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阿魏酸钠在肢体缺血 - 再灌注损伤中的作用
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　　摘要 　目的 :探讨阿魏酸钠对缺血 - 再灌注损伤肢体的保护作用。方法 : SD 大鼠 63 只 ,随机分为

3 组 ,采用大鼠股动脉夹闭模型 ,设立缺血组 (夹闭股动脉 5 h) 、对照组 (再灌注前予生理盐水保护) 和试

验组 (再灌注前予阿魏酸钠保护) ,分别测定不同再灌注时相肌组织中超氧化物歧化酶 ( superoxide dis2
mutase ,SOD) 、丙二醛 (malondialdehyde ,MDA)及血清中肌酸磷酸激酶 (creatine phosphokinase ,CK) 、乳酸

脱氢酶 (lactate dehydrogenase ,LDH) 、谷丙转氨酶 (glutamic2pyruvic transaminase , GPT) 浓度的变化 ,并观

察了肌组织形态学变化 (光镜、电镜技术) 。结果 :实验组 MDA、CK、GPT、LDH 水平显著低于对照组 ,

SOD 显著高于对照组 ,形态学变化实验组明显轻于对照组。结论 :阿魏酸钠可以降低肢体再灌注后肌

肉组织中的氧自由基水平 ,保护肢体减轻再灌注损伤。
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Abstract 　Objective :To study the protection of sodium ferulate (SF) on rat’s limb ischemia2reperfusion

injury. Methods : Using femoral artery clamped model , sixty2three rats were divided randomly into three

groups : Ischemia group occluded the blood stream of femur for five hours ,control group reperfused after the

blood stream occluded for five hours and were given saline before reperfusion ,experimental group experienced

the same procedure as the control group but were given SF. The superoxide dismutase (SOD) ,malondialdehyde

(MDA) in muscular tissue and creatine phosphokinase (CK) ,lactate dehydrogenase (LDH) ,glutamic2pyruvic

transaminase ( GPT) in serum were measured at reperfusion and examined under light and electronic micro2
scope. Results :Increasing of MDA ,LDH ,CK , GPT and decreasing of SOD were more obvious in the control

group as compared with the experimental group ( P < 0105) . Conclusion :SF can reduce the oxygen free radi2
cals level ,relieve the limb ischemia2reperfusion injury.
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　　肢体再灌注损伤在骨科临床中较为常见 ,损伤

