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摘要：目的　探讨山奈酚（Ｋａｅ）通过调控谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）介导的
铁死亡及消皮素 Ｄ（ＧＳＤＭＤ）介导的细胞焦亡，对大鼠皮瓣缺血再灌注损伤
（ＦＩＲＩ）的保护作用及其机制。方法　用ＭｃＦａｒｌａｎｅ法建立大鼠背部皮瓣缺血再
灌注模型。将９１只ＳＰＦ级ＳＤ大鼠随机分为假手术组、模型组、实验组、激动剂
组、抑制剂组、联合激动剂组和联合抑制剂组，每组１３只。造模成功后，试验组
按５０ｍｇ·ｋｇ－１山奈酚灌胃给药；激动剂组腹腔注射２ｍｇ·ｋｇ－１ＮＯＤ样受体热蛋
白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）激活剂，每周１次；抑制剂组腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１

双硫仑，每周１次；联合激动剂组腹腔注射２ｍｇ·ｋｇ－１ＮＬＲＰ３激活剂＋５０ｍｇ·ｋｇ－１

山奈酚；联合抑制剂组腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１双硫仑＋５０ｍｇ·ｋｇ－１山奈酚，连续
干预２ｗ。观察皮瓣存活情况；用铁含量检测试剂盒检测组织铁含量；用酶联免
疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测血清白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）和ＩＬ－１８水平；用免
疫组化法检测增殖细胞核抗原（Ｋｉ６７）和血小板内皮细胞黏附分子１（ＣＤ３１）表
达；用蛋白质印迹法检测ＧＰＸ４、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）和消
皮素Ｄ－Ｎ－端结构域（ＧＳＤＭＤ－ＮＴ）蛋白表达。结果　假手术组、模型组、实
验组、激动剂组、抑制剂组、联合激动剂组和联合抑制剂组的皮瓣存活率分别为

（９６７３±１１０）％、（６７０４±１６０）％、（８５３９±１２２）％、（５７９６±１５２）％、
（７５８０±１７２）％、（８０２８±０９５）％和（９０４９±０７６）％，组织铁含量分别为
（１１５７±４８９）、（６８０４±７６４）、（４３８７±９１３）、（８５９７±８４１）、
（４７７８±１１１１）、（６９６８±６１７）和（２９３６±７６６）μｍｏｌ·Ｌ－１，ＩＬ－１β水平分别
为（４３８３±１３９６）、（２４６０２±３７６０）、（１７２１９±２９４６）、（３５４３９±３６０５）、
（１５３５６±２６８９）、（２７１１３±３９５４）和（９７５３±２４６７）ｐｇ·ｍＬ－１，ＣＤ３１相对表
达水平分别为 ６６９４９６±７１１２９、２１２６３２±２７７２１、３５９２３３±３１７３３、
４８４３６±５６２４、３５６８８３±３１６６５、１９０１６６±３８３８５和４８０４１８±３６００３，Ｋｉ６７
相对表达水平分别为７５５６±６５７、２４１１±４０２、３７９４±４０８、１２１７±２２８、
３８０１±３８０、２４３２±２７６和 ５４６５±７０１，ＧＰＸ４相对表达水平分别为
０９２±００２、０３０±００７、０４７±００８、０１２±００４、０４７±００８、０２７±００７和
０６２±０１３，Ｃａｓｐａｓｅ１相对表达水平分别为 ００８±００３、０４０±００７、
０２９±００４、０６８±００７、０２８±００３、０４０±００６和０１８±００６，ＧＳＤＭＤ相对
表达水平分别为 ００６±００４、０５７±００５、０３０±００４、０９３±００９、
０３０±００３、０５６±００７和０１６±００２，模型组与假手术组比较、实验组与模型
组比较、联合激动剂组和联合抑制剂组与实验组比较，上述指标在统计学上差异

