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［摘　要］目的：探讨线粒体ＡＴＰ敏感性钾通道（ｍｉｔｏＫＡＴＰ）开放对大鼠肺缺血－再灌注损伤（Ｉ／Ｒ）的保护作
用。方法：建立大鼠肺Ｉ／Ｒ模型，设立假手术组、肺Ｉ／Ｒ组、ｍｉｔｏＫＡＴＰ开放剂二氮嗪（ＤＥ）＋Ｉ／Ｒ组、ｍｉｔｏＫＡＴＰ阻
断剂５羟基葵酸（５ＨＤ）＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组，每组１０只大鼠；检测各组肺组织湿／干重比，ＨＥ染色法观察各组肺组织
形态学变化，免疫组织化学染色法检测肺组织细胞色素Ｃ的表达，ＴＵＮＥＬ法检测肺细胞凋亡指数。结果：与假
手术组相比，Ｉ／Ｒ组肺组织湿／干重比明显增加（Ｐ＜００５），肺组织出现出血、水肿等损伤性病理学变化，细胞色
素Ｃ表达明显增多（Ｐ＜００１）、肺细胞凋亡指数明显增大（Ｐ＜００１）；与Ｉ／Ｒ组相比，ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组肺组织湿／干重
比明显降低（Ｐ＜００５）、肺组织损伤性病理变化明显减轻、肺细胞色素Ｃ表达明显减少（Ｐ＜００５）、细胞凋亡指
数明显减小（Ｐ＜００５），而５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组各项指标与 Ｉ／Ｒ组比较无差异（Ｐ＞００５）。结论：ｍｉｔｏＫＡＴＰ的
开放可减轻肺水肿、抑制细胞凋亡，对大鼠肺缺血－再灌注损伤具有保护作用。
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　　近年来，随着体外循环技术的广泛应用，肺缺
血－再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，Ｉ／Ｒ）
所导致的肺功能障碍受到重视。低氧或缺血预处

理（ｈｙｐｏｘｉｃ／ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＨＰＣ／ＩＰＣ）是
抗脏器Ｉ／Ｒ有效防治手段之一，而线粒体 ＡＴＰ敏
感性钾通道（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌ，ｍｉｔｏＫＡＴＰ）被认为是 ＩＰＣ的触发因子和后
期保护作用的终末效应因子［１］。ｍｉｔｏＫＡＴＰ开放对
低氧性肺损伤具有保护作用［２］。本实验观察 ｍｉ
ｔｏＫＡＴＰ开放预处理对大鼠肺Ｉ／Ｒ的保护作用及其
机制，为Ｉ／Ｒ的机制及其防治提供实验依据。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　实验动物　成年 ＳＤ大鼠 ４０只，体质量
１８０～２１０ｇ，雌雄不拘，由汕头大学动物实验中心
提供。常规饮食，自由饮水。

１１２　主要试剂及仪器　ｍｉｔｏＫＡＴＰ开放剂二氮
嗪（ＤＥ，ｓｉｇｍａ公司）、阻断剂５羟癸酸（５ＨＤ，ｓｉｇ
ｍａ公司）；细胞凋亡检测试剂盒（ＴＵＮＥＬ法）、链酶
亲和素－生物素 －过氧化物酶法（ＳＡＢＣ法）试剂
盒、ＤＡＢ显色试剂盒、细胞色素 Ｃ抗体（武汉博士
德生物工程有限公司），动物呼吸机（成都泰盟科

技有限公司），ＣＭＳ显微镜（日本 Ｌｅｉｃａ），ＢＸ４１图
像采集系统（日本ＯＬＹＭＰＵＳ）。
１２　方法
１２１　大鼠肺 Ｉ／Ｒ模型复制　１０％水合氯醛
０２ｍＬ／１００ｇ腹腔麻醉，气管插管，接动物呼吸
机。经左前胸第５肋间开胸，解剖左侧肺门，用盐
水稀释肝素５０Ｕ至５００μＬ经尾静脉注入，５ｍｉｎ
后于肺充盈末用手术丝线通过肺门双活结套扎左

肺门，４５ｍｉｎ后开放，再灌注１２０ｍｉｎ。假手术组左
肺门穿线不结扎。实验结束后切取左肺备用。

１２２　实验分组　（１）假手术组：开胸后游离左

肺门，穿线不结扎，不进行其他处理。（２）Ｉ／Ｒ组：
用手术丝线通过肺门双活结套扎左肺门，４５ｍｉｎ后
开放，再灌注１２０ｍｉｎ。（３）ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组：在缺血前
３０ｍｉｎ腹腔注入ＤＥ１０ｍｇ／ｋｇ后，按（２）进行处理。
（４）５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组：先给予５ＨＤ１０ｍｇ／ｋｇ静脉
注射，１５ｍｉｎ后给予 ＤＥ１０ｍｇ／ｋｇ腹腔注入，
３０ｍｉｎ后再按（２）处理。以上４组每组１０只。
１２３　标本的采集和处理　实验结束时，取出大
鼠左肺，切取中下段肺组织，置于新鲜１０％中性缓
冲福尔马林中固定２４ｈ，常规石蜡包埋切片，供ＨＥ
染色、免疫组织化学染色及细胞凋亡检测。

