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犕犻狋狅犓犃犜犘通道在异氟醚对急性肺损伤保护作用中的影响

韩晓丹，孙敏莉

复旦大学附属中山医院麻醉科，上海　２０００３２

　　［摘要］　目的：探讨ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道在异氟醚预处理对急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）保护作用中的影响。方法：将３０

头５～６周龄、９～１４ｋｇ雄性幼猪随机分成５组（狀＝６），分别为对照组、脂多糖组（ＬＰＳ组）、异氟醚组（ＩＳＯ组）、５羟基癸酸盐（５

ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｃａｎｏａｔｅ，５ＨＤ）组（ＨＤ组）和ＨＤＩＳＯ组，分别静脉输注生理盐水、静脉输注内毒素、吸入异氟醚预处理后静脉输注内

毒素、静脉输注５ＨＤ预处理后静脉输注内毒素、静脉输注５ＨＤ和吸入异氟醚预处理后静脉输注内毒素。ＡＬＩ形成后观察外

周血白细胞（ＷＢＣ）的动态变化、肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中总磷脂（ｔｏｔａｌｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ，ＴＰＬ）含量、肺

组织ＩＬ８ｍＲＮＡ和ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达。结果：与对照组相比，ＬＰＳ组在ＡＬＩ形成时、ＡＬＩ２ｈ、４ｈ时ＷＢＣ均明显下降（犘＜

０．０５），肺组织ＩＬ８ｍＲＮＡ、ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达明显增加，ＢＡＬＦ中ＴＰＬ显著下降（犘＜０．０５），ＨＥ染色示大量炎性细胞浸

润。与ＬＰＳ组相比，ＩＳＯ组在ＡＬＩ４ｈ时ＷＢＣ显著增加，肺组织ＩＬ８ｍＲＮＡ、ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达明显下降，ＢＡＬＦ中ＴＰＬ显

著增加（犘＜０．０５），ＨＥ染色示炎性细胞浸润明显减少。与ＩＳＯ组相比，ＨＤＩＳＯ组在ＡＬＩ２ｈ和４ｈ时 ＷＢＣ显著减少，肺组

织ＩＬ８ｍＲＮＡ、ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达明显增加；ＢＡＬＦ中ＴＰＬ显著下降（犘＜０．０５），ＨＥ染色示炎性细胞浸润明显增加。

结论：异氟醚预处理可能通过ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道来抑制ＡＬＩ时炎症因子和细胞黏附分子的释放。

　　［关键词］　异氟醚；ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道；急性肺损伤；ＩＬ８；ＩＣＡＭ１
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　　急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是临床上

