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芥子气经腹腔和气管致大鼠急性
肺损伤细胞凋亡的变化鄢
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摘要：目的 经腹腔和气管建立大鼠芥子气（SM）急性肺损伤动物模型，比较两种大鼠急性肺损伤模型细

胞凋亡的差异。方法 选取 Sprague Dawley大鼠 136只，随机分为 5组，正常对照组 8只，其他 4个组为腹腔

SM组、腹腔丙二醇对照组、气管 SM组、气管丙二醇对照组，每组 32只。腹腔 SM组腹腔内注入稀释的 SM

0.1 ml（0.96 LD50=8 mg/kg），气管 SM组气管内注入稀释的 SM 0.1 ml（0.98 LD50=2 mg/kg），正常对照组未做

任何处理。采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP缺口末端标记测定法（TUNEL）染色和免疫组织化学法及

电镜观察，判断细胞凋亡情况。结果 ①腹腔 SM组各时间段肺泡间隔 TUNEL染色阳性细胞表达率较气管

SM组增多（ <0.05）。②腹腔 SM组各时间段肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达率较气管 SM组升高（ <0.05）；

腹腔 SM组各时间段肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2阳性表达率较气管 SM组降低（ <0.05）。③腹腔 SM组各时间

段肺泡间隔凋亡蛋白酶 Caspase-3、Caspase-9阳性表达率较气管 SM组增多（ <0.05）。④电镜显示，染毒 72 h，

腹腔 SM组和气管 SM组Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮凋亡细胞形态特征为上皮细胞膜附着的微绒毛断裂缺失，排列

紊乱；线粒体嵴模糊，粗面内质网表面附着的核糖体脱离，并游离于细胞质中。结论 SM经腹腔和气管染毒致

大鼠急性肺损伤，通过内源性通道引发细胞凋亡调节异常，SM经腹腔染毒大鼠各项细胞凋亡指标比经气管明

显升高，推测可能与 SM腹膜腔的快速吸收有关。
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Changes of apoptosis in acute pulmonary injury of rats induced
by intraperitoneal and tracheal injection of sulfur mustard鄢

Xiao-ji Zhu1, Shuang-shuang Zhu2, Wei Han1, Yuan-yuan Bei2, Yu-xu Zhong3,

Fei Liu1, Tao Wang4, Chao Zhao5, Jian Zhao3

(1. Department of Respiratory Diseases, the 89th Hospital of PLA, Weifang, Shandong 261021,
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3. Institute of Pharmacology and Toxicology, Academy of Military Medical Sciences, Beijing

100850, China; 4. Department of Pathology; 5. Clinical Laboratory, the 89th Hospital
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Abstract: Objective To establish rat models of sulfur mustard (SM)-induced acute lung injury via intra-
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芥子气（sulfur mustard，SM）是一种最常用的化

