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·基础研究·

灯盏花在肢体缺血再灌注致远隔多器官损伤的预防作用

李红梅崔乃杰崔德健

【摘要】目的观察肢体缺血再罐注致远隔多器官损伤及灯盏花的预防作用。方法实验共分3组：①再灌

注组：夹闭大鼠双侧股动脉，阻断循环2h再灌注5h，建立双下肢缺血再灌注模型；②灯盏花组：每日】发腔注射云南

灯盏花注射液lml，共7d，后按再灌注组方法制作模型；③对照组：行假手术处理。观察大鼠下肢骨骼肌、远隔器官

胃、肾、肺、肝及脑组织超微病理改变、测定心肌酶、肝酶改变、红细胞超氧化物歧化酶(SOD)含量、组织丙二醛

(MDA)含量、血清谷胱甘肽(GSH)含量，观察灯盏花对远隔器官损伤的预防作用和对以上指标的影响。结果再

灌注组骨骼肌病变较其单纯缺血时严熏，远隔器官肝、肺、肾、胃及脑有弥漫性损伤；心肌酶、肝酶较对照组显著增

高(P<0 05)；红细胞s01)及血清GSH较对照组显著下降(P<0 05)；肝、肺组织匀浆MDA含量则显著增多

(P<O．05)；灯盏花组病变较对照组明显改善。结论肢体缺血再灌注不但使再灌注器官本身损伤加重，还可引起

远隔多器官损伤．灯盏花作为强抗氧化剂，可明显减轻肢体缺血再灌注所引起的远隔多器官损伤。

【关键词】再灌注损伤；多器官损伤；灯盏花
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【Abstract】Objective To observe the patlmgenesis of distant multiple organ dysfunction e21LLsed by hind limb

ischemia／reperlusion and the preventive effect of breviscapine Methoda Wkstar rats were divided into 3 groups：①

Reperfusion group：rats underwent 2-hour biLateral femoral artery occlusion of hind limb to prodiJce ischemia followed by

5 hour reperfusion．②Breviscapine glbup：rats received intraperitoneal injection of brevis℃apine 1 ml every day for 7 days

and tmderwent 2-hour isehemia of hind limb followed by 5-hour repeHusion③Control group：animals underwent shalll

operation．Uhrastructural pathological challg∞in the limb muscles after ischemia br 2h，reperfusion for 5h and the dis—

tant orgB31s such as the lung，liver，kidney，stomach，brain after repeffusion for 5h were studied．Myocardial and liver

e11zynlt￥b were meosur耐Superoxide dismu№(SOD)of erythrocyte，malondialdehyde(MDA)in tissues and glutathione
(GSH)in segulTl were assayed Results It wan showed that the muscles of hind limb after reperfusion for 5h vq日-e dam—

aged more severely than those after i∞henfia br 2h．In reperfusion group，extensive injury of remote muhiple organs such

as the lung，kidney．stomach and brain occurred；Myocardial and liver enzymes were also significmRly increased

(P<0 05)；SODof ezythrocyte and GSH in seruin were decreased as compared with control group(P<0 05)；while

MDA in tissue hcx'nogenates of liver and lung was significantly incwmed(尸<0 05)．The pathological changes in brevis—

capine group were ob、dously alleviated．C．cmlusions Hind limb ischernidreperfusion can not only rfsult in local tissue

damage．but d∞cauSe dysfunction of remote multiple organs．Breviscapine as a powerful antioxidant can alleviate the

pathological changes in remote organ dysfunction caused by hind limb ischemia／repedusion
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与缺血再灌注损伤有关。再灌注较单纯缺血时的损

伤更重，还可引起远隔多器官损伤⋯，虽然损伤的机

制尚未完全明确，但与再灌注后中性粒细胞被激活，

呼吸爆发释放大量氧自由基及炎性细胞释放大量炎

性介质有关”】。作者采用缺血再灌注大鼠模型，观

察了远隔器官损伤情况，并探讨其发生机制及中药
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灯盏花的预防作用。

