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七氟烷预处理对大鼠肺缺血再灌注损伤肺组织细胞自噬水平的影响
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　　［摘要］　目的　探讨七氟烷预处理对大鼠肺缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）肺组
织中细胞自噬的影响。方法　健康成年雄性 ＳＤ大鼠７５只，采用开胸夹闭左肺门建立 ＩＲＩ模型，将
７５只大鼠编号后按随机数字表法分为５组：假手术组（Ｓｈａｍ），缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ），七氟烷预处理组
（ＳＥＶＯ），ＬＹ２９４００２组（ＬＹ）及七氟烷预处理＋ＬＹ２９４００２组（ＰＩ３Ｋ抑制剂）（ＳＥＶＯ＋ＬＹ），各１５只。缺
血１ｈ，再灌注１２０ｍｉｎ后处死各组大鼠，取出肺组织，检测大鼠肺组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法测定肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２及ｐＰＩ３Ｋ表达。结果　与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组肺组织发生严重
水肿（Ｐ＜００５），且肺组织细胞自噬水平增加，自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２蛋白表达上调
（Ｐ＜００５）；与Ｉ／Ｒ组比较，ＳＥＶＯ组肺水肿明显减轻（Ｐ＜００５），Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２蛋白表达下
调，而ｐＰＩ３Ｋ表达增加（Ｐ＜００５），ＬＹ组与Ｉ／Ｒ组比较差异没有统计学意义（Ｐ＞００５）；与ＳＥＶＯ组比
较，ＳＥＶＯ＋ＬＹ组中肺水肿明显加重，Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２蛋白表达上调而 ｐＰＩ３Ｋ表达下调（Ｐ＜
００５）。结论　七氟烷预处理通过激活ＰＩ３Ｋ信号转导通路，恢复 ＬＩＲＩ期间细胞自噬流，减少自噬性细
胞死亡从而对肺缺血再灌注损伤起保护作用。
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　　目前，针对减轻器官缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）的预防措施主要有两大类：手术
和药物治疗，手术治疗主要是通过缺血预处理，但由于

伦理及技术的限制，在临床操作中未得到广泛推广；药

物治疗指各类器官保护药物［１］。七氟烷（ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ，
ＳＥＶＯ），一种高效吸入麻醉药，具有可控性强，对呼吸
道刺激、血流动力学及交感神经活动影响小等优点，临

床应用广。目前，越来越多的研究表明，ＳＥＶＯ可以对
脑［２］、心肌［３］、肝脏［４］、肾脏［５］、肠道［６］等器官缺血再

灌注损伤产生保护作用。文献［７］报道称其对ＬＩＲＩ也
具有保护作用，但相关研究甚少。本实验中，我们探讨

ＳＥＶＯ是否对ＬＩＲＩ具有肺保护作用。

１　材料与方法

１．１　动物分组与处理
　　ＳＰＦ级健康成年雄性 ＳＤ大鼠由第三军医大学实
验动物中心提供，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ渝２０１２
０００５，体质量２２０～２５０ｇ。将７５只大鼠编号后按随机
数字表法分为５组，假手术组（Ｓｈａｍ），缺血再灌注组
（Ｉ／Ｒ），七氟烷预处理组（ＳＥＶＯ），ＬＹ２９４００２组（ＬＹ）
及七氟烷预处理＋ＬＹ２９４００２组（ＰＩ３Ｋ抑制剂）（ＳＥＶＯ＋
ＬＹ），各１５只。
　　参照 Ｎｇ等［８］的方法进行大鼠肺 ＩＲＩ建模。对于
Ｓｈａｍ组大鼠仅开胸游离肺门，不做夹闭处理；Ｉ／Ｒ组
大鼠以无创血管夹夹闭左肺门，１ｈ后开放血管，关
胸；ＳＥＶＯ组大鼠于夹毕肺门前３０ｍｉｎ吸入 ２．１％七
氟烷［９］；ＬＹ组大鼠夹毕肺门前 ３０ｍｉｎ腹腔给予
ＬＹ２９４００２０．３ｍｇ／ｋｇ（ＰＩ３Ｋ抑制剂）［１０］；ＳＥＶＯ＋ＬＹ
组大鼠夹毕肺门前３０ｍｉｎ吸入 ２．１％七氟烷（批号：
Ｈ２０１３０８１６，ＭａｒｕｉｓｈｉＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ公司，日本），且腹

腔给予 ＬＹ２９４００２０．３ｍｇ／ｋｇ［１０］。于再灌注 １２０ｍｉｎ
后分别开胸取肺保存。

１．２　大鼠肺组织湿／干质量比（Ｗ／Ｄ）的测定
　　取各组大鼠左上肺组织，生理盐水洗净血迹，滤纸
搽干表面水迹，以电子天平称取即湿质量（ｗｅｔ），再置
入８０℃烤箱中，２４ｈ后称取即干质量（ｄｒｙ），二者之比
即Ｗ／Ｄ。
１．３　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠肺组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、

ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２和ｐＰＩ３Ｋ的表达
　　抽提各组大鼠左肺组织蛋白并用 ＢＣＡ法测其浓
度。按照 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法［１１］，分别取４０μｇ蛋白进行
上样，电泳，转膜，ＢＳＡ血清封闭 ２ｈ，分别加入一抗
（Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２和 ｐＰＩ３Ｋ，稀释度１∶１０００）
于４℃冰箱孵育过夜，取出ＰＶＤＦ膜，ＴＢＳＴ漂洗３次，
二抗（１∶５０００）孵育２ｈ，化学发光法显色。用ＩｍａｇｅＪ
软件测其灰度值，以目的蛋白灰度值与内参βａｃｔｉｎ灰
度值的比值反映 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２和ｐＰＩ３Ｋ的
表达情况。

１．４　统计学处理
　　采用统计软件ＳＰＳＳ１３．０进行分析。所有数据均
以 珋ｘ±ｓ表示。多组间比较采用双因素方差分析。

２　结果

２．１　大鼠肺组织湿／干质量比值（Ｗ／Ｄ）
　　与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组的 Ｗ／Ｄ值增加（Ｐ＜００５）；
与Ｉ／Ｒ组比较，ＳＥＶＯ组Ｗ／Ｄ值显著降低（Ｐ＜００５），
而ＬＹ组与 Ｉ／Ｒ组之间没有明显差异（Ｐ＞００５）；
ＳＥＶＯ＋ＬＹ组Ｗ／Ｄ值高于ＳＥＶＯ组（Ｐ＜００５，图１）。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠肺组织自噬水平表达
　　Ｉ／Ｒ组大鼠肺组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２表达

５６２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２０）



明显高于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＜００５）；与 Ｉ／Ｒ组比较，ＳＥＶＯ
组Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２表达显著降低（Ｐ＜００５），
ＬＹ组与Ｉ／Ｒ组之间差异没有统计学意义（Ｐ＞００５）；
ＳＥＶＯ＋ＬＹ组Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２表达高于ＳＥＶＯ
组（Ｐ＜００５，图２，表１）。
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图１　各组大鼠肺组织湿重／干重比值
（ｎ＝１５，珋ｘ±ｓ）
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠肺组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３
Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２的表达情况

表１　各组大鼠肺组织Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｐ６２的表达情
况 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ Ｐ６２
Ｓｈａｍ组 ０．４２±０．０１ ０．３２±０．０２ ０．１１±０．０１
Ｉ／Ｒ组 ０．６３±０．０６ａ ０．８１±０．０８ａ ０．３３±０．０８ａ

ＳＥＶＯ组 ０．３７±０．０３ａｂ ０．４２±０．０４ａｂ ０．２４±０．０３ａｂ

ＬＹ组 ０．６６±０．１１ａｃ ０．７３±０．０８ａｃ ０．５３±０．０８ａｃ

ＳＥＶＯ＋ＬＹ组 ０．７１±０．１１ａｃ ０．８３±０．０８ａｃ ０．５５±０．０７ａｃ

ａ：Ｐ＜００５，与 Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与 Ｉ／Ｒ组比较；
ｃ：Ｐ＜００５，与ＳＥＶＯ组比较

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠肺组织ｐＰＩ３Ｋ表达
　　与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组大鼠肺组织 ｐＰＩ３Ｋ表达
下调（Ｐ＜００５）；与 Ｉ／Ｒ组比较，ＳＥＶＯ组 ｐＰＩ３Ｋ表达
显著增加（Ｐ＜００５）；ＬＹ组与Ｉ／Ｒ组比较，ｐＰＩ３Ｋ表达
差异没有统计学意义（Ｐ＞００５）；与 ＳＥＶＯ组比较，
ＳＥＶＯ＋ＬＹ组ｐＰＩ３Ｋ表达明显降低（Ｐ＜００５，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜００５，与
Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与 Ｉ／Ｒ组比较；ｃ：Ｐ＜００５，与
ＳＥＶＯ组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠肺组织 ｐＰＩ３Ｋ的表达

情况

３　讨论

　　肺缺血再灌注损伤（ｌｕｎｇｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，ＬＩＲＩ）多发生于失血性休克、心肺复苏、体外循
环、肺移植、一侧病变肺切除后，其中肺移植时，ＬＩＲＩ
发生率可高达２５％［１２］。肺组织缺血后的再灌注不仅

不能恢复肺功能，反而加重肺结构破坏，最终可发展为

急性肺损伤（ＡＬＩ）或急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）。
ＬＩＲＩ发生时，肺毛细血管内皮细胞受损，肺泡毛细血
管屏障功能障碍，炎症细胞和炎性介质大量渗出，引起

肺泡及间质发生水肿，组织细胞死亡。其中 ＩＲＩ引起
细胞死亡的分子机制尚未阐明，目前较为统一的观点

是细胞死亡分为坏死和凋亡两个过程，是否自噬性死

亡参与其中有待证明。吸入麻醉药具有保护缺血再灌

注损伤（ＩＲＩ）组织器官的作用，已成为共识。Ｐａｙｎｅ
等［１３］研究发现，细胞分裂活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号
通路参与了吸入麻醉药的脑保护作用。Ｒａｎｃａｎ［１４］已
证明，七氟烷对急性肺损伤的保护作用与抑制氧化应

