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肺移植是治疗各种终末期肺功能衰竭的最有效方

法，但肺不同于肝、肾，它是一个空腔脏器，冷缺血保存

时间只有 4~6 h，而且常常伴有严重的缺血再灌注损

伤。肺缺血再灌注损伤（Lung ischemia reperfusion

injury, LIRI）是一个复杂的病理生理过程，以往研究表

明其与炎症、活性氧自由基的释放、促炎介质释放、白细

胞活化、细胞表面黏附分子上调、及保护性介质如肺泡

表面活性物质的减少等因素相关［1］。肺泡巨噬细胞是

启动LIRI的重要细胞，供体肺内的巨噬细胞在再灌注

时迅速活化并释放促炎因子如TNF-α、单核细胞化学趋

化蛋白-1等。而中性粒细胞是参与肺移植后LIRI中、
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摘要：目的 探讨乳化氟碳联合川芎嗪对肺缺血再灌注损伤的影响及其机制。方法 建立大鼠肺缺血再灌注模型，随机分为对照

组（C组）、川芎嗪组（T组）、乳化氟碳组（P组）和乳化氟碳联合川芎嗪组（TP组），每组10只，分别在恢复血供前5 min由尾静脉给

药，并在恢复血供3 h后处死动物，取肺脏组织测定丙二醛（MDA）、髓过氧化物酶（MPO）、超氧化物歧化酶（SOD）、肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）含量，观察肺脏组织病理改变并评分。结果 T组、P组、TP组肺组织MDA、MPO含量显著低于C组（P<0.05），TP

组MPO含量显著低于T组和P组（P<0.05）；T组、P组、TP组肺组织SOD含量显著高于C组（P<0.05），TP组SOD活性显著高T

组和P组（P<0.05）；4组动物肺组织TNF-α含量无统计学差异（P>0.05）；C组肺组织可见明显水肿、肺泡腔可见红细胞及渗出；T

组、P组肺组织未见明显水肿，可见少量红细胞及渗出；TP组肺组织未见明显水肿，可见少量渗出；C组病理积分大于T组、P组及

TP组，T组及P组病理积分大于TP组（P<0.05）。结论 乳化氟碳及川芎嗪可提高内源性清除氧自由基的能力，抑制中性粒细胞

在肺内聚集，减少肺缺血再灌注损伤，两者联合使用效果更好。
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Abstract: Objective To investigate the effects of perfluorocarbon and ligustrazine in protecting the lungs against
ischemia-reperfusion injury in rats. Methds Forty SD rats with ischemia-reperfusion lung injury were randomized equally into
control, ligustrazine, perfluorocarbon, and perfluorocarbon plus ligustrazine groups and received the corresponding treatment
via the tail vein 5 min before reperfusion. The lung tissues were harvested and the levels of malondialdehyde (MDA),
myeloperoxidase (MPO), superoxide dismutase (SOD) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were detected 3 h after
reperfusion. The pathological changes and pathological scores of the lung tissues were analyzed. Results MDA and MPO
levels were significantly lower and SOD activities significantly higher in the lung tissues in the 3 treatment groups than in the
control group (P<0.05). The rats in the combined treatment group showed a significantly lower MPO level and a significantly
higher SOD activity than those treated with ligustrazine or perfluorocarbon alone (P<0.05). No significant difference was
found in TNF-α levels in the lung tissues among the 4 groups (P>0.05). The lung tissues in the control group showed obvious
edema and exudation, and the tissues in ligustrazine and perfluorocarbon groups showed no edema but with a few red blood
cells and exudation; no edema was found in the combined treatment group with only a small amount of exudation. The
pathological scores differed significantly among the 4 groups. Conclusion Perfluorocarbon and ligustrazine, especially in
combined use, can promote endogenous oxygen free radical scavenging, decrease peripheral blood proinflammatory
cytokines, and inhibit neutrophils filtration in the lungs of rats with ischemia/reperfusion lung injury.
Key words: perfluorocarbon; ligustrazine; lung ischemia-reperfusion injury
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后期的主要细胞［2］，在再灌注时粘附在血管内皮细胞表

