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　　提　要　目的:探讨减压缺氧时大鼠红细胞变形性的改变及其机制。方法:测定平原和减压缺氧条件下

大鼠红细胞滤过指数 ( I F)、红细胞膜 A T Pase活性、红细胞 A T P含量。结果: 各缺氧组细胞 IF均较平原组升

高 ,缺氧 14 d组虽有所下降 ,但仍高于对照组 ,缺氧 21 d组与 30 d组无明显差异 ;缺氧 1 d、 7 d组 A T P含量下

降 ,且与同期红细胞 I F呈显著负相关 ,缺氧各组红细胞 N a+ -K+ -A T Pa se、 Ca2+ -A T Pase活性均有不同程度

明显下降 , M g2+ -A T Pase活性仅缺氧 30 d组下降明显。结论: ①缺氧可致红细胞变形性损害 ,但其发生并非

进行性 ,大约于缺氧后 3～ 4周达到一个较为稳定的水平 ;②缺氧早期红细胞 AT P含量下降 ,整个缺氧过程中

红细胞膜 A T Pase活性降低在大鼠红细胞变形性损害中起重要作用。

　　关键词　红细胞变形性 ; AT Pase活性 ;三磷酸腺苷 ;缺氧
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　　近年来 ,缺氧血液动力学、流变学尤其是缺氧对红
细胞的损伤以及红细胞增多和损伤后对心、肺的影响
引起了许多学者的高度重视。缺氧一方面通过促进红

细胞生成素的合成和释放 ,使体内红细胞大量增多 ,血

球压积升高 ;另一方面缺氧对红细胞代谢、形态和功能

亦有一定影响
[1 ]

。文献报道人和某些动物在缺氧时红
细胞变形能力减弱 ,其在血粘度升高 ,微循环障碍中起

一定作用
[2 ]

