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"

要!目的
"

探讨猪心肌梗死不同区域细胞凋亡的分布%方法
"

滇南小耳猪
#"

只!随机分为两组!每组
2

只%"

#

#假手术

组"

.

组#!在
e

线的监控下!经右股动脉置入冠状动脉球囊导管至左前降支!不行冠脉封堵心肌缺血&"

!

#缺血再灌注组"

=

,

<

组#!

冠脉球囊扩张阻断冠脉血流
+"J;5

致心肌缺血!撤除球囊恢复冠脉灌注%再灌注
(!G

!行猪心肌末端标记法"

Nh-Z3

法#检测凋

亡细胞及免疫组化法检测
O7:B!

和
O6%

的蛋白表达%结果
"

再灌注后
(!G

!

.

组未发生心肌梗死及心肌细胞凋亡!

=

,

<

组在心肌

梗死区$边缘区$非梗死区的心肌组织均存在细胞凋亡现象!梗死区和边缘区的心肌细胞凋亡指数"

C=

#明显高于非梗死区!且相

应区域的
O6%

蛋白表达及
O6%

,

O7:B!

比值均较非梗死区增加"

!

#

"@"2

#%结论
"

猪心肌缺血再灌注损伤后心肌梗死区$梗死边缘

区$非梗死区均存在心肌细胞凋亡现象!细胞凋亡主要分布在梗死区和边缘区%

关键词!再灌注损伤&细胞凋亡&猪

>?;

%

#"@,A+A

)

&

@;''5@#+(#B*,1*@!"#!@##@"!,

文献标识码!

C

文章编号!

#+(#B*,1*

"

!"#!

#

##B##""B",

P188N

0

8/4.8-(62/8986/51,:49518.46O/8

0

8/:)94,-4-

A

)/

+

6-*.

+

,56/*4626

0

,

0

(,9494-9;4-8

!

:.%/*+>$+

#

$

I.'=*'

!

$

M*%

(

K.

B

+%

(

#

$

=*%

(

8.+,#.

,

$

2.'-#+C+%

!

$

:#$%2+

@

.*%

1

!

#O)$

B

*75>$%5'

6

3"E

,

!O)$

B

*75>$%5'

6

"*7?+'C'

(<

$

5#$H+745R

66

+C+*5$?/'4

B

+5*C'

6

;.%>+%

(

D$?+9*C

"'CC$

(

$

$

;.%>+%

(

$

K.%%*%+2"",#

$

"#+%*

,

,O)$

B

*75>$%5'

6

"C+%+92*0'7*5'7

<

"$%57$

$

5#$H+745R

66

+C+*5$?/'4

B

+5*C'

6

;.%>+%

(

D$?+9*C"'CC$

(

$

$

;.%>+%

(

$

K.%%*%+2"",!

$

"#+%*

,

1O)$

B

*75>$%5'

6

!*5#'C'

(<

$

;.%>+%

(

D$?+9*C"'CC$

(

$

$

;.%>+%

(

$

K.%%*%+2"",#

$

"#+%*

"

?79(/65(

%

@7

A

85(4<8

"

N?;5Q8'M;

$

6M8MG8>;'M9;_4M;?5?̂6

L

?

L

M?';'?5>;̂̂8985M6986;5

L

;

$

'H;MGJ

K

?769>;6:;5̂697M;?5@B8(1,*9

"

N85D;65565'J6::B869

L

;

$

'H898>;Q;>8>;5M?MH?

$

9?4

L

'

!

%]2

"

965>?J:

K

%

.G6JB?

L

896M8>

!

.

"

$

9?4

L

65>;'7G8J;6B98

L

89̂4';?5

!

=

)

<

"

$

9?4

L

@=5.

$

9?4

L

$

_6::??576MG8M89H6'

L

?';M;?58>;5MG8J;>B>;'M6::8̂M65M89;?9>8'785>;5

$

!

3CD

"

Q;69;

$

GM̂8J?96:69M89

K

45B

>89̂:4?9?'7?

