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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨辛伐他汀预处理对大鼠神经源性肺水肿(NPE)的作用及其可能的机制。 方法摇 SD 大鼠分

为正常对照组、NPE 组、辛伐他汀 20 mg 组、辛伐他汀 40 mg 组,辛伐他汀组大鼠分别给予 20 mg / (kg·d)和 40
mg / (kg·d)辛伐他汀灌胃 4 周。 干预 4 周后,除正常对照组大鼠外,其余各组大鼠均采用小脑延髓池穿刺注射复

制 NPE 模型。 Kaplan鄄Meier 法比较各组大鼠 24 h 生存率。 造模 6 h 后采用湿干比重法评估肺水肿程度、HE 染色观

察肺组织病理变化。 并取各组大鼠肺微血管内皮细胞(PMVEC)进行原代培养,流式细胞术观察 PMVEC 凋亡率,
Western blot 和 RT鄄PCR 分别检测 PMVEC 的 Bax 和 Bcl鄄2 蛋白及 mRNA 表达。 结果摇 与正常对照组相比,造模后 6
h,NPE 组大鼠肺组织湿干比值显著增加,HE 染色可见明显的肺间质及肺泡水肿,生存曲线结果显示大鼠生存率显

著下降;NPE 组大鼠 PMVEC 凋亡率显著增加,Bcl鄄2 蛋白和 mRNA 表达下调,Bax 蛋白和 mRNA 表达上调。 与 NPE
组相比,辛伐他汀 20 mg 组大鼠肺水肿减轻,生存率改善,PMVEC 凋亡率降低,Bcl鄄2 蛋白和 mRNA 表达上调,而

Bax 蛋白和 mRNA 表达下调。 与辛伐他汀 20 mg 组相比,辛伐他汀 40 mg 组上述变化更显著。 结论摇 辛伐他汀预

处理可能通过上调 PMVEC 的 Bcl鄄2、下调 Bax mRNA 和蛋白表达,抑制 PMVEC 凋亡,减轻大鼠 NPE。 提示辛伐他

汀可能对 NPE 有防治作用,但需临床进一步证实。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect and potential mechanisms of simvastatin pretreatment on neurogenic pulmo鄄
nary edema (NPE) in rats. 摇 摇 Methods摇 The SD rats were randomly divided into control group, NPE group, simvastatin
20 mg group and simvastatin 40 mg group. 摇 The rats in the simvastatin group were pretreated with simvastatin for 4 weeks ac鄄
cording to 20 mg / (kg·d) and 40 mg / (kg·d) by intragastric administration, respectively. 摇 The NPE models of rats except
the control group were induced by cerebellomedullary cistern puncture after pretreatment of 4 weeks. 摇 The 24 h survival rates
of rats were evaluated by Kaplan鄄Meier method. 摇 At 6 h following operation, the severity of pulmonary edema, lung tissue
pathological changes of rats were evaluated by Wet Dry proportion method and HE staining, respectively. 摇 The apoptosis
rate, protein and mRNA expressions of Bcl鄄2 and Bax of primary cultured PMVEC were detected by flow cytometry, Western
blot and RT鄄PCR, respectively. 摇 摇 Results摇 Compared with the control group, the Wet Dry proportion of lung increased
significantly, and the pulmonary interstitial edema and alveolar edema of the rats were obvious by HE staining and the apopto鄄
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sis rate of PMVEC increased significantly at 6 h following operation in the NPE group. 摇 The 24 h survival rates of rats in the
NPE group decreased significantly. 摇 The protein and mRNA expressions of Bcl鄄2 of PMVEC were downregulated, but the
protein and mRNA expressions of Bax were upregulated in the NEP group. 摇 While the severity of pulmonary edema and sur鄄
vival rates of the 20 mg / (kg·d) simvastatin pretreatment rats decreased significantly when compared with that of rats in the
NPE group. 摇 And the apoptosis rate of PMVEC decreased in the 20 mg / (kg·d) simvastatin pretreatment rats. 摇 The pro鄄
tein and mRNA expressions of Bcl鄄2 in the PMVEC were upregulated; but the protein and mRNA expressions of Bax were
downregulated in the simvastatin pretreatment rats. 摇 When compared with the 20 mg / (kg·d) simvastatin pretreatment rats,
these parameters changes more significantly in the 40 mg / (kg·d) simvastatin pretreatment rats. 摇 摇 Conclusions摇 The
study shows that simvastatin pretreatment decreases the severity of NPE and improves survival rate of rats. 摇 One of the mech鄄
anisms may decrease the apoptosis rate of PMVEC through upregulating the expression of Bcl鄄2 and downregulating the expres鄄
sion of Bax. 摇 It is implied that simvastatin may play a role in the prevention and treatment of NPE, but it needs to be further
confirmed by clinical researchs.

