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　 　 【摘要】 　 目的　 评价亚甲蓝对大鼠机械通气相关损伤（ＶＩＬＩ）中核苷酸结合寡聚化结构域样受

体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）炎性小体的影响。 方法　 清洁级成年雄性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只，８ 周龄，体重 ２４０～２６０ ｇ，
采用随机数字表法分为三组：自主呼吸对照组（Ｃ 组）、大潮气量模型组（Ｈ 组）和大潮气量＋亚甲蓝

组（ＭＢ 组），每组 １２ 只。 三组大鼠均行气管切开插管术，ＭＢ 组经腹腔注射 １％亚甲蓝 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，１０
ｍｉｎ 后以 ＶＴ ２０ ｍｌ ／ ｋｇ 行机械通气；Ｃ 组经腹腔注射等容量生理盐水后保持自主呼吸；Ｈ 组经腹腔注

射等容量生理盐水，１０ ｍｉｎ 后以 ＶＴ ２０ ｍｌ ／ ｋｇ 行机械通气。 通气参数：ＦｉＯ２ ２１％，Ｉ ∶ Ｅ １ ∶ １，ＲＲ ８０
次 ／分，ＰＥＥＰ ０，通气时间 ４ ｈ。 于基础状态、通气结束时经颈总动脉取血行血气分析，通气结束后颈

总动脉放血处死大鼠，收集肺组织标本、支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）。 光镜下观察肺组织病理学改

变，记录肺损伤评分，计算肺组织湿 ／干重比值（Ｗ ／ Ｄ）。 采用 ＥＬＩＳＡ 法测定 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量以及

血清、ＢＡＬＦ 中白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃１８ 浓度；鲁米诺化学发光法检测肺组织中活性氧（ＲＯＳ）含量；
ＲＴ⁃ＰＣＲ 法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检测肺组织 ＮＬＲＰ３、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、天冬氨酸半胱氨

酸蛋白酶⁃１（ｃａｓｐａｓｅ⁃１）ｍＲＮＡ 表达量及蛋白含量。 结果　 与 Ｃ 组比较，Ｈ 组肺损伤评分、Ｗ ／ Ｄ 明显

升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＢＡＬＦ 中总蛋白以及血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 浓度明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），肺组织

中 ＲＯＳ 含量、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达量及蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｈ 组比较，
ＭＢ 组肺损伤评分、Ｗ ／ Ｄ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＢＡＬＦ 中总蛋白以及血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 浓度

明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），肺组织中 ＲＯＳ 含量、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达量及蛋白含量明显降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 亚甲蓝通过抑制大鼠肺组织中 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的激活，阻碍促炎因子 ＩＬ⁃１β 及

ＩＬ⁃１８ 的形成，减轻大鼠 ＶＩＬＩ。
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ｆｌａｍｍａｓｏｍｅ； Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ； Ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ

　 　 机械通气相关肺损伤 （ ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ， ＶＩＬＩ）是机械通气的常见并发症之一，其主

要发生机制是机械外力对肺泡的直接损伤，以及机

械损伤引发的肺泡和全身循环系统中炎性因子的

释放［１］。 ＶＩＬＩ 主要病理生理改变包括肺泡结构改

变、肺泡毛细血管通透性增加、炎性细胞因子激活

释放、氧化抗氧化平衡失调等［２］。 ＶＩＬＩ 可引起肺泡

巨噬细胞线粒体中活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）的产生［３］，ＲＯＳ 可激活核苷酸结合寡聚化结

构域样受体蛋白 ３（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＮＬＲＰ３）炎性小体［４］。
ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活后可促进促炎因子白细胞介

素（ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的成熟与释放，介导“瀑布样”炎

症反应［５］。 亚甲蓝属于吩噻嗪类化合物，能够抑制

氧自由基及超氧化物的产生，稳定线粒体，减少细

胞凋亡［６－７］，可改善动脉氧合，减轻肺泡损伤，发挥

一定的肺保护作用［８］。 但是亚甲蓝在 ＶＩＬＩ 中的作

用尚不明确，本实验拟通过建立大鼠 ＶＩＬＩ 模型，探
讨亚甲蓝对 ＶＩＬＩ 的影响。

材料与方法

实验仪器与试剂　 Ｔｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂，Ｐｒｉ⁃
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒｃ（货号：
ＲＲ０４７Ａ）， ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ （ 货 号：
ＲＲ８２０Ａ），内参 β⁃ａｃｔｉｎ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 引

