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PI3K/Akt信号通路在舒芬太尼后处理减轻
在体大鼠心肌缺血-再灌注损伤中的作用

沈途 吴巧玲 尚游 陈晓光

  【摘要】 目的 探讨PI3K/Akt信号通路在舒芬太尼后处理减轻在体大鼠心肌缺血-再灌注损

伤时细胞凋亡中的作用。方法 取90只健康成年雄性SD大鼠,采用随机数字表法分为五组:假手

术组(Sham组),只穿线不结扎;缺血-再灌注组(IR组),结扎左冠状动脉前降支造成心肌缺血30
min,再灌注120min;舒芬太尼后处理组(Sufen组),在灌注即刻,给予舒芬太尼1.0μg/kg输注

3min,再灌注处理同IR组;舒芬太尼后处理+LY294002(PI3K抑制剂)组(SL组),再灌注前10min
给予LY2940020.3mg/kg,并行舒芬太尼后处理;LY294002组(IL组),再灌注前10min给予

LY2940020.3mg/kg,再灌注120min。在缺血前即刻(T0)、缺血30min(T1)、再灌注60min(T2)和
再灌注120min(T3)时记录 HR和 MAP;再灌注末,测定心肌梗死面积(IS/AAR);再灌注15min
时,采用 Westernblot法测定心肌组织总的Akt和磷酸化的Akt蛋白含量;在再灌注末,用RT-PCR
检测Bax和Bcl-2mRNA的表达。结果 五组大鼠组间组内 HR差异无统计学意义;T2、T3 时IR
组、SL组和IL组 MAP明显低于Sham组(P<0.05);Sufen组IS/AAR明显低于IR、SL和IL组(P
<0.05);五组心肌总的Akt蛋白含量表达差异无统计学意义;与Sufen组比较,sham、IR、SL和IL
组磷酸化的Akt表达明显下调(P<0.05),IR组、SL和IL组BaxmRNA的表达明显升高,Bcl-2
mRAN的表达明显降低(P<0.05)。结论 舒芬太尼后处理可减轻心肌缺血-再灌注损伤,可能与

激活PI3K/Akt信号通路,降低Bax和增加Bcl-2蛋白表达而达到抑制心肌细胞的凋亡有关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofsufentanilpostconditioningonmyocardialis-
chemia-reperfusioninjury in rats in vivo and the role of PI3K/Akt signaling pathway.
Methods NinetyhealthymaleSDratswererandomlyallocatedtoShamgroup(thecoronarysuture
waspassed,nottied,andmaintainedfor150min),groupIR(ischemiafor30minfollowedby120
minreperfusion),groupSufen(administrationof1μg/kgsufentanilfor3minattheonsetofreperfu-
sionfollowing30minofischemia),groupSL(administrationofsufentaniland0.3mg/kgLY294002
DMSO)for10minpriortoreperfusion)andgroupIL(onlyadministration0.3mg/kgLY294002for
10minpriortoreperfusion).HRandMAPweremeasuredatthefollowingtimepoints:endofstabi-
lizationpriortoischemia(baseline);30minofischemia;60and120minofreperfusion;attheendof
120minreperfusion,theratsweresacrificedforassessmentinfarctarea,theexpressionofBaxand
Bcl-2mRNA;themyocardialtissuesampleswerecollected15minfollowingreperfusiontodetermine
thetotalandphosphorylatedAktexpressionbyWesternblot.Results Therewerenosignificant
differencesintheHRamongthe6groups;MAPweresignificantlydecreasedat60and120minfol-
lowingreperfusion(P<0.05)ingroupIR,groupsSLandILcomparedtogroupSham;therewere
nosignificantdifferencesinthetotalAktexpressionamongthe6groups;phosphorylatedAktwere
significantlyupregulated,theinfarctareaweresignificantlydecreased,BaxmRNAlevelsweresignif-
icantlydecreasedandBcl-2mRNAlevelsweresignificantlyincreased(P<0.05)ingroupSufencom-
paredtogroupIR,therewerenosignificantdifferencesrespectivelybetweengroupsSL,ILandIR.
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Conclusion Sufentanilpostconditioningcaninducemyocardialprotectionthroughactivationofthe
PI3K/Aktsignalingpathwayandinhibitionofcellapoptosisviadown-regulation Baxandup-
regulationBcl-2expression.

