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山莨菪碱对心脏骤停猪肺氧化
应激及细胞凋亡的影响

张杰1　刘亚华2　代正3　周满红4　尹雪莲5　李玉华6　沈洪1

　　[摘要]　目的:探讨山莨菪碱对心搏骤停(CA)猪肺氧化应激及细胞凋亡的影响。方法:选择健康雄性家猪

23头,按随机数字表法分为对照组(n=5)、肾上腺素组(n=9)和山莨菪碱组(n=9),用右心室交流电致颤法建立

CA模型。在基础时点、CA8min、自主循环恢复(ROSC)即刻、ROSC30min和 ROSC 24h留取血液标本,

ROSC24h后处死动物留取肺组织标本。测定各时间点血浆及24h时点肺组织的生化指标:黄嘌呤氧化酶法测

定超氧化物歧化酶(SOD)活力,硫代巴比妥酸法测定丙二醛(MDA)含量。免疫组织化学法检测肺组织细胞色素

C(Cyto-C)蛋白表达情况并用图像处理系统测定阳性反应物的免疫组织化学吸光度值(MOD值)。ELISA 法检

测肺组织Cyto-C和Caspase-3蛋白含量。Hoechest33258染色并计数测定肺细胞凋亡指数(AI)。结果:①复苏

成功的动物均存活24h,所有动物肺脏表面结构完整,未出现肋骨骨折刺伤肺脏的情况。②各时间点血浆SOD
活力2复苏组组间比较差异无统计学意义(P>0.05);而山莨菪碱组肺组织SOD活力明显高于肾上腺素组(P<
0.05)。ROSC30min、ROSC24h山莨菪碱组血浆 MDA含量较肾上腺素组减少(P<0.05),同时肺组织 MDA
含量明显低于肾上腺素组(P<0.01)。③复苏后2组肺组织 Cyto-C表达均较对照组明显上调(P<0.01),阳性

细胞主要分布于肺泡上皮细胞。山莨菪碱组Cyto-C呈弱阳性表达,肾上腺素组表达明显高于山莨菪碱组(P<
0.01)。④肺组织Cyto-C、Caspase-3蛋白含量2复苏组间比较差异无统计学意义(P>0.05)。⑤2复苏组肺细胞

AI均较对照组显著增加(P<0.01),山莨菪碱组较肾上腺素组降低(P<0.05)。结论:山莨菪碱可能通过抑制再

灌注后脂质过氧化反应,以及抑制线粒体途径细胞凋亡途径从而参与了CA后肺缺血再灌注损伤的保护。
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　　Abstract　Objective:ToinvestigatetheaffectofanisodamineonlunginjuryinducedbyOxidativestressand
apoptosisincardiacarrestswine.Method:Twenty-threehealthmaleswinesweredividedintothreegroupsusing
randomdigitstable,shamgroup(n=5),epinephrinegroup(n=9)andanisodaminegroup(n=9).Thecardiac
arrest(CA)modelwasinducedbyalternatingcurrent.Lungtissuewereharvestedat24hafterROSC.Theblood
sampleweretookatbasictime,CA8min,ROSC,ROSC30min,ROSC24h.Thebloodsamplesandlungspeci-
menswererepairedforanalyzingtheenzymeactivityofsuperoxidedismutase(SOD)andthecontentofmalondial-
dehyde(MDA)respectively.ThelungspecimenswereobservedtoassesscytochromeC(CytoC)proteinexpres-
sionby
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immunohistochemistry.ThelungsamplecontentsofCytoCandCaspase-3weredetectedbyELISA.Thelungtis-
suewerestainedwithHoechst33258toassessapoptosis.Result:①AllanimalswhichachievedROSCsurvivedto
24h.andlungsgrossspecimensurfacewereallcompletedwithoutstabbing.② TherewerenodifferenceinSOD
activitybetweentwoCPRgroupsatthesamepoint(P>0.05).ThelungSODactivityofAni+CA/Rgroupwas
higherthanCA/Rgroup(P<0.05).MDAlevelofAni+CA/RgroupwaslowerthanCA/RgroupatROSC
30min,ROSC24h(P<0.05).ThelungMDAcontentofAni+CA/RgroupwaslowerthanCA/Rgroup(P<
0.01).③TheexpressionoflungtissuecytochromeCinbothCPRgroupweresignificantlyhigherthancontrol
group(P<0.01).Thepositivecellsweremainlydistributedinalveolarepithelialcells.CytochromeCofAni+
CA/RgroupwereweaklypositiveexpressionandsignificantlylowerthanCA/Rgroup(P<0.01).④weresignifi-
cantlyhigherthanthatofcontrolgroup(P<0.01),TherewerenodifferenceinCytoCandCaspase-3contentsof
lungtisssuebetweentwoCPRgroups(P>0.05).⑤LungcellapoptosisindexofbothCPRgroupwerehighersig-
nificantlythanthecontrolgroup(P<0.01).ComparedwithCA/Rgroup,cellapoptosisindexofAni+CA/R
groupreduced.(P<0.05).Conclusion:Possiblythroughregulatingoxygenradicalsmetabolismandaffectingmito-
chondrialpathwayofapoptosispathway,Anisodaminerelievedthelunginjuryaftercardiacarrest.