物，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 及内参 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗（批
号：ＡＲＧ５８５６８、ＡＲＧ５５１２２、ＡＲＧ５７２９３、ＢＥ００２１），山
羊抗兔二抗（批号：ＢＥ０１０１），ＲＯＳ 检测试剂盒，ＢＣＡ
蛋白浓度试剂盒，ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ ＥＬＩＳＡ 试剂盒，小
动物呼吸机（型号：ＲＷＤ４０７），ＰＣＲ 仪（型号：ＭＰ⁃
３２），ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计， 紫外分析仪 （型号：

ＪＹ０２Ｓ），荧光定量 ＰＣＲ 仪（型号：ＡＢＩ７５００）。 ＡＶＬ
全自动血气分析仪。

实验动物与分组　 清洁级成年雄性 ＳＤ 大鼠 ３６
只，８ 周龄，体重 ２４０～２６０ ｇ，由济南朋悦实验单位繁

育有 限 公 司 提 供， 动 物 合 格 证 号： ＳＣＸＫ （ 鲁 ）
２０１４０００７。 于室温 ２３～２６ ℃、安静环境下常规饲养

１ 周以适应环境。 采用随机数字表法将大鼠分为三

组：自主呼吸对照组（ Ｃ 组）、大潮气量模型组（Ｈ
组）、大潮气量＋亚甲蓝组（ＭＢ 组），每组 １２ 只。

模型制备　 禁食 ８ ｈ，自由饮水，三组大鼠经腹

腔注射 ３％戊巴比妥钠 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ，麻醉后均行气管

切开插管术，经右侧颈内静脉建立静脉通路。 参考

文献［９］的方法建立大鼠 ＶＩＬＩ 模型，Ｃ 组大鼠保持

自主呼吸，Ｈ 组、ＭＢ 组经右侧颈内静脉注射罗库溴

铵 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ，待大鼠自主呼吸消失后连接小动物

呼吸机行机械通气 ４ ｈ，ＶＴ ２０ ｍｌ ／ ｋｇ，ＦｉＯ２ ２１％，Ｉ ∶ Ｅ
１ ∶ １，ＲＲ ８０ 次 ／分，ＰＥＥＰ ０。 机械通气前 １０ ｍｉｎ，
ＭＢ 组参考文献［１０］的方法经腹腔注射 １％亚甲蓝

５０ ｍｇ ／ ｋｇ，Ｃ 组、Ｈ 组经腹腔注射等量生理盐水。
标本采集　 于气管插管即刻、机械通气结束即

刻经右侧颈动脉分别抽取血液 ２ ｍｌ 行血气分析，机
械通气 ４ ｈ 后再经右侧颈动脉抽取血液 ５ ｍｌ，４ ℃、
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清－８０ ℃保存备检，
后颈动脉放血处死大鼠。 迅速取出大鼠肺组织，结
扎大鼠右肺，取右肺上叶置于 ５ ｍｌ 离心管中备检；
取大鼠右肺中叶置于 ４％多聚甲醛中备检；取大鼠

右肺下叶保存于液氮中备检。 用预冷的磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）５ ｍｌ 经气管导管灌洗大鼠左肺 ３ 次，收
集支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）５ ｍｌ，４ ℃，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ，取上清－８０ ℃保存备检。

动脉血气分析检测　 气管插管前即刻、通气结
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束后采集右侧颈总动脉血液， 行血气分析， 记

录 ＰａＯ２。
肺组织病理学检查　 取大鼠右肺中叶，４％多聚

甲醛固定 ２４ ｈ，经石蜡包埋、切片、ＨＥ 染色，光镜下

观察各组肺组织病理学改变。
肺损伤评分和肺组织湿 ／ 干重比值（Ｗ／ Ｄ）测定

参考文献［１１］的方法行肺损伤评分。 取大鼠右肺

上叶，滤纸吸干表面水分，称湿质量，后将其放入 ８０
℃电热烘干箱烘干至恒重，称干质量，计算肺组织

Ｗ／ Ｄ。
ＢＡＬＦ 中总蛋白含量检测　 采用 ＢＣＡ 法检测大

鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量，操作步骤依据 ＢＣＡ 蛋白浓

度试剂盒说明书进行。
血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 含量检测 　 采用

ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 浓度，
操作步骤依据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行。