学武器，据统计其致伤率占所有化学武器的 80%[1]。

SM的主要靶器官是皮肤、肺、眼睛，其死亡率主要来

自肺损伤和呼吸道病变[2]。SM中毒的病理生理机制

相当复杂，涉及 DNA和蛋白质烷化、酶功能失调、基

因表达改变、氧自由基产生过剩和能量耗竭，导致细

胞周期受阻，细胞凋亡或死亡，且所有阶段均伴随炎

症反应[3]。SM诱导肺损伤与细胞凋亡密切相关，且

细胞凋亡是 SM诱导肺损伤的重要机制之一[4]。动物

实验表明，SM经口服、皮肤、皮下、静脉、腹腔、气管

途径均可致急性肺损伤，并且具有时间和剂量依赖

性[1]。本实验通过建立高剂量 SM经腹腔和气管途径

致大鼠急性肺损伤模型，探讨其细胞凋亡的细胞和

分子机制，为将来的干预性治疗奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验试剂与仪器

1，2-丙二醇溶液由天津致远化学有限公司提

供，羊血清由北京中杉金桥生物技术有限公司提供，

微波缓冲液自配，试剂由北京化工厂提供，Roche细

胞凋亡试剂由瑞士罗氏生物科技公司提供，Bax、

Bcl-2、活化的胱天蛋白酶（Caspase）-3、Caspase-9试

剂盒由北京博奥森生物技术有限公司提供，H-7500

型透射电镜由日本日立公司提供。

1.2 实验动物与分组

健康雄性 Sprague Dawley大鼠（SPF级，中国人

民解放军军事医学科学院实验动物中心提供，合

格证号：0015902）136 只，体质量 280～300 g，年龄

15周。

将大鼠分为腹腔 SM组（32只）、腹腔丙二醇组

（32只）、气管 SM组（32只）、气管丙二醇组（32只）、

正常对照组（8只）。SM液（纯度 >90%）临用前用丙

二醇稀释至所需浓度。①气管途径染毒动物模型建

立：实验前气管 SM组和气管丙二醇组皮下注射阿

托品（0.05 mg/kg），30 min后腹腔内注射盐酸氯胺酮

（100 mg/kg）实施麻醉，气管内注入稀释的 SM 0.1 ml

（0.98 LD50=2 mg/kg），气管丙二醇组注入丙二醇 0.1 ml。

②腹腔途径染毒动物模型建立：同上方法实施麻醉。

peritoneal and tracheal injection, and compare the difference in apoptosis of the two models. Methods A total
of 136 male Sprague Dawley rats were selected and randomly divided into control group with 8 cases and
other four groups (i.e. intraperitoneal SM group, intraperitoneal glycol propylene group, tracheal SM group and
tracheal glycol propylene group with 32 cases in each group). The intraperitoneal SM group was intraperi原
toneally injected with 0.1 ml diluted SM (0.96 LD50 = 8 mg/kg), the tracheal SM group had intratracheal injec原
tion of 0.1 ml diluted SM (0.98 LD50 = 2 mg/kg), meanwhile the status quo was kept with the control group.
SM-induced apoptosis was observed by TUNEL staining and immunohistochemical staining as well as electron
microscopy. Results In the alveolar septum, the expression rate of positive cells by TUNEL staining in the
intraperitoneal SM group was increased compared with that in the tracheal SM group at the same period of
time ( < 0.05). In the alveolar septum, a significantly higher positive expression rate of Bax protein was de原
tected by immunohistochemical staining in the intraperitoneal SM group at different periods of time compared
with that in the tracheal SM group at the corresponding period ( < 0.05); while a significantly lower positive
expression rate of Bcl-2 protein was detected by immunohistochemical staining in the intraperitoneal SM group
at different periods of time compared with that in the tracheal SM group at the corresponding period ( <
0.05). In the alveolar septum, the expression rates of caspase-3 and caspase-9 by immunohistochemical stain原
ing in the intraperitoneal SM group at different periods of time were increased compared those with the tra原
cheal SM group at the corresponding period ( < 0.05). Electron microscopic observation confirmed that both
type I and type II alveolar epithelial cells in the lungs exhibited apoptotic morphologic features, such as
break, loss and disarrangement of the microvilli on cell membrane, blurred mitochondrial cristae, and detach原
ment and dissociation of the ribosomes from the surface of the rough endoplasmic reticula. Conclusions Our
results showed that dysregulation of apoptosis via intrinsic pathways in the intraperitoneal SM group and the
tracheal SM group leads to up-regulation of apoptosis. In SM-induced acute lung injury in rats via intraperi原
toneal route, the index of apoptosis is significantly higher than that via tracheal route, which may be related
to fast absorption of SM in the peritoneal cavity.

Keywords: sulfur mustard; lung injury; apoptosis
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腹腔 SM组大鼠腹腔内注入稀释的 SM 0.1 ml（0.96

