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甲泼尼龙和纳洛酮对大鼠肺缺血／再灌注损伤的

保护作用研究

张铮秦海东 徐英 吴海荣 程惠

【摘要】 目的研究甲泼尼龙、纳洛酮在大鼠肺缺血／再灌注(I／R)损伤中的作用，并探讨其可能机制。

方法 雄性SD大鼠70只，随机均分为假手术组(sham组)、I／R组、甲泼尼龙组(MP组)、纳洛酮组(Na组)、

甲泼尼龙联合纳洛酮组(MP+Na组)。术后3 h和6 h取标本，用钙结合蛋白V一碘化丙啶(Annexin V—PI)双

染法、流式细胞仪检测肺组织凋亡细胞并计算凋亡率；用免疫组化及图像分析法观察肺脏核转录因子一xB抑

制因子一a(IKB—a)、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3(caspase一3)的表达；计算肺湿／干重(w／D)比值；苏木素一

伊红(HE)染色，光镜下观察肺组织病理学变化，电镜下观察肺脏超微结构的改变。结果①6 h MP组较I／R

组肺脏IKB—a的表达有所增加，差异有统计学意义(P<O．01)；3 h和6 h Na组较I／R组肺组织caspase一3表

达明显减少，差异有统计学意义(P均<o．05)；MP组和Na组3 h和6 h的细胞凋亡率较I／R组均有所减少

(P均<o．01)，肺组织的病理形态及超微结构损害均有所减轻。②MP十Na组较MP组、Na组、I／R组肺组织

凋亡率、caspase一3表达均有不同程度的减少(P<O．05或P<O．01)，肺脏IKB—a的表达较6 h Na组显著增多

(P<O．05)，肺组织的病理形态及超微结构损害明显减轻，6 h较3 h减轻更明显。结论 甲泼尼龙、纳洛酮分

别通过抗炎、减少caspase一3的激活两个不同途径抑制凋亡的发生，早期联合应用有协同效应，更能有效抑制

肺组织I／R损伤凋亡的发生，对肺组织有明显的保护作用。

【关键词】缺血／再灌注损伤，肺； 甲泼尼龙； 纳洛酮； 核转录因子一xB抑制因子； 天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶一3} 细胞凋亡

Protec“ve effect of methyJpredniSoJ彻e and Naloxone on pulm佃ary jschem妇／reperfusjon in扣ry jn朋ts

zHANG zheng，QIN H撕一dong，xU Ying，WU Hni—rong，CHENG HMi．Emergenc，Center，The First

Aff{zimed H0spita￡“Nan社ng Medica￡Uni口ersny，Nnnjing 210006，Jiangs札，China

【Abstract】 objective To investigate the effect of methylprednisolone(MP)and naloxone(Na)on

pulmonary ischemia／reperfusion(I／R)injury in rats and to study its possible mechanism．ⅣIethods Seventy

male Sprague—Dawley(SD)rats werd used for reproduction of unilateral lung ischemia／reperfusion(I／R)

injury， and they were randomly divided into five groups (1 4 rats in each group)： sham operation group

(sham group)，I／R group，MP group，Na group，and MP+Na group．Each group was subdivided into two

subgroups of 3一hour and 6一hour postinjury．I／R injury was produced by 45 minutes of cross—clamping of the

pulmonary artery，foUowed by 3 hours or 6 hours of reperfusion．Apoptosis rate in lung tissue was assessed

by the use of Annexin—V—P1 with flow cytometry． Expression of I．cB—a and caspase一3 in lung tissue were

observed by immunohistochemical stain and image analysis． The wet to dry weight (W／D) ratio， the

pathological and ultrastructure changes in lung tissue were observed． Results ①The expression of IKB—a in

lung was obviously lower in I／R group than in 6一hour MP group(P<O．01)，while expression of caspase一3 in

Iung tissue was significantly less intense in 3一hour and 6一hour Na group compared with I／R group(both P<

