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　 　 【摘要】 　 目的　 观察七氟醚对低温全心缺血－再灌注心律失常心肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白表达的影

响。 方法　 健康成年雄性 ＳＤ 大鼠，体重 ２８０～ ３２０ ｇ，制备 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体心脏灌注模型 ２４ 只，Ｋ⁃Ｈ
液平衡灌流 １５ ｍｉｎ 后，随机分为三组：对照组（Ｃ 组）、低温全心缺血－再灌注组（ ＩＲ 组）和七氟醚组

（Ｓｅｖ 组），每组 ８ 只。 Ｃ 组持续平衡灌流 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液 １０５ ｍｉｎ。 ＩＲ 组 Ｋ⁃Ｈ 液继续灌流 １５ ｍｉｎ 后，采
用 ４ ℃ Ｔｈｏｍａｓ 液 ２０ ｍｌ ／ ｋｇ 使心脏停跳 ６０ ｍｉｎ，心脏周围用 ４ ℃的 Ｔｈｏｍａｓ 液进行保护，在心脏停跳

３０ ｍｉｎ 时追加注射 ４ ℃Ｔｈｏｍａｓ 液 １０ ｍｌ ／ ｋｇ，在心脏停跳 ６０ ｍｉｎ 时再灌注 Ｋ⁃Ｈ 液 ３０ ｍｉｎ。 Ｓｅｖ 组灌注

液为饱含 １ ＭＡＣ 七氟醚的 Ｋ⁃Ｈ 液，其余同 ＩＲ 组。 观察并记录再灌注期间心律失常发生情况、心脏

复跳时间和心律失常持续时间；记录平衡灌注 １５ ｍｉｎ（Ｔ０）、继续灌注 １５ ｍｉｎ ／平衡 ３０ ｍｉｎ（Ｔ１）、再灌

注 １５ ｍｉｎ ／平衡 １０５ ｍｉｎ（Ｔ２）、再灌注 ３０ ｍｉｎ ／平衡 １２０ ｍｉｎ（Ｔ３）的左心室前壁外膜层和内膜层心肌单

相动作电位（ＭＡＰ），计算 ５０％和 ９０％单相动作电位时程（ＭＡＰＤ５０、ＭＡＰＤ９０）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法和免疫

组织化学法检测心肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白相对含量和分布。 结果　 灌注心脏复跳时 ＩＲ 组有 ６ 例发生心

律失常，２ ｍｉｎ 内有 １ 例恢复正常节律；Ｓｅｖ 组有 ２ 例发生心律失常，２ ｍｉｎ 内有均恢复正常节律；ＩＲ 组

心脏复跳时间、心律失常持续时间明显长于 Ｓｅｖ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 Ｔ０和 Ｔ１时比较，Ｔ２—Ｔ３时 ＩＲ 组外膜

层和内膜层 ＭＡＰＤ９０明显延长（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｓｅｖ 组外膜层 ＭＡＰＤ９０明显延长（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｔ２—Ｔ３时 Ｓｅｖ 组

和 ＩＲ 组外膜层和内膜层 ＭＡＰＤ９０明显长于 Ｃ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｓｅｖ 组内膜层和外膜层 ＭＡＰＤ９０明显短于

ＩＲ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＩＲ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白相对含量明显低于 Ｃ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｓｅｖ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白相对含量明

显高于 ＩＲ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｃ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白呈强阳性表达，且具有规则的分布；ＩＲ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白的表达

点状分散分布且无规律；Ｓｅｖ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白呈强阳性表达，且具有规则的分布。 结论　 七氟醚降低

低温全心缺血－再灌注心律失常的发生，其分子机制可能与 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白的表达与分布改善有关。
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ｇｒｏｕｐ Ｓｅｖ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ
ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｋｉｒ２􀆰 １ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 】 　 Ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ； Ｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉｃ ｇｌｏｂａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ； Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ；
Ｋｉｒ２􀆰 １ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 缺血－再灌注心律失常（ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ，
ＲＡ）为缺血心肌恢复血供时的主要并发症，其引发

