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摘     要             背景与目的：下肢缺血再灌注损伤 （IRI） 是血管外科常见并发症，其机制复杂，损伤严重。铁死亡是

一种依赖铁离子和脂质过氧化的程序性细胞死亡方式，近年来被发现与多种器官 IRI 密切相关。本研

究旨在探讨铁死亡在大鼠下肢 IRI 中的作用及调控对损伤的影响。

方法：将 48 只 SD 大鼠随机分为 6 组，包括假手术组、模型组、去铁胺组、单剂去铁胺组、右旋糖酐铁

组和雷帕霉素组，分别进行相应处理及造模。术后采集腓肠肌和血清样本，行 HE 和 EVG 染色评估病

理改变，检测氧化应激指标 （GSH、MDA、ROS）、细胞损伤指标 （LDH） 及组织/血清中铁含量。

结果：模型组表现出典型的铁死亡相关损伤特征，包括肌纤维溶解、炎性浸润、GSH 下降及 MDA、

ROS、LDH 和铁含量升高。右旋糖酐铁组这些损伤表现加重。去铁胺虽降低血清铁，但未显著缓解肌

肉组织损伤。雷帕霉素组则在未明显降低铁水平的情况下，显著改善氧化应激与组织病变。

结论：铁死亡在下肢 IRI 骨骼肌损伤中发挥关键作用。抑制铁死亡可减轻损伤，外源性铁负荷则加重损

害。传统铁螯合剂对骨骼肌保护作用有限，而雷帕霉素可能通过调节抗氧化途径减轻损伤，为临床干

预提供新靶点。未来可探索联合调控铁稳态与脂质过氧化的策略以优化治疗效果。
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急性下肢缺血性疾病是由急性下肢动脉栓塞、

原 位 血 栓 形 成 、 外 伤 以 及 主 动 脉 夹 层 等 原 因 引 起

的血管外科常见疾病，尽管手术可实现血流再通，

但无有效手段控制缺血再灌注损伤 （IRI） 引发的

骨 骼 肌 、 周 围 神 经 甚 至 远 端 器 官 损 伤 ， 致 残 率 及

病死率高[1-2]。既往针对下肢 IRI 机制的研究虽有进

展 ， 但 动 物 实 验 中 有 效 的 药 物 （如 抗 氧 化 剂 等）

在临床试验中均宣告疗效不佳[3]，提示尚需深入研

究 IRI 的机制。

近 期 研 究 发 现 ， 相 较 于 缺 血 阶 段 ， 再 灌 注 阶

段 的 机 制 更 为 复 杂 （涉 及 离 子 失 衡 、 氧 化 应 激 爆

发、炎症激活等），损伤也更严重[4-6]，且与铁死亡

高 度 相 关 。 铁 死 亡 是 一 种 铁 离 子 依 赖 的 、 以 脂 质

过 氧 化 物 堆 积 为 特 点 的 新 型 程 序 性 细 胞 死 亡 方

式[7-8]。在心肌 IRI 中，铁死亡显著促进心肌细胞死

亡 ， 使 用 特 异 性 抑 制 剂 抑 制 铁 死 亡 显 示 出 持 续 而

显 著 的 心 肌 保 护 效 应[9]。 在 脑 和 肝 脏 IRI 模 型 中 ，

通 过 基 因 或 药 物 手 段 抑 制 铁 死 亡 通 路 可 有 效 减 轻

组 织 损 伤 并 改 善 功 能 预 后[10]。 这 些 发 现 提 示 铁 死

亡是跨器官 IRI 的保守机制及潜在靶点。

然 而 ， 铁 死 亡 抑 制 剂 的 临 床 转 化 面 临 挑 战 ：

现有抑制剂 （如 erastin 等） 存在药代动力学缺陷，

且调控铁/脂代谢路径的潜在安全性风险需评估[11]。

因 此 ， 尽 管 临 床 前 效 果 显 著 ， 其 临 床 研 究 仍 处 早

期，尚无获批药物。

铁死亡是否在下肢 IRI （尤其骨骼肌） 中起关

键 作 用 ， 及 其 发 生 机 制 尚 不 明 确[12]。 本 研 究 通 过

大鼠下肢 IRI 模型，调控铁死亡关键因素，探究其
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在 下 肢 IRI 中 的 作 用 及 机 制 ， 以 期 为 下 肢 IRI 的 治

