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在心肌缺血再灌注损伤中的作用及机制研究"
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"摘要#

!

目的
!

探讨
1%.

羟二十烷花生四烯酸"

1%.3454

%在离体心肌缺血再灌注损伤中的影响及机制&方法
!

大鼠离体心

脏通过
67,

8

9,!":;;

装置建立缺血再灌注模型!心脏缺血
'2<#,

再灌注
0%<#,

&缺血前
$%<#,

开始分别灌流
345%%$)

"

$

!

<"=

'

6

%及不同浓度的
1%.3454

"

$%

(

'%

(

2%,<"=

'

6

%!直至整个缺血再灌注结束&通过
>"?9:=7@

'

/>

系统实时记录离体心脏血流动力

学指标$心肌梗死面积采用
55A

染色法测定$活性氧簇"

BCD

%及蛋白质羰基化水平分别使用
E34

荧光探针法和
EF>3

法检测&

结果
!

灌流液中使用
345%%$)

显著改善了缺血诱导的心肌收缩力的下降!抑制
1%.3454

的生成后!减少了心肌梗死面积的发

生"

!

#

%&%2

%$而灌流液中外源性加入
1%.3454

后加重了心肌再灌注后损伤"

!

#

%&%2

%&同时!

345%%$)

明显降低了再灌注后

BCD

的生成及蛋白质过氧化!而加入
1%.3454

后显著促进了
BCD

生成和蛋白质过氧化"

!

#

%&%2

%&结论
!

1%.3454

通过增加

BCD

生成导致蛋白质过氧化加重心肌缺血再灌注损伤&

"关键词#

!

花生四烯酸类$再灌注损伤$活性氧$蛋白质羰基化

"中图分类号#

!

B201&1

"文献标识码#

!

G

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$2

%

'1.00)2.%0

!"##$$#%&'()*#%"'(+,*,-$1%./0!0-(*

1

-%'2)+'3+,%"#*+'2#

4

#2$5,+-(+(

6

52

1

"

"#$%&$

'

$

#

()&*+,&$

'

1

#

-&$

'

./

0

+$

'

$

#

1+#$

'

")+

$

#

2+#$"&$

'

$

$

$3./

4

#,56/$5&

7

!8

0

9+&:&

'0

%

13;&,

4

8&:&

'

+<#:*#=&,#5&,

0

#

>)$

0

+;/?+<#:@$+A/,9+5

0

#

>)$

0

+

#

()+B8&)2)'%%%

#

C8+$#

&

!!

'

78,&2'%&

(

!

98

6

#%&+:#

!

5"#,H9+I#

8

7I9IJ99;;9KI";1%.3454",IJ9#+"=7I9!<

L

"K7:!#7=#+KJ9<#7:9

M

9:;N+#",#,

*

N:

L

7,!I"9O.

M

=":9#I+N,!9:=

L

#,

8

<9KJ7,#+<+&;#&"-),

!

4O

M

9:#<9,I+?9:9

M

9:;":<9!#,#+"=7I9!:7IJ97:I++N@

*

9KI9!I"'2<#,";#+KJ9<#7;"=.

="?9!@

L

0%<#,";:9

M

9:;N+#",#,67,

8

9,!":;;

M

:9

M

7:7I#",+&345%%$)

$

$

!

<"=

"

6

&

7,!H7:#"N+K",K9,I:7I#",+

$

$%

#

'%":2%,<"=

"

6

&

";1%.3454?9:9#,;N+9!$%<#,@9;":9IJ9",+9I";#+KJ9<#77,!IJ:"N

8

J"NIIJ9:9

M

9:;N+#",

M

9:#"!&A7:!#7KJ9<"!

L

,7<#K

KJ7,

8

9+7,!<

L

"K7:!#7=K",I:7KI#=#I

L

?9:9K",I#,N"N+=

L

:9K":!9!?#IJIJ9>"?9:=7@

"

/>+

L

+I9<&P

L

"K7:!#7=#,;7:KI+#Q9?7+<97+.

N:9!@

L

55A+I7#,#,

8

&5J9=9H9=";BCD7,!IJ9

M

:"I9#,K7:@",

L

=K",I9,I?9:9!9I9:<#,9!@

L

E34;N":9+K9,K97,!EF>3<9IJ"!

#

:9+

M

9KI#H9=

L

&<#,53&,

!

