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取样方式对大鼠皮瓣缺血再灌注损伤模型

细胞因子测定的影响
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摘要　目标：利用大鼠腹岛状皮瓣构建缺血再灌注损伤模型，评价距血管夹闭点近、中、远不同距
离的位置取样是否会影响细胞因子的检测，为该模型实验确立一种合理的取样方式。方法：对术

后５天的大鼠成活皮瓣按照近、中、远三个位置进行取样，分别测定各样品的４种细胞因子ＩＬ１β，
ＩＬ６，ＴＮＦα和ＥＰＯ的表达量，并用配对Ｔ检验分析评价三种取样方式。结果：样品中ＩＬ１β，ＩＬ
６，ＴＮＦα和 ＥＰＯ在缺血再灌注组的表达水平较假手术组显著上调；同一细胞因子在同一皮瓣不
同取样位置的表达量在统计学上无显著性差异。结论：取样位置并不影响细胞因子的测定，即可

以从成活皮瓣的任意位置取样测定相应细胞因子，但是在同一批实验中不同皮瓣取样位置须一

致。
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　　缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）

是指缺血基础上恢复血流后组织损伤反而加重的现

象［１］。在整形外科，皮瓣移植经常应用于修复由外伤、

肿瘤、手术切除等引起的组织损伤，而缺血再灌注损伤

依然是导致临床手术中皮瓣部分或全部坏死的主要原

因［２］。

　　缺血再灌注损伤常常会引起炎性反应［３］，产生多

种炎性因子，这些因子在炎症反应中起着关键作用，可

以作为评价炎症反应水平的重要“标志”［４］。大鼠腹

岛状皮瓣模型是用于缺血再灌注损伤研究的一个理想

模型，在大鼠下腹壁剥离含腹壁浅动、静脉的岛状皮

瓣，切断右腹股动脉，保留左腹股动脉，以保证皮瓣的

血液和营养供给只来源于左腹股动脉。夹闭左腹股动

脉一定时间之后恢复血流供给，就可以形成缺血再灌

注。术后大鼠皮瓣从远离左腹股动脉的位置开始坏

死，随着时间的推移坏死区域逐渐向保留血管蒂位置

蔓延，成活区域梯度大致呈三角形，可用以直接观察皮

瓣的损伤和成活面积，并通过测定炎性因子在皮瓣中

的表达水平评价缺血再灌注损伤中的炎症反应水平。

然而在该模型中取样位置（即取样点距保留血管蒂的

距离）是否会影响炎性因子的测定尚不明确。

　　炎性反应产生各种表达水平不同的炎性细胞因

子，为了探究取样方式对炎性细胞因子的影响，选择表

达水平不同的细胞因子作为研究目标。白细胞介素

１β（ＩＬ１β）属于白细胞介素 １家族，是一种促炎因

子［５］，主要由活化的单核－巨噬细胞产生，与细胞的增

殖、分化和凋亡有关，在炎症反应中属于高水平表达细

胞因子。白细胞介素６（ＩＬ６）主要由 Ｔ细胞和巨噬细

胞分泌，是一种多功能的细胞因子，在机体中主要参与

急性免疫反应，起着加强固有免疫系统和防止组织损

伤的作用［６］，ＩＬ６的表达水平是用来评价组织损伤的

重要指标之一［７］。同样ＩＬ６也是炎症反应中表达水平

较高的细胞因子之一。肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）由活

化的单核巨噬细胞产生，促进细胞增殖和分化，并参与

一些组织损伤［８］，在炎症反应中表达水平较低。红细

胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）是骨髓中红细胞的前

体，在伤口愈后过程中具有非常重要的作用［９］，属于低
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水平表达的炎性因子。