摇 摇 神经源性肺水肿(neurogenic pulmonary edema,
NPE)又称中枢性肺水肿,指在无原发性心、肺和肾

等疾病的情况下,由颅脑损伤或中枢神经系统其他

疾病引起的突发性颅内压增高而导致的急性肺水

肿。 其中部分中老年患者因脑动脉粥样硬化继发

脑卒中,特别是脑出血、蛛网膜下腔出血可不同程

度上并发 NPE,严重者危及患者生命。 目前 NPE 发

生机制尚不清楚,缺乏防治措施。 最近认为肺微血

管 内 皮 细 胞 ( pulmonary microvascular endothelial
cells,PMVEC) 凋亡参与了 NPE 形成[1鄄2]。 研究发

现,辛伐他汀除了其调脂、稳定粥样斑块外,还具有

抗炎、调节免疫、抑制脓毒症等病因所致血管内皮

细胞凋亡[3],发挥血管内皮细胞保护作用[4鄄5],其作

用可能与调节 Bcl鄄2、Bax 表达有关。 本研究拟通过

辛伐他汀预处理 NPE 模型大鼠,检测 PMVEC 凋亡

及 Bcl鄄2、Bax 表达变化,探讨辛伐他汀对 NPE 的防

治作用及其相应机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要实验试剂

摇 摇 RNA 提取试剂盒(北京康为世纪生物科技有限

公司);逆转录试剂盒(PrimeScriptTM RT reagent Kit)
和 real鄄time qPCR 试剂盒[ SYBR 襆 Premix Dimer鄄
EraserTM(Perfect Real Time) ](大连 TaKaRa 公司);
Bcl鄄2 和 Bax 一抗(Abcam 公司);茁鄄actin 一抗、羊抗

兔二抗、异硫氰酸荧光素( fluorescein isothiocyanate,
FITC)连接的羊抗兔二抗(Proteintech 公司);兔抗血

小板内皮细胞黏附分子 CD31(武汉博士德生物工

程有限公司);Annexin V鄄FITC 细胞凋亡检测试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司);辛伐他汀(每片