的血流动力学紊乱与患者预后密切相关［１⁃２］。 课题

组前期研究发现，心肌复极时程延长是 ＲＡ 发生的

电生理基础［３］，而七氟醚可通过缩短心肌复极时程

降低 ＲＡ 的发生风险［４⁃５］。 由 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白构成的内

向整流钾通道电流（Ｉｋ１）是心肌细胞动作电位复极

３、４ 期的关键离子通道［６⁃７］。 研究表明 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白

表达下调可引起动作电位的延长［８］，但七氟醚对低

温全心缺血－再灌注心律失常心肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白

的表达尚不清楚。 因此本研究通过 ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体

心脏低温全心缺血－再灌注心脏模型，建立观察七

氟醚对 ＲＡ 心室肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白表达及分布的影

响，明确其降低 ＲＡ 发生的分子机制。

材料与方法

实验动物与分组　 健康成年雄性 ＳＤ 大鼠（贵州

医科大学实验动物中心提供），体重为 ２８０ ～ ３２０ ｇ。
制备 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体心脏灌注模型 ２４ 只，Ｋ⁃Ｈ 液

平衡灌注 １５ ｍｉｎ 后，随机分为三组：对照组（Ｃ 组）、
低温全心缺血⁃再灌注组（ ＩＲ 组）和七氟醚组（ Ｓｅｖ
组）。 Ｃ 组 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液持续平衡灌注 １０５ ｍｉｎ。 ＩＲ
组 ３７℃ Ｋ⁃Ｈ 液继续灌注 １５ ｍｉｎ 后， 注射 ４ ℃
Ｔｈｏｍａｓ 液 ２０ ｍｌ ／ ｋｇ 使心脏停跳，在心脏停跳 ３０ ｍｉｎ
时追加注射 ４℃Ｔｈｏｍａｓ 液 １０ ｍｌ ／ ｋｇ，当心脏停跳 ６０
ｍｉｎ 时再灌注 Ｋ⁃Ｈ 液 ３０ ｍｉｎ。 Ｓｅｖ 组灌注液为饱含

１ＭＡＣ 七氟醚的 Ｋ⁃Ｈ 液，其余同 ＩＲ 组。
检测心律失常情况和单相动作电位 　 观察并

记录再灌注期间心脏复跳时间、心律失常发生情况

和心律失常持续时间。 于平衡灌注 １５ｍｉｎ（Ｔ０）、继

续灌注 １５ ｍｉｎ ／平衡灌注 ３０ ｍｉｎ （ Ｔ１）、再灌注 １５
ｍｉｎ ／平衡灌注 １０５ ｍｉｎ（Ｔ２）、再灌注 ３０ ｍｉｎ ／平衡灌

注 １２０ ｍｉｎ（Ｔ３）时记录左心室前壁外膜层和内膜层

心室肌单相动作电位 （ＭＡＰ），计算 ＭＡＰ ５０％ 和

９０％的复极时程（ＭＡＰＤ５０和 ＭＡＰＤ９０）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测心室肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白的

相对含量　 取上述实验左心室肌组织，按说明加入

适当细胞裂解液和蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ），冰上匀

浆，运用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒定量。 根据分子

量大小，制备 １２％的分离胶，５％的浓缩胶，上层胶电

压 ８０ Ｖ 下层胶电压 １２０ Ｖ 进行电泳，２００ ｍＡ 恒电

流转膜 ２ ｈ，用封闭液封闭 ２ ｈ，分别孵育兔抗大鼠一

抗（Ｋｉｒ２􀆰 １ 抗体，１ ∶２ ０００）４ ℃过夜，加用辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔二抗（１ ∶８ ０００）室温孵育 １ｈ。
ＥＣＬ 显色后曝光，显影。 以内参 ＧＡＰＤＨ 蛋白条带

