
!基础研究!

3

/5

脂肪酸后处理对大鼠缺血再灌注心肌抗氧化作用的影响"
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脂肪酸后处理对离体大鼠缺血再灌注心肌抗氧化作用的影响&方法
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组*持续灌注组"

#

组$)缺血再灌注组"

2

组$)缺血后处理组"
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脂肪酸后处理组"

\

组$&建立
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离体大鼠

心脏缺血再灌注模型!

#

组持续灌注
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!其余各组均平衡灌注
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!全心缺血
5,(C9

!再灌注
=,(C9

!
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组在再灌注开始前

进行
-

个循环的复灌
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%缺血
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!
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组在再灌注开始前用
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脂肪酸灌注
"!(C9

&灌流结束后取左心室心肌测定超氧化物歧

化酶"

Xb\

$)丙二醛"

&\#

$)乳酸脱氢酶"

%\>

$水平#透射电镜下观察心肌线粒体形态结构的改变!
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染色计算心肌梗死面

积&结果
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与
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组相比!
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组的大鼠心肌线

粒体损伤程度明显减轻!心肌梗死面积明显缩小"
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脂肪酸后处理可提高离体大鼠心脏缺血再灌注后心肌组

织
Xb\

的水平!改善心肌抗氧化能力!减轻心肌细胞线粒体损伤&

关键词#脂肪酸类!
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随着心脏外科体外循环手术及冠脉介入治疗的广泛开展#

心肌缺血再灌注损伤的防治也受到越来越多的重视)

*,,5

年

kJHB

等'

"

(发现心肌缺血后在再灌注前进行短暂的心肌缺血再

灌注能减轻随后的心肌缺血再灌注损伤#提出了缺血后处理的

概念#为缺血再灌注损伤的防治提供了一个新的思路及方向)

研究发现对已缺血的心肌于再灌注开始时给予适量药物#可产

生类似于后处理的心肌保护作用#即药物模拟后处理'

*/-

(

)药

物模拟后处理的可操作性明显强于常规意义上的缺血后处理)
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脂肪酸属于多不饱和脂肪酸#主要包括
!

/

亚麻酸*二十碳

五烯酸和二十二碳六烯酸等'

!

(

)近年来的研究表明
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脂肪

酸有抗炎*调节免疫及脏器保护的作用#具有较好的临床应用

前景)
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脂肪酸预处理已经被证实在新西兰兔缺血再灌注

损伤的过程中可以起到抗氧化及心肌保护作用'

7

(

#但
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脂肪

酸后处理是否也能起到相应的作用尚缺乏相关研究)本实验

旨在利用离体大鼠心脏缺血再灌注损伤模型观察
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脂肪酸

后处理是否也可以减轻心肌缺血再灌注损伤导致的氧化损伤#

从而起到理想的心肌保护作用#并初步探讨其机制)
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限公司&%
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心脏
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灌流装置$成都仪器厂&%

2X"*-X

电

子天平$赛多利斯科学仪器有限公司&%

$2/",$>

测试仪$赛多

利斯科学仪器有限公司&%尼康高倍光学显微镜$日本
)CUB9

WQIC

S

EF

#

W-,,

&%电子显微镜等%超氧化物歧化酶$

Xb\

&测定试

剂盒*丙二醛$

&\#

&测定试剂盒*乳酸脱氢酶$

%\>

&试剂盒*

考马斯亮兰蛋白定量试剂盒均购自南京建成生物医学工程研
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重庆医学
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年
"
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"

期
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基金项目#广东省医学科学技术研究基金资助项目$

1X@dd*,,<""",57*5,*"=6-""*7,!"!

&)

!

#

!

通讯作者#

@FI

!$

,*,

&

7"7-5*<"

%

W/

(HCI

!

GB9

:D

CH9

#

JBG(HCI+QB(

)



表
"

!!

各组再灌注末期酶学指标的比较%
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Xb\
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持续灌注组
-7-6+66j"755+<- "+7-j,+"- 56-+=<j56+7*

缺血再灌注组
"77,*+6*j"<!*+76

"

5+"-j,+6-

"

*76+,=j*5+,"

"

缺血后处理组
""==6+*=j"5=-+56

"#

*+-,j"+"-

"#

5,*+5*j-*+5!

