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ＭＧ５３在下肢远程缺血预适应保护肺缺血再灌注损伤中的作用
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　　［摘要］　目的　研究ＭＧ５３在下肢远程缺血预适应保护肺组织缺血再灌注损伤中的作用。方法　
肺缺血再灌注损伤模型通过开胸阻断左侧肺门进行缺血１ｈ后再灌注１ｈ建立。下肢远程缺血预适应
模型是在进行肺缺血再灌注损伤前０．５ｈ阻断左侧股动脉血流５ｍｉｎ，然后再灌注５ｍｉｎ，重复３个循环
来实现的。将６０只１０～１２周龄ＳＤ大鼠［雌雄各半，体质量（２３５±１５）ｇ］采用完全随机分组方法分为
３组（ｎ＝２０）：假手术组（ｓｈａｍ组）、肺缺血再灌注损伤组（ＩＲ组）、下肢远程缺血预适应＋肺缺血再灌注
损伤组（ＲＩＰ组）。将２４只８～１２周龄ＭＧ５３敲除小鼠［雌雄各半，体质量（２７．５±２．５）ｇ］采用完全随机
分组方法分为２组（ｎ＝１２），即肺缺血再灌注损伤组（ＩＲ组）、下肢远程缺血预适应 ＋肺缺血再灌注损
伤组（ＲＩＰ组）。在缺血及再灌注时间结束后，观察动脉氧分压、计算肺组织湿干比（Ｗ／Ｄ），通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组之间肺组织上ＭＧ５３蛋白表达量的改变，并记录其生存情况。结果　对 ＳＤ大鼠，
在进行肺缺血再灌注损伤后其血氧分压降低到（４６．６０±５．９４）ｍｍＨｇ，而下肢远程缺血预适应能显著改
善肺组织的缺血再灌注损伤，使其血氧分压恢复至（７３．４０±５．９４）ｍｍＨｇ（Ｐ＜０．０５），同时对反映肺组织
水肿程度的Ｗ／Ｄ值、生存情况都有显著的改善，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测到ＲＩＰ组肺组织上ＭＧ５３蛋
白的表达量（２．０３±０．５３）较ＩＲ组（０．７９±０．１７）显著增加（Ｐ＜０．０５）。在ＭＧ５３敲除小鼠上，下肢远程
缺血预适应组的血氧分压（４８．２０±１２．１５）ｍｍＨｇ较肺缺血再灌注损伤组（４５．６０±１０．５３）ｍｍＨｇ并未得
到改善，同时也不能改善肺组织的水肿情况。结论　 ＭＧ５３参与了下肢远程缺血预适应对肺组织缺血
再灌注损伤的保护作用。
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　　缺血再灌注损伤是指当组织器官在缺血一段时间
后恢复其血流的供应，组织器官的损伤出现加重甚至

造成不可逆损伤的现象。肺缺血再灌注损伤是临床上

很多疾病的一个共同的病理生理过程，常常发生在心

肺移植手术、心脏动脉搭桥术、心肺脑复苏以及休克等

情况之后［１－２］。正是由于其较高的临床发生率，因此

如何减轻缺血再灌注对器官的损害一直都是临床医师

和科研工作者的关注热点。１９８６年，Ｍｕｒｒｙ等［３］发现

通过提前短暂、反复地阻断一支冠状动脉血管的血流，

发现可以减少心肌缺血再灌注损伤的损伤面积、减轻

其心律失常等损伤，这种处理方式被称为缺血预适应

（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）。后续的研究发现，缺
血预适应的保护作用在器官之间具有普遍性。因此缺

血预适应被认为是一种具有强大内源性保护作用的措

施。随后，Ｐｒｚｙｋｌｅｎｋ等［４］提出了远程缺血预适应

（ｒｅｍｏｔｅｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＲＩＰ）的概念。随着研
究的深入，人们发现远程缺血预适应可以显著地减轻

肺组织的损伤情况［５－７］。目前对于远程缺血预适应机

制的研究主要集中在体液机制、神经机制以及神经体

液相互作用三个方面［８］。但是其具体的机制仍未完

全阐明。ＭＧ５３（Ｍｉｔｓｕｇｕｍｉｎ５３）是近来发现的在细胞
膜修复方面具有显著作用的蛋白，它是由４７７个氨基
酸所组成的具有心肌和骨骼肌特异性的ＴＲＩＭ家族成
员之一，其氨基残端和羧基残端分别含有 ＴＲＩＭ和
ＳＰＲＹ结构域［９－１０］。我们的前期研究发现，ＭＧ５３对于
肺的缺血再灌注损伤具有保护作用［１１］，但其是否参与

