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曲美他嗪影响巴马小型猪冠状动脉微栓塞后
心肌细胞凋亡的机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨曲美他嗪对巴马系小型猪急性冠状动脉微栓塞(CME)后心肌细胞凋亡的影响及意义。 方

法摇 健康巴马系小型猪随机分为假手术组、CME 组和 CME + 曲美他嗪组,每组 5 只。 采用经皮冠状动脉介入法,
于左前降支中远端经微导管注入微栓塞球建立 CME 模型;假手术组注入等量生理盐水;CME + 曲美他嗪组术前 30
min 经耳缘静脉注入曲美他嗪。 术后 9 h 采用心脏超声检测心功能,TUNEL 染色检测心肌细胞凋亡,Western blot
检测活化 Caspase鄄8 和 Caspase鄄3 表达水平。 结果摇 与假手术组相比,CME 组左心室射血分数(LVEF)、左心室短轴

缩短率(FS)及心排血量(CO)下降,左心室舒张期末内径(LVEDd)增加(P < 0. 05);与 CME 组相比,CME + 曲美他

嗪组心功能明显改善(P < 0. 05)。 与假手术组相比,CME 组心肌细胞凋亡率、活化 Caspase鄄8 及 Caspase鄄3 含量显著

增加(P < 0. 05);与 CME 组相比,CME + 曲美他嗪组心肌细胞凋亡率、活化 Caspae鄄8 及 Caspase鄄3 含量明显减少(P
<0. 05)。 结论摇 曲美他嗪预处理可明显减少 CME 后心肌细胞凋亡并改善心功能,其机制可能是阻断心肌细胞

Caspase鄄8 介导的死亡受体凋亡途径的激活。
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Effect of Pretreatment with Trimetazidine on Cardiomyocyte Apoptosis After Coro鄄
nary Microembolization in Swine
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(Department of Cardiology, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University, Nanning, Guangxi 530021, China)
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect of trimetazidine on cardiomyocyte apoptosis after coronary microemboliza鄄
tion (CME) in swine. 摇 摇 Methods摇 Fifteen swine were randomly and equally assigned into sham鄄operated ( control)
group, CME group and trimetazidine group. 摇 CME was induced by injection of microspheres selectively into left anterior
descending artery; for control group, the same dose of normal saline was substituted for microspheres; and those in trimeta鄄
zidine group were pretreated with trimetazidine 30 min before microspheres injection. 摇 Cardiac function was assessed by
echocardiography, cardiomyocyte apoptosis was detected by TUNEL staining, and the expression levels of caspase鄄8 and
caspase鄄3 were measured by Western blot 9 h after operation. 摇 摇 Results摇 Compared with sham鄄operated group, cardiac
function was significantly decreased in CME group (P < 0郾 05); However, cardiac function was significantly improved in
trimetazidine group compared with CME group (P < 0郾 05). 摇 Compared with control group, myocardial apoptosis rate and
the levels of activated caspase鄄8 and 鄄3 increased significantly in CME group (P < 0郾 05). 摇 Again, these effects were a鄄
meliorated by trimetazidine (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 Trimetazidine pretreatment suppressed post鄄CME myocardial
apoptosis and improved cardiac function probably by inhibiting myocardial death receptor鄄mediated apoptotic pathway.

摇 摇 冠状动脉微栓塞 ( coronary microembolization, CME)是冠状动脉血栓性病变溶栓或经皮冠状动脉
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介入治疗(percutaneous coronary intervention,PCI)过
程中常见并发症[1],可导致术后即刻“无血流冶或

“慢血流冶,是患者远期预后不良和主要心脏不良事

件发生的强烈预测因子[2]。 既往研究发现,CME 致

心肌损伤除与心肌局部炎性反应密切相关外[3],微
栓塞所致心肌细胞凋亡亦发挥了重要作用[4]。 曲

美他嗪是一种新型抗心肌缺血药,可改善心肌代

谢、增加心肌能量供应,对心肌细胞具有独特的保

护作用[5]。 临床研究表明,PCI 术前给予曲美他嗪

可显著减轻围术期心肌损伤,使心功能得到明显改

善[6鄄7]。 动物实验证实,心肌缺血再灌注前给予曲

美他嗪预处理可减小心肌梗死面积,改善心功能,
并认为曲美他嗪的心血管保护作用可能与其具有

的抗心肌细胞凋亡有关[8鄄9],然而曲美他嗪在 CME
中的作用及具体机制尚未明确。 因此,本研究通过

建立猪 CME 模型,观察曲美他嗪预处理对猪 CME
后心肌细胞凋亡的影响,以探讨曲美他嗪防治 CME
致心肌损伤的作用机制,为 CME 的临床防治提供重

要理论依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 试剂与仪器

摇 摇 40 ~ 120 滋m 微栓塞球(Biosphere Medical Inc);
曲美他嗪(施维雅,法国,生产批号:H20055465);
TUNEL 试剂盒(Roche,USA);兔抗猪 Caspase鄄8 及