O．05)．Apoptosis rate in lung tissue was obviously lower in MP and 3一hour and 6一hour Na group than in I／R

group (both P<二O．01)． The pathological and ultrastructure change睾in lung tissue were less intensive．

《pApoptosis rate，caspase一3 of lung tissue were significantly lower in MP+Na group than of 6一hour in MP，

Na，I／R groups(P<O．05 or P<O．01)while the expression of IKB—a was higher than of 6-hour Na group．

The pathological and ultrastructure change in lung tissue were less more mark in MP+Na group than in

other groups．Conclusion MP and Na inhibit apoptosis in lung I／R injury by either decreasing the activation

of IKB—d or caspase一3．MP and Na when used together in early period of lung I／R injury could exert more

effective protection to lung tissue．

【Key words】 pulmonary ischemial； reperfusion injury； meth多lprednisolone； naloxone； IKB；

caspase一3； apoptosis

已明确多种脏器在发生缺血／再灌注(I／R)损
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伤时会出现细胞凋亡，由此发生的脏器功能障碍甚

至衰竭，临床上称之为I／R损伤，其机制尚未完全

明了。随着心肺手术、休克、心肺复苏研究的进展，临

床发生心脏、脑、肺的I／R损伤也呈增加趋势。如何
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减轻组织I／R损伤已成为临床工作者重视的问题。

本实验通过建立大鼠肺I／R模型，探讨甲泼尼龙、

纳洛酮在肺I／R损伤中的作用机制。

1材料与方法

1．1实验动物及分组：健康雄性SD大鼠70只，体

重250～350 g；鼠龄49～76 d，平均(57．5±4．7)d，

由南京医科大学实验动物中心提供，按随机数字表

法分为假手术组(sham组)、I／R组、甲泼尼龙组

(MP组)、纳洛酮组(Na组)、甲泼尼龙联合纳洛酮

组(MP+Na组)，每组14只。观察I／R后3 h和6 h

肺组织细胞凋亡的变化。各组间大鼠的体重及鼠龄

差异无统计学意义，有可比性。

1．2肺I／R模型的建立：参照Eppinger等㈤的方

法加以改进，建立大鼠肺I／R模型。1／R组阻断肺门

(包括血管、气管)45 min(观察肺无舒缩为阻断标

准)后再开放3 h和6 h(再灌注以肺恢复舒缩为标

准)；Na组则在I／R前给予纳洛酮1 mg／kg腹腔注

射；MP组同期腹腔注射甲泼尼龙30 mg／kg；MP+

Na组则同时腹腔注射纳洛酮1 mg／kg、甲泼尼龙

30 mg／kg。各组分别于再灌注后3 h和6 h取材。

1．3检测指标及方法

1．3．1 细胞凋亡率测定：收集肺组织单细胞悬液，

采用流式细胞仪(FACS Calibur，美国BD公司)、钙

结合蛋白V一碘化丙啶(Annexin V—PI)双染法进行

检测。在双变量流式细胞仪的散点图上，左下象限显

示活细胞，为异硫氰酸荧光素(FITC)～／PI一；右上

象限是非活细胞，即坏死细胞，为FITC+／PI+；而

右下象限为凋亡细胞，为FITC+／PI一。

1．3．2肺组织天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3

(caspase一3)、核转录因子一KB抑制因子一a(IKB—a)的

表达：caspase一3、I．cB—a兔多克隆抗体均购自美国

Santa Cruz公司，二步法免疫组化试剂盒购自武汉

博士德生物技术有限公司。显微镜下用LOGENE I

医学图像处理系统测量吸光度(A)值。

1．3．3肺组织湿／干重(W／D)比值测定：取左肺组

织称湿重，70℃烤24 h至恒重后称干重，计算肺组

织W／D比值。

1．3．4肺组织病理学观察：取左下肺小块组织，包

埋、切片，苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观察。同时

取1 mm×1 mm×1 mm大小肺组织，用体积分数

为2．5％的戊二醛固定、洗涤，用质量分数为1％的

锇酸后固定，梯度丙酮脱水，包埋、切片，醋酸铀一枸

橼酸铅复染，透射电镜下观察肺组织超微结构变化。

1．4统计学处理：用Stata 7．o软件进行统计学分
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析。计量资料以均数土标准差(z士s)表示，各组间均

