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程序性坏死参与大鼠肠缺血再灌注所致肺损伤的发生
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摘 要：【目的】探讨程序性坏死是否参与肠缺血再灌注所致肺损伤的发病机制。【方法】雄性 SD大鼠 32只，随机分

为 4组（n = 8）：假手术组（sham组）、肠缺血再灌注组（I/R组）、程序性坏死特异性抑制剂Necrostatin⁃1组（Nec-1组）和溶剂二

甲基亚砜组（DMSO组）。采用夹闭肠系膜上动脉 1.5 h再灌注 6 h的方法制备肠缺血再灌注损伤模型。sham组仅分离血管；

Nec-1组及DMSO组分别于夹闭肠系膜上动脉前 30 min时腹腔注射Necrostatin⁃11.0 mg/kg或等容量DMSO。于再灌注 6 h时

取肺组织，测定肺含水率，HE染色后观察肺组织形态学并评分。采用Western blot法和免疫组化法检测受体相互作用蛋白 1
（RIP1）和受体相互作用蛋白 3（RIP3）的表达。【结果】与 sham组相比，I/R组和DMSO组的肺组织形态学评分和肺含水率较

高（P < 0.05），Nec-1组组织形态学评分和肺含水率较 I/R组和DMSO组明显下降（P < 0.05），Nec-1组的肺组织含水率与

sham组相比无统计学差异（P > 0.05）。Western-blot和免疫组化检测结果显示，I/R组和DMSO组的肺组织RIP1、RIP3的表

达上调（P < 0.05），而Nec-1抑制 RIP1及RIP3蛋白的表达（P < 0.05）。【结论】程序性坏死参与了大鼠肠缺血再灌注所致肺

损伤，使用RIP1的特异性抑制剂Nec-1可以减轻肺损伤。
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Abstract：【Objective】To explore whether necroptosis is involved in the mechanism of lung injury induced by intestinal isch⁃
emia-reperfusion.【Method】Thirty-two healthy male Sprague-Dawley rats were randomly assigned into 4 groups（n = 8）：sham oper⁃
ation group（sham group），ischemia/ reperfusion group（I/R group），necroptosis inhibitor necrostatin-1 group（Nec-1 group）and
solvent dimethyl sulfoxide（DMSO）group（DMSO group）. Model of intestinal I/R injury was produced by clamping the superior mes⁃
enteric artery for 1.5 h followed by 6 h reperfusion in rats. Necrostatin-1 1.0 mg/kg was administered 30 min before occlusion in Nec-
1 group，while the equal volume of DMSO was given instead in DMSO group. The rats were sacrificed at 6 h of reperfusion and the
lung tissues were removed for measurement of wet-dry ratio and microscopic examination and scored. The expression of receptor-inter⁃
acting protein 1（RIP1）and receptor-interacting protein 3（RIP3）in lung tissues was detected using Western-blot and immunohisto⁃
chemistry.【Result】Compared with sham group，lung morphology score and wet/dry ratio in I/R，DMSO group raised（P < 0.05）.
Lung morphology score and wet/ dry ratio statistically declined in Nec- 1 group compared with I/R and DMSO group（P < 0.05），

while there was no statistical difference of wet/ dry ratio between sham group and Nec-1 group（P > 0.05）. As the result of western-
blot and immunohistochemistry showed，the expression of RIP1 and RIP3 was up-regulated in I/ R group and DMSO group（P <
0.05），which was inhibited by Nec-1 in Nec-1 group（P < 0.05）.【Conclusion】Necroptosis is involved in the mechanism of lung in⁃
jury induced by intestinal ischemia-reperfusion，and Nec-1，the special inhibitor of RIP1，can reduce the injury.
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肠缺血再灌注（ischemic/reperfusion injury，I/