的危重疾病，是严重感染、创伤、休克等原因诱导的

全身炎症反应在肺部的表现。异氟醚是临床广泛

应用的吸入麻醉药物之一，本课题组前期研究［１２］发

现，在脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的ＡＬＩ

的幼猪模型中，采用最低肺泡有效浓度（ｍｉｎｉｍｕｍ

ａｌｖｅｏｌａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ＭＡＣ）为１．０的异氟醚预

处理对ＬＰＳ诱导的ＡＬＩ在呼吸力学、氧合及血流动

力学方面具有保护作用；１．０ＭＡＣ异氟醚预处理后

肺湿重比（Ｗ／Ｄ）以及肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ

ｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中蛋白含量均明显下降，可减

轻ＡＬＩ时肺血管的通透性。

近年来大量研究［３５］证实，异氟醚预处理对心

肌、脑、肝及肺的缺血缺氧有保护作用，其中线粒体

ＡＴＰ敏感性钾通道（ＭｉｔｏＫＡＴＰ）的开放被认为是吸

入麻醉药产生心肌保护作用的重要机制之一。

ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道是受细胞内ＡＴＰ浓度调控的一种内

向整流钾通道，其特异性激动剂ＤＡ可减少心肌梗

塞面积，还可模仿吸入麻醉药对心肌细胞缺血的保

护作用［６７］，而其特异性阻断剂５羟基癸酸盐（５

ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｃａｎｏａｔｅ，５ＨＤ）可限制异氟醚预处理对

缺血缺氧的保护作用［８］。对于ＬＰＳ引起的ＡＬＩ模

型中，ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道是否参与此过程，尚未有相关

文献报道。本研究通过５ＨＤ来观察 ＭｉｔｏＫＡＴＰ通

道的阻断对１．０ＭＡＣ异氟醚预处理后内毒素诱导

幼猪ＡＬＩ的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　５～６周龄、体质量９～１４ｋｇ健康

雄性上海种白猪３０头（上海农业科学畜牧兽医研究

所提供）。本研究经过本院动物伦理委员会批准。

将白猪禁食１２ｈ，肌肉注射硫酸阿托品（０．０２

ｍｇ／ｋｇ），并以盐酸氯胺酮肌肉注射（５０ｍｇ／ｋｇ）予

以镇静，仰卧固定于手术台。使用２２Ｇ静脉留置针

建立耳缘静脉通路，予盐酸氯胺酮１０ｍｇ／ｋｇ／ｈ和

芬太尼５μｇ／ｋｇ／ｈ持续镇静麻醉。经口插入内径

（ＩＤ）５．５ｍｍ带囊气管导管，接呼吸机。呼吸机参

数预设：压力控制通气（ＰＣＶ），设定呼吸频率（ＲＲ）

为３０次／ｍｉｎ，吸入氧浓度（ＦｉＯ２）为２１％，调整吸气

峰压（ＰＩＰ）在４～６ｃｍＨ２Ｏ，使潮气量（Ｖｔ）为７～９

ｋｇ／ｍＬ，吸呼比（Ｉ∶Ｅ）＝１∶１．５，呼气末正压

（ＰＥＥＰ）为０ｃｍＨ２Ｏ，调整呼吸频率使动脉血二氧

化碳分压（ＰａＣＯ２）维持在正常范围。实验过程中给

予乳酸林格液或５％葡萄糖１０ｍＬ／ｋｇ／ｈ维持补液。

１．２　实验试剂　ＬＰＳ（Ｅ．ｃｏｌｉ０１１１：Ｂ４，Ｌ２６３０）和

５ＨＤ（５００ｍｇ／瓶）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；异氟醚

购自美国百特公司。

１．３　分组及处理方案　将３０头白猪随机分为５

组，每组６头。（１）对照组静脉输注生理盐水（２０

μｇ／ｋｇ）；（２）脂多糖组（ＬＰＳ组）静脉输注内毒素（２０

μｇ／ｋｇ）；（３）异氟醚预处理组（ＩＳＯ组），１．０ＭＡＣ异

氟醚预处理３０ｍｉｎ，１ｈ后静脉输注内毒素；（４）５

ＨＤ预处理组（ＨＤ组），将５ＨＤ粉剂稀释成５ｍｇ／

ｍＬ，５ＨＤ５ｍｇ／ｋｇ
［９］生理盐水稀释３倍，经静脉输

注，３０ｍｉｎ输注完毕，１ｈ后静脉输注内毒素；（５）５

ＨＤ和异氟醚预处理组（ＨＤＩＳＯ组），５ＨＤ经静脉

输注３０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ后，１．０ＭＡＣ异氟醚预处理３０

ｍｉｎ，１ｈ后静脉输注内毒素。５组动物在ＡＬＩ模型

建立后，单纯机械通气１２ｈ后处死。

１．４　ＡＬＩ判定标准　（１）动脉血氧分压／吸入氧浓

度（ＰａＯ２／ＦｉＯ２）≤３００ｍｍＨｇ；（２）动物呼吸急促，呼

吸系统动态顺应性（Ｃｄｙｎ）较基础状态下降３０％

以上［１０］。

１．５　观察指标及测定方法

１．５．１　外周血白细胞（ＷＢＣ）计数检测　于基础状

态（Ｂａｓｅｌｉｎｅ）、ＡＬＩ形成时（ＡＬＩ０ｈ），ＡＬＩ形成后２

ｈ、４ｈ、６ｈ（ＡＬＩ２ｈ、ＡＬＩ４ｈ、ＡＬＩ６ｈ）采血，监测

ＷＢＣ计数。

１．５．２　ＢＡＬＦ中总磷脂测定　动物处死后用组织

钳夹闭左侧肺门，进行右侧单肺生理盐水灌洗（１５

ｍＬ／ｋｇ），来回抽吸３次；重复上述操作，每次灌洗量

为前次灌洗液的回收量，共灌洗３遍。将３遍灌洗

液汇集记录灌入液总量和回收液量。最后应用

Ｌｏｗｒｙ氏测定法测定 ＢＡＬＦ 中总磷脂 （ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ，ＴＰＬ）含量。

