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下胸段硬膜外阻滞对失血性休克-复苏大鼠
肠黏膜上皮细胞凋亡的影响

蔡宇平 肖锦容 郑婉静 许玉城 吴黄辉 陈国忠 王丽萍

  【摘要】 目的 探讨下胸段硬膜外阻滞对失血性休克-复苏大鼠肠黏膜上皮细胞凋亡的影响。

方法 健康成年雄性SD大鼠64只,3月龄,体重280~320g,硬膜外置管成功,随机分为四组,每组

16只:假手术组(Sham组)、休克-复苏组(HSR组)、下胸段硬膜外注射生理盐水+休克-复苏组(NS
组)、下胸段硬膜外阻滞+休克-复苏组(TEA组)。Sham组仅行硬膜外置管,不实施失血性休克,其
余三组均采用改良 Chaudry法制备失血性休克-复苏模型,放血前30minTEA 组硬膜外注射

0.075%罗哌卡因100μl/kg,NS组注入等量生理盐水,HSR组不给予硬膜外注射。复苏后2h采用

化学反应法测定肠黏膜丙二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活性,采用TUNEL、免疫组化

法分别测定肠黏膜细胞凋亡和Bcl-2、Bax蛋白含量。结果 与Sham组比较,HSR组、NS组和TEA
组肠黏膜Chiu评分、MDA含量、Bax蛋白含量、上皮细胞凋亡指数明显增高(P<0.05),SOD活性

明显降低(P<0.05)。与 HSR组和NS组比较,TEA组Chiu评分、MDA含量、Bax蛋白含量、上皮

细胞凋亡指数明显降低(P<0.05),SOD活性和Bcl-2蛋白含量明显升高(P<0.05)。结论 下胸

段硬膜外阻滞可增强肠黏膜抗氧化、抗凋亡能力,从而抑制黏膜上皮氧化应激和细胞凋亡,保护肠黏

膜屏障功能,以促进失血性休克-复苏后生存。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectoflowerthoracicepiduralblockonintestinal
epithelialcellapoptosisduringhemorrhagicshockandresuscitationinrats.Methods Sixty-fourmale
SDratsplacedwithlowerthoracicepiduralcatheterwererandomlydividedintofourgroups(n=16
each):groupSham(shamoperation),groupHSR(hemorrhagicshockandresuscitation),groupNS
(hemorrhagicshockandresuscitation+epiduralsaline100μl/kg),andgroupTEA (hemorrhagic
shockandresuscitation+epidural0.075%ropivacaine100μl/kg).Thehemorrhagicshockwasmade
describedbyChaudry.Ratswereresuscitatedbytransfusingshedbloodandnormalsaline60min
afterhemorrhagicshock.Malondialdehyde(MDA)content,superoxidedismutase(SOD)activity,
andproteinexpressionofBaxandBcl-2inintestinalepitheliumweredetected,andepithelialapoptosis
indexwascalculatedat2hafterresuscitation.Results ComparedwithgroupSham,intestinalepithe-
lialMDA,Baxexpressionandepithelialapoptosisweresignificantlyincreased,whileSODactivity
weremarkedlydecreasedingroupsHSR,NSandTEA(P<0.05).ComparedwithgroupsHSRand
NS,intestinalepithelialMDA,Baxexpressionandepithelialapoptosisweresignificantlydecreased,
whileSODactivityandBcl-2expression were markedlyincreasedingroupTEA (P <0.05).
Conclusion Lowerthoracicepiduralblockcanenhancetheantioxidantandanti-apoptoticability,and
inhibittheoxidativestressandcellapoptosisofintestinalepithelium.Therefore,itcanpromotethe
survivalrateafterhemorrhagicshockandresuscitationthroughprotectingintestinalbarrier.
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  失血性休克-复苏引起的肠黏膜缺血-再灌注损

