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摘要 目的 探讨在模拟失重( 微重力) 状态下，N-乙酰半

胱氨酸(NAC) 对呼吸系统感染肺炎链球菌时的保护作用。
方法 将 32 只清洁级 Wistar 大鼠随机均分为 4 组:尾吊灌

药注菌组(A 组)、尾吊灌药未注菌组(B 组)、尾吊未灌药注

菌组(C 组)、尾吊未灌药未注菌组(D 组)。从实验第 1 天开

始 A、B 组灌胃给予 NAC 300 mg /kg，C、D 组予以等量无菌注

射用水灌胃。第 2 天采用国际通用的持续尾吊法建立模拟

失重模型，A、C 组于第 4 天通过气管注入 0. 4 ml 肺炎链球

菌稀释液。B、D 组注入等量无菌生理盐水。尾吊 7 d 后处

死大鼠取材，测定血常规、中性粒细胞表面 CD11b /c、中性粒

细胞活性氧浓度、白介素-10( IL-10)、白介素-6( IL-6) 含量。
病理切片观察肺组织结构变化。结果 C 组显微镜下明显

可见肺泡大小不等，肺泡间隔增宽增厚，间质内大量中性粒

细胞、淋巴细胞浸润，肺泡腔内可见大量泡沫细胞。A 组也

可见上述病理变化，但较 C 组减轻，D 组次之，B 组病变最

轻，炎症反应不明显。A、C 组白细胞总数、中性粒细胞总数、
中性粒细胞百分比高于 B、D 组，差异有统计学意义 (P ＜
0. 05，P ＜ 0. 01)。A 组与 C 组，B 组与 D 组比较差异无统计

学意义。各组间 CD11b /c、中性粒细胞活性氧浓度、IL-10、
IL-6 含量差异有统计学意义(P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05)。结论

N-乙酰半胱氨酸能够减轻模拟失重状态下大鼠肺炎链球菌

肺炎的炎症反应和肺组织破坏，其抗氧化应激作用可能对呼

吸系统感染有一定保护作用。
关键词 失重模拟;大鼠; N-乙酰半胱氨酸;肺炎链球菌;肺

部感染
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随着人类航天活动的增加，在轨飞行时间逐渐

延长，失重状态对人体各系统的影响逐渐引起重视。
失重条件下，机体免疫功能下降。人类呼吸道常有

多种微生物菌群寄居，在生存环境急剧变化或病理

状态下，如失重时下肢血液涌入低阻力、高顺应性、
高流量的肺循环，使肺组织淤血，呼吸道与外界相

通，各种致病菌、甚至条件致病菌可能繁殖，导致宿

主更容易发生呼吸道感染性疾病。该研究旨在建立

失重环境下肺炎链球菌肺炎的动物模型，并给与 N-
乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine，NAC) 抗氧化、应激

干预，观察其对失重时肺感染是否有保护作用，为未

来航天医学研究提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物及分组 健康清洁级雄性 Wistar 大

鼠 32 只由北京华阜康生物科技股份有限公司提供，

体重(270 ± 20) g，按照随机数字表法分为注药组:

尾吊灌药注菌组(A 组，n = 8)、尾吊灌药未注菌组

(B 组，n = 8)、尾吊未灌药注菌组(C 组，n = 8)、尾

吊未灌药未注菌组(D 组，n = 8)。
1． 2 尾吊大鼠肺部感染模型的建立 实验第 1 天

称重，A、B 组每天给予 NAC 300 mg /( kg· d) 灌

胃
［1］，C、D 组每天注射用无菌用水 1 ml 等量灌胃。

实验第 2 天按照文献
［2］

方法建立尾吊大鼠模型:每

个鼠笼内尾吊 1 只大鼠，使大鼠前肢踏于笼底，尾部

悬于笼顶，后肢悬空完全解除负荷，身体纵轴与水平

面约成 30°。实验环境为室温(22 ℃)，昼夜周期均

为 12 h，实验过程中所有大鼠可以自由进食、饮水。
A、C 组于实验第 5 天开始采用张均田

［3］
的气管插

管法经气管注入 0. 4 ml 菌悬液(细菌浓度为 9. 0 ×
108 CFU /ml)［4］，具体方法:用 2% 戊巴比妥钠按 60
mg /kg 腹腔内注射麻醉，麻醉后将大鼠仰卧固定于

