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缺血预处理对家兔肢体缺血再灌注后
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　　摘要 　目的 :观察肢体缺血预处理对家兔肢体缺血再灌注后肺损伤时肺抗氧化系统的影响并探讨

其机制。方法 :健康家兔 30 只 ,随机分为假手术对照组 ( SC) 、缺血再灌注组 ( IR) 和缺血预处理组

( IPC) ,每组 10 只。实验结束时 ,取肺组织测定超氧化物歧化酶 ( SOD) 、谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH2
PX) 、黄嘌呤氧化酶 (XOD)活性和丙二醛 (MDA) 、一氧化氮 (NO)含量 ,同时计算肺系数及进行肺病理学

检查。结果 :肢体缺血再灌注后肺组织 SOD、GSH2PX 活性和 NO 含量显著下降 ,XOD 活性和 MDA 含

量明显增高 ,肺系数升高 ,肺组织病变明显 ,肢体缺血预处理可明显缓解上述变化。结论 :家兔肢体缺血

再灌注后 ,肺抗氧化功能下降参与肺脏的损伤过程 ,肢体缺血预处理对这种肺损伤有明显的保护作用。
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Abstract 　Objective :To investigate the effect of ischemic preconditioning on anti2oxidative system in the

development of lung injury associated with limb ischemia2reperfusion in rabbits. Methods :30 rabbits were ran2
domly divided into three groups :Sham2operated control (SC) group ,ischemia reperfusion ( IR) group (4 hours

of bilateral hindlimb ischemia and 4 hours of reperfusion) ,and ischemic preconditioning ( IPC) group (three

cycles of 52minute ischemia followed by 52minute reperfusion prior to IR) . At the end of the experiment ,the

contents of superoxide dismutase (SOD) ,glutathione peroxidase ( GSH2PX) ,xanthine oxidase ( XOD) activi2
ty ,MDA and NO in lung tissue were detected. Meanwhile , lung index was measured and the pathological

change in the lung was observed. Results :In the IR group ,NO content and the activities of SOD and GSH2PX

of the lung tissue were significantly decrease ; the XOD activity ,MDA level and lung index of the lung tissue

were obviously increased. In the IPC group ,the changes of the parameters mentioned above were obviously at2
tenuated. Conclusion :Limb IPC protects the lung from the injury associated with limb ischemia2reperfusion via

elevating the functions of anti2oxidation anti2peroxidative reaction of lipids.
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　　肢体缺血 - 再灌注损伤是骨科领域常见的病理过程 ,如

外伤后骨筋膜室综合征、四肢手术和血管损伤时止血带止血、

断肢移植、游离肌瓣转移等。肢体缺血再灌注不仅可以引起

局部缺血组织的损伤 ,还可以导致远隔部位器官损伤 ,肺脏是

容易受累器官之一 ,主要表现为急性肺损伤 ,严重时可导致急

性呼吸窘迫综合征。近年来研究表明 ,这种损伤与氧自由基

有关[1 ] 。缺血预处理 (ischemic preconditioning , IPC) 是一种内

源性的保护机制[2 ] ,其确切机制尚无定论。研究表明 ,缺血预

处理对肢体缺血再灌注引起肺损伤有保护作用 , Harkin 等 [3 ]

认为此主要与肢体缺血预处理抑制炎症反应有关。缺血预处

理对肺部抗氧化系统的影响未见报道。本实验通过观察肢体

缺血预处理对家兔肢体缺血再灌注后引起的肺损伤时肺部抗

氧化系统的影响 ,并探讨其机制 ,以期为临床治疗提供实验依

据。

1 　材料与方法

111 　实验动物及模型复制 　成年健康日本大耳白兔 30 只 ,

雌雄不限 ,体重 210～215 kg ,由本校实验动物中心提供。动

物随机分为 3 组 :假手术对照组 (sham control ,SC) 、缺血再灌

注组 (ischemia reperfusion , IR) 和缺血预处理组 (ischemic pre2
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conditioning , IPC) ,每组 10 只。实验前禁食 12 h ,可自由饮

