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摘 要:目的 评价远程缺血预处理(RIPC)对大鼠体外循环(CPB)后肺泡上皮细胞凋亡与相关蛋白Bax、Bcl-2表达

的影响。方法 成年雄性SD大鼠60只,随机分为3组(每组n=20):假手术组(S组)、CPB组和RIPC+CPB组。S组

行麻醉和穿刺但不行CPB;CPB组采用尾动脉插管灌注,右颈静脉插管引流建立CPB模型;RIPC+CPB组实施CPB前

对后肢进行RIPC(通过驱血带阻断后肢血流10min,复灌10min,两侧后肢交替进行,每侧进行3次)。麻醉复苏后2h
处死大鼠并取肺组织,光镜下苏木素-伊红(HE)染色观察肺组织的病理学改变,TUNEL法检测肺泡上皮细胞凋亡情

况,Westernblot法检测Bax和Bcl-2蛋白表达水平。结果 与S组比较,CPB组和RIPC+CPB组肺泡上皮细胞凋亡

指数升高,Bax和Bcl-2蛋白表达上调,Bax/Bcl-2比值上升(P<0.05);与CPB组比较,RIPC+CPB组肺泡上皮细胞

凋亡指数下降,Bax蛋白表达下调,Bcl-2蛋白表达上调,Bax/Bcl-2比值下降(P<0.05)。HE染色显示RIPC+CPB
组肺组织细胞的形态学损伤轻于CPB组。结论 RIPC对大鼠CPB后的肺泡上皮细胞有明显的保护作用,其机制可能

与调节凋亡相关蛋白Bax和Bcl-2的表达从而抑制细胞凋亡有关。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofremoteischemicpreconditioning(RIPC)onapoptosis
ofpulmonaryalveolarepithelialcellandexpressionofapoptosis-relatedproteinsBaxandBcl-2inratsunder-
goingcardiopulmonarybypass(CPB). Methods SixtyadultmaleSprague-Dawleyratswererandomlydi-
videdinto3groups(n=20foreachgroup):ashamoperationgroup(groupS),agroupCPBandagroup
RIPC+CPB.RatsingroupSwereanaesthetizedandpuncturedbutdidnotundergoCPB;ratsingroupCPB
wereintubateddrainageintailarteriesandrightjugularveinforCPB;ratsingroupRIPC+CPBweresubjected
toRIPCbeforeCPB.RIPCwasdonebycompressingthetwohindlimbsalternatelywithatourniquetforthree
cyclesof10minischaemiafollowedby10minreperfusion.Thoseanimalsweresacrificedat2hafteranesthesia
resuscitation,thenpulmonarytissueswereobtainedforobservinghistopathologicalchangesbyhematoxylin-
eosin(HE)undermicroscope,theapoptosisoflungalveolarepithelialcellwasdeterminedbyTUNELmeth-
od,andtheproteinexpressionofBaxandBal-2werecalculatedbyWesternblot. Results Comparedwith
groupS,theapoptosisindexoflungalveolarepithelialcellandratioofBax/Bcl-2weresignificantlyin-
creased,andtheexpressionofBaxandBcl-2proteinwereup-regulatedingroupCPBandgroupRIPC+CPB
(P<0.05).ComparedwithgroupCPB,theapoptosisindexofpulmonaryalveolarepithelialcellandratioof
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Bax/Bcl-2weresignificantlydecreased,theexpressionofBaxproteinwasdown-regulatedandtheexpres-
sionofBcl-2proteinwasup-regulatedforgroupRIPC+CPB(P<0.05).ComparedwithgroupCPB,the
morphologicalinjuryofpulmonarytissuewasalleviatedingroupRIPC+CPBunderHEstaining. Conclusion
 RIPChasprotectiveeffectsonlungalveolarepithelialcellinratsundergoingCPB,themechanismisclosely
relatedtoinhibitingapoptosisbyadjustingtheexpressionofapoptosis-relatedproteinsBaxandBcl-2.
  Keywords: remoteischemicpreconditioning;cardiopulmonarybypass;pulmonaryalveolarepithelial

cell;apoptosis

  肺缺血再灌注损伤是体外循环(cardiopulmonary
bypass,CPB)中常见的并发症,轻者仅表现为亚临床

症状的功能改变,重者则表现为急性呼吸窘迫综合征,
严重影响术后肺功能的恢复[1]。Lomivorotov等[2]认

为,干预肺泡上皮细胞凋亡对防治CPB所致肺缺血再

灌注损伤有重要意义。远端缺血预处理(Remoteis-
chemicpreconditioning,RIPC)指通过对一个组织或

器官进行短暂的非致死性缺血再灌注后,可加强远隔

脏器对随后较长时间缺血的耐受能力[3]。Cai等[4]证

实,RIPC实施方便,对机体几乎无损伤,可明显减轻

远隔脏器缺血再灌注损伤,但具体机制尚不清楚。因

此,本研究拟采用大鼠CPB模型,观察RIPC对大鼠

CPB后肺上皮细胞凋亡与相关蛋白Bax、Bcl-2表达

的影响,为临床应用提供依据。
1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂 S5型多功能监测仪(美国