肺组织中 ＲＯＳ 含量检测 　 采用鲁米诺化学发

光法检测大鼠肺组织中 ＲＯＳ 含量，操作步骤依据

ＲＯＳ 检测试剂盒说明书进行。
肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达量

检测　 取大鼠右肺下叶部分组织，液氮研磨后采用

Ｔｒｉｚｏｌ 一步法提取肺组织总 ＲＮＡ，操作步骤依据说

明书进行。 紫外吸收测定法测定 ＲＮＡ 的浓度、纯
度。 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测肺组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达量，用 ｃＤＮＡ 合成试剂盒合成

ｃＤＮＡ，用 ＡＢＩ ７５００ 型 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 扩 增

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的 ｍＲＮＡ。 内参 β⁃ａｃｔｉｎ、
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的引物序列为：β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ
５′⁃ＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣＴ⁃３′， β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ５′⁃
ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴ⁃３′； ＮＬＲＰ３⁃Ｆ ５′⁃
ＣＡＧＧＣＧＡＴＣＡＡＣＡＧＧＣＧＡＧＡＣ⁃３′， ＮＬＲＰ３⁃Ｒ ５′⁃
ＡＧＡＧＡＴＡＴＣＣＣＡＧＣＡＡＡＣＣＴＡＴＣＣＡ⁃３′； ＡＳＣ⁃Ｆ ５′⁃
ＴＧＴＧＣＴＴＡＧＡＧＡＣＡＴＧＧＧＣＡＴＡＣＡＧ⁃３′， ＡＳＣ⁃Ｒ ５′⁃
ＧＣＣＡＴＡＣＡＧＡＧＣＡＴＣＣＡＧＣＡＡ⁃３′； ｃａｓｐａｓｅ⁃１⁃Ｆ ５′⁃
ＡＣＴＣＧＴＡＣＡＣＧＴＣＴＴＧＣＣＣＴＣＡ⁃３′， ｃａｓｐａｓｅ⁃１⁃Ｒ ５′⁃
ＣＴＧＧＧＣＡＧＧＣＡＧＣＡＡＡＴＴＣ⁃３′。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反 应 体

系：９５ ℃ ３０ ｓ 预变性，９５ ℃ ５ ｓ 变性，６０ ℃ ３４ ｓ 退

火，共 ４０ 个循环。 用 ２－ΔΔＣｔ（ΔＣｔ ＝目的基因 Ｃｔ 值－
内参 Ｃｔ 值）进行各组间差异比较，数据分析应用仪

器自带软件。
肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白含量检测

　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白含量。 将大鼠右肺下叶部分组织剪

成米粒样大小置于预冷研钵中研磨，加入组织细胞

裂解液，冰上静置 ３０ ｍｉｎ 后经 ４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 －８０℃冰

箱中取出总蛋白样品，溶化后加入 ５×上样缓冲液，
９５ ℃条件下反应 １０ ｍｉｎ，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，ＰＶＤＦ 膜湿

转法转膜，转膜条件为电流 １３０ ｍＡ，电压 ６０ Ｖ，转膜

时间为 ６０ ｍｉｎ。 封闭液中封闭 １ ｈ 后加入 ＮＬＲＰ３
一抗（１ ∶ １ ０００）、ＡＳＣ 一抗（１ ∶ １ ０００）、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 一

抗（１ ∶ １ ０００），内参 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗（１ ∶ ５ ０００），４ ℃孵

育过夜，１×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 将一抗反

应膜放入山羊抗兔二抗（１ ∶ ５ ０００）中室温孵育 １ ｈ，
１×ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

扫描蛋白条带灰度值，用蛋白条带灰度值与内参 β⁃
ａｃｔｉｎ 条带灰度值的比值表示目的蛋白含量。

统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计学软件进行分

析。 正态分布计量资料以均数±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。

结　 　 果

大鼠 ＰａＯ２ 　 三组气管插管前即刻 ＰａＯ２差异无

统计学意义。 与气管插管即刻比较，通气结束后 Ｈ
组、ＭＢ 组 ＰａＯ２明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｃ 组比较，
通气结束后 Ｈ 组、ＭＢ 组 ＰａＯ２明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
与 Ｈ 组比较，通气结束后 ＭＢ 组 ＰａＯ２明显升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）（表 １）。

表 １　 三组大鼠不同时点 ＰａＯ２的比较（ｍｍＨｇ，􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数 气管插管前即刻 通气结束后

