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亚甲蓝与七氟醚在肺缺血再灌注( IR)损伤大鼠
模型中对血清及肺组织氧化应激指标及炎症

因子的影响

李佳岑,罗　 瑶∗,曾　 思

(四川省医学科学院,四川省人民医院麻醉科, 成都　 610041)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究亚甲蓝与七氟醚在肺缺血再灌注(ischemia-reperfusion, IR)损伤大鼠模型中对血清及肺
组织氧化应激指标及炎症因子影响。 方法　 60只雄性 SD 大鼠根据随机数字表法分成四组,假手术组(空白对照
组)、肺缺血再灌注组(IR对照组)、亚甲蓝预处理组(MB组)、七氟醚预处理组(S组),每组 15 只。 建立离肺缺血
再灌注损伤模型后,比较 SD大鼠采用不同方式处理后,对血清及肺组织中白介素-1β( interleukin-1 β,IL-1β)、白介
素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子 α(tumor necrosis α,TNF-α)等炎性指标和超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、活性
氧(ROS)以及三磷酸腺苷(ATP)等氧化应激指标,血液流变学以及肺湿重和干重的影响。 结果　 MB 组、S 组的肺
组织湿 /干质量比显著高于假手术组,且显著低于 IR组,具有统计学差异(P<0. 05)。 MB组、S组的湿 /干质量比组
间相比无统计学差异(P>0. 05)。 MB 组、S 组的 SOD、ATP 水平显著低于假手术组,显著高于 IR 组,同时 MDA 和
ROS显著高于假手术组,显著低于 IR组,具有统计学差异(P<0. 05),而 MB组、S组各氧化应激指标组间比较无统
计学差异(P>0. 05)。 MB组、S组肺组织和血清各炎性指标水平显著高于假手术组,显著低于 IR组,具有统计学差
异(P<0. 05),MB组、S组各炎性指标组间比较无统计学差异(P>0. 05)。 MB组、S组 T1、T2期的红细胞变形指数、
红细胞聚集指数和血浆黏度均低于 T0期,MB组 T1、T2期各指数均低于 S组,差异有统计学意义 (P<0. 05)。 结论
亚甲蓝与七氟醚均可改善肺缺血再灌注损伤大鼠中肺组织氧化应激指标,降低血清及肺组织炎症因子水平,改善
水肿状态,但亚甲蓝改善血液黏度效果更显著,可有效降低血栓形成风险。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To study the effects of methylene blue and sevoflurane on oxidative stress indexes and
inflammatory factors in serum and lung tissue in rats with lung ischemia-reperfusion injury. Methods　 Sixty male Sprague-
Dawley rats were divided into four groups according to random number table, sham operation group (blank control group),
lung ischemia-reperfusion group ( IR control group), methylene blue pretreatment group ( MB group), sevoflurane
pretreatment group (S group), 15 in each group. After establishing a model of lung ischemia-reperfusion injury, the rats
were treated respectively, and interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) were detected in serum and lung tissues.
Inflammatory markers such as tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and oxidative stress indicators such as superoxide
dismutase ( SOD), malondialdehyde (MDA), reactive oxygen species ( ROS), and adenosine triphosphate ( ATP),
hemorheology and the effects of lung wet weight and dry weight were assessed. Results　 The lung wet / dry mass ratios in
the MB and S groups were significantly higher than that in the sham operation group and significantly lower than that in the
IR group (P< 0. 05). There was no significant difference in wet / dry weight ratios between the MB group and the S group
(P> 0. 05). The levels of SOD and ATP in the MB and S groups were significantly lower than those in the sham operation
group and significantly higher than those in the IR group, while MDA and ROS were significantly higher than those in the
sham operation group and significantly lower than those in the IR group, all showed statistical significance (P < 0. 05).
There was no significant difference in the indexes of oxidative stress in the MB and S groups (P > 0. 05). The inflammatory
index levels of lung tissue and serum in the MB and S groups were significantly higher than those in the sham operation
group and significantly lower than those in the IR group (P < 0. 05). There was no significant difference in inflammatory
index levels between the MB and S groups (P > 0. 05). The erythrocyte deformation index, erythrocyte aggregation index,
and plasma viscosity in the MB group and S group at the T1 and T2 phases were lower than those in the T0 phase, and
those in the MB group at the T1 and T2 phases were lower than those in the S group (P < 0. 05). Conclusions　 Methylene
blue and sevoflurane can improve the index of oxidative stress in the lung tissue, reduce the level of inflammatory factors in
the serum and lung tissue, and improve the edematous state in IR injury rats. However, methylene blue can decrease the
blood viscosity more significantly, which can effectively reduce the risk of thrombosis.
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　 　 缺血再灌注是机体器官暂时性血流供应不足
后再次恢复血流灌注时产生的病理过程,如氧化应
激、异常炎症、凋亡坏死等,尽管缺血后恢复血流供
应,但是组织器官损伤并未减轻,如肺缺血再灌注,
可导致肺毛细胞血管内皮细胞以及肺泡上皮细胞

