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外源性阿片肽预处理对体外循环后猪肺缺血再灌注损伤的保护作用

王亚华1 ,石学银1 3 ,孙继雄2 ,朱秋峰1 ,徐海涛1 ,吉玉龙1 ,袁红斌1 ,何星颖1

(1.第二军医大学长征医院麻醉科 ,上海 200003 ;2.同济大学东方医院麻醉科 ,上海 200120)

[摘要 ]　目的 :观察外源性阿片肽 (DADL E)对体外循环 (CPB ,cardiopulmonary bypass)后猪肺缺血再灌注损伤的保护作用 ,

探讨其可能的保护机制。方法 :选取 28只雄性幼猪 ,随机分为 4组 ( n = 7) ,分别为假手术组 (Sham组) 、体外循环模型组 (CPB

模型组)、DADL E预处理组 (DADL E组)和 A TP敏感钾离子通道阻断剂 ( Glibenclamide)阻断组 ( KATP阻断组) 。Sham组仅予

以开胸和主动脉及上下腔静脉插管操作 ,其余 3组均建立 CPB模型 ,并给予各自不同的预处理。CPB术前及再灌注不同时间

点 (10、30、60 min)比较各组动物气道峰压 (peak inspiratory pressure ,PIP)、动脉血氧分压 ( PaO2 )、血清中丙二醛 (maloudialde2
hyde ,MDA)含量。CPB术前及再灌注 60 min各组取相同部位肺组织测定肺湿干重比 (wet/ dry weight ratio ,W/ D) ;再灌注 60

min时处死动物 ,计算肺损伤程度 (lung tissue damage ,L TD)并观察肺泡上皮超微结构的改变。结果 :CPB术前各组间 PaO2、

PIP、MDA和 W/ D无显著差异 ;Sham组各时间点上述指标无明显变化。再灌注 60 min ,CPB模型组和 KA TP阻断组 PaO2明显

低于 Sham组和 DADL E组 ,而 PIP、MDA、W/ D和 L TD显著高于 Sham组和 DADL E组 ( P < 0. 05或 0. 01) ;DADL E组 L TD

高于 Sham组 ( P < 0. 05) ,其余指标无明显差异 ;CPB模型组和 KA TP阻断组间上述指标无显著差异。肺泡上皮超微结构观察发

现 CPB模型组和 KA TP阻断组肺泡上皮细胞损伤重于 Sham组和 DADL E组。结论 :外源性阿片肽预处理可能通过促进 A TP

敏感钾通道的开放保护肺功能 ,从而减轻 CPB术后的肺缺血再灌注损伤。
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[ ABSTRACT] 　Objective :To evaluate the protective effect ofδ2opioid peptide , [ D2Ala22D2Leu5 ]2enkephaline (DADL E) , on

pulmonary ischemia2reperfusion ( I2R) injury after cardiopulmonary bypass ( CPB) , and to discuss the possible mechanism.

Methods : Twenty2eight male pigs were evenly randomized divided into 4 group s , namely , the sham2operation group , the CPB

group (only subjected to CPB) , the DADL E pret reatment group ( received DADL E 1 mg ·kg - 1 before CPB) , and the Glib2
enclamide group (received DADL E 1 mg·kg - 1 and glibenclamide 1 mg·kg - 1 before CPB) . Peak inspiratory pressure ( PIP) ,

PaO2 , and the plasma malondialdehyde (MDA) concentration were measured in each group before CPB and 10 min , 30 min , and

60 min after reperfusion. The changes of lung tissue wet weight/ dry weight ratio (W/ D) were calculated before CPB and 60 min

after reperfusion. The animals were sacrificed 60 min after reperfusion to observe the ult rast ructural changes of the lungs and to

quantitatively assess lung tissue damage (L TD) . Results : There were no significant differences among the 4 group s before CPB

and the parameters in sham2operation group had no changes at all specified time point s. One hour after reperfusion , the PIP ,