"
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脂肪酸后处理组
",,<=+5*j!"=+6*

"#*

*+5<j,+!-

"#*

5"<+6*j-7+"5

"#*

!!

"

!

"

$

,+,!

#与持续灌注组比较%

#

!

"

$

,+,!

#与缺血再灌注组比较%

*

!

"

$

,+,!

#与缺血后处理组比较)

究所#

]/>

液成分均为国产分析纯试剂)

B+C

!

实验动物及分组
!

X$̂

级雄性
X\

大鼠
7,

只'广东省广

州中医药大学实验动物中心#合格证号!

X0c]

$粤&

*,,</

,,*,

(#体质量
*,,

"

5,,

:

)随机分为持续灌注组$

#

组&*缺血

再灌注组$

2

组&*缺血后处理组$

0

组&及
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脂肪酸后处理组

$

\

组&#每组
"!

只)

B+D

!

方法

B+D+B

!

大鼠心脏
%H9

:

F9ABKRR

模型建立
!

X\

大鼠经腹部注射

肝素
",,,_

"

U

:

抗凝#

5,(C9

后经腹部注射戊巴比妥钠
!,

(

:

"

U

:

麻醉)将大鼠仰卧固定于动物手术台上#开胸后迅速

取下心脏置于
%H9

:

F9ABKRR

灌注装置上#用
=!;b

*

*

!;0b

*

饱

和的
56` ]KF?E/>F9EFIFCG

液$

]/>

液&灌注主动脉根部#流量

为
"!(%

"

(C9

#维持主动脉根部压力为
<,(( >

:

#灌注压维

持在
",,Q(>

*

b

#灌流液及心脏周围温度用恒温水浴循环器

维持在
56`

左右#灌注液
S

>

值保持在
6+-

)

#

组持续灌注

"!,(C9

#其余各组均平衡灌注
5,(C9

#全心缺血
5,(C9

#再灌

注
=,(C9

#

0

组在再灌注开始前进行
-

个循环的复灌
*,E

"缺

血
*,E

#

\

组在再灌注开始前用含
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脂肪酸的灌注液灌注
"!

(C9

)
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脂肪酸的终浓度为
"n-,,

$

N

"

Y
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B+D+C

!

心肌细胞氧化损伤和抗氧化指标的检测
!

每组各取
!

只大鼠#取左心室游离壁心肌组织约
",,(

:

#精确称质量后用

剪刀剪碎移入匀浆管内按
1

"

Y3"n=

的比例加入
-`

生理

盐水#在冰浴中进行匀浆#制备成
",,(

:

"

%

的心肌组织匀浆

液#以
-`

低温离心机
5,,,K

"

(C9

离心
"!(C9

#取上清液于液

氮速冻后置于
4<,`

冰箱中保存待用)用考马斯亮兰法测蛋

白含量#

Xb\

采用黄嘌呤氧化酶法测定#

&\#

采用硫代巴比

妥酸$

@2#

&法测定#

%\>

采用可见分光光度计测定#具体操作

均严格按照试剂盒说明书进行)

B+D+D

!

心肌细胞线粒体超微结构的制作与观察
!

每组各取
!

只大鼠#取心尖部用双刀片法迅速制成体积约
,+"((

5 大小

的组织块
*

"

5

块#置入
*+!;

戊二醛溶液中固定$在
"(C9

内

完成上述制作过程&#固定后用
,+"((BI

"

%

磷酸盐缓冲液

$

$2X

&漂洗
5,(C9

#

";

锇酸固定
*J

后再
$2X

漂洗#乙醇*丙

醇逐级脱水#树脂包埋*聚合#最后将标本作超薄切片#黏附于

铜网#以醋酸铀与柠檬酸铅双重染色#通过透射电子显微镜

""!,,

倍放大下进行随机拍照#观察心肌细胞线粒体超微结构

的变化)

B+D+E

!

心肌梗死面积的测定
!

每组各取
!