>9:;N+#",?#IJ345%%$)+#

8

,#;#K7,I=

L

#<

M

:"H9!<

L

"K7:!#7=#+KJ9<#7:9

M

9:;N+#",#,

*

N:

L

:9!NKI#",#,K7:!#7K

K",I:7KI#=#I

L

#

7;I9:#,J#@#I9!IJ9

M

:"!NKI#",";1%.3454+#

8

,#;#K7,I=

L

:9!NK9!IJ9"KKN::9,K9";<

L

"K7:!#7=#,;7:KI#",7:97

$

!

#

%&%2

&#

@NI9O"

8

9,"N+

*

"#,1%.34547

88

:7H7I9!R

"

B.#,!NK9!<

L

"K7:!#7=#,

*

N:

L

$

!

#

%&%2

&

&P

L

"K7:!#7=#+KJ9<#7:9

M

9:;N+#",#,

*

N:

L

+#

8

,#;#K7,I=

L

#,K:97+9!

M

:"!NKI#",";BCD7,!"O#!7I#H9+I:9++

#

@"IJ";?J#KJ?9:9+#

8

,#;#K7,I=

L

#,J#@#I9!@

L

345%%$)7,!9,J7,K9!

@

L

1%.34547!<#,#+I:7I#",

$

!

#

%&%2

&

&=-(%35,+-(

!

1%.3454+I#<N=7I9+BCD

M

:"!NKI#",7,!9,J7,K9

M

:"I9#,K7:@",

L

=7I#",

#

?J#KJ7

88

:7H7I9+<

L

"K7:!#7=#+KJ9<#7:9

M

9:;N+#",#,

*

N:

L

&

'

>#

1

?-2),

(

!

7:7KJ#!",#K7K#!+

%

:9

M

9:;N+#",#,

*

N:

L

%

:97KI#H9"O

L8

9,+

M

9K#9+

%

M

:"I9#,K7:@",

L

=7I#",

!!

1%.

羟二十烷花生四烯酸$
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&是
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M

!9H#=7

等'

$

(学

者首先发现在肝脏组织中由细胞色素
>.02%

催化花生四烯酸

$

GG

&生成的内源性活性物质#被发现以来得到了心血管领域

学者的关注#目前研究认为
1%.3454

是调节肾)脑等小动脉

血管紧张度的重要因子'

1.0

(

*但其对心脏功能的影响研究甚

少#有学者'

2.)

(在心肌缺血再灌注损伤的研究中#发现冠状血管

内细胞色素
>.02%

催化
GG

的代谢产物
1%.3454

生成明显增

加#表明
1%.3454

参与心肌缺血再灌注进程中#但其作用机

制尚未完全阐明*大量的研究表明活性氧簇$

BCD

&是引起心

肌缺血再灌注的主要启动因子'

-./

(

#但在心肌缺血再灌注中

BCD

被激活及生成的分子机制尚待深入研究*因此#本研究

的目的是在大鼠离体心脏上探究心肌缺血再灌注中
1%.3454

对心肌功能及
BCD

生成的影响#探究
1%.3454

加重心肌缺血

再灌注的可能机制*

@

!

材料与方法

@&@

!

实验动物分组及试剂
!

雄性
S#+I7:

大鼠$

11%T1%

&

8

)%

只#缺血再灌注对照组为
G

组#缺血再灌注
U345%%$)

$

1%.

3454

合成酶抑制剂&组为
V

组)缺血再灌注
U1%.3454

$

$%

)

'%

)

2%,<"=

"

6

&组为
A

)

E

)

4

组#每组
$1

只*

1%.3454

购于美

国
D#

8

<7.G=!:#KJ

公司#

345%%$)

购于美国
A7

L

<7,

公司%

BCD

检测试剂盒及蛋白质过氧化检测试剂盒购于南京建成生

物制品公司%全蛋白提取试剂盒购于上海生工生物工程有限公

司%

VAG

蛋白浓度检测试剂盒购于北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司%肌酸激酶$

AW

&检测试剂盒购于四川迈克科技有

限公司*

@&A

!

方法
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教授#博士#主要从事心肌缺血及心肌梗死的基础机制研究*
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建立模型
!

大鼠麻醉后#开胸取出心脏置于
0Y W3

液中修剪#迅速将主动脉套管后置于
67,

8

9,!":;;

心肌灌流系

统上#

'-Y

下使用
W3

液$

F7A=$$/&%<<"=

"

6

#

F73AC

'

12&%

<<"=

"

6

#

WA=0&-<<"=
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6

#

W3

1

>C

0

$&1<<"=

"

6

#

P

8

DC

0

+

-3

1

C$&1<<"=

"

6

#

A7A=

1

1&%<<"=

"

6

#葡萄糖
$$&%<<"=

"

6

&

进行主动脉逆行灌流*大鼠左心室插入一个充水小球囊#另一

端连接到压力传感器监测心室内压变化*使用
>"?9:=7@

"

/>

系统连续记录左心室发展压$

6ZE>

&#左心室舒张末期压$

6Z.

