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阿托伐他汀后处理对 GK 大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用

程振东1,2, 吴灵振1,2, 郭进建1,2,3, 赵子文1,2, 祝雪丽3, 蔡 平1,2, 陈良龙1,2

(1. 福建医科大学协和临床医学院心血管内科, 2. 福建省冠心病研究所, 3. 福建省人民医院心血管内科, 福建省福州市 350001)

[关键词] 摇 阿托伐他汀;摇 心肌;摇 缺血再灌注损伤;摇 2 型糖尿病

[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨不同剂量阿托伐他汀后处理对 GK 大鼠心肌缺血再灌注损伤的作用及其机制。 方法摇 将

70 只 GK 大鼠随机分为 7 组(n = 10 只):假手术组、缺血再灌注组( I / R 组)、不同剂量(0. 1、0. 5、1 及 2 mg / kg)阿托

伐他汀后处理组及阿托伐他汀后处理 + LY294002 组。 TTC 染色测定心肌梗死面积,电镜观察心肌细胞超微结构

变化及 Western blot 测定心肌组织磷酸化蛋白激酶 B(p鄄Akt)、总 Akt( t鄄Akt)的蛋白表达。 结果摇 阿托伐他汀后处

理组心肌梗死面积低于 I / R 组,心肌线粒体超微结构损伤轻于 I / R 组,Akt 磷酸化水平高于 I / R 组,其中 1 mg / kg
和 2 mg / kg 阿托伐他汀后处理组较显著。 PI3K 特异性抑制剂 LY294002 可消除这种作用。 结论摇 阿托伐他汀后处

理对 GK 大鼠心肌缺血再灌注损伤有保护作用,这可能与 PI3K / Akt 通路的激活有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of different dosage of atorvastatin postconditioning and its mechanisms
on myocardial ischemia鄄reperfusion injury in GK rat. 摇 摇 Methods 摇 Seventy GK rats were randomly divided into seven
groups (n =10 each): sham group, ischemia鄄reperfusion injury (I / R) group, different dosage of atorvastatin (0郾 1, 0郾 5, 1
and 2 mg / kg) postconditioning group, atorvastatin + LY294002. 摇 Myocardial infarct size (IS), ultrastructural change and
myocardial expression of phosphorylated Akt / totalAkt were determined. 摇 摇 Results摇 Myocardial infarct size and ultrastruc鄄
tural damages were all reduced, myocardial Akt phosphorylation was significantly increased, and Akt was significantly activa鄄
ted in atorvastatin postconditioning group compared with I / R group. 摇 The effects were significant at 1 mg / kg and 2 mg / kg
atorvastatin postconditioning group, and were significantly attenuated by PI3K inhibitor LY294002. 摇 摇 Conclusion摇 Atorv鄄
astatin postconditioning could dose鄄dependently alleviate myocardial ischemia鄄reperfusion injury in this type 2 diabetic model,
which may probably be associated with the increase of the activating PI3K / Akt signaling pathway in the myocardium.

摇 摇 缺血性心脏病是冠状动脉疾病的终点事件,并
且是其导致死亡的主要原因[1,2]。 心肌梗死后开通

梗死相关动脉,使冠状动脉得到了再灌注,虽然减

少了总的死亡率,但会产生缺血再灌注损伤。 有研

究发现,在再灌注的早期给药,可以减少心肌缺血

再灌注损伤,即药物后处理。 迄今应用于药物后处

理的药物包括他汀类药物[3]、缓激肽、金雀异黄

素[4] 及异氟烷[5]、转化生长因子 茁1[6] 等。 其中,
Wolfrum 等[7]对在体大鼠心肌缺血再灌注模型的研

究发现,再灌注前 3 min 静脉注射辛伐他汀,能够明
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显减少心肌梗死面积,机制是激活 PI3K / Akt / eNOS
信号通路。 然而,在临床中,大多数的冠心病患者

都合并有 2 型糖尿病,在这类患者中,他汀药物后处

理的保护效应是否仍然存在,值得进一步研究。 因

此,本研究选用 2 型糖尿病大鼠模型,来探讨不同剂

量的阿托伐他汀是否可以减轻急性期心肌再灌注

损伤,并探讨其相应机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 雄性、清洁 GK 级大鼠 70 只,体重 280 ~ 350 g,
购自上海斯莱克实验动物有限责任公司。
1郾 2摇 设备及试剂

EM208 型透射电子显微镜(Philips);TKR鄄200C
小动物呼吸机(江西特力麻醉呼吸设备公司);DM鄄
SO、氯化三苯基四氮唑(TTC)、伊文思蓝及 PI3K 特

