
缺血再灌注损伤（IRI）是临床上肺移植、体外循环、

肺的袖式切除、创伤、心肺复苏等情况下引起的急性肺

损伤的最常见原因之一［1-2］，急性肺损伤患者即便有重症

支持疗法，死亡率仍在 30%~40%以上［3］。到目前为止,

尚无治疗措施被证明可以特异性预防肺 IRI，也没有任

何单一治疗手段被证明可以治疗肺IRI［4］。最新研究证

实，体外超声处理可以通过激活胆碱能抗炎通路抑制

IRI引起的炎症反应［5-6］，但该研究仅限于小鼠，所使用超

声为诊断性超声，并没有临床试验证据，因此，选择能够

运用于临床而且操作简单的预防治疗 IRI后肺损伤方

法，仍然是我们研究的重点。
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摘要：目的 通过建立大鼠肺缺血再灌注损伤（IRI）模型，进行低强度脉冲超声（LIPUS）预处理治疗，探讨 IRI后高迁移率蛋白1

（HMGB1）在肺组织的表达和LIPUS预处理的保护作用。方法 雄性SD大鼠32只，体质量250~300 g，随机分为4组，每组8

只。对照组（A组），开胸游离左肺门，未行阻断；缺血再灌注组（B组），阻断左肺门45 min后再灌注180 min；预处理组（C组）低

强度超声波治疗仪超声定位辐照30 min，然后同B组处理；预处理加α7-烟碱型胆碱能受体（α7nAChR）拮抗剂组（D组），LIPUS

预处理前30 min腹腔注射α7nAChR拮抗剂甲基牛扁亭2 mg/Kg,然后同预处理组处理。测量肺组织湿干重比值（W/D）和肺通

透指数（LPI），大鼠肺组织病理学观察及评分，ELISA法测定肺组织 IL1和 IL6的浓度，免疫荧光和Western blot检测HMGB1蛋

白表达。结果 与A组比较，其他三组IR后肺组织W/D值（5.75±0.47）和LPI（2.77±0.18）明显升高（P<0.05），病理学评分（13.31±

2.82）明显升高（P<0.05），肺组织 IL1（69.13±9.11）和 IL6（62.77±8.14）水平明显升高（P<0.05），免疫荧光检测平均 IOD值（0.046±

0.019）和Western blot检测显示HMGB1表达明显增加（P<0.05）。给于LIPUS预处理后，C组 IR后肺组织W/D值（5.07±0.28）和

LPI（1.85±0.17）比B组明显降低（P<0.05），病理学评分（8.13±1.76）比B组明显降低（P<0.05），同时肺组织 IL1和 IL6水平以及

HMGB1表达也明显降低，给于α7nAChR拮抗剂后该作用明显被抑制。结论 LIPUS预处理能够减轻 IRI后肺损伤，其机制可能

是通过激活依赖α7nAChR的胆碱能抗炎通路，从而降低肺组织HMGB1的表达。
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Abstract: Objective To observe the effects of low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) pretreatment on pulmonary expression
of high mobility group box-1 (HMGB1) in a rat model of lung ischemia-reperfusion (IR). Methods Thirty-two male Sprague-
Dawley rats weighing 250-300 g were randomly divided (n=8) into sham-operated group, lung IR group, LIPUS pretreatment
group and pretreatment with α7-nicotinic cholinergic receptor (α7nAChR) antagonist group. In the sham-operated group, the
left pulmonary hilum was dissociated without occlusion; in the other 3 groups, the left pulmonary hilum was occluded for
45 min followed by reperfusion for 180 min; LIPUS pretreatment for 30 min and intraperitoneal injection of methyllycaconitine
(2 mg/kg), an α7nAChR antagonist, were administered before the operation. The wet/dry weight ratio (W/D) and pulmonary
permeability index (LPI) of the lung tissue were measured, and the lung histopathology was observed and scored. The
contents of interleukin-1 (IL- 1) and IL-6 in the lung tissues were measured using ELISA, and the pulmonary expression of
HMGB1 protein was detected using immunofluorescence assay and Western blotting. Results Compared with those in the
sham-operated group, the W/D of the lung tissue, LPI, pathological scores, IL-1 and IL-6 contents in the lung tissue, and
pulmonary HMGB1 expression all significantly increased in the other 3 groups (P<0.05). LIPUS preconditioning significantly
lowered the W/D values, LPI, pathological score, IL-1 and IL-6 contents and HMGB1 expression in the lung tissues following
lung IR, and these effects were significantly inhibited by administration of methyllycaconitine. Conclusions LIPUS
preconditioning can reduce lung IR injury possibly by activating α7nAChR-dependent cholinergic anti-inflammatory pathway
to reduce lung tissue HMGB1 expression.
Keywords: low intensity pulsed-ultrasound; ischemia and reperfusion injury; high mobility group box-1; α-7nAChR
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低强度脉冲超声（LIPUS）是一种无创伤、操作方