　　为此，我们设计在成活皮瓣腹壁下动脉夹闭端的

近、中、远３个位置分别取样并测定样品中相应炎性因

子ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα和 ＥＰＯ的表达量，通过统计学

分析评价不同取样方式对炎性因子测定的影响，进而

确定用于大鼠腹岛状皮瓣模型的合理取样方式，为缺

血再灌注的研究提供方法学支持。

１　材料与方法

　　本实验均遵循国际动物委员会的相关规定并经北

京协和医院动物伦理委员会批准。

　　雄性ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）大鼠喂养于２２～２５℃的

环境中，术前术后均采用自由喂食和饮水。实验设计

为随机对照试验，将２５只体重在２５０～３００ｇ，生长状况

相同的大鼠随机分成２组，分别为假手术组（ｎ＝１０）和

缺血再灌注组（ｎ＝１５）。

１．１　手术过程

　　大鼠用１０％水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉。

将大鼠固定于手术平板上，腹部去毛，在下腹壁设计

６ｃｍ×９ｃｍ的含腹壁浅动、静脉的岛状皮瓣［１０］。为确保

皮瓣的血液营养供给只来源于左腹壁下浅动脉，将右

腹壁下浅动脉切断，保留左腹壁下浅动脉。

　　皮瓣制备完成后将皮瓣缝合于原位置，在皮瓣和

腹部肌肉之间垫一层硅胶膜防止新生血管着床，以保

证皮瓣的血液营养供给只来源于左腹壁下浅动脉。实

验分为两组：其中假手术组大鼠不做任何处理，即皮瓣

制备后直接缝合，不作腹壁下浅动脉夹闭，不阻断皮瓣

血流；缺血再灌注组大鼠皮瓣制备完成之后立即用血

管夹夹闭左腹壁下浅动脉，用以制造组织缺血，然后再

进行缝合，夹闭时间为３小时。夹闭完成之后小心取

下血管夹并在夹闭部位进行轻微按摩以辅助夹闭血管

尽快恢复血流供应。最后在大鼠颈部固定一颈圈，防

止大鼠自残腹部皮瓣或者相互撕咬损伤皮瓣。

１．２　成活面积检测

　　在术后 ５天，用激光多普勒血流灌注成像仪

（ＰｅｒｉＳｃａｎＰＩＭ３，ＰｅｒｉｍｅｄＡＢ，Ｓｗｅｄｅｎ）观测皮瓣成活与

坏死的面积。激光多普勒血流灌注成像仪基于激光多

普勒原理，能较好地监测皮瓣的微循环，区分坏死和成

活区域，从而较准确地测量和计算皮瓣成活率，即：皮

瓣成活率（％）＝皮瓣成活面积／皮瓣总面积×１００％。

１．３　取样

　　对成活皮瓣取样，实验中定义离夹闭点最近的成

活皮瓣为近段，沿着左腹壁下浅动脉延伸最远的为远

段，中间部位为中段。如图１所示，按照近、中、远段分

别取样，样品面积大约为１ｃｍ２，将收集好的皮瓣样品迅

速放入液氮备用。

图１　皮瓣取样位置示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
Ｓｋｉｎｆｌａｐ（６ｃｍ×９ｃｍ）ｗｅｒｅｅｌｅｖａｔｅｄｏｎｅａｃｈａｎｉｍａｌ（ａ）ａｎｄ

ｈａｒｖｅｓｔｅｄｏｎｔｈｅｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｄａｙ５．Ｔｈｅｄｅｍａｒｃａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｎｅｃｒｏｔｉｃａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｓｓｕｅｂｅｃａｍｅｃｌｅａｒ（ｂ）Ｔｈｅｇｒａｙｐａｒｔｉｎｄｉｃａｔｅｓ

ｔｈｅｎｅｃｒｏｔｉｃｆｌａｐａｎｄｗｈｉｔｅｐａｒｔｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｆｌａｐ．Ａｎｄｆｌａｐｓ

ｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｔｔｈｅｐｒｏｘｉｍａｌ，ｍｉｄｄｌｅａｎｄｄｉｓｔａｌｐｏｉｎｔｓａｌｏｎｇｔｈｅ

ｖａｓｃｕｌａｒａｘｉｓ（ｃ）Ｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｗａｓａｒｏｕｎｄ１ｃｍ２

Ｔｈｅｂｌａｃｋａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｌａｍｐｉｎｇｐｏｓｉｔｉｏｎ

１．４　蛋白提取及定量
　　参照Ｂｉｏｒａｄ蛋白提取试剂盒说明书提取样品总蛋
白：取１００ｍｇ样本，用液氮研磨后，加入１ｍｌ裂解液进
行均浆，４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清，－８０℃
留存备用。按照Ｂｒａｄｆｏｒｄ法对提取的蛋白进行定量，即
使用ＢＳＡ建立标准曲线后，通过吸光度和浓度间的线
性关系检测样品浓度，样品蛋白终浓度为９００μｇ／ｍｌ。
１．５　细胞因子检测
　　样品ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα和 ＥＰＯ的表达水平均通
过 Ｂｉｏｐｌｅｘ悬液芯片系统大鼠 ２３因子检测试剂盒

（ＢｉｏｒａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）进行检测。参照
Ｂｉｏｒａｄ细胞因子检测试剂盒说明用双抗夹心法检测皮
瓣组织的炎性因子，具体步骤如下：将包被有抗体的微

