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盐酸法舒地尔后适应对大鼠心肌缺血 /再灌注
损伤的影响及其机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过主动脉根部模拟冠状动脉内给药,观察盐酸法舒地尔后适应对大鼠急性心肌缺血 / 再灌注

损伤的保护作用,并探讨其机制。 方法摇 60 只 SD 大鼠随机分为假手术组、缺血再灌注组、PI3K 抑制剂组、盐酸法

舒地尔组、盐酸法舒地尔 + PI3K 抑制剂组,每组 12 只。 各组于再灌注 180 min 后处死大鼠,分别测定心功能参数、
血浆心肌酶、细胞凋亡指数和心肌梗死范围。 结果摇 盐酸法舒地尔组心肌细胞凋亡指数、心肌梗死范围与缺血再

灌注组比较明显减少(P < 0郾 01);给予 PI3K 抑制剂,盐酸法舒地尔的后适应效应消失,即盐酸法舒地尔 + PI3K 抑

制剂组心肌细胞凋亡指数、心肌梗死范围与盐酸法舒地尔组比较明显增加(P < 0郾 01)。 结论摇 盐酸法舒地尔后适

应的机制可能与激活 PI3K鄄Akt 传导通路有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the protective effects of fasudil hydrochloride on postconditioning of acute myo鄄
cardial ischemia / reperfusion injury, and the potential mechanisms in rats. 摇 摇 Methods摇 Sixty rats were randomly divided
into 5 groups: sham operation group, ischemia / reperfusion group, an inhibitor of PI3K group, fasudil hydrochloride group,
fasudil hydrochloride and an inhibitor of PI3K group. 摇 There were 12 rats in each group. 摇 Animals were sacrificed after
180 minutes reperfusion to determine heart function parameters, plasma myocardial enzymes, cell apoptosis index and myo鄄
cardial infarct size. 摇 摇 Results 摇 The levels of apoptosis index and myocardial infarct size in the fasudil hydrochloride
group were significantly lower than in the ischemia / reperfusion group (all P < 0郾 01). 摇 But using an inhibitor of PI3K, fa鄄
sudil hydrochloride couldn爷t protect myocardial ischemia / reperfusion injury, the levels of apoptosis index and myocardial
infarct size in the fasudil hydrochloride and an inhibitor of PI3K group were significantly higher than in the fasudil hydro鄄
chloride group (all P < 0郾 01). 摇 摇 Conclusion摇 PI3K鄄Akt pathway was thought to be one of the main mechanisms respon鄄
sible for the protection of fasudil hydrochloride postconditioning.

摇 摇 心肌缺血 /再灌注损伤是急性心肌梗死再灌注

期间常见的一种病理生理现象,研究发现心肌梗死

的面积由于心肌再灌注的持续而增加,提示可能存

在一种通过凋亡和炎症介导的心肌再灌注损伤[1],

如何减轻或消除这种损伤一直是临床研究的热点。
近来研究提示很多药物如腺苷、缓激肽、促红细胞

生成素等能激活相关信号通路,起到减轻心肌缺

血 /再灌注损伤的作用,这种药物干预过程称之为药
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物后适应[2],越来越多的研究也证明药物后适应在心

肌缺血 /再灌注损伤保护方面具有广阔的应用前景。
近年来研究表明,Rho 激酶通过与血管紧张素

域、内皮素 1、血小板衍生生长因子等多种血管活性

物质的相互调控影响平滑肌细胞的功能和结构,直
接参与心血管疾病的病理过程,与动脉粥样硬化、
冠状动脉痉挛、心肌缺血等主要心血管病理现象的

发生发展关系密切。 既往我们研究发现,盐酸法舒

地尔作为 Rho 激酶抑制剂,可以模拟缺血后适应效

应,减轻心肌缺血再灌注损伤[3],本研究即是在此

基础上进一步探讨盐酸法舒地尔后适应的机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 选择健康清洁级雄性 SD(Sprague鄄Dawley)大鼠

60 只,体重 250 依 10 g,由第二军医大学实验动物中

心提供。 大鼠分笼饲养,每笼 6 只,保持室温 23 依
2益,相对湿度 60% ~65% ,自由进食饮水。
1郾 2摇 仪器与试剂

动物呼吸机(ALC鄄V8,上海奥尔科特生物技术

有限公司),Power Lab 生理实验系统(8 / 30,澳大利

亚 AD 公司),半自动生物化学分析仪(XD811,上海

迅达医疗仪器有限公司),高压球囊(Lacrosse,日本

Goodman 公司);乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase,
LDH)及肌酸激酶(creatine kinase,CK)试剂盒(武汉

