3. Compared with A group, the lung W/D and the WBC, PMN in BALF of B group increased markedly respectively. Compared with B group, the ratio of lung W/D and the WBC, PMN in BALF of C group were markedly decreased respectively. Compared with B group, the ratio of W/D and the WBC, PMN in BALF of D group was markedly increased respectively. Conclusions: 1. Injection of LPS in rats can successfully reproduced animal models of ALI. 2. IFN-γ and IL-4 concentration in PBMC, IFN-γ/IL-4 ratio increased in the rats induced with LPS early, so Thl/Th2 imbalances. 3.Mechanical ventilation with traditional tidal volume can exacerbate lung injury in the rats induced with LPS during inflammatory response, so that aggravate Th1/Th2 imbalances of the early lung injury in rats. 4. Mechanical ventilation with small tidal volume as a protective ventilation strategy of endotoxin lung injury in rats can lighten the PMN keep in the lung, may correct the Th1/Th2 imbalance.
Key words:  Acute lung injury  Lipopolysaccharide  Helper T lymphocytes   Tidal volume  Mechanical ventilation
急性肺损伤(ALI)是多种因素作用于肺而导致的一种失控性炎性反应，严重的ALI被称为急性呼吸窘迫综合征(ARDS)。2012柏林定义淡化了ALI概念，原ALI基本相当现在轻症ARDS，但在动物模型基础研究中仍延用ALI。细菌内毒素(LPS)是形成ALI/ARDS的主要因素之一[1]。辅助性T淋巴细胞(Th)中的Th1、Th2细胞能反映双方的平衡关系。IFN-γ、IL-4分别作为Th1、Th2细胞分泌的特征性细胞因子，两者平衡间接反映了促炎和抗炎的平衡情况，IFN-γ/IL-4比值能较准确地反映这一动态变化[2]。
目前机械通气（MV）是ALI/ARDS重要的支持和治疗手段之一，但其本身又可致机械通气相关性肺损伤(VALI)。近年来提出了以“小潮气量(VT)和最佳呼气末正压(PEEP)”为核心内容的肺保护性通气策略(LPVS) [3]。相对于传统通气方式，LPVS能减少VALI产生的机械与生物性损伤，减轻ALI/ARDS肺局部和全身炎症反应，有效干预机体的促炎/抗炎反应进展。本实验旨在探索性研究两种潮气量对其Th1/Th2类细胞因子平衡的影响。
材料与方法

1.实验材料

1.1 实验对象：雄性健康SD大鼠32只，体重275±25克。（购自浙江省实验动物中心，合格证号:0010975）
1.2 主要药品和试剂：精制内毒素LPS（E.coli, 055:85,Sigma公司）；淋巴细胞分离液；RPMI-1640培养基；无支原体新生牛血清；植物血凝素；大鼠IFN-γELISA试剂盒及大鼠IL-4 ELISA试剂盒（进口分装,48T,美国R＆D生物工程有限公司）；4﹪多聚甲醛；3﹪水合氯醛；2﹪台盼蓝。
1.3 主要仪器和设备：DW-2000型动物人工呼吸机（上海嘉鹏科技有限公司）；生物信号采集处理系统（MedLab-U/4C,南京美易科技有限公司）；生化血气分析仪；高速低温离心机；CO2培养箱；倒置显微镜；全自动血细胞分析仪；全自动酶标仪；隔水式电热恒温培养箱；细胞培养板；电子分析天平；自动电热压力蒸汽灭菌器；水银温度计。

2. 实验方法

2.1 实验动物分组与模型建立

2.1.1 动物分组 雄性SD大鼠32只，随机分成4组，每组8只。A组：生理盐水（NS）正常对照组；B组：LPS肺损伤非机械通气组；C组：LPS肺损伤＋小潮气量(6～8ml/kg)组；D组：LPS肺损伤＋传统潮气量(12～15ml/kg)组。
2.1.2 动物模型制备

按照文献经典造模[4]剂量与途径：LPS用NS稀释为2mg/ml，以10mg/kg，20min内缓慢匀速自分离的右颈外静脉注入。通过监测动脉血气，计算OI, 200mmHg≤OI≤300mmHg，肺组织病理切片等结果判断造模(ALI)成功。
2.2 实验步骤与监测指标