光密度值作为标准，计算 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白相对含量。
免疫组织化学法检测心室肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白

的分布　 石蜡包埋组织切片 ３ μｍ 厚，脱蜡、水化；
室温下 ３％过氧化氢孵育 １０ ｍｉｎ，采用高压热修复

法进行抗原修复，分别以兔抗大鼠（Ｋｉｒ２􀆰 １ 抗体）作
为一抗过夜，每张切片加 ５０ μｌ 羊抗兔 ＩｇＧ 抗体⁃
ＨＲＰ 多聚体 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，对每张切片 １００ μｌ
采用 ＤＡＢ 染色液显色，最终显微镜下观察，若出现

棕黄色后立即将切片放入自来水中终止反应。 用

自来水冲洗苏木素复染，脱水透明、中性树胶封片。
以出现棕黄色物质者定为 Ｋｉｒ２􀆰 １ 阳性细胞。 观察

Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白的分布情况。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行数据

分析。 正态分布的计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）
表示，组间比较采用单因素方差分析，组内比较采
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用重复测量资料的方差分析；计数资料比较采用 χ２

检验或 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义。

结　 　 果

离体心脏灌注期间，Ｃ 组无心律失常发生；复跳

时 ＩＲ 组 ６ 例发生心律失常，２ ｍｉｎ 内 １ 例恢复正常

节律；Ｓｅｖ 组 ２ 例发生心律失常，２ ｍｉｎ 内均恢复正

常节律。 ＩＲ 组心脏复跳时间和心律失常持续时间

明显长于 Ｓｅｖ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 １）。

表 １　 ＩＲ 组和 Ｓｅｖ 组大鼠心脏复跳时间和心律失常持续

时间的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数
心脏复跳时间

（ｓ）
心律失常持续时间

（ｍｉｎ）

ＩＲ 组 ８ ２３􀆰 ６±５􀆰 ２ ６􀆰 ９±１􀆰 ７

Ｓｅｖ 组 ８ １２􀆰 ４±４􀆰 ８ａ ３􀆰 ３±１􀆰 １ａ

　 　 注：与 ＩＲ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５

表 ２　 三组大鼠心室肌不同部位不同时点 ＭＡＰＤ５０的比较（ｍｓ，􀭵ｘ±ｓ）

部位 组别 只数 Ｔ０ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３

Ｃ 组 ８ １７􀆰 ７±２􀆰 ０ １６􀆰 ６±２􀆰 ９ １６􀆰 １±３􀆰 ８ １７􀆰 ９±２􀆰 ４

外膜层 ＩＲ 组 ８ １７􀆰 ５±３􀆰 ２ １６􀆰 ２±１􀆰 ７ １６􀆰 １±２􀆰 ６ １７􀆰 １±２􀆰 ５

Ｓｅｖ 组 ８ １７􀆰 ３±３􀆰 ２ １５􀆰 １±２􀆰 ３ １７􀆰 １±４􀆰 ２ １７􀆰 ８±２􀆰 ６

Ｃ 组 ８ １８􀆰 ８±２􀆰 ２ １６􀆰 ０±０􀆰 ７ １５􀆰 ３±３􀆰 ７ １６􀆰 ０±３􀆰 ６

内膜层 ＩＲ 组 ８ １８􀆰 ９±１􀆰 ０ １６􀆰 ４±４􀆰 ９ １５􀆰 ３±４􀆰 ０ １７􀆰 ５±３􀆰 ９

Ｓｅｖ 组 ８ １８􀆰 ２±２􀆰 ９ １５􀆰 ９±３􀆰 １ １８􀆰 ９±３􀆰 ６ １７􀆰 ９±３􀆰 ８

表 ３　 三组大鼠心室肌不同时点 ＭＡＰＤ９０的比较（ｍｓ，􀭵ｘ±ｓ）

部位 组别 只数 Ｔ０ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３