１．５．３　肺组织ＩＬ８ｍＲＮＡ和ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表

达水平检测　利用ＲＴＰＣＲ对肺组织ＩＬ８ｍＲＮＡ

和ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达水平进行检测，以βａｃｔｉｎ

为内对照，并利用设计的引物进行ＲＴＰＣＲ分析，

引物序列见表１。

１．５．４　肺组织ＨＥ染色　光镜下通过ＨＥ染色

观察肺组织变化，包括肺组织水肿、炎症细胞浸润、

出血、小气道损伤和透明膜形成。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０进行统计学分

析。计量资料以珔狓±狊表示，组内比较用配对狋检

验，组间比较采用单因素方差分析，方差齐时用
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Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行两两比较；方差不齐用Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ

Ｃ检验。检验水准（α）为０．０５。

表１　引物序列

名称 　　　　　引物序列

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＡＧＴＡＣＴＣＣＧＴＧＴＧＧＡＴＣＧＧ

Ｒ：ＧＧＴＣＣＣＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＣ

ＩＬ８ Ｆ：ＡＡＣＡＧＣＣＣＧＴＧＴＣＡＡＣＡＴＧＡ

Ｒ：ＧＴＧＧＡＡＡＧＧＴＧＴＧＧＡＡＴＧＣＧ

ＩＣＡＭ１ Ｆ：ＴＣＴＣＴＴＧＴＣＧＣＡＣＴＧＡＧＣＴＧ

Ｒ：ＧＴＴＣＡＣＡＧＡＡＡＣＧＧＧＴＧＴＧＣ

２　结　果

２．１　外周血 ＷＢＣ的动态变化　结果（表２、图１）

显示：ＬＰＳ组与对照组相比，在ＡＬＩ形成时ＷＢＣ显

著下降（犘＜０．０１），在ＡＬＩ２ｈ、４ｈ时 ＷＢＣ也明显

下降（犘＜０．０５）；ＩＳＯ组与ＬＰＳ组相比，在ＡＬＩ４ｈ

时ＷＢＣ显著增加（犘＜０．０５）；ＨＤＩＳＯ组与ＩＳＯ组

相比，在ＡＬＩ２ｈ和４ｈ时 ＷＢＣ显著减少（犘＜

０．０５）。

表２　５组白猪不同时间点的犠犅犆计数

×１０９／Ｌ，珔狓±狊

　组别 Ｂａｓｅｌｉｎｅ ＡＬＩ０ｈ ＡＬＩ２ｈ ＡＬＩ４ｈ ＡＬＩ６ｈ

对照组 ２２．８±５．６ ２３．５±３．５ ２４．２±２．３ ２４．６±２．５ ２３．２±１．８

ＬＰＳ组 ２２．０±１０．２ １２．１±８．２ １９．０±６．５▲ １９．１±２．４▲ ２１．３±６．４

ＩＳＯ组 ２２．７±９．６ ７．１±４．６ ２１．３±２．８ ２５．３±３．３ ２５．０±７．６

ＨＤ组 １９．１±４．２ ９．７±１．７ １５．９±３．０ ２１．７±５．６ ２５．４±５．０

ＨＤＩＳＯ组 １１．７±２．８ ４．２±２．０ ８．４±４．０△ １２．０±３．４△ １６．４±３．７

　　犘＜０．０１与对照组相比；▲犘＜０．０５与对照组相比；犘＜０．０５与ＬＰＳ组相比；△犘＜０．０５与ＩＳＯ组相比

