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高氧液联合缺血后处理对家兔肠缺血再灌注致肝损伤的保护作用

张　彬，贺
!

栋，朱绍辉，房祥杰

（新乡医学院第一附属医院普通外科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨高氧液联合缺血后处理对家兔肠缺血再灌注所致肝损伤的保护作用。方法　将家兔４８只随
机分为假手术组（ＳＯ组）、缺血再灌注组（ＩＲ组）、高氧液组（ＨＯ组）和高氧液缺血后处理组（ＨＩ组），每组１２只。ＳＯ
组家兔仅手术显露肠系膜上动脉（ＳＭＡ）；ＩＲ组家兔阻断ＳＭＡ６０ｍｉｎ，再灌注１２０ｍｉｎ；ＨＯ组家兔在阻断 ＳＭＡ６０ｍｉｎ
和再灌注１２０ｍｉｎ过程中静脉输入高氧液；ＨＩ组家兔于阻断ＳＭＡ６０ｍｉｎ后，再灌注开始时静脉输入高氧液，同时进行
３个循环的３０ｓ再灌注／３０ｓ阻断的缺血后处理。再灌注１２０ｍｉｎ后采集各组家兔动脉血、静脉血及部分小肠、肝组
织，检测肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素（ＩＬ）１０、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）及内毒
素水平，测定血清及小肠、肝组织内丙二醛（ＭＤＡ）含量及髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，Ｃｈｉｕ６
级评分法观察肠黏膜损伤情况，细菌培养观察细菌移位率，免疫组织化学观察肝组织中核因子 κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５的表
达。结果　ＩＲ组家兔血清中ＴＮＦα、ＩＬ１０、内毒素水平显著高于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中ＴＮＦα、
内毒素水平显著低于ＩＲ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＩ组家兔血清中 ＴＮＦα、内毒素水平显著低于 ＨＯ组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中ＩＬ１０水平显著高于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１），ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中 ＩＬ１０水平比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＩＲ组家兔血清中ＭＰＯ活性和ＭＤＡ水平显著高于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中
ＭＰＯ活性和ＭＤＡ水平显著低于 ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔血清中 ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ水平显著低于 ＨＯ组（Ｐ＜
００５，Ｐ＜０．０１）。ＩＲ组家兔血清中ＳＯＤ活性显著低于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中ＳＯＤ活性显著高
于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１），且ＨＩ组家兔血清中ＳＯＤ活性显著高于ＨＯ组（Ｐ＜０．０１）。ＩＲ组、ＨＯ组和ＨＩ组家兔肠黏膜损伤
评分显著高于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），ＨＯ组和ＨＩ组家兔肠黏膜损伤评分显著低于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１），ＨＩ组家兔肠黏膜损伤
评分显著低于ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。ＩＲ组家兔小肠黏膜组织中 ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ水平显著高于 ＳＯ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＯ
组和ＨＩ组家兔小肠黏膜组织中ＭＰＯ活性和ＭＤＡ水平显著低于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔小肠黏膜组织中ＭＰＯ活
性和ＭＤＡ水平显著低于ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。ＩＲ组家兔小肠黏膜组织中ＳＯＤ活性显著低于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＯ组、
ＨＩ组血清ＳＯＤ活性仍显著高于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔小肠黏膜组织中 ＳＯＤ活性显著高于 ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。
ＳＯ组家兔肝组织均无细菌移位，ＩＲ组家兔肝脏细菌移位率１００．０％，ＨＯ和 ＨＩ组家兔肝脏细菌移位率均为８３３％，
ＨＯ和ＨＩ组家兔肝脏细菌移位率与 ＩＲ组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＩＲ组、ＨＯ组、ＨＩ组家兔肝组织内
ＮＦκＢｐ６５阳性表达显著高于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），ＨＯ组和 ＨＩ组家兔肝组织内 ＮＦκＢｐ６５阳性表达显著低于 ＩＲ组
（Ｐ＜０．０１），ＨＩ组家兔肝组织内ＮＦκＢｐ６５阳性表达显著低于 ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。ＩＲ组家兔肝组织中 ＭＰＯ活性及
ＭＤＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平显著高于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＯ组和 ＨＩ组家兔肝组织中 ＭＰＯ活性及 ＭＤＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平仍显
著低于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔肝组织中ＭＰＯ活性及ＭＤＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平显著低于 ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。ＩＲ组家
兔肝组织中ＳＯＤ活性显著低于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），ＨＯ组和ＨＩ组家兔肝组织中ＳＯＤ活性显著高于 ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；
ＨＩ组家兔肝组织中ＳＯＤ活性显著高于ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。结论　高氧液联合缺血后处理可以减轻肠缺血再灌注引
起的肝损伤。
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　　肠缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕ
ｒｙ，ＩＲＩ）在严重感染、创伤、休克、心肺功能不全及小
肠移植的病理演变过程中起重要作用［１］，不仅可以

