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　 　 【摘要】 　 目的　 评价远隔缺血预处理联合七氟醚后处理对大鼠心肌缺血－再灌注时的影响及

其机制。 方法　 成年雄性 ＳＤ 大鼠 ７５ 只，体重 ２５０～３００ ｇ，成功建立 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体灌注模型的大鼠

心脏之后，采用随机数字表法分为五组（ｎ＝ １５）：对照组（Ｃ 组）、缺血－再灌注组（ ＩＲ 组）、远隔缺血预

处理组（Ｒ 组）、七氟醚后处理组（Ｓ 组）和远隔缺血预处理＋七氟醚后处理组（ＲＳ 组）。 Ｃ 组持续灌注

１５０ ｍｉｎ。 ＩＲ 组给予缺血－再灌注处理。 Ｒ 组给予远隔缺血预处理后，给予缺血－再灌注处理。 Ｓ 组

给予缺血－再灌注处理，于再灌注初给予经 ２􀆰 ４％七氟醚饱和的 Ｋ⁃Ｈ 液灌注 ２ ｍｉｎ。 ＲＳ 组给予远隔缺

血预处理后给予缺血－再灌注处理，于再灌注初给予经 ２􀆰 ４％七氟醚饱和的 Ｋ⁃Ｈ 液灌注 ２ ｍｉｎ。 再灌

注末，采用 １％ ２，３，５ 氯化三苯基四氮唑测定心肌梗死体积百分比。 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测肌酸激脢同

工酶（ＣＫ⁃ＭＢ），白细胞介素⁃８（ ＩＬ⁃８），白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）和肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）浓度。 采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定 Ｔｏｌｌ⁃样受体 ４ （ ＴＬＲ４），高迁移率族蛋白 Ｂ１ （ ＨＭＧＢ⁃１），髓样分化因子 ８８
（ＭｙＤ８８），人核因子 κＢ 抑制蛋白 α（ＩＫＢ⁃α），核因子⁃κＢｐ６５（ＮＦ⁃κＢｐ６５），半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３
（Ｃａｓｐａｓｅ３），Ｂ 淋巴细胞瘤基因－２（Ｂｃｌ⁃２）和 Ｂｃｌ⁃２ 相关蛋白（ＢＡＸ）的蛋白含量。 采用 ＨＥ 染色观察

心肌组织形态学变化。 结果　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组、Ｒ 组、Ｓ 组和 ＲＳ 组心肌梗死体积百分比明显增加，
ＣＫ⁃ＭＢ、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度，ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ⁃１、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５、Ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＢＡＸ 蛋白含量均明

显升高，ＩＫＢ⁃α 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），心肌组织病理形态明显恶化。 与 ＩＲ 组比较，Ｒ
组和 Ｓ 组心肌梗死体积百分比明显减小，ＣＫ⁃ＭＢ、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度，ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ⁃１、ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢｐ６５、Ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＢＡＸ 蛋白含量均明显降低，ＩＫＢ⁃α 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），心肌

组织病理形态明显改善。 与 Ｒ 组和 Ｓ 组比较，ＲＳ 组心肌梗死体积百分比明显减小，ＣＫ⁃ＭＢ、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃
６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度，ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ⁃１、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢｐ６５、Ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＢＡＸ 蛋白含量均明显降低，ＩＫＢ⁃α 和

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），心肌组织病理形态明显改善。 结论　 远隔缺血预处理和七氟

醚后处理均可抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢｐ６５ 信号通路和炎症反应，明显减轻大鼠心肌缺血－再灌注损伤。 两

者联合处理对心肌的保护作用明显优于单独处理。
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ｃａｒｄｉｕｍ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｒ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｓ， ｔｈｅ ｍｙｏ⁃
ｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔ ｓｉｚｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＫ⁃ＭＢ， ＩＬ⁃８， ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α， ＴＬＲ４，ＨＭＧＢ⁃１，ＭｙＤ８８，ＮＦ⁃κＢｐ６５，
Ｃａｓｐａｓｅ３ ａｎｄ ＢＡＸ ｗｅｒｅ ｓｉｇｉｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ ＲＳ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＫＢ⁃α ａｎｄ Ｂｃｌ⁃
２ ｗａｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｒｅｍｏｔｅ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢｐ６５ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ
ｒａｔｓ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ； Ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ； Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ； ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃ｋＢｐ６５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ

　 　 心肌缺血－再灌注损伤是缺血性心脏病常见的

并发症［１］。 已有研究表明，远隔缺血预处理能够对

心肌缺血－再灌注起保护作用［２］。 并且，本课题组

前期研究表明七氟醚后处理可减轻大鼠心肌缺血－
再灌注损伤，发挥心肌保护作用［３－４］。 两者联合应

用能不能对心肌起到更好的保护作用及其机制如

何，目前尚未完全阐明。 本研究探讨远隔缺血预处

理联合七氟醚后处理对大鼠心肌缺血－再灌注损伤

的影响，并进一步研究其机制。

材料与方法

实验动物与分组　 本课题组选择体重为 ２５０ ～
３００ ｇ 的成年雄性清洁级 ＳＤ 大鼠（南昌大学医学院

实验动物中心提供）。 模型大鼠心脏随机分为对照

组（Ｃ 组）、缺血－再灌注组（ ＩＲ 组）、远隔缺血预处

理组（Ｒ 组）、七氟醚后处理组（Ｓ 组）和远隔缺血预

处理＋七氟醚后处理组（ＲＳ 组）。
实验方法与模型 　 Ｃ 组持续恒流灌注预氧合

Ｋ⁃Ｈ 液 １５０ ｍｉｎ。 ＩＲ 组建立 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体灌注模

型，行缺血 ３０ ｍｉｎ，再灌注 １２０ ｍｉｎ。 Ｒ 组大鼠在缺

血前均以同样压力的阻断带阻断右股动脉 ４ 次，每
次缺血 ５ ｍｉｎ，再灌注 ５ ｍｉｎ，以实现远隔缺血预处

理。 Ｓ 组大鼠于再灌注初给予经 ２􀆰 ４％七氟醚饱和

的 Ｋ⁃Ｈ 液灌注 ２ ｍｉｎ。 ＲＳ 组在缺血前给予远隔缺

血预处理，并于再灌注初给予经 ２􀆰 ４％七氟醚饱和

的 Ｋ⁃Ｈ 液灌注 ２ ｍｉｎ ［５］。 ＩＲ 组、Ｒ 组、Ｓ 组和 ＲＳ 组

参考 本 课 题 之 前 的 研 究 配 置 Ｋ⁃Ｈ 液， 建 立

Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体大鼠心肌缺血 － 再灌注损伤模

型［６］。 大鼠腹腔内注射戊巴比妥钠 ４５ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉

后剖开胸骨，取出大鼠心脏。 将取出的心脏置于 ４
℃ 的 Ｋ⁃Ｈ 液中快速冷却，对大鼠主动脉进行插管，
再行对大鼠心脏进行恒速灌流。 用丝线固定心脏，
调节左心室舒张末压 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＥＤＰ）基础值，利用灌注通路的开关控制

冠脉缺血和再灌注。
心肌梗死体积百分比测定　 利用 １％ ２，３，５－氯

化 三 苯 基 四 氮 唑 （ ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｔｒｉａｚｏｌｅ，ＴＴＣ，批号：３６２８８３）测定大鼠心肌缺血再灌

注损伤后的梗死体积。 采用小动物心脏切割器对

再灌注末的大鼠心脏进行横切，将 ５ 块横切后的心

肌组织置于 １％ＴＴＣ 中染色，并在冲洗心肌组织后

行固定。 大鼠心脏的梗死区被 ＴＴＣ 染为灰白色，而
非梗死区则被 ＴＴＣ 染为砖红色。 最后使用 Ａｌｐｈａ
Ｖｉｅｗ 凝胶图像软件对大鼠心肌梗死体积百分比进

行分析。 心肌梗死体积百分比（％）＝ 左心室梗死体

积 ／左心肌总体积×１００％。
心肌组织中 ＣＫ⁃ＭＢ、 ＩＬ⁃８、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度