图１　５组白猪不同时间点犠犅犆的动态变化

２．２　ＢＡＬＦ中ＴＰＬ含量比较　结果（图２）显示：

ＬＰＳ组ＴＰＬ含量与对照组相比显著下降［（３．１６±

０．５４）ｍｇ／ｋｇ狏狊（６．７５±０．２８）ｍｇ／ｋｇ，犘＜０．０５）］，

ＩＳＯ组ＴＰＬ含量与ＬＰＳ组相比显著增加［（６．４５±

０．３８）ｍｇ／ｋｇ狏狊（３．１６±０．５４）ｍｇ／ｋｇ，犘＜０．０５）］，

而 ＨＤＩＳＯ组ＴＰＬ含量与ＩＳＯ组相比显著下降

［（２．５２±０．５１）ｍｇ／ｋｇ狏狊（６．４５±０．３８）ｍｇ／ｋｇ，

犘＜０．０５）］，ＨＤ组与ＬＰＳ组差异无统计学意义

［（３．５５±０．９８）ｍｇ／ｋｇ狏狊（３．１６±０．５４）ｍｇ／ｋｇ］。

２．３　肺组织炎症因子ＩＬ８ｍＲＮＡ表达水平

检测　结果（图３）显示：ＬＰＳ组的ＩＬ８ｍＲＮＡ表达

与对照组相比明显增高（犘＜０．０５），ＩＳＯ组的ＩＬ８

ｍＲＮＡ表达与ＬＰＳ组相比明显降低（犘＜０．０５），ＨＤ

ＩＳＯ组的ＩＬ８ｍＲＮＡ表达与ＩＳＯ组相比明显增高

（犘＜０．０１），ＨＤ组与ＬＰＳ组差异无统计学意义。

图２　５组白猪单侧犅犃犔犉中犜犘犔含量分析

犘＜０．０５与对照组相比；▲犘＜０．０５与ＬＰＳ组相比；△犘＜０．０５与

ＩＳＯ组相比

２．４　肺组织黏附分子ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达水平检

测　结果（图４）显示：ＬＰＳ组的表达与对照组相比

明显增高（犘＜０．０５），ＩＳＯ组的表达与ＬＰＳ组相比

明显下降（犘＜０．０５），ＨＤＩＳＯ组的表达与ＩＳＯ组

相比明显增高（犘＜０．０５），ＨＤ组与ＬＰＳ组差异无

统计学意义。

２．５　肺组织ＨＥ染色结果　结果（图５）显示：ＬＰＳ

组与对照组相比可见大量炎性细胞浸润、肺水肿及

出血，部分肺野可见小气道损伤；ＩＳＯ组与ＬＰＳ组

相比炎性细胞浸润、肺水肿及出血程度明显减轻；

ＨＤＩＳＯ组与ＩＳＯ组相比炎性细胞浸润明显增加；

ＨＤ组与ＬＰＳ组相比未见明显差异；各组均未见透

明膜形成。
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图３　５组白猪肺组织炎症因子犐犔８犿犚犖犃的表达情况

犘＜０．０５与对照组相比；▲犘＜０．０５与ＬＰＳ组相比；犘＜０．０１

与ＩＳＯ组相比

图４　５组白猪肺组织黏附分子犐犆犃犕１犿犚犖犃的表达情况

犘＜０．０５与对照组相比；▲犘＜０．０５与ＬＰＳ组相比；犘＜０．０１

与ＩＳＯ组相比

图５　光镜下５组白猪的肺组织犎犈染色情况

Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：ＩＳＯ组；Ｄ：ＨＤ组；Ｅ：ＨＤＩＳＯ组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

ＡＬＩ是失控的炎症反应在肺部的表现，病理特

征为肺血管内皮细胞及肺上皮细胞广泛损伤。ＡＬＩ

时多形核白细胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｌｃｅａｒｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，