。本实验旨在研究缺氧大鼠红细胞变形性
损伤规律及其机制 ,为改善机体在缺氧条件下血液流

变特性 ,减轻心肺脑等器官的损害提供一定的依据。

1　材料与方法

1. 1　动物分组及缺氧动物模型建立
　　选用 Wistar大鼠 72只 (本校动物所提供 ) ,雌雄各半 ,体重

180～ 260 g ,随机分为平原组 ( SL)、缺氧 1 d组 ( H1 )、缺氧 7 d组

( H7 )、缺氧 14 d组 ( H14 ,每组 n = 12) ,缺氧 21 d组 ( H21 , n =

11) ,缺氧 30 d组 ( H30 , n = 13) ,将缺氧组大鼠置低压舱内间断

减压缺氧 (模拟高原 5000 m,每天 8 h )。

1. 2　血标本采集及指标测定
　 　用 10%乌拉坦腹腔麻醉大鼠后取血 ,标本分装于下列各

管: ① 1. 5 ml全血 ACD抗凝测定红细胞滤过指数 ;② 1 ml全血

ACD抗凝测红细胞 A T P含量 ;③ 2 ml全血 ED T A-Na2 ( 2mg /

ml)抗凝测膜 A T Pase活性。

1. 2. 1　红细胞滤过指数 ( Filtra tio n Idex , IF)　　称取分析纯

T ris 1. 2114 g加生理盐水 100 m l,调 pH 7. 4,真空抽滤 ,配成缓

冲液 ,将抗凝血标本 轻轻摇匀 ,加静脉用生理盐水后 1000～

1500 r /min离心 5 min,反复洗涤 3次 ,每次仔细吸去白细胞 ,最

后得压积红细胞 ,用上述缓冲液按 1 9比例配红细胞悬液 ,用红

细胞变形仪 (中医研究院西苑医院 )测红细胞 IF。I F值越大 ,红

细胞变形性越差。

1. 2. 2　红细胞 A T P含量测定　 　用 A T P测定试剂盒 (上海

植物生理研究所提供 )于 SHR-1型化学发光仪上测红 A T P含量。

1. 2. 3　 A T Pase活性测定　　按董伟 [3]的方法制膜 ,刘斯奇法

测 A T Pase活性 [4] ,改良 L ow ry法测膜蛋白。酶活性以单位时

间内单位蛋白分解 A T P而产生的磷的多少表示 (μmol Pi /mg

pr h- 1 )。

1. 3　统计学处理
　　采用我校数理统计教研究提供的 SPM R医用统计程序包

进行单因素方差分析 ,结果以 x-± s表示 ,部分指标作相关分析。

2　结果

2. 1　红细胞 IF及红细胞 AT P含量改变
　　红细胞 IF于缺氧 1 d组即显著高于平原组 ( P < 0. 05) ,缺

氧 7 d组较 1 d组进一步升高并达到峰值 ( P < 0. 01) , 14 d组虽

较 7 d组明显降低 ,但仍显著高于平原组 ,且随缺氧时间延长再

度升高 ,缺氧 21 d组与 30 d组 IF无明显差异。缺氧 1 d、 7 d组

A T P含量较平原对照组显著下降 ( P < 0. 001) ,且与同期 IF

呈显著负相关 ,相关系数 r分别为 - 0. 6358( P < 0. 01)、 - 0.

7044( P < 0. 001) ,以后各组 AT P含量恢复接近平原对照组 ,

见表 1。

表 1　红细胞滤过指数 ( IF)及红细胞内 ATP(μmol /gHb)变化 ( x-± s)

Tab 1　 Changes of IF and erythrocyte ATP contents (μmol /gHb) (x-± s )

SL H1 H7 H14 H21 H30

IF 0. 136± 0. 032 0. 172± 0. 043△ 0. 252± 0. 061** ○ 0. 169± 0. 043* ● 0. 229± 0. 054** □ 0. 234± 0. 060**

AT P 5. 64± 1. 65 2. 71± 0. 99*** 2. 13± 0. 58*** 5. 37± 1. 04 5. 47± 1. 99 5. 54± 1. 22

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01,*** : P < 0. 001v s SL;○: P < 0. 01 vs H1 ;●: P < 0. 01v s H7;□: P < 0. 01 vs H14
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2. 2　红细胞膜 AT Pase活性变化
　 　缺氧各组红细胞 N a+ -K+ -A T Pa se、 Ca2+ -A T Pa se较平原

组均有不同程度明显降低 ,尤以 30 d组最为显著 , M g2+ -A T-

Pase仅缺氧 30 d组下降明显 ,见表 2。

表 2　红细胞膜 ATPase活性 (μmol Pi /mg pr /h)变化 ( x-± s )

Tab 2　 Changes of erythrocyte ATPase act ivities (μmol Pi /mgpr /g) (x-± s )

SL H1 H7 H14 H21 H30

Na+ -K+ -AT Pas e 0. 507± 0. 113 0. 392± 0. 095* 0. 379± 0. 077** 0. 405± 0. 053** 0. 390± 0. 092* 0. 261± 0. 121***

Ca2+ -ATPase 1. 101± 0. 224 0. 889± 0. 128** 0. 858± 0. 160** 0. 948± 0. 119* 0. 804± 0. 105*** 0. 797± 0. 076***

M g2+ -AT Pas e 0. 421± 0. 106 0. 420± 0. 119 0. 379± 0. 096 0. 373± 0. 108 0. 494± 0. 100 0. 330± 0. 102*

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01,*** : P < 0. 001v s SL g roup

