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  [摘要] 目的 对比观察不同磷脂酶CE1(pathogenicroleofphospholipaseCepsilon-1,PLCE1)表达水平对机

械通气(mechanicalventilation,MV)实验大鼠肺组织胞质型磷脂酶A2(cytoplasmicphospholipaseA2,C-PLA2)表
达及其代谢产物生成的影响,阐明PLCE1在 MV致肺微血管内皮细胞(Pulmonarymicrovascularendothelialcell,

PMVEC)通透性增加中的作用。方法 SPF级大鼠24只,雌雄不拘,8~10周龄,体重180~200g,随机均分为4组

(n=6):①野生型大鼠+“肺保护性”MV组(WPM 组);②野生型大鼠+“伤害性”MV组(WIM 组);③PLCE1+/-

杂合子大鼠+“肺保护性”MV组(PPM组);④PLCE1+/-杂合子大鼠+“伤害性”MV组(PIM组)。对实验大鼠实

施时长为2h的“肺保护性”MV[潮气量(tidalvolume,VT)=7mL/kg,呼气末正压(positiveendexpiratory
pressure,PEEP)=5cmH2O(1cmH2O=0.098kPa)]或“伤害性”MV(VT=20mL/kg,PEEP=0cmH2O)MV。

蛋白免疫印迹(Western-blot)和实时定量聚合酶链式反应(real-timequantitativePCR,Q-PCR)分别检测肺组织

PLCE1和C-PLA2蛋白及 mRNA表达水平;酶联免疫法测定肺组织花生四烯酸(arachidonicacid,AA)代谢产物前

列环素(prostacyclin,PGI2)、血栓素A2(thromboxaneA2,TXA2)和白三烯B4(leukotrieneB4,LTB4)含量;肺通

透性指数和肺湿/干重(W/D)比值评价PMVEC通透性;肺组织病理形态学评分评估肺损伤的严重程度。结果 与

WPM组及PPM组相比,WIM 组及PIM 组大鼠肺组织PLCE1和C-PLA2蛋白及 mRNA表达明显上调(P<
0.05);肺组织PGI2、TXA2和LTB4含量增多(P<0.05);肺通透性指数、肺 W/D比值及肺组织病理形态学评分

明显增高(P<0.05)。相同通气模式下,PIM 组及PPM 组大鼠肺组织PLCE1和C-PLA2蛋白及 mRNA表达水

平、肺内PGI2、TXA2和LTB4含量及肺损伤评价各项指标较 WIM组及 WPM组大鼠均明显降低(P<0.05)。结

论 下调PLCE1可以通过抑制C-PLA2活性减轻 MV导致的PMVEC通透性增加,发挥肺保护作用,提示PLCE1
可能是抗VILI治疗的一个潜在干预作用的靶点。
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[Abstract] Objective Tocompareand observetheeffectsofdifferentlevelsof
phospholipaseCepsilon-1(PLCEl)expressionontheexpressionofcytoplasmicphospholipase
A2(C-PL2)anditsmetabolicproductsinlungtissueofratsundergoingmechanicalventilation
(MV),andtoelucidatetheroleofphospholipaseCepsilon-1(PLCEl)inMV-inducedincreased
permeabilityofpulmonarymicrovascularendothelialcells(PMEC).Methods Twenty-four8-
10week-oldSPFrats(weighing180-200g)withanequalnumberofmalesandfemaleswere
randomizedequallyintowild-typerats+"lungprotective"or"injurious"MVgroup(WPMgroup
orWIMgroup)andPLCE1knock-down(PLCE1-KD))rats+"lungprotective"or"injurious"
MVgroup(PPMgrouporPIMgroup).Ratsweresubjectedto2h"lungprotective"tidalvolume
(TV)=7mL/kg,positiveendexpiratorypressure(PEEP)=5cmH2O)or"injurious"(TV=
20mL/kg,PEEP=0cmH2O)MV.TheexpressionsofPLCElandcytoplasmicphospholipaseA2
(C-PLA2)wereexaminedbyWesternblottingandreal-timequantitativePCR(QPCR).Enzyme-
linkedimmunosorbentassay(ELISA)wasusedtodetectthelevelsofarachidonicacid(AA)