Keywords　cardiacarrest;cardiopulmonaryresuscitation;anisodamine;ischemia-reperfusioninjury;Oxidative
stress;apoptosis

　　心脏骤停(cardiacarrest,CA)复苏后部分患者

存在呼吸功能不全,严重者甚至需要长期依赖呼吸

支持手段,严重影响患者的出院率及生存率。目前

大量研究结果证实,氧自由基大量产生是导致心肺

复苏(Cardiopulmonaryresuscitation,CPR)后肺缺

血再灌注损伤的重要原因之一〔1〕。CA、CPR 的过

程就是缺血再灌注的过程,心脏骤停、CPR后既产

生肺脏本身缺血再灌注的损伤,也有其他远隔脏器

如心、脑、肠等缺血再灌注损伤对肺脏的影响。缺

血再灌注后血液循环及肺组织中氧自由基生成急

剧增加,机体清除能力下降,产生氧化应激〔2〕,最终

导致靶细胞器线粒体结构和功能受损,诱发细胞凋

亡〔3〕。而山莨菪碱作为抗氧化剂可以对氧自由基

介导的细胞损伤提供有效保护〔2〕,维持抗氧化能力

平衡〔4〕,在CPR 早期即能明显减轻 CA 患者体内

氧化应激反应〔5〕。在前期研究中发现,山莨菪碱可

以通过干预线粒体凋亡途径中细胞色素(Cyto-C)、
Caspase-3蛋白释放有效保护 CPR 后心肌和脑缺

血再灌注损伤。山莨菪碱是否可以通过影响该通

路对CPR后肺缺血再灌注损伤发挥保护作用? 本

实验通过建立CA复苏猪的动物模型,观察山莨菪

碱对CPR后肺氧化应激及细胞凋亡的影响,并探

讨其可能的作用机制。
1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

选择雄性家猪23头,体重24~27kg。根据复

苏药物不同,分为肾上腺素组9例;山莨菪碱+肾

上腺素组9例,简称“山莨菪碱组”;对照组5例。
1.2　动物模型制备

切开猪左颈外静脉并插入起搏电极至右心室,
应用右心室交流电致颤法建立猪 CA 模型〔6〕。成

功诱 发 CA 标 准:平 均 动 脉 压 <10 mmHg
(1mmHg=0.133kPa),伴正常动脉搏动波消失,

心电图示心室颤动(ventricularfibrillation,VF)。
1.3　实验方法及结果判定标准

诱发CA成功后9min立即行胸外按压,同时

经气管导管接呼吸机辅助通气,呼吸机模式为容量

控 制 模 式,设 定 潮 气 量 15 ml/kg,呼 吸 频

率16次/min,吸氧浓度100%,胸外心脏按压频率

>100次/min,按压幅度为猪胸廓前后径1/4。胸

外按压同时经左侧颈内静脉导管弹丸式注射肾上

腺素0.045mg/kg〔7〕,或肾上腺素0.045mg/kg+
山莨菪碱0.4mg/kg〔8〕,持续胸外按压2min后电

除颤1次(双相,150J)〔6〕。若CPR未成功,继续胸

外按压,按照固定频次推注复苏药物(3min/次)及
电除颤(2min/次)。CPR30min后仍未自主循环

恢 复 (resumption of spontaneous circulation,
ROSC),停止 CPR。ROSC 标准:停止心脏按压

后,出现窦性、房性或交界性心律伴平均动脉压

>60mmHg或脉压>20 mmHg,且持续时间超

过10min〔6〕。ROSC2h后撤机。
1.4　标本采集及检测

在基础时点、CA8 min、ROSC 即刻、ROSC
30min和 ROSC24h留取3ml血液,以 EDTA
抗凝管收集后制备血浆检测样本,测定各时点血浆

生化指标:黄嘌呤氧化酶法测定超氧化物歧化酶

(SOD)活力,硫代巴比妥酸法测定丙二醛(MDA)
含量。

所有复苏成功的动物及对照组动物均在24h
