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高压氧与甘露醇联合作用对不同时相肢体缺血再灌注损伤细 

胞凋亡与组织超微结构的影响 

高 博 ，任 为 ，张 彦2，宋 红 s，赵 渝 
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3．重庆医科大学公共卫生学院，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究肢体缺血一再灌注损伤的发生和病理改变，探讨高压氧与甘露醇联合作用对不同时相肢体缺血再灌注大 

鼠的凋亡及组织超微结构的影响。方法：将 204只 sD大鼠随机分组，各组均持续缺血 8 h，分别行再灌注 0,4、24、72 h，连续 5 d 

经甘露醇和／或高压氧干预，制备石蜡切片检测大鼠肌肉组织中细胞凋亡相关基因Bax、Bc1—2的表达；以大鼠腓肠肌制备电镜 

标本，观察骨骼肌超微结构变化。结果：所有干预组较 Control组在再灌注后 4、24、72 h 3个时点 Bax含量均显著降低；HBO组、 

甘露醇一HBO组较 Control组在再灌注后4、24 h 2个时点 Bcl一2均显著升高。甘露醇组较 Control组在再灌注后4 h Bcl-2均显著 

升高。高压氧治疗后 ，骨骼肌细胞肿胀及炎性细胞浸润均较轻，微血管内几乎无微血栓形成，肌小节极少断裂，质膜较少破坏，少 

数线粒体肿胀，髓样结构形成。高压氧与甘露醇联合作用显著优于单用高压氧或甘露醇(P<0．05 o高压氧作用显著优于甘露醇 

作用( 0．05 o结论：本实验应用甘露醇联合高压氧作用于不同时相缺血再灌注肢体，产生了较显著的保护作用。 
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Combined effects of hyperbaric oxygen and mannitol on the apoptosis and 

ultramicrostructure changes of cells of limb ischemia and reperfusion injury of 

different phases in rats 
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【Abstract】Objective：To investigate the occurrence and pathological changes of the limb ischemia-reperfusion injury of different phases 

and the combined effects of hyperbaric oxygen and mannitol on the apoptosis and uhramierostructure changes of rats．Methods：204 SD 

rats were randomly divided into various groups，underwent different phases of reperfusion after 8 hours of sustained ischemia，and treated 

with hyperbaric oxygen and／or mannitol for five days．The expression of cell poptosis—related gene Bax，and Bcl一2 was detected through the 

paraffin sections of rat skeletal muscle．Electron microscope was used to observe the ultramicrostructure changes of the gastrocnemius 

muscle under the e cts of different interventions．Results：In all the intervention groups the Bax levels at 4 h，24 h，72 h after reperfusion 

were significantly less than in the control groups．In HBO and mannitol-HBO groups the Bcl一2 levels at 4 h，24 h were significantly higher 

than in the control groups．And in mannitol groups the Bcl一2 levels at 4h were significantly higher．In hyperbaric oxygen groups．the 

cellular swelling of skeletal muscle and the local cytokine response were significantly lower，almost without microvascular thrombosis in 

capillary vesse1．The sarcomere was rarely collapsed，little plasma membrane was shattered，little mitochondrial swelled or changed into the 

myelinfigure．The combined effects of hyperbaric oxygen and mannitol were significantly better than single-use of hyperbaric oxygen or 

mannitol(P<O．01)．The role ofhyperbaric oxygen was significantly better than mannitol(P<O．05)．Conclusion：The combined effects of 

hyperbaric oxygen and mannitol has a more significant role in the protection against the limb ischemia and repeffusion of different phases． 
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肢体缺血一再灌注损伤在目前临床工作中相当 

常见，其临床疗效仍不能让人满意，国内外有关学 

者在缺血预处理或药物预处理方面作了大量工作， 
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但因后期疗效较差或费用昂贵，均难广泛用于临 