便、疗效确切的治疗方法。LIPUS治疗是脉冲超声作用

于人体病变部位，影响细胞的物质代谢过程，改善细胞

缺血、缺氧状态［7-8］。在组织发生损伤或应激时，组织细

胞和或炎性细胞可释放热休克蛋白、透明质酸和高迁移

率蛋白1(HMGBl)，被称之为“内源性危险信号”［9］。本

研究通过建立大鼠肺IRI模型，探讨IRI后HMGB1在肺

组织的表达和LIPUS预处理的保护作用及可能机制，以

期为LIPUS治疗IRI后肺损伤临床应用提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

雄性SD大鼠36只，体质量250~300 g，置于相对清

洁环境中，分笼饲养，予标准饲料，自由饮水。

1.2 动物模型的建立与分组

所有SD大鼠随机分为4组，每组8只。10%水合氯

醛5 mL/kg腹腔注射麻醉后，气管插管接动物小动物呼

吸机（HX-300成都泰盟科技），呼吸频率70 b/min，吸呼

比为1∶2，潮气量：10~12 mL/kg。麻醉维持瑞芬太尼以

0.1 μg/kg/h的速度静脉泵入，间隔40 min静脉注射顺苯

磺酸阿曲库铵维持肌松，术中生理盐水0.5 mL/h静脉输

入。参照文献［10］建立大鼠左肺IR实验模型。于左前

胸第5肋间开胸，游离左肺门，生理盐水稀释50 U肝素

至500 μL经尾静脉注射，10 min后于肺充盈末用无创微

血管夹夹闭左肺门，对照组（A组），开胸游离左肺门，未

行阻断；缺血再灌注组（B组），阻断左肺门45 min后再

灌注180 min；预处理组（C组）低强度超声波治疗仪超

声定位辐照，设定治疗头直径为1.5 cm，频率1.02 MHz，

其超声功率为0.08 w/cm2，脉冲波，辐照30 min。辐照

过程中保持体温在36±0.5 ℃，然后同B组处理；预处理

加α7-烟碱型胆碱能受体（α7nAChR）拮抗剂组（D组）

LIPUS预处理前30 min腹腔注射α7nAChR拮抗剂甲基

牛扁亭2 mg/Kg，然后同预处理组处理。

所有实验组实验结束后动脉放血处死动物，行支气

管灌洗，收集支气管肺泡灌洗液（BALF），并留取肺组织

标本。

1.3 标本检测

1.3.1 肺血管通透性的观察 取约100 mg肺组织用电

子天平测量湿重（W）后，放入烘箱60 ℃烘干48 h至恒

重，称干重（D），求得湿干重比值（W/D）（W/D=W/D×

l00%）；采用考马斯亮蓝染色法（Bradford法）测定血清

总蛋白含量和BALF蛋白含量，计算肺通透指数（LPI）。

LPI（%）=BALF蛋白含量/血清蛋白含量×100%。

1.3.2 大鼠肺组织病理学观察及评分 肺组织4%多聚甲

醛中固定24 h，石蜡包埋、4 μm连续切片，常规HE染色，

光学显微镜观察。肺组织病理评分，组织病理学得分主

要依据五方面内容：（1）肺泡腔出血情况；（2）透明膜形

成情况；（3）间质水肿情况；（4）呼吸道上皮损伤程度；

（5）中性粒细胞浸润情况；每个项目按照0~4 分来评分，

其中0 分代表正常，1 分代表极少量变化，2 分代表轻微

变化，3 分代表中度变化，4 分代表严重变化。以上得分

相加用于评价肺组织损伤程度，满分为20 分。所有标

本评分均由两位有经验的病理医师独立单盲条件下完

成，取两者平均分为最终得分。

1.3.3 肺组织IL1和IL6检测 取出肺组织标本，按照与

生理盐水 1∶5 的比例在 EP 管中加入生理盐水，在碎冰

上进行匀浆，充分匀浆后放入离心机中，以3500 r/min

的转速离心10 min。仔细收集上清，用移液器小心将上

清移至新的 EP管中，然后严格按试剂盒（上海恒远生物

技术发展有限公司）说明采用双抗体夹心ELISA法测