metabolitessuchasprostacyclin(PGI2),thromboxaneA2(TXA2)andleukotrieneB4(LTB4)

inthelungtissue.Thepulmonarypermeabilityindexandthelungwet/dryweight(W/D)ratio
weredeterminedtoevaluatethepermeabilityofPMEC(PMVECs).Theseveritiesoflunginjury
wereevaluatedbypathologicalmorphologyscoresoflungtissues.Results In WIMandPIM
groups,PLCE1andC-PLA2expressionsatboththeproteinandmRNAlevelsweresignificantly
upregulated,thelevelsofPGI2,TXA2andLTB4inlungswereincreased,andpulmonary
permeabilityindex,lung W/Dratio,andpathologicalmorphologyscoresoflungtissueswere
significantlyincreasedascomparedwiththoseinWPMandPPMgroups(P<0.05).Underthe
sameMVmode,theexpressionlevelsofPLCE1andC-PL2atboththeproteinandmRNAlevels
inratlungtissue,thelevelsofPGI2,TXA2,andLTB4inthelungs,andvariousindicatorsfor
evaluatinglunginjuryweresignificantlylowerinPIMandPPMgroupsthaninWIMandWPM
groups(P<0.05).Conclusion DownregulationofPLCE1canalleviateMV-inducedincreased
PMVECpermeabilitybyinhibitingC-PL2activity,exertingaprotectiveeffectonthelungs,

suggestingthatPLCE1maybeapotentialinterventiontargetforanti-VILItherapy.
[Keywords] ventilator-inducedlunginjury;respiration,artificial;endothelialcells

  目前临床除将“肺保护性通气策略”用于防范呼

吸机诱导的肺损伤(ventilatorinducedlunginjury,

VILI)外,尚缺乏有效的药物干预治疗措施[1],但大

量研究却发现“肺保护性通气策略”并不能彻底防范

它的发生[2-5]。在前期的研究中显示磷脂酶CE1
(pathogenicroleofphospholipase C epsilon-1,

PLCE1)在 MV致PMVEC通透性增加中发挥重要

作用,但具体作用机制有待深入阐明。结合前期研

究结果和相关文献报道提出“PLCE1在 MV 致

PMVEC通透性增加中的作用机制与上调C-PLA2
活性使肺内致炎性花生四烯酸代谢产物大量生成有

关”。本研究拟在“肺保护性”和“伤害性”MV动物

模型中证实该科学假说,为临床药物防治呼吸机诱

导的肺损伤提供一定的实验研究基础。

1 材 料 与 方 法

1.1 主要试剂 PGI2、TXA2和 LTB4检测试剂

盒(E-EL-0051c,上海酶联生物科技有限公司);C-
PLA2抗体(AF6329,santacruz公司);GAPDH抗

体(MA9166S,abmart 公 司);HRP 标 记 二 抗

(M21001,江苏亲科生物研究中心有限公司)。

1.2 实验动物 SPF级Spraguedawley大鼠,购至

昆明医科大学实验动物中心,许可证号:SCXK(滇)

K2020-0004。PLCE1+/-基因工程大鼠由项目组前

期购至广州赛业生物科技有限公司的PLCE1基因

敲除工程大鼠繁育而得。所有实验动物均为8~10
周龄,雌雄各半,体重180~200g。分笼饲养于SPF
级动物房,温度23℃,湿度30%,光/暗周期12h。

本研究项目获云南省第一人民医院实验动物伦

理委员会批准(2018LH022)。
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1.3 实验动物分组 实验大鼠随机分为4组(n=
6):①野生型大鼠+“肺保护性”MV组(WPM 组);

②野生型大鼠+“损伤性”MV 组(WIM 组);③
PLCE1+/-杂合子大鼠+“肺保护性”MV组(PPM
组);④PLCE1+/- 杂合子大鼠+“损伤性”MV 组