引起肠黏膜上皮细胞吸收功能下降、肠黏膜屏障功

能受损及肠道内正常菌群失调，引发全身炎症反应

综合征，还可以造成肝损伤，具有较高的发病率和病

死率［２］，在这一过程中引起器官早期损害的直接首

要因素是组织缺氧。高氧液是一种具有高氧分压并

含有治疗剂量臭氧的医用液体，可以通过物理方法

改变氧的活性，使氧离子化，并在一定的压力下溶解

于水，再通过分子载体将氧直接带入血液循环，增加

组织氧储备，提高机体的缺氧耐受能力，可以部分代

偿向组织细胞供氧，已应用于肝移植及缺血缺氧性

脑病的研究［３］。缺血后处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｏｓｔｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰ）是指在长时间缺血的组织或器官再灌注
起始即刻采取反复短暂的再灌注／停灌注，之后再恢
复正常灌注，达到减轻组织或器官 ＩＲＩ的目的［４］。

有研究发现，不同的保护措施联合应用对缺血器官

的再灌注损伤可取得更好的治疗效果［５６］。目前针

对二者联合应用对小肠 ＩＲＩ保护作用鲜有报道，本
研究拟通过高氧液联合 ＩＰ干预家兔肠 ＩＲＩ模型，探
讨其对小肠及肝损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康家兔４８只由新乡医学院实验
动物中心提供，雌雄不拘，体质量２．５～３．７ｋｇ，于新
乡医学院实验动物中心喂养，空气湿度５０．０％～
５５０％，室温（１８．０±４．０）℃，光照随昼夜自然变
化，标准饮食，自由饮水，术前禁食１２ｈ。实验计划
通过新乡医学院第一附属医院伦理委员会批准，实

验过程符合《关于善待实验动物的指导性意见》的

规定。

１．２　主要试剂及仪器　内毒素放射免疫试剂盒购
自美国Ｓｉｇｍａ公司，肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）、白细胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）
检测试剂盒购自晶美生物工程有限公司，丙二醛（ｍａ
ｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅ，ＭＰＯ）和超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所，链
霉亲和素生物素复合物（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，
ＳＡＢＣ）免疫组织化学试剂盒购自北京中杉金桥生物
技术有限公司，兔抗大鼠核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）ｐ６５Ｉ抗购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；ＧＹ１型高
氧医疗液体治疗仪购自西安高氧医疗设备有限公司。

１．３　高氧液的制备　用医用生理盐水５００ｍＬ作为
基液，将医用氧通过ＧＹ１型高氧医疗液体治疗仪进

行量子化处理，通过增加基液的净水压，去除基液中

的气核，提高其表面张力，使生理盐水变成高氧液，应

用血气分析法测得溶氧前液体氧分压为（２０．２±
０．４）ｋＰａ，溶氧后氧分压达到（１０６．２±７．８）ｋＰａ，整个
配制过程根据机器的菜单提示完成操作。

１．４　家兔肠缺血再灌注模型建立　称家兔体质量，
耳缘静脉注射３０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠３０ｍｇ·ｋｇ－１麻
醉，仰卧固定（背部交叉）。颈部正中切口，分离右

