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缺血预适应对大鼠肢体缺血再灌注后小肠损伤的保护效应及ＮＯ的作用

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　　摘　要：目的　观察缺血预适应（ＩＰＣ）对肢体缺血再灌注（ＬＩＲ）后小肠损伤的保护效应，探讨一氧化氮（ＮＯ）在该过程中的作

用机制。方法　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５２只，随机分为４组（狀＝１３）：假手术（Ｓｈａｍ）组，肢体缺血再灌注（ＩＲ）组，缺血预适应（ＩＰＣ）

组，Ｎω硝基Ｌ精氨酸甲酯处理（ＬＮＡＭＥ）组，测定各组大鼠血浆和小肠组织二胺氧化酶（ＤＡＯ）、ＮＯ含量，血浆异硫氰酸荧光素

标记的脂多糖（ＦＩＴＣＬＰＳ）浓度，小肠组织丙二醛（ＭＤＡ）、环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）的含量；采用免疫组织化学法检测蛋白Ｐ选择素

（Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）和凋亡蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ３）的表达情况，利用原位脱氧核糖核甘酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测

各组小肠组织细胞的凋亡情况，使用自动图像分析系统对其结果进行定量分析。结果　ＩＰＣ组与ＩＲ组比较，血浆ＤＡＯ和ＦＩＴＣ

ＬＰＳ明显降低，ＮＯ升高（犘＜０．０１），小肠组织ＮＯ、ＤＡＯ和ｃＧＭＰ浓度升高，ＭＤＡ浓度下降（犘＜０．０１），小肠组织黏膜上皮细胞

Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达明显下降，ＡＩ降低（犘＜０．０１）；ＬＮＡＭＥ组与ＩＰＣ组比较，血浆 ＮＯ浓度明显下降，ＤＡＯ和ＦＩＴＣ

ＬＰＳ明显升高（犘＜０．０１），小肠组织ＮＯ、ＤＡＯ和ｃＧＭＰ浓度明显下降，ＭＤＡ浓度升高（犘＜０．０１），Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ、Ｃａｓｐａｓｅ３表达均

明显上调，ＡＩ明显升高（犘＜０．０１）。结论　ＩＰＣ可明显改善ＬＩＲ后小肠黏膜肠通透性升高、组织脂质过氧化损伤及肠细胞凋亡，

ＮＯ参与ＩＰＣ的保护效应。
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　　肢体缺血再灌注（ｌｉｍｂｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＬＩＲ）不仅在

受影响的肢体局部造成损伤，甚至可进一步造成包括小肠在内

的多组织器官的功能、结构损伤［１２］。缺血预适应（ｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）是机体对于缺血缺氧而产生的一种内源

性保护机制，其保护作用与减少活性氧的放线粒体膜 ＡＴＰ敏

感性钾通道、抑制线粒体钙超载、减弱炎症反应等有关［３４］。一

氧化氮（ＮＯ）是体中一种重要的细胞间信息物质，ＮＯ可以调

节舒张血管、调节基础血管张力和血压、抑制平滑肌细胞增殖、
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抗血小板凝聚和多形核白细胞黏附等作用［５６］。有报道ＮＯ在

肢体ＩＰＣ对远端心脏缺血再灌注产生的保护作用中起了重要

作用［７］。给予Ｌ精氨酸增加小鼠肠缺血再灌注损伤后肠组织

ＮＯ水平，有助维持肠道屏障完整性
［８］。本实验对ＬＩＲ大鼠给

予双下肢ＩＰＣ处理，并给予非选择性一氧化氮合酶抑制剂Ｎω

硝 基Ｌ精 氨 酸 甲 酯 （ＮωｎｉｔｒｏＬａｒｇｉｎｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，Ｌ

ＮＡＭＥ）来抑制ＮＯ的生成，以研究ＮＯ在ＩＰＣ对大鼠ＬＩＲ后

小肠损伤保护过程中的作用。

１　材料与方法

１．１　动物、试剂及仪器　１０周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５２只，体质

量２００～２５０ｇ，由河南医科大学实验动物中心提供；ＮＯ、ＭＤＡ

试剂盒购于南京建成生物制品公司；原位脱氧核糖核甘酸末端

转移酶介导的缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）试剂盒、蛋白Ｐ选择

素（Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）一抗、凋亡蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ３）一抗、即用型免