检测　 于再灌注末取冠脉漏出液 ２ ｍｌ，４ ℃ １ ８００ ｇ
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离心 １５ ｍｉｎ 后，收集上清液后分装保存待用。 采用

双抗体夹心酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定肌酸激酶

同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ）、白细胞介素⁃８（ ＩＬ⁃８）、白细胞介

素⁃６（ＩＬ⁃６）及肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）浓度。 本课

题组根据试剂盒说明书进行实验操作及数据获取。
心肌蛋白含量检测　 再灌注末迅速取下 Ｌａｎｇｅ⁃

ｎｄｏｒｆｆ 模型制备成功的心脏，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测

定心肌组织中 Ｔｏｌｌ⁃样受体 ４（ＴＬＲ４），高迁移率族蛋

白 Ｂ１（ＨＭＧＢ⁃１），髓样分化因子 ８８（ＭｙＤ８８），人核

因子 κＢ 抑制蛋白 α（ ＩＫＢ⁃α），核因子⁃κＢｐ６５（ＮＦ⁃
κＢｐ６５），半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３（Ｃａｓｐａｓｅ３），Ｂ
淋巴细胞瘤基因⁃２（Ｂｃｌ⁃２）和 Ｂｃｌ⁃２ 相关蛋白（ＢＡＸ）
蛋白含量。 按照文献［７］的方法从心肌组织中提取

分离蛋白质，将分离的蛋白质转移至 ＰＶＤＦ 膜后牛

奶封闭。 加入一抗 ＴＬＲ４（１ ∶１ ０００）、一抗 ＨＭＧＢ⁃１
（１ ∶１ ０００）、一抗 ＭｙＤ８８（１ ∶１ ０００）、一抗 ＩＫＢ⁃α（１ ∶
１ ０００）和一抗 ＮＦ⁃κＢｐ６５（１ ∶ １ ０００）、一抗 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ３（１ ∶１ ０００）、一抗 ＢＡＸ（１ ∶１ ０００）、一抗 Ｂｃｌ⁃
２（１ ∶１ ０００）和内参抗⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ（１ ∶２ ０００），４ ℃一抗

孵育过夜。 清洗膜，加入二抗孵育。 ＥＬＣ 显色。 本

课题组利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对各个条带的灰度值均进

行测 定。 以 ＴＬＲ４， ＨＭＧＢ⁃１， ＭｙＤ８８， ＩＫＢ⁃α， ＮＦ⁃
κＢｐ６５，ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３，ＢＡＸ 和 Ｂｃｌ⁃２ 等目的条带

的灰度值与内参条带的灰度值的比值来反映蛋白

含量。
心肌组织病理观察　 再灌注末迅速取下心脏，

实验结束后留取左室，用生理盐水冲去血污，将其

中冲洗干净的 １００ ｍｇ 心脏组织均匀切割。 并利用

４％的多聚甲醛将切割后的心肌片进行固定，将固定

后的心肌片进行石蜡包埋和切片。 最后在光镜下

观察 ＨＥ 染色后的大鼠心肌病理组织形态学变化。
统计分析　 采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ７􀆰 ０ 软件对本

研究中计量资料进行统计分析，以均数±标准差（􀭰ｘ±
ｓ）表示。 其中，组间比较和组内比较分别采用单因

素方差分析和重复测量数据方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义。

结　 　 果

心肌梗死体积百分比 　 再灌注末，与 Ｃ 组比

较，ＩＲ 组、Ｒ 组、Ｓ 组和 ＲＳ 组心肌梗死体积百分比

均明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＩＲ 组比较，Ｒ 组、Ｓ 组和

ＲＳ 组心肌梗死体积百分比均明显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与 Ｒ 组和 Ｓ 组比较，ＲＳ 组心肌梗死体积百分比明

