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　　摘　要：目的　研究大鼠双下肢缺血再灌注所致急性肺损伤（ＬＩＲＡＬＩ）肺组织细胞早期自噬及其相关蛋白的表达。方法　

采用ＬＩＲＡＬＩ模型，１２只雄性ＳＤ大鼠，以随机数字表法分为假手术（Ｓｈａｍ）组，肢体缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组，每组６只。采用ＥＬＩＳＡ

检测血清白乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和免疫荧光法检测肺组织病理变化，利用ＲＴＰＣＲ检测各组肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１和Ａｔｇ５ｍＲＮＡ表达及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３蛋白的表达。结果　与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组ＬＤＨ值升高，显示大鼠ＬＩＲＡＬＩ模型造模成功且肺组织免

疫荧光特异性标记抗体高表达（犘＜０．０１）。采用２－△△ＣＴ法分析肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１和Ａｔｇ５ｍＲＮＡ相对表达量，在Ｉ／Ｒ组较Ｓｈａｍ组

升高（犘＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测显示，Ｉ／Ｒ组较Ｓｈａｍ组ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ高表达、ＬＣ３Ⅱ／ＧＡＰＤＨ 亦明显升高（犘＜０．０１）。

结论　大鼠ＬＩＲＡＬＩ后激活肺组织细胞自噬及其相关蛋白高表达。
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　　肢体缺血再灌注（ｌｉｍｂｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＬＩＲ）在临床

外科中较常见，如动脉损伤或栓塞后再通、断肢再植、肢体创伤

及止血带的长时间应用等；特别是在地震灾难中，肢体缺血损

伤的致死、致残率非常高，值得关注。挽救缺血肢体的关键是

尽快恢复血液循环，但大量研究证明，ＬＩＲ不仅影响局部缺血

组织的存活和功能，还可造成全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ），并

可能导致多脏器功能衰竭（ＭＯＤＳ），其中肺是最易受损的器官

之一，易造成急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）
［１］。近年来

人们对ＬＩＲ所致ＡＬＩ的机制研究多集中在损伤与氧化应激方

面，凋亡、坏死被认为是缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／

Ｒ）组织细胞的病理结局
［２５］。但随着研究的深入，自噬被认为

能够被各种损伤及氧化应激等诱发［６８］。本研究旨在观察大鼠

ＬＩＲＡＬＩ肺组织细胞早期自噬及其相关蛋白的表达。

１　材料与方法

１．１　材料　选取健康雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠１２只，体质量

２２０～２５０ｇ，由南方医科大学实验动物中心提供［许可证号：

ＳＣＸＫ（粤）２０１１００１５］。所有动物饲养和实验操作程序符合南

方医科大学实验动物福利伦理委员会相关规定，并经南方医科

大学动物伦理委员会批准。

１．２　试剂和仪器　Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、第１链ｃＤＮＡ的

合成试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）、ＳＹＢＲ实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ）试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）、ＲＴＰＣＲ逆转录试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司产品）、ＧＤＳ７６００（ＤＦ２３Ｂ）凝胶扫描系统（英国 ＵＶＰ

公司）、ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３０００ＰＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公
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司）、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）垂直

电泳槽（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．３　方法

１．３．１　模型制备　采用大鼠双下肢缺血３ｈ再灌注４ｈ制备

ＬＩＲＡＬＩ模型。实验前大鼠在实验室适应性饲养１ｄ，术前禁

食１２ｈ，自由饮水，实验前２ｈ禁水。随机数字表法分为假手

术（Ｓｈａｍ）组及Ｉ／Ｒ组，每组６只。称质量后大鼠３％戊巴比妥

钠（首剂４０ｍｇ／ｋｇ，维持剂量２０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后固定

于动物手术台上。Ｓｈａｍ组仅双侧股三角处切开皮肤，分离出

股动脉，丝线标记不结扎，缝合创口。Ｉ／Ｒ组分离出股动脉后，

于近腹股沟韧带处用无创微动脉夹夹闭股动脉使双下肢缺血，

缝合创口再以适度松紧的橡皮带环绕结扎双下肢根部以防侧

支循环，以扪不到足背动脉搏动、双足变暗变凉为缺血成功的

标志；３ｈ后打开原切口，去除动脉夹恢复双下肢血流再灌注４

ｈ，动脉搏动恢复及双足逐渐变红变暖为建立ＬＩＲ模型成功。

１．３．２　观察指标　（１）再灌注４ｈ末即刻剖开胸腔，直视下经

心尖部穿刺抽取３～４ｍＬ全血，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ

后取上清液，置于－７０℃冻存待测乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ），并放血处死大鼠。（２）取双肺组织，４℃的冰