水。家兔称重后用 25 %乌拉坦 (4 ml/ kg) 耳缘静脉麻醉 , IR

组先夹闭两侧髂外动脉 ,再以橡皮带扎紧双后肢根部阻断血

流 ,4 h后放开动脉夹、松开橡皮带 ,恢复血液灌注 4 h ; IPC 组

先阻断双后肢血流 5 min ,然后恢复血流灌注 5 min ,如此反复

3 次 ,其后操作同 IR 组 ; SC 组两侧髂外动脉不结扎 ,只予家

兔双后肢松绕橡皮带 ,模拟捆扎。

112 　检测方法

11211 　肺系数测定 　实验结束时 ,夹闭气管处死动物 ,在气

管分叉处结扎 ,在结扎处以上切断气管 ,取出肺 ,用滤纸吸去

肺表面的水分后称肺重 ,计算肺系数 ,肺系数 = 肺重量 ( g) / 体

重 (kg) 。

11212 　抗氧化指标测定 　取肺组织制备匀浆 (按照南京建成

生物工程研究所提供的组织匀浆制备方法) ,用邻苯三酚自氧

化法检测肺组织超氧化物歧化酶 ( SOD) 活性 ,用化学比色法

测定谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH2PX) 活性和黄嘌呤氧化酶

(XOD)活性 ,以硫代巴比妥酸法测定丙二醛 (MDA) 含量 ,硝

酸还原酶法测定一氧化氮 (NO)含量 ,以上试剂盒均购自南京

建成生物工程研究所 ,检测方法按说明书操作。

11213 　组织病理学检查 　4 %多聚甲醛中固定肺组织 ,石蜡

包埋切片 ,HE染色后光镜下观察。

113 　统计学处理方法　结果以均数 ±标准差 ( �x ±s)表示 ,采

用 SPSS软件处理实验数据 ,组间比较用One2Way ANOVA 分

析后 ,采用 Student2Newman2Keuls 检验 , P < 0105 为差异有显

著性。

2 　结果

211 　肺系数 　单纯缺血再灌注动物的肺系数为 12101 ±

1186 ,明显大于缺血预处理组 (7135 ±0176 , P < 0101) 和对照

组 (4165 ±0169 , P < 0101) 。

212 　肺组织抗氧化指标 　缺血预处理动物肺组织中 SOD、

GSH2PX活性和 NO 含量明显高于单纯缺血再灌注组 , XOD

活性及 MDA 含量低于单纯缺血再灌注组 ,见表 1。

表 1 　3 组家兔肺组织 SOD、GSH2PX、XOD 活性及 MDA、NO含量比较 ( �x ±s)

Tab. 1 　Comparison of the activities of the SOD , GSH2PX and XOD and the content of MDA and NO in

rabbits of three groups( �x ±s)

Groups n
SOD

(U/ mgprot)

GSH2PX

(U/ mgprot)

XOD

(U/ gprot)

MDA

(mmol/ mgprot)

NO

(μmol/ gprot)

SC 10 5110 ±1102 0178 ±0114 8112 ±1104 5155 ±1130 93174 ±11180

IR 10 3124 ±0196 3 3 0124 ±0108 3 3 10179 ±1172 3 3 17126 ±2176 3 3 52145 ±10157 3 3

IPC 10 4115 ±0176 3 # 0149 ±0115 3 3 # # 9147 ±1114 3 # 14184 ±2142 3 3 # 75108 ±10120 3 3 # #

注 :与 SC 组比较 , 3 P < 0105 , 3 3 P < 0101 ;与 IR 组比较 , # P < 0105 , # # P < 0101

Note : 3 P < 0105 , 3 3 P < 0101 as compare with SC group , # P < 0105 , # # P < 0101 as compare with IR group

213 　肺组织病理学改变 　IR 组家兔肺组织病变明显 ,肺组

织切面有淡红色泡沫液体流出 ,光镜下可见肺泡隔明显加宽 ,

毛细血管扩张充血 ,可见大量中性粒细胞聚集、附壁 ,伴有局

部肺不张。IPC 组家兔肺组织的病变明显轻于 IR 组 , SC 组

家兔肺组织无明显变化 (图 1) 。

3 　讨论

肢体缺血再灌注损伤是临床上较常见的病理过程。研究

表明 ,肢体缺血再灌注后不仅加重局部组织的损伤 ,有时易引

起急性肺损伤[325 ] ,有人认为 ,这种肺损伤与抗氧化功能降

低 ,氧自由基增多有关 ,肢体缺血再灌注时 ,通过黄嘌呤氧化

酶、中性粒细胞的呼吸爆发、线粒体功能损伤和儿茶酚胺的自

身氧化等途径产生大量的自由基 ,自由基可通过血流转移至

肺 ,经其中间代谢产物不断扩展生成新的自由基 ,形成连锁反
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应。自由基可与各种细胞成分 ,如膜磷脂、蛋白质、核酸等发