异性抑制剂 LY294002(美国 Sigma 公司);阿托伐他

汀(辉瑞制药有限公司);氯胺酮(福建古田药业有

限公司);大鼠 p鄄Akt 抗体及大鼠 Akt 抗体(北京博

奥森生物技术有限公司)。
1郾 3摇 GK 大鼠心肌缺血再灌注模型的建立

参照文献[8,9]报道的方法稍加改进,使用氯胺

酮 120 mg / kg 腹腔注射,麻醉大鼠。 颈部正中纵向切

一切口,钝性分离皮下喉部肌肉,暴露器官,气管插

管,接呼吸机,潮气量 1郾 0 mL / 100 g 体重,频率 45 ~
60 次 / 分,呼吸比为 1郾 5颐 1。 胸前手术区去毛,胸骨左

缘第 4 肋间开胸,钝性分离胸大肌,分离第 4 肋间肌,
以眼睑撑开器撑开固定,剥开心包,暴露心脏,在动脉

圆锥与左心耳之间,隐约可见心肌层下面细小、透亮、
粉红左前降支(LAD)。 无创小圆针 7鄄0 丝线在 LAD
处进针,采用打活结法,结扎 LAD,造成缺血 40 min
后,松开丝线恢复冠状动脉血流,使冠状动脉再通,形
成再灌注,再灌注时间为 180 min。
1郾 4摇 分组及给药方法

GK 大鼠共 70 只,进行编号按抽签法随机分为

7 组,每组 10 只:假手术组只穿线不结扎左前降支;
其余 6 组予心肌缺血 40 min,再灌注 180 min 处理,
缺血再灌注组( I / R 组)不予其他处理;不同剂量

(0郾 1、0郾 5、1 及 2 mg / kg)阿托伐他汀后处理组再灌

注前 3 min 颈外静脉缓慢推注不同剂量阿托伐他汀

(用 10% DMSO 溶 解 ); 阿 托 伐 他 汀 后 处 理 +
LY294002 组,再灌注前 15 min 经颈外静脉缓慢推

注 LY294002(0郾 3 mg / kg),再灌注前 3 min 颈外静

脉缓慢推注 2 mg / kg 阿托伐他汀,以上均参考文献

[8,10]中的给药方法。
1郾 5摇 标本制备

于再灌注 180 min 后,每组随机抽取 3 只大鼠,
取心尖部组织作 Western blot 检测。 各组剩余 7 只

大鼠再灌注 180 min 后结扎左主冠状动脉,经颈外

静脉注射 0郾 1% 伊文思蓝及 10% KCl 处死大鼠,速
取心脏,切取缺血中心区小块组织(1 mm 伊1 mm 伊1
mm)用于电镜观察,除心尖端外心脏平行房室沟,
切成 1 ~ 2 mm 厚薄切片 5 块,用于心肌梗死面积

测定。
1郾 6摇 心肌缺血及梗死面积测定

将心脏薄切片置 1% TTC 溶液,36郾 5益 孵育

10 ~15 min,10%甲醛溶液固定 48 h,数码相机拍摄

朝心尖切面,灰白色为坏死心肌,浅红色为缺血存

活心肌,蓝色为正常心肌。 使用 Image J 软件测定,
以每个心脏总梗死区面积(AN)占总危险区面积

(坏死区及缺血存活区之和,ARR)的百分比表示梗

死面积(AN / AAR);以总危险区面积占左心室面积

(LV)的百分比表示危险区面积(AAR / LV)。
1郾 7摇 透射电子显微镜观察心肌超微结构

采用 Flameng 法[11] 使用 Philips EM208 型透射

电子显微镜观察心肌超微结构,每例标本随机拍摄

5 个不同视野,每个视野随机选择 20 个线粒体(共
100 个),按照以下方法进行分级,分别记为 0鄄4 分:
0 级(0 分)为线粒体超微结构正常(颗粒完好);1
级(1 分)为线粒体轻度肿胀,线粒体嵴和基质超微

结构正常,基质颗粒缺失;2 级(2 分)为线粒体中度

肿胀,基质透明,线粒体嵴没有破坏;3 级(3 分)为

线粒体严重肿胀,线粒体嵴断裂(可见灶性凝集,凝
块大小不一);4 级(4 分)为线粒体严重肿胀,线粒

体嵴完全断裂,线粒体内外膜完整性丧失。
1郾 8摇 Western blot 检测磷酸化 Akt 及总 Akt 蛋白

表达

对 7 个样品进行蛋白提取并用 BCA 试剂盒进

行蛋白定量,各取 20 滋g 蛋白样品,加入等体积的 2
伊 SDS 上样缓冲液,混匀,置 100益 水浴中加热 5
min,上样于 4% 梯度预制胶上,稳压 90 V 电泳,20
min 后稳压 100 V,电泳至溴酚蓝到凝胶底部。 采用

