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七氟醚预处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤保护作用的机制研究
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　　［摘　要］　目的　了解非受体酪氨酸激酶ｃＳｒｃ在七氟醚预处理减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤中的作用。方法　将健康雄

性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５０只，随机分为５组（ｎ＝１０），假手术组（Ⅰ组）、缺血再灌注组（Ⅱ组）、七氟醚预处理组（Ⅲ组）、七氟醚预处理加二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）组（Ⅳ组）和七氟醚预处理加ｃＳｒｃ特异性抑制剂ＳＵ６６５６组（Ⅴ组）。Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组于再灌注前１ｍｉｎ进行七氟醚

后处理；Ⅴ组于再灌注前５ｍｉｎ静脉注射ＳＵ６６５６；Ⅳ组给予等容量ＤＭＳＯ。再灌注１２０ｍｉｎ后，采集动脉血样，检测血清乳酸脱

氢酶（ＬＤＨ）、肌酸磷酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）的活性。取小鼠心脏并分离左心室，计算心肌梗死面积；检测Ｓｒｃ、磷酸化Ｓｒｃ（ｐ

Ｓｒｃ）、心肌过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的表达水平。结果　与Ⅰ组比较，其余４组血清ＣＫＭＢ、ＬＤＨ的活性、心

肌梗死面积、心肌ｐＳｒｃ／Ｓｒｃ、ＣＡＴ、ＳＯＤ升高（犘＜０．０５）；与Ⅲ、Ⅳ组比较，Ⅱ、Ⅴ组血清ＣＫＭＢ、ＬＤＨ 的活性、心肌梗死体积、

ＣＡＴ升高，ＳＯＤ活性降低，同时心肌ｐＳｒｃ／Ｓｒｃ显著下降 （犘＜０．０５）。结论　ｃＳｒｃ活性氧（ＲＯＳ）信号通路可能介导了七氟醚预

处理减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤作用。
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　　临床上冠状动脉溶栓术和心搏骤停复苏后可发生心肌缺

血再灌注损伤。如何减少缺血再灌注损伤一直是临床工作的

难点。有研究表明，七氟醚预处理可减轻脑部缺血及心肌缺血

再灌注损伤［１２］。而且研究发现部分细胞内信号通路介导了缺

血后处理减轻心肌缺血再灌注损伤的作用。非受体酪氨酸激

酶ｃＳｒｃ通路是细胞内非常重要的信号转导通路，参与多种细

胞生物学行为调控，不仅参与细胞分化、增殖，还通过调节细胞

内氧化还原状态，调节细胞的凋亡［３５］。七氟醚预处理的心肌

保护机制是否与ｃＳｒｃ活性氧（ＲＯＳ）信号转导通路有关尚有

待研究。本研究以 Ｗｉｓｔａｒ大鼠为模型，构建心肌缺血模型，检

测ｃＳｒｃＲＯＳ信号转导通路在七氟醚预处理减轻大鼠心肌缺

血再灌注损伤中的作用，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　动物：健康清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５０只，体质量

２４０～２７０ｇ，２～３月龄，由河南省实验动物中心提供。仪器及

药品：８０麻醉机购自美国ＤａｔｅｘＯｈｍｅｄａ公司，Ｖａｍｏｓ气体监

测仪购自德国Ｄｒａｇｅｒ公司；七氟醚购自山东济南维都化工公

司，ＳＵ６６５６购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和肌酸
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磷酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）试剂盒购自上海酶联生物科技有限

公司；过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒购自

南京建成试剂有限公司。

１．２　方法

１．２．１　实验分组及模型建立　（１）实验分组：采用随机数字表

法，将５０只大鼠随机分为５组（狀＝１０）：假手术组（Ⅰ组）、缺血

再灌注组（Ⅱ组）、七氟醚预处理组（Ⅲ组）、七氟醚预处理加二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）组（Ⅳ组）和七氟醚预处理加ｃＳｒｃ特异性抑