Ｃ 组 １２ ９０􀆰 １±１１􀆰 ８ ９１􀆰 １±１１􀆰 ２

Ｈ 组 １２ ９１􀆰 ２±１４􀆰 ２ ５０􀆰 ２±８􀆰 ３ａｂ

ＭＢ 组 １２ ９０􀆰 １±１１􀆰 ２ ６１􀆰 ０±８􀆰 ９ａｂｃ

　 　 注：与气管插管前即刻比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｃ 组比较，ｂＰ＜
０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５

大鼠肺组织病理学改变 　 光镜下，Ｃ 组肺泡结

构正常，肺泡壁边界连续清楚。 Ｈ 组可见肺泡壁断

裂，肺间质明显水肿，中性粒细胞等炎性细胞渗出。
ＭＢ 组肺组织损伤较 Ｈ 组轻，肺泡壁增厚，肺间质可

见水肿，少量炎性细胞渗出（图 １）。
大鼠肺损伤评分及肺组织 Ｗ／ Ｄ　 与 Ｃ 组比较，

Ｈ 组、ＭＢ 组肺损伤评分及 Ｗ／ Ｄ 明显升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与 Ｈ 组比较，ＭＢ 组肺损伤评分及 Ｗ／ Ｄ 明

显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 ２）。
大鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量　 与 Ｃ 组比较，Ｈ 组、
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图 １　 三组大鼠光镜下肺组织 ＨＥ 染色图（×４００）

表 ２　 三组大鼠肺损伤评分及肺组织Ｗ／ Ｄ的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数 肺损伤评分（分） Ｗ ／ Ｄ

Ｃ 组 １２ ３􀆰 ３±１􀆰 ５ ４􀆰 ０±１􀆰 ９

Ｈ 组 １２ ９􀆰 ４±０􀆰 ９ａ ８􀆰 ６±１􀆰 ４ａ

ＭＢ 组 １２ ７􀆰 １±１􀆰 ４ａｂ ６􀆰 ８±２􀆰 ３ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

ＭＢ 组 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与

Ｈ 组比较，ＭＢ 组 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量明显降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５）（图 ２）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 三组大鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白含量的比较

大鼠血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 浓度　 与 Ｃ 组

比较，Ｈ 组、ＭＢ 组血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 浓度

明显升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 Ｈ 组比较，ＭＢ 组血清、
ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 浓度明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图
３—４）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 三组大鼠血清和 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β浓度的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ４　 三组大鼠血清和 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１８ 浓度的比较

大鼠肺组织 ＲＯＳ 含量　 与 Ｃ 组比较，Ｈ 组、ＭＢ
组肺组织中 ＲＯＳ 含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｈ 组

比较，ＭＢ 组肺组织中 ＲＯＳ 含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）
（图 ５）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ５　 三组大鼠肺组织 ＲＯＳ 含量的比较

大鼠肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达

量　 与 Ｃ 组比较，Ｈ 组、ＭＢ 组肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｈ
组比较，ＭＢ 组肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ
表达量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ６）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ６　 三组大鼠肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ
表达量的比较

大鼠肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白含量　
与 Ｃ 组比较， Ｈ 组、 ＭＢ 组肺组织 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｈ 组比
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较，ＭＢ 组肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白含量

明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ７）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０１；与 Ｈ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ７　 三组大鼠肺组织 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１
蛋白含量的比较

讨　 　 论

机械通气作为一种生命支持手段和治疗措施

在临床工作中扮演着重要的角色，但其应用过程中

所带来的诸如 ＶＩＬＩ 等并发症也不容忽视，探讨 ＶＩＬＩ
及其防治措施具有重要的临床意义。 亚甲蓝具有

潜在的肺保护作用［８］，但其作用途径尚不明确。 本

实验参考文献［９］的方法制备大鼠 ＶＩＬＩ 模型，Ｈ 组

肺损伤评分、肺组织 Ｗ／ Ｄ、ＢＡＬＦ 总蛋白较 Ｃ 组升

高，肺泡壁断裂，肺间质水肿，中性粒细胞等炎性细

胞渗出，提示 ＶＩＬＩ 模型建立成功。 本实验结果显

示，大潮气量通气可诱导蛋白浓度的增加和炎性细

胞的聚集，导致肺损伤。
ＮＬＲＰ３ 炎性小体隶属于 ＮＬＲ 家族，是细胞质

中的一类模式识别受体（ＰＲＲ） ［１２］。 有研究表明，其
在巨噬细胞、淋巴细胞等多种细胞中表达，其结构

包括 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 以及 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 三个部分［１３］。
机械通气时，机械外力作用于肺脏，对肺泡细胞造

