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高碳酸血症预处理对肺缺血-再灌注损伤
早期炎症反应的影响

曲良超 闫小强 蒋章颉 宋志平 赵为禄

  【摘要】 目的 观察不同程度高碳酸血症预处理对大鼠肺缺血-再灌注损伤(lungischemia
reperfusioninjury,LIRI)的影响。方法 雄性SD大鼠50只,2~3月龄,随机分为五组,每组10
只。假手术组(S组):开胸后游离左侧肺门,不予其他处理;IR组:采用左肺原位缺血45min,再灌

注180min建立大鼠左肺IR模型;L、M、H组:通过调节RR,使PETCO2分别达到46~55mmHg(L
组)、56~65mmHg(M组)、66~75mmHg(H组),预处理5min,然后同IR组处理建立大鼠左肺

IR模型。缺血-再灌注(ischemia-reperfusion,IR)180min后,采用ELISA法检测血清IL-8和IL-10
浓度;处死大鼠,取肺组织标本,采用考马斯亮蓝染色法检测肺泡灌洗液(bronchialalveolarlavage
fluid,BALF)中总蛋白(TP)含量,肺组织湿/干重比(W/D)、丙二醛(MDA)含量、超氧化物歧化酶

(SOD)活性,观察肺组织病理学变化及TNF-α蛋白阳性细胞面积。结果 与S组比较,IR、L、M、H
组血清IL-8浓度、肺组织病理学评分、肺组织 W/D、MDA含量,以及TNF-α蛋白阳性细胞面积百分

比明显升高(P<0.05),SOD活性明显降低(P<0.05)。与IR组比较,L、M、H组血清IL-8浓度、

肺组织病理学评分、肺组织 W/D、MDA含量,以及TNF-α蛋白阳性细胞面积百分比、SOD活性明显

降低(P<0.05)。与L组比较,H组以上各项指标均明显降低(P<0.05)。IR组血清IL-10浓度明

显高于S组(P<0.05)。结论 通过改变呼吸模式造成高碳酸血症预处理,可以抑制大鼠LIRI后

氧自由基爆发和促炎细胞因子生成,降低早期炎症反应水平,减少炎性渗出,对减轻LIRI起到一

定的作用,而且在PETCO246~75mmHg内,随着PETCO2升高,作用越强。
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【Abstract】 Objective Toobservetheeffectsofhypercapniapretreatmentonlungischemia-
reperfusion(IR)injury.Methods FiftymaleSpragueDawleyrats,aged2-3months,wererandomly
dividedintofivegroups.Controlgroup(groupS)wascontinuouslyperfusedwithoutischemiaafter
freelefthilar;groupIRwasperformedocclusionoftheleftpulmonaryhilumfor45min,followedby
reperfusion180min;preconditioninggroupwasadjustedrespiratoryratetomantainPETCO2at46-55
mmHg(groupL),56-65mmHg(groupM)and66-75mmHg(groupH),respectively,andthen
treatedinawaysameasgroupIRwas.After180minofIR,serumIL-8andIL-10concentrations
weremeasuredbyELISA;ratsweresacrificedandlungtissuesamplesweretakentodetecttotalpro-
tein(TP)contentinbronchoalveolarlavagefluid (BALF)bycoomassiebluestaining;wet/dry
weightratio(W/D),malondialdehyde(MDA),theconcentrationsofIL-8andIL-10,andtheactivity
ofsuperoxidedismutase(SOD)weremeasured.Thepathologicalchangesoflungtissueandtheex-
pressionofTNF-αimmunoreactivesubstancewereobserved.Results ComparedwithgroupS,the
concentrationofIL-8inserum,lunghistopathologicalscore,W/D,MDAconcentration,andTNF-α
proteinpositivecellareapercentageweresignificantlyincreasedingroupsIR,L,MandH (P <
0.05),SODactivitywassignificantlyreduced(P <0.05).ComparedwithgroupIR,theallindexesof
groupsL,MandHdecreased(P <0.05).AmongthegroupsL,MandH,theindicatorsofgroupH
werelowerthangroupL(P <0.05).TheconcentrationofIL-10ingroupIRwassignificantlyhigher

·785·临床麻醉学杂志2018年6月第34卷第6期 JClinAnesthesiol,June2018,Vol.34,No.6



comparedwithgroupS(P <0.05).Conclusion Hypercapniapretreatmentcanbeachievedbychan-
gingthebreathingpattern.Itcaninhibitthegenerationofoxygenfreeradicalsandproinflammatory
cytokines,andreducethelevelofearlyinflammatoryreactionandtheinflammatoryexudationon
LIRIinrats.TheprotectiveeffectincreasesalongwithPETCO2increasing.