受损,从而引起呼吸障碍[1-2]。 缺血再灌注多发生
于外科手术中,常见的处理方式为缺血预处理、远
距调节方式等[2-3],其中缺血预处理主要有吸入七
氟醚,作为全身麻醉中常用吸入型药物,可减轻气
道阻力和炎症,从而改善通气功能和减轻组织缺血
再灌注损伤,可控性和操作性较强,但是诱导期和
恢复期容易产生不适,从而导致躁动,影响手术过
程,同时在受到手术刺激时,会导致血液黏度升高,
增加血栓形成的可能,影响手术治疗以及预后效
果[4-5]。 亚甲蓝是吩噻嗪类化合物,易透过血脑屏
障,可有效穿过线粒体膜,减轻缺血再灌注引起的
线粒体损伤,氧化型和还原型的特点保证了较强的
抗氧化及增强代谢的能力[6],但是,目前关于其能
在缺血再灌注中的应用并不多见,其是否能够达到
与七氟醚相同的疗效,同时改善血液黏度,以及在
缺血再灌注损伤中对机体血清及肺组织氧化应激

指标及炎症因子影响的有待进一步考察,本文以大
鼠为模型动物探讨两者差异,为实际应用提供指导。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物
60只二级清洁雄性 SD 大鼠,体重 180 ~ 220 g,

由四川省人民医院实验室动物中心提供 [ SCXK
(川)2018-15],[SYXK(川)2018-110]。 本研究使
用大鼠的实验过程均经过我院伦理委员会的批准。
将 60只大鼠根据随机数字表法随机分成 4组,每组
15只。
1. 2　 主要试剂与仪器
七氟醚购自于恒瑞医药有限公司;亚甲蓝购自

于济川药业集团有限公司;二甲基亚砜、PBS、甲醇、
戊巴比妥钠等均购自于 Sigma 公司;ELISA 试剂盒
购自于武汉博士德生物工程有限公司。
1. 3　 实验方法

SD大鼠根据随机数字表法分成四组,术前 12 h
禁食,自由饮水。 称重后于腹腔注射 2%戊巴比妥
钠(0. 5 mL / 100 g),动物麻醉后取仰卧位固定于手
术台上并消毒。 于尾静脉注射肝素 100 U / kg,气管
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切开后插管并行正压通气,保持大鼠呼吸频率为每
分钟 70次,潮气量稳定在 8. 0 ~ 9. 0 mL / kg 范围内。
于左侧胸骨第 5肋间开胸,随后于左心室近心尖处
注射肝素 500 U / kg,便于分离左侧肺动脉。 用无损
伤血管钳夹阻断近心端左肺动脉,吸气末则用血管
钳阻断左主支气管,造成左肺缺血。 假手术组(空
白对照组)只需分离大鼠左侧肺门和肺动静脉,无
需进行阻断。 肺缺血再灌注组(IR 对照组)在肺缺
血 1 h后放开,随后再灌注 2 h 即可。 MB 组和 S 组
建模方法同 IR 组,其中假手术组和 IR 组灌注前 5
min于腹腔注射生理盐水即可,而 MB 组灌注前 5
min于腹腔注射 5 mg / kg 亚甲蓝,而 S 组需在灌注
前 5 min于呼吸管上添加七氟醚,并保持肺中检测
到的七氟醚浓度稳定在 2. 1%即可。
1. 3. 1　 检测指标
血液流变学指标的检测:分别于麻醉前 (T0)、