疗提供新的思路。

1     材料与方法 

1.1 主要材料与试剂　

右 旋 糖 酐 铁 注射 液 （科 莫非） 由 Solupharm 制

药 公 司 生 产 ， 注 射 用 甲 磺 酸 去 铁 胺 （得 斯 芬） 由

瑞士诺华制药公司生产，雷帕霉素 （T1537） 购于

上海陶术生物科技有限公司，丙二醛 （MDA）、谷

胱 甘 肽 （GSH）、 活 性 氧 （ROS） 的 ELISA 试 剂 盒

和 总 铁 比 色 法 测 试 盒 购 于 武 汉 伊 莱 瑞 特 生 物 科 技

股 份 有 限 公 司 （E-EL-0060、 E-EL-0026、 E-BC-

K138-F、 E-BC-K772-M）， 乳 酸 脱 氢 酶 （LDH） 的

ELISA 试 剂 盒 （SRB-T-84631） 购 于 上 海 商 红

（SRB） 生物科技有限公司。

1.2 实验动物　

雄性 SD 大鼠 48 只由昆明医科大学实验动物学

部 提 供 ， 体 质 量 240~260 g， 许 可 证 号 ： SYXK

（滇） K2020-0006，将大鼠置于无特定病原体环境

中 饲 养 ， 自 由 摄 食 、 饮 水 ， 光 暗 循 环 12 h。 动 物

福利遵守 《赫尔辛基宣言》。本研究通过昆明医科

大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 审 查 通 过 （批 准 号 ：

kmmu20221851）。

1.3 实验方法　

1.3.1 下肢 IRI 模型制作与假手术方法　大 鼠 经 腹

腔 注 射 3% 戊 巴 比 妥 钠 （30 mg/kg） 麻 醉 后 ， 无 菌

条 件 下 切 开 右 侧 腹 股 沟 区 皮 肤 ， 钝 性 分 离 暴 露 股

动 脉 及 其 主 要 分 支 ， 结 扎 大 鼠 右 下 肢 股 动 脉 ， 超

声 探 查 结 扎 远 端 确 认 血 流 信 号 完 全 消 失 。 维 持 缺

血 状 态 6 h， 缺 血 期 结 束 后 ， 小 心 剪 除 近 端 结 扎

线 ， 恢 复 血 流 ， 再 次 使 用 多 普 勒 超 声 确 认 远 端 血

流信号恢复。维持再灌注状态 6 h 后取标本[13]。假

手 术 为 按 上 述 步 骤 分 离 暴 露 股 动 脉 后 ， 不 予 结 扎

或夹闭，直接缝合切口 （图 1）。

1.3.2 动物分组与处理　将 48 只 SD 大 鼠 采 用 随 机

数字表法随机分为 6 组，每组 8 只。其中 3 组分别

腹 腔 注 射 甲 磺 酸 去 铁 胺 （100 mg/kg/12 h， 去 铁 胺

组）、 右 旋 糖 酐 铁 （60 mg/kg/12 h， 右 旋 糖 酐 铁

组）、雷帕霉素 （1.0 mg/kg/12 h，雷帕霉素组），其

余 3 组为以同样的方式注射等体积的生理盐水。持

续 1 周 后 ， 前 3 个 药 物 干 预 组 均 行 下 肢 IRI 手 术 ；

后 3 个 生 理 盐 水 处 理 组 中 ， 1 组 行 假 手 术 （假 手

术组），1 组行下肢 IRI 手术，但在恢复血流前 5 min

腹 腔 单 次 注 射 甲 磺 酸 去 铁 胺 （100 mg/kg， 单 剂 去

铁胺组），1 组单纯行下肢 IRI 手术 （模型组）。

1.3.3 样本采集　造模完成后，大鼠深度麻醉下 ，

经心尖穿刺采血，血液标本静止 30 min 后，于 4 ℃

条件下以 3 000 r/min 离心 10 min，离心分离血清分

装后-80 ℃保存备用。麻醉处死大鼠，取大鼠股动

脉及腓肠肌，部分组织立即置于 4% 多聚甲醛中固

定，剩余组织分装后于-80 ℃冰箱冻存。

1.3.4 病理学分析　将大鼠腓肠肌及股动脉组织置

于 4% 多聚甲醛固定 24 h，经石蜡包埋、切片，腓

肠 肌 HE 染 色 、 股 动 脉 弹 性 纤 维 - 范 吉 森 （EVG）

染色。显微镜镜检，进行图像采集分析。

1.3.5 ELISA 法检测骨骼肌中的 MDA、GSH、ROS 和

血清中的 LDH　取组织匀浆上清及血清，按 ELISA

试 剂 盒 说 明 准 备 工 作 液 ， 37 ℃ 恒 温 孵 育 45 min，