制剂ＳＵ６６５６组（Ⅴ组）。（２）模型建立：腹腔注射３％戊巴比妥

钠４５ｍｇ／ｋｇ麻醉下，用１６ＧＢＤ套管针经口气管插管后，接

ＤＨＸｌ５０Ｂ小型动物呼吸机行机械通气，动物呼吸机进气口与

８０麻醉机相连，潮气量６～８ｍＬ，通气频率７５次／ｍｉｎ，吸呼比

１∶２，气管导管呼气端连接Ｖａｍｏｓ气体监测仪，监测呼气末七

氟醚浓度及二氧化碳分压（ＰＣＯ２）水平，维持ＰＣＯ２３５～４５ｍｍ

Ｈｇ。左侧颈总动脉穿刺置管，连接ＢＬ４２０Ｆ生物机能实验系

统，监测有创动脉压及标准Ⅱ导联心电图。模型制备过程中维

持直肠温度３６．５～３７．５℃。Ⅱ～Ⅴ组参照文献［１］介绍的方

法制备心肌缺血再灌注损伤模型。于左侧胸壁第３、４肋间距

离胸骨左缘约０．５ｃｍ逐层钝性分离开胸，７～０丝线穿过左冠

状动脉前降支，稳定１０ｍｉｎ后结扎，以结扎线远端心前壁变青

紫色或苍白色、ＳＴ段抬高、Ｔ波高耸为缺血成功标志。缺血

３０ｍｉｎ时松开结扎线，心肌缺血区恢复红润、ＳＴ段回落和

（或）Ｔ波恢复为再灌注成功的标志。Ⅰ组仅在左冠状动脉前

降支下进行穿线。Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组进行七氟醚预处理：再灌注前３

ｍｉｎ吸入七氟醚，使再灌注前１ｍｉｎ呼气末七氟醚浓度为

２．５％～３．０％后，持续吸入５ｍｉｎ；Ⅴ组于再灌注前５ｍｉｎ经股

静脉注射ＳＵ６６５６（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司）０．５ｍｇ／ｋｇ，Ⅳ组给予等

容量０．０２％ ＤＭＳＯ。

１．２．２　心肌损伤指标的检测　再灌注１２０ｍｉｎ时，每组１０只

大鼠，均经左颈动脉取血样２ｍＬ，离心，取上清液，采用比色法

检测血清ＬＤＨ和ＣＫＭＢ的活性。每组取５只大鼠，再次结

扎左冠状动脉前降支，经左颈总动脉逆行注射１％伊文氏蓝３．

４ｍＬ，未蓝染的区域为缺血区心肌。取出心脏，冰冻１０ｍｉｎ，

垂直于心脏长轴切片（片厚２ｍｍ），置入１％四氮唑蓝溶液中，

于３７℃孵育１５ｍｉｎ，缺血心肌呈砖红色，梗死心肌呈灰白色。

１０％甲醛溶液固定，２４ｈ后进行封片、扫描，数码照相，采用

Ｉｍａｇｅ６．０软件进行分析。根据参考文献［１］计算心肌梗死面

积比例，其公式为：

　　梗死面积＝（梗死区面积÷缺血危险区面积）×１００％ （１）

　　梗死体积＝梗死面积×２ （２）

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠心肌磷酸化Ｓｒｃ（ｐＳｒｃ）、ｃＳｒｃ

蛋白表达水平　再灌注１２０ｍｉｎ时，每组取５只大鼠，迅速取

出心脏，用预冷生理盐水冲洗，取左心室前壁组织，一边加液氮

一边进行组织研磨。加入蛋白裂解液和蛋白酶抑制剂，４℃，

１３２００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ。ＢＣＡ法测蛋白水平后，均衡各组

蛋白水平，蛋白样品经变性处理后进行十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）。经半干式转移到ＰＶＤＦ膜，

