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【摘要】  目的　探索基于Keap1/Nfr2/ARE信号通路探索呼吸机相关肺损伤（ventilation induced lung injury，VILI）形

成的分子机制。方法　给予SD大鼠过度机械通气建造VILI模型；HE染色检测对照组、正常潮气量（VT）组（VT为8

mL/kg）、大VT组（VT为40 mL/kg）肺组织病理变化；检测各组肺组织湿重/干重（W/D）比值变化；BCA法检测各组支气管肺

泡灌洗液（BALF）中总蛋白的变化；ELISA法检测各组BALF和血清中白细胞介素1β（IL-1β）、白细胞介素-8（IL-18）以及肺

组织中8-羟基脱氧鸟苷（8-OHdG）的水平变化；TBA法检测肺组织中丙二醛（MDA）水平变化；Western bloting实验检测巨

噬细胞中Nod样受体蛋白3(NLRP3)、凋亡相关斑点样蛋白(ASC)、caspase-1蛋白以及肺组织中Keap1、Nrf2蛋白的变化；逆

转录PCR检测各组肺组织中SOD mRNA、HO-1 mRNA表达变化。结果　过度机械通气可损伤肺组织，导致肺泡破裂、炎

症细胞浸润和红细胞增多；与对照组和正常VT组相比，大VT组肺组织W/D值、8-OHdG和MDA水平、BALF中总蛋白、IL-

1β、IL-18以及血清中IL-1β、IL-18水平均显著上升（P均<0.05），肺泡巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-1蛋白以及肺组织

中Keap1蛋白表达上升（P均<0.05），肺组织中Nrf2蛋白、SOD mRNA、HO-1 mRNA表达下降。结论　大VT通气可以使肺

组织发生急性炎症性损伤并导致VILI的发生，其机制为过度通气引起Keap1/Nrf2-ARE通路抑制和活性氧（ROS）清除能力

的下降，进而引起肺巨噬细胞产生NLRP3炎症小体，参与VILI的形成。
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【Abstract】   Objective　To  explore  the  molecular  mechanism  of  ventilation  induced  lung  injury  (VILI)
formation  based  on  Keap1/Nfr2/ARE  signaling  pathway. Methods　The  VILI  model  was  established  by  excessive
mechanical  ventilation in SD rats.  HE staining was used to detect  the pathological  changes of  lung tissue in the control
group, normal tidal volume (VT) group and large VT group (VT 40 mL/kg). The wet weight of lung tissue was detected in
each  group.  Dry  weight  (W/D)  ratio  change;  BCA  method  was  used  to  detect  the  changes  of  total  protein  in
bronchoalveolar  lavage  fluid  (BALF)  of  each  group;  ELISA  was  used  to  detect  interleukin-1β  (IL-1β)  and  leukocyte  in
BALF  and  serum  of  each  group.  The  content  of  8-OHdG  in  the  lung  tissue  was  detected  by  IL-8  and  the  content  of
malondialdehyde  (MDA)  in  the  lung  tissue  was  detected  by  TBA  method.  The  NLRP3,  ASC  and  caspase-1  proteins  in
macrophages were detected by Western blotting. The changes of Keap1 and Nrf2 proteins in lung tissues were detected by
RT-PCR.  The  expressions  of SOD mRNA  and HO-1  mRNA  in  lung  tissues  of  each  group  were  detected  by  RT-PCR.
Results　Excessive  mechanical  ventilation  could  damage  lung  tissue,  leading  to  alveolar  rupture,  inflammatory  cell
infiltration  and  erythrocytosis.  Compared  with  the  control  group  and  normal  VT group,  the  W/D value,  8-OHdG and
MDA content in the large VT group, and total BALF, the contents of IL-1β and IL-18 in protein, IL-1β, IL-18 in serum
increased significantly (P<0.05). Compared with the control group and normal VT group, NLRP3, ASC, in macrophage of
large VT group, the content of  Keap1 protein in caspase-1 protein and lung tissue increased significantly (P<0.05).  The
expression of Nrf2 protein, SOD mRNA and HO-1 mRNA in lung tissue decreased significantly. Conclusions　Large VT
ventilation can cause acute inflammatory injury in lung tissue and lead to the occurrence of VILI. Inflammatory bodies of
NLRP3 in alveolar macrophages are involved in this process, and the mechanism of NLRP3 inflammatory bodies is caused
by hyperventilation in addition to mechanical injury. Decreased Keap1/Nrf2-ARE pathway inhibition and ROS clearance  
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may also cause macrophage production of NLRP3 inflammatory bodies.