【Keywords】  Sufentanilpostconditioning;Myocardialischemia-reperfusioninjury;Phos-
phatidylinositol-3-kinase/protein-serine-threoninekinases

  缺血后处理能够减轻心肌缺血-再灌注损伤,目
前阿片类药物后处理对心肌的保护作用已被证

实[1,2]。舒芬太尼由于分布容积小,清除半衰期短,
反复应用后很少蓄积,且对血流动力学影响小,而
广泛应用在临床麻醉。有研究表明,舒芬太尼后处

理可通过上调Bcl-2表达,下调Bax表达,减轻大鼠

心肌缺血-再灌注损伤时的细胞凋亡[3]。细胞凋亡

是心肌缺血-再灌注损伤发病机制中的重要环节[4],
研究表明PI3K/Akt信号通路能够通过调节Bax和

Bcl-2的表达参与心肌细胞的凋亡[5,6]。本研究拟探

讨PI3K/Akt信号通路在舒芬太尼后处理减轻大鼠

心肌缺血-再灌注损伤时细胞凋亡的作用。

材料与方法

实验动物与分组 90只健康雄性SD大鼠,体
重(250±32)g,随机均分为五组:假手术组(Sham
组),只穿线不结扎;缺血-再灌注组(IR组),结扎左

冠状动脉前降支造成心肌缺血30min,再灌注120
min;舒芬太尼后处理组(Sufen组),在灌注即刻,给
予舒芬太尼1.0μg/kg输注3min,再灌注处理同

IR组;舒芬太尼后处理+LY294002(PI3K抑制剂)
组(SL组),在灌注前10min给予LY2940020.3
mg/kg,并行舒芬太尼后处理;LY294002组(IL组)
在灌注前10min给予LY2940020.3mg/kg,再灌

注120min。
动物模型制备 腹腔注射1%戊巴比妥钠50

mg/kg进行麻醉,连接皮下电极进行ECG监测,颈
部行气管切开并插管连接动物呼吸机进行通气,调
节潮气量和通气频率。MAP和 HR的监测来自右

颈总动脉内的压力换能器,药物及输液通道选择左

侧颈内静脉。打开胸腔后剪开心包膜,从而暴露心

脏,以左冠状静脉主干为标志,结扎冠状动脉左前

降支,心肌缺血的标志是:结扎后ECGST段明显

上抬及结扎线远端心肌颜色变苍白,而再灌注成功

的标志是:松开后原苍白区出现充血反应呈现暗

红色。
血流动力学指标检测 检测和记录五组大鼠

在缺血前即刻(T0)、缺血30min(T1)、再灌注60
min(T2)和再灌注120min(T3)时的HR和 MAP。

心肌梗死面积(IS/AAR)检测 每组随机选取

6只大鼠于再灌注末,结扎冠状动脉左前降支,从左

侧颈内静脉中注入5%伊文氏蓝(Even,SBlue)