０．９％ ＮａＣｌ溶液浸泡，肺变白后取下左肺放置于４％的多聚甲

醛固定２４ｈ以上，石蜡包埋后切片行免疫荧光染色测量，采用

盲法由专科医师在倒置荧光显微镜下阅片，观察肺组织免疫荧

光特异性标记抗体的表达，并利用ＩｍａｇｅＪ２ｘ软件进行免疫荧

光强度分析。（３）利用ＲＴＰＣＲ法检测各组肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１和

自噬相关基因（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＡＴＧ）５ｍＲＮＡ表达：

取右侧肺组织１００ｍｇ，采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒抽提总ＲＮＡ，逆转

录反应合成ｃＤＮＡ，然后采用ＰＣＲ仪进行扩增。引物序列如

下ＧＡＰＤＨ 正向引物：５′ＣＣＴＣＧＴＣＴＣ ＡＴＡ ＧＡＣ ＡＡＧ

ＡＴＧＧＴ３′，反向引物：５′ＧＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡ

ＡＣＡＴＧ３′；Ｂｅｃｌｉｎ１正向引物：５′ＧＧＧＧＣＣＴＡＡＡＧＡＡＴＧ

ＧＡＧＧＧ３′，反向引物：５′ＣＧＴＧＴＣＣＡＧＴＴＴＣＡＧＡＧＧ

ＣＴ３′；ＡＴＧ５正向引物：５′ＡＣＴＧＡＡＣＧＡＧＡＡＧＣＡＧＡＧ

ＣＣ３′，反向引物：５′ＴＧＴＴＣＣＡＡＧＧＣＡＧＡＧＣＴＧＡＧ３′，

引物是由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。ＰＣＲ反应条件：９５℃３０ｓ，９５

℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环，用 ＡｇｉｌｅｎｔＳｔｒａｔａｇｅｎｅＲＴＰＣＲ

仪 Ｍｘ３０００Ｐ进行 ＲＴＰＣＲ实验，测定Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＡＴＧ５ｍＲ

ＮＡ的表达定量。（４）蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测

ＬＣ３蛋白表达：取下剩余右侧肺组织１００ｍｇ，－８０℃保存，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测量肺组织 ＬＣ３蛋白含量，并计算 ＬＣ３Ⅱ／

ＧＡＰＤＨ的蛋白含量比值。目的蛋白采用ＳＤＳＰＡＧＥ，转膜结

束后，取出ＰＶＤＦ膜和凝胶，将凝胶用靠马斯亮蓝染色观察转

移效率；将ＰＶＤＦ膜分别放入装有３ｍＬ抗ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ抗

体中，洗膜后再放入含有３ｍＬ辣根过氧化物酶标记的山羊抗

小鼠ＩｇＧ，１％ＢＳＡＴＢＳ１∶５０００稀释；最后进行化学发光、显

影及定影，将胶片进行扫描或拍照，用凝胶图像处理系统分析

条带净光密度值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验，并做方差齐

性检验；以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠血清 ＬＤＨ 测定　血清 ＬＤＨＳｈａｍ 组为（２．３５±