1材料与方法

1．1体外法初选具有清除氧自由基的药物“根据

benton反应原理：过氧化氢(H2()2)在二价铁离子

(Fe”)存在的情况下可形成羟自由基(·OH)，生成

的·OH用过量的苯甲酸捕捉，可形成有荧光的羟苯

甲酸，其荧光强度可代表·OH生成的相对量。配制

FezlEIYFA，反应终体积为3．5rrd，反应体系中含

苯甲酸3nunol／L，K，HP04／Nail2P04 150 mmol／L，

pH 7．4，Fe2+EDTA 0．189 mmol／L，H2q 0 289

一ol／L及所测定的药物20％牛磺酸(南京制药
厂)、20％甘露醇、灯盏花(breviscapine)、穿琥宁(四

川宜宾制药厂)各lml，加入H2q l／tmol触发反应，

5h后用荧光分光光度仪测定荧光值。其清除率

S％=(F牵b)÷F$×100％。

1．2动物与分组健康Wistar大鼠，体重(250±30)

g，雌雄不分，随机分为健康对照组(行假手术处理)、

下肢缺血再灌注组(再灌注组)和灯盏花组，每组6

只。

1．3动物模型及给药再灌注组大鼠腹腔注射20％

乌拉坦(2甜)和氯胺酮(40mg／岖)麻醉，切开双侧下肢

股_三角区皮肤，游离股动脉，微血管夹夹闭双侧股动

脉，保持股静脉通畅，同时于股血管鞘下方用细止血

带结扎肢体，阻断肢体侧支循环，确保下肢动脉供血

中断，2h后取缺血下肢骨骼肌留超微病理标本，取出

微血管夹，松解止血带，缝合皮肤，恢复血供5h后，股

动脉取血、处死；对照组行假手术处理。灯盏花组每

日给予云南灯盏花注射液(云南生物制药厂，批号滇

卫药准字第001787号，10ml／支)，每日lml腹腔注射，

连续7d后，按再灌注组方法制备动物模型。

1．4取材与实验方法

1．4．1取外周血4ml，取血清在生化分析仪上测定

心肌酶和肝酶。

1．4．2红细胞超氧化物歧化酶(superoxide dis—

mutase，SOD)活性测定取动脉血50ttl制备红细胞
提取液，取红细胞提取液30td，采用亚硝酸盐形成法

按SOD试剂盒(南京建成生物工程研究所)说明测

定红细胞SOD活性。
1．4．3血清谷胱甘肽(glutathione，GSH)、丙二醛

(malondialdehyde，MDA)测定取股动脉血0．1rnl，

TBA显色法测定MDA，生化法测定GSH，按GSH、

MDA药盒(南京建成生物工程研究所)说明操作。

组织匀浆MDA含量测定：取肝、肺、脑组织各

0．5mg，加入冷生理盐水5 ml，用匀浆机在冰水浴中

充分匀浆，离心(3 000 o g，5rain)取上清液制成

10％组织匀浆。TBA显色法测定MDA。

1．4 4超微结构变化的观察再灌注组缺血2h时

取下肢骨骼肌(单纯缺血标本)，各组再灌注5h后取

下肢骨骼肌、肾、胃、肝、肺、脑海马组织，用25％戊

二醛固定，按常规操作电镜染色和切片并进行观察

分析。

1，5统计学处理应用SPSs统计软件包进行t检

验及方差分析。

2结果

2．1体外化学法初筛具有清除作用氧自由基的药物

表l结果表明，牛磺酸对体外生成的·oH基本无

清除作用(1．71％)，甘露醇对-OH的清除作用较弱

(8．24％)，而灯盏花清除·OH的作用最强

(99．96％)，穿琥宁的清除作用(38．64％)介于灯盏

花和甘露醇之问。

表1不同药物对体外-OH的清除作用

注：n=6

2．2外周血心肌酶和肝酶测定表2结果表明，再

灌注组谷丙转氨酶、碱性磷酸酶和肌酸激酶较对照

组显著增高(P<0．05)。

2．3红细胞提取液SOD活性及血清GSH含量表
3结果表明，再灌注组红细胞SOD活性及血清GSH
较对照组显著降低(P<0．05)；灯盏花组则显著高

于再灌注组(P<0．05)。

2．4肝、肺、脑组织匀浆MDA含量表4结果表明，

再灌注组肝、肺组织匀浆MDA含量显著高于对照

组(P<O．05)，脑组织匀浆IvIDA含量与对照组无显

著差异(P>0．05)；灯盏花组肝、肺组织匀浆MDA

含量显著低于再灌注组(P<0．05)，而脑组织匀浆

MDA含量与对照组无显著差异(P>0 05)。

2．5组织形态学观察超微结构观察显示，再灌注

组下肢骨骼肌、肺、肝、肾、胃及脑等组织均存在胞膜

溶解、线粒体膜及嵴溶解变性、细胞核异常、染色质

局灶性溶解等损害，并可见大的、成群髓样小体。再
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表2心肌酶和肝酶的测定结果(U／L)