轻者可发生晚期纤维化、挛缩影响功能 ,重者可致肢

体坏死、截肢甚至危及生命。对于再灌注损伤 ,目前

临床上尚缺乏有效的防治方法。阿魏酸钠是中药当

归、川芎提纯制剂之一 ,被广泛用于心脑血管疾病的

治疗。通过本项研究 ,探讨阿魏酸钠对肢体缺血 -

再灌注损伤的影响 ,为临床治疗寻求有效药物。

1 　材料与方法

111 　实验与分组 　SD 大鼠 63 只 ,体重 250～300 g ,

性别不限。采用股动脉夹闭模型 [1 ] : 25 %乌拉坦

(1 g/ kg)大鼠腹腔麻醉 ,于右腹股沟处解剖出股动

脉 ,无创动脉夹夹闭保持下肢缺血 5 h 后去除动脉

夹 ,开始再灌注。根据再灌注前所给药物的不同 ,将

大鼠随机分为对照组 (再灌注前尾静脉注射生理盐

水20 ml/ kg) 和实验组 (再灌注前尾静脉注射阿魏酸

钠 25mg/ kg) ,再按不同再灌注时间 (1 h、6 h、12 h、

24 h) ,将两组各分为实验组 1 h、6 h、12 h、24 h 及对

照组 1 h、6 h、12 h、24 h 4 个亚组 ,每亚组 7 只大鼠。

另设 7 只大鼠作为缺血组 ,夹闭股动脉 5 h 后 ,立即

做各项检查。

112 　SOD 和 MDA 测定 　取肌组织 011 g ,以 1∶9 (w
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∶v) 加入冷生理盐水 ,玻璃匀浆管制成组织匀浆 ,

3 000 转/ min , 离心 15 min , 取 012 ml 上清用于

MDA、40μl 用于 SOD ,依据购自南京建成生物制剂

有限公司的试剂盒说明操作测定。

113 　血清酶测定 　采用日本产 7170A 全自动生化

分析仪测定血清中 CK、LDH、GPT 含量变化。

114 　光镜切片制备 　取对照组、实验组再灌注 6 h

及缺血组腓肠肌组织 ,锐刀修剪成 115 cm ×1 cm ×

015 cm 大小后放入 10 %中性福尔马林溶液中固定 ,

12 h 后取定型肌肉组织 015 cm ×015 cm ×013 cm ,

常规脱水、石蜡包埋 ,制成 4μm 厚切片 ,HE 染色 ,镜

检。

115 　电镜切片制备 　取对照组、实验组再灌注 6 h

及缺血组 1 mm ×1 mm ×1 mm 腓肠肌组织 6～8 块 ,

立即放入 3 %戊二醛中前固定 ,1 %锇酸后固定 ,酒精

梯度脱水 ,环氧树脂定向包埋 ,制备半薄切片 ,甲苯

胺蓝染色 ,光镜下定位 ,超薄切片制备 ,透射电镜观

察。

116 　统计学方法 　结果以 �x ±s 表示 ,对照组与缺

血组比较用方差分析 ,实验组与对照组比较用 t 检

验。

2 　结果

211 　肌组织中 SOD 与 MDA 含量变化 (见表 1) 　从

表中可见 ,随着再灌注时间的延长 ,对照组与实验组

肌组织中 SOD 值进行性降低 ,MDA 值进行性升高 ,

相同再灌注时相 ,实验组肌组织中 SOD 含量高于对

照组 ,MDA 含量低于对照组。

212 　血清中 CK、LDH、GPT 含量变化 (见表 2) 　从

表中可见 ,随着再灌注时间的延长 ,对照组与实验组

血清中 CK、LDH、GPT 值进行性升高 ,相同再灌注时

相 ,实验组血清中 CK、LDH、GPT 含量明显低于对照

组。
表 1 　各组肌组织中 SOD 与 MDA含量

Tab 1 　The content of superoxide dismutase and malondialdehyde in muscular tissue

项目 缺血组
对照组 实验组

1 h 6 h 12 h 24 h 1 h 6 h 12 h 24 h

SOD(Nu/ ml) 249104±7173 ▲ 195127±11149 150143±9107 141101±12173 111173±6189 225133±31152 ★ 207178±28147 ■ 190119±36147 ■ 175149±20196 ★

MDA(nmol/ ml) 0196±0108 ▲ 1153±0130 2123±0131 2137±0114 3109±0131 1112±0111 ★ 1143±0113 ★ 1162±0137 ★ 1186±0111 ★

　　注 : ▲对照组与缺血组相比 P < 0101 , ■实验组与对照组相比 P < 0101 , ★实验组与对照组相比 P < 0105

表 2 　各组血清中 CK、LD H、GPT含量

Tab 2 　Content of creatine phosphokinase ,lactate dehydrogenase and glutamic2pyruvic transaminase of serum in each groups

项目 缺血组
对照组 实验组

1 h 6 h 12 h 24 h 1 h 6 h 12 h 24 h

CK( IU/ L) 154160±16156 ▲ 366162±93149 1394124±423177 1970186±474113 2094126±230111 169138±11144 ★ 686190±115118 ★774120±124119 ★ 1063154±51131 ■

LDH( IU/ L) 408194±71121 ▲1037121±379181 1646177±392116 1775198±48151 1909166±472136 680156±74101 ★ 764190±87110 ■ 894156±266107 ■ 2162107±445187 ★

GPT( IU/ L) 95168±29199 ▲ 122116±9137 166128±36128 185190±46104 212175±41194 81142±16176 ★ 107162±14167 ★ 131140±15124 ★ 143146±14113 ★