L

;7

$

4;>6578

$

H;MG?4M;'7G8J;6@=5=

)

<

$

9?4

L

$

MG8_6::??5H6';5̂:6M8>65>?77:4>8>MG83CD ?̂9+"J;54M8'@CM(!G6̂B

M8998

L

89̂4';?5

$

;5̂697M;?5';a8H898J86'498>_

K

!

$

,

$

2BM9;

L

G85

K

:M8M96a?:;4J7G:?9;>8

!

NN0

"

'M6;5;5

$

@NG86

L

?

L

M?M;778::';5MG8J

K

B

?769>;4JH898>8M89J;58>H;MGM89J;56:>8?%

K

547:8?M;>

K

:M965'̂896'8BJ8>;6M8>>hNPB̂:4?98'78578;55;7̀ 85>

!

Nh-Z3

"

J8MG?>

$

65>

L

9?M8;58%

L

98'';?5?̂ O7:B!65>O6%H898>8M87M8>_

K

;JJ45?G;'M?7G8J;76:656:

K

';'@C89)2(9

"

CM(!G6̂M8998

L

89̂4';?5

$

MG898

H6'5?J

K

?769>;6:;5̂697M;?565>6

L

?

L

M?';';5.

$

9?4

L

@=5=

)

<

$

9?4

L

$

6

L

?

L

M?M;7;5>8%

!

C=

"

?̂;5̂697M8>a?5865>_?9>89a?58H898

';

$

5;̂;765M:

K

G;

$

G89MG65MG?'8;55?5B;5̂697M8>a?58

$

6'H8::6'O6%

L

9?M8;58%

L

98'';?5'65>O6%

)

O7:B!96M;?;57986'8>

$

986M:

K

7?JB

L

698>H;MGMG6M;55?5B;5̂697M8>a?58

!

!

#

"@"2

"

@D,-52)94,-

"

NG898H8986

L

?

L

M?M;778::';5;5̂697M8>a?58

$

_?9>89a?5865>5?5B;5B

6̂97M8>a?586̂M89=

)

<;5

&

49

K

@X?'M?̂MG8'86

L

?

L

M?M;778::'H898;5;5̂697M8>a?5865>_?9>89a?58@

E8

+

;,/*9

%

8

L

89̂4';?5;5

&

49

K

,

6

L

?

L

M?';'

,

'H;58

""

研究显示$细胞坏死及凋亡均参与心肌缺血再灌注损伤$

细胞凋亡可能是心肌缺血再灌注损伤发病机制中的重要环

节*

#B,

+

#目前缺血再灌注损伤后心肌组织是否存在细胞凋亡$

且凋亡在心肌梗死区&梗死边缘区&非梗死区的各个区域的分

布情况文献报道并不一致*

#

$

1B2

+

#本研究属系列课题$采用体

型较大且和人类冠脉最为相似的猪作为实验动物$在建立猪闭

胸式心肌梗死模型的基础上$观察缺血再灌注损伤后心肌不同

区域细胞凋亡的发生$探讨心肌再灌注损伤的相关机制#

!

"

材料与方法

!@!

"

试剂与仪器
"

免疫组织化学主要试剂%

O7:B!

单克隆抗

体&

O6%

单克隆抗体&浓缩型组织抗原修复液&液体
DCO

酶底

物显色试剂盒&

PO.

粉剂&多聚
B3B

赖氨酸均购自福州迈新生物

技术有限公司#末端标记法!

Nh-Z3

法"试剂盒及
-ON

显色

剂&蛋白酶
E

&胃蛋白酶等均购自福州迈新生物技术有限公司#

SP=C.B#"""

高清晰病理图文分析系统!同济医科大学千屏影

像工程公司产品"$戊巴比妥钠购自杭州赛诺菲公司#青霉素

购自山东鲁抗药业#实验中导丝!长&短导丝及球囊导丝"&动

脉鞘&穿刺针&导管及压力泵等为德国贝朗公司产品$为临床使

用过的废旧材料$并在术前
#!G

用
!R

戊二醛消毒液浸泡消

毒#数字减影血管造影机!菲利浦公司$

/D#"

机型"#心电监

护仪!美国公司$

D6'G,"""

机型"#

!@"

"

实验动物及分组
"

#"

只
*

"

##

个月健康滇南小耳猪$雌

雄不据$体质量
#A

"

!1@2`

$

$由昆明医学院动物实验室提供#

实验动物随机分为两组%假手术组!