3　讨论

　　红细胞变形性是指红细胞在应力作用下改变其形

态的能力 ,本实验用核孔滤膜滤过法测定缺氧大鼠红

细胞变形性 ,结果表明: 大鼠缺氧 1 d后红细胞变形性

明显下降 , 7 d后更进一步下降 ;缺氧 14 d时虽有所改

善 ,但仍明显低于平原组 ,缺氧 21 d时红细胞变形性

再度下降 ,但缺氧 30 d组与 21 d组无明显差异 ,提示

红细胞变形性损伤在缺氧 3～ 4周后达到一个较为稳定

的水平。红细胞变形性的损伤 ,可显著地影响全血粘

度 ,导致微循环障碍 ,在缺氧性肺动脉高压和右心肥大

发生中可能起一定作用 [1 ]。

　　 ATP是红细胞的唯一供能方式 ,本实验结果: 缺

氧 1 d、 7 d时大鼠红细胞 ATP水平显著下降 ,且与同

期红细胞 IF呈明显负相关。 ATP的下降使得红细胞

膜 A TPase能量供给不足 ,红细胞离子转运失衡 ,难以

维持其正常双凹圆盘状 ,是引起缺氧早期变形性损害

的主要原因 [2 ]。有学者认为红细胞膜上存在一种 Ca
2+ -

A TP依赖的肌球蛋白样物质 ,它在细胞收缩变形中起

重要作用 , ATP的下降可使这种肌球蛋白样物质的收

缩发生障碍 ,从而引起红细胞变形困难
[ 5]

。红细胞

A TP减少还可致红细胞抵抗自由基损害的能力下降 ,

红细胞膜脂质损伤
[6 ]

,导致红细胞变形能力降低。缺氧

2周以后 ,红细胞 ATP含量恢复至接近平原对照组水

平 ,作者认为这可能是一种细胞水平的适应 ,具体机制

尚有待于进一步的研究。

　　整个缺氧过程中 Na
+ -K

+ -AT Pase与 Ca
2+ -AT-

Pase均有显著下降 ,尤以缺氧后期 (缺氧 30 d) K /Na

比值降低 , Mg2+ -AT Pase活性降低还可使红细胞膜磷

脂分布异常 ,细胞膜及膜骨架的稳定性降低 ,最终致红

细胞变形能力降低 [7 ]。总之 ,缺氧在促进红细胞生成增

多的同时 ,也导致了红细胞本身的损害。缺氧早期红细

胞 ATP含量下降、整个缺氧过程中红细胞膜 A TPase

活性降低在其变形性损害中起重要作用。
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Deformative changes of erythrocytes and its mechanism during hypobaric

hypoxia in rats
Liang W anyi , Luo Decheng , Zhang Guo bin, Gao Yuqi ( Depa rtme nt o f Pathophysio lo gy , Third Milita ry M edical U niv er-

sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o o bserv e defo rmativ e cha ng es of er ythr ocy tes a nd ex plor e its mecha nism during
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hypobaric hypox ia in ra ts. M ethods: Adult Wista r r ats wer e rando mized into 6 g ro ups: 1) sea

lev el g r oup ( SL ) ; 2) 1-day -hypox ic g ro up ( H1); 3) 7-day-hypox ic g roup ( H2); 4) 14-day -hy po xic g ro up

( H14); 5) 21-day-h ypoxic g r oup ( H21); 6) 30-da y-hy po xic g ro up ( H30) . Ery thro cyte filtra tio n index ( IF) ,

the AT Pa se activities and A T P co nte nt w ere de termined. Resul ts: 1) IF was sig nificantly lo wer in SL tha n in

each h ypoxic g ro up ( P < 0. 05 o r 0. 01) . It reached its peak in H7 and then g radua lly decreased. Ther e was

no evident difference betwee n H21 and H30. 2) Ery thro cyte A T P co nte nt was sig nificantly lo wer in H1 and

H7 than in SL and nega tiv ely co r related to their I F ( r = - 0. 6358, P < 0. 01; r = - 0. 7044, P < 0. 01). 3)

N a-K-A T Pase and Ca-A T Pa se ac tiv ities w ere sig nifica ntly low er in hypox ic g r oups than in SL but M g-A T -

Pase activity reduced only in H30. Conclusion: Hy po xia can destr oy e ry th rocy te defo rmability, but it was no t

prog r essiv e. Ery th rocy te defor mability migh t be improv ed in the seco nd hypox ic w eek and then dec reased to

r each hemostasis in the third or fo ur th w eek. 2) T he decreme nt o f er yth rocy te A T P contents in the ear ly hy -

po xic pe rio d a nd AT Pase activ ity in the w hole hypox ic cour se pla y an impo rtant r ole in ery thro cyte defor ma-

bility damag es during hypo ba ric hypox ia.