R）损伤是临床中常见的组织器官损伤之一，在严

重感染、休克、肠梗阻以及体外循环、腹主动脉瘤、

小肠移植手术的病理生理演变过程中起重要作

用，它不仅引起肠道局部损害，并且还是导致全身

器官的损伤的“扳机点”，最终可演变成多器官功

能衰竭［1-2］。其中以肺损伤引起的 ARDS最为突

出［3］。目前研究认为肠 I/R所致肺损伤是肠源性

细菌迁移和内毒素血症、中性粒细胞的肺内聚集

和激活、细胞因子（如肿瘤坏死因子，TNF）和氧自

由基的激活与释放等多因素参与的复杂的病理过

程［4-5］。传统观念认为，细胞死亡方式有三种，分

别是凋亡（apoptosis）、坏死（necrosis）和自噬（au⁃
tophagy）。近几年一种新的细胞死亡方式——程

序性坏死（necroptosis）备受关注。在形态学上，程

序性坏死与有害信号强烈刺激造成的被动的坏死

没有明显区别，细胞器肿胀崩解，细胞核稍固缩或

者裂解，细胞膜完整性严重受损，最终细胞结构消

失，但它实际上是由特定的死亡受体介导，受一系

列信号分子或蛋白质精细调控，不依赖凋亡蛋白

酶（caspase）的可控性细胞死亡方式［6-7］。 程序性

坏死在缺血性损伤、神经退行性疾病、恶性肿瘤

等多种人类疾病中发挥重要作用［7］。已有文献

报导，大鼠肠 I/R可导致肠粘膜上皮细胞程序性

坏死的发生，抑制程序性坏死可减轻肠损伤［8］。

也有报导肾缺血再灌注后远隔肺损伤的发病机制

中有程序性坏死的参与［9］。而在肠 I/R致肺损伤

机制的研究中，已证实细胞凋亡和自噬参与了肠

I/R所致肺损伤的发病机制［10］，那么程序性坏死

这一细胞死亡方式是否也参与肠 I/R所致远隔肺

损伤的发生发展呢？本文拟就这一问题进行探

讨。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

SPF 级成年健康雄性 SD 大鼠 32只，体质量

200～220 g，购自广州中医药大学动物实验中

心。术前禁食 12 h，自由饮水。采用随机数字表

法，将大鼠分为 4组（n = 8）：假手术组（sham组）、

肠缺血再灌注组（I/R组）、程序性坏死特异性抑制

剂 Necrostatin 1组（Nec-1组）和溶剂二甲基亚砜

组（DMSO组）。

1.2 动物模型制作

参照文献介绍的方法制备肠缺血再灌注损

伤模型。腹腔注射 20％乌拉坦 0.5 mL/100 g后仰

卧位固定于动物实验台，常规消毒，经腹正中切

口，分离肠系膜上动脉后用无创微动脉夹夹闭，缝

合切口。1.5 h后经原切口进腹，松开微动脉夹恢

复血供，缝合伤口并消毒，待动物自然苏醒，放回

饲养笼中，自由饮水。 sham 组进行切开及分离的

操作，但不夹闭肠系膜上动脉。Nec-1组和DMSO
组分别于缺血前 30 min时腹腔注射Nec-1（批号：

BML. AP309 0020，Enzolife 公司，瑞士）1.0 mg/kg
或等容量DMSO（批号：D4540，Sigma公司，美国），

其余操作同 I/R组。于再灌注 6 h处死大鼠，处死

后立即分离并摘取双侧肺脏，留取右下肺叶，用

40 g/L多聚甲醛溶液固定，常规石蜡包埋、切片，

HE染色，光镜下观察肺组织形态学的变化；右中

肺叶用做含水率测定，左肺两叶用做Western blot
和免疫组化。

1.3 观测指标

1.3.1 肺组织形态学评分 肺组织形态学采用盲

法评分。标准如下［9］：0分，结构正常，没有损伤。

1 分，轻至中度的间质淤血和中性粒白细胞浸

润。2 分，血管周围水肿形成，部分肺泡结构破

坏，中度的细胞浸润。3分，中度肺泡损伤，密集

的细胞浸润。4分，严重的细胞浸润和严重的肺

泡结构破坏。

1.3.2 肺组织含水率测定 将右中肺叶称质量

后放入 60℃恒温干燥箱中烘烤 72 h后称质量，含

水率 =（湿质量-干质量）/湿质量。

1.3.3 Western blot检测肺组织RIP1，RIP3表达

取适量肺组织，匀浆，4℃离心后取上清液分装。

采用 BCA法进行蛋白定量。用 10％的分离胶进

行 SDS·PAGE凝胶电泳。转膜后使用 5％脱脂牛

奶室温下封闭 1 h。分别加入活化的RIP1单克隆

一抗（批号：610459，BD bioscience，美国）、RIP3
单克隆一抗（批号：0630-1430，BD bioscience，美
国）和β-actin单克隆一抗（批号：4967，美国CST），

4 ℃静置孵育过夜。TBST缓冲液室温下洗膜（10
min×3）。使用羊抗兔荧光二抗（批号：926-32210，
Licor- biosciences 公司，美国）室温下孵育 1 h。
TBST 缓冲液（含 0.05％Tween-20 的 TBS）室温下

洗膜（10 min×3）。用 Odyssey双色红外激光扫描

成像系统（Li·COR）扫描PVDF膜。实验结果图片
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使用 Image J 软件进行图像处理，测定灰度值。