【Key words】　　Ventilator-associated lung injury　　Reactive oxygen　　Keap1/Nfr2/ARE signaling pathway
　　Mechanism　　

 
大多数重症患者在治疗过程中需要以机械性通

气作为生命维持的必要手段，这种机械通气在临床

应用广泛，但也可能引起进一步的肺损伤，即机械通

气相关性肺损伤（ventilation induced lung injury，
VILI）。近年来研究发现VILI机制除力学牵张外，还

包括由力学牵张引起的生物性肺损伤 [1-2]。有学者认

为 [3]生物性肺损伤是由过度牵张引起的分子信号通

路的改变导致肺内炎性细胞激活和炎症反应“瀑布

式”扩大产生的炎性损伤，然确切机制尚不明确。研

究发现 [4]炎性小体介导的炎症反应具有“瀑布式”爆

发的特点，张维康等 [5]初步发现炎性小体在VILI产生

过程中扮演重要作用，可促进VILI的产生，但并未进

一步阐释诱导炎性小体产生的分子机制。炎性小体

的产生依赖于外源性病原体或内源性DNA、活性氧

等对细胞内模式识别受体 ( p a t t e r n  r e c o g n i t i o n
receptor, PRR)的刺激。高氧和过度牵拉可引起肺组

织产生大量活性氧 [6-7]，有研究认为在机械性通气过

程中引起肺组织产生了大量活性氧化中间产物

（ROIs），这些氧化产物既可以直接损伤肺组织，也可

以通过改变氧化应激途径来介导肺损伤。基于此，

本实验将通过研究VILI过程中炎性小体的产生以及

氧化水平的变化探索VILI产生的生物学机制，为

VILI的防御和治疗提供新的实验基础。

1     材料与方法

1.1    实验动物

健康清洁级成年雄性SD大鼠，体质量240～260 g，
由兰州大学实验动物中心提供，动物合格证号：

SCXK（甘）2018-0002。
1.2    实验试剂

苏木素伊红（HE）染色试剂盒（C0105，碧云天）、

丙二醛（MDA）检测试剂盒（S0131，碧云天）、8-羟基脱

氧鸟苷（8-OHdG） ELISA检测试剂盒（ml002198，上海

酶联）、Trizol（9109，Takara）、反转录PCR试剂盒

（R R 0 4 7 A，T a k a r a）、实时荧光定量P C R试剂盒

（RR820A，Takara）、RIPA裂解液（P0013C，碧云天）、兔

抗NLRP3多克隆抗体（ab214185，Abcam）、兔抗凋亡相

关斑点样蛋白（ASC）多克隆抗体（ab47092，Abcam）、

兔抗caspase-1多克隆抗体（ab1872，Abcam）、兔抗核因

子E2相关因子2（Nrf2）单克隆抗体（ab62352，Abcam）、

鼠抗kelch样环氧氯丙烷相关蛋白-1（Keap1）单克隆抗

体（ab150654，Abcam）、HRP标记山羊抗兔二抗

（A0208，碧云天）、HRP标记山羊抗小鼠二抗（A0216，
碧云天）。

1.3    试验方法

1.3.1    实验动物分组及模型制备　采用随机数字表

法将30只SD大鼠分为自主呼吸对照组、正常潮气量

（VT）组、大VT组3组，每组10只。各组大鼠均行气管

切开插管术；经股动脉插管监测动脉血压，经股静脉插

管建立静脉通道，以10 mL/（kg·h）的速度输注生理盐

水，使肛温维持在37.3～38.3℃。参考文献[8]方法制备

大鼠VILI模型。插管成功后，对照组保持自主呼吸；两

个VT组经股静脉注射维库溴铵0.1 mg/mL，待自主呼

吸消失后连接TOPO型小动物呼吸机（美国KENT公

司）进行机械通气4 h；正常VT组VT为8 mL/kg，大
VT组VT为40 mL/kg。机械通气参数：吸呼比（I:E）为
1:1，呼吸频率（f）为80 min−1，吸入氧浓度（FiO2）为0.50，
呼气末正压（PEEP）为0。腹腔注射氯胺酮36 mL/（g·h）
维持麻醉。机械通气4 h后行颈动脉放血处死大鼠，采