LD50=8 mg/kg），腹腔丙二醇组注入丙二醇 0.1 ml。正常

对照组未做任何处理。

1.3 观察指标

1.3.1 制备石蜡切片与电镜观察 收集大鼠肺组织

标本共 136 份，10%中性福尔马林溶液固定标本

24 h，常规脱水、石蜡包埋、切片、苏木精 -伊红染色

法（hematoxylin-eosin staining，HE）染色，光镜观察。

制备超薄切片：取新鲜标本 1 mm3，用 3%戊二醛液

固定标本，别在 70%、80%、90%和 100%丙酮梯度脱

水 15 min，环氧树脂包埋，超薄切片，铀铅染色，透射

电镜观察。

1.3.2 末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP缺口末

端标记测定（terminal-deoxynucleoitidyl transferase

mediated nick end labeling，TUNEL）法标记凋亡

细胞 4μm石蜡切片，常规二甲苯脱蜡，0.3%双氧

水H202 处理 10 min；1∶200 的 Proteinase K 稀释液

消化 10 min；标记缓冲液末端转移酶（terminal de-

oxynucleotidyl transferase，TdT）和异羟基洋地黄毒苷

配基标记的脱氧尿嘧啶核苷三磷酸（digoxigenin-de-

oxyuridine triphosphate，DIG-dUTP）各 1μl，加入

18μl标记缓冲液，每片 20μl，37℃标记 2 h。封闭

液每片 50μl，室温处理 30 min。抗体稀释液 1∶100

稀释生物素化抗地高辛抗体，每片 50μl，37℃孵育

30 min。抗体稀释液 l∶100稀释链霉亲和素 -生物

素复合物，每片 50μl，37℃孵育 30 min。新鲜配制二

氨基联苯胺显色液显色 20 min，苏木素复染，0.01 mol

三羟基甲胺 - 盐酸缓冲盐溶液（Tris-HCl buffer

saline，TBS）终止反应，甘油明胶封片。以不加 TDT

酶作阴性对照，已知阳性切片作阳性对照组。

1.3.3 凋亡蛋白 Bax和 Bcl-2检测 免疫组织化学

法检测凋亡蛋白 Bax和 Bcl-2的表达。石蜡切片，常

规二甲苯脱蜡，抗原修复，滴加兔抗大鼠 Bax和

Bcl-2单克隆抗体 20μl/片，再滴加二抗，三乙烯二

胺（triethylene diamine，DABC）显色，苏木精衬染，常

规树脂封片。磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer

saline，PBS）代替一抗作阴性对照，用已知阳性切片

作阳性对照组。

1.3.4 Caspase-3 和 Caspase-9 检测 免疫组织化

学法检测 Caspase-3和 Caspase-9的表达。石蜡切

片，常规二甲苯脱蜡，抗原修复，滴加兔抗大鼠 Cas-

pase-3和 Caspase-9单克隆抗体 20μl/片，再滴加二

抗，DABC显色，苏木精衬染，常规树脂封片。PBS代

替一抗作阴性对照，用已知阳性切片作阳性对照组。

1.3.5 显微图像分析 采用 Image-Pro Plus 6.0病

理细胞图像分析系统，将各组 TUNEL标记及 Bax、

Bcl-2、Caspase-3、Caspase-9 免疫组织化学法染色

切片行图像分析，选取测量参数，测定阳性率和强阳

性率，每间隔 1个高倍视野（400倍）选取 1个视野

进行观察，每张切片观察≥5个高倍视野，计算其肺

泡间隔阳性细胞比率，肺泡间隔阳性细胞比率 =5个

高倍视野的阳性细胞数／细胞总数×100%，并计算

其平均值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量

资料以均数±平均差（x±s）表示，多组间比较用重

复测量的多因素方差分析， <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 大鼠肺泡间隔细胞凋亡情况

2.1.1 TUNEL染色 腹腔 SM组 6和 24 h肺泡间

隔凋亡细胞呈带状分布，48 h肺泡间隔凋亡细胞聚

集成簇，72 h肺泡间隔凋亡细胞呈团簇状；气管 SM

组 6、24、48和 72 h肺泡间隔细胞凋亡聚集成簇；丙

二醇和正常对照组凋亡细胞呈零星分布（见图 1）。5

组不同时间的细胞凋亡阳性表达率比较，采用重复

测量数据的方差分析结果：①腹腔和气管 SM组不同

时间的细胞凋亡阳性表达率比较，差异有统计学意

义（ =18.479， =0.000）。②腹腔 SM组与其他 4组的

细胞凋亡阳性表达率比较，差异有统计学意义（ =

1 318.654， =0.000）。③腹腔 SM组与气管 SM组的

细胞凋亡阳性表达率变化趋势比较，差异有统计学

意义（ =4.623， =0.000），呈递增趋势（见图 2、3）。

2.1.2 Bax免疫组织化学法 腹腔和气管 SM组 6 h

肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达呈带状分布，24 h

肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达聚集成簇，48和 72 h

肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达呈团簇状；丙二醇

和正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达呈零

星分布（见图 4）。5组不同时间的细胞凋亡阳性表达

率比较，采用重复测量数据的方差分析结果：①腹腔

和气管 SM 组不同时间的细胞凋亡阳性表达率比

较，差异有统计学意义（ =23.202， =0.000）。②腹

腔 SM组与其他 4组的细胞凋亡阳性表达率比较，

差异有统计学意义（ =490.828， =0.000）。③腹腔

SM组与气管 SM组的细胞凋亡阳性表达率变化趋
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图 2 5组大鼠肺泡间隔 TUNEL染色细胞凋亡阳性表达率

