
急性肺损伤（acute lung injury, ALI）是一种以急性

非心源性肺水肿和顽固性低氧血症为特征的临床综合

征［1］，其常见的发病原因包括严重感染、创伤、大量输血

等，随着呼吸机辅助通气在临床上应用日益广泛，机械

通气所致肺损伤（ventilator induced lung injury, VILI）

逐渐增多并受到越来越多的学者的关注。机械通气所

造成的应力损伤，可破坏肺组织内细胞膜结构，引起相

关信号转导通路发生改变，最终导致炎症因子的大量释

放和肺部病变［2］。作为细胞表面重要的信号调控平台

之一，小窝及小窝蛋白-1（caveolin-1, cav-1）在机械通气

所致肺应力性损伤的过程中发挥关键的调控作用［3-4］。

研究证实，肾素—血管紧张素系统（reninangiotensin

system, RAS）同样存在于心、肾、脑、肺等局部组织中并

发挥多种关键作用。机械通气所引起的急性肺损伤与

肺组织内局部RAS系统的激活密切相关，RAS信号通

路中关键信号分子血管紧张素II（Ang-II）在该过程中扮

演重要角色，当应用血管紧张素转换酶抑制剂或血管紧

张素Ⅱ受体拮抗剂后，急性肺损伤将得到不同程度的缓

解［5］，同时，相关研究表明，在急性肺损伤病变过程中，局
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摘要：目的 利用呼吸机过度通气建立小鼠机械性肺损伤模型，以血管紧张素 II受体抑制剂氯沙坦进行干预，探讨氯沙坦对机械

通气性肺损伤小鼠肺内小窝蛋白-1及氧化应激相关蛋白的调节。方法 36只雄性C57小鼠随机分为对照组、机械通气组、单纯

药物对照组和治疗组，建模完成后分别检测各组小鼠急性肺损伤情况以及相关蛋白的表达和相互作用。结果 机械通气组小鼠

肺损伤Smith评分3.3，明显高于对照组（0.4）和单纯药物对照组（0.3），治疗组Smith评分2.3，较机械通气组明显降低（P<0.05）；

机械通气组小鼠肺组织内小窝蛋白-1和NOX4蛋白表达明显高于对照组及单纯药物对照组（P<0.05），荧光共染可见小窝蛋

白-1及NOX4发生荧光重合，治疗组小鼠肺组织内上述蛋白表达较机械通气组明显降低（P<0.05），荧光共染提示小窝蛋白-1及

NOX4荧光重合区域较机械通气组减少。结论 在机械通气诱导的小鼠急性肺损伤模型中，氯沙坦可缓解机械通气诱导的肺损

伤并抑制小窝蛋白-1及NOX4的表达及相互趋近作用。
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Abstract：Objective To investigate the effect of losartan in regulating oxidative stress and the underlying mechanism in mice
with ventilator-induced lung injury. Methods Thirty-six male C57 mice were randomly divided into control group, losartan
treatment group, mechanical ventilation model group, and ventilation plus losartan treatment group. After the corresponding
treatments, the lung injuries in each group were examined and the expressions of caveolin-1 and NOX4 in the lung tissues were
detected. Results The mean Smith score of lung injury was significantly higher in mechanical ventilation model group (3.3)
than in the control group (0.4), and losartan treatment group (0.3); the mean score was significantly lowered in ventilation
plus losartan treatment group (2.3) compared with that in the model group (P<0.05). The expressions of caveolin-1 and NOX4

were significantly higher in the model group than in the control and losartan treatment groups (P<0.05) but was obviously
lowered after losartan treatment (P<0.05). Co-expression of caveolin-1 and NOX4 in the lungs was observed in the model
group, and was significantly decreased after losartan treatment. Conclusions Losartan can alleviate ventilator-induced lung
injury in mice and inhibit the expression of caveolin-1 and NOX4 and their interaction in the lungs.
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部肾素-血管紧张素-醛固酮系统（RAAS）可显著提高组