显减少（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 １—２）。

图 １　 五组大鼠心机标本

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｒ 组

比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 五组大鼠心肌梗死体积百分比

ＣＫ⁃ＭＢ，ＩＬ⁃８， ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度 　 与 Ｃ 组比

较，ＩＲ 组、Ｒ 组、Ｓ 组和 ＲＳ 组 ＣＫ⁃ＭＢ，ＩＬ⁃８，ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 浓度均明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＩＲ 组比较，Ｒ
组、Ｓ 组和 ＲＳ 组 ＣＫ⁃ＭＢ，ＩＬ⁃８，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度均

明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｒ 组和 Ｓ 组比较，ＲＳ 组 ＣＫ⁃
ＭＢ，ＩＬ⁃８，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 浓度均明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）
（图 ３—６）。

ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢｐ６５ 信号通路蛋白含量 　
与 Ｃ 组比较， ＩＲ 组、 Ｒ 组、 Ｓ 组和 ＲＳ 组 ＴＬＲ４，
ＨＭＧＢ⁃１，ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 蛋白含量明显升高，
ＩＫＢ⁃α 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＩＲ 组比较，
Ｒ 组、Ｓ 组和 ＲＳ 组 ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ⁃１、ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃
κＢｐ６５ 蛋白含量明显降低，ＩＫＢ⁃α 蛋白含量明显升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｒ 组和 Ｓ 组比较，ＲＳ 组 ＴＬＲ４、
ＨＭＧＢ⁃１、ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 蛋白含量明显降低，
ＩＫＢ⁃α 蛋白含量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，图 ７—１１）。

Ｃａｓｐａｓｅ３，ＢＡＸ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达 　 与 Ｃ 组比

较，ＩＲ 组、Ｒ 组、Ｓ 组和 ＲＳ 组 Ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＢＡＸ 蛋白
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｒ 组

比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５

图 ３　 五组大鼠心肌 ＣＫ⁃ＭＢ 浓度

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｒ 组

比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 五组大鼠心肌 ＩＬ⁃８浓度

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 五组大鼠心肌 ＩＬ⁃６浓度

含量明显升高，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与 ＩＲ 组比较，Ｒ 组、Ｓ 组和 ＲＳ 组 Ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＢＡＸ
蛋白含量明显降低，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；与 Ｒ 组和 Ｓ 组比较，ＲＳ 组 Ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ＢＡＸ
蛋白含量明显降低，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白含量明显升高（Ｐ＜
０􀆰 ０５，图 １２－１４）。

心肌组织病理观察　 Ｃ 组心肌细胞结构学和形

态学上均无明显异常表现，心肌细胞结构清晰，只
有少许炎性细胞浸润其中；而 ＩＲ 组心肌细胞结构学

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｒ 组

比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５

图 ６　 五组大鼠心肌 ＴＮＦ⁃α浓度

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 五组大鼠心肌 ＴＬＲ４ 蛋白含量

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 五组大鼠心肌 ＨＭＧＢ－１ 蛋白含量

和形态学上均出现异常表现，心肌纤维排列紊乱，
大量心肌细胞结构模糊，心肌细胞明显水肿且有大

量炎性细胞浸润；与 ＩＲ 组大鼠心肌组织比较，Ｒ 组

和 Ｓ 组心肌纤维排列更加整齐，心肌细胞水肿程度
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注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 五组大鼠心肌 ＭｙＤ８８ 蛋白含量

和炎性细胞浸润数量均明显减少。 与 Ｒ 组和 Ｓ 组

大鼠心肌组织比较，ＲＳ 组心肌组织病理形态明显改

善（图 １５）。

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 五组大鼠心肌 ＩＫＢ⁃α蛋白含量

讨　 　 论

本实验参照文献［８］中介绍的方法，利用灌注

通路的开关控制冠脉缺血 ３０ ｍｉｎ，灌注 １２０ ｍｉｎ，建
立 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体灌注模型。 结果显示离体心肌