不同时间的变化趋势
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1）与气管 SM组比较， <0.05；2）与正常对照组比较， <0.05
图 3 大鼠肺泡间隔 TUNEL染色阳性细胞表达率

A～D：6、24、48 和 72 h 腹腔 SM 组肺泡间隔 TUNEL染色呈阳性表达；E：正常对照组肺泡间隔 TUNEL染色（箭头示阳性表达，Bars，

20μm）；F～I：6、24、48和 72h气管 SM组肺泡间隔 TUNEL染色呈阳性表达；J：正常对照组肺泡间隔 TUNEL染色（箭头示阳性表达，Bars，

20μm）；K～N：6、24、48和 72h气管丙二醇对照组肺泡间隔 TUNEL染色；O：正常对照组肺泡间隔 TUNEL染色（箭头示阳性表达，Bars，20μm）

图 1 大鼠肺泡间隔 TUNEL染色 （×400）

势比较，差异有统计学意义（ =8.031， =0.000），呈

递增趋势（见图 5、6）。

2.1.3 Bcl-2免疫组织化学法 腹腔和气管 SM组

6 h肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2阳性表达呈团簇状，24 h

肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2阳性表达聚集成簇，48和

72 h肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达呈带状分布。

丙二醇和正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白Bcl-2阳性

表达呈零星分布（见图 7）。5组不同时间的细胞凋亡

阳性表达率比较，采用重复测量数据的方差分析结

果：①腹腔和气管 SM组不同时间的细胞凋亡阳性表

达率比较，差异有统计学意义（ =211.833， =0.000）。

②腹腔 SM组与其他 4组的细胞凋亡阳性表达率比

腹腔 SM组

气管 SM组

正常对照组
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腹腔 SM 组

腹腔丙二醇组

气管 SM 组

气管丙二醇组

正常对照组
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图 5 5组大鼠肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达率

不同时间的变化趋势
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1）与气管 SM组比较， <0.05；2）与正常对照组比较， <0.05
图 6 大鼠肺泡间隔凋亡蛋白 Bax阳性表达率

A～D：6、24、48和 72 h腹腔 SM组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax呈阳性表达；E：正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax表达（箭头示阳性表达，Bars，

20μm）；F～I：6、24、48和 72 h气管 SM组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax呈阳性表达；J：正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax表达（箭头示阳性表达，

Bars，20μm）；K～N：6、24、48和72h气管丙二醇对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax表达；O：正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax表达（箭头示阳性表

达，Bars，20μm）

图 4 大鼠肺泡间隔凋亡蛋白 Bax表达 （×400）

较，差异有统计学意义（ =617.955， =0.000）。③腹腔

SM组与气管 SM组的细胞凋亡阳性表达率变化趋

势比较，差异有统计学意义（ =134.574， =0.000），

呈递减趋势（见图 8、9）。

2.1.4 Caspase-3免疫组织化学法 腹腔和气管 SM

组 6 h肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-3阳性表达呈带

状分布，24 h肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-3阳性表

达聚集成簇，48和 72 h肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-

3 阳性表达呈团簇状。丙二醇和正常对照组肺泡

间隔凋亡细胞 Caspase-3 阳性表达呈零星分布（见

A B C D E

F G H I J

K L M N O

腹腔 SM组

气管 SM组

正常对照组

20μm 20μm 20μm 20μm20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm

第 15期 祝筱姬，等：芥子气经腹腔和气管致大鼠急性肺损伤细胞凋亡的变化

15· ·

PDF      pdfFactory Pro        www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


A～D：6、24、48和 72 h腹腔 SM组肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2呈阳性表达；E：正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2表达（箭头示阳性表达，

Bars，20μm）；F～I：6、24、48和 72 h气管 SM组肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2呈阳性表达；J：正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2表达（箭头示阳性