.

组$

%]2

"$缺血再灌注组

!

=

)

<

组$

%]2

"#

!@#

"

实验方法
"

猪闭胸式心肌缺血再灌注模型的制备$实验

猪$空腹
+G

以上$

,R

戊巴比妥钠
!"

"

,"J

$

)

`

$

耳缘静脉麻

醉后将猪仰卧固定在手术台上施行手术#监测心电及血压$据

肢体运动情况每
!"

"

,"J;5

重复静脉注射戊巴比妥钠
!

"

2

J

$

)

`

$

$使猪保持麻醉状态#行右股动脉穿刺$置入
+/

动脉

""##

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期

!

基金项目!云南省应用基础研究项目基金资助!

!""(0!1,X

"#



鞘$静脉注入肝素
*"""h

$后每隔
#G

追加注射肝素
!"""h

#

经动脉鞘置入
2/

猪尾导管至左心室$行左心室造影#以
2/

,@"3

左冠状动脉造影导管分别行左&右冠状动脉造影$观察

猪冠状动脉的分布情况#在导丝指引下$置入
!@"JJ

或
!@2

JJ

的球囊至左前降支!

3CD

"第一对角支的远端$以
,

"

1

6MJ

打开球囊堵闭
3CD

#心肌梗死模型成功标志%冠脉造影

示球囊远端血流中断$心电图表现为
F#

"

F,

导联出现
.N

段

抬高$

N

波高耸融合#撤除球囊形成再灌注$拔除动脉鞘管并

压迫止血#

.

组不行球囊充气堵闭冠脉,

=

)

<

组行球囊充气堵

闭
3CD+"J;5

后直接撤除球囊#实验结束后肌注青霉素
1""

万单位$在猪清醒之前送回动物中心#手术后约
#G

猪苏醒$

第
!

天即可进食#

!@$

"

心肌标本采集
"

心肌缺血再灌注
(!G

后$将实验猪用

,R

戊巴比妥钠静脉麻醉后$仰卧固定在手术台$开胸取心脏$

生理盐水冲洗心脏后$据文献*

+

+报道分别快速&准确横向切取

每组
2

只实验猪的心肌梗死区&边缘区和非梗死区组织$

1R

多聚甲醛固定$石蜡包埋组织切片$行末端脱氧核苷酸转移酶

介导的
>hPN

缺口
Nh-Z3

法和免疫组织化学法检测#

!@%

"

Nh-Z3

法检测心肌凋亡细胞
"

应用末端脱氧核苷酸转

移酶介导的
>hPN

缺口
Nh-Z3

法$严格按照试剂盒说明书进

行操作#

Nh-Z3

法检测细胞凋亡的阳性信号为棕色颗粒$定

位于细胞核$阳性细胞在组织中的分布不一$染为蓝色的细胞

核未发生凋亡#在梗死区&边缘区和非梗死区分别随机选取
2

张切片$应用
SP=C.B#"""

高清晰病理图文分析系统在
#"d

1"

倍镜下随机取
2

个视野$计数每个视野中的阳性细胞数以

及总细胞数$据文献*

(

+报道对心肌细胞凋亡指数!

C

L

?

L

M?M;7

;5>8%

$

C=

"进行定量分析$以此反应凋亡程度#

C=]

阳性细胞

数)总细胞数
d#""R

$以
2

个视野的均值代表每个区域的细胞

凋亡指数#

!@&

"

免疫组织化学法检测
O6%

和
O7:B!

的蛋白表达
"

采用免

疫组化链霉菌抗生物素蛋白
B

过氧化酶连接法!

.BP

法"#用

PO.

代替一抗作阴性对照$每例均以
SZ

染色切片作对照观

察$严格按照说明书操作#

在光学显微镜下
O6%

和
O7:B!

主要呈胞浆分布$其阳性细

胞呈棕黄或棕褐色#本研究据文献报道采用阳性单位!