激反应和减少炎症介质释放有关。

　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是真核生物进化高度保守的细
胞自稳程序。非病理状态下，细胞内本身存在一定水

平的自噬，维持内环境的稳定，而过度诱导的自噬能诱

发细胞程序性死亡［１５］。Ｂｅｃｌｉｎ１是哺乳动物启动自噬
过程的特异性基因［１５］，当 Ｂｅｃｌｉｎ１被活化后，在胞浆
中逐渐产生 Ｃ形的双层膜结构，参与自噬体的形成。
另外，ＬＣ３蛋白在正常情况下以 ＬＣ３Ⅰ的形式存在于
胞浆中，在自噬发生时被切割和脂化成 ＬＣ３Ⅱ后，可以
与自噬前体和自噬体的内外膜特异结合，且一直结合

６６２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



到自噬体与溶酶体融合，因此 ＬＣ３Ⅱ目前被公认为是
自噬的生物学标记物［１５］。Ｚｈａｎｇ等［１６］发现自噬在

ＬＩＲＩ中起到了保护作用，可能与 ＥＲＫ１／２信号通路激
活有关；另一方面，有研究指出ＬＩＲＩ发生时，过度蓄积
的自噬体促进细胞凋亡［１７］。本实验中，我们发现异常

的自噬加重了ＬＩＲＩ，七氟烷预处理参与肺损伤过程细
胞自噬调控，对ＬＩＲＩ有保护作用，机制可能与ＰＩ３Ｋ信
号通路激活有关。

　　ＰＩ３Ｋ，普遍存在胞内的一种磷脂酰肌醇激酶，具
有丝氨酸／苏氨酸（Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）激酶的活性，可调节细胞
增殖、分化、凋亡等。文献［１８］报道 ＰＩ３Ｋ被激活是调
控脑ＩＲＩ后神经细胞存活的关键环节，激活的ＰＩ３Ｋ使
Ａｋｔ活化，活化的 Ａｋｔ又激活 Ｐ７０Ｓ６Ｋ，最终抑制细胞
凋亡。同时，ＰＩ３Ｋ信号转导通路也是诱导自噬产生的
通路之一［１９］。细胞内生长因子、营养状态及能量水平

通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＰＫＢ通路调节 ＴＯＲＣ１活性，从而激
活 ｍＴＯＲ，抑制细胞自噬［２０］。完整的自噬过程分为两

个阶段：①吞噬包裹所形成的自噬泡；②进一步与溶酶
体结合消化，即完整的自噬流（ａｕｔｏｐｈａｇｙｆｌｕｘ）。Ｐ６２
蛋白是一种接头蛋白，它可作为自噬受体与泛素化的

蛋白质结合，同时与ＬＣ３Ⅱ相互作用，从而能够把泛素
化的蛋白质运送到自噬体内降解。因此Ｐ６２是反映自
噬活性的标记蛋白之一，其含量间接反映自噬小体清

除水平［２１］。当自噬活性减弱或功能缺陷时，自噬流遭

到破坏，Ｐ６２会在细胞质中持续累积。Ｍａ等［２２］研究

表明，ＩＲＩ破坏了自噬泡与溶酶体正常结合过程，使自
噬泡大量聚集，最终导致细胞死亡。Ｚｈａｎｇ等［２３］报道

了ＳＥＶＯ可以修复完整的自噬流，恢复再灌注期间溶
酶体功能，发挥ＩＲＩ心肌保护作用。本研究结果显示，
大鼠发生 ＬＩＲＩ后 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ蛋白表达上调，
说明再灌注后肺组织细胞内自噬被激活，而 Ｐ６２蛋白
表达上调，说明自噬流被破坏。由此推测 ＩＲＩ破坏了
肺组织细胞内自噬流，使细胞内自噬体大量积聚，导致

肺组织细胞自噬性死亡。同时本研究还显示ＳＥＶＯ可
以显著降低 ＬＩＲＩ后自噬体标记性蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３
Ⅱ／Ⅰ以及Ｐ６２的表达，说明ＳＥＶＯ可以修复 ＩＲＩ过程
中自噬流的破坏，进而抑制细胞死亡，有肺保护作用。

在给予 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２后 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ
和Ｐ６２蛋白表达上调，肺损伤加重，保护作用消失。这
启示我们，ＳＥＶＯ可能通过 ＰＩ３Ｋ途径激活自噬，发挥
肺保护作用，对于ＰＩ３Ｋ的磷酸化激活，可能主要是通
过促进形成的自噬溶酶体，恢复了自噬流，使自噬发挥

其消化降解、循环利用代谢产物的作用，而不是单纯地

上调自噬活性，对ＬＩＲＩ损伤产生保护作用。
　　综上所述，ＳＥＶＯ对大鼠 ＬＩＲＩ具有保护作用，其
机制可能是通过激活 ＰＩ３Ｋ信号转导通路，恢复再灌
注期间自噬流的完整性，促进自噬体清除，进而抑制

细胞死亡。
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