【Keywords】  Hypercapnia;Pretreatment;Lungischemia-reperfusioninjury

  从 保 护 性 通 气 策 略 到 容 许 性 高 碳 酸 血 症,

PaCO2 的适度升高已逐渐被临床接受[1]。外源性

增加CO2 吸入量以提高PaCO2 具有一定的治疗作

用,称为治疗性高碳酸血症[2]。与外源性吸入CO2
比较,通过调节RR使内源性CO2 升高即呼吸性酸

中毒,操作简单而且容易控制。本研究在肺缺血-
再灌注(ischemia-reperfusion,IR)之前,通过调控

RR,造成不同程度的呼吸性酸中毒对大鼠肺组织

进行预处理,检测该方法对减轻LIRI的作用,旨

在探讨高碳酸血症预处理对于减轻肺缺血-再灌注

损伤(lungischemiareperfusioninjury,LIRI)的作

用及其可能机制,以期为临床提供简单有效的减轻

LIRI的方法,便于临床操作推广。

材料与方法

实验动物与分组 雄性SD大鼠50只,2~3
月龄,体重250~300g,随机分为五组:假手术组

(S组)、IR组、PETCO246~55mmHg预处理组(L
组)、PETCO2 56~65 mmHg预 处 理 组(M 组)、

PETCO266~75mmHg预处理 组(H 组),每 组

10只。

S组:开胸后游离左侧肺门,不予其他处理。

IR组:10%水合氯醛5ml/kg腹腔注射麻醉后,气

管插管接小动物呼吸机(HX-300),RR70次/分,

I∶E1∶2,VT10~12ml/kg,Datex气体检测仪检

测PETCO2,采用Datex专用校气瓶(CO2 显示数值

为5.0)校准。麻醉维持静脉泵入瑞芬太尼0.1

μg·kg-1·h-1,间隔40min静脉注射顺苯磺酸阿曲

库铵维持肌松,术中静脉输注生理盐水0.5ml/h。
参照文献[3]建立大鼠左肺IR模型。于左前胸第5
肋间开胸,游离左肺门,生理盐水稀释50U肝素

至500μl经尾静脉注射,10min后于肺充盈末用

无创微血管夹夹闭左肺门,45min后松开,再灌注

180min。L、M、H组:游离左肺门稳定后,调节呼

吸参数,使PETCO2分 别 达 到46~55 mmHg(L
组)、56~65mmHg(M 组)和66~75mmHg(H
组)并维持5min,然后同IR组处理建立大鼠左肺

