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缺氧预处理对猪缺氧复氧冠状动脉内皮舒张功能的影响

周琦云，胡应学，何立术，冯志强，龚　坚，李世康△

（广西医科大学第一附属医院心胸外科，南宁５３００２１）

　　摘　要：目的　探讨缺氧预处理对猪缺氧复氧冠状动脉ＥＤＨＦ介导的内皮舒张功能的影响及其机制。方法　随机选取新鲜

猪心９个，每只取其心外膜下冠状动脉前降支中下１／３切成４段，长２ｍｍ，随机置入如下４组的环境中。对照组：冠脉血管环未

经过缺氧／复氧处理，直接在３７℃有氧条件下用ＫＨ液浸泡９０ｍｉｎ；实验组Ａ：在４℃条件下用ＫＨ液缺氧浸泡６０ｍｉｎ后复氧３０

ｍｉｎ；实验组Ｂ：先缺氧５ｍｉｎ后复氧１０ｍｉｎ，再按实验组Ａ的方法进行处理；实验组Ｃ：先用含５羟基癸酸甘油酯（１０μｍｏｌ／Ｌ）的

溶液浸泡２５ｍｉｎ，再按实验组Ｂ的方法进行处理。然后采用器官槽法检测血管环在消炎痛（７μｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ硝基Ｌ精氨酸（３００

μｍｏｌ／Ｌ）及氧合血红蛋白（２０μｍｏｌ／Ｌ）作用下，前列腺素Ｆ２α引发的血管收缩反应，及缓激肽引发的血管舒张反应。结果　与对照

组比较，缓激肽引发的血管环最大舒张反应，实验组Ａ、Ｃ均明显降低（犘＜０．００１），而实验组Ｂ变化不明显（犘＞０．０５）。结论　缺

氧复氧会损害冠状动脉内皮源性超极化因子所介导的内皮依赖性舒张功能，缺氧预处理对其功能有保护作用。缺氧预处理能选

择性开放线粒体ＡＴＰ敏感的钾离子通道，可能是产生这一效果的主要原因。
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　　新近的研究表明，缺血预处理能减轻缺血再灌注对心脏功

能的损伤［１３］。但其对冠状动脉内皮功能影响的研究报道不

多。本研究用离体猪心冠状动脉采用器官槽法［４５］，探讨在冠

状动脉血管缺氧和复氧期间，缺氧预处理对冠状动脉内皮超极

化因子功能的影响及其作用机制，为完善围手术期心脏功能的

保护方法提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和设备　前列腺素Ｆ２α（Ｕ４６６１９），缓激肽，一氧

化氮合成酶阻断剂 Ｎ硝基Ｌ精氨酸（ＮＧｎｉｔｒｏＬａｒｇｉｎｉｎｅＬ

ＮＮＡ），环加氧酶阻断剂消炎痛（ｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ），氧合血红蛋白

（均来自美国Ｓｉｇｍａ公司），５羟基癸酸甘油酯（美国 Ａｍｆｉｎｅ

ｃｏｍ公司）。配置重碳酸盐缓冲液（Ｒｒｅｂｓｈｅｎｓｅｌｅｉｔ，ＫＨ），其成

分均为国产分析纯试剂。超级恒温器（ＷＣ１０９５，重庆试验设

备厂），血管张力计算机软件（ＰｏｗｅｒｌａｂＣｈａｒｔｖ３．４．３大利亚

ＡＤＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＰｔｙＬｔｄ）。

１．２　实验动物　取９个新鲜猪心，每个猪心在心外膜下冠状

动脉前降支中、下１／３处，将其切成４段，长２ｍｍ，共用３６条

血管环。

１．３　模型的建立　猪心置入４℃ ＫＨ液中，１０ｍｉｎ内游离出

４条２ｍｍ长的血管环，按实验要求进行相应的处理后，将其悬

挂于不锈钢丝上并与肌张力换能器相连接。同时启动的实验

器官槽充以ＫＨ液９ｍＬ，持续给９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２ 混合气体，
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以维 持 氧 分 压 （ＰＯ２）＞４０１．２５ ｍｍ Ｈｇ，二 氧 化 碳 分 压

（ＰＣＯ２）＞４０ｍｍＨｇ，温度维持在３７℃。随机选取４段２ｍｍ

的血管环，将一直径与血管口径相近的木棍插入血管腔，紧贴

内皮轻柔摩擦１ｍｉｎ，去除内皮，观察其对缓激肽的舒张反应。

１．４　实验步骤及分组　随机将３６条血管环分为４组，每组９

条。对照组：冠脉血管环在３７℃有氧条件下用 ＫＨ 液保存

１ｈ，将血管环悬挂固定后，予２．５～３．０ｇ的前负荷至血管环，

注入ＫＨ液９ｍＬ浸泡血管环１ｈ，再平衡３０ｍｉｎ使血管张力

恢复至原水平，加入消炎痛（７μｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ硝基Ｌ精氨酸（３００

μｍｏｌ／Ｌ）和氧合血红蛋白（２０μｍｏｌ／Ｌ）水浴３０ｍｉｎ，再加入前

列腺素Ｆ２α（３０ｎｍｏｌ／Ｌ）使血管环预收缩达一稳定的平台，依次

加入不同浓度的缓激肽（－１０～－６．５ｌｏｇＭ）舒张血管环；实验

组Ａ：用ＫＨ液在４℃条件下浸泡３０ｍｉｎ后复氧３０ｍｉｎ，然后

按对照组的方法检测ＥＤＨＦ介导的血管内皮依赖性舒张；实

验组Ｂ：先缺氧５ｍｉｎ后复氧１０ｍｉｎ，再按实验组 Ａ的方法进

行处理；实验组Ｃ：先在３７℃有氧条件下用含５羟基癸酸甘油

酯（１０μｍｏｌ／Ｌ）的溶液浸泡２５ｍｉｎ，再按实验组Ｂ的方法进行

处理。

１．５　观察指标　血管环平衡后，前列腺素Ｆ２α引发的冠状动脉

最大预收缩强度；缓激肽引发的内皮源性舒张（占预收缩高度

的百分比）。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件微机处理，数据采用

狓±狊表示。组间比较用 ＡＮＯＶＡ方差分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　冠状动脉的血管收缩反应　前列腺素Ｆ２α引发的冠状动