(PIM组)。

1.4 MV致PMVEC通透性增加动物模型构建 
腹腔注射戊巴比妥钠40mg/kg麻醉后分离暴露气

管,置入鼠用气管导管后接小动物呼吸机分别实施

时长为2h的“肺保护性”MV或“伤害性”MV,同时

调整呼吸频率维持呼末 CO2 在35~45mmHg
(1mmHg=0.133kPa)范围内。术中持续监测左

颈动脉血压,右股静脉恒速输注林格液(10mL·

kg-1·h-1),维持血压波动在基础值±20%之间。
以恒速输注丙泊酚(8mg·kg-1·h-1)和瑞芬太

尼(10μg·kg-1·h-1),每30min追加维库溴铵

0.1mg/kg维持麻醉。
由于最新国际专家共识推荐对外科手术患者采

用VT=6~8mL/kg加个体化PEEP的“肺保护性

通气 策 略”,且 建 议 将 PEEP 的 初 始 值 设 置 为

5cmH2O(1cmH2O=0.098kPa)[2]。所以本研究

将“肺保护性”MV 实验动物的呼吸参数设置为:

VT=7mL/kg,PEEP=5cmH2O。又因在某些非

均质性肺部疾病(肺气肿、肺部感染、急性呼吸窘迫

综合征等)患者中,即使将潮气量设置为7mL/kg

(理想体重),通气局部肺组织的潮气量仍接近或超

过了20mL/kg[6-7]。为了研究结果更具实用价值,
本研究将“伤害性”MV实验动物的呼吸参数设置

为:VT=20mL/kg,PEEP=0cmH2O。

1.5 PMVEC通透性评价 以肺 W/D比值和肺通

透性指数作为评价PMVEC通透性的指标。具体

为:取右肺前叶外1/2部分组织,记录湿重(W)之后

将标本置于干燥箱内(80℃,72h),充分干燥至恒

重后再次称重(D),计算 W/D比值;以左肺支气管

肺泡灌洗液中总蛋白浓度与血清总蛋白浓度之比为

肺通透性指数。血清及支气管肺泡灌洗液中的总蛋

白测定采用二喹啉甲酸(BCA)法。

1.6 ELISA检测肺组织PGI2、TXA2和LTB4含

量因 PGI2和TXA2的体内消除半衰期较为短暂

(分别为30s和3min),很难直接测得,本实验通过

测定各自稳定代谢产物6-K-PGF1α和TXB2以分

别作为反映其在肺组织内含量的指标[8]。ELISA
法测定大鼠右肺中叶和副叶肺组织中6-K-PGF1α、

TXB2和LTB4含量。具体方法按试剂盒说明书进

行操作。

1.7 Q-PCR检测肺组织PLCE1和C-PLA2mRNA
表达 提取肺组织总 RNA后,各组等量 RNA上

样,进行 Q-PCR实验。以2-△△Ct计算各样品表达

量的相对值。PCR反应引物见表1。

表1 基因名及其引物序列

Table1 Genenamesandtheirprimersequences

基因 NCBIID 序列(5'-3') Tm(℃)

PLCE1 74055 F TGGAGCACTAGAAACCCCAG 56.66
R ATCTCATCGTCCGTCACCTC 56.76

C-PLA2 24653 F GTTCTACGTGCCACCAAAGTAAC 56.80
R CATCCATGACGTAATTGGCATCC 57.77

β-actin 81822 F CGGGAGGATGTGAAGAATGAGAT 61.23
R GTAATGCACACCCTCACAGATCT 62.73

1.8 Western-blot检测肺组织PLCE1和C-PLA2
蛋白表达 取右肺后叶组织,加入裂解液电动匀浆

提取蛋白质并用BCA试剂盒测定蛋白浓度。恒定

上样后凝胶电泳分离,使蛋白转移到PVDF膜上。

5%脱脂奶粉室温封闭2h后,将PVDF膜用合适浓

度的PLCE1一 抗(1∶1000),C-PLA2一 抗(1∶
1000)和内参 GAPDH(1∶5000),4℃孵育过夜。
洗膜后加入 HRP标记的二抗(1∶5000)孵育1h
后,TBST漂洗PVDF膜4次,每次5min。通过增