P?';B

M;Q845;M

$

Ph

"用于定量表达猪心肌组织
O7:B!

和
O6%

的蛋白免

疫组织化学阳性反应的程度#

Ph

值的大小与阳性反应程度

成正比#在梗死区&边缘区和非梗死区分别随机选取
2

张切

片$应用
SP=C.B#"""

高清晰病理图文分析系统测定
O6%

和

O7:B!

蛋白表达的
Ph

值#以
2

个视野
Ph

的均值代表每个区

域
O6%

和
O7:B!

蛋白的表达#

!@F

"

统计学处理
"

采用
.P..#"@"

统计软件进行分析#计量

资料以
1U4

表示$组间不同时间点均数比较采用单因素方差

分析$组间两两比较采用
5

检验$

!

#

"@"2

为差异有统计学

意义#

"

"

结
""

果

"@!

"

Nh-Z3

法检测猪心肌细胞凋亡
"

Nh-Z3

检测细胞凋

亡的阳性信号为棕色颗粒$定位于细胞核#

.

组未发现凋亡阳

性细胞!封
,

图
#

"$

=

)

<

组的心肌梗死区&边缘区&非梗死区均

发现凋亡阳性细胞$心肌细胞
C=

分别为!

!"@12U1@(

"

R

&

!

,,@*,U1@11

"

R

&!

#"@!AU!@!2

"

R

$梗死区和边缘区的
C=

较

非梗死区明显增高!

!

#

"@"2

"#提示凋亡细胞主要出现在心

肌梗死区和边缘区!封
,

图
!

"

1

$图
2

"#

"@"

"

免疫组织化学法检测心肌组织
O6%

与
O7:B!

的蛋白表达

"

免疫组织化学法结果显示$

O6%

和
O7:B!

蛋白表达主要定位

于胞浆$呈棕黄或棕褐色细颗粒状#

.

组猪心肌细胞
O7:B!

及

O6%

蛋白有一定量的表达$

=

)

<

组心肌梗死区&边缘区和非梗

死区的
O6%

蛋白表达及
O6%

)

O7:B!

均较
.

组明显增高!

!

#

"@"2

"#

=

)

<

组心肌梗死边缘区和非梗死区
O7:B!

蛋白表达较

.

组明显增高!

!

#

"@"2

"#

=

)

<

组心肌梗死区和边缘区的
O6%

及
O6%

)

O7:B!

较非梗死区明显增高!

!

#

"@"2

"$见表
#

"

,

#

""

$

%

!

#

"@"2

$与非梗死区相比#

图
2

""

Nh-Z3

法检测猪心肌细胞
C=

'

R

('

%]2

%

1U4

(

表
#

""

猪心肌
O7:B!

蛋白表达 '

%]2

%

1U4

(

组别 梗死区 边缘区 非梗死区

.

组
#1@,2U1@!( #1@,2U1@!( #1@,2U1@!(

=

)

<

组
#A@2,U1@!+

#A@,!U2@1!

/

!1@#AU1@A,

/

""

/

%

!

#

"@"2

$与
.

组比较#

表
!

""

猪心肌
O6%

的蛋白表达 '

%]2

%

1U4

(

组别 梗死区 边缘区 非梗死区

.

组
2@++U#@(1 2@++U#@(1 2@++U#@(1

=

)

<

组
#A@2#U2@,1

/!

!#@!"U2@!"

/!

#+@!AU1@2!

/

""

/

%

!

#

"@"2

$与
.

组比较,

!

%

!

#

"@"2

$与非梗死区比较#

表
,

""

猪心肌
O6%

)

O7:B!

变化'

%]2
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探讨心肌缺血再灌注损伤的机制及心肌保护作用的方法

是目前研究的热点*

*B#,

+

#目前研究显示随着再灌注时间的延

长$细胞凋亡逐渐增加$心肌梗死面积进一步扩大$心功能受损

加重$细胞凋亡在再灌注损伤中发挥重要作用*

#B,

+

#

细胞凋亡是
#A(!

年由病理学家
E899

等首先提出的$并用

含义为秋天树叶或花卉自然凋落的希腊词/

6

L

?