成直接机械损伤，同时机械力刺激可导致肺泡巨噬

细胞线粒体内 ＲＯＳ 的聚集［３， ５］。 ＮＬＲＰ３ 在感知

ＲＯＳ 等刺激后通过自身 ＮＯＤ 结构域寡聚化暴露其

效应结构域，进而募集 ＡＳＣ。 ＡＳＣ 是一种包含半胱

天冬酶募集域（ＣＡＲＤ）和热蛋白结构域（ＰＹＤ）的接

头蛋白，ＡＳＣ 被募集后，其 ＰＹＤ 与具有相似结构的

ＮＬＲＰ３ Ｎ 末端结合，其 ＣＡＲＤ 募集 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 并

与之结合形成 ＮＬＲＰ３ 炎性小体［１４－１６］。 ＮＬＲＰ３ 炎性

小体激活后，其组成部分 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 可自身剪切

裂解为 ｃａｓｐａｓｅ⁃１，从而使前体 ＩＬ⁃１β 、前体 ＩＬ⁃１８ 转

化为 ＩＬ⁃１β 、ＩＬ⁃１８，ＩＬ⁃１β 、ＩＬ⁃１８ 释放入血启动级联

式炎症反应［１７－１８］。 因此，ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活时，
其组成部分 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达上调，
引起 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 高表达。 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 介导 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８
的形成，导致炎症反应。 既往研究［１９］ 表明，以 ＮＬ⁃
ＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 高表达证明 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的

激活，以 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 高表达证明 ＮＬＲＰ３ 炎性小体

介导的炎症反应。 本研究结果显示，Ｈ 组大鼠肺组

织中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

较 Ｃ 组明显升高，提示 ＶＩＬＩ 时 ＮＬＲＰ３ 炎性小体被

激活，激活后的 ＮＬＲＰ３ 炎性小体介导 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１
转化为 ｃａｓｐａｓｅ⁃１。 同时 Ｈ 组大鼠血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃
１β 、ＩＬ⁃１８ 的含量较 Ｃ 组明显增加，提示 ｃａｓｐａｓｅ⁃１
介导前体 ＩＬ⁃１β 、前体 ＩＬ⁃１８ 转化为 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８，从
而介导炎症反应，导致肺损伤。

亚甲蓝是一种临床应用较为安全的抗氧化剂，
可通过与分子氧竞争黄嘌呤氧化酶转移电子抑制

氧自由基及超氧化物的生成，以减轻氧化性损

伤［２０］。 近几年研究［２１－２２］ 表明，亚甲蓝可通过降低

ＮＯ 水平、抑制过氧亚硝酸盐的生成，抑制氧化应

激，以减轻外伤或缺血－再灌注引起的肺部损伤。
参考文献［１０］并结合预实验，本实验 ＭＢ 组于机械

通气前 １０ ｍｉｎ 经腹腔注射 １％亚甲蓝 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ。 本

实验结果显示，ＭＢ 组 ＰａＯ２较 Ｈ 组升高，肺组织病

理学损伤、肺组织 Ｗ／ Ｄ、肺损伤评分、ＢＡＬＦ 总蛋白

含量较 Ｈ 组降低，提示亚甲蓝可减轻大鼠ＶＩＬＩ。
亚甲蓝可通过稳定线粒体膜，降低线粒体内

ＲＯＳ 的生成来抑制细胞凋亡、坏死［２３］，也可通过抑

制骨髓巨噬细胞中 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的激活，在神经

系统疾病及代谢性疾病中发挥抗炎作用［２４］。 本实

验结果显示，ＭＢ 组大鼠在亚甲蓝预处理后，肺组织

中 ＲＯＳ 含量，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达较 Ｈ 组降低，同时血清、ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
１８ 的含量较 Ｈ 组减少，提示亚甲蓝可抑制肺组织中

ＲＯＳ 聚集，阻碍 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的激活，从而抑制

ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 转化为 ｃａｓｐａｓｅ⁃１，阻碍前体 ＩＬ⁃１β、前
体 ＩＬ⁃１８ 转化为 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８，减轻炎症反应。 亚甲

蓝阻碍 ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活的机制可能与抑制

ＲＯＳ 的聚集有关，但有待进一步研究。
综上所述， 亚甲蓝通过抑制大鼠肺组织中
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ＮＬＲＰ３ 炎性小体的激活，阻碍促炎因子 ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃
１８ 的形成，减轻大鼠 ＶＩＬＩ。
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ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１３， ４： ３３３．