洗 板 ， 加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 亲 和 素 工 作 液

37 ℃ 恒 温 孵 育 30 min， 洗 板 ， 加 入 底 物 ， 终 止 反

应，应用酶标仪测定光密度值。

1.3.6 比色法检查骨骼肌和血清中的铁离子含量　

取 组 织 匀 浆 上 清 及 血 清 ， 按 总 铁 离 子 比 色 法 测 试

盒 说 明 准 备 铁 标 准 品 、 显 色 液 、 缓 冲 液 ， 加 样 ，

混 匀 。 骨 骼 肌 样 本 37 ℃ 孵 育 40 min， 12 000 r/min

离 心 10 min， 取 300 μL 上 清 液 于 酶 标 板 各 对 应 孔

中；血清样本 37 ℃孵育 40 min。在测定各孔 OD 值。

A B

图1　建模及超声检查　　A：假手术；B：下肢 IRI 模型

1283



中国普通外科杂志 第 34 卷 

http://www.zpwz.net

1.4 统计学处理　

应用 GraphPad Prism 9.0 进行统计分析并作图，

符 正 态 分 布 的 计 数 数 据 用 符 正 态 分 布 的 计 量 资 料

以 表 示 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 组 间 采 用 单

因 素 方 差 分 析 进 行 比 较 ， P<0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2     结　果 

2.1 各组股动脉及骨骼肌病理改变　

血 管 EVG 染 色 结 果 提 示 ， 右 旋 糖 酐 铁 组 样 本

可 见 血 管 多 处 内 层 弹 力 纤 维 板 断 裂 、 不 连 续 ， 外

层 弹 力 纤 维 板 未 见 病 理 损 伤 。 其 余 各 组 样 本 ， 多

未 见 有 明 显 的 病 理 损 伤 改 变 ， 仅 少 部 分 可 见 局 部

血管内弹力纤维板断裂 （图 2）。骨骼肌 HE 染色结

果 提 示 ， 假 手 术 组 样 本 骨 骼 肌 形 态 正 常 ， 结 构 完

整 ， 肌 纤 维 横 纹 清 晰 可 见 ， 未 见 有 明 显 组 织 病 理

损 伤 改 变 ； 模 型 组 、 单 剂 去 铁 胺 组 及 右 旋 糖 酐 铁

组 均 有 明 显 的 骨 骼 肌 结 构 破 坏 ， 大 面 积 肌 细 胞 死

亡 、 溶 解 ， 肌 间 水 肿 ， 伴 有 大 量 炎 性 细 胞 浸 润 ；

去 铁 胺 组 及 雷 帕 霉 素 组 见 轻 微 骨 骼 肌 结 构 破 坏 ，

偶 见 肌 细 胞 坏 死 ， 可 见 少 量 炎 性 细 胞 浸

润 （图 3）。

A B C

D E F

图2　大鼠血管组织 EVG 染色 （×40；蓝色箭头示内层弹力纤维板断裂、不连续） 　　A：假手术组；B：模型组；C：去铁

胺组；D：单剂去铁胺组；E：右旋糖酐铁组；F：雷帕霉素组

A B C

D E F

图3　大鼠骨骼肌组织 HE 染色 （×200；黑色箭头示肌细胞坏死、溶解；蓝色箭头示炎性细胞浸润） 　　A：假手术组；

B：模型组；C：去铁胺组；D：单剂去铁胺组；E：右旋糖酐铁组；F：雷帕霉素组

2.2 各组骨骼肌 GSH、MDA、ROS、铁离子及血清

LDH、铁离子水平　

与 假 手 术 组 比 较 ， 其 余 各 组 GSH 水 平 均 明 显

下降，MDA、ROS、LDH、骨骼肌铁和血清铁水平

均明显升高 （均 P<0.05）。与模型组比较，GSH 水

平在雷帕霉素组明显升高 （P<0.05），而在去铁胺

组 、 单 剂 去 铁 胺 组 和 右 旋 糖 酐 铁 组 无 明 显 差 异

（均 P>0.05）； 与 模 型 组 比 较 ， MDA、 ROS、 血 清

LDH 水 平 明 显 在 右 旋 糖 酐 铁 组 显 升 高 （均 P<

0.05），在雷帕霉素组明显降低 （均 P<0.05），而在
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去 铁 胺 组 及 单 剂 去 铁 胺 组 均 无 明 显 差 异 （均 P>