了ＲＩＰ的过程尚不清楚。因此，本研究将对 ＭＧ５３在
ＲＩＰ中的作用进行分析。

１　材料与方法

１．１　仪器及试剂
　　ＨＸ３００动物呼吸机为成都泰盟科技有限公司生
产。小鼠呼吸机为德国 ＨｕｇｏＳａｃｈｓＥｌｅｋｔｒｏｎｉｋ公司生
产。锂锌平衡低肝素动脉血气分析针由中美特新医疗

用品有限公司生产。抗兔ＭＧ５３抗体由美国俄亥俄州
立大学麻建杰教授提供。抗体稀释液购于碧云天试剂

公司。ＧＡＰＤＨ抗体购于杭州贤至生物科技有限公司。
其余常用化学试剂为国产分析纯。

１．２　动物分组及模型的建立
１．２．１　实验动物及分组　　ＳＰＦ级ＳＤ大鼠６０只，雌
雄各半，１０～１２周龄，体质量（２３５±１５）ｇ，由第三军医
大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。

ＭＧ５３基因敲除小鼠３０只，雌雄各半，８～１２周龄，体
质量（２７．５±２．５）ｇ，由美国俄亥俄州立大学麻建杰教
授实验室提供。将 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠６０只采用完全随
机分组方法分为 ３组（ｎ＝２０），即假手术组（ｓｈａｍ
组）、肺缺血再灌注损伤组（ＩＲ组）、下肢远程缺血预适
应＋肺缺血再灌注损伤组（ＲＩＰ组）。ＭＧ５３基因敲除
小鼠２４只采用完全随机分组方法分为２组（ｎ＝１２），
即肺缺血再灌注损伤组（ＩＲ组）、下肢远程缺血预适应＋
肺缺血再灌注损伤组（ＲＩＰ组）。
１．２．２　动物模型的建立　　实验动物在称量后用
２５％的戊巴比妥钠按照５０ｍｇ／ｋｇ的剂量进行腹腔注
射麻醉。待麻醉效果满意后，将 ＳＤ大鼠取仰卧位固
定于３７℃恒温加热台上，以保证其体温的恒定。接通
动物呼吸机，潮气量设定为 ６ｍＬ／ｋｇ，呼吸频率为
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６０次／ｍｉｎ，吸呼比为１∶２。假手术组于左侧第４肋间
进行开胸手术，游离左侧肺门但是不结扎，并进行机械

通气２ｈ。肺缺血再灌注损伤组模型在机械通气下于
大鼠左侧第４肋间进行开胸手术，在开胸器的辅助下
暴露合适视野并充分游离左侧肺门，再用无创动脉夹

阻断左侧肺门进行缺血１ｈ，缺血时间结束后进行再灌
注１ｈ［１２－１３］。下肢远程缺血预适应组模型的建立是在
进行肺缺血再灌注损伤模型建立前充分游离左侧股动

脉，用无创动脉夹阻断股动脉血流５ｍｉｎ，再松开动脉
夹恢复血流供应５ｍｉｎ（重复３个循环）以进行缺血预
适应［１４－１６］；缺血预适应结束后进行肺组织的缺血再灌

注损伤。假手术组于机械通气２ｈ结束前１０ｍｉｎ，肺
缺血再灌注损伤组以下肢远程缺血预适应组在再灌注

时间结束前１０ｍｉｎ于左侧股动脉进行动脉插管，当再
灌注时间结束时立即取血送检，查动脉血气分析。

１．３　检测指标及方法
１．３．１　动脉血氧分压ＰａＯ２的检测　　在再灌注时间

结束时，于左侧股动脉插管处取动脉血２ｍＬ于动脉血
气分析针内，隔绝空气，于取血后３０ｍｉｎ内送检进行
动脉血气分析检测。

１．３．２　肺组织湿干（Ｗｅｔ／Ｄｒｙ，Ｗ／Ｄ）比值　　再灌注
时间结束后，小心取下左侧进行缺血再灌注损伤的肺

组织，清洁肺组织表面的血液，称取质量，记为湿重。

然后将肺组织放于８０℃鼓风箱内进行烘烤２４ｈ，再进
行称取质量，记为干重。Ｗ／Ｄ值即为两者之比。
１．３．３　生存情况的观察　　在再灌注时间结束后，取
随后的１ｈ作为观察时间。观察这１ｈ内，各分组中
ＳＤ大鼠存活的分钟数。
１．４　免疫印迹
　　采用组织匀浆法提取肺组织蛋白（主要包括组织
匀浆、超声破碎以及高速离心三步）。通过Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
于ＢｉｏＲａｄ分光光度仪测定蛋白浓度。根据蛋白浓度
测定结果确定上样体积。采用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
进行电泳分离蛋白，电泳结束后采用半干转法将蛋白