4E>

&#左心室最大收缩速率)最大舒张速率$

T!

M

"

!I<7O

&*定

时收集灌流液测定冠状动脉流量$

A[

&#并使用日立
3R5GA3R

-%)%

全自动化分析仪$

E\WA

法&检测
AW

水平*

@&A&A

!

心肌缺血再灌注实施方案
!

'-Y

条件下#离体心脏缺

血前灌流
1%<#,

平衡#然后全心缺血
'2<#,

#再灌注
$2<#,

后检测
BCD

水平#或再灌注
0%<#,

后用于检测生化指标#或

再灌注
$1%<#,

用以检测心肌梗死面积*测定缺血前及再灌

注后的左心室功能及血流动力学变化*

@&A&B

!

心肌梗死面积测定
!

心脏再灌注后#

X1%Y

下冷冻
$

J

#切片$

1

"

'<<

&放入含有
$] 55A

的磷酸盐缓冲液中#

'-

Y

条件下孵育
$2<#,

染色#

$%]

甲醛固定*梗死区通过测定

染色区域$红色#存活组织&和非染色区域$白色#坏死组织&面

积占全部左心室面积比值后进行比较*

@&A&C

!

心肌
BCD

水平测定
!

BCD

的生成使用对氧敏感的荧

光探针
E34

法测定#离体心脏再灌注
$2<#,

后#剪成小块

$

$%%<<

'

&置入组织包埋剂中#液氮冷冻#冰冻切片$

$%

!

<

&后

置于载玻片上#然后将切片在
>VD

缓冲液中使用
E34

$

$&)

!

<"=

"

6

&

'-Y

避光孵育
'%<#,

#激光共聚焦显微镜下在
0//

,<

激发光#

2)%

"

))%,<

滤波接收#获取荧光照片*

@&A&D

!

蛋白质过氧化水平检测
!

蛋白质羰基的产生是蛋白质

分子被自由基氧化修饰的重要标记#羰基的水平基于羰基与

1

#

0.

二硝基苯肼$

EF>3

&反应生成二硝基苯腙进行测定#心脏

再灌注后#提取心肌组织蛋白$

$<

8

"

<6

&#

$%%

!

6

加入
2%%

!

6

EF>3

$

$%<<"=

"

6

&室温孵育
)%<#,

#

1%]

三氯乙酸沉淀蛋

白#蛋白沉淀物使用
$̂ $

乙醇和乙酸乙酯洗脱
'

次后#使用
)

<"=

的盐酸胍重悬浮蛋白#

'-%,<

下检测吸光度*

@&B

!

统计学处理
!

使用
D>DD$2&%

软件分析数据#计量资料

采用
DT9

表示#组间比较采用单因素方差分析及
5

检验方法#

!

#

%&%2

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A&@

!

1%.3454

对缺血再灌注后心肌力学的影响
!

离体心脏

灌流平衡
1%<#,

#全心缺血
'2<#,

#再灌注
0%<#,

#应用
>"?.

9:=7@

"

/>

系统连续实时记录各组心脏血流动力学功能改变#再

灌注末期各组心脏心肌收缩力均明显下降#如图
$G

所示*在

心肌缺血再灌注进程中#当使用
345%%$)

减少内源性
1%.

3454

生成后#显著改善了再灌注后心脏血流动力学指标的

恢复#其中
6ZE>

由
G

组$

0/&)T'&0

&

]

升高至$

-$&)T

'&2

&

]

#

6Z4E>

由$

0$&/T'&'

&

]

降低至$

'1&$T0&2

&

]

#而
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!>

"

!I<7O

分别由$

2$&(T1&$

&

]

恢复至$
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&

]

及

$

0-&$T'&)

&

]

升至$

)0&$T'&-

&

]

*而外源性加入
1%.3454

后#剂量依赖性地加重了缺血再灌注诱导的心肌血流动力学指

标的下降#其中
4

组心肌血流动力学指标显著下降$

!