伤,可破坏肠道屏障功能,导致细菌移位、内毒素吸

收,引起全身炎症反应综合征(systemicinflammatory
responsesyndrome,SIRS),甚至导致多器官功能障碍

综 合 征 (multipleorgandysfunctionsyndrome,

MODS),增加休克-复苏患者的病死率,因此保护肠

黏膜屏障功能是改善休克-复苏患者预后的重要环

节[1]。研究表明,下胸段硬膜外阻滞可增加胃肠黏

膜微循环灌注,促进胃肠动力恢复,发挥抗氧化应

激、抗炎、抗凋亡作用,以减轻肠系膜动脉阻断/开

放引起的肠缺血-再灌注损伤[2~6]。然而,对失血性

休克-复苏引起的肠损伤的保护作用尚不明确。因

此本研究拟探讨下胸段硬膜外阻滞对失血性休克-
复苏大鼠肠黏膜上皮细胞凋亡的影响及其可能

机制。

材料与方法

实验动物 健康成年雄性SD大鼠,3月龄,体
重280~320g,购自福建医科大学实验动物中心。

大鼠硬膜外置管 参照文献[7]介绍的方法行

硬膜外置管。腹腔注射10%水合氯醛3ml/kg麻

醉下,俯卧位固定,以L4 棘突为中心消毒,纵行切

开皮肤,暴露L3~4棘突根部,将预充无菌生理盐水

的PE-10管(ID0.28mm,OD0.61mm)置入硬膜

外腔,并向头侧置管约1.5cm,使导管尖端位于T10
~T12,将导管另一端引出背部,接微量注射器行负

压实验以避免导管置入蛛网膜下腔。置管后向管

腔内注入肝素生理盐水10μl封管,逐层缝合后涂

抹金霉素眼膏预防感染,术毕单笼饲养。于置管后

第2天经导管给予2%利多卡因100μl/kg,给药后

大鼠出现双侧下肢肌力明显减退、对钳夹等伤害性

刺激无明显逃避反应、阻滞区体表温度升高视为硬

膜外置管成功。
失血性休克-复苏模型构建 硬膜外置管成功

后3d,参照文献[8]介绍的方法,采用改良Chaudry
法制备失血性休克-复苏模型。腹腔注射10%水合

氯醛3ml/kg麻醉后仰卧固定,采用24G套管针行

左侧股动脉、右侧颈内静脉置管。左侧股动脉的导

管经三通阀与换能器连接多功能生理记录仪用于

监测血流动力学、放血、采集血液标本,右颈内静脉

的导管用于回输血液及液体复苏,导管中均预充25
U/ml肝素生理盐水0.3ml抗凝。经左股动脉快

速(10s)放血至 MAP达40mmHg,维持60min
后,经右颈内静脉回输放出的全部血液及2倍量平

衡液。
动物分组及处理 硬膜置管成功的64只大鼠

依据随机数字表法分为四组(n=16):假手术组

(Sham组)、休克-复苏组(HSR组)、下胸段硬膜外

注射生理盐水+休克-复苏组(NS组)、下胸段硬膜

外阻滞+休克-复苏组(TEA组)。Sham组仅进行

动、静脉置管,不实施失血性休克,其余三组均采用

改良Chaudry法制备失血性休克-复苏模型。TEA
组于放血前30min时硬膜外注射0.075%罗派卡

因(批号:31005)100μl/kg,NS组注入等容量生理

盐水,HSR组不给予硬膜外注射。
血流动力学监测 采用 ALC-MPA动物监护

系统记录大鼠置管后(T1)、硬膜外给药后(T2)、休
克30min(T3)、复苏30min(T4)、1h(T5)和2h
(T6)的 MAP和HR。

肠黏膜病理组织形态学观察 于T6 时每组取

6只大鼠,距回肠末端5cm取回肠1cm,以10%甲

醛固定,石蜡包埋,每只各取一张切片(8μm),HE
染色,光镜下观察肠黏膜病理变化并由同一个病理

医师 按 照 Chiu评 分 标 准[12]评 价 回 肠 上 皮 损 伤

指数。
肠黏膜上皮细胞凋亡检测 上述石蜡切片每

只各取一张,参照 TUNEL凋亡试剂盒步骤操作,
高倍镜下(×200)细胞核呈棕褐色为TUNEL阳性

的凋亡细胞。随机选取5个不同视野,计算凋亡细

胞指数=阳性细胞数/(阳性细胞数+阴性细胞数)

×100%,取平均值。
肠黏膜上皮Bcl-2、Bax蛋白含量检测 上述石

蜡切片每只各取一张,参照Bcl-2、Bax免疫组化试

剂盒步骤操作,高倍镜下(×200)细胞浆呈现棕褐

色的细胞为Bcl-2或Bax阳性细胞。每张切片随机

选取5个不同视野,计算Bcl-2或Bax表达量=阳

性细胞数/(阳性细胞数+阴性细胞数)×100%,取
平均值。

MDA含量与SOD活性测定 于T6 时每组6
只大鼠,在距回肠末段6cm用载玻片轻轻刮取并收

集回肠黏膜上皮细胞,-80℃分装冻存,采用化学

反应法测定丙二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶

(SOD)活性,具体操作步骤参照说明书,实验重复3
次,取平均值。

生存分析 每组剩余10只大鼠每日固定时间

观察复苏开始72h内的生存情况作为事件终点,存
活超过72h视为长期存活,采用 Kaplan-Meier法

绘制生存曲线。
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统计分析 采用SPSS22.0软件进行统计学

