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敲除诱导性一氧化氮合成酶治疗骨骼肌
缺血再灌注损伤的实验研究
张俐　Long2en Chen　Anthony V. Seaber　James R. Urbaniak
(美国杜克大学医学中心显微骨科实验室)

【摘要】　目的　研究敲除诱导性一氧化氮合成酶治疗骨骼肌缺血再灌注损伤的机制和作用。方法

本实验采用敲除一氧化氮合成酶的小鼠 (治疗组)及正常小鼠 (对照组)各 21只 ,造成去神经游离提睾肌

皮瓣完全缺血 3小时 ,在荧光显微镜下 ,活体动态观察该肌肉在恢复血液灌注前后 90分钟过程中平均

微动脉管径的一系列变化 ,测量灌注前后肌肉的血恢复率 ,重量比率 ,并观察其病理变化。结果　(1)在

灌注后 10和 90分钟 ,对照组小鼠肌肉的再灌注率分别为 (3817±18) %和 (6318±5013) % ;而治疗组已

达 (9219±1712) %和 (10817±2510) %( P < 01001)。(2)再灌注 10分钟时 ,对照组的平均微动脉管径

始终维持在未缺血时的 5115 %至 5715 %之间 ,90分钟后分别达到 (7116 ±1019) % (10～20um) , (7112

±1511) %(21～40um) , (6314±1112) %(41～70um)。而治疗组再灌注 10分钟时的平均微动脉的管径

即为缺血前的 72 % ,90分钟以后 ,分别达到 (9118 ±718) % (10～20um) , (8812 ±716) % (21～40um) ,

(8514±616) %(41～70um) ( P < 01001)。(3)缺血 3 小时再灌注 90 分钟后 ,左、右两侧提睾肌的重量

比 ,对照组为 (17313±4415) % ,而治疗组为 (11612±717) %( P < 0101)。结论　诱导型一氧化氮合成

酶的敲除能有效地改善骨骼肌的缺血再灌注损伤 ,其作用机理可能主要是通过调节血管张力 ,骨骼肌的

血流量 ,抑制白细胞粘附于内皮细胞表面从而抑制血管壁内皮下细胞增殖及调控缺血后的代谢产物。
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【Abstract】　Objective　To evaluate the function of NOS22 knockout in ischemia/ reperfusion ( I/ R) in2
jury　Methods　The left cremaster muscles of male mice weighting 20g were isolated and opened on the ven2
tral side via an incision of the scrotum. Three hours of ischemia was achieved by clamping the main vascular

pedicle of the isolated muscle and denervation by resecting a 3mm segment of the genitofemoral nerve. Vessel

diameter changes in a selected arterial tree containing vessel sizes of 10270um during reperfusion were mea2
sured by using an intravital microscope that connected to a recording and measuring system. Overall blood flow

of the muscle was measured by using a laser Doppler flowmetry. Measurements were recorded at 10min inter2
vals a 90min reperfusion period. Weight ratio ( % of normal) ,pathologic features of the cremaster muscle and

analysis the difference of the protein components by SDS2PA GE were documented as indexes. Results　1) At

10min of reperfusion ,the mean blood flow was (3817 ±18) % of baseline in the control group and (9219 ±

1712) % in the NOS22 knockout group ( P < 01001) . The blood flow increased to (6318 ±5013) % in the

control group at 90min. In the NOS22 knockout group ,it increased to (10817±2510) % at 90min of reperfu2
sion ( P < 01001) . 　2) The average diameters of three vessel diameter categories(10220 ,21240 ,and 41270um)

in the controls were between 5115 % to 5715 % of baseline at 10min of reperfusion ( P < 01001) and gradually

increased to the maximum level of 7116 % in 10220um ,7112 % in 21240um ,6314 % in 41270um vessles at

90min of reperfusion. In contrast ,the diameter in the iNOS gene group sharply increased to 72 % of baseline

level at 10min of reperfusion and reached their maximum level to 9118 % ,8812 % ,8514 %(10220 ,21240 and

41270um) throughout 90min of observation ( P < 01001) . 　3) The weigh ratio of the muscles differed signifi2
cantly between these two groups ( P < 01001) . 　4) Pathology slides show that NOS22 knockout can signifi2
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cantly reduce inflammation and neutrophil extravasation. Conclusion　The data from this study suggest that 　

1) Ischemia/ reperfusion results in an increase of NOS22 activity and/ or production in the reperfused tissues. 　

2) iNOS gene knockout improved microcirculation in the reperfused tissue ,thereby reducing reperfusion injury

and improving the“no2reflow”phenomenon.