床，因此，本实验着眼于高压氧(Hyperbaric 0xvgen． 

HBO)与甘露醇(Mannitol，MNT)这两个临床较常见 

的治疗手段，旨在研究肢体肢体缺血一再灌注损伤 

的发生和病理改变，探讨二者联合作用对不同时相 

缺血再灌注肢体的凋亡及组织形态学影响，以期为 

其临床防治工作提供部分理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型建立、分组与干预 

1．1．1 动物模型建立 采用止血带建立大鼠右下肢缺血模 

型lll。止血带结扎，持续缺血8 h后松解止血带行再灌注。预 

试验证实不完全缺血 8 h以上方可产生再灌注损伤。经瑞典 

PERIMED公司的 Periflux 5001型激光多普勒灌注监测仪证 

实各组对象再灌注后患肢血供 良好。 

1．1．2 动物及分组 重庆医科大学实验动物中心的健康 SD 

大鼠204只，体重约250～300 g，雌雄对等。将 sD大鼠随机分 

为5大组，除空白对照组(12只)外，其余每大组再分为4小 

组，每小组 12只，雌雄对等，各小组再灌注时问不同。 

1．1．3 各组对象的干预 空白对照组(Sham组 )：仅刮除结 

扎部位体毛，不做缺血再灌注 ，连续 5 d经腹腔注射同体积 

生理盐水。对照组(Control组)：持续缺血 8 h，4个小组分别 

行再灌注 0、4、24、72 h，连续 5 d经腹腔注射同体积生理盐 

水。甘露醇处理组(MNT组)：缺血 8 h，各小组分别行再灌注 

0、4、24、72 h，连续 5 d经腹腔注射 20％甘露醇 2 mI。高压氧 

处理组(HBO组 )：缺血 8 h，各小组分别行再灌注 0、4、24、 

72 h，并连续 5 d经腹腔注射同体积生理盐水 ，经过高压氧 

处理。甘露醇合并高压氧处理组(MNT—HBO组 )：缺血 8 h， 

各小组分别行再灌注 0、4、24、72 h，连续 5 d经腹腔注射 

20％甘露醇 2 ml，并经高压氧处理。甘露醇(20％250 ml／瓶 

西南药业生产)按 10 ml／(kg·d)连续 5 d经腹腔注射。 

将试验动物置于 DWC150—300型动物专用高压氧舱行 

高压氧疗，绝对压力为 0．2 MPa，治疗时间 120min／d，持续 5 d； 

具体为：将大鼠置于实验舱内，纯氧洗舱 5 rain，升压 15 rain 

至 0．1 MPa后稳压，吸纯氧 60 rain，减压 45 min。 

1．2 细胞凋亡相关基因 Bax、Bcl一2检测 

切取缺血再灌注肢体骨骼肌标本制备石蜡切片检测样 

品中Bax、Bcl一2的表达水平。取缺血再灌注肢体骨骼肌标本 

于 4％多聚甲醛中固定，制备石蜡切片备用。以sP试剂盒(北 

京中杉生物公司生产)经免疫组化法检测样品中Bax、Bcl一2 

的表达水平。阴性对照用 PBS代替一抗。高倍镜下，胞浆呈棕 

色着色者为阳性反应部位。标记强度用灰度值来表示，应用 

HPIAS．1000高清晰度彩色病理图文报告分析系统(9．0)测定 

Bcl～2、Bax蛋白的灰度值。 

13 形态学检测 

自缺血再灌注肢体腓肠肌切取电镜标本 ，于 0．5％戊二醛 

中固定，制备超薄切片于透射电镜下观察不同干预措施下骨 

骼肌超微结构变化。 

1．4 统计学处理 

统计分析采用 SAS 8．2统计软件进行分析，资料满足正 

态性和方差齐性，检验造模是否成功采用单因素方差分析 ， 

实验组与对照组间的差异比较采用 Dunnett—t检验 ；对三因 

素实验设计的统计分析采用三因素的析因设计方差分析 ，并 

对因素水平间的差异进行两两比较。检验水准 d=0．05。 

2 结 果 

2．1 各组 大鼠组织 中细胞凋亡相关基 因 Bax、Bcl一2 

的表达水平变化(见表 1、2) 