生反应 ,造成急性肺损伤 [6 ] 。实验表明 ,肢体缺血再灌注继发

肺损伤时 ,肺组织中脂质过氧化产物明显增多 ,而抗氧化能力

降低[1 ,7 ] 。本实验观察到 ,肢体缺血再灌注后 ,动物肺系数增

加 ,出现明显的肺水肿 ,肺组织病变严重 ,肺部抗氧化酶活性

降低 ,产生自由基的酶活性增加 ,脂质过氧化增强 ,本实验进

一步证实了以上文献报道。

近年的研究发现多次短暂缺血预处理可以增强细胞对缺

血的耐受性 ,是调动机体内源性保护机制的有效措施 [8 ] 。本

实验发现 ,在恢复肢体血流前 ,先进行 30 min 的缺血预处理 ,

可使肺组织的 SOD、GSH2PX 活性明显升高 , XOD 活性和

MDA 含量下降 ,肺系数降低 ,提示肺部的抗氧化酶活性增高 ,

合成自由基的酶活性下降 ,脂质过氧化程度减弱 ,肺水肿减

轻 ,且病理学检查示肺组织的病变明显轻于单纯缺血再灌注

动物 ,表明肢体缺血预处理对肢体缺血再灌注引起的肺损伤

有良好的保护作用。缺血预处理对于同一组织的缺血再灌注

损伤具有保护作用已达成共识 ,其机制与能量代谢、氧自由

基、热休克蛋白、细胞膜 A TP 敏感钾离子通道有关 ,其中对递

质和受体作用的研究较广泛和深入。有研究者发现 ,肺门血

管的缺血预处理可减轻兔肺常温缺血再灌注诱导的脂质过氧

化反应[9 ] 。然而局部 IPC 对远隔脏器的保护效应目前尚处

于探索阶段 ,这种保护作用据称与 IPC 的延迟保护作用有关 ,

已有实验揭示和神经 - 体液机制有很大关系 [10 ] 。

本实验观察到单纯缺血再灌注组和缺血预处理组肺组织

NO 含量下降 ,尤其以单纯缺血再灌注组更加明显。NO 对机

体有双重作用 ,适量的 NO 对机体有利作用 :降低外周血管的

反应性以维持组织器官的灌注 ;抑制血小板聚集及中性粒细

胞黏附于血管内皮而具有抗血栓作用 ;对中性粒细胞呼吸爆

发及在肺内的扣押发挥非特异性的免疫作用 ;清除氧自由基

而抑制脂质过氧化。而当 NO 产生过多超过一定的限度时也

会给机体造成有害的影响 ,如加重低血压 ;形成毒性更强的过

氧亚硝基化合物与氧自由基协同而加重缺血再灌注损伤 ;损

伤自身细胞的 DNA 和能量代谢等。当 NO 产生不足时也会

给机体带来不利作用 :表现为肺动脉高压 ;肺间质中性粒细胞

浸润增多 ;过氧化物产生过多 ;可溶性黏附分子增多、促进中

性粒细胞的黏附和活化 ;释放大量的氧自由基、细胞因子和蛋

白酶等而加重缺血再灌注损伤。本实验中肢体缺血再灌注后

肺组织中 NO 明显减少 ,可能是大量的 NO 与氧自由基迅速

产生反应生成更具细胞毒性的自由基 ONOO (过氧化亚硝基)

等 ,也可能由于脂质过氧化使内源性 NO 合成减少 ,而在肢体

恢复血流前实行缺血预处理 ,可增加肺组织的 NO 含量 ,其具

体机制有待于进一步研究。
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《中国骨伤》2006 年开设“继续教育园地”栏目的通知

为了更好地贯彻、执行我刊的理论与实践、提高与普及相结合的办刊方针 ,进一步提高广大骨伤科医师的临床诊疗

能力和学术水平 ,加强中西医之间的学术和技术的交流 ,经中国中西医结合学会同意 ,《中国骨伤》编辑委员会将于2006 年

在本刊开办“继续教育园地”栏目。该栏目将邀请中西医骨伤科界学术造诣较深并富有临床经验的专家出题和主讲 ,每

期以专题测试考卷和讲座答题等形式开展继续教育活动。凡订阅 2006 年全年 12 期杂志 ,完成每期“继续教育园地”的

答题 ,连续 6 期答题合格者或全年参与半数以上 (含半数)答题者可获国家级 Ⅰ类继续教学学分 6 分。每半年办理一次

继续教育学分证书。欢迎广大读者踊跃参加。
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