注：n=6。与对照组比较．*P<0 05

表3 红细胞提取液SOD活性、血清GSH变化

注：n=6。与对照组比较．*P<0 05；与再灌注组比较，#P<O 05

表4 肝、肺、脑组织匀浆含量的变化(nmol／[，)

组别
MDA含量(mnol／L)

肝 肺 脑

注：n=6。与对月H组比较．*P<O 05；与再灌注组比较，#P<0 05

灌注组下肢骨骼肌病变较单纯缺血时病变严重，再

灌注组下肢骨骼肌和远隔器官肺、肝、肾、胃及脑具

有弥漫性损伤，而灯盏花组各器官损伤减轻(图l～

图4)。

3讨论

本实验采用双下肢动脉结扎再灌注方法，制备

了大鼠下肢缺血再灌注致远隔多器官损伤的模型，

由于双下肢肌肉体积大，缺血再灌注后对全身影响

较明显，与相关研究结果相一致“l。

肢体缺血再灌注引起远隔器官损伤的机制可能

有以下方面：嗜中性多形核白细胞(polymorpho—

nuclear neutmphilic leukocytes，PMNs)激活后呼吸爆

图1正常组下肢骨骼肌超微结构(×12 450)

图2再灌注组下肢骨骼肌超微结构(×12450)注：肌厚}f维溶解性病变明硅(一)，肌厚纤维问疏松，有较多髓样小体(，)

图3再灌注组肝脏超微结构(×7 500)注：肝细胞内多处有脂滴(_．)，多数线粒体肿胀嵴断裂或消失(÷)·“r见较多髓样小体(啐)

圈4灯盏花组肝脏超微结构(x12 450)注：退变、肿胀或髓样小体样线粒体较少．结构正常的线粒体较多，可见脂肪滴
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发释放大量氧自由基”“。；活化的炎性细胞及内皮

细胞过度表达粘附因子，PMNs与远隔器官血管内

皮细胞粘附引起广泛微血管功能障碍”]；PMNs、巨

噬细胞等炎性细胞释放大量炎性介质等有关⋯。此

外，研究发现补体亦参与了远隔多器官损伤，C5基

因缺失的大鼠，可减轻远隔器官肺损伤”J。

由于氧自由基具有极强的反应话泼性，半衰期

短，难以捕捉，常通过体内氧化一抗氧化系统间接反

映体内氧自由基的产生情况。SOD是清除口一的

专一歧化酶，GSH可清除H2q和脂质过氧化物，稳

定含巯基酶，两者反映了体内抗氧自由基能力。

MDA反映了机体脂质过氧化程度，间接反映组织内

自由基水平”j。本实验显示，肢体缺血再灌注后，红

细胞SOD活性、血清GSH显著降低，肝、肺组织匀

浆MDA含量增加，表明大量氧自由基释放，抗氧化

酶SOD及GSH消耗增多。再灌注组脑组织匀浆

MDA含量与对照组无差别，可能与血脑屏障的保护

作用有关。

菊科灯盏花届飞蓬属短亭植物，叉名灯盏细辛，

其有效成分为灯盏花总黄酮。临床实践已表明，灯

盏花在扩张微动脉，保护血管内皮细胞，改善微循

环、抗血小板及红细胞聚集、降低血粘度、防止血栓

形成方面具有一定疗效“⋯，这与其能够显著清除氧

自由基，减轻氧自由基对各器官的损伤有密切关系。

本实验体外化学法亦证实，灯盏花与其他有关药物

相比，具有极强直接清除·OH的作用。超微病理学

检查表明，灯盏花组各器官损伤较再灌注组明显减

轻，红细胞SOD值及血清GSH增高，肝、肺组织匀
浆MDA含量下降，进一步证明，灯盏花具有极强的

抗氧化损伤能力。由于本实验为急性损伤实验，动

物致伤后7h即行处死，未涉及灯盏花的治疗效应，

有关灯盏花对缺血再灌注所致损伤的治疗作用有待

进一步研究。

总之，肢体缺血再灌注损伤后激活PMNs及其

他炎性细胞，产生大量氧自由基及炎性介质，使机体

处于一种无法控制的过度炎症反应状态，引起远隔

多器官功能障碍。本实验表明，灯盏花是极强的抗

氧化剂，能够有效清除氧自由基，提高机体抗氧化能

力，有可能减轻肢体缺血再灌注损伤后引起的远隔

多器官损伤。
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