颈总动脉，插管连接压力传感器，通过监护仪监测动

脉压。常规消毒后取腹部正中切口：腹正中线自剑

突下２ｃｍ起向下作６ｃｍ长切口，将腹腔内脏器左
移，并齐右肾门垂直分离腹主动脉分出的肠系膜上

动脉（ｓｕｐｅｒｉｏｒｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃａｒｔｅｒｙ，ＳＭＡ），在 ＳＭＡ根部
用１个套硅胶管的小动脉夹钳夹，观察２ｍｉｎ，待确
定ＳＭＡ血流己被阻断，肠壁苍白，血管无搏动后，缝
合伤口，关闭腹腔。６０ｍｉｎ后重新开腹，打开动脉
夹，恢复ＳＭＡ血流供应，肠壁变红，血管搏动良好，
再次关闭腹腔；为避免体液及热量的丧失，再灌注

２ｈ后，重新开腹取标本。移动腹腔内脏器时动作
要轻柔，不可过度牵拉损伤肠管，脏器不移出腹腔

外，避免使用锐利器械分离 ＳＭＡ，以免造成大出血
而导致实验失败。

１．５　实验分组　４８只大鼠随机分为４组，每组１２
只。假手术组（ＳＯ组）：仅行开腹术，分离ＳＭＡ不夹
闭；缺血再灌注组（ＩＲ组）：阻断 ＳＭＡ６０ｍｉｎ造成小
肠缺血，然后打开动脉夹恢复血流灌注，于再灌注

１２０ｍｉｎ结束实验；高氧液组（ＨＯ组）：在阻断 ＳＭＡ
６０ｍｉｎ和再灌注１２０ｍｉｎ过程中以２０ｍＬ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１

速度静脉输入高氧液，其余操作同 ＩＲ组；高氧液 ＩＰ
组（ＨＩ组）：于夹闭ＳＭＡ６０ｍｉｎ后，于再灌注开始时
以２０ｍＬ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１速度静脉输入高氧液，同时
进行３个循环的３０ｓ再灌注／３０ｓ阻断的 ＩＰ，总时
间为３ｍｉｎ，然后持续灌注１１７ｍｉｎ后结束实验。
１．６　标本采集　家兔在再灌注２ｈ后，在无菌操作
下重新开腹，处死前抽取腹主动脉血和外周静脉血

各５ｍＬ；另取１ｍＬ门静脉血，采用合成基质偶氮显
色法定量分析血液中细菌内毒素含量；静脉血低温

离心，分离血清，全自动生物化学分析仪检测血清中

丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、
天冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＳＴ）水平；动脉血清中 ＴＮＦα、ＩＬ１０水平测定采用
双抗体夹心酶联免疫吸附法，严格按照试剂盒说明

书操作。无菌操作下切取部分小肠组织及肝组织，

一部分于体积分数４％甲醛溶液中固定４８ｈ，经脱
水透明、浸蜡、包埋后，切成４μｍ石蜡切片，苏木精
伊红（ｈｅｍａｔｉｎｅｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色；肠黏膜损伤程度按
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Ｃｈｉｕ６级评分法［７］分析。一部分肝组织用来检测细

菌移位；另一部分小肠及肝组织用生理盐水洗３次，
清除残血，用滤纸吸干，刮取肠黏膜组织及肝组织各

０．５ｇ，分别加入４０℃磷酸盐缓冲溶液５ｍＬ，在冷水
中用匀浆机匀浆，３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １ｍｉｎ，取上
清，－７０℃ 冰箱保存。采用硫代戊巴比妥酸法测
定血清和组织匀浆中 ＭＤＡ含量，黄嘌呤氧化酶还
原法测定血清和组织匀浆中ＳＯＤ活性，比色法测定
血清和组织匀浆中ＭＰＯ活性。
１．７　免疫组织化学检测肝组织内 ＮＦκＢｐ６５表达
　按照ＳＡＢＣ试剂盒说明书操作，取石蜡切片常规
脱蜡至水，体积分数３％ Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化氢
酶，高压抗原修复，山羊血清封闭，滴加１１００比例
稀释的兔抗大鼠 ＮＦκＢｐ６５一抗，４℃过夜后滴加
山羊抗兔二抗，滴加ＳＡＢＣ复合物，二氨基联苯胺显
色，蒸馏水洗涤终止显色，苏木精复染、脱水、透明、