强化学发光法显影免疫反应带,所得图片用ImageJ
软件分析灰度值。

1.9 肺组织学评分 右肺前叶内1/2用于 HE染

色制备病理切片,行肺组织学评分。具体方法同之

前研究[9-12]。

1.10 统计学方法 应用SPSS21.0统计软件分析

数据。计量资料采用单因素方差分析、SNK-q 检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠肺组织6-K-PGF1α、TXB2、LTB4含

量变 化  WIM 组 及 PIM 组 大 鼠 肺 组 织 6-K-
PGF1α、TXB2和LTB4含量较 WPM组及PPM 组

大鼠均显著增加;相同通气模式下,PIM 组及PPM
组大鼠肺组织上述指标较 WIM 组及 WPM 大鼠均
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明显降低,差异均有统计学意义(P<0.05),见表2。
表2 各组肺组织6-K-PGF1α、TXB2、LTB4含量

Table2 Thelevelsof6-K-PGF1α,TXB2andLTB4
inratlungsindifferentgroups

(n=6,x-±s)

组别
6-K-PGF1α
(μg/g)

TXB2
(μg/g)

LTB4
(ng/g)

WPM组 157.64±13.26 56.03±7.30 9.19±0.95
WIM组 201.34±21.56* 74.38±11.02* 13.61±1.80*

PPM组 115.54±13.83*# 41.79±6.42*# 7.15±1.02*#

PIM组 167.40±22.16*#△ 58.72±6.73*#△ 9.52±0.71*#△

F 值 22.639 16.389 30.941
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与 WPM 组比较 #P 值<0.05与 WIM 组比较 

△P 值<0.05与PPM组比较(SNK-q检验)

2.2 各组大鼠肺组织PLCE1和C-PLA2蛋白及

mRNA表达变化 与 WPM 组及 PPM 组相比,

WIM组及PIM组明显上调大鼠肺组织PLCE1和

C-PLA2蛋白及 mRNA 表达,差异有统计学意义

(P<0.05);相同通气模式下,PIM 组及PPM 组大

鼠肺组织PLCE1和C-PLA2的蛋白及mRNA表达

水平较 WIM 组及 WPM 组大鼠均明显降低,差异

有统计学意义(P<0.05),见图1,表3。

图1 各组大鼠肺组织PLCE1和C-PLA2蛋白表达水平

WPM:野生型大鼠+“肺保护性”MV 组;WIM:野生型大

鼠+“伤害性”MV组;PPM:PLCE1+/- 杂合子大鼠+“肺保

护性”MV;PIM:PLCE1+/-杂合子大鼠+“伤害性”MV
Figure1 TheexpressionlevelsofPLCE1 and C-PLA2

proteinsinlungtissuesofratsindifferentgroups

表3 各组大鼠肺组织PLCE1和C-PLA2蛋白及mRNA表达水平

Table3 TheexpressionlevelsofPLCE1andC-PLA2atboththeproteinand
mRNAlevelsinlungtissuesofratsindifferentgroups

(n=6,x-±s)

组别 PLCE1/GAPDH C-PLA2/GAPDH PLCE1mRNA C-PLA2mRNA

WPM组 0.86±0.07 0.33±0.07 2.40±0.28 1.02±0.13
WIM组 1.10±0.06* 0.64±0.09* 3.15±0.27* 2.44±0.35*

PPM组 0.44±0.09*# 0.19±0.05*# 1.18±0.13*# 0.63±0.09*#

PIM组 0.72±0.11*#△ 0.49±0.09*#△ 1.96±0.23*#△ 1.95±0.13*#△

F 值 64.483 37.975 73.473 100.861
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与 WPM组比较 #P 值<0.05与 WIM组比较 △P 值<0.05与PPM组比较(SNK-q检验)