后处死。即刻开胸留取左上肺相同部位肺组织

各50mg,免疫组织化学法测定肺组织 Cyto-C蛋

白表达并用 MoticFluo1.0图像处理系统测定阳

性反应物的免疫组织化学吸光度值(MOD 值),
ELISA测定 Cyto-C 和 Caspase-3蛋白含量;常规

包埋切片后 Hoechest33258染色,荧光显微镜下计

算平 均 阳 性 细 胞 率 (阳 性 细 胞 数/总 细 胞 数 ×
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100%),测定肺细胞凋亡指数(AI)。其余肺组织各

50mg以冰预冷的生理盐水冲洗,按试剂盒说明书

要求制备5%肺组织匀浆,分别检测肺组织SOD活

力和 MDA含量。
1.5　统计学处理

采用SPSS17.0进行多组样本间检验的单因

素方差齐性检验后行LSD-t检验;计量资料用■x±
s表示,定性数据应用Pearson检验(n<40,Fisher
精确概率法)。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　血浆及肺组织SOD活力变化

肾上腺素组和山莨菪碱组血浆CA8min及复

苏后各时点的SOD活力均低于对照组,但两复苏

组各时间点血浆SOD活力比较差异无统计学意义

(P>0.05)。山莨菪碱组肺组织SOD活力明显高

于肾上腺素组(P<0.05)。见表1。
2.2　血浆及肺组织 MDA含量变化

肾上腺素组和山莨菪碱组CA8min及复苏后

各时 间 点 的 MDA 含 量 明 显 高 于 对 照 组 (P <
0.01),ROSC30min、ROSC24h山莨菪碱组血浆

MDA含量较肾上腺素组明显降低(P<0.05)。山

莨菪碱组肺组织 MDA 含量较肾上腺素组显著降

低(P<0.01)。见表2。
2.3　肺组织 Cyto-C表达、Cyto-C和 Caspase-3蛋

白含量变化及肺组织细胞凋亡率的观察

对照组肺组织未见 Cyto-C阳性表达。两复苏

组Cyto-C表达明显上调(P<0.01),阳性细胞主

要分布于肺泡上皮及支气管上皮细胞(见图1)。山

莨菪碱组Cyto-C呈弱阳性表达,肾上腺素组表达

明显高于山莨菪碱组(P<0.01)。两复苏组肺组

织Cyto-C、Caspase-3蛋白含量显著高于对照组(P
<0.01),但两复苏组间 Cyto-C、Caspase-3蛋白含

量 均 差 异 无 统 计 学 意 义 (P >0.05)。Ho-
echst33258荧光染色显示:对照组细胞核染色均匀

分布,强荧光胞核的凋亡细胞数量极少。肾上腺素

组可见大量阳性凋亡细胞分布,呈亮蓝色密集的细

胞核和染色质片段,细胞核浓缩或成碎片状,亮度

高。山莨菪碱组强荧光胞核的凋亡细胞数量分布

较对照组多,但明显少于肾上腺素组(见图 2)。
ROSC24h肾上腺素组和山莨菪碱组肺细胞凋亡

率较对照组显著增加(P<0.01),山莨菪碱组肺细

胞凋亡率较肾上腺素组显著减少 (P<0.05)。见

表3。

表1　各组血浆及肺组织SOD活力变化 U/mg,■x±s

组别 例数 基础时点 CA8min ROSC即刻 ROSC30min ROSC24h 肺组织

对照组 5 7.40±2.25 7.17±1.96 7.31±2.24 7.55±2.44 7.22±2.26 1.08±0.09
肾上腺素组 5 7.55±1.93 5.07±1.341) 1.45±0.432) 1.29±0.602) 1.88±0.882) 0.51±0.212)

山莨菪碱组 7 7.36±1.89 4.64±0.931) 1.95±0.842) 2.18±0.932) 2.90±1.362) 0.74±0.122)3)