博士德生物工程公司),原位细胞凋亡检测试剂盒

( transferase鄄mediated dUTP nick end鄄labeling box,
TUNEL box,武汉博士德生物工程公司),氯化硝基

四氮唑(上海浩然生物有限公司),盐酸法舒地尔

( fasudil hydrochloride,HAl077,商品名川威,批号

1011051,天津红日药业),PI3K 抑制剂 LY294002
(德国 Calbiochem 公司)。
1郾 3摇 动物模型建立

按赵秀梅等[4] 球囊垫扎法复制大鼠在体心肌

缺血 / 再灌注模型。 动物称重后 3% 戊巴比妥 (2
滋L / g)麻醉,仰卧固定,颈部正中切口,插入气管插

管以动物呼吸机辅助呼吸(潮气量 30 滋L / g,频率

50 ~ 60 次 / 分,吸呼比 1颐 2),连接心电电极检测域导

联心电图记录心肌缺血再灌注时的心电图变化;分
离右侧颈总动脉,插入内径为 0郾 8 mm 聚乙烯塑料

导管,沿向心方向插入至出现特征性左心室压力波

为标志,接压力换能器,信号输入 Power Lab 生理实

验系统。 手术区剃毛,消毒,快速开胸,剪断第 3、4
肋骨暴露心脏。 撕开心包将心脏轻轻挤出,在左心

耳下 1 mm,肺动脉圆锥旁边 0郾 5 mm 处用微创缝合

针进针,进针深度为 1 ~ 1郾 5 mm,宽 2 ~ 3 mm,连同

心大静脉、高压球囊 3郾 0 mm 伊10郾 0 mm(预先保持 2
atm,1 atm = 101郾 325 kPa),垫于血管与结扎线之间,
一齐结扎(松结)。 迅速将压力泵调节为 12 atm,心
电图出现 ST 段抬高和(或) T 波高耸或倒置,提示

完全阻塞冠状动脉前降支(图 1)。 轻轻提拉切口皮

肤将心脏送回胸腔,止血钳夹闭胸腔。 结扎后 60
min,迅速调节压力泵压力为 0 atm,抬高的 ST 段恢

复正常或下降超过 50%以上,视为冠状动脉前降支

血液再灌注成功(图 2)。
1郾 4摇 实验分组

SD 大鼠编号后随机分为 5 组,每组 12 只。 (1)
假手术组:开胸,以 5 ~ 0 无创缝合线穿过冠状动脉

前降支,不结扎,旷置 180 min;(2)缺血再灌注组:
缺血 60 min 后,将压力泵迅速调节为 0 atm,恢复血

流,持续灌注 120 min;(3) PI3K 抑制剂组:将 PI3K
抑制剂 LY鄄294002 采用生理盐水配制浓度为 75
mg / L,在缺血前 10 min 采用股静脉给药,给药体积

为 1 滋L / g,然后按照缺血再灌注组进行;(4)盐酸法

舒地尔组:缺血 60 min 后将压力泵迅速调节为 0
atm,立即使用微量注射泵,通过插入右侧颈总动脉

的聚乙烯塑料导管,以左心室压力波形消失为标志

将测压导管从左心室撤到主动脉根部,将溶有盐酸

法舒地尔的生理盐水(500 mg / L)以 0郾 5 滋g / ( g·
min) 伊 5 min 注入主动脉根部模拟冠状动脉内给

药,然后持续再灌注 115 min;(5)盐酸法舒地尔 +
PI3K 抑制剂组:将 PI3K 抑制剂 LY鄄294002 采用生

理盐水配制浓度为 75 mg / L,在缺血前 10 min 采用

股静脉给药,给药体积为 1 滋L / g,然后按照盐酸法

舒地尔组进行。
1郾 5摇 心功能参数测定

经右颈总动脉插入左心室导管,接压力换能器

输入 Power Lab 监测并记录各组再灌注末时的血流

动力学功能参数,即左心室最大压力、左心室最小

压力、心率、左心室压力最大上升及下降速率( 依
dp / dtmax)。
1郾 6摇 心肌酶谱测定

再灌注末,经颈动脉插管取血 2 mL,以 3 000
r / min离心 10 min 取血浆,分别依试剂盒说明书测

定 CK、LDH 含量。
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图 1. 冠状动脉前降支完全阻塞后心电图表现