【Key words】　Nitric oxide ;　Enzyme induction ;　Reperfusion injury

　　缺血再灌注损伤常见于器官移植、肢体置换、心梗、筋膜

间隔区综合征及中风等。该损伤引起细胞缺血 ,从而导致组

织损伤 ,此外 ,灌注必然导致急性炎症引发氧自由基形成 ,微

血管损害及血管内皮渗透性增加等 ,反过来又进一步导致组

织损伤[1 ,2 ]。缺血再灌注损伤中涉及许多免疫组织病理生理

过程 ,诸如代谢反应[3～5 ] ,毛细血管通透性改变 [6～10 ] ,中性粒

细胞浸润[11～14 ] ,自由基产物堆积[1 ,12 ,15 ,16 ] ,缺氧[17 ]和微循

环改变等。

最近 ,一氧化氮作为缺血再灌注损伤的潜在介质已引起

普遍关注。一氧化氮由一氧化氮合成酶催化 L2精氨酸与氧
分子经多步氧化还原反应而生成。在组织中 ,主要有三种酶

诱导一氧化氮生成 ,即 :神经型一氧化氮合成酶 (nNOS) ,诱导

型一氧化氮合成酶 (iNOS)及内皮型一氧化氮合成酶 (eNOS)。

在小鼠、大鼠及人类的神经及成熟的骨骼肌均可表达神经型

一氧化氮合成酶[5 ,18 ,19 ]。而内皮型一氧化氮合成酶主要由内

皮细胞表达 ,已发现大鼠的骨骼肌细胞能够表达该酶 [20 ]。在

急、慢性炎症阶段 ,诱导型一氧化氮合成酶产生高水平的一氧

化氮 ,但在正常细胞的生理状态下 ,它的活性显然极

低[21～23 ]。因此 ,在许多疾病状态下 ,包括缺血再灌注损伤 ,

诱导型一氧化氮合成酶在其中起有害的作用。我们前期的研

究使用诱导型一氧化氮合成酶的抑制剂证明能够减轻骨骼肌

的缺血再灌注损伤 [24 ] ,故本研究通过完全敲除一氧化氮合成

酶 (NOS2 - ) ,进一步探讨该酶在骨骼肌缺血再灌注损伤中的

作用。

1　材料与方法

111　动物的选择及模型的建立　实验采用 42 只体重 20～

25g的小鼠 ,其中 21 只敲除诱导型一氧化氮合成酶 (治疗

组) ,21只为对照组。小鼠来源于 Jackson Laboratory ,Bar har2
bor ,USA ,标准饮食及活动。小鼠随机分为三组 :第一组 10