Control组再灌注后各时点与对照组 间的 Dun— 

nett—t检验。随着再灌注时间的延长 ，Bcl一2蛋 白表 

达水平在短时间内升高，而后逐渐下降，至再灌注 

24 h，已与再灌注前相似；Bax蛋白表达水平则逐渐 

升高。Control组再灌注后各时点 Bax、Bcl一2的表达 

水平与Sham组行两两比较差异有统计学意义(P< 

0．05)。 

各组资料再灌注后同时点的两两比较 MNT组、 

HBO组 、MNT—HBO组较 Control组在再灌注后 4、 

24、72 h 3个时点 Bax含量均显著降低。HBO组、 

MNT—HBO组较 Control组在再灌注后 4、24 h 3个 

时点 Bcl一2均显著升高：MNT组较 Control组在再 

灌注后 4 h 2个时点 Bcl～2均显著升高。高压氧与甘 

露醇联合作用显著优于单用高压氧或甘露醇(P< 

0．05)。高压氧作用显著优于甘露醇作用(P<0．05)。 

表 1 各组大鼠骨骼肌中细胞凋亡相关基因 Bax的蛋白灰度值 ( ±s) 

注： 与同时点 Control组 比较 P<0．05； 与同时点 MNT组比较 P<0．05；+与同时点 HBO组比较P<0．05；下表同 
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2．2 组织超微结构变化 

选取再灌注损伤 24 h后的各组标本电镜下进 

行形态学检测。Control组(24 h)：肌小节大量断裂， 

质膜广泛破坏，绝大多数线粒体肿胀，髓样结构形 

成。MNT组 (24 h)：肌小节少量断裂 ，肌丝溶解 ，质 

膜有破坏．少数线粒体肿胀，髓样结构形成。HBO组 

(24 h)：肌小节极少断裂，质膜较少破坏，少数线粒 

体肿胀，髓样结构形成。MNT—HBO组：肌小节基本 

正常，质膜极少破坏，微血管周围线粒体增生，无髓 

样结构形成。 

3 讨 论 

缺血一再灌注损伤的发生机制有活性氧学说、 

钙超载学说、炎性介质学说以及细胞凋亡学说等。 

1994年 Gottlieb等研究发现，兔缺血再灌注后的心 

肌细胞出现核染色质浓缩 ，而单纯缺血心肌细胞无 

此现象，提示心肌细胞凋亡参与了缺血一再灌注损 

伤[21。其后 ，越来越多的证据表明，细胞凋亡与缺血一 

再灌注损伤密切相关，并在缺血一再灌注损伤的病 

理过程中起着重要作用。 

3．1 MNT与 HBO联合作用对缺血一再灌注损伤细 

胞 凋亡的影 响 

细胞凋亡是众多基因参与的程序化过程，Bcl一2 

基因家族与凋亡密切相关。Bcl一2基因通过抑制自 

由基生成、保持线粒体膜的稳定性、阻止促凋亡基 

因信号传递等机制实现其促进细胞生存、延长细胞 

寿命的作用，被称为“抗凋亡基因”f3．4】。在治疗方面， 

IJi等[51通过甘露醇上调Bcl一2的表达从而抑制凋亡。 

Vlodavsky E等[61亦提出HBO通过改善组织供氧增 

加可Bcl一2的表达。朱志安等 通过HBO治疗创伤 

性脑损伤显著上调了Bcl一2蛋白的表达 ，并改变 

Bcl一2／Bax的比例。 

Bax基因为 Bcl一2基因家族中的一员，但其作 

用和 Bcl一2相反，属于促凋亡基因。当Bax表达增强 

时，可以拮抗 Bcl一2的抑凋亡作用，加速凋亡发生【8j。 

Pastukh V等 则通过甘露醇创造的高渗透压来抵抗 

细胞凋亡。Liu等㈣应用 HBO在创伤24 h内产生了 

抑制Bax表达，正调节 Bcl一2表达的效果。吴伟等【l】] 