集标本备检。

1.3.2    肺组织病理学观察　取左肺上叶组织，多聚甲

醛溶液固定，苏木素-伊红（HE）染色，由病理科医师按

双盲法光镜下观察，观察指标包括肺间质内中性粒细

胞浸润、肺泡内出血、肺泡内纤维素渗出、肺间质水

肿、肺泡内中性粒细胞浸润。

1.3.3    肺湿/干质量比值（W/D）测定　取左肺中

叶称湿质量（W），置于60℃烤箱中烘烤72 h至恒重后

称干质量（D），计算W/D比值。

1.3.4    细胞、支气管肺泡灌洗液（BALF）和血清

采集　处死大鼠后参照文献 [9 ]方法分离肺泡巨噬细

胞。用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）灌洗支气管肺泡，

收集BALF。离心取细胞沉淀，用PBS洗涤，取上清液，

− 8 0℃下保存备检；细胞沉淀用含1 0%胎牛血清

（FBS）、20 kU/L青霉素、30 kU/L链霉素的RPMI1640细
胞培养液重悬，取细胞沉淀置于细胞培养皿中，于

37℃、体积分数5%CO2环境下培养3 h，收集贴壁细胞，

用含10%FBS的RPMI1640 细胞培养液重悬，将细胞密

度调至1×106 mL−1。采用Giemsa染色法证实细胞纯度

＞90%，采用锥虫蓝染色法鉴定细胞存活率≥95%。

将肺泡巨噬细胞置于液氮中保存备检。左心室穿刺抽

血，离心取上清，于−80℃保存备检。

1.3.5    BALF中总蛋白测定　用BCA法检测BALF中
总蛋白含量，操作按照BCA试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司）说明书进行。
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1.3.6    酶联免疫吸附实验（ELISA）检测BALF和血

