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雷帕霉素预处理对大鼠肢体缺血-再灌注诱发
肺损伤的影响

黄丹 肖凡 郑小兰 罗振中 徐国海 唐斌

  【摘要】 目的 探讨雷帕霉素预处理对大鼠肢体缺血-再灌注诱发肺损伤的影响及相关机制。

方法 健康雄性SD大鼠60只,4~5月龄,体重250~300g,采用随机数字表法分为五组:假手术组

(S组)、肢体缺血-再灌注组 (IR组)、雷帕霉素1、5、10mg/kg预处理组 (R1、R5和R10组),每组12
只。采用肢体缺血2h再灌注3h的方法制备肢体缺血-再灌注损伤模型。检测各组血清超氧化物

歧化酶 (SOD)活性、丙二醛 (MDA)、IL-1β、IL-6和TNF-α的浓度;取肺组织,光镜下观察肺组织病

理学结果,并测定肺组织湿干比重 (W/D)。结果 IR、R1和R5组SOD活性明显低于S组 (P<
0.05);R1、R5和R10组SOD活性明显高于IR组,且R5和R10组明显高于R1组,R10组明显高于

R5组 (P<0.05)。IR、R1和R5组血清 MDA、IL-1β、IL-6、TNF-α浓度和肺 W/D明显升高 (P<
0.05);R1、R5和R10组血清 MDA、IL-1β、IL-6、TNF-α浓度和肺 W/D明显降低,且R5和R10组明

显低于R1组,R10组明显低于R5组 (P<0.05)。与S组比较,IR组肺组织病理学损伤加重;与IR
组比较,R1、R5和R10组肺组织病理学损伤逐渐减轻。结论 雷帕霉素预处理可减轻大鼠肢体缺

血-再灌注诱发的肺损伤,并且呈剂量依赖性,剂量越大,其减轻肢体缺血-再灌注诱发肺损伤的作用

越强,其机制可能与抗氧化应激和抗炎反应有关。
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【Abstract】 Objective Todiscusstheeffectsandrelatedmechanismsofrapamycinprecondi-
tioningonlunginjuryinducedbylimbischemia-reperfusion(IR)inrats.Methods Sixtyhealthymale
SDrats,aged4-5months,weighing250-300g,wererandomlydividedinto5groups(n=12each)u-
singarandomnumbertable:shamoperationgroup(groupS);limbischemia-reperfusiongroup(group
IR);rapamycin1,5,10mg/kgpretreatmentgroups(groupsR1,R5andR10).Ischemia-reperfusionof
limbwasproducedbyocclusionofbilateralfemoralarteriesfor2hfollowedby3hreperfusion.Bloodsam-
pleswerecollectedtodetermineserumsuperoxidedismutase(SOD),malondialdehyde(MDA),in-
terleukin-1β(IL-1β),interleukin-6(IL-6)andtumornecrosisfactor-α(TNF-α)concentrations,1ungs
wereremovedformicroscopicexaminationandfordeterminationofwet/drylung weightratio.
Results TheactivityofSODingroupsIR,R1andR5wassignificantlylowerthanthatingroupS
(P<0.05).TheactivityofSODingroupsR1,R5andR10wassignificantlyhigherthanthatin
groupIR,thatingroupsR5andR10wassignificantlyhigherthanthatingroupR1,thatingroup
R10wassignificantlyhigherthanthatinthegroupR5(P<0.05).SerumMDA,IL-1β,IL-6,TNF-
αconcentrationsandwet/drylungweightratioweresignificantlyincreasedingroupsIR,R1andR5
(P<0.05).Serum MDA,IL-1β,IL-6,TNF-αconcentrationsandwet/drylungweightratiowere
loweringroupsR1,R5andR10,thoseingroupsR5andR10weresignificantlylowerthanthosein
groupR1,thoseingroupR10wassignificantlylowerthanthoseingroupR5(P<0.05).Compared
withgroupS,thelungtissueinjuredmoresignificantlyingroupIR.ComparedwithgroupIR,the
lungtissueinjurygraduallyreducedingroupsR1,R5andR10.Conclusion Rapamycinpretreatment
canreducelunginjurycausedbylimbischemia-reperfusioninjuryinratsinadose-dependentmanner,
thegreaterthedose,thestrongertheeffectofreducinglunginjurycausedbylimbischemia-reperfu-
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sioninjury.Themechanismsmayinvolveattenuatingoxidativestressandinhibitinginflammatoryre-
sponse.