MDA , W/ D , and L TD values in Glibenclamide and CPB groups were significantly higher than those in sham2operation and DA2
DL E groups while the PaO2 was significantly lower ( P < 0. 05 or 0. 01) . There were no significant differences between parame2
ters of sham2operation and DADL E groups except for L TD ( P < 0. 05) . There were no significant differences between parame2
ters of Glibenclamide and CPB groups. Histological examination demonst rated that the degree of lung injuries in sham2operation

and DADL E groups were slighter than those in Glibenclamide and CPB group s. Conclusion : It suggest s that DADL E may exert

it s p rotective effect on the lung through opening A TP2sensitive K+ channels , so as to alleviate the lung I2R injury after CPB.
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　　肺功能减退是体外循环 (CPB)术后的主要并发

症之一 ,轻者影响手术疗效 ,严重者威胁患者生命。

肺缺血再灌注损伤是导致 CPB 术后肺功能下降的
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主要原因之一 ,因此减轻 CPB术后肺缺血再灌注损

伤是目前临床关注的重要课题之一。Murry等[ 1 ]发

现缺血预适应 (ischemic precondition , IPC)能够减

轻缺血再灌注损伤 ,而 Okubo 等[2 ]发现阿片肽是缺

血预适应中的有益介质 ,且阿片肽能模拟缺血预适

应的效果 ,因此应用外源性阿片肽 (DADL E)模拟

IPC来减轻组织的再灌注损伤得到关注。目前

大部分关于 DADL E保护作用的研究集中于

心脏 ,国内外未见DADL E对在体情况下肺保护的研

究。

　　本实验拟通过观察 DADL E对幼猪 CPB 模型

术后气道峰压 (peak inspiratory pressure , PIP) 、动

脉血氧分压 ( PaO2 ) 、血清中 MDA含量、肺湿干重比

( W/ D) 、肺损伤程度 (lung tissue damage ,L TD)以

及肺泡上皮超微结构的影响 ,分析 DADL E对 CPB

术后肺缺血再灌注损伤是否具有保护作用 ,并探讨

其可能的保护机制。

1　材料和方法

1. 1　动物分组及处理　健康雄性幼猪 28 只 ,体质

量 25～35 kg ,随机分为 4 组 ,每组 7 只 ,假手术组

(Sham组)只开胸予以主动脉及上下腔静脉插管 ,但

不体外转流 ;体外循环组 ( CPB 模型组)除开胸建立

体外循环转流外 ,不予任何预处理 ;DADL E预处理

组 (DADL E组)建立体外循环之前 1 h给予静脉注

射 DADL E 1 mg/ kg ,建立体外循环模型同上 ;

Glibenclamide阻断组 ( KA TP阻断组)在建立体外循环

前 1 h给予 Glibenclamide (A TP敏感钾离子通道阻

断剂)和 DADL E各 1 mg/ kg ,其余同上。静脉麻醉

后气管切开接呼吸机控制呼吸 ,纯氧吸入 ,呼吸参数

V T 15～20 ml/ kg、RR 15 次/ min ,参考血气分析调

节参数 ,丙泊酚和阿曲库铵维持麻醉。血流动力学

采用 MPA心功能分析系统监测 ,各组体外循环期

间动脉压控制在 90 mm Hg (1 mm Hg = 0. 133 kPa)