　　注 : ▲对照组与缺血组相比 P < 0101 , ■实验组与对照组相比 P < 0101 , ★实验组与对照组相比 P < 0105

213 　光镜变化 　缺血组肌纤维轻度水肿 ,不同程度

横纹外观模糊、不清 ;对照组部分 HE 染色不易着色 ,

肌纤维肿胀且有部分断裂 ,较多肌细胞内横纹明显

溶解、模糊不清 ,肌细胞核内移 ,间质血管扩张充血、

明显水肿 ,炎性细胞浸润 ;实验组 HE 染色均匀 ,肌纤

维连续、完整 ,水肿不明显 ,横纹清晰 ,无肌浆凝固 ,

血管周围偶见炎性细胞浸润。

214 　电子显微镜观察 　缺血组肌原纤维明暗带界

限不清 ,Z线变薄 ,线粒体轻度肿胀 ,或部分嵴融合 ,

内外膜完整 (见图 1) ;对照组肌原纤维 I 带、Z 线溶

解 ,细肌丝自 Z 线脱失 ,明暗带更加模糊不清 ,线粒

体肿胀 ,髓鞘样变或靶心样 ,嵴部分消失 ,不连续 (见

图 2) ;实验组明暗带界限清晰 ,粗细肌丝轻度溶解 ,

肌丝无脱失 ,线粒体肿胀不明显 ,嵴连续完整 ,内外

膜完整 (见图 3) 。

3 　讨论

　　肢体缺血时可致肌肉组织损伤 ,但更严重的损

伤是发生在再灌注时 ,其机制主要为氧自由基介导

的脂质过氧化反应[2 ] 。SOD 为内源性氧自由基清除

剂 ,MDA 为脂质过氧化反应的主要代谢产物 ,测量

二者的含量间接反映了肌肉组织内氧自由基的生成

量。正常情况下 ,肌肉组织内 (细胞内液、线粒体和

溶酶体内)含有丰富的细胞内酶 :CK、LDH、GPT 等 ,

再灌注损伤后 ,生物膜的脂质过氧化反应使其通透
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性增高甚至损坏 ,细胞内酶释放入血。因此 ,对血清

中 CK、LDH、GPT 含量的测量可作为肌细胞损伤程

度的指征[3 ] 。本实验中 ,与缺血组相比 ,对照组肌组

织中 SOD 含量显著性降低 ,MDA 含量显著性升高 ,

说明再灌注后 ,肌组织内氧自由基浓度升高 ;血清中

CK、LDH、GPT 浓度显著性升高 ,形态学观察肌纤维

水肿加重 ,横纹部分溶解 ,线粒体髓鞘样变 ,嵴脱失 ,

这些说明 ,与缺血 5 h 相比 ,再灌注后 ,肌组织的病变

确实不是减轻 ,而是继续加重 ,与以前报道相符[1 ] 。

同时 ,我们连续监测了再灌注 24 h 生化指标的变化 ,

发现 SOD 进行性降低 ,MDA、CK、LDH、GPT 进行性

升高 ,这提示肢体再灌注后一定时间内 ,随着时间的

延长 ,肌组织内氧自由基不断积聚 ,浓度升高 ,并进

而导致肌组织损伤不断加重。

阿魏酸钠是中药川芎及当归的有效成分 ,研究

证实其分子上的酚羟基结构具有抗氧自由基及脂质

过氧化作用[4 ] 。本实验中 ,应用阿魏酸钠的实验组

与对照组相比 ,肌组织中 SOD 浓度显著性升高 ,

MDA 浓度显著性降低 ,证实了阿魏酸钠有清除氧自

由基的作用 ;血清中 CK、LDH、GPT 浓度显著性降

低 ,形态学观察可见实验组肌原纤维内线粒体水肿

较轻 ,嵴完整连续 ,核基本正常 ,说明应用阿魏酸钠

后 ,减轻了肌肉组织的再灌注损伤。但是 ,从我们的

测量结果可以看出 ,无论是代表氧自由基水平的

SOD、MDA ,还是标志着肌肉组织损伤程度的 CK、

LDH、GPT ,并没有恢复到缺血时的水平 ,说明阿魏

酸钠的应用 ,并不能完全消除氧自由基的危害 ,保护

肢体免受再灌注损伤 ,同时也提示我们 ,再灌注损伤

的机制很复杂 ,可能是多种因素综合作用的结果 ,单

用一种药物或单纯针对一种因素进行治疗 ,有可能

达不到目的。
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