20 mg,杭州默沙东制药有限公司)。

1郾 2摇 预处理分组

清洁级雄性 SD 大鼠购于湖南斯莱克景达动物

有限公司,3 ~ 4 月龄,体重 200 ~ 250 g。 按照随机

数字法分为四组:正常对照组、NPE 组、辛伐他汀 20
mg 组和辛伐他汀 40 mg 组,每组 31 只。 辛伐他汀

20 mg 组和辛伐他汀 40 mg 组大鼠在复制 NPE 模型

前 分 别 予 辛 伐 他 汀 20 mg / ( kg · d ) 和

40 mg / (kg·d)灌胃 4 周,正常对照组与 NPE 组只

予正常进食进水。
1郾 3摇 大鼠 NPE 模型制备

NPE 组、辛伐他汀 20 mg 组和辛伐他汀 40 mg
组大鼠预处理 4 周后复制大鼠 NPE 模型。 正常对

照组不予造模。 参考小脑延髓池穿刺法复制 NPE
模型[6],实验大鼠术前 12 h 禁食但不禁水,10% 水

合氯醛 300 mg / kg 腹腔注射进行麻醉固定,麻醉后

气管切开行气管插管,用 1 mL 注射器从枕骨粗隆下

0郾 6 ~ 0郾 7 cm 进针,进针深度 1郾 0 ~ 1郾 5 cm,穿刺进

入小脑延髓池;穿刺针进入小脑延髓池后即刻在大

鼠脑池内注射纤维蛋白原(100 g / L)和凝血酶(200
kU / L)各 0郾 075 mL。
1郾 4摇 肺水肿程度观察及大鼠生存率、肺组织湿干比

值计算

造模成功后,每组 15 只大鼠,记录各组大鼠生

存时间,绘制生存曲线,比较各组大鼠 24 h 生存率。
造模后 6 h 后随机选取大鼠,每组 3 只,取肺组织置

于 10%中性甲醛固定,常规石蜡切片,HE 染色,光
镜下进行病理学观察肺组织病理改变。 肺组织湿

干比值(wet鄄weight / dry鄄weight ratio,W/ D)评估肺水

肿程度,先结扎气管以免液体外溢,将肺和心脏一

起取出,剪除心脏和其它脂肪组织,用滤纸吸去肺

表面的液体,用吸水纸吸干表面水分,称湿重后置

60益烤箱中,72 h 后称干重,计算 W/ D。
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1郾 5摇 大鼠 PMVEC 原代培养与鉴定

参照文献[7],将 PBS 清洗后的肺边缘组织剪

成 2 ~ 3 mm3 大小组织块,使组织块贴于 25 cm2 培

养瓶中,倒置培养瓶于 37益、5% CO2 的培养箱中 2
~ 3 h,之后正置培养瓶继续培养。 培养若干天后,
待组织块周围的细胞达到较高密度。 将细胞制成

悬液后转入培养瓶中继续培养。 实验前一天将细

胞以 5 伊 104 的数量接种于需要的 24 孔板中,加培

养基进行培养。 吸弃培养基,相继予 4% 多聚甲醛

固定 10 ~ 20 min,1% Triton X鄄100 穿透 20 min,5%
BSA 封闭 30 min。 PBS 振洗 1 次后,加入 1 颐 100 稀

释的兔抗大鼠 CD31 一抗,4益 冰箱孵育过夜;PBS
振洗 3 次后,加入 1颐 50 稀释的 FITC 标记的二抗,孵
育 1 h。 置于荧光倒置显微镜下观察各组细胞染色

情况。 阴性对照组细胞用 5% BSA 代替 CD31 一抗

孵育,二抗正常孵育。 鉴定标准:淤细胞为多边形,
单层汇合呈典型的“铺路石样冶排列,接触抑制;于
FITC 标记的植物凝集素结合实验阳性。
1郾 6摇 流式细胞术检测 PMVEC 凋亡

细胞予 0郾 25%胰蛋白酶消化后,用完全培养基

中和胰酶,转入 15 mL 离心管中,1000 r / min 离心 5
min,弃上清,用 PBS 吹打清洗一次,1000 r / min 离心

5 min 后弃上清。 按 Annexin V鄄FITC 细胞凋亡检测

试剂盒操作步骤检测各组细胞凋亡情况。
1郾 7摇 Western blot 检测 Bax 和 Bcl鄄2 蛋白表达

加入 细 胞 裂 解 液, 冰 上 裂 解 30 min, 4益、
12000 r / min离心 5 min,取上清液,Bradford 法测定蛋

白浓度。 计算含 20 滋g 总蛋白的溶液体积作为上样

量,进行 SDS鄄PAGE 电泳,转移至 PVDF 膜上,5% 脱

脂奶粉室温封闭 1 h。 Bax 和 Bcl鄄2 一抗室温孵育 2 h
后 4益过夜,HRP 标记的二抗室温孵育1 h 后,加显色

液发光,显影定影。 将胶片扫描后用图像分析软件

IPP6郾 0 进行各条带的灰度值测定,以目的条带与内参

茁鄄actin 的比值作为半定量依据,每组重复 3 次。
1郾 8摇 RT鄄PCR 检测 Bax 和 Bcl鄄2 mRNA 表达

Trizol 法提取总 RNA 并定量,具体按照试剂盒

说明进行。 取总 RNA 2 滋g 进行逆转录反应,合成

cDNA。 加入 cDNA 1 滋L、上游引物 1 滋L、下游引物

1 滋L、2 伊 SYBR Green qPCR Mix 10 滋L 及 ddH2O 7
滋L,总体积 20 滋L 进行扩增 Bax、Bcl鄄2 和 茁鄄actin。
两步法 Real鄄time 定量,95益预变性 3 min,之后每一