定IL1和IL6的浓度。

1.3.4 免疫荧光检测HMGB1蛋白 石蜡切片脱蜡与水

化3% H2O2室温孵育10 min以消除内源性过氧化物酶

的活性，浸泡3次每次5 min。抗原修复：高压锅中加入

0.01 mol/L柠檬酸钠缓冲液，放入组织切片，加热保压

100 s后冷却至室温，PBS浸泡2次，5 min/次。正常山羊

血清封闭，室温孵育 30 min倒去血清，滴加一抗工作

液，4 ℃过夜。PBS浸泡3次，5 min/次。滴加适量荧光

二抗，室温孵育 1 h，PBS浸泡3次，5 min/次。滴加适量的

DAPI室温孵育10 min，PBS浸泡3 次，5 min/次，中性树

脂封片（4 ℃避光保存）荧光显微镜观察拍照。

1.3.5 Western blot蛋白印迹法检测HMGB1蛋白的变

化 用-80 ℃保存的肺组织提取总蛋白，Bradford法测

定蛋白浓度。总蛋白检测HMGB1、β-actin。取50 μg蛋

白以10 %十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS.

PAGE）电泳分离。电泳后通过电转移蛋白至聚偏氟乙

烯膜，5%牛血清白蛋白常温封闭 1 h，分别加入一抗

（HMGB1、β-actin）于4 ℃孵育过夜；山羊抗兔近红外二

抗（1∶15 000）常温避光孵育1 h。Odyssey V3.0扫描仪

扫描膜。重复3次。凝胶图像分析系统检测蛋白质印

迹条带灰度，测定并计算HMGB1与β-actin的比值。

1.4 统计学方法

采用SPSS 15.0统计软件进行分析。正态分布计

量资料以均数±标准差表示，组内比较采用重复测量方

差分析，组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组W/D值和LPI的改变

与A组（4.45±0.23）比较，B组（5.75±0.47）、C（5.07±

0.28）组和D组（5.55±0.37）W/D值明显升高（P<0.05），C

组W/D值升高程度明显低于B组和D组（P<0.05）。再
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灌注 180 min LPI 值，与 A 组（0.82±0.14）比较，B 组

（2.77±0.18）、C组（1.85±0.17）和D组（2.39±0.15）明显

增加（P<0.05），C组LPI升高的程度明显低于B组和D

组（P<0.05），肺组织 IL1和 IL6水平，与A组比较，B组、

C组和D组均明显增加（P<0.05），C组则明显低于B组

和D组（P<0.05，表1）。

Items

W/D

LPI (%)

IL1 (ng.L-1)

IL6 (ng.L-1)

Group A

4.45±0.23

0.82±0.14

20.63±6.91

18.13±7.17

Group B

5.75±0.47*

2.77±0.18*

69.13±9.11*

62.77±8.14*

Group C

5.07±0.28*＃†

1.85±0.17*＃†

38.73±7.99*＃†

33.13±6.48*＃†

Group D

5.55±0.37*

2.39±0.15*

61.33±8.78*

60.61±9.17*

表1 各组湿干比重和肺通透指数对比
Tab.1 Wet/dry weight ratio (W/D) and lung permeability index in each group (n=8, Mean±SD）

*P<0.05 vs groupA, ＃P<0.05 vs group B, †P<0.05 vs group D.

