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· 论 著 · 

生脉注射液对兔肺缺血／再灌注损伤时细胞凋亡的影响 

林丽娜 ，张圣恭 ，王万铁。，邱晓晓。，戴雍月。，王 青。 

(1．温州医学院附属第一医院麻醉科 ，浙江 温州 325000；2．温州医学院病理生理学教研室，浙江 温州 325035) 

【摘要】 目的：观察生脉注射液(SMI)对兔肺缺血／再灌注(I／R)损伤中细胞凋亡的影响。方法：将 3O只日 

本大耳白兔按随机数字表法分为 3组，每组 10只。用开胸后阻断左肺门 60 min、再灌注 180 min制备兔单侧肺 

I／R损伤模型。对照组仅行开胸，于左肺门过阻断带并观察 240 min。SMI组于缺血前 20 min经耳缘静脉注射 

SMI 15 ml／kg，其余操作同 I／R组。于再灌注 180 min时静脉注入氯化钾处死动物，取各组肺组织，观察肺 

湿／干重(W／D)比值、超氧化物歧化酶(SOD)活性、丙二醛(MDA)浓度、一氧化氮(NO)含量、肺损伤定量评价 

指标(IQA)及肺组织细胞凋亡指数(AI)。结果：与对照组 比较，I／R组肺组织 SOD活性、NO含量均明显降低 

(P均d0．01)，MDA、W／D比值、IQA、AI均明显升高(P均d0．01)。与 I／R组比较 ，SMI组 SOD活性、NO含 

量均明显升高(P<O．Ol和P<O．05)，MDA、W／D比值、IQA、AI均不同程度降低(P均d0．01)。AI与 MDA、 

w／D比值、IQA均呈显著正相关(r =0．835，r =0．751，r3—0．656，P均<0．01)，与 SOD、NO呈显著负相关 

(r =一0．769，r5一一0．488，P<O．01和P<O．05)。结论：SMI可通过提高体内 NO水平、降低氧 自由基水平、减 

轻脂质过氧化反应、抑制肺组织细胞凋亡 ，从而达到减轻肺损伤的作用。 
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Effect of Shengmai injection (生脉注射 液)on pneumocyte apoptosis during pulmonary ischemia／reperfusion 

injury in rabbits LIN Li—na1．ZHANG Sheng—gong1，WANG Wan—tie2，QIU Xiao—xiao2，DAI Yong—yue2， 

WANG Qing。．j．Department of  Anesthesiology，The First A liated Hospital of Wenzhou Medical College， 

Wenzhou 325000，Zhejiang，China；2．Department of Pathophysiology，Wenzhou Medical College，Wenzhou 

325035，Zh~iang，China 

[Abstract] Objective：To investigate the effect of Shengmai injection(SMI，生脉注射液)on pneumocyte 

apoptosis during pulmonary ischemia／reperfusion(I／R)injury in rabbits．Methods：Thirty rabbits used for 

unilateral lung I／R model were randomly divided into three groups(each n一10)：control group or the sham 

operation group (C group with observation for 240 minutes)，I／R group and SMI group (15 ml／kg SMI 

intravenously injected 20 minutes before ischemia)．The model of rabbit lung I／R injury was replicated by 

ischemia for 60 minutes and reperfusion for 180 minutes． Rabbits were sacrificed after injected KC1 at 

180 minutes after reperfusion and lung tissues were harvested．The activity of superoxide dismutase (SOD)， 

the content of plasma nitric oxide(NO)，the concentration of ma1ondia1dehyde(MDA)，the wet to dry weight 

ratio of lung tissue(W／D)，the index of quantitative assessment of histologic lung injury(IQA)and apoptosis 

index (AI)at 180 minutes after reperfusion in the lung tissues were measured respectively in different groups． 

Results：The activity of SOD and the content of NO were significantly lower in I／R group than in C group 

(both P<O．01)；while the content of MDA，the value of W／D，IQA，A1 were evidently higher in I／R group 

than in C group(all P<O．01)．SMI group in contrast with I／R group showed that the levels of SOD and NO 

were higher(P< 0．01 and P< 0．05)，however，the value of MDA，W／D，IQA，and A1 were lower in 

different degrees(all P< 0．01)．A1 was positive correlated with MDA，W／D，IQA (rl=0．835，r2—0．751， 

r3—0．656，all P< 0．01)，while was negative correlated with SOD，NO (r4一 一0．769， s一一0．488，P< 0．O1 

and P< 0．05)．Conclusion：SMI can suppress apoptosis of lung tissue cell during pulmonary I／R injury， 

which results in the obvious attenuation of the injury of pneumocyte by raising NO level，dropping oxygen free 

radicals level and decreasing lipid peroxidation． 

[Key words] lung ischemic／reperfusion injury；oxygen free radicals；nitric oxide；apoptosis；Shengmai 

injection 

基金项目：浙江省中医药管理局科研基金(2005C088)；浙江省温州市科技计划重点项(Y2005A080) 