面，通过在细胞表面表达选择性蛋白，释放有害的蛋白

酶、氧自由基［3］、细胞因子如TNF-α、血小板活化因子

（platelet-activating factor）而加剧肺组织的损伤。所有

这些变化将直接或间接导致微血管系统的生理变化，表

现为肺血管阻力和微血管通透性增加，进一步引起通气

血流比例失调导致气体交换障碍［4］，移植肺再灌注水肿，

甚至肺功能丧失。LIRI成为威胁肺移植手术成功与否

的重要因素。到目前为止，LIRI治疗的还是以支持、对

症治疗为主，尚无比较确定的特异性预防、治疗LIRI的

手段或药物。因此，最大程度的减少肺缺血再灌注损伤成

为肺移植技术发展的一个重要瓶颈。我们前期的实验证

实肺内灌注［5］或雾化吸入［6］乳化氟碳（perfluorocarbon）结

合川芎嗪（ligustrazine）能降低猪急性肺损伤后的肺部

炎症，对受损肺脏有确切的保护作用。两者联合静脉注

射目前尚未见报导，本实验将乳化氟碳结合川芎嗪以静

脉注射的给药方式，更切合临床应用，探讨其对肺缺血

再灌注损伤的影响，为临床肺移植手术PIRI的治疗提

供更充足的理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物

清洁级 Sprague-Dawey（SD）大鼠，体质量 350~

400 g，由广东省医学实验动物中心提供，动物饲养于清

洁级环境，自由摄食、饮水，室温20~25 ℃，湿度40%~

70%。

1.2 方法

1.2.1 大鼠肺缺血再灌注模型的建立 参照Eppinger［7］、

杨世疆［8］的方法建立大鼠肺缺血再灌注模型。选取40

只清洁级同系纯种雄性Sprague-Dawey（SD）大鼠，体质

量350~400 g，由广东省医学实验动物中心提供。所有大

鼠均术前禁食12 h，不禁水，术前30 min在大鼠后肢外侧

肌注硫酸阿托品0.4 mg/kg。1%的戊巴比妥钠50 mg/kg

腹腔注射麻醉，然后作气管切开并置入静脉留置针

（已拔出针芯）行机械通气，呼机机参数为：呼吸频率

75次/min，呼吸比1∶2，潮气量10 mL/kg。开胸后显露

肺门，无创血管钳钳夹左肺门致左肺门血管无舒缩，左

肺无通气，调整呼吸机潮气量至原来的2/3，持续45 min。

然后松开血管钳恢复血供，调整呼吸机恢复至原来的潮

气量，持续通气3 h，即认为模型制作成功。

1.2.2 乳化氟碳联合川芎嗪对肺缺血再灌注损伤保护作

用 将40只健康雄性SD大鼠随机分为4组，每组10只，

即对照组（C组）、川芎嗪组（T组）、乳化氟碳组（P组）及川

芎嗪联合乳化氟碳组（TP组）。C组在恢复血供前5 min

由鼠尾静脉注入生理盐水0.2 mL/10 g；T组在恢复血供

前5 min由鼠尾静脉注入川芎嗪注射液0.1 mL/10 g，随

后注入0.1 mL/10 g生理盐水；P组则在恢复血供前5 min

由鼠尾静脉注入0.1 mL/10 g乳化氟碳，随后注入0.1 mL/

10 g生理盐水；TP组则在恢复血供前5 min由鼠尾静脉

同时注入0.1 mL/10 g乳化氟碳及0.1 mL/10 g川芎嗪

注射液。

1.2.3 组织取样及测定方法 恢复血供3 h后，1%的戊

巴比妥钠50 mg/kg腹腔注射麻醉，打开、充分显露胸腹

腔，止血钳夹闭左肺门，整块取出左肺，分别在各肺叶同

一部位剪一小块组织放入福尔马林溶液中浸泡，用于常

规步骤制作切片及HE染色；其余肺组织立即用无菌冷

PBS缓冲液漂洗肺组织，取适量肺组织剪碎放入匀浆管，

加入19倍冷生理盐水，在冰浴中充分手动研磨制成5%匀

浆，离心后取上清冻存于-80 ℃冰箱中。分别取样本测

MDA、MPO、SOD、TNF-α含量。SOD含量的测定采用

WST法完成，MDA含量的测定采用TBA法完成，TNF-α、

及MPO采用ELISA法测定，严格按照说明书操作。

HE染色后的切片在光镜下观察，主要观察：肺泡及

肺泡间质有无水肿增厚，肺泡腔有无红细胞渗出，有无

炎性细胞浸润，有无纤维蛋白渗出。无此项病理改变记

为1分，病理变化轻微且位置局限记为2分，病理变化显

著但位置局限或病理变化轻微但病变广泛记为3分，广

泛显著病变记为4分。各观察项目分别评分，累加后即

为此样本得分，每例10个样本均参与评分，取其平均值

作为该例病理检查最终得分，从而综合全面的评估肺损

伤程度。

1.3 统计学处理

所有数据以均数±标准差表示，用SPSS 17.0统计

软件分析，数据间的比较采用析因设计的方差分析方法

加以分析；P<0.05为差异有统计学显著性。

2 结果

2.1 肺组织MDA含量的比较

T组、P组、TP组肺组织MDA含量显著低于C组

（P<0.05，表1）。

