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尼可地尔对单肺通气中塌陷肺组织缺氧
诱导因子1α的影响

王春光 曹苏 柏文 陈俊杰 卞小翠 嵇富海

  【摘要】 目的 尼可地尔对单肺通气中塌陷肺组织缺氧诱导因子(hypoxia-induciblefactor,

HIF)-1α(HTF-1α)表达的影响。方法 选用清洁级新西兰白兔24只,随机分为sham组(S组,双肺

通气+开胸)、阴性对照组(C组,单肺通气+开胸+生理盐水)、尼可地尔组(N组,单肺通气+开胸

+尼可地尔)、拮抗剂组(J组,单肺通气+开胸+尼可地尔+格列苯脲),每组6只。麻醉诱导后,行
气管切开置入自制双腔气管导管实施机械通气。S组仅麻醉手术,不单肺通气,其他三组均有单双

肺通气,并在手术开始前输注干预药物。N组在单肺通气前由静脉输入尼可地尔100μg·kg-1·

h-1,输注1h。C组输注等量生理盐水。J组在实施单肺通气前由静脉输入格列苯脲75μg·kg-1·

h-1及尼可地尔100μg·kg-1·h-1,输注1h。取非通气肺保存处理,测湿/干重比(W/D)和SOD活

性。采用 Westernblot法检测非通气肺组织 HIF-1α蛋白含量,实时定量PCR(qRT-PCR)法检测非

通气肺组织 HIF-1αmRNA表达量。结果 C组和J组非通气侧肺 W/D明显高于,SOD活性明显

低于S组和 N组(P<0.05)。C组、N组和J组 HIF-1α蛋白和 HIF-1αmRNA表达量明显高于S
组,且N组明显高于C组和J组(P<0.05)。结论 尼可地尔在家兔单肺通气时对非通气侧肺有保

护作用,减少氧化应激,并且作用于 mitoKATP,通过上调 HIF-1α发挥作用。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectsofnicorandilonhypoxia-induciblefactor

(HIF)-1αmRNAandproteininlungtissueofone-lungventilation.Methods Twenty-fourcleanNew
Zealandwhiterabbitswererandomlydividedintoshamgroup(groupS)(two-lungventilation+tho-
racotomy),negativecontrolgroup (group C)(one-lungventilation+thoracotomy+saline),
nicorandilgroup(groupN)(one-lungventilation+thoracotomy+nicorandil)andantagonistgroup
(groupJ) (one-lung ventilation +thoracotomy+ nicorandil+ glibenclanide)equally.The
implementationofmechanicalventilationdependedonself-madedouble-lumenendotrachealtubeafter
intravenousinductionthroughearmarginalvein.Intravenousmaintenancemedicinewasinfusedby
traceinjectionpumpafteranesthesiainduction.Theimplementationofthoracicsurgerywassimulated
throughone-lungandtwo-lungventilationbyauscultation,bubbletestanddirectobservation.Group
Swasgivenanaesthesiaonly,noone-lungventilationgroupS,theotherthreegroupshadsinglelung
ventilation,andthedrugwasinjectedbeforetheoperation.GroupN wasinfusednicorandil100
μg·kg-1·h-1beforetheimplementationofsinglelungventilationfor1h.GroupCwasinjected
withthesameamountofnormalsaline.GroupJwasintravenousinfusionofglibenclamide75
μg·kg-1·h-1andnieorandil100μg·kg-1·h-1theimplementationofsinglelungventilationfor1
h.Thenwetanddryweightratio(W/D)andsuperoxidedismutase(SOD)activityweremeasuredaf-
ternon-ventilatorylungwasprocessedandpreserved.TheexpressionofHIF-1αproteinofnon-venti-
latorylungtissuewasdetectedbyWestern-blotinthefourgroups.ThetranscriptionofHIF-1αmR-
NAwasdetectedbyreal-timequantitativereal-timePCR(qRT-PCR)inallgroups.Results W/Din
groupsCandJweresignificantlyhighercomparedwiththatofgroupsSandN(P<0.05).Theactiv-
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ityofSODingroupsCandJwassignificantlylowercomparedwithgroupsSandN(P<0.05).The
expressionofHIF-1αproteinandtranscriptionofHIF-1αmRNAingroupsC,NandJweresignifi-
cantlyhigherthanthoseingroupS,andthatofgroupNwassignificantlyhigherthanthoseofgroups
CandJ(P<0.05).Conclusion Nicorandilhasaprotectiveeffectonthecollapseandinflationof
non-ventilatorylunginrabbitwithone-lungventilation,reducingoxidativestressbySOD,actingon
mitoKATPandcomingintoplaybyup-regulationofHIF-1α.