作者简介：林丽娜(1963一)，女(汉族)，浙江省人，硕士生导师，教授，主任医师，主要从事脏器缺血／再灌注损伤的发生机制及其防治的研 

究 (Email：wzlinlina@tom．com)。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·362· 中国中西医结合急救杂志 2007年 11月第 14卷第 6期 Chin J TCM WM Crit Care，November 2007，Vo1．14，N0．6 

肺组织对缺血／再灌注(I／R)很敏感 ，主要表现 

为微血管通透性增加、肺毛细血管阻力增加伴微血 

栓及组织细胞水肿的形成、气体交换障碍。 。国内外 

研究表明，凋亡与生肺缺血／再灌注损伤(LIRI)的 

病理生理机制 ，干预细胞凋亡对肺损伤有明显的 

调节作用 。研究发现，生脉注射液(SMI)可明显减 

轻再灌注损伤 。本实验通过建立兔单侧 LIRI模 

型 ，观察 SMI对 LIRI中细胞凋亡 的影响，并探讨其 

作用机制 。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料：清洁级日本大耳白兔 3O只，雌雄不 

拘，体重 2．O～2．5 kg，由温州医学院动物实验中心 

提供 (温医动字：220002)。SMI由雅安三九药业有 

限公司生产，每支 2O ml；超氧化物歧化酶(SoD)、 

一 氧化氮(No)、丙二醛(MDA)检测试剂盒均购 自 

南京建成生物工程研究所；细胞凋亡检测试剂盒 

(POD)购于武汉博士德生物工程有限公司；其余均 

为市售分析纯试剂 。 

1．2 动物模型制备及分组：参照 Sekido等∞ 介绍 

的方法复制在体兔 LIRI模型。将动物按随机数字 

表法分为 3组，每组 lO只。对照组(C组)行开胸、左 

肺门过阻断带后未做其他处理，观察 240 rain；I／R 

组开胸后左肺门阻断 60 min，再灌注 180 rain；SMI 

组于缺血前 20 min耳缘静脉注射 SMI 15 ml／kg， 

其余操作同 I／R组。实验结束时，由静脉注入氯化 

钾处死各组动物。 

1．3 一般指标检测：各组处死动物后立即取肺组 

织，用于检测下列指标。①No含量：用硝酸还原酶 

法测定血清 No ／NO~-代表 No水平；②SoD活 

性：采用黄嘌呤氧化酶法，用 752型分光光度计在波 

长 550 am处比色测定；③MDA含量：采用硫代巴 

比妥酸法 ，在波长 532 am 处 比色测定。 

1．4 肺湿／干重(W／D)比值测定：取 2 g左右左上 

肺组织称湿重；70℃电热恒温干燥箱中烤 24 h后 

称干重，二者之比即为 W／D比值。 

1．5 肺光镜检查及损伤组织学定量评价 ：取左肺下 

叶约 0．1 cm x 0．1 C1TIx 0．1 C1TI大小组织块，用体积 

分数为 4 的多聚甲醛固定，常规石蜡包埋、切片， 

苏木素一伊红(HE)染色，在 200倍视野的光镜下连 

续观察 1O个视野，计算肺泡损伤数比值[肺泡内含 

2个以上红细胞(RBC)和(或)中性粒细胞(PMN) 

损伤的肺泡数占总计肺泡数百分比]作为肺损伤定 

量评价指标 (IQA)。 

1．6 肺组织细胞凋亡检测：采用原位末端缺刻标记 

法(TuNEL)，按试剂盒说明书检测。显微镜下细胞 

核有棕黄色颗粒者为阳性细胞，随机测定 5个高倍 

镜视野(x 400)下细胞凋亡数，以凋亡细胞／100个 

细胞来表示凋亡指数(AI)。 

1．7 统计学处理：检测数据以均数±标准差(z±s) 

表 示，采用方差分析 ；AI与 MDA、SoD、No、W／D 

比值、IQA各参数间的相互关系采用 Pearson法分 

析 ；P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 LIRI时肺组 织 MDA、SoD 和 No 的变化 

(表 1)：I／R组 MDA 明显高于 C组(P<0．01)， 

SoD、No均显 著低 于 C组 (P均< 0．01)；SMI组 

MDA明显低于 I／R组(P<0．01)，SOD、NO均显 

著高于 I／R组 (P<0．01和 P<0．05)，且与 C组 比 

较差异均无统计学意义(P均>0．05) 