2.2 肺组织MPO含量的比较

T组、P组、TP组肺组织MPO含量显著低于C组

（P<0.05）；TP 组 MPO 含量显著低于 T 组和 P 组（P<

0.05，表1）。

2.3 肺组织SOD活性的比较

T组、P组、TP组肺组织SOD活性显著高于C组

（P<0.05）；TP 组 SOD 活性显著高于 T 组和 P 组（P<

0.05，表1）。

2.4 肺组织TNF-α表达的比较

4组肺组织TNF-α含量无统计学差异（P>0.05，表1）。

2.5 肺组织的病理变化

C组的肺泡、间质及脉管周围组织水肿增厚，肺泡
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腔内可见红细胞，并有明显渗出，与他人研究相似［9］，大

鼠肺缺血再灌注模型建立成功。T组的肺泡、间质及脉

管周围组织无明显水肿，肺泡腔可见少量红细胞及少量

渗出。P组的肺泡、间质及脉管周围组织无明显水肿，肺

泡腔可见少量红细胞及少量渗出。TP组的肺泡、间质及

脉管周围组织无明显水肿，肺泡腔内少量渗出，见图1。

C组的病理积分大于T组、P组及TP组，T组及P组

病理积分大于TP组，4组病理积分存在统计学差异（P<

0.05，表2）。

表 1 4组动物肺组织MDA、MPO、SOD、TNF-α含量
Tab.1 Levels of MDA, MPO, SOD, and TNF-α in the lung tissues of the 4 groups (Mean±SD, n=10)

Group

C

T

P

TP

MDA (μmoL/mg)

6.34±1.27

5.37±1.12*

5.26±0.89*

5.04±1.02*

MPO (U/g)

0.47±0.09

0.39±0.10*

0.41±0.13*

0.31±0.08*▲＃

SOD (U/mL)

11.39±1.87

14.47±1.70*

15.03±1.32*

17.59±4.33*▲＃

TNF-α (pg/mL)

215.94±38.49

195.60±26.26

200.31±19.37

184.65±41.58

C: Control group; T: Ligustrazine group; P: Perfluorocarbon group; TP: Perfluorocarbon combined with

ligustrazine group. *P<0.05 vs C group; ▲P<0.05 vs T group; #P<0.05 vs P group.

图1 肺组织的病理变化
Fig.1 Histopathological changes in the lung tissues in the 4 groups (HE staining, Original
magnification: ×200). A: Control group. Obvious edema and exudation can be seen; B, C:
Ligustrazine and perfluorocarbon groups, respectively, where a few red blood cells and
exudation can be seen without edema; D: Combined treatment group, where a small
amount of exudation was seen without edema.

A B

C D

3 讨论

肺脏具有复杂的肺泡-毛细血管网状结构，极易受

到缺血再灌注的损伤，移植肺的缺血再灌注损伤多发生

在肺移植术后72 h之内，特征性的表现是非特异性的肺

泡破坏、肺水肿和低氧血症。这种损伤和中性粒细胞的

活化及聚集、各种炎症因子释放及氧化应激反应密切相

关。大量的炎性因子失控性生成导致瀑布式的炎症连

锁反应，从而释放氧自由基及蛋白酶等攻击肺泡-毛细

血管网状结构，造成肺水肿、通气功能下降等。严重的

肺缺血再灌注损伤还会导致早期移植肺功能不全［10］、增

加供肺急性排斥反应的发生和长期的肺功能衰竭。

含双键的脂肪酸过氧化可生成MDA，它的产生与

脂质过氧化相平行，MDA含量可代表脂质过氧化物的

浓度，间接反映组织细胞氧化损伤程度。SOD可清除

超氧阴离子自由基，保护细胞免受损伤，在机体的氧化

与抗氧化平衡起着至关重要的作用，SOD活力的高低

间接反应了机体清除自由基的能力。本实验研究表明，

川芎嗪组、乳化氟碳及乳化氟碳结合川芎嗪组动物的
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MDA含量明显低于生理盐水动物组；川芎嗪组、乳化氟