织内氧化应激水平，加重对靶器官的损害［6］。cav-1与

RAS均参与了机械通气所诱导的急性肺损伤过程［3, 7］，

但二者间是否具有相关性目前尚无相关报道。本研究

拟通过检测呼吸机性肺损伤小鼠肺组织中cav-1及氧化

应激相关蛋白NOX4的表达等，探索二者在机械通气肺

损伤中的相互关系以及对肺组织内氧化应激的影

响，为机械通气所导致的肺损伤的预防和治疗提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性SPF级C57小鼠36只，由南方医科大学

实验动物中心提供，体质量20~25 g。

1.2 实验试剂

氯沙坦购自广州默沙东制药有限公司公司；小鼠源

性cav-1单抗、兔源性NOX4单抗均购自美国Abcam公

司；过氧化氢检测试剂盒、488荧光标记山羊抗小鼠抗

体、Cy3荧光标记山羊抗兔抗体购自碧云天生物技术公

司；蛋白裂解液（RIPA）购自Life生物技术公司；BCA法

蛋白检测试剂盒购自Thermo公司；DAB显色液购自中

杉金桥生物技术公司，牛血清白蛋白（BSA）购自广州斯

佳生物技术公司。PVDF膜购自Life生物技术公司；

DAPI购自美国Abcam公司。

1.3 实验仪器

呼吸机为上海奥尔科特生物科技有限公司生产

的ALC-V85型小动物呼吸机；PowerPac BasicX型蛋

白电泳仪购自Bio-Rad公司（美国伯乐公司）；荧光显

微镜为OLYMPUS公司U-LS30-3型；酶标仪为BioTek

公司 Synergy型；远红外成像扫描仪为Odyssey公司

LI-COR型。

1.4 实验分组

36只成年雄性C57小鼠随机分为对照组、单纯氯沙

坦给药组（losartan, LST）、机械通气模型组（mechanical

ventilation, MV）和治疗组（MV+LST）4组，每组9只。单

纯氯沙坦给药组及治疗组小鼠按10 mg/kg预先行氯沙

坦灌胃1周。

1.5 模型建立

急性肺损伤模型组小鼠、氯沙坦治疗组小鼠按照

20 mL/kg设定通气时潮气量，吸呼比1∶2，呼吸频率130

次/min，吹入气体为空气（氧浓度21%）。机械通气前以

0.5%戊巴比妥钠完全麻醉小鼠，将小鼠取仰卧位固定，

切开颈部皮肤并暴露气管，以22G（7#）Y型留置针连接

呼吸机，针头穿刺进入气管后，将尖端推送至距气管分

叉2~3 mm处，固定留置针，开启呼吸机行机械通气2 h。

1.6 标本制备

机械通气完成后，脱臼法同期处死各组小鼠，开胸

完整分离肺组织，夹闭右侧主支气管，行左肺肺泡灌洗，

2 mL×3次，回收灌洗液大于5 mL/只，4 ℃环境4000 g

离心15 min，取上清液以BCA法检测蛋白浓度。将右

肺上叶浸入10%中性福尔马林液体中固定，常规石蜡包

埋后，制备4 μm厚组织切片行HE染色及免疫组织化学

染色。右肺中、下叶制备蛋白匀浆备行组织蛋白及其他

相关检测。

1.7 蛋白免疫印迹实验

将制备好的肺组织蛋白匀浆于4 ℃环境12 000 g
离心15 min，取上清检测浓度，加入蛋白上样缓冲液，进

行凝胶电泳。电泳结束后根据分子标记切取目的蛋白