Ｃ 组 ８ ３４􀆰 ７±４􀆰 ０ ３３􀆰 ６±２􀆰 ９ ３３􀆰 ９±３􀆰 ８ ３２􀆰 ９±２􀆰 ４

外膜层 ＩＲ 组 ８ ３３􀆰 ５±３􀆰 ２ ３４􀆰 ２±１􀆰 ７ ４７􀆰 １±２􀆰 ６ａｂｃ ４５􀆰 １±２􀆰 ５ａｂｃ

Ｓｅｖ 组 ８ ３４􀆰 ３±３􀆰 ２ ３３􀆰 １±２􀆰 ３ ３９􀆰 １±４􀆰 ２ａｂｃｄ ３７􀆰 ８±２􀆰 ６ａｂｃｄ

Ｃ 组 ８ ３９􀆰 ８±２􀆰 ２ ３６􀆰 ０±０􀆰 ７ ３５􀆰 ３±３􀆰 ７ ３６􀆰 ６±３􀆰 ６

内膜层 ＩＲ 组 ８ ３９􀆰 ９±３􀆰 １ ３５􀆰 ４±４􀆰 ９ ４７􀆰 ３±４􀆰 ０ａｂｃ ４７􀆰 ５±３􀆰 ９ａｂｃ

Ｓｅｖ 组 ８ ３９􀆰 ２±２􀆰 ９ ３５􀆰 ９±３􀆰 １ ３９􀆰 ９±３􀆰 ６ｃｄ ３７􀆰 ９±３􀆰 ８ｃｄ

　 　 注：与 Ｔ０比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｔ１比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５；与 Ｃ 组比较，ｃＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｄＰ＜０􀆰 ０５

　 　 三组间外膜层和内膜层组内组间 ＭＡＰＤ５０差异

无统计学意义（表 ２）。
与 Ｔ０和 Ｔ１时比较，Ｔ２—Ｔ３时 ＩＲ 组外膜层和内

膜层 ＭＡＰＤ９０明显延长，Ｓｅｖ 组外膜层 ＭＡＰＤ９０明显

延长（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｔ２—Ｔ３时 Ｓｅｖ 组和 ＩＲ 组外膜层和

内膜层 ＭＡＰＤ９０明显长于 Ｃ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｓｅｖ 组内

膜层 和 外 膜 层 ＭＡＰＤ９０ 明 显 短 于 ＩＲ 组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（表 ３）。

Ｃ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白呈强阳性表达，且具有规则的

分布；ＩＲ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白的表达点状分散分布且无规

律；Ｓｅｖ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白呈强阳性表达，且具有规则的

分布（图 １）。
与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白相对含量明显

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＩＲ 组比较，Ｓｅｖ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白相

对含量明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｃ 组和 Ｓｅｖ 组 Ｋｉｒ２􀆰 １
蛋白相对含量差异无统计学意义（图 ２）。

讨　 　 论

缺血⁃再灌注心律失常（ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ，
ＲＡ）是指冠状动脉闭塞或心肌血流阻断后恢复心肌

再灌注所致的心律失常。 近年来，随着麻醉、心脏
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图 １　 三组大鼠心室肌组织中 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白分布免疫组化染色图（×４００）

注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 三组大鼠心室肌组织中 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白相对含量