#

%&%2

&%

6ZE>

由
G

组$

0/&)T'&0

&

]

下降至$
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6Z4E>

由$
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]

升至$
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#
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!I<7O

分

别由$
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&

]

降至$

1(&1T)&'

&

]

及$

0-&$T'&)

&

]

降至

$

1)&1T-&(

&

]

#见图
$V

"

E

*

A&A

!

1%.3454

对缺血再灌注后
A[

及
AW

释放的影响
!

再灌

注末期与
G

组比较#

V

组心脏的
A[

由$

)&%T$&$

&

<6

"

<#,

升

至$

/&1T$&'

&

<6

"

<#,

#

AW

由$

''$&%T$1&%

&

_

"

6

降低至

$

$(/&-T$$&1

&

_

"
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#差异有统计学意义$

!

#

%&%2

&*

4

组
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由$

)&%T$&$

&

<6

"

<#,

降低至$

0&2T%&-

&

<6

"

<#,

#

AW

由

$
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_

"

6

升至$
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&

_
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#见图
1

*

A&B

!

1%.3454

对缺血再灌注后心肌梗死面积的影响
!

离体

心脏灌流
1%<#,

#然后全心缺血
'2<#,

#再灌注
$1%<#,

后#通

过
55A

染色法检测心肌梗死面积*与
G

组比较#

V

组心脏的

梗死面积显著减少$

!

#

%&%2

&#由$

'(&/T1&'

&

]

降低至

$

1(&)T1&0

&

]

*而外源性加入
1%.3454

各组#剂量依赖性

地增加了再灌注后心肌梗死面积$

!

#

%&%2

&#其中
4

组心肌梗

死面积达到了$

2/&$T0&$

&

]

#见图
'

*

A&C

!

1%.3454

对缺血再灌注后心肌组织
BCD

生成的影响
!

V

组荧光强度为
-1&%T2&$

明显低于
G

组的
$%2&%T'&2

#而
4

组的荧光强度为
$02&%T-&'

显著高于
G

组$

!

#

%&%2

&#见

图
0

*

!!

G

!心脏灌流时间内典型的实时心肌功能记录%

V

!各组
6ZE>

比

较%

A

!各组
6Z4E>

比较%

E

!各组
T!

M

"

!I<7O

比较%

"

!

!

#

%&%2

*

图
$

!!

1%.3454

对心肌缺血再灌注后

心肌力学的影响

!!

G

!各组心脏再灌注后
A[

变化%

V

!各组心脏
AW

释放检测%

"

!

!

#

%&%2

*

图
1

!!

1%.3454

对缺血再灌注后
A[

及
AW

释放的影响

A&D

!

1%.3454

对缺血再灌注后心肌组织蛋白质过氧化的影

响
!

与
G

组相比#使用
345%%$)

处理后降低了蛋白质的羰基
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化作用$

!

#

%&%2

&#

4

组则显著增强了蛋白质的羰基化作用

$

!

#

%&%2

&#见图
2

*

图
'

!!

1%.3454

对再灌注后心肌梗死

面积的影响

!!

G

!各组心脏组织中
BCD

荧光照片%

V

!各组心脏组织
BCD

荧光强

度比较*

图
0

!!

1%.3454

对再灌注后心肌组织
BCD

生成的影响

图
2

!!

1%.3454

对再灌注后心肌组织蛋白质

羰基化作用

B

!

讨
!!

论

!!

经皮冠状动脉腔内成形术和冠状动脉内支架是临床治疗

急性心肌梗死常用的治疗手段'

(

(

#但是缺血一定时间的心肌组

织在恢复血液灌注后#却伴发严重心律失常和心肌功能紊乱#

甚至导致致命性的并发症#即缺血再灌注损伤'

$%.$$

(

#如何减轻

缺血再灌注导致的心肌损伤是临床治疗缺血性心肌病的重要

问题*

有研究报道发现
1%.3454

参与了肾和脑缺血导致的损

伤'

$1.$'

(

#在心肌缺血再灌注损伤中也有研究发现
1%.3454

水

平明显增加#心肌组织中
À >02%

#

.

羟化酶表达和活性显著增

强'

2.)