麻醉诱导后 30 min (T1)、灌注 2 h (T2),检查患者
红细胞变形指数、红细胞聚集指数、血浆黏度。 并
于灌注 2 h 后,经麻醉处死前先空腹采外周静脉血
5 mL,3000 r / min离心 20 min,于-20℃暂存。 经麻
醉后处死,取左肺组织,将其分成 2等份。 一份用于
检测肺组织湿 /干质量比,即生理盐水冲洗并去除
多余水分称肺湿重,于 80℃烘烤 24 h 后称干质量,
计算湿 /干质量比。 另一半肺组织制成 10%匀浆

液,4℃ 3000 r / min离心 10 min,采用 BCA法测蛋白
浓度检测超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、
活性氧(ROS)以及三磷酸腺苷(ATP)含量。 按相应
酶联免疫试剂盒说明操作测定血清和肺组织匀浆

液中 TNF-α、IL-1β和 IL-6含量。
1. 4　 统计学方法
本研究所有数据均采用 SPSS 19. 0 软件进行统

计学分析,其中计量资料以平均数±标准差( 􀭰x ± s )
表示,多组间比较采用单因素方差分析,以 P< 0. 05
为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 四组大鼠肺组织湿 /干质量比
MB组、S组的肺组织湿 /干质量比显著高于假

手术组,且显著低于 IR 组,MB 组、S 组的肺湿重显
著低于 IR组,其中 MB组的肺湿重显著高于假手术
组,具有统计学差异(P<0. 05)。 MB 组、S 组的肺湿
重和湿 /干质量比无统计学差异(P>0. 05),见表 1。
2. 2　 四组大鼠肺组织氧化应激指标

MB组、S组的 SOD、ATP 水平显著低于对照组,
显著高于 IR 组,同时 MDA 和 ROS 显著高于对照
组,显著低于 IR 组,具有统计学差异(P<0. 05),而
MB组、S组各氧化应激指标组间比较无统计学差异
(P>0. 05),见表 2。

表 1　 四组大鼠肺组织湿 /干质量比( 􀭰x ± s, n= 15)
Table 1　 The lung wet / dry mass ratio in four groups of rats

组别
Groups

肺湿重(g)
Lung wet weight Lung dry

肺干重(g)
Lung dry weight

湿 /干质量比
Wet / dry mass ratio

假手术组
Sham group 0. 68 ±0. 13b 0. 14±0.06b 4. 85±0. 14b

IR组 IR group 1. 39 ±0. 21a 0. 19±0.07a 7. 32±0. 24a

MB组 MB group 0. 84 ±0. 17ab 0. 16±0.06 5. 25±0. 18ab

S组 S group 0. 80±0. 19b 0. 15±0.05 5. 33±0. 17ab

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与 IR组相比,bP<0. 05。
Note. Compared with sham group, aP<0. 05. Compared with IR group, bP<0. 05.

表 2　 四组大鼠的肺组织氧化应激指标( 􀭰x ± s, n= 15)
Table 2　 Oxidative stress indexes of lung tissue in four groups of rats

组别 Groups SOD(U / mg) MDA(nmol / mg) ROS(a.u.×108) ATP(nmol / mg)

假手术组 Sham group 326. 08 ±54. 11b 1. 18 ±0. 13b 1. 28 ±0. 18b 336. 65 ±44. 53b

IR组 IR group 158. 63 ±49. 12a 2. 42 ±0. 20a 3. 69 ±0. 43a 123. 46 ±28. 86a

MB组 MB group 296. 65 ±57. 19ab 1. 32 ±0. 15ab 2. 24 ±0. 21ab 269. 74 ±35. 86ab

S组 S group 288. 72 ±55. 50ab 1. 29 ±0. 18ab 2. 42 ±0. 19ab 247. 74 ±30. 87ab

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与 IR组相比,bP<0. 05。
Note. Compared with Sham group, aP<0. 05. Compared with IR group, bP<0. 05.
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2. 3　 四组大鼠肺组织炎性指标
MB组、S组肺组织各炎性指标水平显著高于对