表 1 各组大鼠肺组织 SOD、MDA和 

NO水平比较G+s，，l一10) 

Table 1 Comparison of SOD ，M DA and NO level in 

lung tissue in each group( 士s，n= 10) 

注 ：与 C组 比较 ：‘P<0．O1}与 I／R组 比较 ： P<0．05， 

P< 0．01 

2．2 LIRI时肺 组织 W／D 比值 和 IQA 的变化 

(表 2)：I／R组肺组织 W／D 比值和 IQA均显著高 

于C组(P均<0．01)；SMI组肺组织 W／D比值和 

IQA均明显低于I／R组(P均G0．01)，但 IQA高于 

C组 (P<0．05)。 

2．3 LIRI时肺组织 细胞 AI的变化 (表 2，彩色插 

页图 1)：C组肺细胞有少量细胞凋亡 ；I／R组凋亡细 

胞明显增加，主要为肺泡上皮细胞及血管内皮细胞， 

AI明显高于 C组(PG0．01)；SMI组凋亡细胞较 

I／R组明显减少，但仍显著高于C组(P均GO．O1)。 

表 2 各组大鼠肺组织 W／D比值、IQA及 

AI值比较( 士 ，，l一10) 

Table 2 Comparison of the ratios of W／D，IQA and 

AI values in lung tissue in each group( ±S，n=10) 

注：与 C组比较： P<O．05， P<O．O1；与I／R组比较： P<O．01 

2．4 肺 组织 AI与 MDA、SOD、No、W／D 比值、 

IQA各参数之间的关系(表 3)：直线相关分析显示， 
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MDA、W／D 比值、IQA 与 AI均 呈 现显 著正 相 关 

(尸均d0．01)；SOD、NO与 AI均呈现显著负相 关 

(尸d0．01和 尸<0．05)。 

表 3 AI与 MDA、SOD、NO、W／D} 值 、IQA的相关性分析 

Table 3 Correlatien analysis of A1 with 

MDA，SOD，NO，the ratios of W／D and IQA 

3 讨 论 

凋亡是 以 DNA发生特异性的片段化断裂 ，形 

态上表现为核 固缩、胞膜内陷、皱缩 、包裹胞质形成 

凋亡小体为特征，受特定的基因调控。Fischer及 

Stammberger等 都曾提出凋亡为 LIRI的早期事 

件。本实验证明，再灌注后肺组织细胞凋亡明显增 

加 ，参与了肺损伤。细胞 凋亡发生主要通过两条途 

径，一是由线粒体所介导的细胞内通路；二是由死亡 

受体与配体结合而引起的膜受体通路，如肿瘤坏死 

因子(TNF)与肿瘤坏死因子受体(TNFR)，Fas与 

Fas配体 (Fas Ligand，FasL)。 。来源于活化的中性 

粒 细胞及大多数肺组织细胞的氧 自由基(OFR)可 

介导细胞凋亡。 ；主要机制是由于 OFR使线粒体膜 

通透性增加 ，在胞质内释放细胞色素 C，可促进聚腺 

苷 酸二磷酸核糖转移酶(PARP)裂解 ，激活天冬氨 

酸特 异性半 胱氨 酸蛋 白酶 (caspases)家族 ；此外 ， 

OFR还可加强细胞膜蛋白 Fas的表达“ 。本研究结 

果显示，I／R组 MDA明显高于 c组，SOD显著低 

于 C组 ，且与 AI呈显著正、负相关关系，表明 OFR 

及其引发的脂质过氧化反应是 LIRI后细胞凋亡发 

生的主要因素之一；而使用SMI治疗后，MDA明显 

降低 ，SOD显著增加 ，AI明显减少 ，表 明 SMI可减 

轻 LIRI时的细胞凋亡，与其增强SOD活性及降低 

MDA含量有关。 

NO是一种具有多种生物活性的气体分子，可 

通过激活环磷酸鸟苷而对机体发挥保护作用 ，同时 

它还是 自由基 ，所 以具有双面效应 。NO的变化及其 

与 LIRI的关系仍有争议，但更多研究结果倾向于 

NO增 多对肺组织是有利 的，Yamashita等n∞提出， 

血液中 NO含量 的增高可抑制肺组织 细胞的凋亡 。 

本实验结果也显示，I／R组肺组织 NO水平明显降 

低，NO与AI呈负相关关系；使用SMI后，NO水平 

明显升高，伴随 AI显著减少，表明SMI可能通过提 

高体内NO水平而减轻LIRI时的细胞凋亡。 
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