左右 ,CPB 模型组、DADL E组、KA TP阻断组动物采

用鼓泡式氧合器建立 CPB模型 ,从心脏停跳开始计

肺缺血时间 ,从停体外循环心脏复跳开始计肺再灌

注时间 ,严格控制各组肺缺血和再灌注时间在 60

min。各组体外循环前后并行时间也控制在 20 min

左右。所有动物围术期体温控制在 36～38℃。

1. 2　观察指标

1. 2. 1　动脉压 (ABP) 、PIP、PaO2和血清中MDA含

量的测定　MPA心功能监测系统监测动脉压 ABP

和心功能 ,于 CPB前、再灌注 10、30、60 min时点记

录机械通气的 PIP ,各组于 PIP监测相同时间点采

集相应的动脉血标本以作血气 PaO2和血清 MDA

测定。

1. 2. 2　肺湿干重比 ( W/ D) 　各组于 CPB前和再灌

注 60 min 时 ,取左肺下叶相同部位肺组织约 500

mg ,秤湿重后置于 60℃电热恒温干燥箱内 ,1 周后

再秤取其质量 ,并记录 2次结果之比。

1. 2. 3　肺损伤程度 L TD的计算和肺上皮细胞超微

结构的观察　再灌注 60 min ,取右肺下叶相同部位

肺组织 ,置于 10 %中性甲醛溶液中固定 24 h 后 ,行

石蜡包埋切片 , H2E染色后 ,每组随机取 5 个标本 ,

采用双盲法 ,由专人在光镜下连续观察 10 个视野

( ×100)的肺泡总数 ,肺泡中的细胞总数 (红、白细

胞)超过 2个以上视为肺泡损伤 ,以肺泡损伤个数与

肺泡总数的比值为肺泡损伤程度 (L TD)的定量评价

指标。同时取右肺上叶相同部位肺组织 ,切成

1 mm×1 mm×1 mm大小 ,浸于电镜标本固定液

中 ,备电镜观察肺上皮细胞超微结构。

1. 3　统计学处理　所有测定结果采用 �x ±s描述 ,

组间比较采用方差分析 , P < 0. 05 为差异有统计学

意义。

2　结　果

2. 1　ABP和 PIP　各组 CPB术前和再灌注后 ABP

无显著性差异。如表 1所示 ,各组 CPB术前 PIP无显

著差异 ,Sham组各时间点均无显著差异 ;再灌注后

CPB模型组 PIP较 Sham组升高 ( P < 0. 05) ,DADL E

组 PIP虽呈升高趋势但与 Sham组无显著差异 , KATP

阻断组明显高于 DADL E组、Sham组 ( P < 0. 05)。

2. 2　PaO2和肺静脉血 MDA 含量　CPB 前各组间

PaO2无显著性差异 ,再灌注后 CPB 模型组和 KA TP

阻断组均较体外循环前明显降低 ,明显低于 Sham

组和 DADL E组 ( P < 0. 05 ,表 1) 。

　　肺缺血再灌注 30 min时 ,CPB模型组、DADL E

组和 KA TP阻断组的 MDA 含量与 CPB 前相比均有

升高趋势。DADL E组 MDA 的升高明显低于 CPB

模型组和 KA TP阻断组 ( P < 0. 05) ,但与 Sham 组相

比无显著差异。CPB 模型组与 KA TP阻断组再灌注

后与 CPB 前相比差异显著 ,明显高于 Sham 组和

DADL E组 ( P < 0. 05 ,表 1) 。

2. 3　肺损伤程度 (L TD)和肺组织湿干重比 ( W/ D)

　Sham 组几无肺损伤 , DADL E 组 L TD ( %) 较

Sham组严重 (15. 3 ±4. 8 vs 2. 6 ±1. 5 , P < 0. 05) ,

但明显较 CPB模型组 (78. 2 ±12. 6)和 KA TP阻断组

(75. 7±10. 6)轻 ( P < 0. 01) ; CPB 模型组和 KA TP阻

断组之间无显著差异。
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表 1　不同时点 PaO2、PIP和 MDA变化

Tab 1　Changes of PaO2 , PIP and MDA at different time points

( n = 7 , �x ±s)

Group Before CPB
Reperfusion ( t/ min)

10 30 60

Sham

　　PIP( p/ mm Hg) 12. 50±1. 6 12. 80±1. 9 12. 80±2. 5 13. 10±2. 0

　　PaO2 ( p/ mm Hg) 537. 40±23. 1 533. 20±22. 9 537. 50±27. 5 538. 60±23. 8

　　MDA ( cB / nmol·ml - 1) 4. 15±0. 38 4. 15±0. 62 4. 18±0. 81 4. 19±0. 85

CPB model

　　PIP( p/ mm Hg) 12. 40±1. 1 18. 60±2. 4 3 △ 22. 60±3. 7 3 △ 29. 50±3. 0 3 △

　　PaO2 ( p/ mm Hg) 530. 50±22. 2 256. 40±18. 0 3 △ 258. 30±21. 5 3 △ 195. 80±30. 1 3 △