表达，Bars，20μm）；K～N：6、24、48和 72 h气管丙二醇对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2表达；O：正常对照组肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2表达（箭

头示阳性表达，Bars，20μm）

图 7 大鼠肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2表达 （×400）
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腹腔丙二醇组

气管 SM组

气管丙二醇组

正常对照组

图 8 5组大鼠肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2阳性表达率

不同时间的变化趋势
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1）与气管 SM组比较， <0.05；2）与正常对照组比较， <0.05
图 9 大鼠肺泡间隔凋亡蛋白 Bcl-2阳性表达率

图 10）。5组不同时间的细胞凋亡阳性表达率比较，

采用重复测量数据的方差分析结果：①腹腔和气管

SM组不同时间的细胞凋亡阳性表达率比较，差异有

统计学意义（ =34.201， =0.000）。②腹腔 SM组与

其他 4组的细胞凋亡阳性表达率比较，差异有统计

学意义（ =759.817， =0.000）。③腹腔 SM组与气管

SM组的细胞凋亡阳性表达率变化趋势比较，差异有

统计学意义（ =18.073， =0.000），呈递增趋势（见

图 11、12）。

2.1.5 Caspase-9免疫组织化学法 腹腔和气管 SM

A B C D E

F G H I J

K L M N O

腹腔 SM组

气管 SM组

正常对照组

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm
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组 6 h肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-9阳性表达呈带

状分布，24 h 肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-9 阳性表

达聚集成簇，48 和 72 h 肺泡间隔凋亡细胞 Cas-

pase-9阳性表达呈团簇状。丙二醇和正常对照组肺

泡间隔凋亡细胞 Caspase-9 阳性表达呈零星分布

（见图 13）。5组不同时间的细胞凋亡阳性表达率比

较，采用重复测量数据的方差分析结果：①腹腔和气

管 SM组不同时间的细胞凋亡阳性表达率比较，差

异有统计学意义（ =24.755， =0.000）。②腹腔 SM

组与其他 4组的细胞凋亡阳性表达率比较，差异有

统计学意义（ =2 087.109， =0.000）。③腹腔 SM组

与气管 SM 组的细胞凋亡阳性表达率变化趋势比

A～D：6、24、48和 72 h腹腔 SM组肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-3呈阳性表达；E：正常对照组肺泡间隔Caspase-3表达（箭头示阳性表达，

Bars，20μm）；F～I：6、24、48和 72 h气管 SM组肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-3呈阳性表达；J：正常对照组肺泡间隔 Caspase-3表达（箭头示阳性

表达，Bars，20μm）；K～N：6、24、48和 72 h气管丙二醇对照组肺泡间隔 Caspase-3表达；O：正常对照组肺泡间隔 Caspase-3表达（箭头示阳性

表达，Bars，20μm）

图 10 大鼠肺泡间隔 Caspase-3表达 （×400）
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图 11 5组大鼠肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-3阳性表达率

不同时间的变化趋势
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图 12 大鼠肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-3阳性表达率
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较，差异有统计学意义（ =10.844， =0.000），呈递

增趋势（见图 14、15）。

2.2 大鼠肺泡上皮细胞的超微结构变化

染毒 72 h，腹腔和气管 SM组大鼠Ⅰ型和Ⅱ型

肺泡上皮凋亡细胞形态特征：上皮细胞膜附着的微

绒毛断裂缺失，排列紊乱；线粒体嵴模糊，粗面内质

网表面附着的核糖体脱离，并游离于细胞质中，细胞

核染色质正常。丙二醇和正常对照组肺泡上皮形态：

细胞膜、线粒体、粗面内质网、细胞核染色质正常。见

图 16。
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图 14 5组大鼠肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-9阳性表达率

不同时间的变化趋势
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1）与气管 SM组比较， <0.05；2）与正常对照组比较， <0.05
图 15 大鼠肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-9阳性表达率
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A～D：6、24、48和 72 h腹腔 SM组肺泡间隔凋亡细胞 Caspase-9呈阳性表达；E：正常对照组肺泡间隔Caspase-9表达（箭头示阳性表达，

Bars，20μm）；F～I：6、24、48和 72 h气管 SM组肺泡间隔凋亡细胞Caspase-9呈阳性表达；J：正常对照组肺泡间隔 Caspase-9表达（箭头示阳性