疫组化试剂盒购于北京中山生物试剂公司；ｃＧＭＰ放免检测试

剂盒上海中医药大学；血浆异硫氰酸荧光素标记的脂多糖

（ＦＩＴＣＬＰＳ）、ＬＮＡＭＥ、二胺氧化酶（ＤＡＯ）购于美国Ｓｉｇｍａ公

司。上海产７２１分光光度计、ＳＮ６９５型智能放免γ测量仪，美

国产ＳＩＧＭＡ２Ｍ／ＥＴＭ低温高速离心机。

１．２　模型构建与分组　大鼠术前１２ｈ禁食，自由饮水。将５２

只实验大鼠随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组、肢体缺血再灌注（ＩＲ）

组、缺血预适应（ＩＰＣ）组、ＬＮＡＭＥ组，每组１３只。ＩＲ组：采

用止血带法制作大鼠ＬＩＲ模型，用橡皮圈环绕结扎大鼠双后

肢根部，并经激光多普勒血流仪监测并证实血流被阻断，４ｈ

后松解橡皮带恢复血流灌注，再经过４ｈ后放血处死动物；ＩＰＣ

组：如上法预先阻断双后肢血流５ｍｉｎ，然后恢复血流灌注５

ｍｉｎ，反复４次，其后操作同ＩＲ组。ＬＮＡＭＥ组：操作同ＩＰＣ

组，并于松带前１５ｍｉｎ经颈外静脉滴注 ＬＮＡＭＥ（１０ｍｇ／

ｋｇ），药物溶于生理盐水（４ｍＬ／ｋｇ）。Ｓｈａｍ组：模拟性肢体松

绕橡皮带但不结扎。ＩＲ组、ＩＰＣ组和Ｓｈａｍ组均于松带前１５

ｍｉｎ经颈外静脉滴注生理盐水４ｍＬ／ｋｇ。

１．３　方法　（１）将构建的模型自大鼠腹主动脉取血，予以抗

凝后离心，取上清液，采用放免法测定各组大鼠环磷酸鸟苷

（ｃＧＭＰ）浓度，采用生物化学法测定各组 ＮＯ、丙二醛（ＭＤＡ）

浓度。大鼠腹主动脉取血处死动物后即刻取小肠组织放入液

氮速冻后，－７０℃保存。（２）小肠悬液的制备及组织ＤＡＯ的

测定：称取冻存的小肠组织２００ｍｇ，加入３倍体积磷酸缓冲液

（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．２），匀浆后１００００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清

液测定ＤＡＯ活性。（３）ＦＩＴＣＬＰＳ的测定：每组另取６只大

鼠，于再灌注３ｈ后麻醉，由空肠始端穿刺注入ＦＩＴＣＬＰＳ３０

μｇ／ｋｇ（ＦＩＴＣＬＰＳ溶于１％小牛血清清蛋白），１ｈ后有腹主动

脉放血处死，收集血液分离血浆，分别在荧光分光光度计上测

定荧光强度［激发波长（Ｅｘ）＝４７２ｎｍ，发射波长（Ｅｍ）＝４９９

ｎｍ］换算为血浆荧光内毒素浓度。（４）采用免疫组织化学法

检测Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ、Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达情况，采用ＴＵＮＥＬ法

测定小肠细胞凋亡。采用ＢＩ２０００医学图像分析系统软件对

小肠组织切片进行分析，低倍镜下以相同外部条件（亮度）摄

取图像，每张切片随机选择６个视野，得出吸光度（Ａ）值，每张

切片取平均值。每个实验组分别随机选取６张切片，每张切片

计算６个高倍视野下的凋亡细胞数和阴性细胞数，凋亡指数＝

阳性细胞数／（阳性细胞数＋阴性细胞数）×１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间均值采用单因素方差分析，狇检验进行