所在区域凝胶，湿转法将蛋白转移至PVDF膜，5%牛血

清白蛋白（BSA）封闭后，依次于4℃环境一抗孵育过夜、

TBST溶液洗涤、室温荧光二抗封闭1 h、TBST溶液再

次洗涤，远红外扫描仪检测。

1.8 HE染色及Smith评分

小鼠肺组织石蜡切片常规脱蜡、水化，依次以苏木

素、伊红进行染色后，以梯度酒精脱水、二甲苯透明、中

性树胶封片。正置高倍显微镜下拍照，以Smith法进行

急性肺损伤评分。

1.9 免疫组织化学染色

小鼠肺组织石蜡切片常规脱蜡、水化后，依次行微

波热抗原修复、灭活内源性过氧化物酶、4 ℃环境一抗孵

育过夜，一抗孵育完成后，磷酸盐缓冲液（PBS）充分洗

片2次，37 ℃环境二抗孵育30 min，再次以磷酸盐缓冲

液洗片2次，DAB染液显色，以苏木素复染细胞核后，脱

水、封片，正置高倍显微镜下拍照。

1.10 组织免疫荧光共染

小鼠肺组织石蜡切片彻底脱蜡、水化后，行微波热

抗原修复，同时滴加小鼠源性 cav-1 一抗和兔源性

NOX4一抗，4 ℃孵育过夜，孵育完成后，以磷酸盐缓冲

液（PBS）充分洗片2次，同时滴加2种与一抗相对应的

荧光二抗，37 ℃环境避光孵育30 min后，加入三合一

DAPI染核封片剂，立即于荧光显微镜下观察并拍照，采

用DP manager软件进行图像合成处理。

1.11 统计学分析

选用SPSS 13.0 统计学软件进行数据分析，计量数

据以均数或（均数±标准差）表示；均数间比较采用单因

素方差分析，各组间均数两两比较采用SNK-q检验，以

P<0.05 表示差异有统计学意义。等级资料先以秩和检

验分析，各组间数据两两比较采用方差分析，以P<0.05

表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肺组织病理改变及肺损伤评分

HE染色光学显微镜下观察，对照组及单纯氯沙坦

给药组小鼠各级支气管上皮和肺组织内结构完整，肺泡
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间隔正常，未见明显炎性细胞浸润。机械通气组小鼠肺

内可见大量炎性细胞浸润和弥漫性肺间质水肿，肺泡间

隔明显增厚，部分肺泡破裂融合，肺泡腔内有血性液体

且有炎性细胞浸润。治疗组小鼠肺内可见部分炎性细

胞浸润，肺泡间隔有一定程度增厚，但较机械通气组小

鼠组明显减轻（图1）。采用Smith评分法评估各组小鼠

肺损伤程度，结果显示，相较于对照组（0.4）及单纯氯沙

坦给药组（0.3），机械通气组小鼠肺损伤程度明显加重

（3.3, P<0.01），治疗组小鼠肺损伤程度较机械通气组明

显减轻（2.3 vs 3.3, P<0.01）。

图1 小鼠肺组织HE染色
Fig.1 HE staining of lung tissue of the mice (Original magnification: × 200). A: Control
group; B: Mechanical ventilation 2 h group; C: Losartan group; D: Ventilation + Losartan
group.