实验台，并使实验台( 大鼠头部) 与水平面保持约

30°，用自制开口器将大鼠口腔撑开，充分暴露咽喉

部，采用自制直径约 1 mm 的金属钝针管经口缓慢

插入气管后，用微量注射器缓慢注入菌液 0. 4 ml，立

即将实验台垂直竖立保持 1 min，使气管内菌液由于

重力作用流入大鼠的支气管和肺泡内;B、D 组在同

一时间、同样方法注入等量的生理盐水。第 8 天处

死实验大鼠，并进行取材、病理检查及细菌学鉴定，

确定肺炎模型制备成功。
1． 3 主要材料与试剂 肺炎链球菌(ATCC6303，上

海市米宝莱科技有限公司)，按照说明书将细菌复

苏后配成所需浓度待用。Anti-Ｒat CD11b /c PE、抗

大鼠粒细胞抗体 ( anti-rat granulocyte marker FITC，

·4451· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Nov;49(11)

DOI:10.19405/j.cnki.issn1000-1492.2014.11.005



美国 eBioscience 公司)，大鼠白介素-10( interleukin-
10，IL-10)、白介素-6 ( interleukin-6，IL-6) ELISA 试

剂盒(美国 eBioscience 公司)。大鼠中性粒细胞分

离液试剂盒( 天津灏洋生物制品科技有限公司)。
活性氧检测试剂盒( 北京普利莱基因技术有限公

司)，流式细胞仪(美国 BD 公司)。
1． 4 方法

1． 4． 1 血常规、中性粒细胞及全血标本的处理 尾

吊第 8 天时取材，上述方法麻醉后经腹中动脉取血，

6 h 内上机检测血常规。取 2 ml 全血于生化管中，

3 500 r /min 离心 5 min，取血清于 － 80 ℃冰箱保存，

统一测定 IL-10、IL-6 含量。
1． 4． 2 中性粒细胞 CD11b /c 流式细胞仪检测 大

鼠外周血中性粒细胞的分离:参照大鼠中性粒细胞

分离液说明书，取大鼠新鲜抗凝血 1 ml，与全血及组

织稀释液 1 ∶ 1 混匀后小心加于 1 ml 分离液之液面

上，以 2 000 r /min( 半径 15 cm 水平转子) 离心 30
min，此时离心管中由上至下细胞分为 4 层。第 1
层:血浆层;第 2 层:单核细胞层;第 3 层:富集一定

中性粒细胞的分离液层;第 4 层:红细胞层( 含有一

定中性粒细胞)。收集第 3 层和第 4 层，放入盛有 2
ml 细胞洗涤液的试管中，充分混匀后，以 2 000 r /
min 离心 30 min，弃去上清液，加入 6 ～ 10 倍细胞体