0.05）；与模型组比较，血清铁水平在去铁胺组明

显降低 （P<0.05），在单剂去铁胺组及右旋糖酐铁

组均明显升高 （均 P<0.05），而在雷帕霉素组则无

明显差异 （均 P>0.05）；与模型组比较，骨骼肌铁

水平在右旋糖酐铁组明显升高 （P<0.05），在去铁

胺组、单剂去铁胺组及雷帕霉素组稍下降，但不明

显 （均 P>0.05）（图 4）。  

3     讨　论 

铁 死 亡 以 细 胞 内 铁 依 赖 性 的 脂 质 过 氧 化 物 堆

积 为 主 要 特 征 ， 已 被 证 实 参 与 心 、 脑 、 肝 等 多 器

官 IRI 的 信 号 通 路[14-16]。 越 来 越 多 的 证 据[17] 表 明 ，

铁死亡是 IRI 相关细胞死亡的主要形式，使用铁死

亡 抑 制 剂 可 有 效 修 复 IRI 导 致 的 细 胞 损 伤 。 下 肢

IRI 是下肢缺血性疾病经手术治疗后，血流再通时

常 见 的 并 发 症 ， 不 仅 影 响 肢 体 功 能 ， 还 能 引 起 远

端 器 官 如 心 脏 和 肾 脏 的 损 伤 ， 严 重 时 可 导 致 全 身

性 炎 症 反 应 综 合 征 和 多 器 官 功 能 衰 竭 综 合 征 ， 危

及生命[18-19]。目前对于 IRI 的处理方案，多采取抬

高 患 肢 、 静 滴 甘 露 醇 、 静 脉 注 射 地 塞 米 松 等 对 症

治疗，但仍然无法完全避免 IRI 的危害[3,20]。心脏、

脑、肾等器官的 IRI 过程，均被证实与铁死亡存在

相 关 性 ， 使 用 铁 死 亡 抑 制 剂 可 以 有 效 预 防 或 减 少

这些器官的损伤[17,21]。然而，调控铁死亡过程，是

否同样对下肢 IRI 有影响，相关研究尚少。

本研究构建大鼠下肢 IRI 模型，以骨骼肌的形

态 和 生 化 指 标 为 主 要 观 察 对 象 。 本 研 究 中 ， 模 型

组 骨 骼 肌 呈 现 典 型 铁 死 亡 特 征 ， 包 括 大 面 积 肌 细

胞 坏 死 溶 解 、 炎 性 浸 润 ， 伴 随 抗 氧 化 剂 GSH 显 著

耗竭，而 MDA 与 ROS 升高，同时骨骼肌铁水平与

血 清 铁 水 平 均 升 高 。 GSH 作 为 细 胞 内 主 要 的 抗 氧

化 剂 ， 常 被 用 于 细 胞 出 现 铁 死 亡 的 检 测 ， 其 水 平

的显著下降，表明抗氧化防御系统的严重受损[22]。

而 抗 氧 化 途 径 的 失 衡 进 一 步 促 进 了 ROS 的 积 累 和

脂质过氧化物的形成，进而加速了铁死亡的发生。

MDA 和 ROS 分 别 作 为 脂 质 过 氧 化 和 氧 化 应 激 的 标

志 物 ， 直 接 反 映 细 胞 膜 脂 质 过 氧 化 程 度 的 加 剧 和

氧化应激的失控情况[23-24]。LDH 作为细胞损伤的敏

感指标，常被用于评价心肌和骨骼肌的损伤程度，

当 细 胞 损 伤 严 重 时 ， 细 胞 膜 通 透 性 增 加 ， LDH 大

量释放至血清中[25-26]。铁元素维持细胞的正常生理

活 动 ， 铁 的 异 常 积 累 可 导 致 氧 化 损 伤 ， 出 现 细 胞

的 程 序 性 死 亡[27]。 这 一 系 列 改 变 符 合 铁 死 亡 的 经
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典生物学标志，即“铁超载-抗氧化防御崩溃-脂