Caspase鄄3 多克隆抗体购自美国 Abcam 公司,兔抗猪

GAPDH 多克隆抗体购自美国 Cell Signaling Technol鄄
ogy 公司;羊抗兔荧光二抗购自美国 LI鄄COR 公司;
0. 014 英寸 Runthrough 导丝(Terumo Medical Corpo鄄
ration);微导管(1. 8F,Terumo Medical Corporation);
指引导管(6F, JR4. 0, Cordis Inc);彩色 M 型超声

(Philips sonos 7500 型);DMR + Q550 病理图像分析

仪(Leica,德国);Odesay 双色红外激光成像系统扫

描仪(LI鄄COR,美国)。
1郾 2摇 实验动物及分组

健康巴马系小型猪,雌雄不拘,体重 25 ~ 30 kg,
由广西大学动物科学技术学院提供 (许可证号:
SCXK 桂 2007鄄0003)。 实验动物饲养于清洁环境

中,自由饮用纯净水及饲料,实验过程符合《中华人

民共和国实验动物管理条例》及伦理要求。 15 只巴

马系小型猪随机分为假手术组(n = 5)、CME 组(n
= 5)以及 CME +曲美他嗪组(n = 5)。 CME + 曲美

他嗪组术前 30 min 经耳缘静脉注射曲美他嗪 2. 5

mg / kg[10鄄11],假手术组和 CME 组给予等量生理盐

水。 各组实验动物的体重和心率差异无显著性(P
> 0. 05)。
1. 3摇 猪 CME 模型的建立

参考 Chen 等[12]的方法,我们前期已成功建立猪

CME 模型[13鄄14],具体步骤如下:巴马系小型猪经氯胺

酮(5 ~ 10 mg / kg)肌注诱导麻醉后,予地西泮 0. 5
mg / (kg·h)静注维持麻醉。 分离穿刺一侧股动脉,
植入 6F 动脉鞘,经鞘注入肝素 200 U / kg 达肝素化,
后以 100 U / (kg·h)维持。 行冠状动脉造影,并经指

引导管送入微导管至左前降支分出第一对角支后的

远端,经微导管注入 10 万计数微栓塞球建立猪 CME
模型。 术毕肌注 80 万 U 青霉素预防感染。 同样操作

过程,以注射等量生理盐水作为假手术组。
1郾 4摇 心功能检测

术后 9 h 检测各组实验动物左心室射血分数

( left ventricular ejection fraction,LVEF)、左心室舒张

期末 内 径 ( left ventricular end鄄diastolic diameter,
LVEDd)、左心室短轴缩短率 ( short axis fractional
shortening,FS)和心排血量(cardiac output,CO)。 探

头频率为 12 MHz。 所有测量值均取三个心动周期

的平均值。
1郾 5摇 组织取材

检测心功能后,经耳缘静脉注入 10 mL 10% 氯

化钾处死实验动物,立即开胸取出心脏,去除心耳、
心房,平行于房室沟于左心室长轴中点处,将心室

分为心尖部和心底部。 心尖部立即用液氮速冻后

转入 - 80益冰箱保存,用于 Western blot 检测;心底

部用 4%多聚甲醛固定 12 h 后,石蜡包埋,分别连续

切片逸12 张(每张厚 4 滋m),采用 HE 染色和苏木

精碱性复红苦味酸(HBFP)染色检测心肌微梗死面

积,TUNEL 染色检测心肌细胞凋亡。
1郾 6摇 心肌微梗死面积测量

HBFP 染色是诊断早期心肌缺血的一种重要染

色方法。 缺血心肌、红细胞呈红染,正常心肌胞浆

黄染、胞核蓝染。 采用 DMR + Q550 病理图像分析

仪,每张 HBFP 染色切片随机选取 5 个视野 ( 伊
100),使用 Leica Qwin 分析软件(德国)平面法测量

心肌梗死区域,结果表示为总分析切片面积的百分

比,取平均值[15]。
1郾 7摇 TUNEL 染色检测心肌细胞凋亡

按试剂盒说明书操作,光镜下凋亡细胞核呈棕

黄色(TUNEL 阳性),每张切片分别在梗死区、梗死

边缘区和远离梗死区,随机选取共 40 个非重叠 400
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高倍镜视野,计数凋亡心肌细胞数和心肌细胞总