　　MDA ( cB/ nmol·ml - 1) 4. 24±0. 52 4. 76±0. 60 5. 97±1. 10 3 △ 9. 60±2. 32 3 △

DADL E

　　PIP( p/ mm Hg) 13. 50±1. 6 13. 70±1. 5 13. 90±2. 4 14. 10±2. 5

　　PaO2 ( p/ mm Hg) 538. 00±24. 0 530. 60±20. 4 525. 40±24. 0 510. 60±30. 6

　　MDA ( cB/ nmol·ml - 1) 4. 00±0. 60 4. 05±0. 92 4. 25±0. 60 4. 88±0. 85

Glibenclamide

　　PIP( p/ mm Hg) 12. 10±1. 0 17. 90±2. 0 3 △ 21. 90±2. 6 3 △ 28. 60±3. 0 3 △

　　PaO2 ( p/ mm Hg) 520. 40±25. 5 196. 30±22. 6 3 △ 154. 80±20. 4 3 △ 105. 90±21. 6 3 △

　　MDA ( cB/ nmol·ml - 1) 4. 31±0. 38 4. 85±0. 60 5. 80±1. 10 9. 58±2. 10 3 △

　3 P < 0. 05 vs sham group ; △P < 0. 05 vs Before CPB

　　各组转流前 W/ D无显著差异 ,Sham组各时间

点无显著差异。再灌注 60 min , DADL E组的 W/ D

虽然略高于 Sham 组 ,但无统计学意义 (5. 35±

0. 20 vs 5. 12±0. 14) ,而 CPB模型组 (6. 85±0. 25)

与 KA TP阻断组 (6. 76 ±0. 28)较 Sham组和 DADL E

组也明显升高 ( P < 0. 05) 。

2. 4 　肺上皮细胞超微结构变化 　CPB 模型组和

KA TP阻断组肺泡Ⅱ型细胞胞质疏松 ,线粒体轻度肿

胀 ,部分线粒体嵴消失 ,板层小体数目减少 ,排空增

多。而 DADL E组肺泡 Ⅱ型细胞染色正常 ,线粒体

改变不明显 ,少部分板层小体排空增多 ,明显轻于

CPB模型组和 KA TP阻断组。Sham组肺泡Ⅱ型细胞

染色正常 ,线粒体、板层小体正常。见图 1。

图 1　不同组肺组织透射电镜检查

Fig 1　Electron microscopic observation of pulmonary epithelial cells

A :Sham operation group ( ×7 200) ;B :CPB group ( ×3 000) ; C :DADL E pret reat ment group ( ×9 700) ;D : Glibenclamide group ( ×7 200) . Ar2

rows indicate pulmonary epit helial cells of different groups

3　讨　论

　　随着体外循环技术和外科技术的进步 ,体外转

流后肺损伤导致术后呼吸功能减退的发生率有了明

显的下降 ,但缺血再灌注损伤这一导致肺损伤的主

要原因仍未能得到足够的重视 ,因而预防和处理肺

缺血再灌注损伤成为预防体外转流后肺损伤的主要

方向。近年来发现 IPC(ischemic2precondition)能够
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减轻心、肝、肾、肌肉等组织的缺血再灌注损伤[ 3～5 ]。