统计学处理，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血浆 ＮＯ、ＤＡＯ、ＦＩＴＣＬＰＳ浓度的变化　与Ｓｈａｍ组比

较，ＩＲ组血浆中 ＮＯ、ＤＡＯ和ＦＩＴＣＬＰＳ均明显升高，差异有

统计学意义（犘＜０．０１）；ＩＰＣ组与ＩＲ组比较，ＤＡＯ和ＦＩＴＣ

ＬＰＳ明显降低，ＮＯ升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｌ

ＮＡＭＥ组与ＩＰＣ组比较，ＮＯ浓度明显下降，ＤＡＯ和ＦＩＴＣ

ＬＰＳ明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＬＮＡＭＥ组与

ＬＩＲ组比较，ＮＯ明显下降（犘＜０．０１），见表１。

２．２　小肠组织ＮＯ、ＤＡＯ和ｃＧＭＰ浓度的变化　与Ｓｈａｍ组

比较，ＩＲ组小肠组织中ＮＯ、ＭＤＡ明显升高，差异有统计学意

义（犘＜０．０１），而 ＤＡＯ明显下降，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；ＩＰＣ组与ＩＲ组比较，ＮＯ、ｃＧＭＰ和ＤＡＯ浓度升高（犘＜

０．０１），组织 ＮＯ和ｃＧＭＰ升高水平较一致，ＭＤＡ浓度下降，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＬＮＡＭＥ组与ＩＰＣ组比较，

ＮＯ、ｃＧＭＰ和 ＤＡＯ浓度明显下降，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），组织ＮＯ和ｃＧＭＰ下降水平较一致，ＭＤＡ浓度升高，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＬＮＡＭＥ组与ＬＩＲ组比较，ＮＯ

和ｃＧＭＰ浓度明显下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

表２。

２．３　小肠组织Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＡＩ表达的变化　Ｐ

ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ主要于小肠黏膜血管内皮细胞，Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组织

化学阳性表达主要在小肠黏膜上皮细胞胞浆内或胞膜，可见棕

黄色颗粒。ＴＵＮＥＬ法染色阳性表达在细胞核，呈棕黄色（图

１）。ＢＩ２０００ 医 学 图 像 系 统 分 析 结 果 显 示，与 Ｓｈａｍ 组

（０．０９８±０．００２，２．２０１±０．２５４，２．０７０±０．６７０）比较，ＩＲ组

（０．１４０±０．００２，９．９０２±１．０４２，１３．５１０±２．８９０）小肠黏膜上皮

细胞Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ、Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＡＩ表达明显上调，差异有统计

学意义（犘＜０．０１）；ＩＰＣ组（０．１３２±０．００２，３．９９１±０．２９９，

６．９１０±１．５３０）与ＩＲ组比较，Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ、Ｃａｓｐａｓｅ３和ＡＩ的表

达明显下降，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＬＮＡＭＥ 组

（０．１４２±０．００２，８．２１０±０．９１８，１０．７６０±２．１５０）与ＩＰＣ组比

较，Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ和Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＡＩ明显升高，差异有统计学意

义（犘＜０．０１）。

表１　　各组动物血浆ＮＯ、ＤＡＯ、ＦＩＴＣＬＰＳ的变化（狀＝１４，狓±狊）

组别 ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＤＡＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＦＩＴＣＬＰＳ（μｇ／Ｌ）

Ｓｈａｍ组 ２８．３１±３．７５ ０．５２５±０．０５９ ２０．２７±１．８６

ＩＲ组 ４３．９８±５．４０ １．３０９±０．１２８ １５４．３５±８．７３

ＩＰＣ组 ７２．６９±６．４７△△ ０．７４８±０．０６５△△ ６４．０１±９．２８△△

ＬＮＡＭＥ组 ３０．６９±３．６８△△＃＃ １．２６５±０．０９６＃＃ １４８．４２±１４．４０＃＃

　　：犘＜０．０５，犘＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，△△：犘＜０．０１，与ＩＲ组比较；＃：犘＜０．０５，＃＃：犘＜０．０１，与ＩＰＣ组比较。

