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摘要 目的 研究大鼠肺缺血再灌注损伤后血清炎症因子

及肺组织相关酶活性的变化，并探讨外源性瘦素(Leptin) 在

肺缺血损伤中的作用及可能机制。方法 建立大鼠肺缺血

再灌注损伤模型，并用外源性 Leptin 干预治疗，对各组术后

肺组织匀浆中丙二醛(MDA)、髓过氧化物酶(MPO)、超氧化

物歧化酶(SOD)的活性、血清 C 反应蛋白(CＲP)、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α) 和核因子-κB(NF-κB) 浓度进行分析和比

较，并观察各组肺组织病理学改变。结果 缺血再灌注组血

清炎症指标 CＲP、TNF-α、NF-κB 浓度较假手术组明显升高，

用外源性 Leptin 预处理后的炎症指标浓度较缺血再灌注组

有显著下降(P ＜ 0. 05)。肺组织匀浆 MPO、MDA 水平测定

结果同样显示 Leptin 预处理组的肺组织匀浆酶学指标较缺

血再灌注组有显著下降(P ＜ 0. 05)。组织学病理显示缺血

再灌注组肺损伤严重;Leptin 预处理组肺泡结构较完整，炎

症改变相对较轻，水肿及出血较再灌注组明显减少。结论

运用外源性 Leptin 后肺缺血再灌注损伤明显减轻;外源性

Leptin 对肺缺血再灌注损伤有保护作用，可能与减轻脂质过

氧化反应及炎性细胞浸润有关。
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肺缺血再灌注损伤可见于体外循环、肺移植、休
克以及心肺复苏等多种临床情况，具有高发生率和

高死亡率，严重影响患者远期生存率。近来研究
［1］

显示，瘦素(Leptin) 参与了多种急慢性肺损伤的发

展过程，对呼吸系统具有重要的免疫调节作用。该

实验通过建立大鼠肺缺血再灌注损伤模型，探讨外

源性 Leptin 对肺缺血-再灌注损伤的影响及其作用

机制。

1 材料与方法

1． 1 动物及分组 将 30 只健康成年清洁级大鼠随

机均分成假手术组、缺血再灌注组及 Leptin 预处理

组。实验动物均购自安徽医科大学实验动物中心，

动物实验报安徽医科大学动物伦理委员会审批同

意。
1． 2 主要试剂及仪器 戊巴比妥钠购自美国 Sig-
ma 公司;10%多聚甲醛缓冲液、2. 5% 戊二醛溶液购

自上海谱振生物科技有限公司;丙二醛(malondial-
dehyde，MDA)、髓 过 氧 化 物 酶 ( myeloperoxidase，

MPO)、超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superoxide dismutase，

SOD)试剂盒购自南京建成生物工程研究所;C 反应

蛋白 ( C-reactive protein，CＲP)、肿 瘤 坏 死 因 子-α
( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 和核因子-κB (nu-
clear factor-κB，NF-κB)ELISA 试剂盒购自上海信裕

生物科技有限公司;大鼠 Leptin 购自美国 PeproTech
中国公司。HX-300S 小动物呼吸机购自成都泰盟科

技有限公司。
1． 3 实验过程 参照相关文献

［2］
及之前建立模型

的经验
［3］，建立大鼠肺再灌注损伤模型。术前 12 h

禁食不禁水，1% 戊巴比妥钠 50 mg /kg 腹腔注射麻

醉后，尾静脉注射肝素(100 U /kg);手术过程中适

量追加戊巴比妥钠，每次 5 mg。仰卧位固定，气管

切开后插管，接动物呼吸机行机械通气( 吸入室内

空气，呼吸频率 60 次 /min，潮气量单侧肺通气 8 ～
10 ml /kg，双 侧 肺 通 气 15 ～ 20 ml /kg，吸 呼 比 为

1 ∶ 2)。沿胸骨左缘切断第 3、4、5 肋骨进胸。显露

肺门，游离左肺动脉、左主支气管和左肺静脉。在肺

充气状态下以无损伤微血管夹依次阻断左肺动脉、
左主支气管和左肺静脉。阻断 1 h 后去血管夹，依

次开放左肺动脉、左主支气管和左肺静脉，再灌注 2
h 后切除左肺。假手术组:无缺血过程，余同缺血再

灌注组。Leptin 预处理组:参照有关文献
［4］

使用剂

量，取 Leptin 20 μg /kg 溶解于 0． 5 ml 盐水于大鼠制

模术前 6 h 行腹腔注射，余同缺血再灌注组。
1． 4 指标测量

1． 4． 1 血清 CＲP、TNF-α、NF-κB 浓度 取血清样
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品，ELISA 法检测 CＲP、TNF-α、NF-κB 浓度。按照