只 (其中 5只为 NOS2 - 小鼠 ,5只为对照小鼠)用于连续 5小

时测量血压、呼吸、脉搏的变化 ;第二组 16 只 (其中 8 只为

NOS2 - 小鼠 ,8只为对照小鼠)用于荧光显微镜下测量肌肉微

动脉血管管径的改变 ;第三组 16只 (其中 8只为 NOS2 - 小鼠 ,

8只为对照小鼠)用于激光多谱勒测量肌肉的血流恢复率。

112　显微手术　无论治疗组还是对照组 ,显微手术在腹腔注

射巴比妥钠全麻醉状态下进行 (50mg/ kg体重 ,来源 Abbott

Laboratories ,芝加哥)。左侧提睾肌的暴露方法如同先期的研

究[25 ] ,将主滋养动脉相伴行的神经切除 3mm并连续用 33℃

的林格氏液 (来源 :Abbott Laboratories)湿润及保鲜膜覆盖以

保持肌肉的水份及避免肌表面氧化。另外 ,加热灯以维持实

验动物的体温 37℃恒定不变 ,显微手术结束后 30 分钟方可

进行各项血液动力学指标的测定。提睾肌游离皮瓣的完全缺

血通过微血管夹夹住唯一的主滋养动脉 3小时取得。3小时

以后 ,取出微血管夹开始长达 90分钟的再灌注。

113　观测项目

11311　血压、呼吸、心率的连续观察　第一组 10只小鼠采用

右颈动脉插管连续监测小鼠提睾肌模型建立过程中小鼠的血

压、呼吸、心率的变化 (监测仪 : MR21300 , Mennen Medical ,

Inc ,USA)。

11312　微动脉管径的测量　应用荧光显微镜 ( Zeiss binoculor

microscope ,Model 473028) 及摄录系统 (索尼录相机 Model

PVM21343 MD ,成像系统、Model EDW230F)连续动态观察微

动脉管径变化。第二组小鼠提睾肌的微动脉管径分别选取三

种不同类型 (10～20μm ,21～40μm ,41～70μm) ,每种类型的

微动脉摄取 10～20幅不同图像。缺血前拍摄基础状态 ,缺血

3小时后 ,再灌注 90分钟过程中每 10分钟拍摄一次相同位

置的图像 ,以供动态连续分析微动脉管径全过程的变化。

11313　血流的测定　第三组小鼠提睾肌的主滋养动脉血流

以激光彩色多谱勒方法监测。激光彩色多谱勒的探针以固定

支架固定 (MM33 Dual Holder Tiltbase ,Wood Daoe IL) ,探针以

刚好触及观测动脉标记点为准 ,严防压迫该动脉或距离较远

信号丧失。首先监测缺血前的基础血流 ,同上 ,缺血 3 小时

后 ,连续灌注的 90分钟内 ,每 10分钟记录一次灌注后血流 ,

以供分析。

11314　病理组织切片 　观察结果后 ,迅速切取各组小鼠的

左、右提睾肌 (每组取 2只小鼠) ,HE染色 ,组织切片。

11315　肌肉的湿重比率评估　为观察缺血再灌注损伤引起

的骨骼肌水肿情况 ,血液动力学测试完毕后迅速切取双侧提

睾肌 ,称重 ,计算左/右肌肉湿重比率。

114　动物保护　动物实验的程度严格执行实验动物管理条

例及实验规定 ( National Institutes of Health , N IH publication

No. 80～23 ,revised 1985)。

115　统计学处理　所有的统计数据均采用均数±标准差 ,以

配对 t 检验及双因素 ANOVA 统计软件进行。 P 值小于

0105视为有统计学差异。

2　结果

211　血压、呼吸、心率 (第一组小鼠) 　无论实验组及对照组 ,

整个实验过程的血压、呼吸、心率三大生命体征始终衡定。血

压维持在 80～120毫米汞柱 ,心率 300～350次/分。

212　微动脉管径的测定及微循环观察 (第二组小鼠)

21211　微动脉管径　灌注 10分钟以后 ,对照组的平均微动

脉管径为基础值的 5115 %～5715 % ;90 分钟灌注结束后 ,平

均微动脉管径分别为基础的 (7116 ±1019) % (10～20μm) ,

(7112 ±1511) % (21～40μm) , (6314 ±1112) % (41～70μm)。

而治疗组的平均微动脉管径在灌注 10分钟以后即为基础值

的 72 % ,90分钟灌注结束后则更达到 (9118 ±718) % (10～

20μm) , (8812 ±716) % (21～ 40μm) , (8514 ±616) % (41～

70μm)。对照组与治疗组经统计学处理 ,差异十分显著 ( P <
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01001)。(图 1)

21212　微循环观察　当缺血 3小时取开血管夹后 ,对照组小

鼠的肌肉比治疗组充血现象严重得多 ,瘀斑甚至血块形成明

显 ,整个肌肉的颜色为暗红色 ,无光泽 ,50 %的对照组小鼠在

灌流前 30分钟即出现血流缓慢甚至凝滞不动 ,而治疗组的所

有小鼠均完成 90分钟的再灌注。

213　血流测定 (第三组小鼠) 　在缺血再灌注 10分钟以后 ,

对照组提睾肌滋养主动脉血流为基础值的 (3817 ±18) % ,而

治疗组则达到基础值的 (9219 ±1712) %。缺血再灌注 90 分

钟以后 ,对照组的血流逐渐增至 (6318±5013) % ,而治疗组则

在 20分钟即恢复至基础水平 (10817±2510) %直至灌注结束

( P < 01001)。(图 2)

