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的新型器官保存液对离体兔肺移植供肺细胞凋亡的

影响%方法
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只雄性成年新西兰大白兔分
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组'低钾葡聚糖"

KTZ

$组和
]bF

组(!分别用
KTZ

液及新型器

官保存液灌洗供肺!建立兔改良离体单肺移植模型并再灌注
1;

%测定供肺细胞凋亡指数&
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表达水平%结果
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组比较!
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的阳性细胞计数明

显下降"
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表达水平明显降低!
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表达升高"
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的新型

器官保存液可通过抑制细胞内外源性凋亡途径抑制细胞凋亡%
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如何减轻缺血再灌注肺损伤是目前肺移植研究

中迫切需要解决的临床问题'
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)以低钾葡聚糖$
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"8=++#BD!9E8:=,
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KTZ

&液为代表的细胞外液型供肺

保存液在肺移植后早期肺功能保护方面已表现出极

大优势'

1

(

)在现有
KTZ

液基础上#有针对性地加入

某些具有保护作用的活性物质#以提高供肺保存效果

是目前肺保护研究热点'

'

(

)本课题组前期研究证实
$

型钠氢通道$
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c]F$

&特异性

抑制剂
]bF)01

能够减轻兔离体心肌的缺血再灌注

损伤'

0

(

)因此#本实验拟比较含
]bF)01

的新型器官

保存液与
KTZ

液对肺移植供肺细胞凋亡的影响#以

深入探讨新型器官保存液减轻供肺缺血再灌注损伤

的具体机制#现报道如下)
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公司#美国&%单克隆
M=+

"

M=+.K

一抗#兔多克

隆
NC<.1

"

N=E

一抗#二氨基联苯胺$

Z6N

&显色剂$

Q#

A

.

D=

公司#美国&%单克隆抗体
$

.=C8#,

$

Q=,8=O:Be

公

司#美国&%多功能真彩色细胞图像分析管理系统$
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新型器官保存液的制备
!

将固体粉末型

c]F$

特异性抑制剂
]bF)01

溶于含有已配制好的

KTZ

液的容量瓶中#调整
]bF)01

的浓度为
3%

'

D"<

"

K

#玻璃棒充分搅拌
'%D#,

#使固体溶剂充分溶解)用

氢氧化钠$

c=b]

&调整
>

]

值至
-&1

%

-&)

#并用
3%

'

D

微孔过滤器滤去不溶残渣#便得到无菌的新型器官保存

灌洗液#密封后放于
0W

冰箱内保存备用)
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动物分组
!

10

只成年雄性新西兰大白兔分
1

组#

KTZ

液组$

KTZ

组&和新型器官保存液组$

]bF

组&#每组
$1

只#每次实验需要
1

只#分别作为肺移植

的供体兔和受体兔)

KTZ

组和
]bF

组供体兔心跳

停止后#取出心肺联合体#结扎右侧肺门#分别用常规

的
KTZ

液和含有
]bF)01

的新型器官灌洗保存液对

左肺进行顺行灌洗)

>&?&@

!

动物模型制备及处理
!

受体兔麻醉开胸#全

身肝素化#右侧颈内静脉置入
3M:

中心静脉导管至右

心房#左侧颈总动脉置入
3M:

中心静脉导管至主动脉

弓)游离心肺组织后结扎左侧肺门#分别将右颈内静

脉导管和左颈总动脉导管与已用胶体液预充的体外

循环机相连)取出供肺#将其妥善固定于灌注装置

内#于再灌注开始前通过呼吸机进行机械通气#吸入

0%U

氧气#潮气量为
/DK

"

I

A

#呼吸频率
0%

次"分)

在体外循环泵的作用下从受体兔右颈内静脉引流出

的静脉血以
0%DK

"

D#,

的速度经供体的肺动脉导管

进入供体左肺进行氧合)氧合后的血液通过肺静脉

经心尖部的引流管流出#在体外循环泵的推动下进入

受体兔左颈总动脉导管#泵入受体兔体内#这样形成

了一个离体肺移植模型)在整个再灌注过程中#通过

调节左颈内静脉的引流速度#使受体兔动脉血压维持

于
/%

%

$%%

"

3%

%

-%DD ]

A

#以稳定受体兔的整个血

容量)通过恒温水浴系统#将体外循环管路内血液温

度维持在
'-W

左右)待体外循环$再灌注&建立成功

且循环稳定再灌注
1;

后#用
3DK$%U

氯化钾$

SO<

&

将受体兔处死#并留取供体肺组织标本)
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供体肺细胞凋亡指数$

=

>

"

>

8"+#+#,!9E

#

6J

&检

测
!

剪取供肺中下叶背侧面约
%&3CD

' 的肺组织#迅

速将其放入
$%U

甲醛液中固定
10;

后进行病理切片

制作)石蜡标本的制作!无水乙醇对标本进行梯度脱

水处理后#二甲苯*二甲苯
.