１２４　肺组织细胞色素Ｃ　免疫组织化学（ＳＡＢＣ
法）检测。切片置３％ Ｈ２Ｏ２去除内源性过氧化酶，
柠檬酸盐缓冲液中中高火进行抗原修复，滴加１∶
１２０的一抗过夜后加入山羊抗兔 ＩｇＧ，ＤＢＡ显色，
细胞浆呈棕黄色判定为细胞色素 Ｃ阳性表达。于
４００×显微镜下随机取５个细胞总数超过２００的视
野，计数阳性细胞数及细胞总数，计算阳性细胞率

（阳性细胞数／细胞总数×１００％）。
１２５　肺细胞凋亡　ＴＵＮＥＬ法检测。在普通光
学显微镜下凋亡细胞的细胞核呈现棕黄色判定为

阳性细胞，无细胞凋亡不显色则为阴性。在４００×
倍显微镜下任取５个细胞总数２００个以上的视野，
计数阳性细胞数及细胞总数，并计算细胞凋亡指数

（阳性细胞数／细胞总数×１００％）。
１３　统计学方法

所有数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，用
ＳＰＳＳ１００软件进行统计学分析，组间比较采用单
因素方差分析，两两比较采用 ｔ检验。Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果

２１　形态学观察
７５３
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光镜下，可见假手术组肺泡腔内无水肿、充血

及坏死，间隔无增宽，无炎细胞浸润，结构清晰可见

（图１－Ａ）。Ｉ／Ｒ组肺泡腔内可见明显的充血、水
肿，血管扩张及炎细胞浸润，并有局灶性肺气肿，肺

泡间隔增宽，偶见局灶性的坏死灶，组织、细胞结构

紊乱（图１－Ｂ）。ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组可见少量的炎性细
胞浸润，无明显的充血、水肿，组织、细胞损伤程度

较Ｉ／Ｒ组明显减轻，与对照组相似（图１－Ｃ）。而
５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组亦可见明显 的充血、水肿，肺
气肿及炎性细胞浸润等，表现出近似Ｉ／Ｒ组的病理
改变（图１－Ｄ）。
２２　肺组织湿／干重比

与假手术组相比，Ｉ／Ｒ组及 ５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ
组肺湿／干比显著增大，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），而 ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；与Ｉ／Ｒ组相比，ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组明显降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。结果表明ｍｉｔｏＫＡＴＰ开
放剂能够减轻肺组织损伤，减轻肺水肿，而使用

ｍｉｔｏＫＡＴＰ抑制剂后可阻断此保护作用。见表１。

表１　各组大鼠肺组织湿／干重比的变化（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｗｅｔ／ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｓ
ｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ 肺组织湿／干重比
假手术组 １０ ４３５±０２０
Ｉ／Ｒ组 １０ ５７６±０２６（１）

ＤＥ组 １０ ４６５±０２２（２）

５ＨＤ＋ＤＥ组 １０ ５６３±０３９（１）

（１）与假手术组比较，Ｐ＜００５；（２）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜００５

２３　肺组织细胞色素Ｃ和凋亡指数
Ｉ／Ｒ组及５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组肺组织细胞色素

Ｃ的阳性细胞率均高于假手术组，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与 Ｉ／Ｒ组相比，ＤＥ＋Ｉ／Ｒ
组阳性细胞率明显减少，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），而５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见表２、图１。假手术组大鼠的肺组
织仅偶见细胞凋亡的发生，Ｉ／Ｒ组及５ＨＤ＋ＤＥ＋
Ｉ／Ｒ组肺细胞凋亡指数均显著高于假手术组，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与 Ｉ／Ｒ组相
比，ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组肺细胞凋亡指数明显降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２、图２。

３　讨论

Ｉ／Ｒ普遍发生于各个组织器官，大量实验证明

表２　各组肺组织细胞色素Ｃ阳性
细胞率和细胞凋亡指数比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｒａｔｅｓ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘｅｓｉｎｒａｔｌｕｎｇｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ
细胞色素Ｃ

阳性细胞率（％）
细胞凋亡指数

（％）
假手术组 １０ １００±０３２ ０２６±００３
Ｉ／Ｒ组 １０ １４００±１２９（１） ８１１±１１５（１）

ＤＥ组 １０ ４５６±０７４（２）（３） １９５±０６８（２）（３）

５ＨＤ＋ＤＥ组 １０ １３８０±１３１（１） ７８３±１２７（１）

与假手术组比较，（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜００５；（３）与 Ｉ／Ｒ组比
较，Ｐ＜００５