均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　山奈酚可减轻大鼠皮瓣缺血再灌注损
伤，其作用可能与上调 ＧＰＸ４表达、抑制铁死亡及调控 ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１／
ＧＳＤＭＤ焦亡通路有关。
关键词：山奈酚；皮瓣缺血再灌注损伤；铁死亡；细胞焦亡；谷胱甘肽过氧化物酶４；
消皮素Ｄ
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ｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ２ｍｇ·ｋｇ－１ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍｏｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３
（ＮＬＲＰ３）ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｎｃｅａｗｅｅｋ；ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ３０ｍｇ·ｋｇ－１ｄｉｓｕｌｆｉｒａｍｏｎｃｅａ
ｗｅｅｋ；ｔｈｅＫａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ２ｍｇ·ｋｇ－１ＮＬＲＰ３ａｃｔｉｖａｔｏｒ＋５０ｍｇ·ｋｇ－１
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ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｆｏｒ２ｗｅｅｋｓＴｈｅｉｒｏｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｒｏｎｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β）ａｎｄＩＬ－１８ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）；ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ（Ｋｉ６７）ａｎｄｐｌａｔｅｌｅｔｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１（ＣＤ３１）
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧＰＸ４，Ｃａｓｐａｓｅ－１ａｎｄＧＳＤＭＤ－ＮＴｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｆｌａｐｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ，
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐａｎｄＫａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（９６７３±１１０）％，（６７０４±１６０）％，
（８５３９±１２２）％，（５７９６±１５２）％，（７５８０±１７２）％，（８０２８±０９５）％ ａｎｄ（９０４９±０７６）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｉｒｏｎｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１１５７±４８９），（６８０４±７６４），（４３８７±９１３），
（８５９７±８４１），（４７７８±１１１１），（６９６８±６１７）ａｎｄ（２９３６±７６６）μｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ－１βｗｅｒｅ
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６６９４９６±７１１２９，２１２６３２±２７７２１，３５９２３３±３１７３３，４８４３６±５６２４，３５６８８３±３１６６５，
１９０１６６±３８３８５ａｎｄ４８０４１８±３６００３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫｉ６７ｗｅｒｅ７５５６±６５７，
２４１１±４０２，３７９４±４０８，１２１７±２２８，３８０１±３８０，２４３２±２７６ａｎｄ５４６５±７０１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４ｗｅｒｅ０９２±００２，０３０±００７，０４７±００８，０１２±００４，０４７±００８，
０２７±００７ａｎｄ０６２±０１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａｓｐａｓｅ－１ｗｅｒｅ００８±００３，
０４０±００７，０２９±００４，０６８±００７，０２８±００３，０４０±００６ａｎｄ０１８±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＳＤＭＤｗｅｒｅ００６±００４，０５７±００５，０３０±００４，０９３±００９，０３０±００３，０５６±００７
ａｎｄ０１６±００２ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ａｎｄｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎＫａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ，Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅｆｌａｐｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ
ｉｎｒａｔｓ，ａｎｄｉｔｓｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＧＰＸ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｔｈｅＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１／ＧＳＤＭＤｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ；ｆｌａｐｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４；
ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ

　　皮瓣移植是显微外科修复创伤、肿瘤术后组织缺
损的核心技术，但术后皮瓣缺血再灌注损伤（ｆｌａｐ
ｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＦＩＲＩ）仍是导致皮瓣坏死
的关键瓶颈，目前尚无特效防治药物［１］。国内外最新

研究证实，铁死亡与细胞焦亡的协同激活是 ＦＩＲＩ进

展的核心机制，铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ－１、焦亡抑
制剂双硫仑等候选药物虽在基础研究中有效，但存在

靶向性差、稳定性不足、临床转化难的局限。谷胱甘

肽过氧化物酶 ４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）是铁
死亡的核心调控蛋白，ＮＯＤ样受体家族含吡喃结构域
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蛋白３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３）／半胱天冬酶１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）／焦孔素 Ｄ
（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ，ＧＳＤＭＤ）是介导细胞焦亡的关键通路，
２者共同调控 ＦＩＲＩ的氧化应激与炎症级联反应［２］。

