
·实验研究·

尼可地尔抑制塌陷肺损伤的作用

王春光 曹苏 张玮洵 王佩文 卞小翠 嵇富海

  【摘要】 目的 探讨尼可地尔抑制单肺通气时塌陷肺损伤的作用及可能机制。方法 选用清

洁级日本大耳白兔24只。随机分为S组(双肺通气+开胸)、C组(单肺通气+开胸+生理盐水)、N
组(单肺通气+开胸+尼可地尔)和J组(单肺通气+开胸+尼可地尔+格列苯脲),每组6只。予静

脉麻醉诱导后,行气管切开置入自制双腔气管导管实施机械通气。配合听诊法、气泡试验法和直接

观察法将动物进行单肺通气和双肺通气,模拟开胸手术。取非通气肺保存处理,测湿/干重比(W/

D)和丙二醛(MDA)浓度。采用 Westernblot法检测非通气侧肺组织蛋白激酶B(Akt)、p-Akt和

NF-κB蛋白含量。结果 N组、C组和J组的 W/D和 MDA浓度明显高于S组(P<0.05),但N组

明显低于C组(P<0.05),J组明显高于N组(P<0.05)。N组p-Akt蛋白含量和p-Akt/Akt明显

高于S组、C组和J组(P<0.05)。C组NF-κB蛋白含量明显高于S组和N组(P<0.05),N组明显

低于J组(P<0.05)。结论 尼可地尔在家兔单肺通气时对非通气侧肺的塌陷及复张有保护作用,

可能通过PI3K/Akt通路发挥作用,并且通过下调NF-κB减轻肺损伤。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectsandpossiblemechanismsofnicorandilonlung

injuryofthecollapsedlunginone-lungventilation.Methods Twenty-fourcleanJapanesebig-earrab-
bitswererandomlydividedintosham group (groupS)(two-lungventilation+thoracotomy),
negativecontrolgroup(groupC)(one-lungventilation+thoracotomy+saline),nicorandilgroup
(groupN)(one-lungventilation+thoracotomy+nicorandil)andantagonistgroup(groupJ)(one-
lungventilation+thoracotomy+nicorandil+glyburide)equally.Mechanicalventilationwasimple-
mentedthroughself-madedouble-lumenendotrachealtubeafterintravenousinductionthroughear
marginalvein.Intravenousmaintenancemedicinewasinfusedbytraceinjectionpumpafteranesthesia
induction.Thoracicsurgerywassimulatedthroughone-lungortwo-lungventilationdeterminedby
auscultation,bubbletestanddirectobservation.Thenwetanddryweightratio(W/D)andcontentof
MDAweremeasuredafternon-ventilatorylungwasprocessedandpreserved.TheexpressionofAkt,
p-AktandNF-κBproteininnon-ventilatorylungtissueweredetectedbyWestern-blotinallgroups.
Results InrespectsofW/DandcontentofMDA,theotherthreegroupshadsignificantdifferences
comparedwithgroupS(P<0.05).ItwassignificantlyloweringroupNthaningroupC (P<
0.05),anditwassignificantlyhigheringroupJthaningroupN(P<0.05).Theexpressionsofp-
Aktproteinandp-Akt/AktingroupNweresignificantlyhigherthanthoseingroupSandgroupC
(P<0.05).ThoseofgroupJweresignificantlylowerthangroupN (P<0.05).Comparedwith
groupS,theexpressionofNF-κBproteiningroupCwassignificantlyhigher(P<0.05).Thatof
groupNwassignificantlylowerthanthatofgroupC(P<0.05).ButthatingroupJwashigherthan
thatingroupN (P<0.05).Conclusion Nicorandilhasaprotectiveeffectonthecollapseand
inflationofnon-ventilatorylunginrabbitsunderone-lungventilation,actingonmitoKATPthrough
PI3K/Akt,anddown-regulatingNF-κBtoreduceIR-inducedlunginjury.
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  单肺通气(one-lungventilation,OLV)广泛应

用于胸腔镜手术[1]。但OLV会存在低氧性肺血管

收缩(HPV)受抑制、低氧血症、缺血-再灌注(IR)损
伤和炎症反应,并且主要在术侧肺,从而导致肺损

伤。研究表明,线粒体是IR后的主要靶点[2,3],同

时线粒体三磷酸腺苷(ATP)敏感性钾通道(mi-
toKATP)位于心、脑、肺等重要脏器的线粒体内膜,
在肺IR损伤中发挥重要的作用,是触发因子和终

末效应因子。尼可地尔作为一种 mitoKATP特异性

开放剂,能激活mitoKATP保护细胞。研究表明[4]它

对心肌有很好的保护作用,但缺乏对肺保护的研

究。本研究采用家兔单肺通气模型,观察尼可地尔

抑制肺损伤的效果,并探寻其机制。

材料与方法

实验材料 本研究经南通大学实验动物保护

和使用伦理委员会批准。清洁级日本大耳白兔24
只[南通大学实验动物中心,许可证号:SYXX(苏)