５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，分别加入抗鼠ｐＳｒｃ抗体，４℃孵育

过夜，按１∶７５００比例稀释二抗，室温下孵育１ｈ。ＰＢＳＴ洗３

次，等体积混匀化学发光液 Ａ、Ｂ液，曝光、显影、定影，图像经

ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度扫描分析。ＰＶＤＦ膜经抗体洗脱后，加

５％牛奶封闭液重新室温封闭１ｈ。加入兔抗鼠βａｃｔｉｎ及ｃＳｒｃ

抗体。以目的蛋白条带光密度值与βａｃｔｉｎ光密度值的比值反

映目的蛋白表达，计算ｐＳｒｃ与ｃＳｒｃ表达的比值（ｐＳｒｃ／ｃＳｒｃ）

反应ｃＳｒｃ活性。

１．２．４　心肌ＣＡＴ、ＳＯＤ水平的检测　新鲜心肌组织经液氮下

研磨匀浆后，加入蛋白裂解液和蛋白酶抑制剂，４℃，１３２００ｒ／

ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ。取上清液ＢＣＡ法测蛋白浓度后，均衡各组

蛋白浓度，按ＣＡＴ、ＳＯＤ试剂盒说明书进行ＣＡＴ、ＳＯＤ水平的

检测。

１．３　统计学处理　所有数据应用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计分

析。计量资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，多

重比较采用Ｄｕｎｎｅｔ狋检验，以及成组狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠血清ＣＫＭＢ、ＬＤＨ 水平及心肌梗死面积比较

　Ⅰ组未发生心肌梗死。与Ⅰ组比较，其余４组均出现不同程

度的心肌梗死及血清ＣＫＭＢ、ＬＤＨ 阳性。与Ⅱ、Ⅴ组比较，

Ⅲ、Ⅳ组心肌梗死面积及血清 ＣＫＭＢ、ＬＤＨ 水平显著降低

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　各组大鼠血清ＣＫ、ＬＤＨ水平及心肌

　　　梗死面积比较（狓±狊）

组别
ＬＤＨ

（ｕ／Ｌ，狀＝１０）

ＣＫＭＢ

（ｕ／Ｌ，狀＝１０）

心肌梗死面积

（％，狀＝５）

Ⅰ组 ３１３．０±２２．０ ２５８．０±２７．０ ０

Ⅱ组 ７４４．０±４５．０ａ ８７７．０±３５．０ａ ４２．６±３．８ａ

Ⅲ组 ５２８．０±３７．０ａｂ ６０２．０±５７．０ａｂ １９．８±２．３ａｂ

Ⅳ组 ５３１．０±３８．０ａ ６１９．０±４４．０ａ ２１．１±３．７ａｂ

Ⅴ组 ７６９．０±４０．０ａ ８４９．０±４６．０ａ ４３．５±３．９ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ⅰ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ⅱ、Ⅴ组比较。

２．２　各组大鼠心肌组织ｐＳｒｃ、ｃＳｒｃ蛋白表达水平比较　Ⅲ、

Ⅳ组心肌细胞ｐＳｒｃ表达水平显著高于其他３组，差异有统计

学意义（犘＜０．０１），见图１。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：统计分析图；ａ：犘＜０．０１，与Ⅰ、Ⅱ、Ⅴ组

比较。

图１　　各组大鼠心肌组织ｐＳｒｃ、ｃＳｒｃ蛋白

表达比较（狀＝５）

２．３　各组大鼠心肌组织ＳＯＤ、ＣＡＴ活性比较　与Ⅲ、Ⅳ组比

较，Ⅱ、Ⅴ组ＳＯＤ活性降低、ＣＡＴ活性增强，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），见表２。
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表２　　各组大鼠心肌组织ＳＯＤ、ＣＡＴ活性比较（狓±狊，狀＝５）