ＰＭＮ）于肺内大量“扣押”并释放多种促炎细胞因子

（如ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８）引起组织损伤，细胞黏附分

子（如ＩＣＡＭ１）在此过程中也发挥着重要作

用［１１１２］。ＩＬ８是化学趋化性细胞因子，主要由巨噬

细胞产生，具有明显的中性粒细胞趋化、激活作用，

并参与机体炎症和免疫反应及中性粒细胞的募

集［１３］。Ｓｈｉ等
［１４］研究发现，组织在缺血缺氧的条件

下，可引起血管内皮细胞的ＩＣＡＭ１表达上调，使

ＰＭＮ与内皮细胞间的黏附力增强，导致局部血流

动力学障碍，ＰＭＮ跨内皮进入周围组织后，释放大

量的炎性介质和细胞因子，导致组织损伤加重。

本研究ＬＰＳ组与对照组相比，ＨＥ染色可见大

量炎性细胞浸润、肺水肿及出血，部分肺野可见小

气道损伤；炎症因子ＩＬ８和黏附分子ＩＣＡＭ１明显

升高，外周血ＷＢＣ明显下降，更多的 ＷＢＣ可能滞

留在肺部组织，肺部炎症加重。本研究成功建立了

静脉注射ＬＰＳ（２０μｇ／ｋｇ）诱导幼猪ＡＬＩ模型，具有

成功率高、重复性好及相对稳定的特点。本研究发

现异氟醚预处理后，ＩＬ８ｍＲＮＡ和ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ

表达明显下降，ＨＥ染色示炎性细胞浸润、肺水肿

程度明显减轻；而使用ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道特异性阻断剂

５ＨＤ后，ＩＬ８和ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达明显增加，

ＨＥ染色示炎性细胞浸润明显增加。这些结果表

明在肺部炎症发生时，异氟醚预处理可抑制炎症因

子ＩＬ８和细胞黏附分子ＩＣＡＭ１的释放；而使用５

ＨＤ后肺组织ＩＣＡＭ１表达明显增高，ＰＭＮ在肺部

大量扣押以及ＩＬ８ｍＲＮＡ高表达互为因果，加重

肺损伤，这与研究中发现随着实验时间的延长，ＨＤ

ＩＳＯ组外周血 ＷＢＣ计数明显减少，与其他组相比

ＷＢＣ计数恢复缓慢相一致。

本研究及前期研究［１２］发现，异氟醚预处理可降

低ＡＬＩ时ＢＡＬＦ中总蛋白含量并增加ＴＰＬ含量，

同时减轻肺血管的通透性，这与研究［４］发现异氟醚

预处理后具有保护炎性反应时血管内皮及平滑肌

细胞的作用一致。而使用５ＨＤ后，ＢＡＬＦ中ＴＰＬ
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的量较ＩＳＯ 组明显下降，这可能与 ＨＤＩＳＯ 组

ＩＣＡＭ１表达明显增加相关。ＩＣＡＭ１经促炎因子

刺激后可表达在活化的血管内皮细胞上，对肺泡Ⅱ

型上皮细胞和肺泡巨噬细胞有调控作用［１１，１５１６］。有

研究［１７］表明在ＬＰＳ诱导的ＡＬＩ中，使用黏附分子

ＩＣＡＭ１的单抗后，可减少肺泡上皮细胞的凋亡。

ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道关闭后，ＨＤＩＳＯ组ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ

表达增高，更多的ＰＭＮ粘附在ＡＥＣⅡ，造成其损

伤，以致ＴＰＬ合成下降，进一步加重肺损伤。

多项研究［１８１９］表明，ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道关闭，可引

起细胞Ｃａ２＋内流、活性氧生成改变，线粒体Ｃａ２＋浓

度超负荷，影响线粒体功能，氧自由基清除剂二氧

化锰超氧化物歧化酶产物下降，导致细胞抵抗与炎

症损伤相关的氧化应激反应降低，使得ＬＰＳ及炎性

介质刺激内皮及上皮细胞过度表达ＩＣＡＭ１，增加

炎症因子ＩＬ８。异氟醚预处理可能通过 ＭｉｔｏＫＡＴＰ

通道来抑制ＡＬＩ时炎症因子和细胞黏附分子的释

放，具体机制还需进一步研究。

综上所述，异氟醚预处理可抑制炎症因子ＩＬ８

和细胞黏附分子ＩＣＡＭ１的释放，可降低ＢＡＬＦ中

总蛋白含量并增加ＴＰＬ含量，而使用 ＭｉｔｏＫＡＴＰ通

道抑制剂５ＨＤ后，肺部的炎症明显加重。异氟醚

可能通过ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道来发挥炎症保护作用，具体

机制还需进一步研究。
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