步变性 95益、10 s,58益退火延伸 30 s;共进行 28 个

循环,每次在延伸阶段读取荧光值。 引物序列及扩

增片段长度分别为:Bcl鄄2 上游引物 5忆鄄CCG GGA
CGC GAA GTG CTA TT鄄3忆,下游引物 5忆鄄CGA CGG

TAG CGA CGA GAG AAG T鄄3忆,扩增片段长度为 368
bp;Bax 上游引物 5忆鄄CGG GTC CGG GGA TCA TCT
C鄄3忆,下游引物 5忆鄄AGG GCC TTG AGC ACC AGT
TTG鄄3忆,扩增片段长度为 369 bp;茁鄄actin 上游引物

5忆鄄CCG GGA CGC GAA GTG CTA TT鄄3忆,下游引物

5忆鄄CGA CGG TAG CGA CGA GAG AAG T鄄3忆,扩增片

段长度为 558 bp。 2 -吟吟Ct法计算 Bax 和 Bcl鄄2 mR鄄
NA 的相对表达量。
1郾 9摇 统计学方法

所有数据使用 SPSS 20郾 0 软件进行处理。 正态

分布计量资料用x 依 s 表示;One Way ANOVA 进行比

较,组间多重比较采用 LSK 法;Kaplan鄄Meier 法比较

各组生存率;以 P <0郾 05 为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠生存率比较

摇 摇 正常对照组大鼠 24 h 生存率为 100% ,NPE 组

为 30% ,辛伐他汀 20 mg 组和辛伐他汀 40 mg 组大

鼠生存率分别为 60% 和 80% 。 与 NPE 组相比,辛
伐他汀 20 mg 组和辛伐他汀 40 mg 组大鼠生存率改

善(P = 0郾 046 和 P = 0郾 003);而辛伐他汀 20 mg 组

和辛伐他汀 40 mg 组大鼠生存率无显著差别(P =
0郾 055;图 1)。

图 1. 各组大鼠生存率比较

Figure 1. The comparison of survival rates in each group

2郾 2摇 大鼠肺组织 W/ D 比较

与正常对照组相比,NPE 组大鼠肺组织 W/ D
明显增加(P = 0郾 000);与 NPE 组相比,辛伐他汀 20
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mg 组和辛伐他汀 40 mg 组大鼠肺组织 W/ D 降低

(P = 0郾 000);辛伐他汀 40 mg 组大鼠肺组织 W/ D
比辛伐他汀 20 mg 组减低(P = 0郾 028;表 1)。
2郾 3摇 肺组织 HE 染色

正常对照组大鼠肺组织及肺泡结构正常。 NPE
组大鼠肺间质增厚,肺泡内可见大量均一的水肿

液。 与 NPE 组相比,辛伐他汀 20 mg 组和辛伐他汀

40 mg 组主要以肺间质水肿为主,肺泡水肿液减少,
辛伐他汀 40 mg 组减少更明显(图 2)。

表 1. 各组大鼠肺组织 W/ D(x 依 s)
Table 1. The lung tissue W / D of rats in each group(x 依 s)

分摇 组 n 肺组织 W/ D

正常对照组 10 3郾 22 依 0郾 37
NPE 组 10 5郾 92 依 0郾 35a

辛伐他汀 20 mg 组 10 4郾 48 依 0郾 69b

辛伐他汀 40 mg 组 10 4郾 01 依 0郾 59bc

a 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 NPE 组比较;c 为

P < 0郾 05,与辛伐他汀 20 mg 组比较。

图 2. 各组大鼠肺组织 HE 染色( 伊 200)摇 摇 A 为正常对照组,B 为 NPE 组,C 为辛伐他汀 20 mg 组,D 为辛伐他汀 40 mg 组。

Figure 2. HE staining of rats pulmonary tissue in each group( 伊 200)