封片，以磷酸盐缓冲液代替Ｉ抗孵育作为阴性对照。
高倍镜下细胞质内呈棕黄色或黄色的颗粒或团块为

阳性细胞，观察片中 １０个具有代表性的高倍镜视
野，计算 １０００个肝细胞中染色阳性细胞数除以
１０００作为 ＮＦκＢｐ６５表达阳性指数（ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎ
ｄｅｘ，ＰＩ），并用数码相机成像。
１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用完全随机设计的单因素方差分析，两两比

较采用ＬＳＤ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组家兔血清中ＴＮＦα、ＩＬ１０、内毒素、ＭＤＡ
水平及ＭＰＯ、ＳＯＤ活性的变化　结果见表１。再灌
注２ｈ后，ＩＲ组家兔血清中 ＴＮＦα、ＩＬ１０、内毒素水
平显著高于ＳＯ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中 ＴＮＦα、内毒素水平显著
高于 ＳＯ组，但显著低于 ＩＲ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔血清中 ＴＮＦα、内
毒素水平显著低于 ＨＯ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜００１）。ＨＯ组和 ＨＩ组家兔血清中 ＩＬ１０
水平显著高于 ＩＲ组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中ＩＬ１０水平比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＩＲ组家兔血清中
ＭＰＯ活性和ＭＤＡ水平显著高于ＳＯ组，差异有统计
学意义（Ｐ＜００１）；ＨＯ组和 ＨＩ组家兔血清中 ＭＰＯ
活性和 ＭＤＡ水平显著高于 ＳＯ组，但显著低于 ＩＲ
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔血
清中ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ水平显著低于 ＨＯ组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＩＲ组、ＨＯ组
和ＨＩ组家兔血清中ＳＯＤ活性显著低于 ＳＯ组（Ｐ＜
００１），但ＨＯ组和ＨＩ组家兔血清中ＳＯＤ活性均显
著高于ＩＲ组（Ｐ＜００１），且 ＨＩ组家兔血清中 ＳＯＤ
活性显著高于ＨＯ组（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组家兔血清中ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＭＤＡ、内毒素水平及ＭＰＯ、ＳＯＤ活性比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ１０，ＭＤＡ，ｅｎｄｏｔｏｘｉｎａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＰＯ，ＳＯＤｉｎｓｅｒｕｍｏｆｒａｂｂｉｔｓｉｎｔｈｅ
ｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＴＮＦα／

（μｇ·Ｌ－１）

ＩＬ１０／

（ｎｇ·Ｌ－１）

内毒素／

（ｋＥｕ·Ｌ－１）

ＭＤＡ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＭＰＯ／

（Ｕ·Ｌ－１）

ＳＯＤ／

（ｋＵ·Ｌ－１）
ＳＯ组 １２ １．１６±０．６３ ４３．７４±１０．１２ ０．１７±０．０５ ２５．４７±６．１８ １．４５±０．３７ ２９．７３±６．７５
ＩＲ组 １２ ３．５３±０．９２ａ ６７．３８±１１．７４ａ ３．１２±０．５４ａ ４９．７５±８．１１ａ ８．２３±１．６２ａ ６．３２±２．１４ａ

ＨＯ组 １２ ２．３４±０．７９ａｃ ８１．３３±１２．５３ａｄ １．３８±０．２３ａｄ ３３．９４±５．１８ａｄ ４．２３±１．４２ａｄ １７．３３±７．２１ａｄ

ＨＩ组 １２ ２．０５±０．８８ａｃｅ ８９．１３±１３．２６ａｄ ０．９１±０．１２ｂｄｆ ２９．４７±４．７６ａｄ ３．７１±０．７３ａｄｅ ２２．３７±５．３２ａｄｆ