积的红细胞裂解液，轻轻吹打混匀，裂解 1 ～ 2 min，

以 2 000 r /min 离心 5 min，弃去红色上清液，加入适

量 PBS 溶液，重悬沉淀，2 000 r /min 离心 5 min，重

复 1 次。分离率为 80% 以上。1 ml PBS 溶液配成

中性粒细胞悬液，取 500 μl 的中性粒细胞悬液，加

入 1 μl 抗大鼠粒细胞抗体，5 μl anti-rat CD11b /c PE
充分混匀，室温避光 20 min，于中性粒细胞段开窗，

测定 CD11b /c 荧光强度(meanfluorescence intensity，

MFI)。同时对各标本作阴性对照，除以等量同 IgG-
FITC 抗体代替 CD11b /c-FITC 抗体，每个样本检测

10 000 个细胞。
1． 4． 3 中性粒细胞活性氧(ＲOS) 的检测 采用双

乙酰基二氯荧光素(DCFH-DA)，DCFH-DA 没有荧

光，进入细胞后被酯酶水解为 DCFH。在 ＲOS 存在

时，DCFH 被氧化为不能透过细胞膜的强绿色荧光

物质(DCF)，其荧光在激发波长 502 nm、发射波长

530 nm 附近有最大波峰，强度与细胞内活性氧水平

成正 比。首 先 将 DCFH-DA 工 作 浓 度 调 整 为 20
μmol /L 备用。取剩余 500 μl 的中性粒细胞悬液室

温 2 000 r /min 离心 5 min，弃去上清液，加入 1 ml 配

好的 DCFH-DA 避光 37 ℃水浴 40 min。室温 2 000

r /min 离心 5 min，弃去上清液，用 PBS 洗涤 2 次后

重悬，配成 500 μl 的细胞悬液，将流式细胞仪按激

发波长 502 nm，发射波长 530 nm 调好后进行检测。
1． 4． 4 肺组织病理学检查 尾吊第 8 天取材，每组

均取右肺上叶组织，4% 多聚甲醛固定，切片行 HE
染色，光学显微镜观察。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 统计软件进行

处理，所有数据以 珋x ± s 表示，各组之间对比采用单

因素方差分析，分析前均进行正态性和方差齐性检

验，符合正态性和方差齐性则选择方差分析。若不

符合，则行 log 转化数据后进行正态性和方差齐性

检验，符合正态性和方差齐性行方差分析。

2 结果

2． 1 肺组织病理结构改变 C 组病变最严重，显微

镜下可见肺泡大小不一致，肺泡间隔增宽增厚，大量

中性粒细胞、淋巴细胞浸润，肺泡腔内可见大量泡沫

细胞。A 组次之，显微镜下可见肺泡大小不一致，肺

泡间隔增宽增厚，间质内较多中性粒细胞、淋巴细胞

浸润，局部肺泡腔满泡沫细胞。B 组显微镜下可见

肺泡大小较一致，肺泡间隔增厚，间质内可见少量中

性粒细胞、淋巴细胞浸润。D 组肺泡大小不一致，肺

泡间隔增宽，间质内少量淋巴细胞、中性粒细胞浸

润，肺淤血为著。见图 1。

图 1 各组肺组织病理学结果 HE ×200

A:尾吊灌药注菌组;B:尾吊灌药未注菌组;C:尾吊未灌药注菌

组;D:尾吊未灌药未注菌组

2． 2 流式细胞仪测定中性粒细胞 CD11b /c 取已

配好的 500 μl 中性粒细胞悬液行流式细胞仪检测，

设粒细胞门见图 2、3;于中性粒细胞段开窗，测定

CD11b /c 荧光强度见图 4。
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图 2 中性粒细胞前向角 /侧向角散点图

Ｒ1:用前向角 /侧向角散点图设粒细胞门

图 3 加入抗大鼠粒细胞抗体散点图

Ｒ2:用抗大鼠粒细胞抗体 /侧向角设粒细胞门

图 4 中性粒细胞 CD11b /c 荧光强度图

2． 3 流式细胞仪测定中性粒细胞 ＲOS 荧光强度

已配好的 500 μl 中性粒细胞悬液行流式细胞仪检

测设粒细胞门见图 5，将流式细胞仪按激发波长 502
nm，发射波长 530 nm 调好后，进行检测粒细胞内

ＲOS 荧光强度见图 6。

图 5 中性粒细胞前向角 /侧向角散点图

Ｒ3:用前向角 /侧向角散点图设粒细胞门

图 6 中性粒细胞内 ＲOS 荧光强度图

2． 4 血常规指标变化 A、C 组白细胞总数、中性

粒细胞总数、中性粒细胞百分比高于 B、D 组，差异

有统计学意义(F = 13. 80、95. 41、36. 55，P ＜ 0. 01)。
A 组与 C 组、B 组与 D 组比较，差异无统计学意义。
见表 1。

表 1 外周血白细胞及中性粒细胞总数的比较(n = 8，珋x ± s)

组别
白细胞总数

( × 109 /L)

中性粒细胞总数

( × 109 /L)