实验前禁食6h，用3%水合氯醛10ml/kg 腹腔内注射麻醉，约3～5min，麻醉成功，迅即提至动物操作台上，固定肢体、头部。分离右颈外静脉，B组、C组、D组均以LPS（浓度为2mg/ml，剂量为10mg/kg）20min内缓慢注射造LPS肺损伤模型，A组以等容量的NS缓慢静脉注入对照。另快速分离大鼠气管，以约3cm长的7号输液管连接固定，保持气道通畅，C组、D组接DW-2000型动物人工呼吸机机械通气。继之分离左侧颈总动脉、插管，用500u/kg的肝素NS冲洗管道抗凝，并连接Medlab-U/4c生物信号采集处理系统，持续监测MAP、HR，间断用手掌式血气分析仪测即时动脉血气，计算OI，各组SD大鼠均在颈静脉LPS/NS注毕后继续观察3h。自麻醉后分离左侧颈总动脉监测起始，分离大鼠气管及分离右颈外静脉(10min)+缓慢注入LPS/NS(20min)，此后连续观察3h，共计3.5h。
2.3 标本采集与处理

2.3.1 间断动脉血气检测：于LPS/NS注毕后1h、2h、3h分别取动脉血0.15ml，测即时血气PH值、PaO2、PaCO2并作记录。
2.3.2 大鼠外周血单个核细胞（PBMC）培养上清液的制备：各组大鼠实验观察3h后无菌打开胸腔，右心室穿刺取血5ml，用密度梯度离心法分离单个核细胞（PBMC）。

2.3.3 肺湿/干重比（W/D）测定：实验结束后，即刻开胸取出右肺中叶，滤纸吸干表面的渗液及血迹，称湿重，然后置于70℃的烤箱中烘烤72h，达恒重后称干重，计算W/D比值。
2.3.4 支气管肺泡灌洗液（BALF）收集、定量检测：寻找气管分叉处，结扎右侧主支气管，行左侧气管插管，用灭菌后的DMEM培养基20ml由气管插管注入肺内，在肺内停留2分钟后用注射器抽出，灌洗两次。在光学显微镜下采用血细胞计数仪计数WBC、PMN。
2.3.5 大鼠肺组织病理切片的制备（石蜡切片制备与HE染色）：无菌打开大鼠胸腔后，解剖观察肺大体标本（颜色、水肿、出血等改变）并记录；同时取大鼠右肺下叶，4﹪甲醛固定24小时。经脱水与透明、浸蜡、包埋、切片、贴片和烤片、脱水及封片，光镜下观察肺组织病理学变化。
2.4 主要测定方法：上清液IFN-γ、IL-4水平的测定 采用双抗体夹心ELISA法，严格按照说明书操作。
3. 统计学方法 实验计量资料用均数±标准差（
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±S）表示，采用SPSS17.0统计软件，多组间(或组内各点间)计量资料比较采用单因素方差分析，多组间(或组内各点间)的两两比较采用q检验，检验水准α=0.05。P<0.05时认为有统计学意义。
结 果
1. 实验大鼠一般情况、平均动脉压（MAP）及病理变化

1.1 一般情况 A、B、C、D四组SD大鼠以生理盐水/LPS注毕后继续观察3h。

① A组大鼠一般情况无明显变化；B组、C组、D组大鼠先后出现鼻翼扇动、流涕、烦躁不安、扭体反射与收腹效应、心率和呼吸先加快后减慢，伴肌张力降低等症状、体征。② 分别将麻醉后分离左侧颈总动脉开始监测时间、分离右颈外静脉+注入LPS/NS结束时间、注毕后1h、2h、3h记作T0、T1、T2、T3、T4。检测动脉血气显示：至T3时，B组、C组、D组氧合指数OI为275±20mmHg，至T4时，B组、C组、D组氧合指数OI为220±15mmHg,达到ALI诊断标准（200mmHg≤OI≤300mmHg）之一。
1.2 平均动脉压（MAP）动态变化（见表1）① 实验起始，A、B、C、D各组大鼠MAP无显著性差异（P>0.05）；A组大鼠T0、T1、T2、T3、T4各时间点MAP无显著性差异(P>0.05)。② B组、C组、D组各时间点动态变化：LPS注毕时(T1)下降达休克水平，1h后(T2)由于机体代偿反应，MAP有所回升，之后持续下降。同组各时间点比较，差异有显著性(P<0.05)。③ T1、T2、T3、T4同一时间点各组间MAP比较：同一时间点，C组MAP高于B组；D组MAP低于B组，差异均有显著性(P<0.05)。
表1 不同时间点各组大鼠MAP(mmHg)变化的比较（
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±S）
	Time
	n
	A group
	B group
	C group
	D group