只大鼠#灌注结束

后迅速将心脏取下#

4<,`

冻存备用)制作标本时将心肌由

心尖部向心底部横向切成
"((

厚的薄片#置于
S

>6+-

的氯

化三苯四氮唑$

@@0

&磷酸盐缓冲液中#

56`

水浴孵育
5,(C9

#

染色过程中不时振荡染色液使之与心肌充分接触#存活心肌呈

砖红色#梗死区呈灰白色#置于玻片上#用尼康高倍光学显微镜

拍照#以
Z(H

:

Fd"+56

软件计算心肌梗死面积百分比$梗死心

肌面积"总心肌面积
8",,;

&)

B+D+F

!

统计学处理
!

采用
X$XX"5+,

软件进行统计学分析#

计量资料以
'j>

表示#多组之间比较应用单因素方差分析#差

异显著再用
X)]

检验)以
"

$

,+,!

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C+B

!

心肌细胞氧化损伤和抗氧化指标的变化
!

与
#

组比较#

心肌缺血再灌注后
2

*

0

*

\

组大鼠心肌细胞
%\>

及
&\#

明

显升高$

"

$

,+,!

&#

Xb\

明显降低$

"

$

,+,!

&)与
2

组比较#

0

组
Xb\

虽然有所升高#但差异无统计学意义$

"

&

,+,!

&%而
\

组
Xb\

明显升高$

"

$

,+,!

&#

%\>

及
&\#

明显降低#差异有

统计学意义$

"

$

,+,!

&#见表
"

)

C+C

!

心肌线粒体超微结构的变化
!

将各组的大鼠心肌组织置

于透射电镜下放大
""!,,

倍观察#可见
#

组大鼠心肌线粒体

体积基本正常#包膜完整#嵴排列整齐*连续#基质密度正常#肌

纤维无明显水肿*断裂%

2

组心肌细胞线粒体大量肿胀变形#嵴

数量明显减少#断裂*溶解成空泡状#线粒体基质电子密度降

低#部分线粒体基质浓缩#电子密度加深而线粒体体积变小#肌

纤维断裂*溶解%

0

组线粒体结构与
2

组相比病变有所改善#但

仍有部分线粒体肿胀变形#嵴断裂#部分线粒体内有空泡形成%

\

组损伤进一步减轻#大部分线粒体正常#仅见个别线粒体轻

度肿胀#嵴数量减少#无明显断裂*溶解$彩插
&

图
"

&)

C+D

!

心肌梗死面积
!

与
#

组相比#

2

*

0

*

\

组的心肌梗死面积

均显著增加$

"

$

,+,!

&)与
2

组相比#

0

*

\

组心肌梗死面积均

显著减少$

"

$

,+,"

&#

0

组与
\

组比较差异无统计学意义$

"

&

,+,!

&#见表
*

)

表
*

!!

各组再灌注末期心肌梗死面积的

!!

比较%

'j>

$

%3!

&

组别 心肌梗死面积

持续灌注组
""+"-j5+,=

缺血再灌注组
5-+"!j5+,7

#

缺血后处理组
*7+=-j*+65

"#

3

/5

脂肪酸后处理组
*5+*<j*+7,

"#

!!

"

!

"

$

,+,"

#与缺血再灌注组比较%

#

!

"

$

,+,!

#与持续灌注组比

较)

D

!

讨
!!

论

导致心肌缺血再灌注损伤的一个最重要的作用机制就是

氧自由基反应)心肌缺血时处于无氧代谢状态#丙酮酸经

%\>

催化生成大量乳酸#导致细胞酸中毒)同时组织中磷酸

肌酸和
#@$

迅速消耗#次黄嘌呤*黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶代谢

增强)当再灌注心肌恢复供氧后#立即产生大量氧自由基#致

使体内抗氧化酶$主要为
Xb\

&活性迅速降低#不能及时清除

再灌注后大量产生的氧自由基#造成细胞膜及亚细胞器膜上脂

质过氧化#进而破坏其结构和功能#导致再灌注损伤'

6/<

(

)

=!
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期



&\#

即为脂质过氧化反应的产物)

本研究结果表明#

3

/5

脂肪酸后处理对离体大鼠心脏缺血

再灌注损伤具有良好的保护作用)与缺血再灌注组比较#缺血

后处理组的
Xb\

虽然有所升高#但差异无统计学意义$

"

&

,+,!