　　 Key words　 e ry th rocy te dev o rmability; A T Pase activity; A T P; hy po xia; rat

烟雾吸入性肺损伤大鼠 SPA表达异常机制研究

A study on the mechanisms of SPA down- regulation in a rat model of

smoke inhalation injury

傅祖红
 

　杨宗城　 黎　鳌　　 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ) 重庆 , 400038

　　我所既往研究发现吸入伤后 SP Am RN A表达下降 ,然而

其机理尚不清楚 ,本研究旨在探讨吸入伤后 SP Am RN A表达

下降机理。

　　反式作用因子与基因顺式元件相互作用 ,对基因转录具有

关键性作用 ,活性氧作为基因调控信号传导分子 ,通过对反式

作用因子活性调节 ,调控多种基因转录过程。故本研究从 S PA

反式作用因子 ( T T F1 ) 与 SP A顺式元件环节 ,探讨吸入伤后活

性氧对 SP A基因调控机制。拟从以下三方面进行研究: ①动物

体内实验: 研究吸入伤后肺脏氧化应激与 SP AmRN A表达及

其关系 ; ②体外实验: a.从 SP A顺式元件与 T T F1分子结合水

平 ,研究活性氧及氧化还原状态对其结合活性的影响 ; b.从

SPA体外转录水平 ,研究活性氧及氧化还原状态对 T T F1启动

SPA体外转录的影响 ; ③以 N A C清除吸入伤肺脏氧化应激 ,

研究氧化应激解除后 , SP A m RN A表达情况。

　　本研究还采用动物实验研究了 N A C对吸入伤 SPA相关

功能及对吸入性肺损伤保护作用 ,为 N AC用于吸入伤临床治

疗提供依据 , 也是本研究另一目的。

　　结果与结论: ( 1)体内实验发现: ①吸入伤后肺脏 M D A含

量显著增加 ;总抗氧化能力 ( T AO )显著降低 ;还原性谷胱甘肽

显著消耗。②吸入伤后 SP A m RN A表达明显降低。提示: 吸入

伤后肺脏活性氧大量产生、肺脏氧化还原电势 ( G SSG / GSH)

增高 , 可能是吸入伤后 SPA m RN A表达下降的原因。

　 　 ( 2)体外实验发现: ①活性氧 ( H2 O2 )及 G SH氧化产物

GSSG,可抑制 T T F1与 SP A顺式件结合 , G SH可解除上述抑制

作用 ;②活性氧介质 ( H2 O2 )及 GSSG可抑制 T T F1与 SP A体外

转录 , G SH可解除上述抑制作用。表明: 吸入伤后 T T F1“置身”

于高活性氧及高氧化还原电势环境 , T T F1与 SPA顺式元件结

合受抑制可能是吸入伤后 SP A mRN A表达下降的分子病理基

础。

　　 ( 3)以 N A C清除吸入伤肺脏氧化应激、提高 G SH含量 ,发

现吸入伤后 SP A mRN A表达增强。证实了上述推论及结论。

　 　 ( 4) N A C对吸入伤治疗保护实验发现: ① N A C治疗可改

善 SP A相关功能: a. N AC治疗后可使反映静态肺顺应性的参

数 C2. 94、 C0. 49、 EI;及反映肺表面活性物质特性的参数

STmin、 Ha、 RI、 SI恢复至正常水平 ; b. N A C治疗后肺Ⅱ型细胞

板层体恢复至正常形态。② N A C治疗可保护肺损伤: a. N A C治

疗后反映肺损伤的 BA L F中 AK P、 LD H酶活性 ;及反映肺微血

管损伤的 BAL F中白蛋白含量恢复至正常水平。b. N A C治疗

后 BAL F中白细胞总数及中性粒细胞百分数皆恢复至正常水

平 ; c. N A C治疗后肺脏病理形态异常明显减轻。表明: N AC对

吸入性肺损伤具有治疗、保护作用。

　 　关键词　肺损伤 ; SPA; T T F;顺式元件 ;反式因子 ;氧化

还原
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