１０５２重庆医学２０１３年７月第４２卷第２１期



表２　　各组动物小肠组织ＮＯ、ＤＡＯ和ｃＧＭＰ的变化（狀＝１４，狓±狊）

组别 ＮＯ（μｍｏｌ／ｍｇ） ｃＧＭＰ（ｍｍｏｌ／ｇ） ＤＡＯ（ｕ／ｍｇ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

Ｓｈａｍ组 ０．３８０±０．０４７ ０．０４１±０．００４ ０．６７２±０．０９４ ０．６８２±０．０５８

ＩＲ组 ０．６３７±０．０７４ ０．０４５±０．００５ ０．４６３±０．０５８ １．４４３±０．１６２

ＩＰＣ组 ０．８０７±０．１０１△△ ０．０８４±０．００８△△ ０．５５７±０．０６６△△ ０．９８５±０．１５２△△

ＬＮＡＭＥ组 ０．５３１±０．０５３△＃＃ ０．０３３±０．００３△△＃＃ ０．４３７±０．０４５＃＃ １．４３３±０．１３８＃＃

　　：犘＜０．０５，犘＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；△：犘＜０．０５，△△：犘＜０．０１，与ＩＲ组比较；＃：犘＜０．０５，＃＃：犘＜０．０１，与ＩＰＣ组比较。