缺血－再灌注模型制备成功。 参考之前文献中采用

的方法［９－１０］和预实验结果，本研究选择缺血 ５ ｍｉｎ，
再灌注 ５ ｍｉｎ，反复 ３ 次进行缺血预处理，并选择于

再灌注初给予经 ２􀆰 ４％ 七氟醚饱和的 Ｋ⁃Ｈ 液灌注 ２
ｍｉｎ 进行七氟醚后处理。

本实验结果显示，单独远隔缺血预处理和七氟

醚后处理均能够降低心肌梗死体积百分比和 ＣＫ⁃
ＭＢ，抑制心肌组织病理形态恶化，减轻心肌缺血－再

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 １１　 五组大鼠心肌 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 蛋白含量

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 １２　 五组大鼠心肌 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白含量

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 １３　 五组大鼠心肌 ＢＡＸ 蛋白含量

灌注损伤，发挥心肌保护作用。 另外，结果显示远
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注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜ ０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｒ 组比

较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｓ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５。

图 １４　 五组大鼠心肌 Ｂｃｌ⁃２蛋白含量

隔缺血预处理联合七氟醚后处理可明显减轻大鼠

缺血－再灌注时心肌损伤，发挥较远隔缺血预处理

或七氟醚后处理单独使用时更强的心肌保护作用。
缺血－再灌注时发生的心肌损伤常常伴随着序

贯的炎症反应，该炎症反应以炎症细胞浸润和细胞

图 １５　 五组大鼠心肌组织病理改变的 ＨＥ 染色图（×２００ 倍）

因子产生为特征。 大量研究表明，炎症反应是心肌

缺血－再灌注损伤的重要作用机制之一。 调控缺血

再灌注后诱发的剧烈炎症反应至关重要，有效的调

控能够在一定程度上减弱心肌缺血 －再灌注损

伤［１１］。 ＴＮＦ⁃α 在机体各个方面均发挥着至关重要

的功能性作用，包括炎症介质反应、免疫应答调节

和血管修复再生等［１２］。 缺血－再灌注可诱发产生

ＴＮＦ⁃α，其通过激活黄嘌呤氧化酶而产生活性氧自

由基，两者形成恶性循环，不断加重原有的心肌缺

血－再灌注损伤。 并且，单核细胞、活化的 Ｔ 细胞、
内皮细胞、巨噬细胞、成纤维细胞和表皮细胞等在

ＴＮＦ⁃α 的诱导下合成分泌 ＩＬ⁃８。 ＩＬ⁃８ 是一种强趋化

因子，对中性粒细胞具有特异性的趋化和活化作

用，可诱导中性粒细胞产生呼吸爆发，释放超氧化

物和溶酶体酶环，并导致血管内皮细胞功能障

碍［１３］。 当心肌发生缺血－再灌注时可促进浸润炎症

细胞合成和释放大量白介素因子，通过激活 ＩＣＡＭ⁃１
信号因子促进组织内炎症细胞的大量浸润［１４］。 本

研究结果显示，单独远隔缺血预处理和七氟醚后处

理均能够抑制心肌缺血－再灌注损伤后的炎症反

应，并且远隔缺血预处理联合七氟醚后处理可明显

抑制炎症反应，其抑制炎症反应作用优于单独使用。
另外，心肌炎症反应调节机制十分复杂，多种

模式识别受体参与其中。 ＨＭＧＢ⁃１ 激活 ＴＬＲ４，启动

心肌缺血－再灌注损伤的炎症反应［１５］。 ＴＬＲ４ 作为

炎症反应的一个闸门，通过调节 ＭｙＤ８８ 介导的 ＮＦ⁃
κＢｐ６５ 信号转导通路激活免疫和炎症反应，在炎症

反应中起到关键作用［１６］。 生理条件下，ＮＦ⁃κＢｐ６５
以一种无活性的状态与抑制性蛋白 ＩＫＢ 在胞质中

相结合；而在缺血－再灌注损伤等作用下，ＩＫＢ 磷酸

化并降解，ＮＦ⁃κＢｐ６５ 由胞质转移到胞核，启动后续

重要炎症反应。 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢｐ６５ 信号通路

介导的炎症反应在心肌缺血－再灌注损伤中发挥重

要的作用。 研究显示，远隔缺血预处理联合七氟醚

后处理较单独远隔缺血预处理和七氟醚后处理，可
更明显抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢｐ６５ 信号通路，发
挥其对缺血－再灌注时心肌的重要保护作用。