2郾 4摇 大鼠 PMVEC 的鉴定及生长情况

荧光显微镜下可见均一染成绿色的 PMVEC,阴
性对照组未见特异性染色(图 3)。 正常对照组大鼠

PMVEC 生长密集,而 NPE 组 PMVEC 稀少,辛伐他

汀预处理后 PMVEC 较 NPE 组明显增加,细胞生长

良好(图 3)。

图 3. 各组 PMVEC 的鉴定及生长情况( 伊 400)摇 摇 A 为阴性对照组,B 为正常对照组,C 为 NPE 组,D 为辛伐他汀20 mg 组,E 为辛伐他

汀 40 mg 组。

Figure 3. The identification and growth of PMVEC in each group( 伊 400)

2郾 5摇 PMVEC 凋亡率比较

与正常对照组相比,NPE 组 PMVEC 凋亡率显

著增高(P < 0郾 05);与 NPE 组相比,辛伐他汀 20 mg
组和辛伐他汀 40 mg 组 PMVEC 凋亡率显著降低(P
< 0郾 05),其中,辛伐他汀 40 mg 组 PMVEC 凋亡率

低于辛伐他汀 40 mg 组(P < 0郾 05;表 2)。
2郾 6摇 PMVEC 的 Bcl鄄2 和 Bax 蛋白表达

与正常对照组相比,NPE 组 PMVEC 的 Bcl鄄2 蛋

白降低(P < 0郾 05),Bax 蛋白表达增高(P < 0郾 05);
而辛伐他汀预处理后,两者呈反向改变;与辛伐他

汀 20 mg 组相比,辛伐他汀 40 mg 组 PMVEC 的 Bcl鄄
2 蛋白表达增高(P < 0郾 05),而 Bax 蛋白表达降低

(P < 0郾 05;图 4)。

表 2. 各组 PMVEC 凋亡率(x 依 s)
Table 2. The apoptosis rate of PMVEC in each group(x 依 s)

分 组 n 凋亡率

正常对照组 3 2郾 73% 依 0郾 32%

NPE 组 3 22郾 03% 依 3郾 01% a

辛伐他汀 20 mg 组 3 15郾 70% 依 1郾 35% b

辛伐他汀 40 mg 组 3 12郾 03% 依 1郾 39% bc

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 NPE 组比较;c 为

P < 0郾 05,与辛伐他汀 20 mg 组比较。
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图 4. 各组 PMVEC 的 Bcl鄄2 和 Bax 蛋白表达摇 摇 a 为 P < 0. 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 NPE 组比较;c 为 P < 0郾 05,与辛伐

他汀 20 mg 组比较。

Figure 4. The expression of Bcl鄄2 and Bax proteins of PMVEC in each group

2郾 7摇 PMVEC 的 Bcl鄄2 和 Bax mRNA 表达

辛伐他汀 20 mg 组和辛伐他汀 40 mg 组 PM鄄
VEC 的 Bcl鄄2 mRNA 表达较 NPE 组增高 ( P <
0郾 05),且辛伐他汀 40 mg 组 PMVEC 的 Bcl鄄2 mRNA
表达较辛伐他汀 20 mg 组亦有增高,但无统计学差

异(P > 0郾 05)。 而与 NPE 组相比,辛伐他汀 20 mg
组和辛伐他汀 40 mg 组 Bax mRNA 表达降低(P <
0郾 05),且辛伐他汀 40 mg 组 Bax mRNA 表达较辛伐

他汀 20 mg 组降低(P < 0郾 05;图 5)。

图 5. 各组 PMVEC 的 Bcl鄄2 和 Bax mRNA 相对表达摇 摇 a
为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 NPE 组比较;c 为