IR模型。
标本采集 实验结束后,经左心房用5ml抗

凝注射器抽取血液标本2ml,然后左心房放血处死

大鼠,切开胸腔取下整个左肺组织。10ml无菌生

理盐水分3—4次注入左肺支气管内冲洗,压力不

超过15mmH2O,每次注入量不超过3ml,回收灌

洗液到离心管中,提取左支气管肺泡灌洗液(bron-
chialalveolarlavagefluid,BALF)。血标本需室温

静置1h,使其凝固,3500r/min离心10min,收集

上清液,放置于-80℃低温冰箱中保存。
血清与肺组织生化 按照ELISA试剂盒说明

操作,测定血清IL-8和IL-10浓度。采用考马斯亮

蓝染色法测定BALF中总蛋白(totalprotein,TP)
含量。肺组织标本分为3份,一份用于测定肺组织

湿/干重比(W/D);一份采用比色法检测丙二醛

(MDA)含量和超氧化物歧化酶(SOD)活性,实验

步骤按照试剂盒说明操作;一份以10%中性福尔马

林内浸泡、固定、石蜡包埋,HE染色固定做病理切

片。进行肺组织病理评分,主要依据5方面内容:
(1)肺泡腔出血情况;(2)透明膜形成情况;(3)间质

水肿情况;(4)呼吸道上皮损伤程度;(5)中性粒细

胞浸润情况。每个项目按照0~4分来评分:0分,
正常;1分,极少量变化;2分,轻微变化;3分,中

度变化;4分,严重变化。以上得分相加用于评价

肺组织损伤程度,满分为20分。所有标本评分均

由两位有经验的病理医师独立单盲条件下完成,取

两者平均分为最终得分。
肺组织免疫组织化学 采用过氧化物酶标记

的链酶卵白素法(SP法)测定肺组织TNF-α蛋白含

量。实验步骤严格按照试剂盒说明书进行操作。

TNF-α免疫反应阳性物质表达在细胞胞浆,呈棕黄

色至深棕黄色颗粒,切片染色后细胞胞浆内出现均

一的棕黄色细颗粒者为TNF-α阳性细胞。图像定

量分析:每张切片在10×40倍显微镜下取5个视

野,采用计算机图像分析系统ImageProPlus5.0
分析软件分别统计各视野阳性面积百分比(阳性染

色面积÷该视野总面积×100%)。
统计分析 采用SPSS15.0统计软件进行统

计分析。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,组内比较采

用重复测量方差分析。P<0.05为差异有统计学
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意义。

结  果

血清与肺组织生化 L、M、H 组血清IL-8浓

度、肺组织TP含量、W/D、MDA含量明显低于IR
组,明显高于S组(P<0.05);L组血清IL-8浓度明

显低于H组,肺组织TP含量、W/D、MDA含量明

显高于 H 组(P<0.05)。IR组血清IL-10浓度明

显高于S组(P<0.05)。L、M、H组肺组织SOD活

性明显高于IR组,明显低于S组(P<0.05);L组

肺组织SOD活性明显低于H组(P<0.05)(表1)。

表1 五组大鼠血清与肺组织生化指标的比较 (􀭵x±s)

组别 只数
IL-8
(ng/L)

IL-10
(ng/L)

TP
(g/L)

W/D
MDA

(nmol·mg-1·prot-1)
SOD

(U·mg-1·prot-1)

S组 10 50.63±6.91 44.37±3.96 0.14±0.02 4.45±0.23 0.81±0.06 19.91±1.19

IR组 10 77.62±9.19a 50.63±5.48a 0.37±0.04a 5.75±0.37a 1.31±0.08a 12.35±1.15a

L组 10 70.38±7.17ab 0.28±0.03ab 5.43±0.30ab 1.08±0.09a 48.50±4.75 13.72±1.01ab

M组 10 66.62±6.95ab 46.90±3.44 0.25±0.04ab 5.27±0.28ab 0.98±0.09ab 15.08±1.07ab

H组 10 63.25±6.45abc 46.62±3.07 0.21±0.02abc 5.07±0.10abc 0.95±0.10abc 15.13±1.15abc

  注:与S组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05;与L组比较,cP<0.05

肺组织病理结构 S组肺泡、肺间质基本接近

于正长肺组织结构,仅有少量炎症细胞和肺间质轻

度水肿;IR组肺组织结构不清,肺泡腔、间质及支

气管腔有大量炎症细胞浸润和红细胞漏出,水肿明

显,肺泡间隔破坏;L、M、H组肺泡壁增厚和水肿程

度较IR组减轻,有部分炎性细胞浸润。与S组比

较,L、M、H组肺泡壁增厚和水肿程度较大(图1)。
肺组织病理学评分 S、IR、L、M、H 组肺组织

病理学评分分别为(4.21±1.22)、(13.31±2.82)、
(9.74±1.72)、(7.89±1.66)、(6.53±1.79)分。

L、M、H组肺组织病理学评分明显低于IR组,明显

高于S组(P<0.05),L组肺组织病理学评分明显

高于H组(P<0.05)。
肺组织免疫组织化学 S组TNF-α蛋白基因

表达较局限,胞浆棕黄色,局限性、散在性上色,范

围最小;IR组胞浆弥漫性、广泛性着色,深棕黄色,
基因表达强阳性。L、M、H组胞浆棕黄色,上色范

围较局限,呈阳性表达,上色范围表达依次减小

(图2)。S、IR、L、M、H 组肺组织肺TNF-α蛋白阳

性细胞面积百分比分别为4.24%±1.02%、8.79%
±1.98%、7.58%±1.01%、7.12%±1.12%、6.95%
±1.54%。L、M、H组TNF-α蛋白阳性细胞面积百