转移到 ＮＣ膜上，再用 ５％的脱脂奶粉进行封闭。
ＭＧ５３抗体按照１∶５００用抗体稀释液进行稀释，将 ＮＣ
膜漂洗后加入一抗中，４℃过夜。第２天，取出 ＮＣ膜
进行复温０．５ｈ，再用ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１５ｍｉｎ。漂
洗结束后用针对一抗来源的荧光二抗按照１∶１５０００
配制，并在室温下避光孵育 １．５ｈ。避光下，用 ＴＢＳＴ
漂洗 ＮＣ膜 ３次，每次 １５ｍｉｎ。免疫印迹结果用
ＧＡＰＤＨ作为内参进行校正，用 ＯＤＹＳＳＥＹ红外凝胶扫
描系统对条带进行灰度值的定量分析。

１．５　统计学分析
　　实验数据以珋ｘ±ｓ表示。用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统
计学分析，采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两
比较采用ｑ检验。

２　结果

２．１　ＲＩＰ对肺缺血再灌注损伤的保护作用
２．１．１　ＲＩＰ提高肺缺血再灌注大鼠的生存率　　ＩＲ组
１１只，在动物手术模型建立中死亡３只。ＲＩＰ组１０只，在
动物手术模型建立中死亡２只。Ｓｈａｍ组８只，未出现
死亡。以再灌注时间结束后继续观察１ｈ作为生存分
析的观察时间。肺缺血再灌注损伤组大鼠均于半小时

内死亡，而远程缺血预适应处理组的大鼠生存时间显

著延长和改善（Ｐ＜０．０５，ｎ＝８）。见图１。
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图１　ＲＩＰ对肺缺血再灌注大鼠生存的影响

２．１．２　ＲＩＰ对肺缺血再灌注大鼠肺功能的保护作用
　　肺缺血再灌注损伤会导致大鼠的动脉血氧分压的
显著降低［（４６６０±５．９４）ｍｍＨｇ］，而下肢远程缺血预
适应处理可以改善肺组织缺血再灌注损伤后的动脉血

氧分压，使得动脉氧分压恢复至（７３４０±５．９４）ｍｍＨｇ
（Ｐ＜０．０５）。
２．１．３　ＲＩＰ对肺缺血再灌注大鼠肺水肿的改善作用
　　大鼠肺水肿程度利用肺组织 Ｗ／Ｄ值进行测量。
肺缺血再灌注损伤后大鼠的 Ｗ／Ｄ值为（６．４９±
０３１），下肢远程缺血预适应处理可显著的降低肺缺
血再灌注损伤后的 Ｗ／Ｄ值（５．３７±０．３５），明显改善
肺缺血再灌注损伤后的组织充血水肿（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＭＧ５３在ＲＩＰ保护肺缺血再灌注损伤中的作用
２．２．１　ＲＩＰ改变肺组织上 ＭＧ５３蛋白的表达　　肺
缺血再灌注损伤组肺组织上 ＭＧ５３蛋白的表达量
（０７９±０．１７）较假手术组（０．５５±０．１３）有增加，下肢
远程缺血预适应组肺组织上 ＭＧ５３蛋白的表达量
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（２０３±０．５３）较假手术组也显著增加。同时下肢远
程缺血预适应组肺组织上ＭＧ５３蛋白的表达量比肺缺
血再灌注损伤组增加得更显著（Ｐ＜０．０５）。见图２。
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＩＰ对大鼠肺组织ＭＧ５３蛋白
的表达