	T0
	8
	113.6±5.6
	116.1±6.3
	111.6±6.5
	112.1±5.0

	T1
	8
	108.3±6.2
	58.6±5.8▲
	68.3±5.5▲
	50.5±4.2▲

	T2
	8
	106.3±6.0
	89.6±4.8▲△
	95.2±4.2▲△
	79.6±3.9▲△

	T3
	8
	112.1±5.5
	61.5±4.5▲★
	78.3±4.0▲★
	56.0±3.6▲★

	T4
	8
	110.9±6.8
	44.6±3.0▲☆
	65.1±4.3▲☆
	38.8±3.5▲☆


注：同一组别，与T0比较，▲P<0.05；同一组别，与T1比较，△P<0.05；
    同一组别，与T2比较，★P<0.05；同一组别，与T3比较，☆P<0.05.
1.3 病理改变 肉眼观察（大体）示：A组肺外观色泽粉红，光滑。B组、C组、D组肺弥漫性充血、水肿，表面呈深红色，约可见点片状出血等改变。大体上水肿程度比较：C组轻于B组，D组重于B组。
光镜学检查（见图1）示：A组肺泡大小、间隔均匀一致，壁光滑，肺泡腔清晰，腔内无明显渗出液及炎性细胞浸润。肺泡间质内微血管未见水肿、瘀血、出血。B组肺泡大小不一、结构不整，部分肺泡腔内充满淡红色水肿液，肺泡间隔内见较多中性粒细胞（PMN）、巨噬细胞(AM)浸润，毛细血管充血、扩张；C组肺水肿、出血较B组明显减轻，PMN和AM浸润程度和范围较B组有所好转；D组肺泡壁明显增厚，肺泡腔内可见红细胞及PMN、AM浸润。部分肺泡破裂融合，弥漫性肺间质水肿加重，可见较多的红细胞渗出及炎症细胞积聚。
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图1  A组、B组、C组、D组病理变化图（HE染色，×200）
2. 大鼠PBMC中IFN-γ、IL-4浓度及IFN-γ/IL-4的比较（见表2）
2.1  A组与B组比较结果： B组PBMC中IFN-γ浓度及IFN-γ/IL-4比值均明显高于A组；提示静脉注射LPS使大鼠PBMC中IFN-γ浓度升高显著于IL-4浓度的升高，IFN-γ/IL-4比值增加而使Th1/Th2失去平衡。
2.2  C组与B组；D组与B组比较结果：C组PBMC中IFN-γ浓度、IFN-γ/IL-4比值均明显低于B组。提示小潮气量机械通气显著降低IFN-γ浓度，IFN-γ/IL-4比值减小，改善了ALI大鼠Th1/Th2失衡状态。D组PBMC中IFN-γ浓度、IFN-γ/IL-4比值均明显高于B组。提示传统潮气量机械通气显著升高IFN-γ浓度，IFN-γ/IL-4比值增加，加重了ALI大鼠Th1/Th2失衡状态。
表2 大鼠PBMC中IFN-γ、IL-4浓度及IFN-γ/IL-4的比较（
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±S）
	Group
	n
	IFN-γ(pg/ml)
	IL-4(pg/ml)
	IFN-γ/IL-4

	A
	8
	53.33±9.80
	2.00±0.22
	26.58±3.50

	B
	8
	249.21±18.90▲
	2.26±0.14☆
	110.28±5.25▲

	C
	8
	209.71±15.54△
	2.13±0.10★
	98.26±5.16△

	D
	8
	327.09±19.53△
	2.35±0.10★
	139.02±5.52△


注：与A组比较，▲P<0.05；与A组比较，☆P>0.05；与B组比较，△P<0.05；与B组比较，★P>0.05.
3. 各组大鼠肺W/D及BALF中WBC、PMN的比较（见表3）

3.1  A组与B组比较结果：B组肺湿干比（W/D）及支气管肺泡灌洗液（BALF）中WBC、PMN计数分别明显高于A组。
3.2  C组与B组；D组与B组比较结果：C组肺湿干比（W/D）及支气管肺泡灌洗液（BALF）中WBC、PMN计数分别明显低于B组；D组肺湿干比（W/D）及支气管肺泡灌洗液（BALF）中WBC、PMN计数分别明显高于B组。
表3 各组大鼠肺W/D及BALF中WBC、PMN的比较（
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±S）

	Group
	n
	W/D
	WBC(106/L)
	PMN(106/L)

	A
	8
	4.29±0.56
	194.38±27.26
	0.20±0.04

	B
	8
	6.82±0.49▲
	572.48±35.91▲
	6.16±0.79▲

	C
	8
	5.71±0.40△
	416.87±37.91△
	4.50±0.39△

	D
	8
	7.73±0.34★
	810.46±39.44★
	8.54±0.40★


注：与A组比较，▲P<0.05；与B组比较，△P<0.05；与B组比较，★P<0.05.