表达，Bars，20μm）；K～N：6、24、48和 72 h气管丙二醇对照组肺泡间隔 Caspase-9表达；O：正常对照组肺泡间隔 Caspase-9表达（箭头示阳性表

达，Bars，20μm）

图 13 大鼠肺泡间隔 Caspase-9表达 （×400）
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3 讨论

细胞凋亡包括内源性（线粒体）和外源性（死亡

受体）两种通路[5]。内源性通路启动经促凋亡分子（细

胞色素 C）从线粒体释放到胞浆内，导致 Caspase-9

激活，最后激活 Caspase-3；外源性通路经细胞表面

死亡受体诱导，刺激死亡结构域相关蛋白（adaptor

Fas-associated protein with death domain，FPDD）和

死亡结构域相关肿瘤坏死因子受体（tumor necrosis

factor receptor 1A-associated via death domain，

TRADD），依次激活启动因子胱天蛋白酶原 -8、-10。

FPDD/TRADD 和 Procaspaese-8，Procaspaese-10 组

合成诱导死亡信号复合体（death-inducing signaling

complex，DISC），DISC 能促进自身程序，启动 Pro-

caspase活化，激活胱天蛋白酶原 -8、-10并从蛋白

复合体中游离。Caspaese-8、Caspaese-10可直接激

活下游 Caspaese-3、Caspaese-7 导致细胞凋亡 [6-7]。

Caspaese是一种关键的蛋白酶，在两种细胞凋亡通

路中发挥重要作用 [8]。内源性通路和外源性通路均

需激活 Caspaese-3，其是细胞凋亡中的效应因子 [9]。

在许多生物过程中，细胞的生存与死亡取决于线粒

体表面的 Bcl-2家族成员。Bcl-2家族蛋白由促凋亡

（Bax、Bak、Bok）和抗凋亡（Bcl-2、Bcl-xl）蛋白组成，

主要在线粒体水平调控 Caspase活性[10-11]。Bcl-2和

Bcl-xl 可稳定线粒体的完整性，Bax 和 Bak 则可使

小细胞器丧失稳定性。当 Bax激活时，可嵌入线粒体

外膜内，引发细胞色素 C释放和细胞凋亡。反之，

Bcl-2表达过剩可抑制 Bax激活，阻止 DNA损伤和

细胞色素 C释放[12]。细胞凋亡还包括细胞核形态改

变、凋亡小体形成、胞质凝聚、线粒体膜电位降低、细

胞内酸化、丝氨酸磷脂酰基裸露于细胞表面、细胞皱

缩、膜出泡[3]。SM可触发多种分子通路致肺损伤，包

括氧化应激、细胞凋亡、补给失调、蛋白水解酶与抗

蛋白水解酶失调、炎症、气道重塑、基因失调，导致细

胞的完整性和功能丧失[13-17]。体内外实验研究表明，

SM主要通过线粒体通路和死亡受体通路诱导细胞

凋亡[2，4，8，18]。SM诱导的细胞反应相当复杂，还涉及 3

种丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein

kinase，MAPK）通路和核因子 -κB（nuclear factor

κB，NF-κB）通路、P53和胱天蛋白酶 -多聚二磷

酸腺苷核糖聚合酶（poly ADP-ribose polymerase，

PARP，Caspase-PARP）通路、钙调蛋白通路 [19-22]。许

多学者研究发现，SM诱导细胞凋亡常与氧化应激、

炎症反应、DNA损伤伴随，并与其伴随的反应程度

呈正相关[23-26]。由此可见，在 SM诱导肺损伤中，细胞

A：腹腔和气管 SM组，Ⅰ型肺泡上皮细胞（铅铀双染，×20 000，Bars，1.0μm）；B：腹腔和气管 SM组，Ⅰ型肺泡上皮细胞（铅铀双染×10

000，Bar，20μm）；C：腹腔和气管丙二醇组，Ⅰ型肺泡上皮细胞（铅铀双染，×15 000，Bars，1.5μm）；D：正常对照组，Ⅰ型肺泡上皮细胞（铅铀双

染，×15 000，Bar，1.5μm）；E：腹腔和气管 SM组，Ⅱ型肺泡上皮细胞（铅铀双染，×10 000，Bar，2.5μm）；F：腹腔和气管 SM组，Ⅱ型肺泡上皮细