半干法时,按照电流 1郾 2 mA / cm2 膜面积,恒流转

膜;0郾 45 滋m 孔径 NC 膜,转膜时间 1 h。 转膜后用

丽春红染色试剂对膜染色。 将膜浸没在 5%脱脂奶

粉(TBST 溶解,pH7郾 5)中室温轻摇 1 h。 用 Western
blot 封闭液域稀释一抗,室温孵育 30 min,放 4益过

夜。 TBST 洗膜 7 次,每次 5 min。 用 Western blot 封
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闭液域稀释二抗,羊抗大鼠鄄HRP 1颐 10000,室温轻摇

40 min。 TBST 洗膜 7 次,每次 5 min。 8 cm 伊 6 cm
大小的膜用 1 mL ECL 反应 3 min,曝光 1 min,显影

2 min,定影。 X 线片置于凝胶成像系统中扫描,分
析,计算各个条带的灰度值。
1郾 9摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,符合正态分布的两组均

数间比较采用 t 检验,非正态分布的资料两两比较

采用 Mann Whitney U 检验。 多组均数及组间两两

比较分别以单因素方差分析和最小显著差异法

(LSD),以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 心肌缺血及梗死面积比较

摇 摇 假手术组未见缺血及梗死区,其余各组间危险

区面积(AAR / LV)差异无统计学意义。 梗死面积

(AN / AAR) 在假手术组显著低于 I / R 组 ( P <
0郾 05),在 0郾 1、0郾 5、1 和 2 mg / kg 阿托伐他汀后处理

组显 著 低 于 I / R 组 及 阿 托 伐 他 汀 后 处 理 +
LY294002 组(P < 0郾 05;表 1)。
2郾 2摇 心肌细胞超微结构改变

假手术组大鼠心肌细胞超微结构正常,其余各组

有不同程度损伤。 I / R 组、阿托伐他汀后处理 +
LY294002 组心肌线粒体损伤以 3 ~ 4 级为主,0郾 1
mg / kg 阿托伐他汀后处理组和 0郾 5 mg / kg 阿托伐他

汀后处理组损伤以 2 ~3 级为主,1 mg / kg 阿托伐他汀

后处理组和 2 mg / kg 阿托伐他汀后处理组损伤程度

以 1 ~2 级为主。 假手术组 Flameng 评分显著低于

I / R组(P <0郾 05),0郾 1、0郾 5、1 和 2 mg / kg 阿托伐他汀

后处理组 Flameng 评分显著低于 I / R 组及阿托伐他

汀后处理 + LY294002 组(P <0郾 05;表 1 和图 1)。

表 1. 各组大鼠心肌危险区面积、梗死面积及 Flameng 评分比较(x 依 s,n = 7)

Table 1郾 Comparison of myocardial risk area, infarct size and Flameng score of rats in each group

分摇 组 AAR / LV AN / AAR Flameng 评分

假手术组 / 0% 依 0% 0郾 00 依 0郾 00

I / R 组 42郾 3% 依 2郾 2% 73郾 8% 依 1郾 7% 3郾 07 依 0郾 66

0郾 1 mg / kg 阿托伐他汀后处理组 43郾 6% 依 2郾 2% 68郾 9% 依 1郾 6% a 2郾 78 依 0郾 59a

0郾 5 mg / kg 阿托伐他汀后处理组 43郾 9% 依 1郾 1% 65郾 8% 依 2郾 3% a 2郾 57 依 0郾 59a

1 mg / kg 阿托伐他汀后处理组 44郾 1% 依 2郾 5% 56郾 7% 依 2郾 2% a 1郾 41 依 0郾 60a

2 mg / kg 阿托伐他汀后处理组 43郾 4% 依 1郾 5% 50郾 2% 依 1郾 2% a 1郾 29 依 0郾 56a

阿托伐他汀后处理 + LY294002 组 44郾 2% 依 1郾 9% 72郾 1% 依 1郾 2% b 3郾 18 依 0郾 48b

a 为 P < 0郾 05,与 I / R 组比较;b 为 P < 0郾 05,与不同剂量阿托伐他汀后处理组比较。

图 1郾 GK 大鼠心肌细胞超微结构

Figure 1郾 Myocardial ultrastructure of GK rat
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2郾 3摇 心肌组织磷酸化 Akt 和总 Akt 蛋白表达