　　注：与ＳＯ组比较ａＰ＜０．０１，ｂＰ＜０．０５；与ＩＲ组比较ｃＰ＜０．０５，ｄＰ＜０．０１；与ＨＯ组比较ｅＰ＜０．０５，ｆＰ＜０．０１。

２．２　小肠黏膜病理改变及其 ＭＤＡ水平和 ＭＰＯ、
ＳＯＤ活性变化　光镜下ＳＯ组家兔小肠黏膜绒毛完
整，无明显上皮下间隙扩张；ＩＲ组家兔小肠黏膜可
见绒毛破损，上皮细胞水肿明显，部分坏死脱落，固

有层红细胞增多，少部分肠黏膜固有层破坏和溃疡；

ＨＯ组和ＨＩ组小肠黏膜绒毛损伤程度较 ＩＲ组减
轻，ＨＩ组损伤程度较 ＨＯ组轻；见图 １。ＩＲ组、ＨＯ
组和 ＨＩ组家兔肠黏膜损伤评分显著高于 ＳＯ组
（Ｐ＜０．０１），ＨＯ组和 ＨＩ组家兔肠黏膜损伤评分显
著低于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔肠黏膜损伤评
分显著低于ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。ＩＲ组家兔小肠黏膜
组织中ＭＰＯ活性和ＭＤＡ水平显著高于ＳＯ组（Ｐ＜

００１）；ＨＯ组和ＨＩ组家兔小肠黏膜组织中 ＭＰＯ活
性和ＭＤＡ水平显著高于 ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），但显著
低于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔小肠黏膜组织中
ＭＰＯ活性和ＭＤＡ水平显著低于ＨＯ组（Ｐ＜０．０５）。
ＩＲ组、ＨＯ组和 ＨＩ组家兔小肠黏膜组织中 ＳＯＤ活
性显著低于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＯ组、ＨＩ组家兔血
清ＳＯＤ活性均显著高于 ＩＲ组（Ｐ＜００１）；ＨＩ组家
兔小肠黏膜组织中 ＳＯＤ活性显著高于 ＨＯ组（Ｐ＜
０．０５）；见表２。
２．３　各组家兔肝脏病理学改变及肝组织内 ＮＦκＢ
ｐ６５表达、ＭＤＡ水平及 ＭＰＯ和 ＳＯＤ活性的变化
　光镜下ＳＯ组家兔肝小叶结构完整，肝板排列整
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齐，血管内皮细胞无脱落，肝窦间隙正常，内皮细胞

无脱落，肝细胞无变性坏死；ＩＲ组家兔肝小叶结构
不完整，肝板排列紊乱，肝细胞有不同程度的变性，

胞核浓缩、深染，可见脱落的内皮细胞，伴有肝细胞

点状坏死；ＨＯ组和ＨＩ组家兔肝组织病理改变较ＩＲ
组轻，肝小叶结构尚完整，肝板排列比较整齐，偶见

内皮细胞脱落，肝细胞变形坏死少见；见图２。无菌
操作下分别切取肝组织进行细菌培养，发现 ＳＯ组
家兔肝组织均无细菌移位，ＩＲ组家兔肝脏细菌移位
率１００．０％，ＨＯ和 ＨＩ组家兔肝脏细菌移位率均为
８３３％，ＨＯ和ＨＩ组家兔肝脏细菌移位率与 ＩＲ组
比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。细菌培养结
果显示主要细菌为大肠杆菌、肠球菌、葡萄球菌，与