石蜡及石蜡依次浸泡标本)

将标本置入熔融的石蜡中浸透#包埋)对包埋好的石

蜡标本进行切片#厚度为
3

'

D

)乙醇对标本进行梯

度水化#用蛋白酶
S

室温孵育
$3

%

'%D#,

#

'-W

孵育

$3D#,

#磷酸盐缓冲溶液$

TNQ

&冲洗
1

次)标本滴加

3%

'

K

的
2XcFK

反应混合溶液#在湿盒中
'-W

孵育

)%D#,

#

TNQ

冲洗
'

次#荧光镜下分析结果)

2XcFK

染色后的阳性细胞表现为细胞核呈黄棕色着染#而部

分也可因
Zc6

碎片逸出细胞核而呈现较浅的阳性着

色)每张切片在
0%%

倍光镜下随机选择
$%

个视野进

行观察和计数#将整个视野中的阳性细胞$凋亡细胞&

占总的细胞数的百分比作为凋亡指数$

6J

&#

6Ji

凋亡

细胞数"总细胞数
[$%%U

)

>&?&E

!

肺组织中凋亡蛋白含半胱氨酸的天冬氨酸蛋

白水解酶
.'

$

C=+

>

=+9.'

&的测定
!

取肺组织块#用
0U

多聚甲醛进行固定#乙醇梯度脱水后石蜡包埋*切片%

将厚度
'

%

3

'

D

的组织切片附于经多聚赖氨酸附膜

的载玻片上#脱蜡*入水冲洗)切片上滴加正常山羊

血清封闭液#室温孵育
1%D#,

)切片上滴加一抗#

0

W

过夜#切片上滴加生物素化二抗$

J

A

L

&#

'-W

孵育

1%D#,

#切片上滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液)

使用
Z6N

显色试剂盒
$DK

蒸馏水加显色剂
6

*

N

*

O

各
$

滴#混匀#加至标本上#显色
)D#,

#充分水洗后脱

水*中性树脂封片)显微镜观察!两组进行
$%%

倍和

0%%

倍的显微照相)染色后的阳性细胞表现为细胞质

和细胞核呈黄褐色着染)每张切片在
0%%

倍光镜下

随机选择
3

个视野进行观察#对整个视野中的阳性细

胞进行计数)

>&?&F

!

肺组织中
M=+

"

M=+K

和
NC<.1

"

N=E

蛋白水平的

检测
!

剪取供肺中下叶背侧面约
%&3CD

' 的肺组织#

清理干净表面血迹及附着物#用电子天平称量后按质

量体积比加生理盐水制备成
$%U

的组织匀浆)将该

组织匀浆进行离心#离心速度
'%%%:

"

D#,

#

$%D#,

)

离心后取组织匀浆上清液再用生理盐水按
$̀ (

稀释

成
$U

组织匀浆待测)由
P/%W

冰箱取出提取的总

蛋白标本#冰中融化%制备分离胶#浓缩胶#上样#电

泳)凝胶电泳结束后#将凝胶上分离到的蛋白条带通

过转移电泳方式转印至固相支持物上#然后分别用非

标记一抗及辣根过氧化物酶标记的二抗对其进行孵

育*检测#用
JD=

A

9a

软件分析灰度值)

>&@

!

统计学处理
!

采用
QTQQ$-&%

软件进行数据分

析#计量资料以
J4B

表示#组间比较采用
<

检验#以

!

$

%&%3

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

供体肺细胞
6J

及凋亡蛋白
C=+

>

=+9.'

的表达
!

]bF

组只有少量细胞的细胞核出现了黄棕色着染#

而
KTZ

组供肺组织中细胞核呈现黄棕色的细胞数量

明显增加#并且
KTZ

组中呈
2XcFK

阳性反应的细

胞主要是
(

型肺泡上皮细胞和血管内皮细胞#见图
$

)

]Fb

组的
6J

明显小于
KTZ

组$

!

$

%&%3

&)

]bF

组

中
C=+

>

=+9.'

阳性细胞数明显低于
KTZ

组$

!

$

%&%3

&#见图
1

*表
$

)

图
$

!!

2XcFK

染色后两组细胞凋亡检测结果$
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卷第
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期



图
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两组
C=+

>

=+9.'

表达检测结果$

[0%%

%

表
$
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两组
6J

及
C=+

>

=+9.'

阳性细胞数比较$

J4B

&

(i)

%

组别
6J

$

U

&

C=+

>

=+9.'

阳性细胞数$个&

KTZ

组
$'&%)4%&-$ '$&-34/&''

]bF

组
0&3-4%&('

=

$)&/'4-&(/

=

!!

=

!

!

$

%&%3

#与
KTZ

组比较

?&?

!

肺组织中
M=+

"

M=+K

和
NC<.1

"

N=E

蛋白水平的

表达变化
!

与
KTZ

组比较#

]bF

组
M=+

和
M=+K

的

表达均明显降低$

!