2012-0030],雌雄各半,体重(2.4±0.2)kg。动物

人工呼吸机 DH-150(浙江大学医学仪器有限公

司),多功能监护仪(Spacelabs,美国),微量注射泵

WZS-50F2(浙江大学医学仪器有限公司),酶联免

疫检测仪(BioTek公司,美国),凝胶成像分析系统

(北京原平皓生物技术有限公司),电泳及转膜系统

(Bio-RadLaboratories公司,美国),电动匀浆器

(Bio-spec-ProductsINC公司,美国)。蛋白激酶B
(Akt),磷酸化蛋白激酶B(p-Akt)和转录因子NF-
κB抗体(MerckMillipore公司,美国),辣根过氧化

物酶(HRP)标记的羊抗兔和小鼠IgG(Bioworld公

司,美国),Westernblot试剂盒(碧云天生物技术

研究所),丙二醛(MDA)检测试剂盒(武汉博士德

生物公司)。电子天平(上海梅特勒-托利多公司,
型号AB104-N)、超低温冰箱(三洋公司,日本)、754
型紫外可见分光光度计(上海第三分析仪器厂)。

实验方法 动物随机分为四组,每组6只。兔

耳缘静脉建立静脉通道,注射2%戊巴比妥钠20
mg/kg麻醉,丙泊酚5mg·kg-1·h-1、每30分钟戊

巴比妥钠4mg/kg和维库溴铵0.25mg·kg-1·h-1

维持。右侧颈总动脉置管监测动脉血压;行气管切

开并插入自制双腔气管导管实施机械通气,通气参

数为:FiO2100%,RR40次/分,VT10ml/kg。
静滴复方乳酸钠7ml·kg-1·h-1。以听诊法仔细调

整自制双腔气管导管位置,并采用气泡试验法检测

气管的密闭效果。将动物调整为右侧卧位后,开放

左侧管腔建立右侧单肺通气模型,并开胸直接观察

左侧肺叶呼吸运动是否停止并萎陷。单肺通气1h
后,恢复双肺通气30min。模拟开胸手术。S组仅

麻醉手术,不单肺通气,其他三组均有单双肺通

气,并在手术开始前就输注干预药物。N组在实施

单 肺 通 气 前 由 静 脉 输 入 尼 可 地 尔 100

μg·kg-1·h-1,输注1h;C组则输注等量生理盐

水;J组在实施单肺通气前由静脉输入格列苯脲75

μg·kg-1·h-1及尼可地尔100μg·kg-1·h-1,输注1
h。取非通气肺保存处理待检测。

检测 指 标 取下左 肺,称 湿 重 后 放 入 烤 箱

(80℃,48h)中烘烤至恒重,再称干重,计算湿/干

重比(W/D)。MDA检测用荧光法进行微量测定。

Akt、p-Akt、NF-κB蛋白含量检测用组织裂解液离

心提取蛋白溶液,将蛋白上样于浓缩-分离胶,电泳

后转膜。TBST封闭液封闭后用相应一抗(抗β-
actin、抗Akt抗体,1∶1000稀释)孵育过夜后,再

根据一抗的来源孵育相应的二抗(辣根过氧化物酶

标记,1∶2000稀释)。用BIO-RAD电泳仪化学发

光成像系统显影、曝光,并用凝胶成像分析系统灰

度扫描来定量检测蛋白质的平均吸光度A值,用各

组目的蛋白A值比内参蛋白β-actin的A值表示各

组目的蛋白含量。同法测p-Akt和 NF-κB蛋白含

量,选用抗p-Akt抗体和抗NF-κB抗体。
统计分析 采用SPSS13.0统计软件进行分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

N组、C组和J组的 W/D和 MDA浓度明显高

于S组(P<0.05),但 N 组明显低于 C组(P<
0.05),J组明显高于N组(P<0.05)(图1,2)。

N组p-Akt蛋白含量和p-Akt/Akt明显高于S
组、C组和J组(P<0.05)。C组NF-κB蛋白含量

明显高于S组和N组(P<0.05),N组明显低于J
组(P<0.05)(图3,4)。

讨  论

研究OLV的病理生理改变的机制必须选择合

适的动物模型。本研究采用的是家兔单肺通气模

型[5],模型已经被证明成熟且最为接近临床操作流

程。双腔气管导管的左支外径最大处为3.0mm,
与兔左支气管的内径相符。管道长度为20cm,较
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  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与 N
组比较,cP<0.05