2.2 大鼠肺组织病理学检测

A组肺泡、肺间质基本上接近于正常肺结构，仅有

少量炎症细胞和肺间质轻度水肿；B组组织结构不清，

肺泡腔、间质及支气管腔有大量炎症细胞浸润和红细胞

漏出，水肿明显，肺泡间隔破坏（图1）；C组 肺泡壁增厚

和水肿程度较B组减轻，有部分炎性细胞浸润。与A组

比较，B组、C组和D组肺泡壁增厚和水肿程度较大，肺

组织病理学评分显著增高（P<0.05）。C组肺组织病理

学评分较B组和D组显著降低（P<0.05），B组和D组之

间无显著差异（P>0.05，表2）。

图1 各组大鼠肺组织HE病理切片
Fig.1 HE staining of the lung tissue of the rats in each group (Original magnification: ×100).

A B C D

2.3 免疫荧光检测HMGB1蛋白

荧光显微镜显示HMGBl呈红色发光，细胞核、细

胞质及肺间质均有表达，亮蓝色部位为细胞核所在部

位。B组HMGBI表达明显增加，肺泡间隔增厚。而C

组HMGBl表达较少（图2）。提示LIPUS预处理可减少

缺血再灌注HMGBl的表达。腹腔注射α7nAChR拮抗

剂甲基牛扁亭D组HMGBI表达明显增加（表3）。

2.4 Western-blot蛋白印迹法检测HMGB1蛋白表达

与A组（HMGB1/β-actin值为（0.11±0.09）比较，缺

血再灌注后B组、C组和D组HMGB1蛋白表达明显增

加（HMGB1/β-actin 值分别为 B 组（0.51±0.18）、C 组

（0.35 ± 0.11）和 D 组（0.46 ± 0.17）（P<0.05）；但 C 组

Items

Scores

Group A

3.21±1.22

Group B

13.31±2.82*

Group C

8.13±1.76*＃†

Group D

12.33±2.07*

表2 各组大鼠肺组织病理学评分
Tab.2 Pathological scores of the lung tissue of the rats in each
group (n=8, Mean±SD）

*P<0.05 vs groupA, ＃P<0.05 vs group B, †P<0.05 vs group D.

图2 各组大鼠肺组织免疫荧光HMGB1蛋白表达
Fig.2 Immunofluorescence assay of HMGB1 protein expression
in the lung tissue of the rats in each group (×400).

A

B

C

D

HMGB1 DAPI Merge
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HMGB1蛋白表达明显低于B组和D组（P<0.05）；B组