Ｉ／Ｒ可加重心、脑、肾、肠、肺等器官损伤，是影响缺
血治疗效果的一个重要因素。再灌注损伤发病机

制复杂，氧自由基的作用、钙超载、中性粒细胞、细

胞凋亡和补体激活等均可能参与了再灌注损伤的

发病过程［３－４］。肺Ｉ／Ｒ常常发生于心肺复苏、体外
循环、肺栓塞、肺切除、肺移植等情况下，是影响术

后肺组织功能恢复的关键性因素［５］。肺 Ｉ／Ｒ后病
理改变主要是肺泡－毛细血管通透性增高，中性粒
细胞渗出、蛋白漏出、肺间质与肺泡水肿，肺湿／干
比增加，组织炎症与细胞损伤，以及肺细胞凋亡与

坏死等，从而导致肺功能明显降低。本实验结果显

示肺经Ｉ／Ｒ后，光镜下可见肺泡腔内可见明显的出
血、水肿，炎性细胞浸润，组织、细胞结构紊乱，肺组

织损伤明显；肺湿／干重比较假手术组明显增高。
实验和临床资料表明，ＨＰＣ／ＩＰＣ是减轻脏器

Ｉ／Ｒ的有力防治措施，研究大多涉及心脏和脑组
织，在本课题组之前的研究中也表明 ＨＰＣ对大鼠
肺缺血再灌注损伤有保护作用，认为是细胞线粒体

释放了细胞色素Ｃ，抑制细胞凋亡从而保护肺 Ｉ／Ｒ
损伤［６－８］。

研究表明，在低氧 ＨＰＣ对抗低氧性肺损伤的
保护作用机制中线粒体ＡＴＰ敏感性钾通道起到了
重要的作用，研究中发现 ｍｉｔｏＫＡＴＰ的开放剂 ＤＥ
可以提高肺泡液体清除率，减轻肺水肿和肺损伤，

而特异性抑制剂５ＨＤ和格列苯脲可以阻断ＤＥ的
保护作用［２］。提示 ｍｉｔｏＫＡＴＰ的开放对肺 Ｉ／Ｒ也
具有保护作用。为了进一步验证这一观点，本研究

应用ＤＥ进行ＨＰＣ／ＩＰＣ，实验结果发现，ＤＥ对肺Ｉ／
Ｒ有明显的保护作用，与 Ｉ／Ｒ组相比，光镜下可见
肺损伤性病理形态学改变明显减轻，肺／干重比明
显下降。当应用５ＨＤ关闭ｍｉｔｏＫＡＴＰ后，与ＤＥ组
相比，光镜下肺组织损伤加重，肺湿／干重比明显升
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Ａ为假手术组，Ｂ为Ｉ／Ｒ组，Ｃ为ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组，Ｄ为５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组

图１　肺组织细胞色素Ｃ表达（ＳＡＢＣ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｉｎｒａｔｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＳＡＢＣ，×４００）

Ａ为假手术组，Ｂ为Ｉ／Ｒ组，Ｃ为ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组，Ｄ为５ＨＤ＋ＤＥ＋Ｉ／Ｒ组

图２　肺组织细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ，×４００）
Ｆｉｇ．２　Ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｍｏｕｎｔｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ（ＴＵＮＥＬ，×４００）
高。实验表明ＤＥ能够减轻Ｉ／Ｒ所引起的肺损伤、
肺水肿，５ＨＤ有阻断ＤＥ的作用加重肺损伤。
　　实验还发现，肺 Ｉ／Ｒ后肺组织细胞色素 Ｃ的
阳性表达率明显增加，肺细胞凋亡指数也明显增

加，ＤＥ预处理可显著降低肺组织细胞色素 Ｃ的阳
性表达率和细胞凋亡指数，而预先应用５ＨＤ后则
肺组织细胞色素 Ｃ阳性表达率增加，肺组织细胞
凋亡明显，且与Ｉ／Ｒ组相比无显著性差异。这可能
是由于 ＤＥ引起 ｍｉｔｏＫＡＴＰ开放和线粒体膜电位
Δψｍ部分去极化，减少了细胞色素 Ｃ从线粒体释
放入胞浆，从而减少肺动脉平滑肌细胞的凋亡发

生。

综上所述，ｍｉｔｏＫＡＴＰ的开放可以减轻肺 Ｉ／Ｒ
所致的肺损伤、肺水肿，还可通过抑制线粒体细胞

色素Ｃ释放至胞浆、抑制肺组织细胞凋亡对肺Ｉ／Ｒ
损伤的发挥保护作用。
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