分析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)
表示,不同时点比较采用重复测量方差分析,组间

比较采用单因素方差分析及SNK法。生存曲线的

比较采用Log-rank检验。P<0.05为差异有统计

学意义。

注:与Sham组比较,aP<0.05;与 HSR组比较,bP<0.05;与NS组比较,cP<0.05

图1 四组大鼠肠黏膜HE染色(×200)及Chiu评分的比较

表1 四组大鼠不同时点 MAP和HR的比较(􀭵x±s)

指标 组别 只数 T1 T2 T3 T4 T5 T6

Sham组 16 110.3±8.9 118.1±8.9 122.3±5.1 119.3±4.2 119.9±4.4 115.0±4.1

MAP HSR组 16 118.1±5.6 119.9±4.5 40.2±5.4a 106.8±9.2a 107.1±11.8a 106.9±8.6a

(mmHg) NS组 16 113.8±5.6 116.2±5.8 39.7±6.8a 105.0±12.1a 107.3±15.7a 109.5±9.5a

TEA组 16 113.1±9.3 103.9±11.3abc 38.4±3.1a 99.4±11.4a 100.5±13.2a 99.8±13.4a

Sham组 16 402.4±37.2 400.3±18.9 401.9±27.8 400.1±42.5 403.8±20.8 401.3±14.6

HR HSR组 16 403.1±22.3 397.1±25.4 469.6±29.8a 435.6±40.2a 430.8±38.0a 427.9±46.8a

(次/分) NS组 16 401.6±44.5 401.9±29.3 468.0±29.1a 437.1±54.3a 429.5±33.8a 425.5±36.8a

TEA组 16 402.1±25.7 372.4±38.4abc 457.0±31.4a 425.5±47.4a 420.4±38.6a 420.1±32.2a

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 HSR组比较,bP<0.05;与NS组比较,cP<0.05

结  果

与Sham组比较,T3~T6时 HSR组、NS组和

TEA组 MAP明显降低,HR明显增快(P<0.05);

T2 时TEA组 MAP明显低于其他三组,HR明显

慢于其他三组(P<0.05)(表1)。
光镜下见Sham组大鼠肠黏膜绒毛完整,上皮

下间隙无扩张;NS组和HSR组可见肠黏膜绒毛水

肿、片状坏死、脱落改变,顶端与固有层分离伴有固

有层毛细血管暴露、出血和溃疡;TEA组肠黏膜绒

毛损伤程度较轻,大部分结构正常。与Sham组比

较,HSR组、NS组和TEA组肠黏膜Chiu评分明显

增高(P<0.05);TEA组肠黏膜Chiu评分明显低

于HSR组和NS组(P<0.05)(图1)。

与Sham组比较,HSR组、NS组和TEA组肠

黏膜 MDA含量明显升高,SOD活性明显降低(P<
0.05);但TEA组肠黏膜 MDA含量明显低于 HSR
组和NS组(P<0.05),SOD活性明显高于 HSR
组和NS组(P<0.05)(表2)。

Sham组大鼠全部长期存活。与Sham组比较,

HSR组、NS组大鼠复苏后24、48、72h的生存率均

分别为37.5%、22.1%、12.7%,明显低于Sham组

(P<0.01);TEA组大鼠复苏后24、48、72h的生

存率分别为100%、51.6%、40.8%,明显高于 HSR
组和NS组(P<0.05)(图2)。

与Sham组比较,HSR组、NS组和TEA组肠

黏膜Bax蛋白含量、上皮细胞凋亡指数明显升高(P
<0.01),但TEA组肠黏膜Bax蛋白含量和上皮细

胞凋亡指数明显低于HSR组和NS组(P<0.05)。

TEA组肠黏膜Bcl-2蛋白含量明显高于其他三组

(P<0.05)(表3和图3)。

讨  论

失血性休克时全身血流重新分布,导致内脏血
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表2 四组大鼠肠黏膜 MDA含量和SOD活性的比较(􀭵x±s)

组别 只数
MDA

(nmol/mgprot)
SOD

(U/mgprot)

Sham组 6 3.22±0.62 14.37±1.62

HSR组 6 7.19±0.14a 5.92±1.27a

NS组 6 7.33±0.98a 6.61±1.11a

TEA组 6 5.52±0.57abc 10.62±0.89abc

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 HSR组比较,bP<
0.05;与NS组比较,cP<0.05

图2 四组大鼠复苏后72h生存曲线

图3 四组大鼠肠黏膜Bax、Bcl-2蛋白含量免疫组织化学染色(×200)及细胞凋亡TUNEL染色(×200)