2.3 各组肺组织形态学变化(HE染色) WPM组

和PPM组大鼠肺组织未见明显充血、出血灶,肺泡

腔有少量红细胞和炎细胞浸润。WIM 组大鼠肺组

织大面积充血、出血,肺泡腔内有大量红细胞和炎细

胞浸润,肺泡壁广泛充血、增厚和渗出。PIM 组大

鼠肺组织上述病理学改变较 WIM 组明显减轻。见

图2。

2.4 各组大鼠肺损伤各项指标变化 在同一类型

实验动物中,WPM 组及PPM 组实验动物肺 W/D
比值、肺通透性指数及肺组织学评分较 WIM 组及

PIM组实验动物均显著降低(P<0.05);“伤害性”
通气模式状态下,PIM 组大鼠上述指标较 WIM 组

大鼠均明显降低(P<0.05);“肺保护性性”通气模

式下,PPM组大鼠肺通透性指数较 WPM组大鼠明

显降低(P<0.05),但肺 W/D比值和肺组织学评分

差异无统计学意义(P>0.05),见表4。
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图2 各组大鼠肺组织病理形态学变化(HE染色 ×400)

Figure2 Pathologicalandmorphologicalchangesinlungtissueofratsindifferentgroups(HEstaining×400)

表4 各组大鼠肺 W/D比值、肺通透性指数和

肺组织学评分

Table4 Lungwet/dry(W/D)ratio,pulmonarypermeability
indexandlunghistologicalscoresofratsindifferentgroups

(n=6,x-±s)

组别 肺 W/D比值 肺通透指数
肺组织学评分

(分)
WPM 4.22±0.71 0.047±0.005 2.33±0.82
WIM 7.44±0.94* 0.072±0.010* 8.67±2.16*

PPM 4.03±0.80# 0.031±0.006*# 2.00±0.89#

PIM 5.81±1.19*#△ 0.050±0.012*#△ 5.83±1.47*#△

F 值 16.446 22.686 28.829
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与 WPM 组比较 #P 值<0.05与 WIM 组比较 

△P 值<0.05与PPM组比较(SNK-q检验)

