
热应激预处理对大鼠肢体缺血再灌注后血清丙二醛、超氧化物歧化酶的影
响  

    肢体缺血再灌注损伤是骨科常见的病理过程，创伤、血栓栓塞、血栓形成、断肢再植、术中使用止血带

时间过长、四肢大血管损伤、骨筋膜室综合征等疾病都可引起肢体缺血，超过一定的时间，就可导致肢体的缺

血再灌注损伤。这种缺血再灌注损伤往往更进一步加重组织的损伤，严重者会导致肢体的缺血坏死，甚至危及

生命。热应激预处理即预先给生物强烈热刺激致其发生热休克反应，提高组织细胞抗缺血、缺氧或毒物损害的

能力。在肢体缺血再灌流过程中，氧自由基的大量形成和脂质过氧化的增加是细胞损伤的主要病理过程之一。

丙二醛 (MDA)是脂质过氧化反应的最终产物，测定 MDA的含量可反映组织中自由基的含量和脂质过氧化程度 

。而超氧化物歧化酶 (SOD)是生物体内主要的抗氧化酶——超氧自由基清除剂。本试验通过SD大鼠热应激预

处理模型和缺血再灌注模型，测定了血清中 SOD和 MDA在缺血1 h前及缺血4 h后再灌注不同阶段的含量变

化，探讨其相互关系，为缺血后再灌流损伤的治疗提供实验依据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  实验动物分组 

    取体质量200~250 g雄性SD大白鼠72只(由第一军医大学南方医院动物中心提供)，随机分为3组：(1)正

常对照组；(2)缺血再灌注(ischemia  reperfusion, IR)组，本组再分为4个时间段：缺血前1 h、缺血再

灌注1、4和12 h组；(3)热应激预处理(heat stress  pretreatment, HP)+缺血再灌注(IR)组。 

    1.2  缺血再灌注模型制备 

    参照Yokota，[1]的方法制备。用20%乌拉坦腹腔麻醉(1.5 g/kg·b.w.)。剃毛、消毒、铺巾、手术开

腹，在近两髂总动脉分枝处以无创伤性血管夹夹闭右髂总动脉。肢体缺血4 h后，松开血管夹，分别于再灌

注        1、4和12 h 后取材。 

    正常对照组按缺血再灌注模型制备步骤行手术操作，但不用血管夹夹闭血管。 

    1.3  热应激预处理模型的制备 

    参照Blake[2]模型制备。用20%乌拉坦腹腔麻醉(1.5 g/ kg·b.w.)后，置于预先加热至42 ℃恒温烤箱

内，并维持30 min后取出，室温下大鼠恢复6 h制取缺血再灌注模型。 

    1.4  样本制备及测定方法 

    麻醉状态下心脏取血2 ml，立即离心(3 000 r/min)15 min。取血清存入超低温冰箱待测。采用硫代巴

比妥酸(TBA)法测定 MDA浓度，采用黄嘌呤氧化酶法测定SOD活力。 

    1.5  统计学处理 

    应用SPSS10.0软件，采用重复测量的方差分析处理数据。 

    

2  结果 
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    从表1可以看出，IR组的MDA含量显著高于正常对照组和HP+IR组(P<0.01)，HP+IR组的MDA含量显著高于

正常对照组(P<0.01)，MDA含量随再灌注时间延长有不断升高的趋势；从表2可以看出，IR组的SOD含量显著

低于正常对照组和HP+IR组(P<0.01)，HP+IR组的SOD含量显著低于正常对照组(P<0.01)，SOD含量随再灌注

时间延长有不断下降的趋势。 

    