脉血管收缩强度变化，与对照组（２．４９±０．５７）ｇ比较，Ａ组

（２．３８±０．６５）ｇ）、Ｂ组（２．５３±０．４１）ｇ、Ｃ组（２．４１±０．６２）ｇ比

较，差异无统计学意义（犘＝０．７１、０．８７、０．７８）。

２．２　ＥＤＨＦ介导的血管内皮源性舒张变化　随着缓激肽的增

加，血管内皮源性舒张反应逐渐增强（图１）。当缓激肽浓度

为－６ｌｏｇＭ时，ＥＤＨＦ介导的血管内皮源性舒张达最大值，与

对照组（７２．１±５．４）％比较，组 Ａ、Ｃ组［（３５．４±２．９）％，（犘＜

０．００１）］、［（３７．９±３．１）％，（犘＜０．００１）］明显降低，Ｂ组变化不

明显［（６７．７±３．８％，（犘＝０．０６）］。

　　：犘＜０．００１，与对照组比较。

图１　　不同浓度缓激肽引起的内皮依赖性血管舒张反应

３　讨　　论

血管内皮细胞能控制内膜下平滑肌细胞对药物性和生理

性刺激的反应，期间包括众多的管腔内受体和复杂的细胞内机

制，合成与释放多种血管活性物质［６８］。其控制血管舒张功能

的重要作用已愈受重视。由血管内皮细胞分泌的具有舒张血

管活性的物质包括一氧化氮（ＮＯ）、前列环素（ＰＧＩ２）和ＥＤＨＦ

共３种
［９１０］，以调节局部组织的血流灌注。目前，有关ＥＤＨＦ

的化学性质及作用机制尚不清楚。研究发现［１１１２］，ＥＤＨＦ能

使血管平滑肌超极化，促进细胞钾通道的开放，降低细胞内的

钙从而舒张血管。

研究结果提示，在３７℃有氧条件下用ＫＨ液浸泡６０ｍｉｎ

后，阻断了ＮＯ和ＰＧＩ２ 舒张血管的途径，ＥＤＨＦ仍处于可激活

状态，缓激肽能引发７２．１％的血管舒张反应；而在４℃条件下

用ＫＨ液缺氧浸泡６０ｍｉｎ后复氧３０ｍｉｎ，ＥＤＨＦ所介导的舒

张反应则明显减低。这表明ＥＤＨＦ在冠状动脉内皮依赖性舒

张的调节过程中起着重要的作用，但缺氧复氧会减低其功能。

研究推测［１３］，缺氧抑制 ＡＴＰ敏感性钾通道的开放，可能是产

生这一效果的原因。但若能使细胞线粒体ＡＴＰ敏感性钾离子

通道开放，促使血管平滑肌超极化，则有利于缺氧复氧所抑制

的ＥＤＨＦ功能的恢复。

多项研究结果表明，缺血预处理所表现出的一种强大的内

源性保护现象［１４］，诸如细胞凋亡减少，灌注后心律失常和心肌

梗死的减轻以及许多其他心肌保护作用的产生都是通过开放

线粒体ＡＴＰ敏感钾通道得以实现的，线粒体ＡＴＰ敏感钾通道

可能是缺氧预处理的共同终末途径［１５］。

研究结果提示，与对照组相比，经过缺氧预处理后，缺氧复

氧后的冠状动脉ＥＤＨＦ所介导的舒张反应明显恢复，但在缺

氧预处理之前，若先应用线粒体上的 ＡＴＰ敏感性钾通道的开

放剂５羟基癸酸甘油酯浸泡血管，则缺氧预处理对ＥＤＨＦ的

作用消失。这说明缺氧预处理对ＥＤＨＦ所介导的舒张反应有

保护作用，其作用机制可能与缺氧预处理能选择性开放线粒体

ＡＴＰ敏感性钾通道的功能密切相关。总之，本研究发现，缺氧

复氧会损害冠状动脉ＥＤＨＦ所介导的内皮依赖性舒张功能，

缺氧预处理对其功能有保护作用。缺氧预处理能选择性开放

线粒体ＡＴＰ敏感的钾离子通道，可能是产生这一效果的主要

原因。
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谱、高效移植多种蛋白酶、脂水解酶、糖水解酶和不良刺激引起

的炎性因子的释放［９］，已广泛应用于急性胰腺炎、急性循环衰

竭、改善器官缺血再灌注［１０］。本研究发现，制作脓毒症模型后

给予乌司他丁治疗能够明显减少ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达。并且

在前期研究中作者发现乌司他丁能够明显减少脓毒症时膈肌

内氧自由基释放，降低ＳＯＤ消耗。而氧自由基能够作为第二

信号增加ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达，促进ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化
［１１］。

因此，乌司他丁可能是通过减少氧自由基释放、减轻氧化应激

反应来抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路。

综上所述，乌司他丁能够有效抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，

减少膈肌肌细胞凋亡率，减轻脓毒症膈肌损伤程度。因此，乌

司他丁对于防治脓毒症并发症，降低死亡率，改善患者生活质

量有重要意义。
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