［１３］ 　 Ｇｒｉｅｂｅｌ Ｔ， Ｍａｅｋａｗａ Ｔ， Ｐａｒｋｅｒ ＪＥ． ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖ⁃
ｉｔｙ ｉｎ ｅｆｆｅｃｔｏｒ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１４， ３５
（１１）： ５６２⁃５７０．

［１４］ 　 Ａｂｄｅｒｒａｚａｋ Ａ， Ｓｙｒｏｖｅｔｓ Ｔ， Ｃｏｕｃｈｉｅ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａ⁃
ｓｏｍｅ： ｆｒｏｍ ａ ｄａｎｇｅｒ ｓｉｇｎａｌ ｓｅｎｓｏｒ ｔｏ ａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｏｄｅ ｏｆ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ， ２０１５， ４：
２９６⁃３０７．

［１５］ 　 Ｇａｉｄｔ ＭＭ， Ｈｏｒｎｕｎｇ Ｖ． Ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｒｅｎｄｅｒｓ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ． Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２０１８， ４３０（２）： １３３⁃１４１．

［１６］ 　 Ｈｅ Ｙ， Ｈａｒａ Ｈ， Ｎúñｅｚ Ｇ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｃｉ， ２０１６， ４１（１２）：
１０１２⁃１０２１．

［１７］ 　 Ｓｏｎｇ Ｎ， Ｌｉｕ ＺＳ， Ｘｕｅ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＮＬＲＰ３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｓ ａｎ ｅｓ⁃
ｓｅｎｔｉａｌ ｐｒｉｍｉｎｇ ｅｖｅｎｔ ｆｏｒ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ，
２０１７， ６８（１）： １８５⁃１９７．ｅ６．

［１８］ 　 Ｐａｒｋｅｒ ＪＣ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ （ ＶＩＬＩ）： ａｎ ｕｐｄａｔｅ． Ｊ Ｌｕｎｇ Ｈｅａｌｔｈ Ｄｉｓ， ２０１８， ２
（２）： １８⁃２２．

［１９］ 　 Ｗａｎｇ ＹＣ， Ｌｉｕ ＱＸ， Ｚｈｅｎｇ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ
ｓｅｐｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｓｏｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，
２０１９， ４２（４）： １３０１⁃１３１０．

［２０］ 　 Ａｂｒｅｕ Ｍ， Ａｌｍｅｉｄａ ＦＭ， Ｓａｎｔｏｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｅｓ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅ ａｔ⁃
ｔｅｎｕａｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎｉｓｃｈｅｍｉｃ ｌｕｎｇｓ ａｆｔｅｒ ｌｕｎｇ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ⁃
ｔｉｏｎ． Ｊ Ｂｒａｓ Ｐｎｅｕｍｏｌ， ２０１８， ４４（５）： ３７８⁃３８２．

［２１］ 　 Ｋａｎｔｅｒ Ｍ， Ｓａｈｉｎ ＳＨ， Ｂａｓａｒａｎ ＵＮ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｂｌｕｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ａｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ． Ｊ Ｓｕｒｇ Ｒｅｓ， ２０１５， １９３
（２）： ９０９⁃９１９．

［２２］ 　 Ａｙｖａｚ Ｓ， Ａｋｓｕ Ｂ， Ｋａｒａｃａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅ ｉｎ
ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｂｌｕｎｔ ｃｈｅｓｔ ｔｒａｕｍａ． Ｈｉｐｐｏｋｒａｔｉａ，
２０１４， １８（１）： ５０⁃５６．

［２３］ 　 Ｋｕｌｉａｖｉｅｎｅ Ｉ， Ｂａｎｉｅｎｅ Ｒ， Ｖｉｒｋｅｔｙｔｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅ ａｔ⁃
ｔｅｎｕａｔｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ｄｕｒｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉ⁃
ｍｅｎｔａｌ ａｃｕｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ． Ｊ Ｄｉｇ Ｄｉｓ， ２０１６， １７（３）： １８６⁃１９２．

［２４］ 　 Ａｈｎ Ｈ， Ｋａｎｇ ＳＧ， Ｙｏｏｎ ＳＩ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ＮＬＲＰ３， ＮＬＲＣ４， ＡＩＭ２， ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａ⁃
ｔｉｏｎ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１７， ７（１）： １２４０９．

（收稿日期：２０１９ ０７ ２６）

·８９７· 临床麻醉学杂志 ２０２０ 年 ８ 月第 ３６ 卷第 ８ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ａｕｇｕｓｔ ２０２０，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．８