&#而
3

/5

脂肪酸后处理组的
%\>

及
&\#

明显降低$

"

$

,+,!

&#

Xb\

明显升高$

"

$

,+,!

&)说明
3

/5

脂肪酸后处理可

通过减少
%\>

来减轻细胞酸中毒#并起到有效的抗氧化作

用#阻止
Xb\

的消耗#从而明显提高心肌组织
Xb\

的水平#清

除再灌注后大量产生的氧自由基#降低机体的脂质过氧化反

应#从而减轻心肌缺血再灌注损伤)而
3

/5

脂肪酸后处理具体

是通过何种途径减少
%\>

尚有待进一步研究)此外#由于
3

/

5

脂肪酸是一种多不饱和脂肪酸#而氧自由基正是与细胞膜上

的不饱和脂肪酸发生过氧化进而导致细胞膜结构和功能的损

害#所以#

3

/5

脂肪酸也可能作为一种氧自由基清除剂直接与

再灌注后产生的氧自由基发生反应#保护了细胞膜及亚细胞器

膜的结构和功能)

近几年的研究表明#线粒体的损伤与线粒体通透性转换孔

$

&$@$

&的开放有密切的关系)在应激情况下#

&$@$

开放#

引起线粒体基质蛋白的渗透压升高#导致基质水肿#线粒体外

膜损伤#细胞色素
0

与促细胞凋亡因子等释放#线粒体膜电位

被破坏也加速了能量耗竭#稳定的细胞代谢内环境被破坏#最

终导致细胞凋亡或坏死)随着对心肌缺血再灌注损伤的机制

研究逐渐深入#抑制
&$@$

的开放被认为是心肌保护中最有

前途的靶位之一'

=

(

)氧自由基和钙离子在诱导
&$@$

开放中

发挥重要作用'

",

(

)心肌在发生缺血再灌注损伤后可导致氧自

由基大量生成及细胞内钙超载#造成心肌细胞膜及细胞器损

伤)

$JCIC

S

EB9

和
1HKA

'

""

(研究证实
3

/5

脂肪酸可以直接作用

于
)H

i

/0H

*i交换体#使细胞内
0H

*i浓度降低而防止细胞内钙

超载)本研究结果显示#

3

/5

脂肪酸后处理组大鼠的心肌线粒

体肿胀*空泡化*嵴断裂*肌丝排列紊乱等表现均较缺血再灌注

组明显减轻#提示
3

/5

脂肪酸后处理亦可通过保护心肌细胞线

粒体功能而起到减轻缺血再灌注损伤的作用#其保护线粒体功

能的机制可能是通过减少氧自由基及减轻钙超载来抑制

&$@$

的开放)

&Q

:

MC99FEE

等'

7

(在新西兰白兔心肌缺血再灌注模型中发

现#

3

/5

脂肪酸预处理可以诱导心肌细胞热休克蛋白$

>X$

&的

大量表达#降低心肌梗死面积)而
lH(HEJCGH

和
>BEJCAH

'

"*

(的

研究显示
>X$

与
Xb\

之间是协同或链式关系#

Xb\

有可能是

>X$

的下游环节)本研究结果显示#

3

/5

脂肪酸后处理也可以

显著减少离体大鼠心脏缺血再灌注后的梗死面积#伴随的是

Xb\

水平的明显升高#所以#作者猜想
3

/5

脂肪酸后处理也是

通过诱导心肌细胞
>X$

的大量表达#保护心肌细胞#减少了离

体大鼠心脏缺血再灌注后的梗死面积)

综上所述#

3

/5

脂肪酸后处理可提高离体大鼠心脏缺血再

灌注后心肌组织
Xb\

的水平#改善心肌抗氧化能力#减轻心肌

细胞线粒体损伤#降低心肌梗死面积#从而起到减轻心肌缺血

再灌注损伤的作用#其效果与缺血预处理相似)作者认为#

3

/5

脂肪酸后处理有希望在心肌缺血发生后作为一种有效的治疗

方案应用于临床以减轻心肌缺血再灌注损伤导致的心功能

损害)
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