Murry等[1 ]和 Okubo 等[2 ]发现 IPC能够对缺血的

器官和组织提供保护作用 ,且能降低 A TP 的代谢

率 ,阿片肽可能介导了这一过程。因此采用阿片肽

预处理来模拟 IPC的类似效果受到关注。

　　本实验采用幼猪体外转流肺再灌注损伤模型 ,

应用 DADL E (δ12阿片受体激动剂) 预处理 ,探讨

DADL E对体外转流后肺缺血再灌注损伤的作用 ,

以摸索预防体外转流后肺再灌注损伤新途径。有研

究[6 ]表明阿片肽的细胞保护作用可能是 A TP敏感

钾通道依赖性的 ,因此本研究同时观察加用 A TP敏

感钾通道阻断剂 ( Glibenclamide)后的效果 ,以明确

A TP敏感钾通道与 DADL E保护作用间的关系。

　　MDA是脂质过氧化降解产物 ,肺缺血再灌注损

伤中 ,氧自由基引发的脂质过氧化是肺再灌注损伤

的的主要因素之一[7 ]。本研究发现 ,CPB 模型组和

KA TP阻断组再灌注后 MDA 含量明显高于 Sham组

和 DADL E预处理组。这可能是由于 DADL E预处

理导致 MDA 产生减少 ,减轻了氧自由基介导的肺

损伤 ;而应用 Glibenclamide后 MDA 含量升高可能

是由于其关闭了 A TP 敏感钾通道而阻断了 DA2
DL E对肺的保护作用。这表明 A TP敏感钾通道在

DADL E保护作用过程中可能起重要作用。

　　肺组织湿干比值 ( W/ D)是常用评价肺水含量

及反映肺微血管损伤的指标。本实验中再灌注 60

min后 CPB 模型组和 KA TP阻断组 W/ D 值升高 ,显

著高于 Sham组和 DADL E预处理组。这表明 CPB

模型组肺微血管通透性增加 ,肺损伤严重 ,DADL E

预处理组肺损伤轻于 CPB 模型组 ,DADL E预处理

能够减轻肺再灌注微血管损伤。KA TP阻断组肺损伤

重于 DADL E组 ,提示 Glibenclamide不同程度地阻

断了 DADL E对肺损伤的保护作用。L TD 即单位

视野下渗出有红细胞和中性粒细胞的肺泡计数。本

研究结果表明 ,DADL E组 L TD明显小于 CPB模型

组 ,DADL E组细胞浸润轻于 CPB 模型组 ,而 KA TP

阻断组在同时伍用 Glibenclamide 和 DADL E的情

况下 L TD大于 DADL E组 , KA TP阻断组细胞浸润重

于 DADL E组。同时 DADL E组肺上皮细胞超微结

构改变也轻于 CPB模型组和 KA TP阻断组。这些结

果表明体外循环前外源性阿片肽受体激动剂 (DA2
DL E)预处理激动δ12阿片受体 ( G蛋白耦联受体)可

能通过 G蛋白与关联的 A TP 敏感钾通道相互作

用 ,导致 A TP敏感钾通道开放 ,从而产生肺保护作

用 ,包括减轻缺血再灌注损伤的肺微血管通透性的

增加 ,减少肺泡中渗出和细胞浸润。这与 Kakkar

等[ 8 ]和 Grimm等[9 ]研究结果一致。

　　本研究中 DADL E组 PaO2明显高于 CPB 模型

组和 KA TP阻断组而与 Sham 组相近 , PIP升高轻于

CPB模型组而和假手术组无明显差异。这些结果提

示 DADL E可以减轻体外转流后肺缺血再灌注损

伤 ,通过降低再灌注损伤的肺微血管通透性 ,减少肺

泡中渗出和细胞浸润 ,改善肺部血液的氧合及肺顺

应性 , Glibenclamide 阻断了δ12阿片受体依赖的
A TP敏感钾通道 ,所以 DADL E 组肺顺应性和

PaO2均既明显高于 CPB模型组和 KA TP阻断组。

　　综上所述 ,本研究发现通过体外循环前δ12阿片
受体激动剂预处理来达到预防围体外循环期间的肺

损伤是一个可行的方法。DADL E预处理可以减少

肺渗出 ,改善肺的顺应性和血液的氧合 ,对体外循环

后肺再灌注损伤具有保护作用 ,其机制可能与 A TP

敏感钾通道有关 ,具体机制尚待进一步探讨。
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