【Keywords】  Rapamycin;Reperfusioninjury;Respiratorydistresssyndrome;Pretreatment;
SDrats

  肢体缺血-再灌注是临床外科常见的病理过程,
肢体的缺血-再灌注不仅可引起局部缺血组织的损

伤,亦可引起其它远隔器官的损伤[1],甚至多器官功

能障碍[2],其中肺因其高灌注、与外界接触面积大和

对缺血-再灌注损伤产生的氧自由基等炎性介质非

常敏感而最易受累,严重时表现为急性呼吸窘迫综

合征[3,4]。临床常见于四肢大血管栓塞或损伤、断
肢再植、严重肢体挤压伤及长时间应用止血带等恢

复血流灌注后引起的肺功能障碍。雷帕霉素是一

种强有力的免疫抑制剂,临床上已逐渐应用于肾移

植的患者。而其对肺损伤的影响如何,目前报道较

少。因此,本实验主要探讨雷帕霉素预处理对肢体

缺血-再灌注大鼠肺损伤的影响,为临床肢体缺血损

伤的治疗提供参考。

材料与方法

实验动物与分组 健康雄性SD大鼠60只,4
~5月龄,体重200~250g,由南昌大学实验动物科

学部提供。采用随机数字表法将大鼠分为五组:假
手术组 (S组)、肢体缺血-再灌注组 (IR组)、雷帕

霉素1、5、10mg/kg预处理组 (R1、R5和R10组),
每组12只。

动物模型制备与实验方法 参照文献[4]的方

法建立肢体缺血-再灌注肺损伤模型。所有实验大

鼠缺血前12h禁食,自由饮水。腹腔注射10%水合

氯醛3~4ml/kg后,在右侧股三角区切开皮肤,暴
露股动脉、股静脉。S组仅分离股动、静脉,不做任

何操作,每日清晨给予1ml生理盐水灌胃1次,连
续3d,最后一次于术前2h灌胃。IR、R1、R5和

R10组用无损伤微动脉夹闭近端股动、静脉,并用张

力带环扎肢体阻断侧支循环,阻断下肢血流2h后,
松开无损伤微动脉夹及张力带,恢复下肢血流进行

再灌注3h,应用超声血流仪监测血流,采用未监测

到血流为缺血、监测到血流为再灌注的标准。R1、

R5和R10组分别于每日清晨将雷帕霉素1、5、10
mg/kg溶于1ml蒸馏水灌胃1次,连续3d,最后一

次于术前2h灌胃,IR组给予等量生理盐水,作为

阴性对照。
观察指标 于再灌注3h经下腔静脉穿刺抽血

2ml,离心,取血清,采用黄嘌呤氧化酶法测定超氧

化物歧化酶 (SOD)活性、硫代巴比妥法测定丙二醛

(MDA)的浓度,采用ELISA法测定IL-1β、IL-6和

TNF-α的浓度。取右肺上叶组织 HE染色观察肺

组织病理学变化。取右肺下叶组织测定肺湿/干重

比值 (W/D)。
统计分析 采用SPSS13.0统计软件进行数

据分析。正态分布的计量资料以均数±标准差 (x
±s)表示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较

采用SNK检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

IR、R1和R5组SOD活性明显低于S组(P<
0.05);R1、R5和R10组SOD活性明显高于IR组,
且R5和R10组明显高于R1组,R10组明显高于

R5组 (P<0.05)。IR、R1和R5组血清 MDA、IL-
1β、IL-6、TNF-α浓度和肺 W/D明显高于S组 (P
<0.05);R1、R5和R10组、血清 MDA、IL-1β、IL-
6、TNF-α浓度和肺 W/D明显低于IR组,且R5和

R10组明显低于R1组,R10组明显低于R5组 (P
<0.05)(表1)。

光镜下S组大鼠的肺组织结构完整,肺泡间隔

均匀一致,可见少量炎性细胞浸润,肺泡腔清晰;与

S组比较,IR组肺组织病理学损伤加重,IR组大鼠

肺泡上皮细胞增生,肺间质明显增生,肺泡壁增厚,
可见大量的炎性细胞浸润,毛细血管明显扩张充

血,肺泡壁及肺泡间质中可见大量中性粒细胞;与

IR组比较,R1、R5和R10组肺组织病理学损伤逐

渐减轻,炎性细胞浸润逐渐减少,R10组只有少量红

细胞渗出及肺泡间隔轻度增宽,基本接近于正常肺

组织 (图1)。

讨  论

本研究参照 Kyriakides等[4]的方法复制肢体

缺血-再灌注致肺损伤动物模型,结果显示,与对照

组比较,肢体缺血-再灌注后大鼠肺泡结构严重破

坏,毛细血管明显扩张充血,肺泡壁及肺泡间质中

可见大量中性粒细胞,肺组织含水量明显增加,提
示肢体缺血-再灌注诱发肺损伤模型制备成功。这

与孙晓峰等[5]在观察舒芬太尼预处理对大鼠肢体缺

血-再灌注肺损伤的影响中的研究结果一致。
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表1 五组大鼠血清SOD活性、MDA、IL-1β、IL-6和TNF-α浓度、肺组织 W/D的比较 (x±s)

组别 只数
SOD
(U/ml)

MDA
(nmol/ml)

IL-1β
(pg/ml)