照组,显著低于 IR 组,具有统计学差异(P<0. 05),
而 MB组各炎性指标略高于 S 组,但组间比较无统
计学差异(P>0. 05),见表 3。
2. 4　 四组大鼠血清炎性指标

MB组、S组血清各炎性指标水平显著高于对照
组,显著低于 IR 组,具有统计学差异(P<0. 05),而
MB组、S组各炎性指标组间比较无统计学差异(P>
0. 05),见表 4。
2. 5　 两组各时间段血液流变学变化

MB组、S 组 T1、T2 期的红细胞变形指数、红细
胞聚集指数和血浆黏度均低于 T0 期,而 IR 组 T1、

T2期各指数均高于 T0 期,MB 组 T1、T2 期各指数
均低于 S组,差异有统计学意义 (P<0. 05),见表 5。

3　 讨论

肺缺血再灌注损伤是机体组织器官因血流供

应不足或受阻而迅速引起的肺组织损伤,如肺毛细
胞血管内皮细胞以及肺泡上皮细胞受损等,与 ROS
大量产生而引起的氧化应激,组织炎症细胞聚集,
或者炎性因子的大量产生密切关联[6]。 缺血再灌
注损伤常见的处理方式为缺血预处理、远距调节方
式等,常用的模型为结扎法制作的肺缺血再灌注损
伤。 其中,缺血预处理主要有吸入七氟醚,但关于
腹腔注射亚甲蓝的应用效果并未得到广泛认可,因

表 3　 四组大鼠肺组织炎性指标( 􀭰x ± s, n= 15)
Table 3　 Inflammatory markers tissue of serum in four groups of rats

组别 Groups IL-1β(ng / L) IL-6(ng / L) TNF-α(ng / L)
假手术组 Sham group 101. 18±12.35b 131. 19±15.38b 51. 28±10.33b

IR组 IR group 192. 42±18.22a 252. 62±24.52a 213. 69±21.46a

MB组 MB group 136. 32±14.35ab 186. 79±17.92ab 142. 24±18.24ab

S组 S group 131. 25±12.88ab 176. 25±16.73ab 122. 42±15.29ab

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与 IR组相比,bP<0. 05。
Note. Compared with sham group, aP<0. 05. Compared with IR group, bP<0. 05.

表 4　 四组大鼠血清炎性指标( 􀭰x ± s, n= 15)
Table 4　 Serum inflammatory markers in four groups of rats

组别 Groups IL-10 (ng / L) IL-6 (ng / L) TNF-α (ng / L)
假手术组 Sham group 93. 19±6.69b 123. 19±19.69b 217. 19±26. 69b

IR组 IR group 273. 88±21.07a 350. 88±28.07a 493. 88±38. 07a

MB组 MB group 163. 73±16.48ab 229. 66±23.44ab 313. 19±31. 60ab

S组 S group 173. 84±15.63ab 235. 72±25.47ab 302. 77±29. 78ab

注:与假手术组相比,aP<0. 05;与 IR组相比,bP<0. 05。
Note. Compared with sham group, aP<0. 05. Compared with IR group, bP<0. 05.

表 5　 两组各时间段血液流变学的变化 ( 􀭰x ± s, mPa·s, n= 15)
Table 5　 Changes of hemorheology in two groups

组别
Groups

时间
Time

红细胞变形指数
Erythrocyte deformation index

红细胞聚集指数
Erythrocyte aggregation index

血浆黏度
Plasma viscosity

假手术组 Sham group
T0 0. 75±0. 13 8. 71±0. 22 1. 75±0. 14
T1 0. 73±0. 12bc 8. 82±0. 26bc 1. 78±0. 15bc

T2 0. 71±0. 10bc 8. 95±0. 24bc 1. 80±0. 13bc

IR组 IR group
T0 0. 74±0. 12 8. 64±0. 23 1. 72±0. 15
T1 0. 81±0. 13ac 8. 89±0. 25ac 1. 87±0. 16ac