珠震荡混匀３０ｓ，９６孔板每孔加入２５μｌ，抽滤。１５０μｌ
Ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ清洗１次，抽滤。加入梯度稀释的标准品
或样品，室温混匀３０ｍｉｎ。１５０μｌＷａｓｈｂｕｆｆｅｒ清洗３次，
抽滤。每孔加入预混检测抗体２５μｌ，室温混匀３０ｍｉｎ。
１５０μｌＷａｓｈｂｕｆｆｅｒ清洗 ３次，抽滤。每孔加入 ５０μｌ
ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＰＥ，室温混匀３０ｍｉｎ。１５０μｌＷａｓｈｂｕｆｆｅｒ清

洗３次，抽滤。加入 Ｒｅａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，震荡 ５ｍｉｎ，上机
检测。
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１．６　统计学方法

　　应用ＳＰＳＳ１７．０（ＳＰＳＳＩｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）进

行组间配对Ｔ检验及方差分析，数据以均值 ±标准差

（ｍｅａｎ±ＳＥＭ）表示，Ｐ＜０．０５有统计学意义。

２　实验结果

２．１　皮瓣成活面积

　　如图２所示，术后５天皮瓣坏死部分与成活部分已

经产生了明显的界限。坏死部分干瘪、颜色呈深棕或

黑色，而存活皮瓣质地柔软，颜色新鲜，并有部分毛根

生长。假手术组的皮瓣成活比率为（６３．８±１９．８０）％，

缺血再灌注组皮瓣成活比率为（１３．９２±３．４２）％，两组

之间成活面积具有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。

图２　术后５天皮瓣成活率检测
成活部位从血管蒂部位延腹股动脉大致呈三角区域

Ｆｉｇ．２　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｆｌａｐｏｎｔｈｅｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｄａｙ５
Ｆｌａｐｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｉｎｓｈａｍｇｒｏｕｐ（ａ）ｗａｓ（６３．８±１９．８０）％．Ｆｌａｐ
ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｉｎＩＲｇｒｏｕｐ（ｂ）ｗａｓ（１３．９２±３．４２）％．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐｈａｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｓｕｒｖｉｖｉｎｇａｒｅａｔｈａｎＩＲ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｌａｍｐｉｎｇｐｏｓｉｔｉｏｎ

２．２　炎性因子表达的检测与比较

２．２．１　假手术组和缺血再灌注组比较　将测得的各

炎性因子的表达量分组求平均值（表１）。
表１　假手术组和缺血再灌注组炎性因子表达水平比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｓｈａｍｇｒｏｕｐａｎｄＩＲｇｒｏｕｐ

炎性因子
平均表达水平 （ｐｇ／ｍｌ）

假手术组（ｎ＝１０） 缺血再灌注组（ｎ＝１５）
Ｐ

ＩＬ１β ２７４．５１±４９．１７ １９９７．９０±３１１．９７ ０．０００
ＩＬ６ ２６８．５８±４８．００ １０９６．４２±１４５．３７ ０．０００
ＴＮＦα １３２．２２±２０．３６ ３６６．８４±５９．３７ ０．００２
ＥＰＯ １１６．６５±６．１９ １８２．２８±１４．３７ ０．００４

　　结果显示，检测的细胞因子表达水平差异较大，４

种细胞因子在缺血再灌注组中的表达较假手术组都显

著上调（Ｐ＜０．０１）。缺血再灌注组中ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦ

α和ＥＰＯ分别约为假手术组中各因子表达量的７倍、４

倍、３倍和１．５倍。

２．２．２　假手术组皮瓣不同取样位置对细胞因子的影

响　每个皮瓣按照近、中、远段分别取样，测得假手术

组中不同位置样品炎性因子表达量（表２）。

　　从结果可以看出，ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα和 ＥＰＯ的表

达水平都有从近端到远端逐渐升高的趋势，但是每一

种细胞因子在３个位置的表达量在统计学上没有显著

性差异（Ｐ＞０．０５）。

２．２．３　缺血再灌注组皮瓣不同取样位置对细胞因子

的影响　与假手术组相同，缺血再灌注组各皮瓣按照

近、中、远段分别取样，测得不同位置样品炎性因子表

达量（表３）。

表２　假手术组不同位置炎性因子表达水平 （单位：ｐｇ／ｍｌ）

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｉｎｔｓｉｎｓｈａｍｇｒｏｕｐ

炎性因子
取样位置

近 中 远
Ｐ

ＩＬ１β ２１１．８８±８５．１１ ２４０．６４±１００．２１ ３７１．００±６７．４３ ＞０．０５
ＩＬ６ ２３５．４９±１０２．７８ ２５３．７９±８６．５１ ３１６．４６±８８．３２ ＞０．０５
ＴＮＦα ８８．６９±２２．８１ １５２．４１±５２．５５ １５５．５６±１６．４８ ＞０．０５
ＥＰＯ １０６．６１±１５．７４ １１４．４３±３．６０ １２８．９２±８．４４ ＞０．０５