碳及乳化氟碳结合川芎嗪组动物SOD含量明显高于生

理盐水组，乳化氟碳结合川芎嗪组动物SOD含量明显

高于川芎嗪动物组及乳化氟碳动物组，说明川芎嗪及乳

化氟碳可以产生抗氧化应激，使内源性清除氧自由基的

能力增强，而且二者合用效应更强。

MPO是多型核粒细胞的一种标志性酶，其活性和

组织中中性粒细胞的浸润程度成正比，是反映中性粒细

胞浸润的可靠指标。彭雪梅等已经证实将乳化氟碳和

川芎嗪联合应用进行肺内灌注可以有效地减少中性粒

细胞浸润，抑制炎性细胞NF-κB的活化和细胞因子

TNF-α与 IFN-γ的表达，减轻肝肺综合征猪肝移植围手

术期引起的肺损伤［11］。本实验研究表明，川芎嗪组、乳

化氟碳组及乳化氟碳结合川芎嗪组动物的MPO含量明

显低于生理盐水组，乳化氟碳结合川芎嗪组动物的

MPO含量明显低于川芎嗪组及乳化氟碳组，说明川芎

嗪及乳化氟碳可减少炎性细胞的激活及减少中性粒细

胞在肺内聚集浸润，将两者联合应用在减少肺组织炎症

浸润上能发挥更大作用。

TNF-α主要由激活的巨噬细胞、内皮细胞、中性粒

细胞及B淋巴细胞分泌，被认为是引起肺损伤最重要和

最早产生的细胞因子之一。有研究认为［24-25］，TNF-α在

损伤后12 h或24 h左右明显升高并达到高峰。本实验

中肺缺血再灌注各组动物TNF-α含量无统计学差异。

这是否由于肺损伤后引起TNF-α开始释放增高，但本研

究缺血再灌注时间（≤8 h）较短，TNF-α含量还在上升

期，乳化氟碳或者川芎嗪的保护作用尚未体现出来？这

有待进一步研究。

本研究中肺组织的病理变化与实验检测指标结果

有高度的一致性。T组、P组及TP组与C组相比，肺组

织结构更清晰完整，肺泡、间质及脉管周围组织无明显

水肿；同时TP组比T组、P组肺泡腔内有更少的红细胞

及渗出，病理积分也是最低的。说明乳化氟碳及川芎嗪

均可保护肺组织，减少肺缺血再灌注损伤，两者合用对

肺组织保护作用更强。

近年来，有许多研究证明乳化氟碳及川芎嗪用于器

官移植可显著减轻移植后器官缺血再灌注损伤，对缺血

器官有保护作用［12, 23］。川芎嗪通过以下途径减轻移植

后器官缺血再灌注损伤：（1）提高内源性清除氧自由基

的能力，产生抗氧化应激［13］；（2）调节内皮功能［14］，其减

轻肺毛细血管内皮损伤，降低肺血管通透性，抑制中性

粒细胞在肺内聚集；（3）可显著降低外周血促炎细胞因

子水平［15-16］，如 IL-8、TNF-α等，从而保护肺组织免遭致

炎因子的损伤作用。乳化氟碳颗粒小、携氧高、气体交

换迅速，是良好人工氧载体，其对缺血器官的保护作用

主要表现在：（1）乳化氟碳摄取、释放氧速度极快，远快

于血红蛋白，且颗粒微小，仅为血红蛋白的1/70~80，可

进入毛细血管和部分发生阻塞的血管，迅速携氧到达红细

胞所不能及的缺血组织，快速而又充分的向组织供氧［17］；

（2）乳化氟碳具有显著抗炎效应，可抑制中性粒细胞及

巨噬细胞聚集，降低各种炎症因子产物，减轻组织的炎症

破坏，减少氧自由基的释放，缓解细胞的过氧化反应［18］；

（3）乳化氟碳可抑制红细胞及血小板的聚集，改善微循

环，有利于物质交换和代谢［19］；（4）乳化氟碳不含血液有

形成份，可使细胞毒性物质来源有所减少；（5）乳化氟碳

可在缺血过程中维持组织内ATP水平［20-22］。

综上所述，乳化氟碳及川芎嗪可提高内源性清除氧

自由基的能力，产生抗氧化应激，显著降低外周血促炎

细胞因子水平，抑制中性粒细胞在肺内聚集，减轻组织

的炎症破坏，对抗肺缺血再灌注的病理损伤。同时，本

研究表明乳化氟碳静脉给药可以起到与肺灌洗、雾化吸

入同样的肺保护作用，这为以后的临床应用研究打下了

良好的基础。但鉴于再灌注损伤机制较复杂、乳化氟碳

与川芎嗪的相互作用尚不明确，川芎嗪及乳化氟碳对肺

组织的保护有待于更深入的研究。
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