【Keywords】  Nicorandil;one-lungventilation;lungprotection;Superoxidedismutase;Hy-
poxia-induciblefactor-1α

  单肺通气 (OLV)在胸科麻醉中可以防止患侧

肺分泌物和血液手术期间流向通气侧,保证呼吸道

通畅、避免交叉感染和扩散[1]。OLV会存在低氧性

肺血管收缩(HPV)受抑制、低氧血症、氧自由基的

生成、缺血-再灌注损伤和炎症反应,并且主要在术

侧肺,导致肺损伤。研究表明,线粒体是缺血-再灌

注损伤后的主要靶点[2],同时线粒体三磷酸腺苷

(ATP)敏感性钾通道(mitoKATP)位于心、脑、肺
等重要脏器的线粒体内膜,在肺的缺血-再灌注损伤

中发 挥 重 要 的 作 用。尼 可 地 尔 作 为 一 种 mito
KATP特异性开放剂,能激活 mitoKATP开放保

护细胞。缺氧诱导因子(HIF)-1是一种核转录因

子,是由 HIF-1α和 HIF-1β组成的二聚体;其中

HIF-1α的表达受氧浓度调节,是 HIF-1发挥功能

的重要亚基,常氧条件下其被迅速降解,低氧条件

下其降解受阻,表达开始增加,并通过调控下游众

多基因蛋白发挥作用。本研究采用成熟的模拟临

床的家兔OLV模型,观察尼可地尔肺保护效果,并
探寻是否存在对HIF-1α的影响。

材料与方法

实验材料与方法 本研究经南通大学实验动

物保护和使用伦理委员会批准。清洁级新西兰白

兔24只[南通大学实验动物中心,许可证号:SYXX
(苏)2012-0030],雌雄各半,体重(2.4±0.2)kg。

实验分组与处理 动物随机分为sham 组 (S
组,双肺通气+开胸)、阴性对照组 (C组,单肺通气

+开胸+生理盐水)、尼可地尔组 (N组,单肺通气

+开胸+尼可地尔)、拮抗剂组 (J组,单肺通气+开

胸+尼可地尔+格列苯脲),每组6只。兔耳缘静脉

建立静脉通道,注射2%戊巴比妥钠20mg/kg麻醉,
维持丙泊酚5mg·kg-1·h-1,每30分钟戊巴比妥

钠4mg/kg和维库溴铵0.25mg·kg-1·h-1。置

动物于仰卧位。右侧颈总动脉置管监测动脉血压

并采集动脉血标本;行气管切开并插入自制双腔气

管导管实施机械通气,呼吸机通气参数为:FiO2
1.0,RR40次/分,VT10ml/kg。在给予维库溴铵

250μg/kg后,气管切开并插入自制双腔气管导管行

机械通气。静注复方乳酸钠7ml·kg-1·h-1。以

听诊法仔细调整自制双腔气管导管位置,并采用气

泡试验法检测气管的密闭效果。将动物调整为右

侧卧位后,开放左侧管腔建立右侧单肺通气模型,
并开胸直接观察左侧肺叶呼吸运动是否停止并萎

陷。单肺通气1h后,恢复双肺通气30min。S组

仅麻醉手术,不行OLV,其他三组均有单双肺通气,
并在手术开始前就输注干预药物。N 组在实施

OLV前由静脉输入尼可地尔100μg·kg-1·h-1,
输注1h。C组输注等量生理盐水。J组在实施

OLV前由静脉输入格列苯脲75μg·kg-1·h-1及
尼可地尔100μg·kg-1·h-1,输注1h。留取非通

气侧肺处理保存待检测。
动脉血气分析 在尼可地尔等使用前(T1)、

OLV后30min(T2)和恢复双肺通气30min(T3)测
动脉血气分析。

非通气肺湿/干重比(W/D) 取下左肺,称湿

重后放入烤箱(80℃,48h)中烘烤至恒重,再称干

重,计算 W/D。
超氧化 物 歧 化 酶 (SOD)的 活 性 组织匀浆

SOD活性的定义为每毫克组织蛋白在1ml反应液

中SOD抑制率达50%时所对应的SOD量为一个

亚硝酸盐单位。检测方法是先准确称取肺组织重

量并匀浆,其后所有步骤均严格按照试剂盒进行。
最后用化学比色法检测SOD的活性。

Westernblot法检测 HIF-1α蛋白含量 将实

验样本剪碎后置于装有1000μl组织裂解液的1.5
ml离心管中,在冰上进行电动匀浆,静置30min,