小肠内细菌相同。ＩＲ组、ＨＯ组、ＨＩ组家兔肝组织
内ＮＦκＢｐ６５阳性表达显著高于ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），
ＨＯ组和 ＨＩ组家兔肝组织内 ＮＦκＢｐ６５阳性表达
显著低于ＩＲ组（Ｐ＜０．０１），ＨＩ组家兔肝组织内ＮＦ
κＢｐ６５阳性表达显著低于ＨＯ组（Ｐ＜００５）；见图３
和表３。再灌注２ｈ后，ＩＲ组家兔肝组织中 ＭＰＯ活
性及 ＭＤＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平显著高于 ＳＯ组（Ｐ＜
００１）；ＨＯ组和 ＨＩ组家兔肝组织中 ＭＰＯ活性及
ＭＤＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平仍显著高于 ＳＯ组（Ｐ＜０．０１），
但显著低于 ＩＲ组（Ｐ＜０．０１）；ＨＩ组家兔肝组织中
ＭＰＯ活性及 ＭＤＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平显著低于 ＨＯ组
（Ｐ＜０．０５）。ＩＲ组家兔肝组织中 ＳＯＤ活性显著低
于ＳＯ组（Ｐ＜００１），ＨＯ组和 ＨＩ组家兔肝组织中
ＳＯＤ活性仍低于 ＳＯ组，但显著高于 ＩＲ组（Ｐ＜
００１）；ＨＩ组家兔肝组织中 ＳＯＤ活性显著高于 ＨＯ
组（Ｐ＜００５）；见表３。

Ａ：ＳＯ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＨＯ组；Ｄ：ＨＩ组。

图１　再灌注２ｈ后各组家兔小肠黏膜病理学改变（ＨＥ，×
１００）
Ｆｉｇ．１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｏｆｒａｂｂｉｔｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｔｗｏｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＨＥ，×１００）

表２　各组家兔小肠黏膜组织中 ＭＤＡ水平、ＳＯＤ和 ＭＰＯ
活性及肠黏膜损伤评分

Ｔａｂ．２　ＬｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤａｎｄＭＰＯｉｎ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｅｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｅｉｎｊｕｒｙ
ｓｃｏｒｅｏｆｒａｂｂｉｔｓｉｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＭＤＡ／

（μｍｏｌ·ｇ－１）

ＳＯＤ／

（ｋＵ·ｇ－１Ｐｒｏｔ）

ＭＰＯ／

（Ｕ·ｇ－１Ｐｒｏｔ）
黏膜损伤评分

ＳＯ组 １２ ３．３６±０．１８ ４７．１４±１６．７５ ０．５７±０．２３ ０．２７±０．１１

ＩＲ组 １２ １７．７２±０．２１ａ ２１．２０±６．５３ａ ２．５７±０．３８ａ ３．５７±０．４７ａ

ＨＯ组 １２ ６．１３±０．４１ａｄ ２８．７４±８．６７ａｄ １．８２±０．８８ａｄ ２．７７±０．５８ａｄ

ＨＩ组 １２ ５．６７±０．８９ａｄｅ ３４．７６±５．７２ｂｄｅ １．６３±０．４０ａｄｅ ２．３１±０．４６ａｄｅ

　　注：与 ＳＯ组比较ａＰ＜０．０１，ｂＰ＜０．０５；与 ＩＲ组比较ｃＰ＜

００５，ｄＰ＜０．０１；与ＨＯ组比较ｅＰ＜０．０５。

Ａ：ＳＯ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＨＯ组；Ｄ：ＨＩ组。

图２　再灌注２ｈ后各组家兔肝组织病理学改变（ＨＥ，×２００）
Ｆｉｇ．２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｂｂｉｔｓｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐｔｗｏｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＨＥ，×２００）

Ａ：ＳＯ组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＨＯ组；Ｄ：ＨＩ组。

图３　再灌注 ２ｈ后各组家兔肝组织 ＮＦκＢｐ６５的表达
（ＳＡＢＣ，×２００）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｂｂｉｔｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｔｗｏｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＳＡＢＣ，×２００）
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表３　各组家兔肝组织中ＳＯＤ和ＭＰＯ活性、ＮＦκＢｐ６５表达及ＭＤＡ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＯＤａｎｄＭＰＯａｃｔｉｖｉｔｙ，ＮＦκＢｐ６５ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄＭＤＡ，ＡＬＴ，ＡＳＴｌｅｖｅｌｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆ

ｒａｂｂｉｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＬＴ／（Ｕ·Ｌ－１） ＡＳＴ／（Ｕ·Ｌ－１） ＭＤＡ／（μｍｏｌ·ｇ－１）ＳＯＤ／（ｋＵ·ｇ－１Ｐｒｏｔ）ＭＰＯ／（Ｕ·ｇ－１Ｐｒｏｔ） ＮＦκＢｐ６５／％
ＳＯ组 １２ ４４．２５±５．５６ ５７．４７±６．１２ ３７．１８±１１．２１ １１２．５３±２７．１６ １．２７±０．１２ ５．８３±１．２７
ＩＲ组 １２ １３８．５２±３０．１４ａ １１８．３８±８．２４ａ ７７．１３±２３．７１ａ ４４．１５±１１．８１ａ ２．０４±０．３２ａ ３１．３２±８．１４ａ

ＨＯ组 １２ ７９．３４±１７．７９ａｂ ７７．１３±１１．１５ａｂ ６３．９１±１９．１６ａｂ ６４．４７±９．８８ａｂ １．６３±０．４０ａｂ １７．３３±７．２１ａｂ

ＨＩ组 １２ ６７．２５±２１．８８ａｂｃ ６８．４１±１３．１６ａｂ ５９．３１±１３．１２ａｂｃ ７９．７０±１４．１６ａｂｃ １．４１±０．３７ａｂｃ １３．７７±５．１３ａｂｃ

　　注：与ＳＯ组比较ａＰ＜０．０１；与ＩＲ组比较ｂＰ＜０．０１；与ＨＯ组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

高氧液可以不依赖于肺的气体交换功能，通过

血液循环系统直接向组织供氧，迅速改善动脉血氧

分压、组织氧分压以及细胞有氧代谢水平［８］，持续

灌注高氧液及高氧液预处理均可减轻心脏、肺脏的

ＩＲＩ。由于上述应用高氧液的方式只能在缺血之前
进行，而临床中缺血的时机常不可预知，所以高氧液

预处理与持续灌注的应用价值受到很大限制。ＩＰ
是一种机械性干预措施，可以在缺血后施行，可操作

性大，目前 ＩＰ对心脏［９］、肝脏［１０］ＩＲＩ的保护作用已
取得进展，有研究发现 ＩＰ与抗氧化剂联合对脏器
ＩＲＩ的保护作用可能更强［１１］。

ＭＤＡ是氧自由基攻击生物膜中的多不饱和脂
肪酸引发过氧化作用形成的脂质过氧化物，可间接

反映细胞损伤程度［１２］，ＭＰＯ是中性粒细胞胞质中
的一种特异性酶，血清及组织中ＭＰＯ活性可间接反
映中性粒细胞浸润和激活的程度［１３］。ＳＯＤ是氧自
由基清除剂，其活性降低可反映氧自由基的增多和

细胞损伤的加重。本研究发现，肠 ＩＲＩ２ｈ后，ＩＲ组
家兔血清和小肠、肝组织中 ＭＤＡ水平和 ＭＰＯ活性
均比ＳＯ组显著升高，ＳＯＤ活性较 ＳＯ组显著降低；
表明ＩＲＩ后小肠及肝组织脂质过氧化反应增强，中
性粒细胞浸润增加，自身清除氧自由基能力减弱，引

起组织及血液中氧自由基升高，抗氧化能力下降，加

重组织损伤。本研究发现，ＨＯ组和 ＨＩ组家兔血清
及小肠、肝组织ＭＤＡ水平和ＭＰＯ活性较ＩＲ组明显
下降，ＳＯＤ活性较ＩＲ组明显升高，提示静脉应用高
氧液和高氧液联合 ＩＰ均能够提升小肠及肝脏的氧
自由基的清除能力，减轻中性粒细胞浸润，启动了细