L

M?';'

0来表述#

细胞凋亡又称程序性细胞死亡!

L

9?

$

96JJ8>78::>86MG

$

P0D

"$

是一种不同于细胞坏死的生理性细胞死亡$是在多种基因以及

细胞内外因子的严格控制下$经过多种途径的信号传递$导致

细胞产生一系列形态和生物化学方面的改变而引起的细胞死

亡#心肌细胞凋亡现象存在于心血管系统的许多生理和病理

变化过程中$是多种心血管疾病的发生与演变的细胞学基础#

以前认为正常成年心肌细胞分化良好$心肌细胞是不发生凋亡

的$但近来的研究资料表明$当心肌压力负荷过度&心肌肥大和

心力衰竭时$心肌细胞均可发生凋亡#

[?MM:;8_

等首先在兔的

心肌缺血再灌注模型上发现心肌细胞凋亡的现象$随后在不同

的动物种属及人类的心脏上均发现缺血再灌注损伤导致心肌

细胞凋亡*

#1B#2

+

#

本课题应用介入方法行球囊封堵冠脉建立猪闭胸式心梗

#"##

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期



模型#传统的心肌梗死模型通过开胸结扎冠状动脉完成$该方

法破坏胸腔的正常解剖结构$对心肺功能影响大,同时手术造

成损伤和炎症对动物的创伤大$不利于术后恢复#而利用介入

方法行球囊封堵冠状动脉建立猪闭胸式心肌梗死模型$对动物

机体的生理状态干扰降到最小$并可最大程度地模拟临床心肌

梗死发生#因该方法有影像学的支持$使球囊封堵冠状动脉的

位置相对固定$从而使心肌梗死的面积相对稳定,同时实验中

可通过控制球囊的放气
B

充气$实现对心肌缺血和再灌注时间

的准确控制*

#+

+

#

研究结果显示$再灌注
(!G

$采用
Nh-Z3

法检测心肌梗

死后各区的凋亡细胞$假手术组未发生心肌细胞凋亡$而缺血

再灌注组心肌梗死区&边缘区及非梗死区均有细胞凋亡发生$

提示细胞凋亡参与心肌缺血再灌注损伤#通过
Nh-Z3

阳性

细胞
C=

的检测$细胞凋亡主要出现在坏死中心区域和低灌注

梗死边缘区$这与其他文献报道的研究结果一致*

#

$

#1

$

#(

+

#

细胞凋亡是一种细胞主动的死亡过程$在整个过程中牵涉

到一系列相关基因的表达$其中
O7:B!

基因家族是目前较为公

认与凋亡密切相关的基因$研究表明$

O7:B!

和
O6%

分别是
O7:B

!

家族中具有代表性的抗凋亡和促凋亡蛋白*

#*

+

#本研究采用

免疫组织化学法检测猪不同心肌梗死区域中
O7:B!

家族中
O7:B

!

和
O6%

的蛋白表达#实验中采用高清晰度彩色病理图文分

析系统$用阳性单位定量表达免疫组织化学阳性反应的程度#

结果表明$缺血再灌注损伤可使心肌梗死区&边缘区及非梗死

区中凋亡相关基因
O6%

的蛋白表达及
O6%

)

O7:B!

增加$与相应

区域心肌细胞凋亡增多的结果一致$但缺血再灌注梗死边缘区

及非梗死区的
O7:B!

蛋白表达也增加值得进一步研究#同时$

缺血再灌注组心肌梗死区及边缘区的
O6%

蛋白表达及
O6%

)

O7:B!

比值较非梗死区增加$与细胞凋亡主要分布在心肌梗死

区及边缘区的结果一致#

本文对猪不同心肌梗死区域细胞凋亡的分布和凋亡密切

相关
O7:B!

&

O6%

蛋白表达的变化进行了探讨和分析$结果表明

细胞凋亡参与心肌缺血再灌注损伤$细胞凋亡主要出现在坏死

中心区域和低灌注梗死边缘区$对心肌再灌注损伤的发生机制

进行了有益的探索$抑制心肌细胞凋亡可能是心肌保护作用的

有效途径#
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