图1 四组 W/D的比较

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与 N
组比较,cP<0.05

图2 四组 MDA浓度的比较

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与 N
组比较,cP<0.05

图3 四组p-Akt/Akt比值的比较

为合适。左侧管腔长出1.0cm,与左支气管长度

相称,塑形为略向左翘且斜口向右,利于进入左支

气管,这是保证双腔气管导管放置一次成功率的

关键。

OLV是胸腔镜手术的必备技术。但 OLV时

  注:与S组比较,aP<0.05;与C组比较,bP<0.05;与 N
组比较,cP<0.05

图4 四组NF-κB蛋白含量的比较

HPV受到抑制、通气/血流(V/Q)比例失调,并有

IR和炎症反应。Szegedi等[6]认为重力作用影响

V/Q匹配,不依赖HPV,因此术侧氧化应激更重。

Misthos等[7]回顾了2001~2003年212位病例,认

为肺复张可以激活严重的氧化应激,氧自由基产生

与OLV的时间相关。研究表明 mitoKATP位于心、
脑、肺等重要脏器的线粒体内膜,与氧化应激密切

相关,在肺IR中发挥重要的作用。磷脂酰肌醇-3-
激酶/蛋白激酶B(PI3K/Akt)信号通路是参与细胞

增殖、分化、凋亡的经典通路。Akt是PI3K下游主

要效应物,活化的 Akt(p-Akt)通过下游多种途径

对靶蛋白进行磷酸化而发挥抗凋亡作用。Wu等[8]

发现尼可地尔保护心肌,治疗IR后损伤是通过

PI3K/Akt途径的。p-Akt可激活IκB激酶,导致

NF-κB的抑制剂IκB的降解,生理状态下 NF-κB
从细胞质中释放出来经核转位,激活其靶基因促进

细胞的存活。但是IR损伤之后的NF-κB的增加又

具有双面性,它可以促进下游基因转录更多的细胞

因子。参与炎症反应各阶段的许多分子都受 NF-
κB的调控,包括TNF-α、IL-1β、诱导型一氧化氮合

酶(iNOS)、环氧化酶2(COX2)等。此外,锌指蛋白

A20、血红素加氧酶-1(HO-1)等一些抗炎和与细胞

凋亡有关的分子如:抗细胞凋亡的蛋白-1和-2(in-
hibitorofapoptosis1/2,IAP1/IAP2),TNF受体

相关因子(receptor—associatedfactors,TRAF1/

TRAF2)也都受NF-κB的调控。急性肺损伤本质上

是一种炎症反应,其中 NF-κB作为重要的转录因

子,在肺部炎症的细胞信号转导调控中起核心作

用。在机械通气肺损伤中,NF-κB被激活,可产生
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大量的趋化因子和细胞因子并募集中性粒细胞、单
核、巨噬细胞和淋巴细胞,引发肺部炎症反应[9]。
研究中发现尼可地尔能够明显改善单肺通气时及

单肺通气后肺的氧合。W/D和 MDA结果反映了

尼可地尔使用后能很好保护呼吸膜,肺内的水分明

显减少,氧化应激明显减少。mitoKATP特异性阻断

剂格列苯脲使用后的指 标 逆 转 证 明 了 通 过 mi-
toKATP发挥肺保护作用。本研究表明,尼可地尔

作用于 mitoKATP后,通过PI3K/Akt途径发挥作

用,抑制了细胞的凋亡,保证了细胞的最大限度的

存活。同时,与炎症反应密切相关的 NF-κB在尼

可地尔使用时受到了下调,并也可被格列苯脲逆

转,证实了尼可地尔依赖NF-κB消除IR损伤机制

的存在。此结果与 Wang等[10]和Xu等[11]的结果

有一定的一致性,认为从肺血管内皮细胞开始作

用,开放线粒体钾通道后抑制 NF-κB通路和线粒

体凋亡通路。单肺通气时的低氧和缺血再灌注都

会导致细胞内钙超载。当摄入到线粒体内的Ca2+

超过其转运限度时也会引起线粒体钙超载,从而激

发线粒体膜通透性转换孔(mPTP)开放。mPTP开

放会引起线粒体呼吸链解偶联、膜电位崩溃、细胞

色素C及其他凋亡因子的释放,通过这些改变最终

导致细胞死亡[12]。应该是尼可地尔使用后线粒体

钙超载受到了抑制,从而促发了PI3K/Akt途径的

激活,mPTP开放减少,保证了细胞存活,发挥了

保护作用。
综上所述,尼可地尔在家兔单肺通气时对非通

气 侧 肺 的 塌 陷 及 复 张 有 保 护 作 用,作 用 于

mitoKATP,通过 PI3K/Akt发挥作用,并且下调

NF-κB减轻IR所致肺损伤。但是,此类保护作用

的主体细胞是什么细胞,是否存在量效依赖关系,
是否存在其他通路机制,是否可转化在临床麻醉中

运用,需要进一步研究。
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