外科、术后护理及心肺转流等技术的进步，心脏外

科手术的效果得到了显著的改善［９］。 然而，心肺转

流心内直视手术过程中心肌血流完全阻断，尽管采

用低温高钾停跳等措施保护心肌，但 ＲＡ 仍然是心

内直视手术心脏复跳时的主要并发症，其发生率可

高达 ８０％［１－２］，直接影响此类手术的成败和患者临

床结局。
课题组前期研究表明低温全心缺血－再灌注心

肌复极时程延长是 ＲＡ 的重要电生理机制［３］，且七

氟醚可通过缩短缺血－再灌注心肌复极时程而改善

缺血－再灌注期间心律失常发生情况［４⁃５］。 离子通

道表达或功能异常是心律失常发生的病理生理基

础。 通道存在于心室肌细胞， 主要作用是维持静息

膜电位的稳定和可兴奋细胞的兴奋。 Ｉｋ１ 的主要组

成成份是 Ｋｉｒ２􀆰 １， 由 ＫＣＮＪ２ 基因编码， 是构成心肌

细胞动作电位复极末期的主要电流通道之一［１０⁃１１］。
研究显示， 心肌肥厚、心肌梗死、急性缺血性心肌等

病理性心肌病时， 心肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白表达下调

引起的 Ｉｋ１ 下降可导致静息膜电位去极化并延长动

作电位时程， 增加心律失常风险［１２⁃１３］。 本研究发

现，离体心脏缺血－再灌注大鼠心室肌 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白

表达减少，同时 ＭＡＰＤ 延长，从而使得心律失常发

生风险增加，且七氟醚的使用可改善这一情况。
心肌细胞的单相动作电位时程 （ ｍｏｎｏｐｈａｓｉｃ

ａｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｕｒａｔｉｏｎ，ＭＡＰＤ）代表着动作电位的 ０
～３ 相电位水平，反映心肌细胞复极化的过程。
ＭＡＰＤ５０反映动作电位的 ２ 相，此期由 Ｃａ２＋ 内流与

Ｋ＋外流而形成，主要涉及 Ｌ 型钙电流（ＩＣａ⁃ｌ）、内向整

流钾电流快激活成分（ Ｉｋｒ）及内向整流钾电流的慢

激活成分（Ｉｋｓ）。 ＭＡＰＤ９０代表复极化的 ３ 相，该期主

要与 Ｋ＋外流相关，主要涉及 Ｉｋｒ和 Ｉｋｓ ［１４⁃１５］。 本实验

结果显示七氟醚可缓解低温全心缺血⁃再灌注心律

失常心室肌细胞复极时程 ＭＡＰＤ９０。
本实验结果显示七氟醚可明显上调低温全心

缺血－再灌注心室肌组织 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白的表达，并改

善其分布情况，且使得缺血－再灌注心肌复极时程

缩短，心律失常发生风险降低，提示七氟醚可能通

过调控 ＩＫ１通道而缓解再灌注心律失常得发生，其具

体机制有待进一步深入研究。
综上所述，七氟醚通过调控 Ｋｉｒ２􀆰 １ 蛋白表达及

分布而缩短低温全心缺血－再灌注心室肌复极时

程，改善缺血－再灌注心律失常的发生。
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《临床麻醉学杂志》中英文摘要撰写规范

论著文章须有中、英文摘要，内容必须包括目的（Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ）、方法（Ｍｅｔｈｏｄｓ）、结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）和结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）四个部分，
目的主要是回答为什么进行此项研究，说明提出问题的理由，表明研究的范围和重要性。 方法中应简要说明研究课题的基本

设计，所用的原理，条件，对象，材料，设备，如何分组对照，研究范围精确度，观察的指标等。 结果部分应写出本研究的主要数

据，被确定的关系，观察结果，得到的效果，有何新发现。 结论是结果内容的升华，是由结果推论而出，是结果的分析，研究的

比较，评价，应用，假设，启发，建议及预测等。 摘要应具有独立性，即不阅读全文就能获得必要的信息，采用第三人称撰写，不
用“本文”、“作者”等主语，不加评论和解释，摘要中首次出现的缩略语、代号等，非公认公知者，须注明全称。 考虑篇幅的限

制，中文摘要可简略些，一般 ３００～５００ 字，英文摘要与中文摘要原则上相对应，考虑到国外读者的需要，可更详细，一般 ５００ 个

实词左右。 英文摘要尚应包括文题（仅第一个字母大写）、所有作者姓名（姓在前，名在后；姓全大写，名字仅首字母大写）、第
一作者单位名称和科室、所在城市名、邮政编码及国名。
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