试剂盒说明书步骤进行测定，计算样品浓度。
1． 4． 2 肺组织 MPO、MDA、SOD 水平测定 取冻存

于 － 70 ℃ 的肺组织块称重，放入盛有冰冷生理盐

水的玻璃匀浆器中，调整其浓度为 0. 2 g /ml，在冰浴

中上下转动研磨数十次，充分研碎，使组织匀浆化。
离心后取 0． 5 ml 肺组织匀浆液用于 MPO 的测定;

取 0. 5 ml 肺组织匀浆上清液用于 MDA、SOD 检测，

按照试剂盒说明书(比色法)步骤测定 MPO、SOD 活

性和 MDA 含量。
1． 4． 3 肺组织病理观察 在左肺上叶相同部位取

小块肺组织 10%甲醛固定，石蜡包埋切片，进行 HE
染色观察肺组织形态学变化。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s 表示，采用完全随机设计的单因

素方差分析及 SNK-q 检验法进行两两比较。

2 结果

2． 1 血清炎症因子及肺组织酶活性检测 缺血再

灌注组血清炎症指标 CＲP、TNF-α、NF-κB 浓度较假

手术组明显升高，见表 1。Leptin 预处理组的炎症指

标较缺血再灌注组有显著下降(P ＜ 0. 05)。缺血再

灌注组肺组织匀浆 MPO、MDA 较假手术组明显升

高，缺血再灌注组 SOD 较假手术组有所上升，但差

异无统计学意义;肺组织 MPO、MDA、SOD 水平测定

结果显示 Leptin 预处理组的酶学指标较缺血再灌注

组有显著下降(P ＜ 0. 05)。

表 1 3 组大鼠血清 CＲP、TNF-α、NF-κB 浓度及

肺组织 MPO、MDA、SOD 水平比较(n = 10，珋x ± s)

项目 假手术组 缺血再灌注组 Leptin 预处理组 F 值

CＲP(μg /ml) 103． 8 ± 18． 9 260． 3 ± 53． 6* 162． 7 ± 66． 4# 47． 947
TNF-α(ng /ml) 1． 67 ± 0． 12 16． 29 ± 0． 19* 9． 63 ± 1． 35# 100． 651
NF-κB(ng /ml) 0． 236 ± 0． 10 6． 780 ± 0． 24* 4． 360 ± 1． 38# 95． 701
MPO(U/ml) 0． 166 ± 0． 08 0． 736 ± 0． 31* 0． 436 ± 0． 25# 65． 376
MDA(nmol /ml) 2． 36 ± 0． 67 4． 51 ± 0． 80* 2． 78 ± 0． 51# 63． 969
SOD(U/ml) 109 ± 19 118 ± 31 68 ± 28# 32． 779

与假手术组比较:* P ＜ 0． 05;与缺血再灌注组比较:#P ＜ 0． 05

2． 2 组织学改变比较 光镜检查显示假手术组肺

泡结构完整，肺泡腔清晰，少量细胞浸润及水肿出

血;缺血再灌注组肺泡壁弥漫性渗出水肿，毛细血管

扩张充血，肺泡壁和肺间质内可见大量白细胞浸润

以及肺泡结构的破坏; Leptin 预处理组肺泡结构较

完整，肺泡腔清晰，炎症改变相对较轻，水肿、出血

及白细胞浸润较假手术组重但较缺血再灌注组轻。

见图 1。

图 1 肺组织光镜检查 × 100

A:假手术组;B:缺血再灌

注组;C:Leptin 预处理组

3 讨论

肺缺血再灌注损伤可见于心脏体外循环手术、
肺移植、休克以及心肺复苏等临床情况，并可造成急

性呼吸窘迫综合征，严重影响患者长期生存率。其

发生机制目前尚未完全明确，可能与全身炎症反应

的激活、细菌感染、免疫反应、免疫介质等有关
［5］:

氧自由基的释放及脂质过氧化反应;细胞内的钙稳

态失调;炎性细胞大量浸润及炎性介质的释放引起

过度的炎症反应;细胞凋亡等
［6］。

MDA 是脂质过氧化物中的一种，MDA 含量不

仅反映机体内脂质过氧化的程度，也可以作为判断

氧自由基产生和组织氧化应激损伤严重程度的重要

标志。MPO 是中性粒细胞特异性酶，组织内 MPO
活性高低可作为中性粒细胞浸润和激活程度的定量

指标
［7］。此外，肺缺血再灌注还可激活 NF-κB，其表

达水平与缺血再灌注损伤损伤程度呈正相关。同

样，本实验中显示缺血再灌注损伤组的术后 MPO、
MDA、NF-κB 浓度水平明显增高，可见其可以作为

肺损伤炎症反应及肺损伤程度的指标。而实验中缺

血再灌注组 SOD 较假手术组有所上升，但差异无统

计学意义，可能与实验误差有关。
近年来研究

［1］
表明 Leptin 参与了急慢性肺损

伤的发展过程，并显示肺损伤后，血浆中 Leptin 的浓

度明显增加。Leptin 是一种主要由脂肪细胞分泌的

具有广泛生物学活性的蛋白质，首先是作为一种参
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与能量代谢、促进脂肪消耗、降低体重的蛋白质而被

人们所认识。后发现 Leptin 在炎症反应、造血过程、
血管生成以及生殖中发挥重要作用

［8］，并发现 Lep-
tin 参与机体应激状态下内环境的恢复，对机体有一

定保护作用
［9］。急性感染、炎性刺激时血浆 CＲP、

TNF-α 增高，刺激脂肪组织释放储存的 Leptin，使血

浆 Leptin 水平增加
［10］。Leptin 同时也是一种应激

激素，在应激时对机体有保护作用，促进免疫应答、
增强血细胞分化成熟、对抗休克和感染导致的多脏

器功能损害，在炎症反应和免疫应答中起着重要的

调节作用
［11］。

综上所述，运用外源性 Leptin 后肺缺血再灌注

损伤明显减轻，其作用机制可能与减轻脂质过氧化

反应及炎性细胞浸润有关。本实验为临床治疗肺缺

血再灌注损伤提供一定的理论支持。本研究不足之

处是仅设计了一个药物剂量组，如果同时设置一阴

性药对照组或生理盐水组可能使研究结果更合理。
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Effects and mechanisms of exogenous Leptin alleviating
rat lung ischemia-reperfusion injury
Gong Wenhui1，2，Zhang Chengxin3，Hua Tianfeng2，et al

( 1 Dept of Cardiac Surgery，Ｒuijin Hospital，Shanghai Jiaotong University，Shanghai 200025; 2 Dept of
Cardiothoracic Surgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601; 3 Dept of

Cardiac Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective Ｒats serum inflammatory factors and enzyme activities of lung tissue were measured to inves-
tigate the protective role and mechanisms of exogenous Leptin alleviating rat lung ischemia-reperfusion injury．
Methods Ｒats lung ischemia-reperfusion injury models were established and one group was treated with exogenous
Leptin． Plasma concentrations of C-reactive protein (CＲP)，tumor necrosis factor-α (TNF-α) and nuclear factor-
κB (NF-κB) were measured by ELISA． The activity of malondialdehyde (MDA)，myeloperoxidase (MPO)，su-
peroxide dismutase ( SOD) of lung homogenates were measured using colorimetric assay，and the morphological
changes were observed under a microscope． Ｒesults In ischemia-reperfusion group，CＲP，TNF-α，NF-κB con-
centration were significantly higher than that of the sham group，and the concentration of exogenous Leptin group
was significantly decreased compared with the value of ischemia-reperfusion group (P ＜ 0. 05) ． The lung tissue
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enzymatic indicators examination also showed that the MPO，MDA levels of exogenous Leptin pretreatment had sig-
nificantly decreased (P ＜ 0. 05) compared with ischemia-reperfusion group (P ＜ 0. 05) ． Histological study showed
relatively mild inflammation，edema and bleeding in exogenous Leptin treatment group with alveolar structure intact
compared with ischemia-reperfusion injury group． Conclusion Lung ischemia-reperfusion injury was significantly
alleviated after application of exogenous Leptin． The exogenous Leptin may play a protective role in lung ischemia-
reperfusion injury through reducing lipid peroxidation and inflammatory cell infiltration．
Key words Leptin; lung injury; lung protection; ischemia-reperfusion