$

%&%3

&%

]bF

组
NC<.1

蛋白表达

增加而
N=E

蛋白的表达降低#两者的比值$

NC<.1

"

N=E

&较
KTZ

组明显升高$

!

$

%&%3

&#见图
'

*表
1

)

图
'
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两组
M=+

'

M=+.K

(

NC<.1

'

N=E

蛋白表达检测

表
1

!!

两组
M=+

'

M=+.K

(

NC<.1

'

N=E

蛋白相对表达

!!!

水平比较$

J4B

&

(i)

%

组别
M=+ M=+.K N=E NC<.1

KTZ

组
$&034%&1$ $&1-4%&'' $&'14%&'' %&-)4%&1$

]bF

组
$&$04%&1/

=

%&//4%&1)

=

%&()4%&1)

=

$&''4%&1'

=

!!

=

!

!

$

%&%3

#与
KTZ

组比较

@

!

讨
!!

论

!!

目前衡量肺移植后肺缺血再灌注损伤程度的指

标主要是肺功能的本身和肺的组织病理学改变#而对

肺组织细胞凋亡的研究相对较少'

3

(

)研究表明缺血

再灌注损伤所引发的凋亡细胞与供肺的分流指数及

细胞的氧化损伤程度呈正相关'

)

(

)特别是在再灌注

的早期#细胞凋亡与动脉血氧分压*肺组织病理学改

变及肺组织的含水量变化趋势一致'

-

(

)

本研究显示#

]bF

组供肺离体灌注
1;

后其
6J

明显低于
KTZ

组#凋亡蛋白
C=+

>

=+9.'

的表达也显著

降低)再灌注带来的大量细胞凋亡使得存活的*有功

能的肺泡上皮细胞的细胞总数下降)这导致呼吸膜

的结构完整性受到破坏#肺表面活性物质的分泌减

少#最终发生肺不张及肺水肿影响肺的换气功能'

/

(

)

因此#细胞凋亡直接参与了肺移植过程中的缺血再灌

注肺损伤#是移植后肺功能损伤程度的一个重要

指标)

本研究发现外源性凋亡途径的特征性蛋白
M=+

和
M=+.K

在
]bF

组肺组织中仅有少量表达#而在

KTZ

组中表达明显上调)肺的缺血再灌注损伤可使

得肺组织及肺动脉上皮细胞
M=+

"

M=+.K

的表达增加#

而通过给予
M=+.K

抗体的方式消耗
M=+

则可以明显

的减轻细胞凋亡'

(

(

)另一方面#

]bF

组供肺组织的

NC<.1

蛋白的表达明显高于
KTZ

组#同时
N=E

蛋白的

表达又明显低于
KTZ

组)多个研究证实
NC<.1

在供

体移植物中的过度表达具有抗凋亡的细胞保护作用)

而促凋亡基因
N=E

则是通过对抗
NC<.1

蛋白的抗凋亡

作用发挥效应的)

NC<.1

与
N=E

的比值越高#说明细

胞中抗凋亡因子作用较强%反之#则说明细胞中正在

或是即将发生凋亡'

$%

(

)本研究显示
]bF

组供肺细

胞仍然处于相对抗凋亡状态#而
KTZ

组供肺细胞内

源性凋亡途径正处于活跃状态#正在执行细胞凋亡的

指令#诱发细胞凋亡)

c]F$

广泛分布于肺泡细胞#特别是
(

型肺泡上

皮细胞表面)在缺血缺氧细胞内氢离子水平增加出

现酸中毒时#

c]F$

通道被激活#通过
]

g

.c=

g

.O=

1g

等电位交换的方式使得大量的细胞外
O=

1g进入细胞

内形成了钙超载#而细胞内
O=

1g浓度升高可能是调控

凋亡起始的主动因素之一'

$$

(

)本研究的前期研究结

果显示#与
KTZ

液相比#该新型器官保存液能大幅降

低细胞内钙离子浓度'

$1

(

)因此#

]bF)01

通过特异性

抑制
c]F$

#使得细胞内
O=

1g水平升高没有超过线粒

体的缓冲能力#无法大规模激活细胞内*外源性凋亡

通路#导致细胞凋亡较少)

本研究选择再灌注
1;

作为时间点检测细胞凋亡

情况是因为在犬*大鼠及人类的同种单肺移植过程

中#再灌注
1;

后供肺细胞的
6J

达到一个顶峰)其

机制可能是因为凋亡是程序性的细胞死亡#并且是一

个主动的耗能过程#在短时间的冷冻保存过程中#细

胞缺乏能量转换而无法执行凋亡指令#再灌注开始后

能量供给正常细胞随即开始凋亡进程%如果冷保存时

间过长#细胞在长时间的冷缺血过程中已经开始死

亡#即使再灌注后细胞也只能发生坏死而不是凋

亡'

$'

(

)

综上所述#本研究证实含
]bF)01

的新型器官保

存液能通过抑制细胞内*外源性凋亡通路相关蛋白的

表达#从而最终减少细胞凋亡#减轻供肺的缺血再灌

注损伤)
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