　　Ａ：ＩＰＣ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＬＮＡＭＥ组。

图１　　ＩＰＣ对大鼠肢体ＬＩＲ后小肠细胞凋亡的影响（ＴＵＮＥＬ染色，×４００）

３　讨　　论

ＤＡＯ是肠黏膜上皮细胞的标志酶，检测血浆及组织中

ＤＡＯ活性能较敏感的反映肠黏膜损伤情况
［９］。本研究显示，

ＬＩＲ组血浆 ＤＡＯ活性升高，小肠组织 ＤＡＯ活性下降，血浆

ＦＩＴＣＬＰＳ浓度升高，说明ＬＩＲ后小肠黏膜发生的结构和功能

的损伤，小肠黏膜肠通透性升高，发生了肠道易位及内毒素血

症。Ｃａｓｐａｓｅ３是重要的凋亡相关基因，是细胞凋亡蛋白级联

反应的必经之路［１０］。因此，测定Ｃａｓｐａｓｅ３可反映细胞凋亡的

启动程度。本研究中，ＬＩＲ组Ｃａｓｐａｓｅ３表达增多，小肠组织细

胞 ＡＩ升高，提示ＬＩＲ后小肠细胞凋亡程度增强。与ＬＩＲ组比

较ＩＰＣ组血浆ＤＡＯ活性降低，小肠组织ＤＡＯ活性升高，并且

血浆ＦＩＴＣＬＰＳ浓度降低，同时，Ｃａｓｐａｓｅ３表达减少，小肠组

织细胞 ＡＩ下降，证实了ＩＰＣ具有抗小肠细胞凋亡并改善ＬＩＲ

后小肠黏膜结构损伤的作用。

有报道ＮＯｃＧＭＰ通路参与预适应对心肌缺血的保护作

用［１１］。ＮＯ能激活鸟苷酸环化酶，进而生成ｃＧＭＰ调节血管

平滑肌细胞胞浆中的Ｃａ２＋浓度产生舒血管作用
［１２］。本结果

显示，ＩＰＣ组较ＩＲ组，小肠组织 ＮＯ、ｃＧＭＰ浓度升高，两者升

高水平较一致。在大鼠ＩＰＣ的基础上给予ＬＮＡＭＥ，可明显

减少ＮＯ的生成，并且小肠组织ｃＧＭＰ水平下降，小肠组织结

构损伤和细胞凋亡明显增强，消除了ＩＰＣ的保护作用。提示

ＩＰＣ可能通过ＮＯｃＧＭＰ途径舒张小肠血管平滑肌，改善小肠

血流灌注。中性粒细胞的浸润活化在组织缺血再灌注损伤中

起了重要作用。内源性ＮＯ可通过抗血小板和白细胞聚集，清

除氧自由基、抑制脂质过氧化等多个环节发挥对小肠缺血再

灌注损伤的保护作用［１３］。Ｋｒａｕｓｓ等
［１４］在对组织缺血再灌注

的研究中发现，给予Ｌ精氨酸促进ＮＯ生成，可减轻中性粒细

胞与内皮细胞相互作用，减轻脂质过氧化反应。Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ是

细胞黏附分子中选择家族中的一员，Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ与相应配体结

合介导白细胞与血管接触，使白细胞在血管壁上缓慢流动，从

而启动一系列反应，导致白细胞在炎性反应区域聚集［１５］。其

结果是释放大量的毒性氧自由基，引发脂质过氧化反应，损伤

ＤＮＡ，导致细胞凋亡的发生，损伤组织结构。本研究中，ＩＰＣ明

显降低了ＬＩＲ后小肠Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ的表达，并且小肠组织 ＭＤＡ

减少，组织脂质过氧化程度降低。而给予ＬＮＡＭＥ后，小肠

Ｐｓｅｌｅｃｔｉｏｎ的表达和组织脂质过氧化程度升高。提示ＩＰＣ时

可在一定程度增加ＮＯ表达，抑制中性粒细胞黏附、游走和渗

出，降低脂质过氧化反应的作用。

综上所述，ＬＮＡＭＥ能阻断ＩＰＣ改善ＬＩＲ导致的肠通透

性升高、组织脂质过氧化损伤及肠细胞凋亡等效应，表明 ＮＯ

参与了ＩＰＣ的保护效应有关。
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炎疫苗接种率只有３０％，出生２４ｈ内注射乙型肝炎免疫球蛋

白的使用就更低（２．７％）。有研究显示，乙型肝炎患者分娩的

新生儿出生２４ｈ内立即注射乙型肝炎免疫球蛋白及乙型肝炎

疫苗，可明显降低乙型肝炎感染率，阻断母婴传播的远期效果，

保护率达９５％
［１０］。

本调查发现，配偶互相感染率较高，男女相互感染概率差

异无统计学意义（犘＞０．０５），由于无患者婚前的 ＨｂｓＡｇ感染

的相关资料，则对于夫妻及家庭成员间密切接触导致感染的依

据不足。１１０例乙型肝炎患者男性配偶感染的概率２２．２％，女

性配偶感染的概率２０．５％，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

本区家族聚集性乙型肝炎肝硬化、原发性 ＨＣＣ发病率较

高。且肝硬化及 ＨＣＣ发病较高的主要集中在成年男性患者，

因肝病（重症肝炎、肝硬化、ＨＣＣ）死亡１９例（１６个家庭），为

６．４％。而肝硬化、ＨＣＣ的发病与 ＨＢＶＤＮＡ的高低成正相

关，抗病毒治疗能明显降低肝硬化、ＨＣＣ的发病率。本区肝硬

化、ＨＣＣ的高发病与未规范性抗乙型肝炎病毒治疗相关。经

调查１１０例乙型肝炎患者，发现经规范性的抗乙型肝炎病毒治

疗３９例，约３５．４％。其余未经治疗的分析原因依次为：经济

因素（经济困难）、疾病危害认识不够、依从性差等。

综上所述，在家族聚集性乙型肝炎的感染与母婴传播有直

接的关系，幼年为乙型肝炎病毒感染主要的原因，同时父婴传

播、密切接触与之相关。本区家族聚集性乙型肝炎的高感染率

在乙型肝炎疫苗接种、乙型肝炎免疫球蛋白的使用相对较低时

更为显著。肝硬化、ＨＣＣ发病率相对较高，与未规范化的乙型

肝炎抗病毒治疗有主要关系［１０］，未规范化治疗的患者主要与

经济因素、疾病认识、依从性相关。应从乙型肝炎人群的管理

着手，通过主动及被动免疫开始降低新生儿乙型肝炎的感染，

提高当地经济水平、加强人们对对疾病的认识、增加乙型肝炎

感染者的依从性有关，要减少家族聚集性乙型肝炎的感染、降

低乙型肝炎病毒导致肝病的发病率则需要一个综合性的防治，

有待进一步地研究。
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