T2 0. 87±0. 14ac 9. 17±0. 26ac 1. 95±0. 17ac

MB组 MB group
T0 0. 76±0. 13 8. 70±0. 20 1. 68±0. 13
T1 0. 66±0. 12ab 7. 61±0. 18ab 1. 53±0. 11ab

T2 0. 61±0. 10ab 7. 54±0. 17ab 1. 54±0. 12ab

S组 S group
T0 0. 77±0. 11 8. 67±0. 23 1. 70±0. 15
T1 0. 71±0. 09abc 8. 34±0. 21abc 1. 63±0. 10abc

T2 0. 65±0. 10abc 8. 01±0. 19abc 1. 62±0. 11abc

注:与 T0期相比,aP<0. 05;与 IR组同时间点相比,bP<0. 05;与 MB组相同时间点相比,cP<0. 05。
Note. Compared with the T0 phase, a P<0. 05. Compared with the same time point of the IR group, b P<0. 05. Compared with the same time point of the
MB group,c P<0. 05.
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此本文以 SD大鼠肺缺血再灌注损伤为模型探讨七
氟醚、亚甲蓝在调控氧化应激、炎症反应、血液流变
学方面的区别,旨在为亚甲蓝的应用提供依据。 研
究显示,MB组、S组的肺组织湿 /干质量比显著高于
假手术组,且显著低于 IR组,表明大鼠肺 IR后存在
明显的水肿,而经过七氟醚或者亚甲蓝预处理后,
均可有效减轻水肿,但不能完全避免水肿的发生,
而 MB 组、S 组的肺湿重和湿 /干质量比无统计学差
异,表明两组对于水肿的改善效果相近。 研究发现
MB组、S组的 SOD、ATP 水平显著低于对照组,显著
高于 IR组,同时 MDA和 ROS显著高于对照组,显著
低于 IR组,与孙雷等报道相符[1,7]。 进一步表明大鼠
肺 IR损伤后存在明显氧化应激反应,而经过七氟醚
或者亚甲蓝预处理后,均可一定程度减轻氧化应激反
应,而MB组、S组各氧化应激指标组间比较无统计学
差异,说明腹腔注射亚甲蓝在改善氧化应激方面能够
达到与七氟醚相同的疗效。 分析认为,大鼠肺 IR 后
肺细胞上线粒体电子传递链的电子渗漏到氧上以及

细胞中酶的催化反应导致 ROS 增多,ROS 不可逆地
破坏细胞内蛋白质、脂质等结构,引发脂质过氧化,从
而产生 MDA,破坏细胞膜,还导致细胞酶系统遭受破
坏,使得 SOD水平降低,同时 SOD 的降低又导致不能
正常清除 ROS活性,使得细胞内氧化还原失去平衡,
阻断能量代谢导致 ATP 水平降低,引起氧化应激反
应,导致细胞结构被破坏和细胞死亡[7-8]。 MB 组大
鼠接受亚甲蓝预处理后,可通过增强 Cyt C氧化酶的
活性而促进 ATP 的生成,通过激活 Nrf2 / ARE通路而
增强组织抗氧化作用,从而降低 ROS 水平,故而也降
低 MDA水平和增加 SOD水平,减轻了氧化应激对肺
组织的损伤[9-10]。 而 S组接受七氟醚预处理,通过优
化大鼠有氧代谢率和扩张支气管及肺血管,从而增加
肺组织供氧和改善肺顺应性,同时在体内代谢过程中
可产生过氧化物,提前激活抗氧化机制以及清除氧自
由基,改善氧化应激水平[11]。 尽管,两者作用机制不
同,但均可改善大鼠肺缺血再灌注损伤状态,从而保
护对肺损伤,为亚甲蓝在肺缺血再灌注损伤中的应用
提供依据。
当机体发生缺血再灌注损伤时,机体病灶部位

可产生大量 ROS,同时趋化和激活大量中性粒细
胞、巨噬细胞,从而刺激免疫细胞产生大量炎症因
子并释放入血,如 IL-1β、IL-6、TNF-α[5,12]。 炎症细
胞因子是引起肺泡损伤的重要原因,单核细胞生成
的 TNF-α 可增强中性粒细胞的吞噬作用,促进 IL-
1β、IL-6的分泌,进而启动炎症级联放大反应,促进
血管内皮细胞与中性粒细胞的粘附,从而增加肺血