２．２．２　ＭＧ５３敲除小鼠上ＲＩＰ不能发挥对肺缺血再灌
注的保护作用　　在ＭＧ５３基因敲除小鼠上，进行肺缺
血再灌注损伤后血氧分压为（４５．６０±１０．５３）ｍｍＨｇ，下
肢远程缺血预适应不能改善其血氧分压（４８．２０±
１２１５）ｍｍＨｇ（Ｐ＞０．０５）。同时，反映肺组织水肿情况
的Ｗ／Ｄ值，在下肢缺血预适应组（５．４７±０２８）较肺
缺血再灌注损伤组（５．３６±０．１５）也未能得到改善
（Ｐ＞０．０５）。因此，在 ＭＧ５３基因敲除小鼠上 ＲＩＰ不
能发挥对肺缺血再灌注的保护作用。

３　讨论

　　远程缺血预适应由于其具有较强的保护作用而得
到广泛的关注。远程缺血预适应被认为是一种简单、

有效、易行的内源性保护措施，其保护作用在器官内和

器官之间均能发挥。远程缺血预适应的保护作用可分

为早期保护作用和晚期保护作用。其早期保护作用发

生在远程缺血预适应处理后的１～３ｈ内，并且保护作
用可以持续３～４ｈ；其晚期保护作用发生在远程缺血
预适应处理后的１２～２４ｈ，其保护作用可以持续４８～
７２ｈ［１７］。我们的研究发现，远程缺血预适应可通过改
善肺的血气交换、减轻肺组织水肿从而发挥对肺缺血

再灌注损伤的保护作用。这一保护作用已得到较多的

研究证实。其机制包括了 ＭＡＰＫ［１８］介导的信号转导、
ＪＡＫＳＴＡＴ通路、ＰＫＣ和 ＰＩ３Ｋ［１９］、ＧＳＫ３β［２０］等多个信
号分子和信号通路。虽然对于远程缺血预适应机制的

研究很多，但是其具体机制尚不完全清楚。而我们的

研究发现，远程缺血预适应处理后会引起肺组织上

ＭＧ５３蛋白的表达量增加，并且敲除 ＭＧ５３后，远程缺
血预适应的保护作用消失，提示 ＭＧ５３蛋白在远程缺
血预适应发挥了重要的作用。

　　ＭＧ５３是一类在骨骼肌高表达的细胞骨架蛋白，
主要分布于胞浆内的囊泡以及肌纤维膜上［２１－２２］。当

细胞膜受到损伤时，在胞外钙离子的作用下，与 ＭＧ５３

紧密结合的胞内修复囊泡会向胞膜转移，并迅速大量

聚集在细胞膜受损伤处与损伤的细胞膜融合从而封闭

损伤处的细胞膜缺口，发挥其对于细胞膜的保护作用。

当肺组织遭受缺血再灌注损伤时，活性氧基团的生成

会大量增加，并导致血管内皮细胞、肺泡上皮细胞、肺

泡巨噬细胞等的细胞膜发生损伤，ＭＧ５３可通过修复
损伤的细胞膜而减轻组织器官的缺血再灌注损伤。我

们前期的实验证实外源性给予ＭＧ５３蛋白可以减轻肺
组织的缺血再灌注损伤。在我们的研究中，远程缺血

预适应通过短暂地、反复地阻断和恢复股动脉的血流

供应所诱导，这一处理会造成骨骼肌细胞处于短暂的

缺氧复氧状态，可能造成了骨骼肌细胞中的 ＭＧ５３大
量的释放入血，而血液内游离的 ＭＧ５３蛋白可能会迅
速向损伤处转移，并大量聚集在损伤处的细胞膜从而

发挥对细胞膜的修复和保护作用。同时，我们还发现，

在进行肺组织的缺血再灌注损伤前预先给予大鼠远程

缺血预适应的处理，可以使缺血再灌注损伤后的肺组

织上ＭＧ５３蛋白的表达量显著增加，这提示远程缺血
预适应处理后骨骼肌合成、释放的 ＭＧ５３蛋白参与了
对肺组织的保护。但是，由下肢的远程缺血预适应所

引起的ＭＧ５３合成的增加是通过何种途径释放入血，
并且是通过何种机制和形式“指令性”到达损伤的细

胞膜的具体机制还需要进一步的研究。

　　本实验再次证实了远程缺血预适应可以发挥对肺
缺血再灌注损伤的保护作用，同时提出骨骼肌分泌的

ＭＧ５３蛋白参与了下肢远程缺血预适应对肺缺血再灌
注损伤保护作用的发挥，这可能是用下肢远程缺血预

适应进行器官保护的一个新机制。
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