缺血－再灌注损伤后心肌细胞具有多种死亡方

式，其 中 心 肌 细 胞 凋 亡 是 重 要 的 死 亡 方 式 之

一［１７－１８］。 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在细胞凋亡过程中发挥

着重要的执行作用，以其为代表的 Ｃａｓｐａｓｅ 家族可

介导凋亡的蛋白酶级联反应，进而促使细胞内 ＤＮＡ
和蛋白质结构破坏，功能消失。 另外，抗凋亡 Ｂｃｌ⁃２
基因可明显抑制多种细胞损伤诱因，有效增加机体

各种细胞的存活时间进而减缓细胞凋亡。 但是，本
身具有促凋亡功能的 Ｂａｘ 基因可以明显减弱抗凋亡

Ｂｃｌ⁃２ 基因的细胞保护作用。 本实验组采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 法测定再灌注末各组 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３，ＢＡＸ 和

Ｂｃｌ⁃２ 的蛋白含量。 结果显示，远隔缺血预处理或七

氟醚后处理的单独应用能够明显降低凋亡相关蛋

白含量，并且远隔缺血预处理联合七氟醚后处理可

明显抑制细胞凋亡，其抑制强度作用优于单独使用。
综上所述，远隔缺血预处理联合七氟醚后处理

可抑制缺血－再灌注后 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢｐ６５ 信

号通路和炎症反应，进而明显降低心肌细胞的凋亡

程度，明显减轻大鼠缺血－再灌注时心肌损伤，发挥
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对大鼠心肌缺血－再灌注的保护作用。 并且，二者

联合处理对心肌的保护作用明显优于单独处理。
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·消息·

《临床麻醉学杂志》２０２０ 年度征订通知

《临床麻醉学杂志》系麻醉学和相关学科的专业学术期刊，１９８５ 年 ３ 月创刊。 目前，本刊被国内三大核心数据库收录，包
括“中国科技论文统计源期刊”（中国科技核心期刊），中国科学院文献情报中心“中国科学引文数据库（ＣＳＣＤ）来源期刊”，北
大图书馆《中文核心期刊要目总览》（中文核心期刊）。 中国科学技术信息研究所《２０１８ 年版中国科技期刊引证报告（核心

版）》显示，本刊核心总被引频次为 ２６６０，核心影响因子为 １􀆰 ２９２，在外科学综合类期刊中排在第 ３ 位。 ２０１４ 年 ９ 月和 ２０１７ 年

１０ 月，本刊分别入选中国科学技术信息研究所“第三届中国精品科技期刊”和“第四届中国精品科技期刊”，即“中国精品科技

期刊顶尖学术论文（Ｆ５０００）”项目来源期刊。
本刊中国标准连续出版物号 ＣＮ ３２⁃１２１１ ／ Ｒ，ＩＳＳＮ １００４⁃５８０５。 ２０２０ 年度本刊仍从邮局发行，邮发代号 ２８⁃３５，大 １６ 开本，

每期 １０４ 页，每月 １５ 日出版，１５ 元 ／期，全年 １８０ 元（含邮费）。 请到当地邮局或中国邮政网（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｋ．１１１８５．ｃｎ ／ ｉｎｄｅｘ．ｄｏ）订
阅，或与本刊编辑部联系，地址：南京市鼓楼区紫竹林 ３ 号《临床麻醉学杂志》编辑部，邮编：２１０００３，电话：０２５⁃８３４７２９１２，Ｅｍａｉｌ：
ｊｃａ＠ ｌｃｍｚｘｚｚ．ｃｏｍ。
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