DNMT3A 和 Hyp 在 ISO 诱导大鼠心肌

纤维化中的表达及相关性研究
汪裕琪

1，2，石开虎
1，2，吴君旭

1，2，徐盛松
1，2，陶 辉

1，2，宣海洋
1，2，曹 炜

1，2，沙纪名
1，2，占红英

1，2

摘要 目的 探讨 DNA 甲基转移酶 3A(DNMT3A) 和羟脯

氨酸(Hyp)在盐酸异丙肾上腺素( ISO)诱导的大鼠心肌纤维

化中的表达及相关性研究。方法 将 40 只雄性 SD 大鼠随

机等分为正常对照组和模型组。模型组给予 ISO ［5 mg /kg
·d)］，正常对照组皮下注射给予等量生理盐水，连续 7 d 后

处死大鼠获取血液标本，并取心肌组织。同时，测定心重指

数(HW/BW)、左心室质量指数(LVW/BW);采用 ELISA 法

检测血清中Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原的含量;HE 染色和 Masson
染色法观察心肌纤维化程度;Western blot 法测定 DNMT3A
和 α平滑肌肌动蛋白(α-SMA) 的表达;紫外分光光度法测

定心肌组织中 Hyp 的含量。结果 与正常对照组比较，模

型组 HW/BW、LVW/BW 明显增加;模型组血清标本中Ⅰ型

胶原和Ⅲ型胶原的含量较正常对照组明显增加;HE 染色和

Masson 染色显示模型组心肌组织出现明显的胶原纤维增

生;Western blot 法检测显示模型组 DNMT3A 和 α-SMA 的表

达明显高于正常对照组(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01);同时，紫外分

光光度法检测显示模型组心肌组织中 Hyp 含量明显增高(P
＜ 0. 05);DNMT3A 和 Hyp 在大鼠心肌纤维化组织中的表达

呈正相关( r = 0． 675，P ＜ 0. 05)。结论 DNMT3A 表达上调

在心肌纤维化的形成过程中起重要促进作用，可能与 Hyp
升高有一定的相关性。
关键词 心肌纤维化;DNMT3A;Hyp;胶原
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心肌纤维化是指细胞外基质( extracellular ma-
trixc，ECM) 过度增生，主要表现为在心肌组织的间

质中胶原纤维过量积聚，胶原含量显著升高或者各

型的胶原比例失调等。心肌纤维化广泛存在于多种

心血管疾病中，与心律失常、心脏重构、心功能衰竭

以及心源性猝死等密切相关。特别是对于临床上最

常见的心律失常 － 心房颤动，心肌纤维化的研究具

有重要意义。心肌纤维化作为心房颤动维持的重要

基质 之 一，对 于 心 房 颤 动 的 发 展 产 生 了 重 要 影

响
［1］。但是心肌纤维化产生的确切机制以及相关

通路尚不十分清楚。该课题通过对心房纤维化和

DNA 甲基转移酶 3A(DNA methyltransferase 3A，DN-
MT3A)进行相关性分析探讨心房纤维化发生的分

子生物学机制，为心房颤动的防治提供依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 40 只，(180
± 20) g，6 ～ 8 周龄，购自安徽医科大学实验动物中

心。
1． 2 动物分组及模型建立 40 只大鼠随机均分成

两组:正常对照组、模型组。模型组大鼠按 5 mg /kg
体重背部皮下注射盐酸异丙肾上腺素( isoprenaline，

ISO)(购自上海禾丰制药有限公司)，1 次 /d。正常

对照组大鼠背部皮下注射与模型组等剂量的生理盐

水。
1． 3 标本采集及处理 两组大鼠常规饲养 7 d 后

颈椎脱臼处死。腹主动脉采血 5 ml 抗凝备用，沿心

脏冠状面最大横径剪开大鼠心脏，取心房组织置于

10%甲醛溶液中固定，经石蜡包埋后，沿切面连续切
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