1ml,呈现深蓝色的是非缺血区心肌。把心脏用纸

擦干称重,剪取左心室后速冻。然后将左心室切成

2mm 厚的心肌片,置入1%氯化三苯基四氮哇

(TTC)溶液中后再放入甲醛中固定。红色的是缺

血危险区(AAR),白色的是心肌梗死区(IS),最后

计算IS/AAR。

Westernblot法检测 Akt和磷酸化 Akt的蛋

白表达 再灌注15min时,随机选取6只大鼠,取
缺血危险区心肌组织200mg立刻置于液氮中,-
80℃冰箱保存。组织样本首先被剪碎然后放入裂

解液中30min,离心后获得蛋白,使用Lowry法检

测蛋白的浓度。蛋白中加入样品处理液后进行

SDS-PAGE电泳,将蛋白转至硝酸纤维素膜上后室

温下封闭1h,然后加入Akt抗体(1∶1000)和Akt
磷酸化的抗体(1∶500),β-actin抗体(1∶400),4℃过

夜,在于相应的二抗室温下孵育2h,用发光剂发光

系统检测,X线胶片曝光记录。蛋白条带用Scion
Image(Beta4.03forWindows)进行定量分析。

RT-PCR检测Bax和Bcl-2mRNA的表达 
再灌注末,随机选取6只大鼠,取左心室前壁坏死心

肌组织约100mg,即刻于液氮中保存。采用Trizol
reagent试剂提取心肌总的RNA,RNA的浓度用紫

外分光光度计测定,cDNA 合成之后,应用 ABI
7500型荧光定量PCR仪检测Bax、Bcl-2及内参β-
actin。Bax上游引物:5'-GTTACAGGG-TTTCA-
TCCAGG-3',下游引物:5'-CGTGTCCACGTCAG-
CAAT-3',扩增长度178bp;Bcl-2上游引物:5'-T-
ACGAGTGGGATACTGGAGA-3',下 游 引 物:5'-
TCAGGCTGGAAGGAGAAG-3',扩增长度80bp;

β-actin上游引物:5'-CGTGCGTGACATTAAAG-
AG-3',下游引物:5'-TTGCCGATAGTGATGAC-
CT-3',扩增长度132bp。循环参数:95℃ 30s;

95℃5s、60℃34s,40个循环;95℃15s、60℃1
min、95℃15s。

统计分析 采用SPSS17.0统计软件处理分

析,正态分布的计量资料以均数士标准差(x±s)表
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示,组间比较行单因素方差分析。

表1 五组大鼠血流动力学指标的比较(x±s)

指标 组别 只数 T0 T1 T2 T3

HR(次/分)

Sham 组 18 320.00±7.96 301.17±6.78 273.17±4.54 251.00±4.92

IR组 18 324.50±9.05 309.83±8.46 274.67±3.16 260.33±2.79

Sufen组 18 318.67±9.82 297.50±10.01 269.33±6.65 249.17±2.27

SL组 18 317.33±2.26 304.83±2.63 274.17±2.60 256.67±2.56

IL组 18 317.83±2.65 302.50±8.78 278.83±2.90 257.00±2.21

MAP(mmHg)

Sham 组 18 119.78±2.54 112.16±2.50 104.89±1.20 105.45±2.85

IR组 18 112.17±0.56 106.28±1.22 95.61±0.75a 90.89±1.36a

Sufen组 18 117.50±1.72 107.50±3.14 99.44±0.95 99.17±1.90

SL组 18 115.22±2.83 107.06±2.79 95.22±2.47a 93.50±2.82a

IL组 18 116.50±1.61 107.33±1.05 95.34±1.20a 91.18±1.40a

  注:与Sham组比较,aP<0.05

结  果

五组大鼠 HR组间组内差异无统计学意义;

T2、T3 时IR、SL和IL组 MAP明显低于Sham组

(P<0.05)(表1)。
再灌注末,IR、Sufen、SL和IL组IS/AAR明显

高于Sham组(P<0.05);Sufen组IS/AAR明显

低于IR、SL和IL组(P<0.05),IR、SL和IL组

IS/AAR差异无统计学意义(图1)。
五组心肌总的 Akt蛋白含量差异无统计学意

义;与Sufen组比较,Sham、IR、SL和IL组磷酸化

Akt蛋白含量明显下降(P<0.05)(图2)。
与Sham 组比较,IR、Sufen、SL和IL组Bax

mRNA的表达明显升高(P<0.05),IR、SL和IL
组Bcl-2mRNA的表达明显降低(P<0.05),Sufen
组Bcl-2mRNA 的表达明显升高(P<0.05);与
Sufen组比较,IR、SL和IL组BaxmRNA的表达