０．０１）Ｕ／Ｌ，Ｉ／Ｒ组为（６．６６±０．０３）Ｕ／Ｌ，两组比较差异有统计

学意义（狋＝１１９．２４２，犘＝０．０００）；Ｉ／Ｒ组血清ＬＤＨ的活性显著

升高，提示大鼠ＬＩＲＡＬＩ模型制备成功。

２．２　肺组织免疫荧光病理变化及特异性标记抗体表达　免疫

荧光染色镜下Ｓｈａｍ组可见正常肺组织且结构清晰，而Ｉ／Ｒ组

肺组织结构紊乱且肺泡壁增厚；免疫荧光强度值Ｓｈａｍ组为

５．５４±０．０９，Ｉ／Ｒ组为９．５８±０．２１，两组比较差异有统计学意

义（狋＝１７．９７９，犘＝０．０００）；Ｉ／Ｒ组的肺组织免疫荧光特异性标

记抗体高表达，见图１。

　　两组Ａ：荧光ｍｅｒｇｅ；两组Ｂ、Ｃ：原色荧光，蓝色代表细胞核，绿色

代表特异性标记抗体；Ｓｈａｍ组为正常肺组织且结构清晰；Ｉ／Ｒ组为肺

组织结构紊乱且肺泡壁增厚。

图１　　两组大鼠的肺组织免疫荧光图（×１０）

２．３　肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１和ＡＴＧ５ｍＲＮＡ相对定量表达　Ｉ／Ｒ组

与 Ｓｈａｍ 组 Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ２－△△ＣＴ 比 值 分 别 为

１２．７２±０．１３、１８．３４±０．０８，两组比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０１），见表１。

表１　　两组大鼠的肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１和ＡＴＧ５ｍＲＮＡ相对定量表达结果（狓±狊）

组别 Ｂｅｃｌｉｎ１ＣＴ ＧＡＰＤＨＣＴ △ＣＴ（Ａｖｇ．Ｂｅｃｌｉｎ１ＣＴ－Ａｖｇ．ＧＡＰＤＨＣＴ） △△ＣＴ（Ａｖｇ．△ＣＴ－Ａｖｇ．△ＣＴｍｅａｎ） ２－△△ＣＴ

Ｓｈａｍ组 ２７．３７±０．０９ １８．３２±０．０９ ９．０５±０．１６ ０．００±０．１６ １．００±０．１６

Ｉ／Ｒ组 ２４．１５±０．１０ １８．７７±０．１６ ５．３８±０．１３ －３．６７±０．１３ １２．７２±０．１３

续表１　　两组大鼠的肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１和ＡＴＧ５ｍＲＮＡ相对定量表达结果（狓±狊）

组别 ＡＴＧ５ＣＴ ＧＡＰＤＨＣＴ △ＣＴ（Ａｖｇ．ＡＴＧ５ＣＴ－Ａｖｇ．ＧＡＰＤＨＣＴ） △△ＣＴ（Ａｖｇ．△ＣＴ－Ａｖｇ．△ＣＴｍｅａｎ） ２－△△ＣＴ

Ｓｈａｍ组 ２８．６８±０．０６ １８．９６±０．０７ ９．７２±０．０９ ０．００±０．０９ １．００±０．０９

Ｉ／Ｒ组 ２４．６１±０．０５ １９．０８±０．０６ ５．５３±０．０８ －４．２０±０．０８ １８．３４±０．０８

　　２－△△ ＣＴ：Ｉ／Ｒ组目的基因表达相对于Ｓｈａｍ组的变化倍数；：犘＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较。
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＬＣ３蛋白含量及ＬＣ３Ⅱ／ＧＡＰＤＨ