中性粒细胞

百分比

A 8． 85 ± 0． 43＊＊## 2． 77 ± 0． 15＊＊## 0． 30 ± 0． 01＊＊##

B 8． 21 ± 0． 25 2． 11 ± 0． 11 0． 25 ± 0． 01
C 9． 29 ± 0． 64＊＊## 2． 89 ± 0． 16＊＊## 0． 31 ± 0． 02＊＊##

D 8． 09 ± 0． 26 2． 01 ± 0． 08 0． 24 ± 0． 01

与 B 组比较:＊＊P ＜ 0． 01;与 D 组比较:##P ＜ 0． 01

2． 5 血中性粒细胞 CD11b /c、ＲOS 的变化 各组

间 CD11b /c、ＲOS 比 较，差 异 有 统 计 学 意 义 (F =
246. 69、136. 98，P ＜ 0. 01)。见表 2。
2． 6 IL-10、IL-6 的变化 各组间 IL-10、IL-6 比较，

差异有统计学意义(F = 114. 51、486. 25，P ＜ 0. 05)。
见表 3。
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表 2 大鼠中性粒细胞 CD11b /c、ＲOS 量的变化(n = 8，珋x ± s)

项目 A 组 B 组 C 组 D 组 P 值

CD11b /c 137． 06 ± 4． 45 128． 54 ± 2． 52 160． 94 ± 4． 49 113． 11 ± 2． 34 ＜ 0． 01
ＲOS 1 609． 46 ± 140． 42 1 044． 40 ± 55． 98 2 114． 04 ± 179． 27 1 155． 04 ± 93． 38 ＜ 0． 01

表 3 大鼠血清 IL-10、IL-6 指标变化(n = 8，pg /ml，珋x ± s)

项目 A 组 B 组 C 组 D 组 P 值

IL-10 4． 39 ± 0． 245 3． 60 ± 0． 13 5． 91 ± 0． 48 4． 05 ± 0． 17 ＜ 0． 05
IL-6 32． 46 ± 3． 175 12． 31 ± 0． 90 39． 83 ± 2． 20 18． 50 ± 0． 61 ＜ 0． 05

3 讨论

呼吸系统与外界直接相通，人类上呼吸道寄生

着大量细菌，由于人体免疫系统的调控，寄生菌和人

体处于“和平相处”状态
［5］。研究

［6］
证明在失重或

微重力状态时，机体的免疫系统功能降低;而细菌毒

力增加，耐药性增强
［7］，这种平衡被打破，机体易于

发生呼吸道感染。感染时中性粒细胞募集于肺部，

在参与杀死细菌的同时，由于过量募集也会导致放

大炎 症 反 应 和 加 重 组 织 损 伤。本 课 题 组 前 期 研

究
［4］

显示，模拟失重状态下，机体的炎症反应增强、
组织损伤较对照组明显。NAC 为谷胱甘肽(GSH)