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇｐｒｏ） ＣＡＴ（Ｕ／ｍｇｐｒｏ）

Ⅰ组 ４６．２２±１．８２ａ １８．１２±０．６２ａ

Ⅱ组 ３１．０８±０．３１ ２４．１１±０．３２

Ⅲ组 ４２．２２±０．４９ａ １８．９４±１．１０ａ

Ⅳ组 ４１．０８±０．９２ａ １９．１１±０．７２ａ

Ⅴ组 ３３．１２±０．８４ ２０．１４±０．９２

　　ａ：犘＜０．０５，与Ⅱ、Ⅴ组比较。

３　讨　　论

缺血、缺氧性损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）是指

缺血后的再灌注不仅不能使脏器功能恢复，反而加重脏器的功

能障碍和结构损伤［６］。临床上脑外伤、缺血性脑卒中、颈动脉

内膜剥脱术、心脏手术等麻醉管理期间存在缺氧缺血性脑损伤

的可能。缺血缺氧性损伤直接影响到疾病的预后、手术成功率

和患者存活率。因此，研究缺血缺氧性脑损伤作用的机制及如

何减轻缺血缺氧性脑损伤，具有重要的临床意义。

药物预处理的脏器保护作用成为近年来研究的热点。已

有研究发现利用七氟醚和氟烷、安氟醚、异氟醚等吸入麻醉药

进行预处理，有心肌保护效应，但具体机制目前不甚清楚［７８］。

线粒体介导的细胞凋亡调控可能参与到七氟醚预处理对心肌

细胞的保护作用［９１１］。由于大鼠循环系统与人体极为相似，心

肌侧支循环较少，再灌注损伤发生的概率比较高。因此，本研

究采用大鼠为研究对象，结果表明，与Ⅰ组比较，Ⅱ组血清ＣＫ

ＭＢ、ＬＤＨ的活性和心肌梗死体积升高，提示大鼠心肌缺血再

灌注损伤模型制备成功。进一步的研究结果表明，当大鼠预先

通入七氟醚处理１０ｍｉｎ可减轻大鼠离体心脏缺血再灌注损

伤。七氟醚预处理可减少心肌梗死面积，降低血清心肌酶水

平，减轻心肌缺血再灌注损伤。然而当大鼠在预处理七氟醚同

时注射ｃＳｒｃ活性抑制剂ＳＵ６６５６，大鼠心肌损伤与Ⅱ组同样

严重，提示ｃＳｒｃ信号通路可能参与了七氟醚预处理的保护作

用。对心肌组织ｐＳｒｃ表达水平检测表明，Ⅲ、Ⅳ组心肌ｐＳｒｃ

水平显著高于Ⅰ、Ⅱ、Ⅴ组，说明七氟醚预处理可增强心肌ｃ

Ｓｒｃ的活性。

ｃＳｒｃ广泛地分布于各种组织中，在细胞生长、增殖、凋亡、

血管生成、神经细胞分化等多种细胞功能调节的信号通路中具

有重要作用［１２１３］。对心肌组织ＣＡＴ及ＳＯＤ水平检测进一步

表明，Ⅱ组心肌ＣＡＴ水平增高而相应的ＳＯＤ水平降低，ＣＡＴ、

ＳＯＤ活性与细胞内ＲＯＳ的水平密切相关，表明缺血再灌注引

起心肌细胞内ＲＯＳ水平增加，后者损伤线粒体内膜，使线粒体

内膜通透性增加，细胞色素Ｃ从线粒体内释放出来，启动细胞

凋亡信号，诱导细胞凋亡［１４１５］。当大鼠预先处理七氟醚后，能

显著逆转心肌细胞内ＣＡＴ、ＳＯＤ的活性，但同时使用ＳＵ６６５６，

则七氟醚的这种作用减弱或消失，这提示七氟醚预处理可能通

过调节ｃＳｒｃ活性，进一步调节细胞内ＣＡＴ、ＳＯＤ的活性，对心

肌细胞起保护作用。
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