比值　ＬＣ３Ⅰ蛋白含量净光密度值 Ｓｈａｍ 组１６９９．６４６±

２０．７６１，Ｉ／Ｒ组６７０７．３７５±４２．６４１，两组比较差异有统计学意

义（狋＝１０５．５９０，犘＜０．０１）；ＬＣ３Ⅱ蛋白含量净光密度值Ｓｈａｍ

组５７８３．７３３±５３．２９７，Ｉ／Ｒ组１２９６１．４５９±２０４．５１８，两组比

较差异有统计学意义（狋＝３３．９６２，犘＜０．０１）；ＧＡＰＤＨ蛋白含

量净 光 密 度 值 Ｓｈａｍ 组 ７ ６３１．２７０±４５．５６６，Ｉ／Ｒ 组

７５３１．８１８±８．６５１，两组比较差异无统计学意义（狋＝２．１４４，

犘＞０．０５）；ＬＣ３Ⅱ／ＧＡＰＤＨ比值，Ｓｈａｍ组０．７５８±０．００７，Ｉ／Ｒ

组１．７２１±０．０２７，两组比较差异有统计学意义（狋＝３４．１３０，

犘＜０．０１），见图２、３。

图２　　两组大鼠的肺组织ＬＣ３蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

　　
：犘＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较。

图３　　两组大鼠的肺组织ＬＣ３蛋白水平

３　讨　　论

自噬与凋亡的关系是生命科学研究的一个热点，虽然自噬

在除肺组织以外的脏器系统中研究取得了较大进步，但有关

ＬＩＲＡＬＩ与自噬方面的相关研究甚少
［９］。自噬为真核细胞所

特有，是细胞内的物质成分利用溶酶体被降解过程的统称。细

胞对内外环境压力变化如发育、衰老、损伤、缺血缺氧等可诱发

自噬，在某些情况下还可导致细胞死亡。自噬被认为是区别于

细胞凋亡的另一种细胞程序性死亡形式，前者属Ⅰ型，后者为

Ⅱ型
［１０］。

有研究认为，常温下肌肉骨骼肌是肢体最易缺血的组织，

仅可耐受缺血４ｈ
［１１］。肢体Ｉ／Ｒ可引起氧化应激导致肺血管

细胞损伤，而自噬可能是该类损伤的一种可诱导的适应性反

应。自噬的发生需要众多关键 ＡＴＧ的参与，其中 ＡＴＧ１２和

ＡＴＧ５结合形成自噬体前体，他们的高表达促进自噬的激

活［１２］。本研究中，大鼠双下肢缺血３ｈ再灌注４ｈ引起了肺组

织免疫荧光染色特异性标记抗体的高表达，而用半定量 ＲＴ

ＰＣＲ法测定Ｂｅｃｌｉｎ１和ＡＴＧ５ｍＲＮＡ相对表达量亦增高，促进

了自噬的激活。

目前测量自噬的作用途径大致分为３类：显微镜检查、静

态生化测量（如 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）、动态生化测量。其中，免疫荧

光染色法能更好地检测各个时期的自噬小体，而自噬最多的检

测方法是利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３
［１３］。

ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ和Ｂｅｃｌｉｎ１是两个重要的自噬相关分子，被广

泛地用来研究自噬的发生、发展。ＬＣ３是自噬体的标志性蛋

白，当自噬被诱导，细胞质中的ＬＣ３前体通过蛋白水解转化成

ＬＣ３Ⅰ，再进一步转化成磷脂酰乙醇胺结合的ＬＣ３Ⅱ，ＬＣ３Ⅱ

被认为是自噬性细胞死亡的特异性分子标志物［１３］。特别是

ＬＣ３Ⅱ含量的多少与自噬泡数量的多少呈正比，因此可以根

据ＬＣ３的水平来推测自噬作用的大小。在肺血管细胞中，炎

性标志物高表达引发自噬，ＬＣ３Ⅰ转化增加并聚集，自噬量进

一步增加，从而引起肺支气管上皮细胞死亡及组织损伤［１４］。

本研究中大鼠 ＬＩＲＡＬＩ模型 ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ、ＬＣ３Ⅱ／ＧＡＰ

ＤＨ均增高，说明ＬＩＲＡＬＩ导致肺组织自噬上调。

综上所述，ＬＩＲＡＬＩ可诱导自噬发生并促其相关蛋白高表

达，本研究为进一步明确ＬＩＲＡＬＩ与自噬的发病机制奠定了

基础。笔者将利用该抑制剂和激活剂进一步研究ＬＩＲＡＬＩ的

作用机制及临床药物／技术对其干预效果。
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更正说明

《重庆医学》２０１４年第４３卷第２９期第３８６４页《不同亚型食管癌反流病患者胃组织白细胞介素１β表达差异及临床意

义》一文，因题目和内容不符，现将题目更改为《不同亚型非糜烂性反流病患者胃组织白介素１β的表达差异及临床意义》。

特此更正说明。

《重庆医学》编辑部

２０１４年１１月

７８２４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３２期