明显升 高,Bcl-2 mRNA 的 表 达 明 显 降 低(P<
0.05)(表2)。

讨  论

心肌梗死是心肌不可逆的损伤,梗死面积是目

前判断缺血-再灌注损伤程度最有效的指标[7],在体

大鼠的心肌缺血-再灌注模型更能够模拟真实的病

理生理变化,因此本实验参照文献[8]选择舒芬太

尼的给药剂量及时间制作舒芬太尼后处理的模型,
结果表明舒芬太尼后处理能够降低心肌梗死面积,

与 之 前 的 研 究 一 致[8]。应 用 PI3K 抑 制 剂

(LY294002)的大鼠,心肌梗死面积与IR组比较并

未减小,揭示LY294002拮抗了舒芬太尼后处理的

心肌保护作用。
在心肌缺血-再灌注损伤的发生机制中,细胞

凋亡起到关键性的作用,而凋亡相关基因的表达

与细胞凋亡相关[5],其中细胞凋亡的启动或抑制

是由凋亡基因和抗凋亡基因的相互作用决定的。

Bcl-2是最主要的抗凋亡基因,多表达于线粒体外

膜、核膜和内质网膜上,其表达可抑制细胞凋亡,
而Bax的表达则可促进细胞凋亡。研究表明大部

分麻醉药物对心肌的保护作用是通过上调Bcl-2
和下调Bax的表达而减少心肌缺血-再灌注损伤引

起的细胞凋亡[3,4,6],本实验研究与上述有关文献

一致。

PI3K/Akt信号通路被认为是细胞内最重要的

生存通路,其最明显的作用是调节细胞凋亡过程,
能够抑制细胞凋亡[5]。目前,已经发现麻醉药物丙

泊酚和七氟醚等可通过激活PI3K/Akt通路,抑制

促凋亡因子活性,减少了缺血-再灌注引起的细胞凋

亡[9,10]。在此通路中 Akt是PI3K 下游的直接靶

点,p-Akt可以抑制促凋亡蛋白Bad、Bax和caspase
的形成,达到抑制凋亡的目的;而GSK3β是Akt下

游的 重 要 靶 酶,PI3K-Akt的 激 活 与 否 决 定 了

GSK3β
[10],磷酸化的GSK3β失去活性,丧失其诱导

细胞凋亡的作用。本实验研究表明,Sufen组心肌

梗死面积明显降低,而使用 PI3K 特异性抑制剂

LY294002后,心肌梗死面积明显增加,提示舒芬太
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注:与Sham 组比较,aP<0.05;与IR 组比 较,bP<0.05;与

Sufen组比较,cP<0.05

图1 五组大鼠再灌注末IS/AAR的比较

注:与Sham 组比较,aP<0.05;与IR 组比 较,bP<0.05;与

Sufen组比较,cP<0.05

图2 五组大鼠心肌总的Akt和磷酸化Akt蛋白含量的比较

表2 五组大鼠心肌Bax和Bcl-2mRNA表达水平的

比较(x±s)

组别 只数 BaxmRNA Bcl-2mRAN

Sham 组 6 1.00±0.00 1.00±0.00

IR组 6 2.83±0.45ab 0.74±0.06ab

Sufen组 6 1.51±0.22a 1.71±0.13a

SL组 6 2.80±0.50ab 0.73±0.08ab

IL组 6 2.79±0.52ab 0.70±0.18ab

  注:与Sham 组比较,aP<0.05;与Sufen组比较,bP

<0.05

尼后处理的心肌保护作用可能与PI3K/Akt通路有

关;用 Westernblot法分析磷酸化Akt,显示舒芬太

尼后处理引起了磷酸化 Akt的增加,而LY294002
抑制了Akt的磷酸化,Akt磷酸化的变化与心肌保

护效应的变化是一致的[5],提示PI3K/Akt信号通

路参与了舒芬太尼后处理的心肌保护,而目前研究

已证明PI3K/Akt信号通路参与细胞凋亡因子Bcl-
2和Bax的调节[5]。

综上所述,舒芬太尼后处理可减轻在体大鼠心

肌缺血-再灌注损伤时细胞的凋亡,其通过PI3K/

Akt信号通路参与调节细胞凋亡因子Bcl-2和Bax
完成,但是具体调节下游的哪些因子还有待进一步

研究。
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