　　与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与肾上腺素组比较,3)P<0.05。

表2　各组血浆及肺组织 MDA含量变化 μmol/mg,■x±s

组别 例数 基础时点 CA8min ROSC即刻 ROSC30min ROSC24h 肺组织

对照组 5 14.73±2.59 12.66±2.88 14.08±3.93 15.94±4.38 15.35±3.28 1.92±0.27
肾上腺素组 5 13.38±2.87 52.06±6.431) 56.78±10.911) 55.47±10.971) 55.47±7.851) 4.94±0.521)

山莨菪碱组 7 13.21±4.22 52.51±6.051) 56.05±11.121) 43.38±8.121)2)43.38±6.041)2) 3.31±0.571)3)

　　与对照组比较,1)P<0.01;与肾上腺素组比较,2)P<0.05,3)P<0.01。

a:对照组未见黄色或棕黄色染色细胞分布(Cyto-C表达)(×200);b:肾上腺素组可见在肺泡上皮细胞存在较多黄色或棕黄

色染色阳性细胞(Cyto-C表达)(×200);c:山莨菪碱组在肺泡上皮细胞可见黄色或棕黄色染色阳性细胞分布,但数量明显少
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于肾上腺素组(Cyto-C表达)(×200)。
图1　CA复苏后24h猪肺Cyto-C表达

a:对照组细胞核染色均匀分布,强荧光胞核的凋亡细胞数量极少(Hoechst33258荧光染色);b:肾上腺素组可见大量阳性凋

亡细胞,呈亮蓝色密集的细胞核和染色质片段,细胞核浓缩或成碎片状,染色不均匀,亮度高(Hoechst33258荧光染色);c:山
莨菪碱组强荧光胞核的凋亡细胞数量分布较对照组多,但明显少于肾上腺素组(Hoechst33258荧光染色)。

图2　CA复苏后24h猪肺细胞凋亡

表3　Cyto-CMOD值,Cyto-C、Caspase-3蛋白含量变化及凋亡率比较 ■x±s

组别 例数 Cyto-CMOD值 Cyto-C/(nmol·L-1)Caspase-3/(pmol·L-1) AI/%
对照组 5 0.27±0.06 30.71±9.12 20.72±1.08 4.94±1.10

肾上腺素组 5 1.73±0.131) 49.41±30.011) 41.61±3.051) 35.71±3.531)

山莨菪碱组 7 1.35±0.212)3) 43.46±31.191) 40.07±2.481) 30.24±4.101)2)