IL-6
(ng/ml)

TNF-α
(ng/ml)

W/D

S组 12 72.31±4.22 5.12±1.24 285±37 231±19 275±29 3.12±0.53

IR组 12 46.36±3.40a 13.43±1.34a 902±89a 876±82a 922±123a 7.07±1.14a

R1组 12 50.37±3.79ab 10.26±3.07ab 737±61ab 706±78ab 773±83ab 5.87±0.86ab

R5组 12 57.63±4.34abc 7.89±2.31abc 545±52abc 517±59abc 588±62abc 4.63±0.75abc

R10组 12 67.55±4.13bcd 6.10±2.12bcd 322±27bcd 310±36bcd 315±40bcd 3.84±0.65bcd

  注:与S组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05;与R1组比较,cP<0.05;与R5组比较,dP<0.05

图1 五组大鼠肺组织病理结构 (HE×200)

研究表明氧化应激和炎症反应是介导肢体缺

血-再灌注致肺损伤的重要机制[6],氧自由基的大量

释放、中性粒细胞的激活和炎性因子的释放等同时

作用于肺毛细血管内皮细胞,破坏肺泡毛细血管的

完整性,增加血管通透性,引起肺组织水肿和换气

功能的障碍[7]。

MDA是脂质过氧化代谢产物,可间接反映氧

自由基对组织细胞的损伤程度[8],此外 MDA还可

以通过激活补体,损伤内皮细胞结构的完整性,增
加微血管通透性,引起远隔器官肺组织的病理改

变[9]。SOD是体内清除氧自由基最主要的一种酶,
其活性可反映机体清除氧自由基的能力,在对机体

的氧化和抗氧化平衡中起着至关重要的作用[10]。
本研究结果显示,肢体缺血-再灌注后 MDA 浓度明

显升高、SOD活性下降,而使用雷帕霉素的各组则

剂量依赖性地明显减轻上述指标的变化,表明雷帕

霉素预处理可能通过降低肺氧化应激反应,减少再

灌注时氧自由基的产生,并刺激抗氧化酶和自由基

清除剂的释放,从而减轻肺损伤。
此外,炎性因子过度反应是肢体缺血-再灌注诱

发肺损伤发生的重要因素。大量研究表明IL-1β与

TNF-α是介导肺损伤的炎性反应中产生最早并起

到核心作用的重要细胞因子,IL-lβ与 TNF-α共同

启动炎症反应,还可调节IL-6的合成和释放,引起

大量的中性粒细胞激活并聚集于肺泡毛细血管内

皮,释放氧自由基、脂质、代谢产物和炎症介质,形
成级联放大的瀑布样连锁反应,诱导过度炎症反应

的发生,引起血管渗出增加,导致肺水肿[11]。
前期研究结果显示,在大鼠肢体缺血-再灌注肺

损伤前给予雷帕霉素1mg/kg干预,可以减轻肺脏

损伤,本研究在前期研究的基础上,增加雷帕霉素

剂量,进一步探索不同剂量雷帕霉素在肢体缺血-再
灌注肺损伤中的影响及可能的机制,以期为临床肢

体缺血损伤的治疗提供理论依据。本研究结果显
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示,大 鼠 肢 体 缺 血-再 灌 注 时 血 清IL-1β、IL-6和

TNF-α浓度明显升高,提示肢体缺血-再灌注时释

放的大量炎性因子随血液循环进入了肺组织,诱发

了肺损伤。徐倩等[12]研究显示雷帕霉素预处理可

使肝脏冷缺血-再灌注大鼠肺组织IL-6和 TNF-α
浓度明显降低,本研究结果与其一致。本研究组之

前的研究亦显示雷帕霉素10mg/kg预处理可使肾

脏缺 血-再 灌 注 大 鼠 的 肺 组 织 中IL-1β、IL-6 和

TNF-α浓度明显降低[13],而本研究进一步显示缺血

前给予10mg/kg雷帕霉素干预,则血清IL-1β、IL-6
和TNF-α浓度较IR组明显降低,且R10组肺组织

只有少量红细胞渗出及肺泡间隔轻度增宽,基本接

近于正常肺组织,提示该剂量的雷帕霉素能够减轻

肢体缺血-再灌注所致的肺损伤。同时,R1、R5和

R10组血清IL-1β、IL-6和TNF-α浓度均明显低于

IR组,且R5组明显低于R1组,显示雷帕霉素预处

理可以通过降低促炎因子的水平来减轻下肢缺血-
再灌注所致的肺损伤,并且呈剂量依赖性,但具体

的信号传导通路仍待进一步研究。
综上所述,雷帕霉素预处理可减轻肢体缺血-再

灌注诱发肺损伤,并且呈剂量依赖性,剂量越大,其
减轻肢体缺血-再灌注诱发肺损伤的作用越强。其

机制可能与减少氧化应激和降低促炎因子有关。
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