Figure 1. The performance of ECG after the left anterior descending coronary atery completely blocked

图 2. 冠状动脉前降支再灌注后心电图表现

Figure 2. The performance of ECG after the left anterior descending coronary atery reperfusion

1郾 7摇 凋亡检测

取出心脏,将缺血区心肌组织(左心室前壁中

间段)剪下,中性甲醛固定 24 h,常规石蜡包埋,用
TUNEL 法检测细胞凋亡,具体操作按试剂盒说明书

进行。 正常心肌细胞核呈蓝色,凋亡细胞核呈褐

色。 每张切片在放大 400 倍视野下随机选取梗死周

边区的 5 个视野,计数 TUNEL 阳性细胞数和细胞总

数,并以百分数表示凋亡指数(apoptotic index,AI)。
1郾 8摇 心肌梗死范围测定

通过心肌梗死重量与全心室重量比值测定心

肌梗死范围。 再灌注末经颈动脉插管取血后,脱臼

处死动物,迅速取出心脏,生理盐水冲洗,滤纸吸

干,称全心室重量,然后从心尖向心底平行于房室

沟方向将全心室切成相等厚度 5 片,置 37益 0郾 1%
氯化硝基四氮唑液染色。 10 ~ 20 min 后立即用生理

盐水冲去多余染料。 梗死心肌不着色,非梗死心肌

被染成着黑色,拍照,然后剪去着色部分,将未着色

的梗死区称重。 计算心肌梗死重量与全心室重量

比值。
1郾 9摇 统计学方法

采用 SPSS 17郾 0 统计软件,计量资料以x 依 s 表

示,两组均数间比较采用配对 t 检验,组间比较采用

单因素方差分析,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 各组心功能参数的比较

摇 摇 各组间左心室最小压力、心率比较,差异无统

计学意义(P > 0郾 05)。 与假手术组比较,其他 4 组

左心室最大压力、 依 dp / dtmax明显降低(P < 0郾 01);
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与缺血再灌注组比较,盐酸法舒地尔组左心室最大

压力、 依 dp / dtmax明显升高(P < 0郾 01);与盐酸法舒

地尔组比较,盐酸法舒地尔 + PI3K 抑制剂组左心室

最大压力、 依 dp / dtmax明显降低(P < 0郾 01)(表 1)。

表 1. 各组心功能参数(x 依 s)
Table 1. Heart function parameters in each group (x 依 s)

分摇 组 大鼠(只) 左心室最大
压力(mmHg)

左心室最小
压力(mmHg) 心率(次 /分) + dp / dtmax(mmHg / s) - dp / dtmax(mmHg / s)

假手术组 12 134郾 2 依 10郾 9 10郾 5 依 0郾 8 430 依 17 3 873 依 291 3 449 依 305

缺血再灌注组 12 87郾 5 依 14郾 1a 12郾 5 依 4郾 7 433 依 42 2 265 依 569a 1 899 依 599a

PI3K 抑制剂组 12 87郾 1 依 7郾 9a 12郾 1 依 2郾 4 428 依 47 2 343 依 363a 2 097 依 380a

盐酸法舒地尔组 12 108郾 2 依 16郾 1ab 11郾 4 依 3郾 6 431 依 18 2 933 依 320ab 2 529 依 330ab

盐酸 法 舒 地 尔 +
PI3K 抑制剂组

12 88郾 2 依 3郾 9ac 11郾 8 依 3郾 1 428 依 22 2 235 依 122ac 1 977 依 133ac

a 为 P < 0郾 01,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与缺血再灌注组比较;c 为 P < 0郾 01,与盐酸法舒地尔组比较。

2郾 2摇 各组血浆 CK、LDH 含量的比较

与假手术组比较,其他 4 组 CK 和 LDH 含量明

显升高(P < 0郾 01);与缺血再灌注组比较,盐酸法舒

地尔组 CK 和 LDH 含量明显降低(P < 0郾 01);与盐

酸法舒地尔组比较,盐酸法舒地尔 + PI3K 抑制剂组

CK 和 LDH 含量明显升高(P < 0郾 01)(表 2)。
2郾 3摇 各组心肌细胞凋亡指数的比较

假手术组凋亡指数为 7郾 11% 依 1郾 24% ,其余 4
组凋亡指数明显增加,分别与假手术组比较,具有

显著统计学差异 ( P < 0郾 01 );盐酸法舒地尔组

(28郾 56% 依 2郾 87% ) 与缺血再灌注组 (41郾 12% 依
5郾 47% )比较,凋亡指数明显减少(P < 0郾 01);与盐

酸法舒地尔组比较,盐酸法舒地尔 + PI3K 抑制剂组

(40郾 42% 依 7郾 89% )凋亡指数显著增加(P < 0郾 01)
(图 3)。

表 2. 各组血浆 CK 和 LDH 含量(x 依 s)
Table 2. Plasma CK and LDH in each group (x 依 s)