3 讨  论

病理学研究发现,VILI与其他炎症性肺损伤有

着类似的病理学变化特征,是一种以PMVEC和肺

泡上皮细胞通透性增加及肺炎症反应为特征的病理

过程,在动物模型中所见类似于临床急性呼吸窘迫

综合征[6-8]。由于PMVEC是 MV致肺损伤首当

其冲的效应细胞,也是最早出现病理学改变的细胞,

PMVEC通透性的增加不仅会引起肺内皮屏障功能

的破坏和肺水肿,导致气体交换功能障碍,还会通过

表达特定的标记物和蛋白增加血管张力、促进凝血、
激活肺内炎性信号通路并募集白细胞引起炎症级联

反应故被看做是引起 VILI的重要效应细胞[9-10]。
但目前对 MV造成PMVEC通透性增加确切的分

子机制尚不完全清楚。

PLCE1是 近 年 来 发 现 的 磷 脂 酶 家 族 C
(phospholipaseA,PLC)的新成员,在PMVEC等多

种细胞都有表达,已被证明在细胞增殖、分化、凋亡、
存活以及细胞的运动和黏附等生物学功能中扮演着

关键控制枢纽角色[11-13]。C-PLA2因可选择性水

解含有AA的细胞膜磷脂以响应细胞刺激,被认为

是AA代谢途径的关键限速酶[14-17]。本研究发现,

WIM及PIM组大鼠肺组织PLCE1和C-PLA2蛋

白及mRNA表达、肺内花生四烯酸代谢产物PGI2、

LTB4和TXA2生成、肺组织通透性指数、肺 W/D
比值及肺组织形态学评分均较 WPM 及PPM 组大

鼠明显增加,这表明大潮气量“伤害性”MV不仅可

通过PLCE1所介导的信号通路引起PMVEC通透

性增加,还可通过激活AA代谢途径关键限速酶C-
PLA2使肺内致炎性代谢产物大量生成,从而引起

PMVEC通透性增加。这一研究结果与我们之前在

大潮气量“伤害性”单肺通气动物模型中所见相

同[18-19]。
本研究新的发现是,在“伤害性”通气模式状态

下,PIM 组大鼠肺组织 C-PLA2表达水平、肺内

PGI2、LTB4和TXA2生成、PMVEC通透性评价指

标和肺组织学评分较 WIM 组均明显降低,这一研

究结果提示下调PLCE1可通过 C-PLA2/PGI2、

LTB4和TXA2信号通路对PMVEC通透性进行调

控。在前期的研究中我们发现PLCE1可通过调控

p38MAPK、ERK1/2、TLR4、CXCL8和NF-κB活性

增加 PMVEC 通 透 性[18-19],而 他 人 研 究 发 现

p38MAPK[20-21]、 ERK1/2[22]、 TLR4[23-26] 和

NF-κB[27-29]均对C-PLA2具有调控作用。据此推

测PLCE1调控C-PLA2的具体作用机制与上述因

子有关。
本研究进一步发现,实施了“肺保护性”MV后,

PPM 组 大 鼠 肺 组 织 C-PLA2 表 达 水 平、PGI2、

LTB4和TXA2生成及肺通透性指数均显著降低于

WPM组大鼠。此研究结果在进一步证实PLCE1
可通过调控C-PLA2/PGI2、LTB4和TXA2信号通

路在 MV致PMVEC通透性增加中发挥作用之外,
还提 示“肺 保 护 性 通 气 策 略”并 不 能 完 全 阻 断

PLCE1和花生四烯酸代谢途径的激活。由于肺并

不是一个均质性的器官(受重力及胸腔内地形的影

响,不同区域肺组织的顺应性并不相同)。在采用容

量控制模式进行 MV时,呼吸机不可能将事先设置

好的潮气量均匀地分配到各个肺泡,这意味着顺应

性好的肺组织会被分配到更多的气体;若采用压力
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控制模式进行 MV,相同的压力势必会造成顺应性

较好肺组织的拉伸幅度远高于顺应性较差部位的肺

组织。这些都会使顺应性好的肺组织面临 “容量

伤”和“气压伤”的风险,而顺应性差的肺组织则会面

临“不张伤”的风险;研究显示,运用电阻抗断层成像

技术对患者设置个体化最佳PEEP并实施“肺保护

性”机械通气时,仍可同时监测到处于过度拉伸和塌

陷的肺组织[30-31]。所以,本研究中“肺保护性”MV
实验动物肺组织PLCE1和C-PLA2活化的原因与

此种“肺保护性”MV状态下仍有肺组织出现了“容
量伤”和“不张伤”有关。

此外,本研究还发现,下调PLCE1表达虽可显

著下调 WPM 及 PPM 组实验动物肺肺内 PGI2、

LTB4和TXA2的生成并降低肺通透性指数,但并

不伴有肺 W/D比值和肺组织形态学评分的改变。
其原因可能是“肺保护性”MV所引起的肺损伤并不

是一种均质且广泛性的病变[3,32-33],本研究在进行

肺 W/D比值测定和肺组织形态学评分时所取组织

比较局限,不能真实反映整个肺组织的情况所造成

的。此外,还可能与本研究中“肺保护性”MV实验

动物肺损伤程度较轻,尚不足以引起形态学的改变

有关。
综上所述,本研究首次发现下调PLCE1可以

通过抑制C-PLA2/PGI2、LTB4和 TXA2信号通

路发挥抗 MV 致PMVEC通透性增加保护作用。
这提示PLCE1可能是抗 VILI治疗的一个潜在干

预作用的靶点,有助于为临床药物防治 VILI提供

一定的实验研究基础。
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