4℃下15000r/min离心15min,吸取上清液,得到

蛋白溶液。将30μg蛋白上样于5%-10%Bis-Tris
胶,电泳后转于0.2μm聚偏二氟乙烯膜。含5%脱

脂奶粉的TBST封闭液37封闭2h,然后用相应一

抗(抗β-actin、抗HIF-1α抗体,1∶1000稀释)孵育,

4℃过夜,TBST洗涤10min,重复3次。再根据一

抗的来源孵育相应的二抗(辣根过氧化物酶标记,

1∶2000稀释),37℃孵育2h,TBST洗涤10min×
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3次。用BIO-RAD电泳仪化学发光成像系统显

影、曝光,并用凝胶成像分析系统灰度扫描来定量

检测蛋白质的平均吸光度A值,用各组目的蛋白A
值比各组内参蛋白β-actin的A值表示各组目的蛋

白的相对表达量。
实 时 定 量 PCR(real-timequantitativePCR,

qRT-PCR)检测 HIF-1αmRNA转录 采用Trizol
提取液提取细胞总RNA,采用PTC-200DNA扩增

仪,利用两步法RT-PCR试剂盒合成cDNA,以cD-
NA为模板进行PCR反应。引物序列:(1)HIF-1α:
上游引物:5'-CATCTCCACCTTCTACCC-3',下游

引物:5'-TCCAAGAAAGCGACATAG-3',产物为

336bp。扩增反应条件:94℃预变性3min,94℃变

性30s,56℃退火30s,72℃延伸45s,32个循环。

GAPDH:上 游 引 物:5'-GTTCAACGGCACAGT-
CAA-3',下游引物:5'-CAGATCCACAACGGAT-
ACA-3',产物为571bp。扩增反应条件:94℃预变

性3min,94℃变性30s,57℃退火30s,72℃延伸

45s,32个循环。SYBRGreenPCRMasterMix与

其结合产生荧光,荧光实时定量PCR仪测得的荧光

强度累加后与S组进行比值。
统计分析 采用SPSS13.0统计软件进行分

析。正态分布计量资料以均数±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

T2、T3 时C组和J组SaO2 和PaO2 明显低于

S组和N组(P<0.05)(表1)。

表1 四组白兔不同时点SaO2 和PaO2 的比较(x±s)

指标 组别 只数 T1 T2 T3

S组 6 98.0±1.8 98.0±1.5 97.0±1.6

SaO2 C组 6 97.0±2.3 93.0±2.0ab95.0±2.1ab

(%) N组 6 97.0±1.7 98.0±1.5 98.0±1.4

J组 6 97.0±1.8 94.0±2.2ab95.0±2.3ab

S组 6 332±41 329±45 331±44

PaO2 C组 6 324±48 121±46ab 213±50ab

(mmHg) N组 6 327±46 325±49 336±42

J组 6 323±47 137±45ab 235±46ab

  注:与S组比较,aP<0.05;与N组比较,bP<0.05

C组和J组非通气侧肺 W/D明显高于S组和

N组(P<0.05)。C组和J组 W/D差异无统计学

意义(图1)。

  注:与S组比较,aP<0.05;与N组比较,bP<0.05

图1 四组白兔 W/D的比较

C组和J组SOD活性明显低于S组和N组(P
<0.05)。C组和J组SOD活性差异无统计学意义

(图2)。

  注:与S组比较,aP<0.05;与N组比较,bP<0.05

图2 四组白兔SOD活性的比较

与S组比较,C组、N组和J组 HIF-1α蛋白含

量和HIF-1αmRNA表达量明显升高(P<0.05);
与N组比较,C组和J组 HIF-1α蛋白含量和 HIF-
1αmRNA表达量明显降低(P<0.05)(图3,4)。