Datex-ohmeda公司),StockertⅢ型双头滚压泵(德
国Stockert公司),大鼠膜式氧合器(东莞科威医疗器

械有限公司),TUNEL试剂盒(美国罗氏公司),兔抗

大鼠Bax和Bcl-2多克隆抗体(美国CellSignaling
Technology公司),羊抗兔二抗(武汉博士德公司)。
1.2 动物选择及分组 本动物实验经广西医科大学

动物委员会批准,并符合国家科技部《关于善待实验动

物的指导性意见》的规定。成年雄性SD大鼠60只,
清洁级,6~8月龄,体重400~450g,由广西医科大学

实验动物中心提供。采用随机数字表法分为3组:假
手术组(S组)、CPB组和RIPC+CPB组,每组20只。
S组仅于麻醉诱导后行机械通气和各部位插管,不行

CPB;CPB组建立CPB模型;RIPC+CPB组实施CPB
前,对后肢行RIPC。
1.3 RIPC预处理方法 通过驱血带阻断后肢血流

10min,复灌10min,两侧后肢交替进行,每侧进行3
次,阻断压力以多普勒血流探测仪监测后肢动脉搏动

正好消失为宜,方法同文献[3]。
1.4 CPB模型制备 参照文献[5]制作大鼠CPB模

型。腹腔注射10%乌拉坦10ml/kg麻醉,16G静脉

导管行气管插管后机械通气。采用尾动脉插管灌注,
右颈静脉插管引流建立循环通路。无血预充,灌注流

量约为100ml/kg,氧流量与灌注流量之比为0.8,通
过变温装置保持肛温37℃,α稳态管理血气,术中加

入新鲜大鼠肝素血,维持血细胞比容在0.20~0.25。
CPB转流1h后停机,管道剩余血液经离心浓缩后缓

慢回输。待自主呼吸恢复平稳后停止机械通气,拔除

气管导管,并密切观察大鼠麻醉复苏后生命体征。
1.5 标本采集及检测

1.5.1 苏木素-伊红(hematoxylinandeosin,HE)
染色观察肺组织病理学情况 麻醉复苏后2h,将大

鼠颈椎脱臼处死,剖胸取肺组织,4%多聚甲醛固定,石
蜡包埋切片,HE染色,光镜下观察病理学情况。
1.5.2 TUNEL法检测肺上皮细胞凋亡 取部分肺

组织,用10%福尔马林液固定24h后梯度脱水,常规

石蜡包埋、切片,采用原位缺口末端标记法标记凋亡细

胞核DNA-OH末端。每张切片随机选10个视野,
计数凋亡细胞和细胞总数。肺上皮细胞凋亡指数=
(凋亡细胞数/细胞总数)×100%。
1.5.3 Westernblot法检测Bax和Bcl-2蛋白表达

水平 取大鼠肺组织,均浆后提取总蛋白,定量变性后

行SDS-PAGE,转膜,封闭,加入Bax和Bcl-2单克

隆抗体(1∶1000),4℃孵育过夜,用PBST洗膜,加入

二抗,37℃孵育2h,再用TBST洗膜,ECL发光液孵

育,观察,照相,用图像分析系统行蛋白条带灰度值分

析。
1.6 统计学方法 采用SPSS15.0统计学软件进行

分析,计量资料以(췍x±s)表示,组间比较采用单因素方

差分析,以P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 一般情况 S组大鼠全部顺利完成实验;CPB组

有1只大鼠因CPB后心律失常死亡;RIPC+CPB组

有1只大鼠因CPB后心功能衰竭死亡。
2.2 肺组织病理学观察结果 S组大鼠肺血管、肺泡

间质和肺泡上皮小叶间质均正常;CPB组大鼠肺间质

水肿、出血,肺泡间隔增宽,肺泡腔内可见大量炎性细

胞浸润;RIPC+CPB组大鼠肺间质略水肿,少量出血,
肺泡间隔轻度增宽,肺泡腔内少量炎性细胞浸润,见图

1。

图1 光镜下3组肺组织病理学检查(HE染色,×100)