讨  论
1、内毒素肺损伤与辅助性T淋巴细胞Th1/Th2类细胞因子的平衡
内毒素(LPS)所致ALI十分常见。本实验自健康SD大鼠分离出的右颈外静脉缓慢注射LPS为致病因素制作ALI实验动物模型。实验中监测血气、OI及观察肺大体、病理切片提示，结合实验大鼠内毒素休克表现肺湿/干（W/D）比值等指标变化，说明静脉给予LPS可成功复制内毒素ALI大鼠模型。

内毒素性ALI在分子水平上表现为多种炎性因子和炎症介质过度释放，促炎与抗炎反应的精细平衡被破坏。促炎/抗炎反应失衡是ALI/ARDS本质原因之一。当促炎反应占优势时表现为全身炎症反应综合征(SIRS)，当抗炎反应占优势时表现为代偿性抗炎反应综合征(CARS) [5]。研究表明，辅助性T淋巴细胞(Th)中的Th1、Th2细胞能反映双方平衡关系，反映机体炎症反应的免疫功能状态。Th1产生IFN-γ、IL-2等增强炎性细胞的细胞毒性作用，介导细胞免疫应答，Th2 细胞可产生IL-4、IL-10等细胞因子，介导体液免疫应答。IFN-γ、IL-4分别作为Th1、Th2细胞分泌的特征性细胞因子，两者平衡间接反映了促炎和抗炎的平衡情况[6]。ALI/ARDS的促炎/抗炎反应失衡从某种角度来说即是Th1/Th2的失衡，IFN-γ/IL-4比值能较准确地反映这一动态变化[7]。本实验中，B组LPS静脉注毕3h后大鼠PBMC中IFN-γ浓度升高显著于IL-4浓度的升高，IFN-γ/IL-4比值增加而使Th1/Th2失去平衡；BLAF中中性粒细胞(PMN)计数、白细胞(WBC)计数也明显增加。实验结果与LPS进入机体诱导肺损伤发生过程相符，Th1/Th2平衡被打破。
2、小潮气量与传统潮气量通气对内毒素肺损伤大鼠Th1/Th2类细胞因子平衡的影响
MV相关性肺损伤（VALI）近年来被广泛关注。相对于传统通气方式，LPVS能减少VALI产生的机械性和生物性损伤，减轻ALI/ARDS肺局部和全身炎症反应，有效干预机体的促炎/抗炎反应进展[8]。

研究证实，以PMN为主的炎性细胞与多种细胞因子在其发病过程中起着重要作用。采用传统潮气量通气方式时ALI/ARDS肺局部炎症介质水平更高，TNF-a诱导内皮细胞和巨噬细胞释放IL-1、IL-6、IL-8、IFN-γ等细胞因子，导致机体免疫功能损害，出现Th1向Th2漂移，Th1/Th2失衡加剧[9,10]。本实验研究小潮气量机械通气作为LPVS之一对Th1/Th2类细胞因子平衡的影响，发现与B组比较，C组PBMC中IFN-γ浓度明显降低；C组IFN-γ/IL-4比值明显降低，即Th1/Th2失衡得到部分纠正。与B组比较，D组PBMC中IFN-γ浓度明显升高；D组IFN-γ/IL-4比值明显升高，即Th1/Th2失衡加剧。BLAF中WBC、PMN计数及肺W/D比较：C组明显低于B组，D组明显高于B组，病理学变化间区别也进一步予以证实。分析认为：内毒素ALI发生发展过程中使用传统潮气量(12～15ml/kg)，将加速激活炎症效应细胞，炎症信号瀑布样“级联放大”，加重SIRS阶段Th1/Th2失衡[11]。内毒素ALI早期，促炎与抗炎反应相互交织，Th1/Th2类细胞因子互相激活过程中，机体呈Th1状态。此时合理应用小潮气量(6～8ml/kg)机械通气，可减轻ALI大鼠PMN在肺内“扣押”，缓解炎症信号的“级联放大”，改善Th1/Th2已有的失衡状态[12]。

本研究探索性监测两种潮气量通气作用于内毒素肺损伤大鼠Th1/Th2平衡。鉴于ALI/ARDS发病机理尚且复杂，本研究观测时间较短，检测指标及方法有限，对于ALI/ARDS进展、治疗、转归与Th1/Th1平衡关系的动态变化观测还有待进一步深入研究。
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