山奈酚具有抗炎、抗氧化的多重药理活性，但其能否

通过协同调控 ＧＰＸ４介导的铁死亡与焦亡通路改善
ＦＩＲＩ仍需进一步研究［３－５］。本研究旨在探讨山奈酚

对大鼠 ＦＩＲＩ的保护作用及分子机制，为临床防治
ＦＩＲＩ提供新的实验依据。

材料与方法

１　材料
实验动物　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ９１只，雄性，体质量

２２０～２５０ｇ，购自兰州兽研所实验动物中心，生产许可
证号：ＳＹＸＫ（甘）２０２０－００１０，使用许可证号：ＳＹＸＫ
（甘）２０２０－００１０。本研究经中国农业科学院兰州兽
医研究所实验动物伦理委员会审批（伦理批号：

ＬＶＲＩＡＥＣ－２０２５－０３８）。饲养环境温度 ２２～２５℃，
湿度 ５０％～６０％，１２ｈ光暗循环，适应性喂养 １ｗ后
开始实验。

试剂　山奈酚，规格：每支２０ｍｇ，纯度：≥９８％，
批号：Ｙ２０２４１０１５，上海源叶生物科技有限公司生产；
ＮＬＲＰ３激活剂，规格：每支５ｍｇ，纯度：≥９９％，批号：
ＳＭＬ１９４９－５ＭＧ－２０２４０８１２、双硫仑，规格：每支１ｇ，
纯度：≥９８％，批号：Ｄ７６４３－１Ｇ－２０２４０７２０，均由美国
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产；苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－
ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒，北京索莱宝科技有限公司生
产；Ｐｅｒ’ｓ普鲁士蓝染色试剂盒和 ＧＰＸ４兔多克隆抗
体，均由湖北武汉三鹰生物技术有限公司生产；铁含

量检测试剂盒、大鼠白细胞介素－１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，
ＩＬ－１β）酶联免疫吸附测定法 （ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒、ＩＬ－１８ＥＬＩＳＡ试
剂盒，均由湖北武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司

生产；ＧＳＤＭＤ－ＮＴ兔单克隆抗体、裂解的半胱氨酸
天冬氨酸蛋白酶 －１（ＣｌｅａｖｅｄＣｙｓｔｅｉｎｅ－ａｓｐａｒｔｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ－１，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ－１）兔单克隆抗体，均由
美国 Ａｆｆｂｉｏｔｅｃｈ公司生产；血小板内皮细胞黏附分子－１
（ｐｌａｔｅｌｅｔｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＣＤ３１）兔多
克隆抗体，湖北武汉赛维尔生物科技有限公司生产；

肿瘤增殖抗原（Ｋｉ６７ａｎｔｉｇｅｎ，Ｋｉ６７）兔单克隆抗体，
美国 ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司生产；β－肌动蛋白
（ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ，β－ａｃｔｉｎ）鼠单克隆抗体，北京天德悦生
物科技有限责任公司生产；超敏电化学发光

（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）检测试剂盒，湖北武

汉阿斯本生物技术有限公司生产。

仪器　ＲＭ２０１６病理切片机，德国徕卡仪器有限
公司 Ｌｅｉｃａ产品；ＩＸ５１倒置荧光显微镜，日本奥林巴
斯株式会社 Ｏｌｙｍｐｕｓ产品；Ｈ－７６５０透射电子显微
镜，日本日立高新技术株式会社 Ｈｉｔａｃｈｉ产品；
Ｃｍａｘｐｌｕｓ多功能酶标仪，美国分子仪器公司 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ产品；ＤＹＹ－６Ｃ垂直蛋白电泳仪，北京市六一
仪器厂产品；ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋化学发光成像系统，美
国伯乐生命医学产品有限公司产品。

２　实验方法
２１　模型构建［６］

参考 ＭｃＦａｒｌａｎｅ法建立大鼠背部皮瓣缺血再
灌注模型。用 １％戊巴比妥钠（５ｍＬ·ｋｇ－１）腹腔
麻醉后，常规备皮、消毒，于大鼠背部设计 ５ｃｍ×
６ｃｍ随意型皮瓣，分离皮瓣后阻断供血 ２ｈ，再恢
复血流１ｈ，随后原位缝合固定。假手术组仅行皮
瓣设计与分离，不阻断血流，其余各组均建立缺血