　　与对照组比较,1)P<0.01;与肾上腺素组比较,2)P<0.05,3)P<0.01。

3　讨论

3.1　山莨菪碱对氧化应激的干预

在离体及在体缺血再灌注的动物模型中发现,
肺泡上皮及肺血管内皮细胞因氧自由基代谢失衡

出现肺毛细血管痉挛以及肺泡上皮细胞变性坏死,
毛细血管渗漏,引发肺水肿〔15〕。SOD 和 MDA 是

常用评价氧应激损伤的重要指标。SOD是一种金

属酶,通过对抗氧化应激反应,减轻活性氧对线粒

体的损伤,保护肺泡细胞膜,对机体的氧化与抗氧

化平衡起着重要作用〔9〕。当SOD 减少,不能及时

清除氧自由基时,脂质过氧化反应生成大量 MDA
代谢产物,进一步破坏细胞膜的完整性、损害细胞

超微结构,加重细胞损伤。MDA 的测定间接反映

了机体氧自由基的生成水平和细胞的损伤程度〔10〕。
近年来研究发现,山莨菪碱可以通过减少 H2O2 引

起的内皮细胞抗氧化功能的消耗,维持抗氧化能力

平衡〔4〕,作为抗氧化剂可以保护肺泡巨噬细胞免受

内毒素的直接氧化损伤〔11〕,在 CPR早期即能明显

减轻CA 患者体内氧化应激反应〔5〕。本研究结果

发现,缺血再灌注后,血清 SOD 活力快速降低,
MDA含量迅速增加。恢复血流后,两复苏组SOD
活力均有所回升,而山莨菪碱组SOD 活力增高的

趋势更明显;随着复苏存活时间的延长,两复苏组

MDA的生成量均逐渐增加,ROSC30min和24h
时点肾上腺素组血清 MDA 生成量明显高于山莨

菪碱组。在肺组织标本中,肾上腺素组较山莨菪碱

组肺组织SOD活力下降更明显,MDA 含量上升。
说明山莨菪碱可能通过提高 SOD 的活性、减少

MDA生成从而抑制再灌注后脂质过氧化反应,对
复苏后肺缺血再灌注损伤提供保护。
3.2　山莨菪碱对线粒体途径细胞凋亡的影响

1972年英国病理学教授Kerr等人首次提出细

胞凋亡的概念,是CA 复苏后缺血再灌注损伤中重

要的细胞死亡形式。目前研究发现,肺缺血再灌注

损伤可能通过2种途径诱导细胞凋亡:内源性及外

源性途径即线粒体途径和死亡受体介导途径诱导

凋亡。其中,在内源性凋亡途径中,线粒体是凋亡

的上游途径和 Caspase途径以及其他下游死亡途

径交互作用的枢纽〔12〕。而Cyto-C是线粒体介导凋

亡信号转导通路中的关键凋亡蛋白。再灌注过程

中,线粒体膜的通透性和完整性受到破坏,Cyto-C
从线粒体释放至细胞质后促使Caspase-9与其结合

形成凋亡小体,从而产生 Caspase的级联放大效

应,诱导细胞凋亡〔13〕。Caspase-3是细胞凋亡通路

级联“瀑布”下游最关键的凋亡执行蛋白酶,是蛋白

酶级联反应的必经之路。此外,活化的 Caspase-3
又可以作用于线粒体,引发线粒体Cyto-C的释放,
构成Cyto-C释放的正反馈调节〔14〕。前期系列研究

中发现,山莨菪碱可以通过减轻复苏后心肌线粒体

膜电位降低水平,维持心 肌 线 粒 体 结 构 的 完 整

性〔15〕。本研究发现:两复苏组 Cyto-C表达明显上

调,阳性细胞主要分布于肺泡上皮细胞,山莨菪碱
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组Cyto-C吸光度值明显低于山莨菪碱组。两复苏

组肺组织 Cyto-C、Caspase-3蛋白含量较对照组显

著升高,虽然两复苏组间比较差异无统计学意义,
但以对照组为基准,山莨菪碱组两者的增幅均小于

肾上腺素组,反映细胞凋亡率的荧光染色显示对照

组胞核染色均匀分布,少见强荧光的胞核,而肾上

腺素组及山莨菪碱组中凋亡细胞数量显著增多,表
现为亮蓝色密集的细胞核和染色质片段,细胞核浓

缩或成碎片状,染色不均匀,亮度高,同时荧光染色

观察细胞凋亡率山莨菪碱组较肾上腺素降低。提

示山莨菪碱可能通过减少 Cyto-C和 Caspase-3蛋

白表达从而抑制线粒体途径细胞凋亡,参与 CA 复

苏后肺缺血再灌注损伤的保护。
通过本实验研究发现,山莨菪碱可能通过减轻

脂质过氧化、减少Cyto-C和Caspase-3蛋白表达抑

制线粒体途径细胞凋亡,从而发挥对 CA 复苏后肺

缺血再灌注损伤的保护作用。
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数字使用中的注意事项

　　数字使用中的注意事项:①尾数“0”多的5位以上数字,可以改写为以万和亿为单位的数。一般情况下

不得以十、百、千、十万、百万、千万、十亿、千亿等作单位(百、千、兆等词头除外)。如1800000可写成180
万;142500可写成14.25万,不能写成14万2千5百;5000字不能写5千字。②纯小数必须写出小数点前

用以定位的“0”。数值有效位数末尾的“0”也不能省略,即应全部写出。如“1.500、1.750、2.000”不能写作

“1.5、1.7、2”。③数值的修约不能简单地采用“四舍五入”,应按照 GB8170-87的规则修约,其简明口诀为

“4舍6入5看齐,5后有数进上去,尾数为零向左看,左数奇进偶舍弃”。如:修约到一位小数,12.149修约

为12.1;16.169修约为16.2;12.150修约为12.2,12.250修约为12.2。④附带长度单位的数值相乘,每个

数值后单位不能省略。例如:50cm×80cm×100cm,不能写成50×80×100cm 或50×80×100cm3。
⑤一系列数值的计量单位相同时,可以仅在最末一个数字后写出单位符号。例如:60、80、100mmol/L,不
必写作60mmol/L、80mmol/L、100mmol/L。⑥“大约”、“多”、“余”、“左右”、“上下”等均可表示概数的

词,不要与表示范围的数据重叠使用。例如:3~5cm 不要写成3~5cm 左右、约3~5cm、或 3~5cm
多等等。
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