各组间心肌组织总 Akt(t鄄Akt)蛋白表达差异无

统计学意义。 0郾 1、0郾 5、1 及 2 mg / kg 阿托伐他汀后

处理组磷酸化 Akt(p鄄Akt)蛋白表达高于 I / R 组及

阿托伐他汀后处理 + LY294002 组(P < 0郾 05;图 2)。

图 2. 各组大鼠心肌组织 p鄄Akt 和 t鄄Akt 蛋白表达(n = 3) 摇 摇 1 为假手术组,2 为 I / R 组,3鄄6 为 0郾 1、0郾 5、1 及 2 mg / kg 阿托伐他汀后处

理组,7 为阿托伐他汀后处理 + LY294002 组。 a 为 P < 0郾 05,与 I / R 组比较;b 为 P < 0郾 05,与不同剂量阿托伐他汀后处理组比较。

Figure 2郾 Protein expression of p鄄Akt and t鄄Akt in rat myocardial tissue in each group

3摇 讨摇 论

他汀类药物为 HMG鄄CoA 还原酶抑制剂,其除

了调脂作用外,还有改善内皮细胞、抗炎、稳定斑

块、抗细胞凋亡等多效性[12,13]。 多项研究[7,14鄄16] 显

示,无论是慢性的他汀预处理还是急性他汀后处

理,都可减轻心肌缺血再灌注损伤。 本研究发现,
阿托伐他汀静脉注射,可以减轻 2 型糖尿病大鼠心

肌缺血再灌注损伤,并且这种保护效应可能与激活

PI3K / Akt 通路有关。
本研究首先探讨了亲脂性的阿托伐他汀是否

可以减轻急性期的缺血再灌注损伤。 和以前的急

性治疗缺血再灌注损伤的实验不同,我们选择了有

自发性遗传的 2 型糖尿病动物 GK 大鼠模型进行研

究。 研究发现,阿托伐他汀后处理组心肌梗死面积

小于 I / R 组,心肌线粒体超微结构损伤轻于 I / R 组,
Akt 磷酸化水平高于 I / R 组, 其中 1 mg / kg 和

2 mg / kg阿托伐他汀后处理组较显著。 PI3K 特异性

抑制剂 LY294002 可完全消除阿托伐他汀后处理对

再灌注心肌的保护作用以及 Akt 的磷酸化水平。
我们进一步探讨了阿托伐他汀减轻缺血再灌

注损伤的机制。 PI3K / Akt 通路是再灌注损伤挽救

激酶(RISK)信号通路之一,该通路的激活可减轻凋

亡和调节糖原合成以及葡萄糖转运[17]。 Bell 等[18]

报道提出在离体心肌缺血再灌注时给予阿托伐他

汀,PI3K / Akt 通路被迅速激活,同时 Akt 和 eNOS 的

磷酸化程度明显增加,这种保护作用可被 PI3K 抑

制剂渥曼青霉素拮抗,说明 PI3K / Akt 信号通路在减

轻心肌缺血再灌注损伤中的关键作用。 我们的实

验结果进一步证实了此观点,阿托发他汀在再灌注

的前 3 min 静脉注射给药可激活 PI3K / Akt 信号通

路,Western blot 检测结果显示阿托伐他汀增加了 p鄄
Akt 的表达,且与阿托发他汀的剂量相关,这种作用

能被 PI3K 抑制剂 LY294002 拮抗。
有研究指出 2 型糖尿病的胰岛素抵抗导致

PI3K 活性降低,抑制了 PI3K / Akt 信号通路的激活,
进而导致了缺血后处理在糖尿病心肌的保护作用

降低[19]。 然而,药物后处理在糖尿病心肌的保护作

用是否存在仍有很大争议:有显著保护作用? 保护

作用受到削弱? 还是没有保护作用? 尚无定论。
蔡炜等[9]报道瑞舒伐他汀后处理对糖尿病心肌有

保护作用,但不显著,不如瑞舒伐他汀后处理联合
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缺血后处理的保护作用强。 本研究则显示阿托伐

他汀后处理对糖尿病心肌的保护作用与剂量相关,
理想剂量的阿托伐他汀是有保护作用的。 不同的

动物缺血再灌注模型、干预方法学以及干预的药

物,可能导致了我们和其他动物实验结果的差异。
我们的实验结果显示,在糖尿病大鼠心肌缺血

再灌注损伤发生的早期,阿托伐他汀静脉给药是一

个有前景的治疗策略。 然而,更大剂量的阿托伐他

汀是否有更好的保护效益、他汀静脉制剂给药的最

佳时间窗以及其他他汀类药物后处理是否有相同

的保护作用,仍需进一步实验探索,这样,他汀类药

物静脉制剂才能更好的运用于临床。
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