β-actin 作为内参对照。以目的蛋白灰度值与

β-actin灰度值的比值反映目的蛋白表达水平。

1.3.4 免疫组化测定肺上皮细胞 RIP1、RIP3 表

达 常规烤片、切片并脱蜡，100%、95%、80%、

50%酒精、蒸馏水各 1 min，之后进行抗原修复，

PH8.0 的EDTA高压修复 2.5 min，然后室温自然冷

却。PBST 漂洗 1 min×8。手工分别滴加 RIP1、
RIP3单克隆一抗：37 ℃孵育 50 min，4 ℃ 36 h，常
温 1 ~ 2 h，再 PBST 漂洗 1 min×8。加 Envision 二

抗，37℃孵育 30 min，DAB显色，自来水洗后复染

苏木素 3 ~ 5 min，最后 65 ℃烤 15 min干封，软件

image-pro plus处理图像。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 19.0统计学软件进行分析，计量资

料以均数±标准差（x ± s）表示，组间比较采用单因

素方差分析和LSD多重比较，P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 肺损伤指标

sham组肺组织形态未见异常。与 sham组比

较，I/R组和DMSO组的肺组织形态学评分明显升

高（P < 0.05），可见间质水肿明显，大量红细胞浸

润，肺泡结构破坏，Nec-1组所见除间质轻度水肿

外，肺泡结构基本正常，但评分与 sham组比较仍

有统计学差异（P < 0.05；表 1，图 1A~D）。肺组织

含水率方面，4组间有统计学差异，I/R组和DMSO
组高于 sham 组（P < 0.05），Nec-1 组与 I/R 组和

DMSO组相比有统计学差异（P < 0.05），但与 sham
组相比没有统计学差异（P > 0.05；表 1）。

2.2 肺RIP1和RIP3蛋白定量

与 sham 组比较，I/R 组和 DMSO 组的肺组织

RIP1、RIP3的表达上调（P < 0.05），Nec-1组与 I/R
组和DMSO组相比，RIP1及RIP3蛋白的表达下降

（P < 0.05；图 2）。

2.3 肺RIP1和RIP3免疫组化染色

与 sham 组比较，I/R 组和 DMSO 组的肺组织

RIP1、RIP3阳性（棕色）的细胞数增加（P < 0.05），

而使用了Nec-1之后，RIP1、RIP3阳性（棕色）的细

胞数较 I/R组和DMSO组下降，差异有统计学意义

（P < 0.05；图 3、4）。

3 讨 论

本研究以肠缺血 1.5 h，再灌注 6 h之大鼠为

模型，选取肺组织形态学评分和肺组织含水率作

为评价肺损伤的指标。病理检查发现肠 I/R后肺

血管通透性明显升高，肺组织出现间质水肿、中性

粒细胞浸润增加和出血等病理改，形态组织学评

分明显升高，肺组织含水率明显增加。表明肠 I/R
确实能引起急性肺损伤，与文献报道一致［11-13］。

传统观念认为，细胞死亡方式有三种，分别

表 1 肺组织形态学评分和肺组织含水率

Table 1 Lung morphology score and lung wet/ dry ratio

Injury score of lung morphology
Wet/dry ratio

Sham group
0.20 ± 0.48
0.71 ± 0.02

I/R group
3.40 ± 0.551)2)

0.82 ± 0.021)2)

DMSO group
3.00 ± 0.711)2)

0.83 ± 0.011)2)

Nec-1 group
1.60 ± 0.55
0.74 ± 0.04

F value
32.56
26.47

P value
0.00
0.00

1）P < 0.05 vs sham group，2）P < 0.05 vs Nec-1 group

（x ± s）

A：lung morphology in HE staining of sham group，B：I/R group，C：DMSO group，D：Nec-1 group，×100.
图 1 肺组织HE染色图

Fig.1 HE staining of lung tissue
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Western blot（A）and quantification（B，C）show that the expression of lung tissue RIP1 and RIP3 were significantly up-regulated after intesti⁃
nal I/ R，and reduced by Nec-1. B：F = 38.46，P < 0.001；C：F = 17.98，P = 0.01. 1）P < 0.05 vs sham group；2）P < 0.05 vs Nec-1 group

图 2 肺组织RIP1和RIP3 Western blot蛋白定量结果

Fig.2 Result of RIP1and RIP3 expression of lung tissue by western-blot
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RIP1 immunohistochemistry staining of lung tissue of I/R group
（A × 200），sham group（B × 200），DMSO group（C × 200），and
Nec- 1 group（D × 200）；The brown stained cell is RIP1 positive
cell. Result of positive cells counting（E）. F = 123.19，P = 0.00，1）
P <0.05 vs sham group；2）P <0.05 vs Nec-1 group.

图 3 肺组织的RIP1免疫组化染色图

Fig.3 Result of lung tissue RIP1 immunohistochemistry
staining

RIP3 immunohistochemistry staining of lung tissue of I/R group
（A × 200），sham group（B × 200），DMSO group（C × 400），and
Nec- 1 group（D × 200）；The brown stained cell is RIP3 positive
cell. Result of positive cells counting（E）. F = 78.56，P = 0.00，1）
P <0.05 vs sham group；2）P <0.05 vs Nec-1 group.