分摇 组 大鼠(只) CK(ku / L) LDH(ku / L)

假手术组 12 910郾 3 依 201郾 9 1 076郾 3 依 178郾 2
缺血再灌注组 12 3 126郾 2 依 532郾 1a 2 262郾 6 依 523郾 1a

PI3K 抑制剂组 12 2 962郾 0 依 471郾 5a 2 108郾 0 依 194郾 3a

盐酸法舒地尔组 12 1 921郾 4 依 425郾 0ab 1 481郾 8 依 218郾 9ab

盐酸法舒地尔 +
PI3K 抑制剂组

12 2 801郾 0 依 720郾 2ac 2 277郾 0 依 798郾 6ac

a 为 P < 0郾 01,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与缺血再灌注组比较;
c 为 P < 0郾 01,与盐酸法舒地尔组比较。

图 3. 各组心肌细胞凋亡指数(400 伊 ,n = 12) 摇 摇 A 为假手术组,B 为缺血再灌注组,C 为 PI3K 抑制剂组,D 为盐酸法舒地尔组,E 为盐

酸法舒地尔 + PI3K 抑制剂组。 a 为 P < 0郾 01,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与缺血再灌注组比较;c 为 P < 0郾 01,与盐酸法舒地尔组比较。

Figure 3. Apoptotic index of cardiocytes in each group (400 伊 ,n = 12)

2郾 4摇 各组心肌梗死范围的比较

各组间大鼠体重、全心室重量比较,差异无统

计学意义(P > 0郾 05)。 假手术组心肌梗死范围为 0;
盐酸法舒地尔组(8郾 61% 依 2郾 90% )与缺血再灌注
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组(18郾 48% 依 5郾 19% )比较,心肌梗死范围明显减

少(P < 0郾 01);与盐酸法舒地尔组比较,盐酸法舒地

尔 + PI3K 抑制剂组(16郾 90% 依5郾 80% )心肌梗死范

围明显增大(P < 0郾 01)(图 4)。

图 4. 各组心肌梗死范围(n = 12) 摇 摇 A 为假手术组,B 为缺血再灌注组,C 为 PI3K 抑制剂组,D 为盐酸法舒地尔组,E 为盐酸法舒地尔 +
PI3K 抑制剂组。 a 为 P < 0郾 01,与缺血再灌注组比较;b 为 P < 0郾 01,与盐酸法舒地尔组比较。

Figure 4. Myocardial infarct size of cardiocytes in each group(n = 12)

3摇 讨摇 论

近年来,静脉溶栓、经皮冠状动脉介入治疗、冠
状动脉旁路移植术等方法广泛应用于急性心肌梗

死的治疗,使缺血心肌得到有效再灌注,对于挽救

濒死心肌、缩小心肌梗死面积、保护心功能起到了

重要的作用。 但是,缺血 /再灌注损伤阻碍了缺血

心肌从再灌注疗法中获得最佳疗效,造成心肌细胞

代谢功能障碍和形态结构破坏,进而加剧心肌损

害[5,6],所以,如何减轻心肌缺血 /再灌注损伤成为

临床上新的挑战。 心肌缺血 /再灌注损伤的机制涉

及氧自由基损伤、钙超载、细胞凋亡、内皮功能障碍

等,近年研究表明,细胞凋亡是心肌缺血 /再灌注损

伤机制中的重要环节[7],是心肌受损、心力衰竭发

生发展的重要因素。 最新研究提示长时间持续缺

血或短暂缺血后再灌注可以引起心肌细胞凋亡[8]。
本实验研究结果证实,大鼠心肌缺血 /再灌注损伤

存在大量凋亡细胞;假手术组由于心肌细胞新陈代

谢存在少许凋亡细胞,而其余 4 组由于经过缺血 /再
灌注过程,心肌凋亡细胞显著增多,与假手术组比

较,差异有显著统计学意义(P < 0郾 01)。
研究表明线粒体渗透性转换孔道(mitochondrial

permeability transition pore,MPTP)是一种跨线粒体

膜的非特异性孔道,是一条重要的细胞凋亡途径,
增加线粒体通透性是缺血 /再灌注损伤的关键性因

素[9]。 再灌注损伤营救激酶( reperfusion injury sal鄄
vagekinase,RISK)是参与维持细胞存活的蛋白激酶,
其中 PI3K鄄Akt 途径是 RISK 信号通路的一个重要部