再灌注模型。

２２　动物分组与处理方法
将９１只大鼠随机分为 ７组，分别为假手术组、

模型组、实验组、激动剂组、抑制剂组、联合激动剂组

和联合抑制剂组，每组１３只。实验组于造模后２４ｈ
按５０ｍｇ·ｋｇ－１灌胃山奈酚溶液［６］（二甲基亚砜进行

溶解，配制成５０ｍｇ·ｍＬ－１的储备液，用生理盐水稀
释至５ｍｇ·ｍＬ－１），连续给药２ｗ；激动剂组于造模后
当日腹腔注射 ＮＬＲＰ３激活剂（２ｍｇ·ｋｇ－１），每周１
次，连续给药２ｗ；抑制剂组于造模后当日腹腔注射双
硫仑（３０ｍｇ·ｋｇ－１），每周１次，连续给药２ｗ；联合激
动剂激动剂组在激动剂组基础上加用５０ｍｇ·ｋｇ－１山
奈酚灌胃；联合抑制剂组在抑制剂组基础上加用

５０ｍｇ·ｋｇ－１山奈酚灌胃；假手术组与模型组每日灌
胃等体积生理盐水，连续２ｗ。
２３　图像分析法观察皮瓣存活情况［７］

术后１４ｄ，用数码相机拍摄皮瓣外观，用 ＩｍａｇｅＪ
软件计算皮瓣存活面积（红润、有血运区域）占总面积

的百分比，即皮瓣存活率。

２４　ＨＥ染色法检测组织病理学［８］

术后１４ｄ将大鼠处死，取皮瓣中央区域１ｃｍ×
１ｃｍ的组织，用４％多聚甲醛固定２４ｈ后进行石蜡包
埋，制作厚度为３μｍ的切片，随后脱蜡至水，用苏木
素对细胞核染色５ｍｉｎ，经１％盐酸分化３０ｓ，再用１％
氨水返蓝，接着用伊红染色２ｍｉｎ，完成脱水透明后以
中性树胶封片，用光学显微镜观察组织水肿程度和炎

性细胞浸润情况。
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

２５　普鲁士蓝染色法联合铁含量检测试剂盒法检测
组织铁含量

将切片脱蜡至水，用１∶１配比的２％亚铁氰化钾－
２％盐酸混合液染色３０ｍｉｎ，经核固红复染５ｍｉｎ后脱
水封片，用光学显微镜观察铁离子沉积形成的蓝色颗

粒。取皮瓣组织１００ｍｇ制作匀浆，在４℃下以１２×
１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，按照试剂盒说明
书的步骤操作检测铁离子浓度。

２６　ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子
采集大鼠腹主动脉血，在４℃下以３０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ获取血清，依据 ＥＬＩＳＡ试剂盒的说明书检
测血清ＩＬ－１β和ＩＬ－１８水平，用酶标仪读取４５０ｎｍ
处的光密度，计算出各炎症因子的浓度。

２７　免疫组化法检测细胞增殖与血管新生
取石蜡切片脱蜡至水，柠檬酸盐缓冲液高温高压

抗原修复，３％过氧化氢室温封闭 １０ｍｉｎ，滴加 Ｋｉ６７
和ＣＤ３１一抗（稀释比 １∶２００），４℃湿盒孵育过夜。
次日磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗
涤，滴加辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ）标记二抗，室温孵育 ３０ｍｉｎ，二氨基联苯胺
（３，３′－ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，苏木素复染，
脱水透明、封片。用光学显微镜随机选５个２００倍高
倍视野拍照，Ｋｉ６７以阳性细胞百分比表示，ＣＤ３１以阳
性血管数（条／高倍视野）表示。
２８　蛋白质印记法检测 ＧＰＸ４、ＧＳＤＭＤ－ＮＴ和
Ｃａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平