A B

C D

2.2 免疫荧光双染

各组小鼠肺组织免疫荧光染色结果显示，相较于对

照组及单纯氯沙坦给药组小鼠，机械通气组小鼠肺组织

内NOX4蛋白（绿色荧光标记）与cav-1蛋白（红色荧光

标记）间重叠明显增多，提示NOX4蛋白在小窝内发生

明显富集，而氯沙坦治疗组小鼠肺组织内，cav-1蛋白荧

光亮度减弱，且NOX4蛋白与cav-1蛋白的重叠较机械

通气组小鼠明显减少，即提示NOX4蛋白在小窝内富集

程度较小（图2）。

2.3 免疫组化检测cav-1及NOX4含量

检测肺组织内cav-1及氧化应激相关蛋白NOX4在

不同组小鼠肺组织内表达情况，结果显示，机械通气组

小鼠肺组织内cav-1及NOX4蛋白表达较对照组明显升

高，而采用氯沙坦治疗组小鼠肺内，机械通气后cav-1及

NOX4蛋白表达较机械通气组小鼠明显减少（图3）。

2.4 Western blot检测结果

蛋白免疫印迹实验检测不同组小鼠肺组织内

cav-1、NOX4蛋白表达情况。结果显示：cav-1在机械通

气组小鼠肺组织内表达明显升高，而采用LST治疗后，

机械通气所引起的cav-1蛋白表达明显受到抑制；对氧

化应激相关蛋白NOX4的检测显示，机械通气组小鼠肺

组织内NOX4蛋白表达较对照组明显升高，LST治疗组

小鼠肺组织内NOX4蛋白表达较机械通气组小鼠明显

减少。

3 讨论

ALI是临床高病死率的急危重症，其发病机制为众

多学者广泛关注。20世纪50年代，Palade［8］和Yamada［9］

首先报道了存在于大多数动物细胞质膜表面的细颈瓶

样凹陷结构——小窝。随着相关研究的不断深入，研究

人员发现小窝不仅可参与胞内外物质转运，也是细胞表

面信号富集和转导的关键结构，实验发现在急性肺损伤

过程中，肺组织内cav-1的含量发生明显改变，但cav-1

在急性肺损伤时表达上调还是抑制，目前仍存在争议，

cav-1在急性肺损伤病变过程中的具体作用亦尚未明

确。因此，我们尝试利用呼吸机过度通气建立小鼠急性

机械性肺损伤模型并以蛋白免疫印迹实验和免疫组织

化学染色两种方式分析急性机械性肺损伤小鼠肺组织

内cav-1的含量变化，实验发现呼吸机过度通气所引起

的急性肺损伤小鼠肺组织内cav-1的表达明显升高，提
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图2 小鼠肺组织免疫荧光双染
Fig.2 Immunofluorescence double staining of the lung tissue of the mice for cav-1 (Red) and NOX4 (Green) (Original magnification: ×200).
A, E, I, M: Control group; B, F, J, N: Mechanical ventilation (MV) 2 h group; C, G, K, O: Losartan (LST) group; D, H, L, P: MV+LST group.
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图3 小鼠肺组织内cav-1蛋白免疫组织化学染色
Fig.3 Immunohistochemistryfor cav-1 expression of the lung tissue of the mice (Original
magnification: × 400). A: Control group; B: Mechanical ventilation 2 h group; C: Losartan
group; D: MV+LST group.
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示cav-1参与了小鼠急性机械性肺损伤病变过程。高表