3  讨论 

    肢体缺血再灌注损伤是骨科常见的病理过程，肢体是一个复合组织，包括皮肤、肌肉、骨骼、神经、血

管、肌腱等组织，其中骨骼肌代谢活跃，对缺血反应最敏感。多数学者倾向于氧自由基是造成缺血再灌注损伤

的重要因素。氧自由基具有高度活性和细胞毒性，并通过脂质过氧化作用引起细胞损伤，导致细胞内蛋白质和

核酸碎裂、聚合及构象改变，造成细胞不可逆损伤。在大鼠、兔、狗及猪的骨骼肌缺血再灌注实验中均发现氧

自由基引起的微血管和肌细胞的损害。Lindsay[3]在狗股薄肌经历 3~5 h缺血和5~ 180 min再灌注后，发现

肌中脂质过氧化产物羟偶合二烯明显增加，并引起微血管和细胞的进一步损害。MDA和SOD是反映脂质过氧化

程度的一对指标。MDA为众多脂质过氧化产物的一种。测试MDA的含量可以反映脂质过氧化程度，间接反映出

细胞损伤程度。而SOD可以将超氧阴离子这一脂质过氧化的主要自由基歧化为过氧化氢和水，SOD的测定可反

映组织内自由基水平及脂质过氧化程度。动物实验证实，应用氧自由基清除剂、抗氧化剂均能有效地减轻骨骼

肌缺血再灌注损伤。SOD是生物体内主要的抗氧化酶 -超氧自由基清除剂。国外学者[4]通过狗股薄肌实验，

预先应用氧自由基清除剂SOD，使缺血再灌注损伤明显减轻。近年来研究表明，热应激预处理能减轻脑、肝、

肾、心脏等器官的缺血再灌注损伤。Donnely[5]对大鼠心肌及Perdrized等[6]对大鼠肾脏的研究证明热应激

预处理能增高大鼠心肌和肾脏对缺血再灌注损伤的耐受性。也有学者研究表明，热应激预处理能减轻缺血再灌

注对皮瓣的损伤[7]。近年来，研究发现热应激预处理可提高缺血细胞的抗损伤能力。应激预处理明显减少了



缺血再灌注心肌MDA的产生，增加了心肌SOD活性，表明应激对心肌缺血  再灌注损伤的保护机制与心肌内源

性抗氧化能力增强有关。高温预处理调动了内源性抗心肌缺血再灌注损伤的防御保护机制[5][8]。 

    本实验通过检测血清中MDA含量，间接反应细胞脂质过氧化损伤程度。结果发现，大鼠肢体缺血再灌注后

血清中的 MDA含量明显增高，并有随再灌时间延长不断升高的趋势，而SOD活性明显降低。表明再灌注后肢体

发生脂质过氧化反应，产生的氧自由基引起肢体进一步的损伤。对SD大鼠进行热应激预处理后，血清中MDA含

量明显降低，SOD活性明显增高。表明热应激预处理可减轻肢体的缺血再灌注损伤，增强SOD清除细胞内氧自

由基的水平。 

    目前，热应激预处理能够提高机体细胞对缺血再灌注损伤的抵抗力，但其作用机制还不十分清楚。我们

认为，热应激预处理的保护机制主要有3种途径：(1)热应激预处理后，诱导组织内源性 SOD增加，随后其活

性增高，加速对缺血再灌注过程中产生的氧自由基清除，减少脂质过氧化产物 MDA的产生，从而减轻组织的

缺血再灌注损伤。动物试验证实，SOD对骨骼肌的缺血再灌注损伤有保护作用[9][10]。(2)热应激预处理后诱

导产生热体克蛋白(heat shock proteins, HSPs)，HSPs本身具有抗氧自由基的作用。同时，HSPs促进缺血

再灌注后细胞内变性、损伤的蛋白质修复或加速其降解和清除，使细胞得以维持自稳态。研究表明，细胞表达

HSP70即可减少细胞内自由基水平，增加抗氧化剂还原型谷胱甘肽的含量。Wong等[11]发现，热预处理诱导表

达的HSP70能明显抑制脂多糖所致的肺病动脉内皮细胞凋亡，HSP70基因转染方法也证实了该结果。同时也发

现，HSP70的表达能明显减少脂多糖刺激细胞产生的氧自由基。已知HSP70能抑制烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(NADPH)氧化酶的活性，NADPH氧化酶参与产生氧自由基的关键性反应，因此HSP70通过反馈作用减少氧自由

基的产生。HSP70可以阻止活性氧族 (reaction  oxygen  species, ROS)导致的骨胳肌细胞损伤、坏死或

凋亡。Yamagami等[12]发现HSP70能抑制氧自由基、脂质过氧化物的产生，增强细胞耐受力。另一报道发现

HSP70能促进机体内源性抗氧化物触酶的产生，同时可通过抑制氧自由基关键酶，即NADPH氧化酶，从而减少

ROS产生等[13]。(3)HSPs可保护SOD等细胞自由基酶免受损伤，同时使SOD的活性增加。 

    (责任编辑：吴锦雅) 
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