分,能够抑制 MPTP 的开放,减轻缺血再灌注损

伤[10,11]。 PI3K 是一种脂质激酶,主要由催化亚基

p110 和调节亚基 p85 组成,通过受体细胞因子、酪
氨酸激酶或 G2 蛋白偶联受体激活,将磷脂酰肌醇

4,5鄄二磷酸催化生成磷脂酰肌醇 3,4,5鄄三磷酸,募
集并激活 Akt、磷脂酰肌醇依赖性激酶 1、单体 G 蛋

白(如 Rac鄄GTPases),进一步磷酸化其下游靶分子,
其中包括内皮一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide
synthase,eNOS)、糖原合成酶激酶 3茁 及一些抗凋亡

效应因子等。 Akt 被认为是一种丝 /苏氨酸蛋白激

酶,是 PI3K 最重要的靶酶,eNOS 是 PI3K鄄Akt 途径

的主要下游靶点,活化的 Akt 有抗凋亡、促细胞生存

作用。 Yang 等[12]发现,使用 PI3K 抑制剂 LY294002
后,缺血后适应不能减轻心肌缺血 /再灌注损伤,提
出缺血后适应通过 PI3K鄄Akt 途径发挥其心肌保护

作 用。 本 实 验 研 究 结 果 显 示, PI3K 抑 制 剂

LY294002 本身对缺血 /再灌注损伤没有影响(PI3K
抑制剂组与缺血再灌注组比较,P > 0郾 05),但与盐

酸法舒地尔联合使用后,盐酸法舒地尔的后适应作

用消失,即盐酸法舒地尔 + PI3K 抑制剂组凋亡细胞

明显增多、梗死范围明显扩大(与盐酸法舒地尔组

比较,P < 0郾 01)。 根据本实验结果,初步推断盐酸

法舒地尔后适应与缺血后适应存在类似的保护机

制,即盐酸法舒地尔通过 PI3K鄄Akt 途径发挥其心肌

保护作用。
本研究目前只是通过具体现象得出该结论,尚

有待通过分子生物学的研究进一步证实该机制;另
外通过本研究发现药物后适应与缺血后适应存在
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类似的保护机制,两者之间是否存在协同作用也值

得进一步研究。
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热休克因子 1 对肌营养不良蛋白 71 的
表达调控及其可能机制

郑和鑫, 谭斯品
(中南大学基础医学院病理生理学系,湖南省长沙市 410078)

[关键词] 摇 热休克因子 1;摇 肌营养不良蛋白 71;摇 转录调控

[摘摇 要] 摇 目的摇 热休克因子 1(heat shock factor鄄1,HSF1)是热休克反应中启动各种热休克蛋白(heat shock pro鄄
tein,HSP)的诱导表达最重要的转录因子。 肌营养不良蛋白 71(dystrophin鄄71,Dp71)是肌营养不良蛋白表达最广泛

的一个剪切本,在细胞信号传递、细胞生长等方面具有一定功能。 HSF1 是否可以调控 DP71 蛋白的表达,尚不清

楚。 本文对此问题进行了研究。 方法摇 生物信息学 TESS 分析 Dp71 启动子区;Western blot、RT鄄PCR 等检测 HSF1
基因敲除小鼠脑、肺、心脏等器官 Dp71 表达;Hela 细胞与 A549 细胞转染 HSF1 过表达与表达抑制质粒,然后检测

Dp71 表达水平。 结果摇 TESS 分析显示 Dp71 的启动子区有一个高评分的 HSF1 结合位点。 HSF1 基因敲除小鼠

中,脑、肺、心脏等器官 Dp71 表达下降。 转染 HSF1 过表达与表达抑制质粒后,Hela 细胞与 A549 细胞中的 Dp71 表

达水平出现相应变化。 结论摇 HSF1 极有可能是调控 Dp71 蛋白表达的一个转录因子,其调控机制与生物学意义有

待进一步研究。
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