达的cav-1在肺损伤病变中的作用机制目前仍无定论：

部分研究发现cav-1可通过由中性粒细胞所介导的炎症

反应参与急性肺损伤的发生和发展［3］，亦有研究证实机

械通气过程中 cav-1在肺组织内的高表达可发挥明显

的抗炎作用［7］。为进一步探索高表达的cav-1在急性机

械性肺损伤过程中的作用，我们以cav-1为信号转导枢

纽，通过寻找并分析急性机械性肺损伤过程中与其相关

蛋白的情况，进而评估cav-1在急性机械性肺损伤过程

中的作用。

研究证实，活性氧族（reactive oxygen species,

ROS）参与了ALI早期的肺毛细血管内皮细胞、肺泡上

皮细胞损伤的过程［10］。ROS的过度蓄积不仅引起脂质

过氧化反应、细胞内蛋白和酶变性及DNA氧化损伤，亦

可激活多条信号通路，间接加重组织、细胞损伤［11］。尼

克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）氧化酶是众多

ROS合成酶中的主要成员，其相关组分NOX4在ALI的

发病过程中扮演重要角色［10, 12］。通过蛋白免疫印迹实

验和免疫组织化学染色实验，我们发现在小鼠急性呼吸

机相关肺损伤病变过程中，小鼠肺组织内NOX4蛋白表

达明显升高，提示急性机械性肺损伤过程中小鼠肺组织

内可能发生了氧化应激损伤，而通过组织免疫荧光双染

检测，我们进一步发现，在呼吸机相关肺损伤的小鼠肺

组织内，cav-1及氧化应激相关蛋白NOX4不仅均表达上

调，并且在细胞内发生相互趋近，提示在急性机械性肺

损伤过程中，cav-1与NOX4可能发生了相互作用并与急

性肺损伤发生发展密切相关。

近年来，RAS在急性肺损伤中的作用引起了广泛

A B

C D

图4 小鼠肺组织内NOX4蛋白免疫组织化学染色
Fig.4 Immunohistochemistry for NOX4 expression in mouse lung tissue (Original
magnification: × 400). A: Control group; B: Mechanical ventilation 2 h group; C: Losartan
group; D: Mechanical ventilation group+Losartan group.

图5 Western blot检测肺组织cav-1、NOX4

Fig.5 Expression of cav-1 and NOX4 in lung tissue
detected by Western blotting. *P<0.01 vs control group; #P<
0.01 vs MV group. N: Control group; MV: Mechanical
ventilation 2 h group; LST: Losartan group; MV + LST:
Mechanical ventilation group+Losartan group.
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关注，在急性肺损伤病变过程中，局部肾素-血管紧张素-

醛固酮系统（RAAS）可引起组织内氧化应激水平升高

从而加对重靶器官的损害［6］。研究证实，机械通气所引

起的急性肺损伤与RAS系统的激活密切相关，在应用

血管紧张素转换酶抑制剂或血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂

后，过度通气所造成的急性肺损伤将得到不同程度的缓

解［5］。前述实验中相关结果提示cav-1可能通过调节细

胞内氧化应激水平参与急性机械性肺损伤病变过程，因

此，我们将事先给予血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂氯沙坦灌

胃处理的小鼠，与未经特殊处理的小鼠同时以呼吸机过

度通气进行建模并检测各组小鼠肺内 cav-1蛋白及

NOX4蛋白的表达情况，从而探究急性呼吸机相关肺损

伤过程中小鼠肺组织内RAS系统与cav-1的关系。实

验结果发现，氯沙坦可明显抑制过度通气所引起的

cav-1及NOX4蛋白的上调，提示RAS系统可能通过调

节cav-1及氧化应激相关蛋白NOX4的表达参与了急性

呼吸机相关性肺损伤的病理过程。由于相关研究证实，

NOX4在小窝内的富集可进一步开放下游氧化应激通

路，并造成细胞内氧代谢产物的大量生成和释放，加重

细胞和组织的炎症［5］。因此我们认为：在机械通气所造

成的急性肺损伤过程中，小窝可能扮演了富集NOX4蛋

白并进一步开放其下游信号通路的作用，而这种作用可

被血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂所阻遏。

对于cav-1在急性肺损伤中的作用机制，目前学术

界尚存较多争议［13-15］。由于本研究在建立过度通气肺损

伤小鼠模型时，通气时间选用2 h，因此相关实验数据仅

能反映极早期肺损伤时的情况，由于生物自身调节的广

泛存在，相关的实验手段尚需进一步完善，有关机械通

气造成的急性肺损伤的病变机制还需要不断探索，氧化

应激通路下游炎症相关蛋白的表达亦有待于通过完善

相关实验进一步检测；同时，血管紧张素Ⅱ受体抑制剂

对cav-1的抑制作用机制尚不明确，仍需进行深入研究。

综上所述，早期机械通气可引起小鼠肺组织内小窝

蛋白cav-1表达升高并可能引起NOX4等氧化应激相关

蛋白的向小窝内富集，进而激活细胞内氧化应激通路，

促进下游炎症因子的表达和释放，导致细胞和肺组织的

损伤。这一途径可被血管紧张素Ⅱ受体抑制剂所阻遏，

因此，预防性应用血管紧张素Ⅱ受体抑制剂，对于控制

早期机械通气所引起的急性肺损伤具有一定意义。
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