数比较用方差分析，组间两两比较用Scheffe法检

验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肺组织W／D比值(表1)：3 h和6 h I／R组较

sham组W／D比值明显增加(P均<0．01)；6 h各

干预组较I／R组W／D比值减轻(P均<o．01)，且

MP+Na组较MP组减轻更明显(P<o．01)。

表l 甲泼尼龙或纳洛酮对肺组织w／D比值

和细胞凋亡率的影响(；士s，咒一7)

注：与sham组同期比较，。P<o．01，与I／R组同期比较，。P<

o．01}与MP组同期比较，dP<o．05，。尸<0．01I与Na组同

期比较，gP<o．01

2．2肺组织细胞凋亡率(表1)：I／R组3 h和6 h

较sham组细胞凋亡率明显增加(P均<o．01)；各

干预组细胞凋亡率较I／R组均明显降低，以MP+

Na组最明显(P<0．05或P<O．01)。

2．3 肺组织IKB—a表达(表2，彩色插图1)：IKB—a

蛋白阳性反应产物呈棕黄色，主要分布在胞质中，阳

性细胞主要为肺泡上皮细胞、支气管黏膜上皮细胞、

血管内皮细胞。3 h和6 h I／R组、Na组较sham组

I}cB—a表达明显减少(P均<o．01)；与I／R组比较，

MP+Na组IJcB一0【表达3 h和6 h有所增多，6 h MP

组表达亦有所增多，差异均有统计学意义(P均<

O。01)，而Na组表达增加不明显，6 h MP+Na组较

Na组肺组织IKB一0【的表达增加明显(P<0．05)。

表2 甲泼尼龙或纳洛酮对肺组织IKB—a和caspase一3

表达的影响(j士s，挖一7)。 A值

注：与sham组同期比较，aP<o．01，与I／R组同期比较，6P<

o．05，cP<O．01I与MP组同期比较，。P<o．01；与N8组同

期比较，‘尸<o．05
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2．4肺组织caspase～3表达(表2，彩色插页图2)：