分比明显低于IR组,明显高于S组(P<0.05)。L
组TNF-α蛋白阳性细胞面积百分比明显高于 H组

(P<0.05)。

讨  论

保护性通气策略可减轻机械通气肺损伤,被临

床广泛应用以改善患者预后。自Darioli等[4]以来,
大量基础以及临床研究都证明,低通气治疗能显著

降低死亡率。这种通气方式被称作容许性高碳酸

血症,人为地让患者存在一定程度的高碳酸血症,
以期达到减少肺损伤、降低死亡率的目的。起初,
容许性高碳酸血症保护性通气策略的保护作用被

认为和低通气治疗降低肺的张力有关,这种通气策

略仅仅是通过减轻肺牵拉引起的机械性损伤,达到

肺损伤减轻的目的[5]。后来Shibata等[6]发现高碳

酸血症可以降低肺毛细血管通透性和氧自由基的

损伤。Laffey等[7]研究也表明,在使用碱性药物中

和低潮气量通气所致的碳酸酸中毒后,这一作用消

失,表明酸化才是容许性高碳酸血症减轻肺损伤的

关键因素,适当的低潮气量不会对肺机械通气损伤

产生明显影响[8-9]。临床研究表明,健康自愿者在

10~20min内吸入7%~14%CO2,PaCO2 最高达

101mmHg。当PaCO2>80mmHg时,多数自愿

者意识丧失,但在高碳酸血症期间及恢复到正常状

态,皆未发现心血管不稳定及严重心律失常[10]。
本研究通过改变通气策略使内源性CO2 增加,

从而产生高碳酸血症内环境,达到酸化预处理的目

的。本实验应用肌松药,可以有效减轻自主呼吸与

机械通气的对抗,最大程度地减轻机械通气引起的

肺损伤,同时镇痛药有效减轻手术过程中的应激,
避免因应激反应引起的损伤和体液因子的改变,使

结果更可信。本研究结果提示,不同程度高碳酸血

症预处理均可以降低LIRI后 MDA和炎性因子IL-
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图1 五组大鼠肺组织HE染色图(×400)

图2 五组大鼠肺组织TNF-α蛋白免疫组织化学染色图(×400)

8浓 度,和 既 往 外 源 性 CO2 对 肺 损 伤 的 作 用

一致[11-12]。
内皮细胞的损伤是LIRI特征性病变,其主要

表现为肺毛细血管扩张和肺泡上皮细胞壁断裂,使

内皮细胞通透性增加,血管内水和蛋白漏出,炎性

细胞的迁移与聚集,最终导致肺水肿。本研究显

示,高碳酸血症预处理对LIRI,病理切片结果显示

肺IR组织结构不清,肺泡腔、间质及支气管腔有大

量炎症细胞浸润和红细胞漏出,水肿明显,肺泡间

隔破坏;不同程度高碳酸血症预处理组和IR组比

较,肺泡、肺间质水肿、炎症浸润明显减轻,TP含

量和 W/D值均明显下降,这说明通过高碳酸血症

预处理,能够明显改善LIRI后炎症渗出[13-15]。炎

性介质的大量释放、氧自由基的爆发、内皮细胞的

损伤等机制在LIRI中起重要作用[16]。本研究显

示,高碳酸血症预处理LIRI后,肺组织MDA含量

明显下降,SOD活性下降程度则有所减轻,充分证

明高碳酸血症处理能够抑制 LIRI后的氧自由基

爆发。

IL-10是对炎症起负性调节作用的抑炎因子,
炎症反应的增加进一步刺激IL-10的增加,其高峰

出现比促炎因子晚[17-19]。本研究中高碳酸血症预

处理LIRI后,虽然IL-10浓度有所升高,但并未显

示明显差异,这可能是LIRI后早期炎症抑炎因子

上升较 晚 有 关。TNF-α来 自 肺 泡 巨 噬 细 胞,是

LIRI后最早释放的细胞因子,随着炎症加重TNF-
α浓度逐渐升高,直接导致肺组织毛细胞血管内皮

细胞的损伤。本研究显示,高碳酸血症预处理组的
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TNF-α蛋白阳性细胞面积百分比有所降低,说明高

碳酸血症预处理能够有效减轻大鼠肺IR损伤后炎

症反应水平。
综上所述,通过改变呼吸模式造成高碳酸血症

预处理,可以抑制大鼠LIRI后氧自由基爆发和促

炎细胞因子生成,降低早期炎症反应水平,减少炎

性渗出,对减轻LIRI起到一定的作用,而且这种

作用在PETCO246~75mmHg内,随着PETCO2升
高而增强。
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