质过氧化级联反应 ”，证实铁死亡是下肢 IRI 骨骼

肌损伤的核心机制。

研 究 进 一 步 分 析 了 不 同 干 预 措 施 影 响 铁 死 亡

相 关 指 标 的 潜 在 机 制 。 去 铁 胺 是 一 种 铁 离 子 的 螯

合 剂 ， 可 减 少 细 胞 中 不 稳 定 铁 ， 抑 制 芬 顿 反 应 以

达 到 抑 制 铁 死 亡 的 目 的[28]。 本 研 究 中 ， 外 源 性 铁

负荷 （右旋糖酐铁组） 通过放大 Fenton 反应进一步

加 剧 损 伤 。 该 组 不 仅 出 现 最 严 重 的 肌 纤 维 溶 解 ，

MDA、ROS、LDH 水平均较模型组显著升高，且骨

骼 肌 铁 升 高 明 显 ， 验 证 了 铁 死 亡 的 致 病 作 用 。 不

同 于 既 往 报 道 ， 本 研 究 中 发 现 无 论 长 期 还 是 单 剂

使用去铁胺，均未缓解下肢 IRI。尽管去铁胺组血

清 铁 显 著 降 低 ， 但 骨 骼 肌 损 伤 指 标 （MDA/ROS/

LDH） 及 病 理 形 态 均 未 改 善 。 既 往 研 究[29-30] 表 明 ，

去 铁 胺 在 体 内 作 用 时 ， 无 法 移 除 那 些 已 经 与 细 胞

内 分 子 结 合 的 铁 离 子 ， 例 如 与 铁 蛋 白 结 合 形 成 复

合 物 的 铁 离 子 。 去 铁 胺 会 优 先 对 肝 脏 、 脾 脏 等 富

含铁的器官发挥降铁作用[9,31]，难以动员骨骼肌细

胞 内 与 铁 蛋 白 结 合 的 铁 离 子 （去 铁 胺 组 骨 骼 肌 铁

水 平 稍 有 降 低）， 而 单 剂 去 铁 胺 组 血 清 铁 反 而 升

高，提示急性铁螯合触发代偿性铁吸收，进一步说

明单纯降低循环铁对骨骼肌铁稳态调控的局限性。

雷 帕 霉 素 是 一 种 免 疫 抑 制 剂 ， 具 有 抗 肿 瘤 和

抗纤维化的作用，以及抑制铁死亡的潜力[32-33]。在

本 研 究 中 ， 雷 帕 霉 素 组 骨 骼 肌 损 伤 显 著 减 轻 （仅

轻微肌纤维破坏），生化指标显示，GSH 较模型组

升 高 明 显 ， 而 MDA、 ROS、 LDH 降 低 明 显 ， 但 其

作 用 独 立 于 铁 代 谢 调 节 （血 清 铁 与 骨 骼 肌 铁 水 平

与 模 型 组 无 差 异）。 雷 帕 霉 素 虽 未 显 著 降 低 铁 水

平 ， 但 可 能 通 过 激 活 AMPK/mTOR-GPX4 通 路 增 强

谷 胱 甘 肽 系 统 清 除 脂 质 过 氧 化 物 的 能 力 ， 直 接 阻

断铁死亡下游执行环节，为下肢 IRI 提供了干预新

靶点[29-30]。本研究仅对反应铁死亡及 IRI 程度的指

标 进 行 了 检 测 ， 未 检 测 铁 死 亡 关 键 蛋 白 （GPX4/

SLC7A11） 的表达变化，且去铁胺的组织分布效率

需 通 过 普 鲁 士 蓝 染 色 进 一 步 验 证 。 这 些 将 在 后 续

研究中完善。

本研究表明铁死亡参与大鼠下肢 IRI 骨骼肌损

伤 进 程 ， 其 特 征 表 现 为 铁 超 载 、 抗 氧 化 防 御 系 统

崩 溃 及 脂 质 过 氧 化 累 积 。 外 源 性 铁 负 荷 （右 旋 糖

酐铁） 通过放大 Fenton 反应显著加重损伤，而传统

铁 螯 合 剂 去 铁 胺 因 骨 骼 肌 铁 代 谢 特 殊 性 及 代 偿 性

铁 吸 收 未 能 有 效 缓 解 损 伤 ， 提 示 开 发 组 织 靶 向 铁

调 控 策 略 的 必 要 性 。 雷 帕 霉 素 则 可 能 通 过 增 强

GPX4 介导的抗氧化能力减轻损伤，其保护机制为

临 床 干 预 提 供 新 方 向 。 综 上 ， 针 对 铁 死 亡 不 同 环

节 （铁 稳 态 调 控 与 脂 质 过 氧 化 清 除） 的 联 合 干 预

可能是未来突破关键。
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