214　肌肉湿重比率评估　缺血 3小时再灌注 90分钟后 ,对

照组左右两侧提睾肌的湿重比率为 (17313±4415) % ,而治疗

组则为 (11612±717) %( P < 01001)。

215　病理组织切片观察　对照组肌肉组织水肿明显 ,细胞间

隙加大 ,细胞形态压缩、破裂 ,肌肉坏死明显 ,中性粒细胞浸润

均比治疗组显著。治疗组病理组织切片均见正常的骨骼肌细

胞 ,血管间隙无血栓形成。

3　讨论

　　本研究主要探讨缺血再灌注过程中诱导型一氧化氮合成

酶在去神经骨骼肌中的作用。与对照组比较 ,治疗组结果提

示在缺血再灌注过程中 ,肌肉的微动脉管径血流、组织坏死程

度及水肿情况改善显著。在荧光显微镜下 ,亦可见诱导型一

氧化氮合成酶敲除能显著减轻微血管再灌注损伤 ,故游离肌

肉皮瓣光洁度明显改善 ,即提示缺血再灌注损伤减轻 ,进而预

示诱导型一氧化氮合成酶可能易诱发微血管的功能性或机械

性损害。

实验结果亦提示 ,缺血再灌注损伤在灌注后 20～30min

尤为明显 ,50 %的对照组小鼠甚至出现“无复流”现象 [1 ]。

一些文献报道 ,骨骼肌缺血再灌注损伤的病理生理过程

与许多因素直接相关 ,目前提出的最新学说为由于一氧化氮

代谢产物增高导致微循环水平血管通透性增大所致。3小时

的缺血损害导致骨骼肌再灌注过程中肌肉水肿、出血和血管

受压[10 ] ,另外 ,局部组织高浓度的一氧化氮亦可引起离子通

道改变 ,肌浆膜电位破坏 ,细胞膜泵功能及酶的活性抑制 ,同

时诱 DNA受损[1 ,26 ] ,这些过程使已经发生水肿的组织损伤

更为严重 ,因此 ,在炎症过程中 ,可见高浓度的一氧化

氮[22 ,23 ] ,从而提示一氧化氮代谢产物是决定炎症情况关键的

一步。

综上所述 ,一氧化氮形成中起关键作用的诱导性一氧化

氮的合成酶是众多炎症病症的潜在致病酶 ,本研究提示其在

缺血再灌注损伤中的媒介作用。另一些研究通过阻断一氧化

氮合成酶蛋白在荧光显微镜下成功地看到组织损伤的减

轻[26 ] ,氧化酶的出现与中性粒细胞浸润相关 [27 ]。因此 ,本研

究提示阻断一氧化氮合成酶能够减轻白细胞聚集 [28 ] ;进一步

提示诱导型一氧化氮合成酶亦是白细胞聚集的自身反应调节

机制。

另外 ,诱导型一氧化氮合成酶 (iNOS)蛋白成分 ,能够充

分激活细胞 ,比结构型一氧化氮合成酶 (cNOS)含量高 ,这样 ,

细胞毒性通常与 iNOS相关 ,而与其它两种 cNOS关系不大

(可能在大脑损伤中例外) [29 ]。前期的研究工作我们所使用

失神经及留神经骨骼肌模型 ,发现高效选择性的 iNOS抑制

剂 1400W能够显著改善缺血再灌注过程中的血流 ,减轻血管

痉挛和肌肉水肿[24 ]。但 1400W是一种 iNOS高效抑制剂 ,亦

作用于 cNOS。目前的研究使用 iNOS敲除的小鼠 ,排除了同

时作用于其它 NOS的可能性 ,使研究结果更加单一 ,作为对

照组的 C57BL/ 67 小鼠与基因敲除的小鼠有相同的基因背

景 ,因此 ,该研究的设计更加科学及严密。

因为缺血再灌注损伤的异型性及部分逆转性 ,目前尚未

有理想的方法精密地估算这个过程及所需的时间。本实验使

用荧光显微镜直接动态观测此过程微动脉的管径及用激光彩

色多谱勒经典间接测定整个肌肉的血液情况 ,两监测系统互

为补充为的是更为精确地反映损害的程度及诱导型一氧化氮

合成酶蛋白的介入影响。两种测试方法各有长短 ,荧光显微

镜测量微动脉管径使我们能够观察整个缺血再灌注过程中微

循环的血液动力学改变 ,但所观察的区域仍有局限 ,所以我们

选取一定数的不同直径的微动脉进行测量旨在于此。使用激

光彩色多谱勒测试法的好处在于它能及时反映整个肌肉在再

灌注过程中的血运情况 ,然而 ,由于该方法间接测量血细胞的

移动 ,外界因素常可影响测量结果。因此 ,要求接受测试的对

象全麻、完全静止不动 ,激光探头与测试血管的位置在整个监

视过程中不变 ,测试位置须标记等等。

总之 ,临床经验告诉我们 ,缺血局部血液的迅速回流、灌

注滋养能够减少缺血再灌注损伤 ,然而 ,回流的血液及伴随的

再灌注损伤可能导致进一步的细胞损害和继发的缺血 ,更严

重地造成危害。在缺血再灌注过程中 ,若修改再灌注的成分 ,

包括抗氧化原、足够的氧分压、特别的长、短效单克隆抗体、合

适温度、渗透性和 p H值都可以提供好处 ,减轻该损伤。使用

诱导型一氧化氮合成酶敲除的小鼠 ,我们从另外一个意义证
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实诱导型一氧化氮合成酶导致骨骼肌缺血再灌注损伤及作用

机理。

(致谢 :感谢美国医学生 Colin Looney 及 Richard R Glisson 博

士的大力支持与帮助。)
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