胞内源性保护机制，进而提高抗氧化能力，减轻组织

损伤，其中高氧液ＩＰ的清除自由基和抗氧化能力更
强，其可能的机制是通过多次反复灌注／缺血使缺血
的脏器血流恢复，减少了氧自由基底物，增加了组织

的供氧，减少了氧自由基的生成，减轻脏器的损伤。

本实验还发现，再灌注２ｈ后，肠黏膜屏障受到
损害，导致肠道细菌、内毒素移位，肠源性细菌及内

毒素持续侵入门静脉以及肠源性炎性介质释放入

血，激活炎性细胞，使肝脏受损，ＡＬＴ、ＡＳＴ水平急剧
升高。肝细胞损伤进一步激活Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞、中性粒
细胞释放大量促炎因子和炎性介质，激活 ＮＦκＢ信
号通路，而活化的 ＮＦκＢ可上调前炎性细胞因子
ＴＮＦα的基因转录［１４］。ＴＮＦα是由激活的巨噬细
胞、内皮细胞、中性粒细胞等分泌的具有多功能的多

肽，在炎症反应过程中起着十分重要的作用［１５］。

ＴＮＦα可以诱导氧自由基产生，促进中性粒细胞产
生氧自由基等活性氧递质并导致肝损伤［１６］。ＩＬ１０
是由辅助性Ｔ淋巴细胞分泌的细胞因子，作为体内
炎症反应过程中的内生性抗炎细胞因子，抑制 ＴＮＦ
α，ＩＬ１β等多种炎症相关因子的产生［１７］。从炎性

因子指标的变化及ＮＦκＢｐ６５的阳性表达变化方面
推断，发生肠 ＩＲＩ后，血液中内毒素增加，抗氧化能
力下降，氧自由基的清除能力下降，释放大量促炎因

子和脂质炎性介质，激活 ＮＦκＢ信号通路，上调
ＴＮＦα水平，引起肝损伤。单独应用高氧液及高氧
液联合ＩＰ均可以减少内毒素的释放，增强抗氧化能
力，减少促炎因子和脂质炎性介质的释放，降低 ＮＦ
ΚＢｐ６５的表达，抑制 ＮＦκＢ信号通路调控的炎症
级联反应，减轻肝损伤，但高氧液联合 ＩＰ的保护作
用明显优于单独应用高氧液。

综上所述，高氧液是一种高效抗氧化剂，单独

应用高氧液和高氧液联合 ＩＰ均可以减轻肠黏膜损
伤，减少内毒素移位，减少氧自由基的生成，促进

抗炎因子的激活，抑制 ＮＦκＢ信号通路调控的炎
症级联反应，减轻肝损伤。但高氧液联合 ＩＰ的保
护效果优于单独应用高氧液，其联合应用的保护

机制仍需进一步研究，但高氧液联合 ＩＰ可以为临
床外科防治肠 ＩＲＩ所导致的多器官损伤治疗及预
防提供新策略。

（下转第６１１页）
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失调，随着感染时间增加，Ｔｈ１受到抑制，Ｔｈ２变化
不明显；实验组小鼠肺指数３、５、７ｄ升高明显，随着
病程延长肺指数逐渐下降；提示随着感染时间的延

长，肺质量逐渐增加，肺部炎性病变程度越严重；恢

复期开始肺指数逐渐下降，病变缓解。

ＭＰ能黏附在宿主呼吸道上皮细胞表面受体上，
还可诱发自身免疫抗体，最终产生免疫效应［９］。免疫

紊乱是ＭＰ感染反复发作的主要原因，ＩＬ４可使免疫
系统向 Ｔｈ２依赖的过敏反应方向发展，ＩＦＮγ则与
ＩＬ４相反，其抑制 Ｔｈ２细胞增殖，对 ＩｇＥ有下调作
用［１０］。本研究发现，实验组小鼠第３天肺泡灌洗液
中 ＩＦＮγ、ＩＬ４水平均有所升高，随着感染时间的延
长，ＩＬ４水平持续增高，ＩＦＮγ水平有所降低；提示
ＭＰ感染后机体主要以Ｔｈ２介导的免疫反应为主。２
组小鼠ＩＦＮγ／ＩＬ４比值第３、５、７天比较，差异有统计
学意义；２组小鼠１４、２１ｄＩＦＮγ／ＩＬ４比值比较差异
无统计学意义；提示ＭＰ感染对机体造成的免疫功能
紊乱持续时间较长，其远期预后仍有待进一步探讨。
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