(

#表明
1%.3454

参与到了心肌缺血再灌注损伤当中#但

机制尚不清楚*本研究发现#在心肌缺血再灌注损伤进程中#

应用
345%%$)

来减少内源性
1%.3454

生成后#改善了由于

缺血再灌注导致的心肌功能下降#再灌注结束时与
G

组相比#

6ZE>

)

U!>

"

!I

)

X!>

"

!I

分 别 升 高 了
0-&']

)

'1&(]

和

')&%]

#

A[

增加了
')&-]

#

6Z4E>

降低了
1'&1]

#同时减少

了
AW

释放
0%&%]

#并降低了心肌梗死面积
'0&2]

*而外源

性
1%.3454

$

2%,<"=

"

6

&显著降低了缺血后心肌功能的恢复#

与
G

组相比#

6ZE>

)

U!>

"

!I

)

X!>

"

!I

分别降低了
2%&0]

)

0'&-]

和
00&0]

#

A[

减少了
12&%]

#

6Z4E>

升高了
/$&/]

#

同时增加了
AW

释放
((&0]

#并导致心肌梗死面积增加了

0)&%]

*这些数据明确表明
1%.3454

具有加重心肌缺血再

灌注损伤的作用#这与之前的学者研究一致*然而#

1%.3454

加重心肌缺血再灌注损伤)降低心肌功能的机制尚需进一步

探究*

BCD

在心肌缺血再灌注损伤的发病机理中起到至关重要

的作用#减少
BCD

的生成可显著改善缺血再灌注后心肌功能

的恢复#减少心肌梗死面积'

$0

(

#被认为是引起缺血再灌注损伤

的主要启动因子'

-./

(

#而由于心脏中缺乏抗氧化酶#对于
BCD

的敏感性要高于其他组织器官*另外#有研究表明在肝细胞中

À >02%

可促进
BCD

生成#参与多种疾病的发生#如帕金森疾

病)糖尿病等'

$2

(

*因此#作者首先检测了在心肌缺血再灌注损

伤进程中
À >02%

酶代谢产物
1%.3454

对
BCD

生成的影响#

发现当应用
345%%$)

选择性抑制
À >02%

酶家族中
À >0G

和
0[

的
#

羟基化作用'

$)

(

#减少内源性
1%.3454

的合成后#与

G

组相比#

V

组心脏再灌注后
BCD

的生成减少了
'$&0]

#而外

源性加入
1%.3454

$

2%,<"=

"

6

&心脏中
BCD

生成增加了

'/&%]

#表明在心肌缺血再灌注损伤中
1%.3454

有明显的促

进
BCD

过量生成的作用*

心肌细胞内过量的
BCD

可以损伤亚细胞组分#并造成蛋

白质过氧化损伤*有研究发现心肌缺血后与心肌收缩相关的

肌钙蛋白'

$-

(及肌动蛋白'

$/

(均发生过氧化损伤#影响缺血后的

心肌的功能*其他相关研究也支持该结论#在不同的生理病理

条件下#过量生成的
BCD

可导致心肌收缩功能的紊乱*

BCD

可使蛋白质赖氨酸)精氨酸)脯氨酸等残基氧化生成羰基化蛋

白产物'

$(

(

#而蛋白羰基化水平是反应
BCD

介导的蛋白氧化损

伤的主要检测指标'

1%

(

*所以本研究接下来检测了再灌注后心

肌细胞内蛋白质羰基化水平的改变#研究发现与
G

组心脏相

比#再灌注后
V

组心脏中蛋白质羰基化水平降低了
'0&-]

#而

外源性加入
1%.3454

$

2%,<"=

"

6

&中蛋白质羰基化水平显著

升高
2$&$]

*如上研究结果表明在心肌缺血再灌注损伤进程

中#

1%.3454

通过促进
BCD

的生成增多#导致蛋白质过氧化

损伤#最终加重心肌再灌注后的功能损伤*

综上研究#作者发现在心肌缺血再灌注损伤进程中#抑制

内源性
1%.3454

的生成可明显改善心肌功能的恢复和减少

梗死面积的发生#而外源性加入
1%.3454

则显著加重再灌注

后的心肌损伤#其机制是在该进程中
1%.3454

诱导过量
BCD

-)00

重庆医学
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年
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月第
00
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'1
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的生成#导致收缩相关蛋白氧化损伤#为临床治疗缺血性心肌

病提供了一定的理论依据*
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$重庆医学%开通微信公众平台

,重庆医学-已开通微信公众平台$微信号!

AJ",

8c

#,

8

P9!#K#,9

&#,重庆医学-将以微信平台渠道向广大读作者发送终审

会动态报道)各期杂志目录)主编推荐文章)学术会议),重庆医学-最新资讯等消息*欢迎广大读作者免费订阅*读作者可

以点击手机微信右上角的.

U

/#在.添加朋友/中输入微信号.

AJ",

8c

#,

8

P9!#K#,9

/#或在.添加朋友/中的.查找公众号/一栏

输入.重庆医学/#添加关注*
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