caspase～蛋白阳性反应产物呈棕黄色，主要分布在

胞质中，阳性细胞主要为肺泡上皮细胞、支气管黏膜

上皮细胞、血管内皮细胞。3 h和6 h I／R组较sham

组肺组织℃aspase一3表达明显增多(P均<0．01)；

Na组和MP+Na组caspase一3表达均较I／R组明

显减少，以MP+Na组最为明显(P<o．05或P<

O．01)，MP组与Na组比较差异无统计学意义。

2．5肺组织病理学观察

2。5．1光镜下观察(彩色插页图3)：I／R组光镜下

观察见肺泡结构破坏、塌陷、消失，肺泡间隔增宽且

肺泡间隔有大量的炎性细胞浸润，肺泡腔内有渗出

液、红细胞及炎性细胞，少量纤维组织增生，6 h较

3 h更为严重。MP、Na和MP+Na组肺泡结构损

害、肺泡间隔轻度增宽，炎性细胞浸润较I／R组明

显减轻，肺泡腔内偶有红细胞及炎性细胞渗出，无纤

维组织增生，6 h较3 h稍有减轻。

2．5．2电镜下观察：I／R组电镜下观察见肺泡Ⅱ型

细胞微绒毛减少，胞质疏松，线粒体肿胀，部分线粒

体嵴消失呈空泡变性，板层小体数目减少，排空增

多；I型细胞扁平，染色质凝集，胞质空泡化；血管内

皮细胞肿胀，核染色质聚集靠边，内皮细胞间隙增

大，基底膜空泡化，出现断裂分层。MP、Na和MP+

Na组血管内皮细胞轻度肿胀，基底膜完整，肺泡I、

Ⅱ型细胞结构正常，细胞核染色质边集，线粒体呈圆

形或卵圆形，嵴较清楚，微绒毛较完整，板层小体结

构较完整，少数线粒体轻度肿胀。

3讨论

有研究表明，在肺I／R损伤中，细胞凋亡参与

了肺I／R损伤的病理生理过程，可导致肺功能不

全，与其损伤的严重程度有一定相关性“3。本研究结

果发现，I／R组细胞凋亡率随着时间的延长而明显

增加，3 h达高峰，6 h有所下降，但w／D比值却有

所增加，也就是说早期肺组织损伤一定程度上取决

于细胞凋亡率的高低，而肺功能不全的发生又和肺

组织损伤程度密切相关。

1972年，Kerr等邙3阐明了作为与有丝分裂相对

应的过程，生理性的细胞清除对调节组织动力学的

重要性，并首次提出了细胞凋亡的概念，他认为细胞

凋亡受多基因严格调控，主要表现为以DNA发生

特异性的片段化断裂、核固缩、胞膜内陷、皱缩、包裹

胞质形成凋亡小体为特征。甲泼尼龙属于糖皮质激

素类，在抗炎、免疫抑制等方面起了十分重要的作

用。有研究表明，糖皮质激素类能明显下调核转录

因子一JcB(NF—JcB)的蛋白表达，上调I～JcB的表达，发

挥抗炎作用，减轻急性肺损伤程度¨。73。I一．cB作为

NF—KB上游启动因子，是炎症反应的一个重要信号

转导分子，能诱导多种炎症因子的表达和细胞凋

亡@3。Ishiyama等。3在对同源大鼠肺移植的研究中

发现，NF—KB的激活是肺I／R损伤炎症反应和凋亡

两条途径的中枢，对供肺采用基因转染抑制I—KB的

活化，其再灌注后24 h的氧饱和度、肺W／D比值、

中性粒细胞浸润等与不用者有显著差别，且活化的

NF—KB和凋亡细胞在再灌注2 h明显减少。本研究

发现，MP组较I／R组肺组织IJcB—a表达增多，W／D

比值有所下降，提示甲泼尼龙可通过抑制肺组织

IKB—a活化，减轻肺组织损伤程度。纳洛酮作为内

源、非特异性阿片受体阻断剂，可通过一系列病理生

理机制，包括稳定溶酶体膜、改善微循环、降低内皮

素和肿瘤坏死因子水平等作用，从而保护神经细胞、

心肌细胞等n0。123。

Caspase一3是细胞凋亡程序中的一类关键同源

半胱氨酸蛋白酶，扮演着凋亡执行者的核心角色，在

天门冬氨酸残基后裂解靶蛋白，引起细胞凋亡的发

生n∞。高俊凤等n43在大鼠脑I／R损伤研究中发现，

短暂的脑缺血可导致海马区caspase～3表达增加，凋

亡神经元增多，而caspase一3的激活与神经元凋亡相

关，纳洛酮可抑制海马区caspase一3表达，减少神经

元凋亡。Quadri等口印采用随机、双盲方法对大鼠的

移植肺在保存6 h和12 h后加入caspase抑制剂，

结果发现再灌注后肺组织凋亡较正常对照组明显减

少，肺功能显著改善。本研究中Na组较I／R组肺组

织caspase一3表达减少，W／D比值有所下降，提示纳

洛酮可能通过抑制caspase一3的激活，保护肺组织。

同时，在大鼠肺I／R损伤中，MP+Na、MP和Na组

肺组织细胞凋亡率较I／R组均有所降低；早期联合

应用甲泼尼龙和纳洛酮，不仅能使肺组织IKB—a的

表达明显增加，而且肺组织caspase一3的表达明显减

少，肺组织病理观察及超微结构损伤明显减轻。我们

推测甲泼尼龙、纳洛酮早期联合给药可以分别从炎

症、凋亡通路两个不同途径抑制肺组织凋亡的发生，

具有明显的协同效应，有效减轻了肺组织损伤。

综上所述，甲泼尼龙、纳洛酮作为临床危重病的

常用药物，对减轻肺I／R损伤、改善体外循环和肺

移植患者术后的肺功能、降低病死率、减轻医疗费用

具有重要的意义，本研究为其在临床危重症患者的

广泛应用提供了一定的理论依据，有望成为重要的

临床手段之一。
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2006年科技部《中国科技期刊引证报告》(核心版)中