胞（铅铀双染，×10 000，Bar，2.5μm）；G：腹腔和气管丙二醇组，Ⅱ型肺泡上皮细胞（铅铀双染，×30 000，Bar，901nm）；H：正常对照组，Ⅱ型肺泡

上皮细胞（铅铀双染，×15 000，Bar，1.5μm）；N：细胞核（nucleus）；M：线粒体（mitochondrion）；Ery：红细胞（erythrocyte）；LB：板状小体（lamellar

body）；箭头示粗面内质网

图 16 大鼠肺泡上皮细胞超微结构变化

A B C D

E F G H
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凋亡是重要的分子和细胞损伤机制之一。

本研究通过 TUNEL染色检测发现，腹腔和气

管 SM组肺泡间隔凋亡细胞数随时间延长呈递增趋

势。腹腔 SM组各时间段肺泡间隔凋亡细胞阳性表

达率较气管 SM组明显增多（ <0.05）。免疫组织化

学法显示，腹腔和气管 SM组肺泡间隔凋亡蛋白 Bax

阳性表达随时间延长呈递增趋势，而凋亡蛋白

Bcl-2则呈递减趋势。腹腔和气管 SM组肺泡间隔凋

亡蛋白酶 Caspase-3、Caspase-9 阳性表达随时间延

长呈递增趋势。电镜显示，染毒 72h，腹腔 SM组和

气管 SM组Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮凋亡细胞形态特征

为上皮细胞膜附着的微绒毛断裂缺失，排列紊乱；线

粒体嵴模糊，粗面内质网表面附着的核糖体脱离，并

游离于细胞质中。本研究结果提示，经两种途径致大

鼠急性肺损伤中细胞凋亡是 SM 损伤机制之一，

像炎症反应一样，与 SM 的暴露剂量和时间呈正

相关[27]。同时证实，导致细胞凋亡的分子机制是经线

粒体通路。体外实验发现，SM诱导细胞凋亡可通过

线粒体通路和死亡受体通路，且两种通路之间存在

着相互关联性[28-29]。笔者检测的凋亡蛋白指标显示，

促凋亡蛋白 Bax表达增多，抗凋亡蛋白 Bcl-2表达减

少，Bax/Bcl-2比值增加，该比值的变化与 TUNEL染

色凋亡细胞逐渐增加趋势相符合。检测的凋亡蛋白

酶指标提示，启动因子 Caspase-9和效应因子 Cas-

pase-3均呈阳性表达，表明线粒体通路中Caspase裂

解和触发作用被激活[30-31]。该凋亡蛋白酶的变化与

RAY [8]和 SOURDEVAL等 [32]报道结果相同。电镜显

示，SM诱导肺上皮细胞形态学变化主要在细胞膜、

线粒体、粗面内质网。学者推测该损伤现象可能与线

粒体膜通透性改变和线粒体膜电位降低及钙离子失

衡有关[33-34]。由此表明，线粒体是细胞易损伤的微小

器官和生物程序的主要调控点[11]。一旦线粒体损伤，

则会激活多种促凋亡分子信号通路，有助于加速细

胞的自我毁灭[35-36]。笔者认为，SM诱导细胞凋亡是

多种因素作用的结果，其分子和细胞机制相当复杂，

这种网络式调节通路尚未完全阐明。本研究结果显

示，SM经腹腔和气管致大鼠急性肺损伤通过内源性

通道引发细胞凋亡调节异常，SM经腹腔染毒大鼠各

项细胞凋亡指标比气管明显升高，推测可能与 SM腹

膜腔的快速吸收有关。在经腹腔和气管造模剂量的

选择方面，研究发现，SM腹腔注射引起的肺损伤较

经皮下注射或口服途径染毒更严重[37]。当大鼠经腹

腔注射 SM剂量>10 mg/kg时，就会出现大鼠死亡[38]。

显然笔者选择经腹腔和气管 SM LD50相近的剂量建

立急性肺损伤模型，SM肺损伤细胞凋亡的反应程度

出现差异性，说明血液对 SM的吸收可能占主导作

用。本研究提示，在 SM LD50相同剂量下，并非是经

气管致肺损伤诱导细胞凋亡最重，为 SM肺损伤的靶

向干预提供有价值的参数。
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