表３　缺血再灌注组不同位置炎性因子表达水平 （单位：ｐｇ／ｍｌ）

Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｉｎｔｓｉｎＩＲｇｒｏｕｐ

炎性因子
取样位置

近 中 远
Ｐ

ＩＬ１β １３９７．６０±２７０．７０ １８２３．１３±２１９．３４ ２７７２．９７±７４２．０９ ＞０．０５
ＩＬ６ ７４２．８２±１７３．３６ １２２３．３３±２７０．２２ １３２３．１０±２３２．９３ ＞０．０５
ＴＮＦα ２８２．５７±１０６．７８ ３２０．８８±１２９．９３ ４９７．０７±３０．３１ ＞０．０５
ＥＰＯ １５０．８７±８．００ １７１．８７±１１．５３ ２２４．０８±３９３．３１ ＞０．０５

９６



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３２Ｎｏ．４２０１２

　　不同表达水平的 ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα和 ＥＰＯ的表

达量都有从近端到远端逐渐升高的趋势，但是每一种

细胞因子在３个位置的表达量在统计学上没有显著性

差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　缺血再灌注损伤至今仍是外科手术中一个棘手的

问题。大鼠腹岛状皮瓣模型能引起较单纯缺血［１１］并能

直观地显示损伤程度，因此广泛地运用于缺血再灌注

损伤机理研究。

　　实验中所选取的ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα和 ＥＰＯ涵盖

了高表达水平的细胞因子到低表达水平的细胞因子，

通过对这些炎性因子表达水平的比较可以发现，假手

术组中同一炎性因子的表达水平明显低于缺血再灌注

组。而在比较皮瓣成活面积的比率时，假手术组同样

也明显高于缺血再灌注组。这表明假手术组和缺血再

灌注组在皮瓣存活和炎症反应上均存在显著性差异，

同时实验结果也表明通过检测炎症反应水平可以很好

地评价皮瓣损伤的程度，该模型的成功构建对以后缺

血再灌注损伤的研究具有重要应用价值。

　　同种炎性因子在皮瓣的近、中、远三段的表达水平

在统计学上无显著性差异，说明炎症反应在同一皮瓣

中各个部分程度没有显著性差异。因此理论上我们可

以在存活皮瓣的任意位置进行取样，但是在同一批实

验中不同的动物取样位置须一致。然而实验结果还表

明，随着腹壁下浅动脉的延伸，炎性因子的表达水平有

上升趋势，而由于不同大鼠成活皮瓣大小存在一定差

距，不方便量化取样位置跟血管蒂的距离，因此，依据

平行取样的原则我们建议采取近端取样的方式。

　　于是在以后的研究中，对于大鼠皮瓣缺血再灌注

模型，实验者无须多点测样就可以进行损伤指标的评

价。这样不仅可以为实验者节省大量的时间，更重要

的是，珍贵的皮瓣样本可以得到更合理的运用。
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赛默飞新品发布会暨“进入中国三十周年庆祝活动启动仪式”

在北京召开

　　２０１２年４月６日，赛默飞世尔科技（以下简称：赛默飞）新品发布会暨“进入中国三十周年庆祝活动启动仪式”

在北京召开。自１９８２年进入中国市场至今，赛默飞秉承“植根中国，服务中国”的承诺，不断为科研用户提供先进

的产品和优质的服务。２０１１年赛默飞正式收购戴安（Ｄｉｏｎｅｘ），从而进一步加强了在色谱质谱方面的实力和创新优

势。此次新品发布会推出的新产品包括：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＤｉｏｎｅｘＩＣＳ４０００、ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴｒａｃｅＴＭ１３００、新型的

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃｉＣＡＰＴＭＱ以及ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮａｎｏＤｒｏｐ Ｌｉｔｅ等等。新产品的发布，再次体现赛默飞产品在广

度及深度上的优势，使赛默飞拥有业内全面的产品组合和先进的技术支持。面对新的市场趋势，赛默飞在不断完

善自身产品及技术的同时，也致力于帮助客户提高实验室生产效率，在竞争日益激烈激励的市场环境下保持竞

争力。
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