的前体物质，研究
［8 － 10］

证实它具有较强的还原性，

能够有效减少活性氧，抑制炎症反应，保护细胞免受

损伤，并能减少肺炎链球菌在口咽部上皮细胞的黏

附
［11］。肺炎链球菌是最常见社区获得性呼吸道感

染的致病菌，本研究选用 NAC 的抗氧化、应激作用

干预失重叠加肺炎链球菌感染动物模型，结果显示，

失重并注菌组与对照组比较，肺组织损伤严重，间质

内大量中性粒细胞浸润。注药组的肺组织损伤有所

减轻，间质内中性粒细胞明显减少。提示 NAC 可能

减少中性粒细胞在肺脏的募集，有效减轻炎症反应，

降低组织伤害。
成熟粒细胞的 CD11b 主要储存在胞质内，当受

到炎症刺激时，CD11b 表达上调并转移到细胞膜表

面，介导粒细胞向炎症部位趋化，释放有害物质，导

致组 织 损 害
［12］。本 研 究 结 果 显 示，NAC 干 预 组

CD11b 较对照组降低，证实 NAC 能减少 CD11b 在

中性粒细胞表面的表达，从而减少粒细胞在肺内募

集，减轻炎症反应和肺损伤。
研究

［13］
表明中性粒细胞激活时产生的活性氧，

能杀灭细菌，但过量时可造成正常组织的损害。本

研究中 C 组 ＲOS 荧光强度高于其他组，表明中性粒

细胞呼吸氧爆发产生过量 ＲOS，炎症反应更严重，

与肺组织病理结构变化一致。而 A 组 ＲOS 荧光强

度明显降低，说明 NAC 能降低中性粒细胞内 ＲOS
浓度，减轻了 ＲOS 炎症反应对肺组织的损害。同时

观察到 B、D 组 ＲOS 荧光强度也降低，提示 NAC 对

失重状态下的肺组织也具有保护作用。
IL-10 是由 Th2 等细胞分泌的，是一种具有多种

生物学功能的抑制炎症因子，与炎症程度呈正相

关
［14］。本研究显示，A 组 IL-10 水平较 C 组低，提示

IL-10 可能参与 NAC 对肺组织的保护机制。IL-6 是

一种主要来源于受刺激的单核巨噬细胞的促炎因

子
［15］。本研究结果显示 C 组 IL-6 水平高于 A 组，

病理证实该组肺部炎症最重，支持 NAC 有减轻炎症

反应，保护肺组织的作用。
综上所述，NAC 能够减轻微重力状态下肺炎链

球菌肺炎的炎症反应，提高机体抗感染能力，有效保

护肺组织。为航天医疗保障提供了科学实验数据，

为呼吸系统炎症损伤及感染的防护和治疗提供参考

依据。
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The protective effect of N - acetylcysteine onstreptococcus pneumonia
model of simulated weightlessness rats

Wang Xiaohui，Wang Ping，Zhu Minli，et al
(Dept of Ｒespiratory and Critical Care Medicine，The 306th Hospital of PLA，

Anhui Medical University，Beijing 100000)

Abstract Objective To explore the ability of resistance to the infection of Streptococcus pneumoniae of the body
during simulated weightlessness，which was set up through tail suspension． Besides this，the protective role of N-
acetylcysteine was also observed． Methods The simulated microgravity and infected animal model: Healthy clean
male Wistar rats (n = 32)，weight (270 ± 20) g，randomly divided into 4 groups: Group A ( tail suspension，in-
fection and NAC group)，Group B ( tail suspension，NAC and no infection group)，Group C ( tail suspension，in-
fection and no NAC group)，Group D ( tail suspension，no infection and no NAC group) ． NAC ［300 mg(kg·
d)］were fed by intragastric administration on the first day，while the same amount of distilled water were fed in
control group． On the second day，the models of simulated weightlessness were duplicated by tail suspension meth-
od (Each rat was hung by its tail in a cage，and 30 degrees with the horizontal) ． The rats were intratracheal in-
stilled with 0. 4 ml suspension of streptococcus pneumoniae after tail-suspension for 3 days． At the same time，no-
infection groups were intratracheal instilled with 0． 4 ml sterile saline． At the end of experiment，the rats were kill-
ed． The leukocytes and neutrophils，CD11b and DCFH-DA in the blood were studied． Ｒesults ① The pathologi-
cal changes of rat lung: in Group C，obvious congestion of the lung tissue could be observed． Some of alveolus got
fusion，alveolar septum got sick，lung’s small veins and capillaries dilated and congestion． Large number of neu-
trophils and lymphocytes infiltrated in the interstitial，foam cells flooded in the alveolar space． Some changes like
these could be found in Group A，but less severe than Group C． A few of the same changes but less severe could be
observed in Group D． ② Compared with Group A and Group C，the percentage of neutrophile was significantly
higher than that in Group B and Group D． And the same trend could be observed in leukocyte count and neutro-
phile count． There was a statistically significant difference of the mean value of CD11b among four groups，and the
value was the highest in Group C． The same trend was observed in DCFH-DA，IL-10 and IL-6． Conclusion Once
the lung was insulted by bacterial during weightlessness，the inflammatory response was significantly higher，the
pathological changes were much more severe． NAC would alleviate these changes． The antioxidation effect of NAC
may play a role in protection of lung infection while in weightlessness．
Key words simulated weightlessness;rat; N-acetylcysteine;Streptococcus pneumoniae; pulmonary infection
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