亦提出HBO能抑制脑缺血细胞凋亡，其作用与上 

调 Bcl一2蛋白、下调 Bax蛋白表达有关。 

本研究发现，随着再灌注时间的延长，Bcl一2蛋 

白表达水平在短时间内升高，而后逐渐下降，至再 

灌注 24 h，已与再灌注前相似；Bax蛋白表达水平则 

逐渐升高。Control组再灌注后各时点 Bax、Bcl一2的 

表达水平与Sham组行两两比较差异有显著性(P< 

0．05)．因而证实 Control组动物产生 了明显的缺血一 

再灌注损伤。 

各干预措施在再灌注后 4、24、72 h 3个时点可 

显著下调 Bax的表达。HBO与 MNT—HBO联合治疗 

在再灌注后 4、24 h 2个时点可显著上调 Bel一2的表 

达 ；MNT在再灌注后 4 h可显著上调 Bel一2的表达。 

说明三种干预方式在再灌注早期可有效增加 Bel一2 

的表达，抑制 Bax的表达，抑制凋亡，减轻缺血一再 

灌注损伤。且分析数据发现。高压氧与甘露醇联合 

应用上调 Bcl一2表达 、下调 Bax表达的效果显著优 

于单用高压氧或甘露醇。高压氧作用显著优于甘露 

醇作用(P<0．05)。我们推断甘露醇通过高渗脱水，减 

轻组织水肿，清除羟自由基．减少脂质过氧化等机 

制调控Bax、Bel一2的表达，抑制细胞凋亡；而高压氧 

则通过改善组织供氧，促进有氧代谢，保护质膜及 

离子泵功能；抑制中性粒细胞功能及血管内皮粘附 

分子的表达，减少血管活性物质的产生，减轻脂质 

过氧化，恢复细胞膜功能等机制调控 Bax、Bcl一2的 

表达，减少细胞凋亡 。且数据分析表明二者有协同 

作用(P<0．05)。 

3．2 MNT与 HBO联合作用对缺血一再灌注损伤组 

织超微结构的影响 

肢体缺血再灌注损伤后骨骼肌细胞结构严重 

破坏 ，肿胀明显 ，大量出血 、坏死 、炎性细胞浸润 ，微 

血管内大量血栓形成。肌小节大量断裂，质膜显著 

破坏，线粒体肿胀，髓样结构形成。 
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应用 甘露醇治疗后 ，骨骼肌细胞结构较完整 、 

清楚，肿胀较轻，间质无炎性细胞浸润及外渗，无出 

血 、坏死 ，电镜下肌小节少量断裂 ，肌 丝溶解 ，质膜 

有破坏，少数线粒体肿胀，髓样结构形成。可能是由 

于其高渗脱水作用，减少了流入细胞内的水．维持 

了细胞容积，防止了组织细胞和血管内皮细胞损 

伤，从而改善了微循环。 

应用高压氧治疗后 ，骨骼肌细胞结构完整 、清 

楚，个别有肿胀，有少量出血、坏死、炎性细胞浸润， 

微血管内几乎无血栓形成。肌小节极少断裂，质膜较 

少破坏，少数线粒体肿胀，髓样结构形成。应用高压 

氧联合甘露醇治疗后，微血管周 围线粒体增生 ，无髓 

样结构形成。其机制可能为：高压氧可迅速改善组织 

供氧，增加能量生成，恢复细胞膜上的离子泵功能， 

改善细胞膜与细胞器膜通透性，保持其功能结构，避 

免缺血一再灌注损伤对各种器官的损害口 。 

本实验应用甘露醇联合高压氧作用于不同时 

相缺血再灌注肢体 ，有效抑制细胞凋亡 ，对缺血再 

灌注肢体的结构功能产生了较显著的保护作用。在 

临床对缺血一再灌注损伤的治疗中二者的应用仍有 

待我们深入探讨。 
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