提取皮瓣组织总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
每孔取蛋白４０μｇ行十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺
凝胶电泳电泳并转膜至聚偏氟乙烯膜，５％脱脂奶粉封
闭１ｈ后，分别加入ＧＰＸ４、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＧＳＤＭＤ－ＮＴ及
β－Ａｃｔｉｎ一抗，４℃孵育过夜；次日，加入ＨＲＰ标记二
抗室温孵育３０ｍｉｎ，ＥＣＬ显色，用图像分析软件测定
灰度值，并以目标蛋白与β－ａｃｔｉｎ灰度比表示蛋白相
对表达量。

２９　透射电镜法观察线粒体超微结构
取 １ｍｍ３的皮瓣组织，用４％戊二醛固定２４ｈ，用

１％锇酸固定２ｈ，经梯度脱水后用环氧树脂包埋，制
作７０ｎｍ的超薄切片，经醋酸双氧铀 －柠檬酸铅双染
色后，用透射电镜观察线粒体的形态，重点记录线粒

体肿胀、嵴断裂的具体情况。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计学分析。计量资料经

正态性检验后，符合正态分布者以 珋ｘ±ｓ表示，多组间
比较用单因素方差分析，组间两两比较用Ｔｕｋｅｙ法。

结　　果

１　山奈酚对大鼠皮瓣存活率的影响
术后２ｗ，模型组的皮瓣存活率显著低于假手术

组（Ｐ＜００５），试验组的皮瓣存活率显著高于模型组
（Ｐ＜００５），联合激动剂组的皮瓣存活率显著低于试
验组（Ｐ＜００５），联合抑制剂组的皮瓣存活率显著高
于试验组（Ｐ＜００５），见表１。
２　山奈酚对大鼠皮瓣组织病理学的影响

ＨＥ染色显示：假手术组皮瓣组织层次清晰，无明
显水肿及炎性浸润；模型组组织水肿严重，真皮层大

量炎性细胞浸润，胶原纤维断裂；试验组织水肿减轻，

炎性细胞浸润减少；联合激动剂组炎性浸润较山奈酚

组加重，联合抑制剂组水肿及炎性浸润进一步减轻，

见图 １。
３　山奈酚对大鼠皮瓣组织铁含量的影响

普鲁士蓝染色显示，模型组皮瓣组织内蓝染铁沉

积明显增多；与模型组比较，试验组铁沉积减少；联合

激动剂组铁沉积较实验组增加，而联合抑制剂组进一

步减少。铁含量检测试剂盒检测显示，模型组组织铁

含量较假手术组显著升高（Ｐ＜００１）；实验组较模型
组显著降低（Ｐ＜００５）；联合激动剂组较实验组显著
升高（Ｐ＜００５），联合抑制剂组较实验组进一步显著
降低（Ｐ＜００５），见表２。

表１　各组大鼠皮瓣存活率的比较（％，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｌａｐｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｉｎｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓ（％，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｆｌａｐｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓ

Ｓｈａｍ １３ ９６７３±１１０
Ｍｏｄｅｌ １３ ６７０４±１６０

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １３ ８５３９±１２２＃

Ａｇｏｎｉｓｔ １３ ５７９６±１５２
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ７５８０±１７２
Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔ １３ ８０２８±０９５△

Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ９０４９±０７６△

Ｋａｅ：Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ；Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ：Ｕｎｄｅｒｗｅｎｔｉｄｅｎｔｉｃａｌｓｕｒｇｅｒｙｗｉｔｈｏｕｔｉｓｃｈｅｍｉａ

－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｅｓｔａｂｌｉｓｈａｒａｔｄｏｒｓａｌｆｌａｐｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｍｏｄｅｌ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，１８ｍＬ· ｋｇ－１· ｄ－１ ｏｆ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ；Ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ：Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，２ｍｇ·ｋｇ－１ｏｆ

ＮＬＲＰ３ａｇｏｎｉｓｔｐｅｒｗｅｅｋｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ；Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：

Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，３０ｍｇ·ｋｇ－１ ｏｆｄｉｓｕｌｆｉｒａｍｐｅｒｗｅｅｋｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ；Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ，

１８ｍＬ·ｋｇ－１·ｄ－１ ｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ；Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，１８ｍＬ·ｋｇ－１·ｄ－１ｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ

ｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５
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４　山奈酚对大鼠皮瓣组织炎症因子水平的影响
ＥＬＩＳＡ显示：与假手术组比较，模型组的 ＩＬ－１β

和ＩＬ－１８水平均显著升高（均Ｐ＜００５）；与模型组比
较，实验组的 ＩＬ－１β和 ＩＬ－１８水平均显著降低
（均Ｐ＜００５）；与实验组比较，联合激动剂组的上述
指标均显著升高，而联合抑制剂组均显著降低

（均Ｐ＜００５），见表３。
５　山奈酚对大鼠皮瓣组织Ｋｉ６７和ＣＤ３１表达的影响

免疫组织化学实验显示，模型组的 Ｋｉ６７阳性率
和ＣＤ３１阳性血管数均显著低于假手术组（均
Ｐ＜００１）；与模型组比较，实验组的 Ｋｉ６７阳性率和
ＣＤ３１阳性血管数均显著升高（均 Ｐ＜００５）；与实验
　　
表２　各组大鼠皮瓣组织铁含量的比较（μｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｒｏｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｆｌａｐｔｉｓｓｕｅｉｎｒａｔｓａｍｏｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（μｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｉｒｏｎ

Ｓｈａｍ １３ １１５７±４８９
Ｍｏｄｅｌ １３ ６８０４±７６４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １３ ４３８７±９１３＃

Ａｇｏｎｉｓｔ １３ ８５９７±８４１
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ４７７８±１１１１
Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔ １３ ６９６８±６１７△

Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ２９３６±７６６△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

表３　各组大鼠血清的白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）和ＩＬ－１８水
平的比较（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β）ａｎｄ
ＩＬ－１８ｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＩＬ－１８ ＩＬ－１β

Ｓｈａｍ １３ ９３２２±４１０６ ４３８３±１３９６
Ｍｏｄｅｌ １３ ４８５７９±５３２５ ２４６０２±３７６０

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １３ ３４５１６±７４５２＃ １７２１９±２９４６＃

Ａｇｏｎｉｓｔ １３ ５８５６４±５６３１ ３５４３９±３６０５
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ２９１３３±４１３９ １５３５６±２６８９
Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔ １３ ４４１２８±６１９１△ ２７１１３±３９５４△

Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ １９６５９±２６３２△ ９７５３±２４６７△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

组比较，联合激动剂组的上述指标均显著降低，而联

合抑制剂组均显著升高（均Ｐ＜００５），见表４。
６　山奈酚对大鼠皮瓣组织 ＧＰＸ４、ＧＳＤＭＤ和
Ｃａｓｐａｓｅ－１相关蛋白表达的影响

蛋白质印迹实验显示，与假手术组比较，模型组

的ＧＰＸ４蛋白相对表达水平显著降低，而 Ｃａｓｐａｓｅ－１
和ＧＳＤＭＤ－ＮＴ蛋白相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜００５）；与模型组比较，实验组的 ＧＰＸ４蛋白相对
表达水平显著升高，Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＧＳＤＭＤ－ＮＴ蛋白
相对表达水平均显著降低（均Ｐ＜００５）；与实验组比
较，联合激动剂组的 ＧＰＸ４蛋白相对表达水平显著下
降，Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＧＳＤＭＤ－ＮＴ蛋白相对表达水平均
显著升高，而联合抑制剂组的 ＧＰＸ４蛋白相对表达水
平显著升高、Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＧＳＤＭＤ－ＮＴ蛋白相对表
达水平均显著下降（均Ｐ＜００５），见表５和图２。
７　山奈酚对大鼠皮瓣组织线粒体超微结构的影响

假手术组的线粒体形态规则，嵴清晰完整；模型

组的线粒体显著肿胀，嵴断裂、减少甚至消失，出现铁

死亡特征性改变；实验组的线粒体肿胀减轻，嵴断裂

情况改善；联合激动剂组的线粒体损伤较实验组加

重；联合抑制剂组的线粒体形态接近正常，嵴完整性

进一步恢复，见图３。

表４　各组大鼠皮瓣组织肿瘤增殖抗原（Ｋｉ６７）和血小板内皮
细胞黏附分子－１（ＣＤ３１）表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＫｉ６７ａｎｔｉｇｅｎ（Ｋｉ６７）ａｎｄｐｌａｔｅｌｅｔ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ（ＣＤ３１）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｆｌａｐ
ｔｉｓｓｕｅｉｎｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣＤ３１ Ｋｉ６７