管通透性,使得肺组织炎症因子水平进一步增加,
加剧局部炎症反应,引起肺细胞损伤。 本次研究结
果显示,MB组、S 组肺组织和血清各炎性指标水平
显著高于对照组,显著低于 IR组,表明大鼠肺 IR损
伤后存在明显的炎症反应,而经过七氟醚或者亚甲
蓝预处理后,均可一定程度减轻炎症反应,而 MB
组、S组各炎症因子水平组间比较无统计学差异,说
明腹腔注射亚甲蓝在改善炎症方面能够达到与七

氟醚相同的疗效。 七氟醚在清除 ROS 的同时,可抑
制内皮和中性粒细胞间的粘附,减轻肺组织损伤,
减少损伤刺激,同时下调肺组织细胞中基质金属蛋
白酶的表达,从而维持细胞膜和基质稳定性,使得
细胞正常运转,从而降低了炎症刺激[7,13],故而表现
为 IL-1β、IL-6、TNF-α水平的降低。 MB 组大鼠接受
亚甲蓝预处理后,由于其良好的膜通透性使之容易
进入线粒体中,其的高度自动氧化特性使之可以在
氧化态和还原态之间自由切换,从而维持线粒体电
子传递链的运转,稳定线粒体功能[14-15],降低 ROS
水平,避免细胞氧化应激引起的细胞损伤和凋亡,
从而降低炎症刺激和炎症因子水平。 氧化应激反
应和炎症反应关系密切,氧化应激反应引起的细胞
损伤和凋亡可诱导炎症反应,本次研究中发现使用
七氟醚或亚甲蓝预处理后,均可改善大鼠氧化应激
状态和降低炎症因子水平,可相互佐证,同时通过
肺组织水肿状态可以直观反应。 但进一步研究血
液流变学指标发现,IR 组 T1、T2 期红细胞变形指
数、红细胞聚集指数和血浆黏度均高于 T0 期,MB
组 T1、T2 期各指数均低于 S 组,表明亚甲蓝、七氟
醚均可改善血液黏度,但亚甲蓝效果更优,推测是
亚甲蓝能够通过改善炎症反应和氧化应激反应,以
及减少血管阻力,从而使血液黏度降低,稳定血流
动力学状态,降低血栓形成风险。
综上所述,亚甲蓝与七氟醚均可改善肺缺血再

灌注损伤大鼠中肺组织氧化应激指标,降低血清及
肺组织炎症因子水平,改善水肿状态,但亚甲蓝改
善血液黏度效果更显著,可有效降低血栓形成风险。
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示,本品在日最大给药量(MFD)32 g / kg 时小鼠未
见任何不良反应,相当于小鼠药效学等效剂量的 46
倍左右,临床人用剂量的 427倍左右。
重复给药毒性试验研究(repeated dose toxicity)

是药物临床前安全性评价最主要内容,通过将药物
按照临床用药途径大剂量重复多次给予动物,密切
检测动物产生的毒性反应和中毒靶组织器官,能够
获得毒性产生的量效和时效关系,预测药物在临床
上可能出现的毒性反应性质及发生率,对药物的临
床应用具有重要的参考意义[4,7]。 本文 SD 大鼠重
复给药毒性试验结果表明,肠胃宁胶囊 9、3、1 g / kg
三个剂量下对大鼠体重、摄食量、血液学、血液生化
学及脏器相对重量均无明显影响。 病理学检查结
果亦显示,以上剂量下未见明显的毒性靶器官。 从
试验结果可得大鼠重复给药 13 周最大无毒反应剂
量(NOAEL)大于 9 g / kg,此剂量相当于大鼠药效学
等效剂量的 18倍,临床人用剂量的 120倍。
综上所述,通过本研究结果可得肠胃宁胶囊小鼠

单次给药最大给药量(MFD)为 32 g / kg;大鼠重复给

药 13周最大无毒反应剂量(NOAEL)大于 9 g / kg。 提
示本品临床应用安全范围较大,安全窗较宽。
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