  注:与S组比较,aP<0.05;与N组比较,bP<0.05

图3 四组白兔HIF-1α蛋白含量的比较

讨  论

OLV的病理生理改变的机制是多因素的,为了

研究其机制,必须建立合适的动物模型。本研究先
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  注:与S组比较,aP<0.05;与N组比较,bP<0.05

图4 四组白兔HIF-1αmRNA表达量的比较

于临床研究,采用的是家兔单肺通气模型[3]。该兔

单肺通气模型已经被证明成熟且最为接近临床操

作流程,动物是来源广泛,操作相对简单,研究OLV
的理想模型。

胸科 手 术 时 单 肺 通 气 会 存 在 急 性 肺 损 伤

(ALI),包含缺血-再灌注损伤的多重损伤。ALI的

影响因素较多,缺血-再灌注损伤和氧化应激是主要

方面。SOD能消除生物体在缺血-再灌注损伤过程

中产生的活性氧,在抗缺血-再灌注损伤中发挥重要

作用。Chen等[4]发现SOD在心肌缺血-再灌注损

伤中具有很好的保护作用,主要归功于氧化应激的

减轻。同时,研究表明 HIF-1α的表达受氧浓度调

节,是在缺氧状态下特异性发挥活性的核转录因

子,是内源性保护机制的始动因子和共同途径[5]。

Zhao等[6]的研究表明,应用 HIF-1α稳定剂DMOG
后,肺动脉NO和iNOS水平升高,肺损伤减轻,认
为HIF-1α是肺缺血-再灌注损伤的重要机制之一。
研究表明,新生鼠大脑神经元缺氧缺血时,磷脂酰

肌醇-3-激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)信号通路被激

活,促进 HIF-1α的高表达[7]。Kakinuma等 [8]的

研究结果表明,PI3K/Akt/HIF-1α通路参与了乙酰

胆碱和迷走神经刺激对心肌缺血、缺氧的保护作

用。通过不同方法和药物提高 HIF-1α的高表达来

增强组织耐缺氧能力可减轻缺血-再灌注损伤。研

究表明mitoKATP位于心、脑、肺等重要脏器的线

粒体内膜,与缺血-再灌注损伤中的氧化应激密切相

关,在肺的缺血-再灌注损伤中发挥重要的作用。尼

可地尔作为一种 mitoKATP特异性开放剂,能激

活mitoKATP的开放,对缺血-再灌注损伤细胞具

有保护作用。实验结果证明,尼可地尔能够明显改

善单肺通气时及单肺通气后的肺氧合,SaO2 和

PaO2 均有明显改变。mitoKATP特异性阻断剂使

用后的指标逆转证明了尼可地尔的肺保护作用,并

且是通过 mitoKATP发挥作用。W/D和SOD活

力结果反映了尼可地尔使用后能很好保护呼吸膜,
肺内的水分明显减少,氧化应激明显减轻,也证明

了尼可地尔的保护作用机制,SOD清除氧自由基的

作用得到了极大的体现。N组静脉输入尼可地尔1
h后HIF-1α蛋白表达和核酸转录增高,并且能被格

列苯脲逆转,说明尼可地尔作用于 mitoKATP后,
通过上调 HIF-1α发挥了作用,减轻了氧化应激和

缺血-再灌注损伤,抑制了细胞的凋亡,保护了单肺

通气时非通气侧肺组织和肺功能。此结果与 Wan
等[9]的结果有部分的一致性。

综上所述,尼可地尔在家兔单肺通气时对非通

气侧肺的塌陷及复张有保护作用,通过SOD减少氧

化应激,并且作用于 mitoKATP,通过上调 HIF-1α
发挥作用。但二者之间是如何联系的,是否存在量

效关系且呈正相关,仍需要进一步研究。
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