Ｓｈａｍ １３ ６６９４９６±７１１２９ ７５５６±６５７

Ｍｏｄｅｌ １３ ２１２６３２±２７７２１ ２４１１±４０２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １３ ３５９２３３±３１７３３＃ ３７９４±４０８＃

Ａｇｏｎｉｓｔ １３ ４８４３６±５６２４ １２１７±２２８

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ３５６８８３±３１６６５ ３８０１±３８０

Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔ １３ １９０１６６±３８３８５△ ２４３２±２７６△

Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ４８０４１８±３６００３△ ５４６５±７０１△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图 １　苏木精－伊红（ＨＥ）染色法检测各组大鼠皮瓣组织结构（×２００，５０μｍ）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｆｌａｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００，５０μｍ）
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ；Ｇ：Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

表５　各组大鼠皮瓣组织谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）、焦孔素Ｄ
（ＧＳＤＭＤ）和半胱天冬酶１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４（ＧＰＸ４），Ｇ
ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ（ＳＤＭＤ）ａｎｄＣｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１
（Ｃａｓｐａｓｅ－１）ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｆｌａｐｔｉｓｓｕｅｉｎ
ｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＧＰＸ４ Ｃａｓｐａｓｅ１ ＧＳＤＭＤ

Ｓｈａｍ １３ ０９２±００２ ００８±００３ ００６±００４
Ｍｏｄｅｌ １３ ０３０±００７ ０４０±００７ ０５７±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １３ ０４７±００８＃ ０２９±００４＃ ０３０±００４＃

Ａｇｏｎｉｓｔ １３ ０１２±００４ ０６８±００７ ０９３±００９
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ０４７±００８ ０２８±００３ ０３０±００３
Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔ １３ ０２７±００７△ ０４０±００６△ ０５６±００７△

Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １３ ０６２±０１３△ ０１８±００６△ ０１６±００２△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图 ２　蛋白质印记法检测各组大鼠皮瓣组织ＧＰＸ４、ＧＳＤＭＤ和
Ｃａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４，ＧＳＤＭＤａｎｄ
Ｃａｓｐａｓｅ－１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｆｌａｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ；Ｅ：

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ；Ｇ：Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ

图 ３　透射电镜检测各组大鼠皮瓣组织线粒体超微结构（×８５００，１μｍ）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｔｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｆｌａｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（×８５００，１μｍ）
Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｋａｅ＋ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ；Ｇ：Ｋａｅ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ

讨　　论

皮瓣缺血再灌注损伤是影响皮瓣远期成活的重要

病理基础，其发生发展涉及氧化应激、炎症反应、微循环

障碍及细胞程序性死亡等多个环节。近年来，铁死亡

和焦亡在缺血再灌注相关损伤中的作用逐渐受到重

视，２者的协同激活被证实是驱动缺血组织损伤进展的
核心机制［８－９］。本研究显示，山奈酚可明显提高大鼠缺

血再灌注皮瓣的存活率，减轻组织水肿与炎性细胞浸

润，降低组织铁沉积和血清炎症因子水平，促进皮瓣组

织细胞增殖与血管新生，并改善线粒体超微结构损伤，

证实山奈酚对大鼠 ＦＩＲＩ具有明确的保护作用。
铁死亡是一种依赖铁离子积聚和脂质过氧化的调

控性细胞死亡方式，其核心特征包括细胞内铁超载、膜

脂过氧化增强及线粒体超微结构异常。ＧＰＸ４是抑制
铁死亡的重要调控分子，能够催化脂质过氧化物还原，

从而维持细胞膜稳定性［１０］。ＦＩＲＩ状态下，组织缺血缺
氧及再灌注后氧化应激增强，可导致ＧＰＸ４表达下降并
诱发铁死亡。本研究中，模型组皮瓣组织铁沉积增加、

铁含量升高、ＧＰＸ４表达下调，并伴有典型线粒体损伤；
山奈酚干预后，组织铁含量下降，ＧＰＸ４表达升高，线粒

体形态损伤减轻，提示山奈酚可能通过增强ＧＰＸ４相关
抗氧化能力、抑制铁死亡而减轻ＦＩＲＩ。

焦亡是一种高度促炎的程序性细胞死亡方式，

主要由 ＮＬＲＰ３炎性小体活化介导，其核心机制为炎
性小体激活后可促进 Ｃａｓｐａｓｅ－１裂解活化，活化的
Ｃａｓｐａｓｅ－１可进一步切割 ＧＳＤＭＤ释放具有膜孔形成
活性的 ＧＳＤＭＤ－ＮＴ，ＧＳＤＭＤ－ＮＴ可在细胞膜上形
成孔道，导致细胞内容物外泄，同时促进 ＩＬ－１β、
ＩＬ－１８等促炎因子的成熟与释放，进而放大局部炎症
级联反应，加重缺血组织损伤［１１］。ＧＳＤＭＤ－ＮＴ可以
在细胞膜上形成孔道，导致细胞内容物外泄，并促进

ＩＬ－１β、ＩＬ－１８等炎症因子释放，从而放大局部炎症
反应并加重组织损伤［１２－１４］。本研究中，模型组

Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＧＳＤＭＤ－ＮＴ相对表达水平显著升高，
同时ＩＬ－１β和ＩＬ－１８水平均显著升高，提示焦亡相
关通路被激活；山奈酚干预后，Ｃａｓｐａｓｅ－１和 ＧＳＤＭＤ
－ＮＴ相对表达水平显著下降，ＩＬ－１β和ＩＬ－１８水平
均显著降低，说明山奈酚可能通过抑制 ＮＬＲＰ３／
Ｃａｓｐａｓｅ－１／ＧＳＤＭＤ焦亡通路减轻局部炎症损伤。

为进一步验证山奈酚发挥保护作用的核心机制，

本研究在山奈酚干预的基础上，分别联合 ＮＬＲＰ３炎性
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小体激动剂与焦亡抑制剂双硫仑进行干预。与实验组

相比，联合激动剂组山奈酚对皮瓣存活的促进作用、炎

症抑制效应、铁死亡改善作用及相关通路的调控效果

均显著减弱；而联合抑制剂组山奈酚的上述保护作用

进一步增强，证实山奈酚对 ＦＩＲＩ的保护效应与调控
ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１／ＧＳＤＭＤ焦亡通路密切相关。同
时，本研究还发现，山奈酚可以显著提高皮瓣组织 Ｋｉ６７
阳性细胞比例及 ＣＤ３１阳性血管数，提示山奈酚可促进
皮瓣组织细胞增殖与新生血管形成，改善皮瓣微循环

状态，这一效应也与其抑制铁死亡和焦亡、减轻氧化应

激与炎症损伤的作用密切相关，从组织修复层面进一

步解释了山奈酚提高皮瓣存活率的内在机制。

本研究仍存在一定局限性。首先，焦亡部分主要

检测了Ｃａｓｐａｓｅ－１和ＧＳＤＭＤ－ＮＴ表达，缺乏对ＮＬＲＰ３
蛋白表达及更直接焦亡证据的进一步验证；其次，铁死

亡部分主要依据ＧＰＸ４、铁含量及线粒体超微结构变化
进行判断，尚缺乏更多脂质过氧化相关指标的支持；此

外，本研究仅基于动物实验，山奈酚在临床中的适用剂

量、作用时窗及深层分子机制仍有待进一步研究［１５－１７］。

本研究提示：山奈酚可以明显减轻大鼠皮瓣缺血

再灌注损伤，其作用可能与上调ＧＰＸ４表达、抑制铁死
亡及调控ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１／ＧＳＤＭＤ焦亡通路有关。
该结果为山奈酚用于改善ＦＩＲＩ提供了实验依据。
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