A:S组;B:CPB组;C:RIPC+CPB组

—181—

2015年             右江民族医学院学报              第2期



2.3 肺上皮细胞凋亡情况 与S组比较,CPB组和

RIPC+CPB组肺泡上皮细胞凋亡指数升高(P <
0.05);与CPB组比较,RIPC+CPB组肺泡上皮细胞

凋亡指数下降(P<0.05),见表1。
2.4 肺组织Bax和Bcl-2蛋白表达的比较 与S组

比较,CPB组和RIPC+CPB组Bax和Bcl-2蛋白表

达上调,Bax/Bcl-2比值上升(P<0.05);与CPB组

比较,RIPC+CPB组Bax蛋白表达下调,Bcl-2蛋白

表达上调,Bax/Bcl-2比值下降(P<0.05),见表1、
图2。

表1 3组大鼠肺上皮细胞凋亡指数、Bax、
Bcl-2和Bax/Bcl-2的比较 (췍x±s)

组别 n 凋亡指数(%) Bax Bcl-2 Bax/Bcl-2

S组 20 4.5±0.6 0.42±0.09 0.58±0.07 0.77±0.10
CPB组 19 16.4±0.8a 0.88±0.09a 0.74±0.08a 1.26±0.19a

RIPC+CPB组19 10.7±0.9ab 0.76±0.07ab 0.95±0.09ab 0.88±0.14ab

F 1153.650 158.330 104.000 58.830
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

 注:与S组比较,a:P<0.05;与CPB组比较,b:P<0.05

图2 3组大鼠肺上皮细胞Bax和Bcl-2
蛋白的表达(Westernblot法)

A:S组;B:CPB组;C:RIPC+CPB组

3 讨论

本研究采用尾动脉插管灌注,右颈静脉插管引流

的方法建立大鼠CPB模型,实现了接近生理的全流量

转流,并使用微型动物膜式氧合器,实现无血预充,从
而模拟了临床CPB的转流过程。Dong等[6]研究表

明,肺脏本身的缺血预处理可减轻肺组织的缺血再灌

注损伤,但阻断肺动脉可损伤血管内膜,且短暂缺血亦

可造成肺上皮细胞损伤,因此限制了其临床应用,而
RIPC可较好地避免上述缺陷,可在临床推广应用。

细胞凋亡又称程序化细胞死亡,是多细胞有机体

为调控机体发育和维持内环境稳定,由基因调控的细

胞主动死亡过程。细胞凋亡不仅发生于生理情况,部
分病理性刺激也可诱发凋亡。Qiu等[7]的研究表明,
CPB引起的肺缺血再灌注和全身炎性反应等,可致肺

泡上皮细胞发生凋亡和坏死,是引起术后肺功能障碍

的主要病理生理基础。本研究结果显示,CPB组和

RICP+CPB组肺上皮细胞凋亡指数明显高于S组,提
示CPB可诱导肺上皮细胞发生凋亡,进一步证实了

Qiu等[7]的研究结果。

细胞凋亡是级联式基因表达的结果,其中Bcl-2
蛋白家族在细胞凋亡过程中发挥关键作用。根据结构

和功能的不同,Bcl-2蛋白家族主要由促进细胞凋亡

蛋白(如Bax、Bad)和抑制细胞凋亡蛋白(如Bcl-2、
Bcl-x)组成,两者作用相互拮抗,共同决定细胞是否

发生凋亡及其凋亡的严重程度[8]。本研究结果表明,
大鼠CPB后肺组织病理学损伤明显,肺上皮细胞凋亡

指数升高,Bax和Bcl-2蛋白表达上调,Bax/Bcl-2
比值上升,提示Bax和Bcl-2蛋白的变化参与了CPB
诱导 肺 上 皮 细 胞 凋 亡 的 过 程。本 研 究 还 发 现,经
RICP干预后,大鼠肺组织病理学损伤减轻,肺上皮细

胞凋亡指数下降,Bax蛋白表达下调,Bcl-2蛋白表达

上调,Bax/Bcl-2比值下降,说明RICP对大鼠CPB
后肺上皮细胞具有保护作用,其机制可能与调节凋亡

相关蛋白Bax和Bcl-2的表达有关。
综上所述,RIPC对大鼠CPB后的肺泡上皮细胞

有明显的保护作用,其机制可能与调节凋亡相关蛋白

Bax和Bcl-2的表达从而抑制细胞凋亡有关。
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