P < 0郾 05,与辛伐他汀 20 mg 组比较。

Figure 5. The expressions of Bcl鄄2 and Bax mRNA of PM鄄
VEC in each group

3摇 讨摇 论

NPE 是一种特殊类型的肺水肿,发生机制较复

杂,其机制之一是神经中枢局部和继发的全身系统炎

症反应,大量的细胞因子、趋化因子、神经肽物质 P 等

释放,导致肺血管内皮通透性增加,诱发肺水肿[8]。
研究发现,辛伐他汀预处理可降低血浆及支气管灌洗

液 P鄄选择素所致的白细胞黏附、渗透、浸润以及降低

氧自由基[9],降低肺血管内皮细胞的渗透性[10],从而

减轻内毒素所致肺损伤和肺水肿[11鄄12];可降低肺血管

及肺泡通透性[13];可通过增加谷胱甘肽、降低髓样过

氧化物酶,进而减轻氧合应激及炎症反应[14]。 张莉

等[15]发现辛伐他汀不仅能保护内毒素所致急性肺损

伤,而且干预效果与剂量有关。 本研究结果发现,辛
伐他汀预处理后肺组织 W/ D 明显下降,肺水肿程度

明显减轻,生存率从 30% 上升到 60% ~ 80% 以上。
提示辛伐他汀预处理可减轻肺组织炎症反应,改善大

鼠生存率。 同时辛伐他汀 40 mg / (kg·d)预处理较

20 mg / (kg·d)预处理肺组织W/ D 有显著降低,肺水

肿显著减轻,提示其对抗肺水肿的作用效果呈一定的

剂量依赖性。
研究已证实,辛伐他汀可通过调节不同组织细

胞的 Bcl鄄2 及 Bax 基因的表达从而抑制相应细胞凋

亡。 车忠应等[16] 发现辛伐他汀预处理可上调心肌

组织 Bcl鄄2、下调 Bax 表达,抑制心肌细胞凋亡,减少

心肌梗死面积。 另有研究发现辛伐他汀可上调 Bcl鄄
2 的表达和抑制 Caspase鄄3 表达,减少神经细胞凋

亡,发挥神经保护作用[17]。 辛伐他汀还可以通过调

节 Bcl鄄2 / Bax 来抑制细胞凋亡,对视网膜缺血再灌

注损伤发挥保护作用[18]。 我们在先前研究中发现

辛伐他汀可调节人脐静脉血管内皮细胞 Bcl鄄2 和

Bax 基因的 mRNA 和蛋白表达,抑制其凋亡[19]。
辛伐他汀抑制细胞凋亡机制比较复杂,除了通

过调节 Bcl鄄2 / Bax 表达以及 Caspase鄄3 途径抑制细

胞凋亡外,还可以通过下调 TNF鄄琢 / NF鄄资B 通路表

达[20];亦有研究发现下调 TNF鄄琢,增加沉默信息调

节因子 1 表达,抑制内皮祖细胞凋亡[21];以及抗氧
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化作用等机制抑制细胞凋亡[22]。 我们在另一项研

究中发现辛伐他汀预处理可抑制 PPAR鄄琢 / NF鄄资B
信号通路,下调 iNOS mRNA 和蛋白的表达,保护内

皮细胞,改善脓毒症大鼠血管收缩[23]。
NPE 除了肺组织的炎症反应机制外,近年来发

现 PMVEC 凋亡可能参与了中枢所致肺损伤[1鄄2]。
本次研究结果亦证实 NPE 存在明显的 PMVEC 凋

亡,同时显示辛伐他汀预处理可通过调节 PMVEC
Bcl鄄2 及 Bax 蛋白和 mRNA 的表达,显著减少 NPE
大鼠 PMVEC 凋亡,改善内皮细胞活性,证实了辛伐

他汀抗凋亡作用及 NPE 的防治作用。 并且,与辛伐

他汀 20 mg / ( kg· d) 预处理相比,辛伐他汀 40
mg / (kg·d)预处理后 PMVEC 凋亡更少。 遗憾的是

随剂量增加,虽肺水肿及内皮细胞凋亡有明显改

善,但大鼠生存率不再继续明显改善,提示 NPE 可

能仅仅是全身性疾病的一个方面,不能单纯防治

NPE 而忽视其他器官功能的维护。
总之,本研究通过辛伐他汀干预后的大鼠行

PMVEC 原代培养观察内皮细胞凋亡及 Bcl鄄2 和 Bax
的表达变化,探讨辛伐他汀对 NPE 的作用。 论证了

辛伐他汀预处理可通过上调大鼠 PMVEC 的 Bcl鄄2
mRNA 和蛋白表达,下调 Bax mRNA 和蛋白表达,抑
制 PMVEC 凋亡,降低大鼠 NPE 严重程度,改善大鼠

生存活性。 本研究提示辛伐他汀对 NPE 有防治作

用,如临床研究能进一步证实,将对成人颅脑疾病

及小儿重症手足口病所致 NPE 的防治具有重要的

临床意义。
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