各医药学类期刊影响因子较高的前5种期刊排序表

2007年11月中国科技信息研究所公布了2006年度中国科技论文统计与分析结果，

其中医药学类影响因子较高的5种期刊分别如下。

·启事

学科排序 期刊名称 影响因子 学科排序 期刊名称 影响因子 学科排序 期刊名称 影响因子

预防医 1 中华流行病学杂志 1．299 基础医 1中华医院管理杂志 1．459 中医学 l 中圈中西医结合急救杂志 0．874

学与卫 2 中华结核和呼吸杂志 1．171 学、医 2中国危重病急救医学 1．285 与中药 2中国中西医结合杂志 o．837

生学类 3 中华预防医学杂志 O．947 学综合 3中华医学杂志 o．938 学类 3中国中药杂志 o．634

4中国地方病学杂志 o．899 类 4中国免疫和疫苗 o．852 4中西医结合学报 o．598

5中华传染病杂志 o．889 5中华麻醉学杂志 o．806 5中草药 0．558

药学类 1药物不良反应杂志 o．935 临床医 1 中华医院感染学杂志 1．350 保健医 1中国康复 1．242

2药学学报 O．776 学类 2中华检验医学杂志 1．146 学类 2中国康复理论与实践 o．918

3 AcTA PHARMACOLOGICA SINICA O．743 3中华感染与化疗杂志 o．875 3 中华物理医学与康复杂志 o．843

4中国药理学通报 o．721 4中华急诊医学杂志 o．774 4 中华老年医学杂志 o．628

5药物流行病学杂志 o．667 5中华皮肤科杂志 O．612 5中国康复医学杂志 o．581

妇产科 1中华儿科杂志 1．652 护理学 1中华护理杂志 1．861 神经病 1 中华神经外科杂志 1．372

学、儿 2中华妇产科杂志 1．101 类 2中国护理管理 1．050 学、精 2 中国临床心理学杂志 o．985

科学类 3实用儿科临床杂志 o．847 3护理管理杂志 o．907 神病学 3中华精神科杂志 o．956

4中华围产医学杂志 o．643 4中国实用护理杂志 o．798 类 4中国行为医学科学 o．876

5中国实用儿科杂志 o．630 5护理学杂志 o．703 5中华神经科杂志 o．798

口腔医 1中华口腔医学杂志 o．973 内科学 1中华心血管病杂志 1．308 外科学 1中华骨科杂志 1．478

学类 2华口腔颌面外科杂志 O．533 类 2中华糖尿病杂志 1．283 类 2中国修复重建外科杂志 1．120

3华西口腔医学杂志 o．416 3中华肝脏病杂志 1．200 3中华泌尿外科杂志 1．027

4上海口腔医学 O．408 4中华肾脏病杂志 1．096 4中国实用外科杂志 1．023

5口腔正畸学 0．396 5中华内分泌代谢杂志 1．087 5中华外科杂志 o．924

眼耳鼻 1 中华耳鼻咽喉头颈外科杂志 1．097 肿瘤学 1中华肿瘤杂志 1．z17 军事与 l中华放射学杂志 1．174

咽喉学 2国际眼科杂志 O．993 类 2中华放射肿瘤学杂志 1_047 特种医 2中国超声影像学杂志 1．007

科类 3中华眼科杂志 O．807 3癌症 O．778 学类 3介入放射学杂志 o．743

4眼科新进展 o．579 4中国肺癌杂志 o．410 4中华核医学杂志 O．604

5中华眼底病杂志 0．520 5肿瘤 O．429 5中国超声医学杂志 o．594

万方数据
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甲泼尼龙和纳洛酮对大鼠肺缺血／再灌注损伤的保护作用研究
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