清中的细胞因子　取BALF和血清，检测二者样本中

白细胞介素1β（IL-1β）、白细胞介素-8（IL-18），按
ELISA试剂盒说明书操作。

1.3.7    肺组织中丙二醛（MDA）、8-OHdG的检测

　取液氮冻存的左肺下叶组织制备匀浆，分别采用

TBA法和ELISA法测定MDA和8-OHdG水平，按试剂盒

说明书操作。

1.3.8    蛋白质免疫印迹试验（Western blot）检测

巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-1及肺组织中

Nrf2、Keap1表达　取左肺下叶100 mg，提取胞质及

胞核蛋白，用BCA法提取总蛋白并定量，经凝胶电泳、

转膜、封闭后加一抗、二抗，发光、显影后进行图像分

析，以目的蛋白与内参照β-actin的灰度值比值作为表

达量。

1.3.9    反转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测肺组

织中超氧化物歧化酶（SOD）mRNA、血红素加氧

酶（HO-1）mRNA表达　取肺副叶提取总RNA。按

GenBank公布的SOD、HO-1和β-actin参考cDNA序列，

利用引物设计软件Olig 6.71设计PCR引物。扩增产物

经琼脂糖凝胶电泳后，用图像分析系统分析吸光度

（A）值，以目的基因与内参基因A值比值为相对表达

量，再将各组相对表达量与对照组做比较(设对照组表

达量为1），进行统计分析。

x̄ ± s1.3.10    统计学方法　计量资料以 表示。组间比

较采用单因素方差分析，两两比较采用 t 检验，

P＜0.05为差异有统计学意义。

2     结果

2.1    各组肺组织的病理变化

光镜下观察，自主呼吸对照组、正常VT组肺泡结

构基本正常，肺间质轻度水肿，仅见少量炎性细胞渗

出；大VT组肺泡腔融合，肺泡结构紊乱，肺间隔增宽，

肺间质水肿，可见大量炎性细胞和红细胞浸润（图1）。

 
2.2    各组肺组织W/D比值变化

与对照组和正常V T组相比，大V T组S D大鼠

W/D均增大（P<0.05）；对照组与正常VT组相比差异无

统计学意义（P>0.05），见表1。
 

2.3    各组大鼠BALF中总蛋白以及血清和BALF中
IL-1β、IL-18含量变化

与对照组和正常V T组相比，大V T组S D大鼠

BALF中总蛋白以及血清和BALF中IL-1β、IL-18均升高

（P＜0.05）；对照组与正常VT组差异无统计学意义（均

P＞0.05），见表1。
2.4    各组肺组织中MDA、8-OHdG含量的变化

与对照组和正常VT组相比，大VT组SD大鼠肺组

x̄ ± s表 1    各组大鼠肺组织W/D比值、BALF中总蛋白含量以及血清和BALF中IL-1β、IL-18含量的变化（ ）

x̄ ± sTable 1    The W/D ratio of lung tissue, total protein content in BALF, and IL-1β and IL-18 in serum and BALF in each group ( )

Group n W/D Total protein in BALF
IL-1β/（ng/L） IL-18/（μg/L）

Serum BALF Serum BALF

Control 10 6.34±0.75 1.68±0.14 59.56±7.93 77.35±6.61 2.05±0.32 3.13±0.28

Normal VT 10 6.85±0.69 1.73±0.21 60.85±8.69 79.43±8.25 2.11±0.29 3.62±0.31

Large VT 10 9.38±0.81*，# 2.98±0.19*，# 120.34±9.33*，# 150.69±6.11*，# 3.98±0.35*，# 4.79±0.36*，#

*P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. normal VT group

 

 
图 1  各组大鼠肺组织病理变化。HE ×200

Fig 1  Pathological changes of lung tissue in each group. HE ×200

A: Control group; B: Normal VT group; C: Large VT group
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织中MDA、8-OHdG含量均上升（均P＜0.05）；对照组

与正常VT组相比，两项指标差异均无统计学意义

（P＞0.05）（表2）。

2.5    各组大鼠巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-
1蛋白表达变化

由图2及表3可见，与对照组和正常VT组相比，大

VT组SD大鼠巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-1蛋白

含量均升高（P＜0.05）；对照组与正常VT组相比，各指

标差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.6    各组肺组织中Nrf2、Keap1蛋白变化

与对照组和正常VT组相比，大VT组SD大鼠肺组

织中Nrf2蛋白表达降低，Keap1蛋白表达升高（P均

<0.05）；对照组与正常VT组相比，Nrf2、Keap1蛋白表

达无明显变化（P>0.05）（图3、表4）。

2.7    各组肺组织中SOD mRNA、HO-1 mRNA表达

变化

与对照组和正常VT组相比，大VT组SD大鼠肺组

织中SOD  mRNA、HO-1  mRNA表达均降低（P均

<0.05）；对照组与正常VT组相比，SOD mRNA、HO-1
mRNA表达无明显变化（P>0.05）（图4、表5）。

x̄ ± s

表 2    各组大鼠巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-1蛋白表达的变化

（ ）

x̄ ± s

Table 2    Expression of NLRP3, ASC and caspase-1 protein in rat
macrophages（ ）

Group n NLRP3 ASC caspase-1

Control 10 0.93±0.08 0.56±0.04 0.71±0.05

Normal VT 10 0.96±0.10 0.58±0.07 0.83±0.08

Large VT 10 1.24±0.13*，# 0.89±0.11*，# 1.32±0.18*，#

*P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. normal VT group

x̄ ± s表 3    各组大鼠肺组织中MDA、8-OHdG的变化（ ）

x̄ ± s

Table 3    Expression of MDA and 8-OHdG in lung tissues of rats in each
group（ ）

Group n
MDA/（nmol/g

of lung）
8-OHdG/（ng/g

of lung）

Control 10 30.18±6.21 12.37±2.13

Normal VT 10 32.45±5.98 14.55±2.08

Large VT 10 49.39±6.45*，# 25.67±2.76*，#

*P<0.05, vs. control group;#P<0.05, vs. normal VT group

x̄ ± s表 4    各组大鼠肺组织中Nrf2、Keap1蛋白变化（ ）

x̄ ± s

Table 4    Expression of Nrf2 and Keap1 protein in lung tissue of rats in
each group（ ）