图 4 肺组织的RIP3免疫组化染色结果

Fig.4 Result of lung tissue RIP3 immunohistochemistry
staining
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是凋亡、坏死和自噬。程序性坏死的概念最早是

由美国华裔女科学家 Yuan 和她的研究团队于

2005年提出来的［6］，在形态学上，程序性坏死与有

害信号刺激造成的被动的、意外的细胞坏死没有

明显区别，其还具有下述特点：①早期细胞膜完整

性严重缺失，核内染色质凝聚；②能引起显著地

炎症反应，③不受凋亡抑制剂的影响。进一步的

研究发现，多种信号分子和信号通路参与了程序

性坏死发生发展的调控，而其中受体相互作用蛋

白 1（receptor-interacting protein 1，RIP1）和受体相

互 作 用 蛋 白 3（receptor- interacting protein 3，
RIP3）是调控细胞程序性坏死的关键靶点，其扮

演着选择启动细胞凋亡或程序性坏死的“分子开

关（molecular switch）”角色。在经典的 TNF-TN⁃
FR1的调控通路中，TNF 与肿瘤坏死因子受体 1
（TNFR1）结合后，结构改变的TNFR1可募集胞质中

的 RIP1 和 RIP3 结合形成坏死小体（necrosome），

如果 caspase8活化同时RIP1、RIP3失活，将启动经

典的细胞凋亡途径；如果 caspase8 活化受阻，而

RIP1和 RIP3被磷酸化，细胞将启动非 caspase依
赖的程序性坏死［14-15］。也就是说，RIP1/RIP3复合

物的形成及磷酸化是细胞程序性坏死起始阶段的

调控核心和发生标志，多数研究中将此二者的表

达增加作为程序性坏死发生的标志。而Nec-1正

是通过作用于RIP1/RIP3激酶并抑制其活性及其

相互磷酸化，抑制RIP1/ RIP3复合体的形成，从而

抑制程序性坏死的发生［16］。Nec-1和RIP1-RIP3
分别作为程序性坏死的特异性阻断剂和特异性分

子标志，是目前研究程序性坏死的重要手段，如果

某种类型的细胞死亡能被 Nec-1或 RIP1-RI3基

因敲除所抑制，那么这种死亡就是程序性坏死。

本研究中，I/R 组和 DMSO 组肺组织的 RIP1/RIP3
的表达升高，表明肠 I/R后的肺组织有程序性坏死

的发生。使用了Nec-1后，肺组织RIP1和RIP3的

表达水平明显下降。阻断了程序性坏死的发生后

肺组织形态学评分和肺组织含水率下降，肺损伤

减轻，则更进一步说明，程序性坏死在肠 I/R后的

肺损伤扮演了重要的角色。

肺是肠 I/R损伤最常见的受损靶器官之一，

而肠 I/R 过程中肺损伤的发生机制尚未完全阐

明。肠 I/R时肠局部组织损伤导致一系列炎症介

质释放，通过血循环导致肺内炎症与抗炎失衡；肠

I/R后激活的白细胞，一方面可释放多种蛋白酶和

氧自由基，造成肺结构的破坏和肺血管通透性增

加，另一方面，白细胞粘附后又加重肺微循环的无

复流（no-reflow）现象，都进一步加重肺损伤。因

此，在肠 I/R所致肺损伤的保护方面，减轻肠道损

伤和保护肺组织都是研究者探索的方向。有报导

对肠道进行缺血预处理和后处理均可减轻再灌注

后的肺损伤［17-18］，丙泊酚、七氟烷等药物在对 I/R
的肠道有保护作用的同时［19-20］，也对肠 I/R后的肺

组织也有保护作用［11-12］。本课题组之前的研究已

经证实，肠上皮细胞发生程序性坏死是肠 I/R损伤

的重要因素，且使用Nec-1抑制肠上皮细胞程序

性坏死在减轻肠 I/R损伤的同时，可以减少 TNF、
白介素-1（IL-1）和高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）
等细胞因子的释放［8］，本研究中，由于Nec-1是在

小鼠的腹腔注射吸收进入全身血循环，作用于肠

上皮细胞的同时也作用于肺组织细胞，因此推测

肺损伤的减轻是肠上皮程序性坏死减轻并由此带

来的血循环中炎症因子释放减少，以及肺组织细

胞本身程序性坏死发生减少两者的共同作用。

综上所述，本研究通过特异性的分子标志和

特异性的阻断剂，证实了程序性坏死参与了肠 I/R
后肺损伤的发生，阻断程序性坏死的发生可以减

轻肺损伤，为这一疾病的防治提供了新的靶点。
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