和D组间无明显差异（图3）。

3 讨论

本课题研究采用脉冲式LIPUS，其传递给组织的能

量小，不会引起组织致热效应，从而避免了以往治疗用

超声波致热的不良反应。尽管这种波传递给组织的能

量不大，但研究显示，其有利的非致热性细胞生物学效

应却不可忽视。体外细胞实验研究发现［11-13］，低剂量脉

冲式超声波可能具有多种生物学效应，例如能增加蛋白

的合成，促使乳突细胞分泌增多，引起成纤维细胞迁移

功能的改变，增加第二信使钙离子的摄入以及刺激巨噬

细胞产生生长因子等。经过LIPUS预处理，使IRI后肺

组织W/D值和LPI均明显下降，同样病理切片也显示其

肺组织水肿程度和炎性渗出明显减少，这说明通过

LIPUS预处理，能够明显改善 IRI后肺组织通透性和炎

症渗出，对IRI后肺损伤具有一定的保护作用。

HMGB1是激发和维持IRI后炎性瀑布反应的关键

因素［14］，越来越多的研究显示，HMGBl作为一种炎性介

质，参与了感染性疾病以及多种无菌性炎性疾病（如急

性肺损伤、类风湿性关节炎等）的发生和发展过程［15-16］，

并与疾病的转归和结局有密切联系，因此，HMGBl可能

成为一种有效的治疗靶点。在本研究中，IRI后肺组织

HMGB1的表达明显增加，通过LIPUS预处理 IRI后肺

组织HMGB1的表达则明显降低，肺组织通透性和炎症

渗出明显减少，这也说明，LIPUS预处理后可以通过抑

制IRI后肺组织HMGB1的表达而起到保护作用。

IRI后肺损伤，即使是单侧肺缺血，再灌注后对侧肺

也会立即出现同样的生理变化，提示损伤信号可能通过

体液分泌［17］。最近的研究已经证明炎症反应同样可以

调节先天性免疫反应［18-19］，而神经和免疫系统之间的联

系目前认为是通过胆碱能抗炎通路来实现的［20-22］，其途

径为：感染、损伤的组织释放炎症产物发出信号经感觉

神经传入孤束核，继而激活迷走传出神经末梢释放

乙酰胆碱，作用于炎性细胞表面的α7烟碱型乙酰胆碱

受体（α7nAChR），阻碍促炎细胞因子合成和释放，从而

抑制局部或全身的炎症反应。而且神经递质乙酰胆碱

是目前发现的体内极少数能调控HMGB1释放的生理

性物质之一。Wang等［23］研究显示，乙酰胆碱能够作用

于α7nAChR，抑制内毒素刺激下巨噬细胞释放的

HMGB1。研究已经证实［5-6］以体外超声为基础的治疗

方法能防止小鼠肾脏缺血再灌注损伤，这种以治疗方法

是通过刺激了脾脏的一种固有的依赖于α7nAChR 的胆

碱能抗炎通路达到抑制炎症反应，从而减轻组织炎性反

应与氧化应激反应，达到保护脏器的目的。肺副交感神

经炎症反射弧理论认为迷走神经可以支配到远端气道，

甚至肺泡［24-25］，支配气道传感器。迷走神经依靠气道传

感器或病原体识别受体感知肺内病原体和炎症的变

化［26］。感知的信息可以通过迷走神经传入支传递到桥

脑的孤束核，整合之后通过肺迷走神经传出支分泌乙酰

胆碱，激活肺部炎症细胞α7nAchR，抑制NF-κB活化和

下调炎症细胞因子水平，减轻肺部炎症和损伤［27-28］，因此

切断迷走神经和敲除α7 nAchR可以加重脂多糖或大肠

杆菌诱导的急性肺损伤。 本研究中，我们观察到，通过

LIPUS预处理后 IRI肺组织HMGB1的表达则明显降

低，IL1和IL6同样明显降低，同时预处理前30 min腹腔

注射α7nAChR拮抗剂甲基牛扁亭2 mg/kg后，IRI后肺

组织HMGB1的表达明显增加，IL1和 IL6也同样明显

升高，肺损伤加重。这也同样证实了HMGB1在激发

表3 各组大鼠肺组织免疫荧光HMGB1蛋白表达平均IOD值
Tab.3 Mean IOD value of immunofluorescence of HMGB1 protein in the lung tissue in each
group (n=8, Mean±SD）

Items

Mean IOD

Group A

0.023±0.011

Group B

0.046±0.019*

Group C

0.033±0.013*＃†

Group D

0.042±0.016*

*P<0.05 vs groupA, ＃P<0.05 vs group B, †P<0.05 vs group D.
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图 3 各组大鼠肺组织 Western blot 检测
HMGB1蛋白表达
Fig.3 Detection of HMGB1 protein expression by
Western blotting in the lung tissue in each group.
Data are presented as Mean±SD. *P<0.05 vs group
A, ＃P<0.05 vs group B, †P<0.05 vs group D.
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IRI后炎性反应过程中起到关键作用［29］，而且LIPUS预

处理通过抑制 IRI 肺组织 IL1 和 IL6 的升高以及

HMGB1表达依赖于α7nAChR。

因此，本研究证实，LIPUS预处理能够减轻 IRI后

肺损伤，其机制可能是通过激活依赖α7nAChR的胆碱

能抗炎通路，从而降低IRI后肺组织HMGB1的表达。
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