Group n Keap1 Nrf2

Control 10 0.90±0.08 1.56±0.15

Normal VT 10 0.99±0.13 1.49±0.17

Large VT 10 1.48±0.12*，# 0.78±0.09*，#

*P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. normal VT group

x̄ ± s表 5    各组大鼠肺组织中SOD mRNA、HO-1 mRNA的变化（ ）

x̄ ± s

Table 5    Expression of SOD mRNA and HO-1 mRNA in lung tissues of
rats in each group（ ）

Group n SOD mRNA HO-1 mRNA

Control 10 1±0 1±0

Normal VT 10 0.95±0.11 0.93±0.12

Large VT 10 0.54±0.05*，# 0.67±0.03*，#

*P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. normal VT group
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图 2  各组大鼠巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-1蛋白表达变化

Fig 2  Expression of NLRP3, ASC and Caspase-1 protein in rat macrophages

A: Control group; B: Normal VT group; C: Large VT group

 

A

Nrf2

Keap1

β-actin

B C

 
图 3  各组大鼠肺组织中Nrf2、Keap1蛋白变化

Fig 3  Expression of Nrf2 and Keap1 protein in lung tissue of rats in each group

A: Control group; B: Normal VT group; C: Large VT group
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图 4  各组大鼠肺组织中SOD mRNA、HO-1 mRNA的变化

Fig 4  Expression of SOD mRNA and HO-1 mRNA in lung tissue of rats in

each group

A: Control group; B: Normal VT group; C: Large VT group
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3     讨论