供急剧减少,因肠黏膜具有高代谢特性和特殊的绒

毛微血管结构,故对缺血、缺氧极为敏感;复苏后,
重新得到血供的肠黏膜组织经历了缺血-再灌注损

伤,引起肠黏膜屏障功能破坏,导致细菌移位、内毒

素吸收,可诱发SIRS甚至 MODS[1]。因此,减轻肠

黏膜缺血-再灌注损伤、保护肠黏膜屏障功能是促进

表3 四组大鼠肠黏膜Bax、Bcl-2蛋白含量与

上皮细胞凋亡指数的比较(􀭵x±s)

组别 只数
Bax
(%)

Bcl-2
(%)

凋亡指数

(%)

Sham组 6 10.79±3.40 11.87±1.68 4.51±1.09

HSR组 6 48.03±6.17a 10.29±1.18 30.91±1.91a

NS组 6 48.55±6.46a 10.93±0.78 29.45±4.45a

TEA组 6 36.52±16.62abc 17.41±1.22abc 21.17±5.07abc

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与 HSR组比较,bP<

0.05;与NS组比较,cP<0.05

休克-复苏患者预后的重要治疗措施。本实验构建

了大鼠失血性休克-复苏模型,发现预先实施下胸段

硬膜外阻滞可减轻失血性休克-复苏引起的肠黏膜

氧化损伤和细胞凋亡,提高复苏后72h的生存率,
可能与下胸段硬膜外阻滞增加肠黏膜抗氧化酶

SOD活性和抗调亡蛋白Bcl-2表达有关。
氧化应激是失血性休克-复苏引起肠黏膜损伤

的重要致病机制[9,10]。研究表明,胸段硬膜外阻滞

通过阻断交感神经和伤害性刺激传入,以减少去甲

肾上腺素释放,从而改善肠血流灌注,降低氧化损

伤,促进肠功能恢复[2~4,6]。此外,胸段硬膜外阻滞

还可降低促炎细胞因子,如IL-6等的释放,增加抗

炎因子,如IL-10、IL-4等来减轻炎症反应[5,9];通过

抑制去甲肾上腺素释放减少TNF-α含量,以抑制白

细胞的聚集、粘附和激活,从而改善缺血-再灌注后
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肠道微循环[4~6]。本实验结果显示,预先行下胸段

硬膜外阻滞可明显提高肠黏膜SOD活性,以减少随

后失血性休克-复苏导致的肠黏膜 MDA生成,抑制

肠黏膜细胞氧化应激损伤,其机制可能是硬膜阻滞

诱 导 一 氧 化 氮 合 酶 (nitricoxidasesynthase,

NOS),进而诱导NO信号分子生成[11]。
肠黏膜上皮细胞凋亡是失血性休克-复苏导致

肠黏膜屏障损害的另一重要因素[12]。研究表明,胸
段硬膜外阻滞减轻肠缺血-再灌注导致的上皮细胞

凋亡,与抑制肠道白细胞黏附、巨噬细胞激活,减少

炎症介质和细胞因子释放有关[5]。同时,胸段硬膜

外阻滞也能阻断节前交感神经、减少儿茶酚胺释

放、降低肾上腺素对巨噬细胞表面粘附分子,如L-
选择素等的上调作用,从而抑制巨噬细胞激活、渗
出及上皮细胞凋亡[6,13]。本研究结果显示,失血性

休克-复苏后肠黏膜细胞存在大量细胞凋亡,而预先

给予下胸段硬膜外阻滞可促进Bcl-2表达,从而抑

制凋亡相关蛋白Bax表达,降低肠黏膜上皮细胞凋

亡,发挥肠道保护作用。
研究表明,静脉注射罗哌卡因减轻皮肤痛觉敏

化、抑制肠道炎症反应的有效剂量,是硬膜外神经

阻滞有效剂量的10~20倍[14]。本研究采用低浓

度、小剂量罗哌卡因行下胸段硬膜外神经阻滞,推
测即使有一定量的罗哌卡因进入体循环,也不能达

到有效血浆浓度施加对肠道黏膜屏障的影响,同时

亦能排除罗哌卡因的全身作用。
本研究是在构建失血休克-复苏模型之前,预先

给予小剂量、低浓度罗哌卡因行下胸段硬膜外阻滞

这一预处理方式,而非在休克时施加,因此对休克-
复苏过程中的 MAP、HR影响小,可通过上调抗氧

化酶SOD活性、抗调亡蛋白Bcl-2来预防随后的肠

黏膜损伤。
综上所述,下胸段硬膜外阻滞可增强肠黏膜抗

氧化、抗凋亡能力,从而抑制黏膜上皮氧化应激和

细胞凋亡,保护肠黏膜屏障功能,以促进失血性休

克-复苏后生存。
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