目前对于引起VILI的力学牵张机制已经研究的比

较清楚，包括气压伤、容积伤和肺不张伤，这3种机械

性损伤是肺泡和毛细血管在跨肺压和剪切力的作用下

发生过度扩张或破裂所致 [1 0 - 1 2 ]。生物伤是由炎性介

质、细胞因子及炎性细胞等参与引起的炎性损伤，机

械损伤与生物学损伤是相互关联的，机械损伤可以造

成生物损伤，生物损伤可以加重机械损伤[13-15]。一般情

况下机械通气压力诱导的损伤可导致肺组织渗透性增

加，出现液体积蓄、肺萎陷伤和炎症反应。

在本实验中，通过给SD大鼠过度机械通气4 h建造

VILI模型。结果发现经过4 h过度机械通气，大VT组

SD大鼠肺组织肺泡结构紊乱、肺泡壁塌陷，肺间质增

宽、水肿，肺泡腔内可见大量炎性细胞和红细胞浸润，

同时与对照组和正常VT组相比，大VT组肺W/D比值

及BALF中总蛋白浓度显著升高。肺W/D比值及BALF
中总蛋白浓度是反映肺组织通透性的重要指标，二者

升高说明过度的机械通气可导致肺泡内大量炎性蛋白

渗出，使肺泡通透性明显增高，肺间质严重水肿，肺透

明膜形成，从而严重影响了肺泡的通气和换气功能。

以上结果提示，本实验中VILI大鼠模型基本制备成功。

本实验对血清和BALF中IL-1β、IL-18水平检测发

现与对照组和正常VT组相比，大VT组血清和BALF中
IL-1β、IL-18水平均升高，提示过度机械通气可诱导肺

组织产生大量炎症因子，引起炎症反应。作为气道固

有免疫第一道防线，肺泡内以及支气管肺泡上皮表面

分布大量肺泡巨噬细胞。肺泡巨噬细胞在支气管肺泡

局部的固有免疫防御及过度免疫可导致非细菌性炎症

损害等作用，近年来备受关注。肺泡巨噬细胞在机械

牵拉、感染等刺激作用下被激活，激活后的细胞不仅

具有较强的吞噬功能，并且能合成分泌多种炎症因子，

诱发加重肺泡局部炎症反应[16-17]。因此，在过度机械通

气过程中，机械通气引起对肺泡的机械牵拉激活巨噬

细胞，导致巨噬细胞大量分泌IL-1β、IL-18。
炎性小体是由模式识别受体参与组装的多蛋白复

合物，可识别病原体相关分子模式和损伤相关分子模

式，进而激活caspase-1[18-19]。目前研究较多的有4种炎

性小体，包括NLRP1、NLRP3、NLRC4和黑色素瘤缺乏

因子2（AIM2），4者均可通过经典途径到炎性小体多蛋

白复合物的组装，从而促进caspase-1前体自我切割产

生caspase-1，后者进一步将IL-1β前体和IL-18前体剪切

成具有生物学活性的IL-1β和IL-18，引起并放大局部炎

症反应[20-21]。NLRP3是目前结构和功能最为明确的炎

性小体[22]。研究发现巨噬细胞可广泛产生NLRP3炎性

小体[23]，上述由过度机械通气引起IL-1β、IL-18含量上

升是否是由巨噬细胞中NLRP3炎性小体介导的，本实

验做了进一步研究，结果发现与对照组和正常VT组相

比，大VT组中肺泡巨噬细胞中NLRP3、ASC、caspase-
1蛋白表达均显著升高。NLRP3由NLRP3蛋白、接头

蛋白ASC及caspase-1前体组成[24]，因此以上提示过度机

械通气可激活肺泡巨噬细胞产生NLRP3炎性小体，导

致肺泡产生炎症，造成炎症损伤。

活性氧（ROS）作为内源性刺激，可引起NIRP3炎
性小体的形成[25-26]。过度机械通气不仅导致肺泡组织

产生机械性损伤，进而激活巨噬细胞产生炎性小体，而

且所产生的高氧可导致肺组织细胞产生大量ROS引起

巨噬细胞产生炎性小体[27-28]。本研究进一步对肺组织

中标志ROS水平的MDA和8-OHdG进行检测，结果发

现与对照组和正常V T组相比，大V T组肺组织中

MDA和8-OHdG水平显著上升；对于抗氧化系统中两

个重要的活性氧清除酶SOD mRNA、HO-1 mRNA检

测发现大VT组肺组织中二者水平显著下降，提示

VILI肺组织中抗氧化系统中抗氧化酶SOD、HO-1表达

受到抑制，ROS清除能力下降，肺组织中巨噬细胞激

活，产生炎性小体，引起炎性损伤，导致VILI。但是是

否导致ROS升高还需进一步进行直接检测。

Keap1/Nrf2-ARE通路通过调控抗氧化酶的表达直

接参与调节抗氧化系统。正常情况下Keap1可诱导

Nrf2降解，维持Nrf2处于低活性状态；一旦Keap1检测

到高活性氧水平，其与Nrf2蛋白解离，导致Nrf2激活，

进入细胞核启动抗氧化酶的转录[29-30]。为探索VILI肺
组织中抗氧化系统异常是由于Keap1/Nrf2-ARE通路被

抑制所致，本研究实验发现与对照组和正常VT组相

比，大VT组肺组织中Keap1水平显著上升；Nrf2水平显

著下降。高水平Keap1含量和低水平Nrf2导致VILI肺
组织无法有效转导ROS信号，进而无法及时产生清除

ROS的抗氧化酶，可能进一步导致ROS水平升高，但是

ROS水平需进行直接检测。

综上所述，本实验结果证明，大VT通气可以使肺

组织发生急性炎症性损伤并导致VILI的发生，肺泡巨

噬细胞NLRP3炎症小体参与了此过程，而引起NLRP3
炎症小体的机制除机械伤外，由过度通气引起的

Keap1/Nrf2-ARE通路抑制和ROS清除能力的下降可能

同样引起巨噬细胞产生NLRP3炎症小体。
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