数,心肌细胞凋亡率 = 凋亡心肌细胞数 / 心肌细胞

总数 伊 100% [16]。
1郾 8 摇 Western Blot 检测心肌组织中 Caspase鄄8 及

Caspase鄄3 蛋白含量

用组织裂解液提取心肌组织总蛋白,采用 BCA
法检测蛋白浓度。 取 50 滋g 蛋白样品,配置 10%分离

胶和 5%浓缩胶,进行 SDS鄄PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电

泳,半干法转膜 30 min,用 TBST 配置的 5%脱脂奶粉

封闭 1 h, TBST 清 洗 后, 放 入 兔 抗 猪 Caspase鄄8
(1颐 1000)或 Caspase鄄3(1颐 1000)多克隆抗体,以兔抗

猪 GAPDH(1颐 2000)作为内参,4益孵育过夜,TBST 洗

膜 5 min 伊 5 次,羊抗兔红外荧光二抗(1颐 5000)室温

孵育 2 h 后双色红外激光成像系统扫描成像。 采用

Gel Doc 2000 凝胶图像分析软件(Bio鄄Rad 公司)分析

目标条带的灰度值,经 GAPDH 校正后,分别以

Caspase鄄8、Caspase鄄3 灰度值与 GAPDH 灰度值比值反

应 Caspase鄄8、Caspase鄄3 相对表达水平。
1郾 9摇 统计学方法

采用 SPSS16. 0 统计软件对实验数据进行统计

学分析。 计量资料以x 依 s 表示,多组间比较采用单

因素方差分析,两两比较采用 LSD 检验。 P < 0. 05
表示差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 各组实验动物心功能的比较

摇 摇 与假手术组相比,CME 组术后 9 h LVEF、FS、
CO 明显下降,LVEDd 明显增加,差异有统计学意义

(P < 0. 05);与 CME 组比较,CME + 曲美他嗪组

LVEF、FS、CO 有所升高,LVEDd 减小,差异有统计

学意义(P < 0. 05;表 1)。

表 1. 各组小型猪心功能指标的变化(x 依 s)
Table 1. Changes of cardiac function in each group(x 依 s)

分摇 组 n LVEF FS CO(L / min) LVEDd(cm)

假手术组 5 67. 28% 依 1. 58% 40. 93% 依 1. 89% 3. 91 依 0. 23 3. 49 依 0. 13

CME 组 5 55. 01% 依 3. 70% a 30. 62% 依 4. 23% a 3. 17 依 0. 28a 4. 43 依 0. 14a

CME +曲美他嗪组 5 61. 68% 依 2. 35% b 36. 57% 依 1. 74% b 3. 50 依 0. 19b 3. 98 依 0. 24b

a 为 P < 0. 05,与假手术组相比;b 为 P < 0. 05,与 CME 组相比。

2郾 2摇 CME 病理学改变

HBFP 染色结果显示,假手术组偶见心内膜下

缺血,未见明显心肌微梗死灶;CME 组和 CME + 曲

美他嗪组均可见多发心肌微梗死灶,多为楔形,呈
局灶性分布,非透壁性,以内膜下和左心室多见(图

1)。 HE 染色显示微梗死灶内心肌细胞核溶解或消

失,胞浆红染,周边细胞水肿、变性,周围炎性细胞

浸润和红细胞渗出(图 2)。 CME 组和 CME + 曲美

他嗪组梗死面积分别为(9. 25 依 2. 39)%和(8. 71 依
2. 01)% ,两组间差异无统计学意义(P > 0. 05)。

图 1. 各组小型猪心肌微梗死灶(HBFP)摇 摇 从左到右分别为假手术组、CME 组以及 CME + 曲美他嗪组。 缺血心肌红染,箭头示微梗

死灶。

Figure 1. Microinfarcts (arrow) in each group (HBFP)
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图 2. CME组局部心肌微梗死灶(HE)摇 摇 箭头示微球。

Figure 2. Microinfarct in coronary microembolization
group(HE, 伊 400)

2郾 3摇 心肌细胞凋亡情况

凋亡心肌细胞 TUNEL 染色细胞核呈棕黄色

(TUNEL 阳性),正常细胞核呈淡蓝色(图 3)。 CME

后心肌细胞凋亡主要存在于微梗死灶及其周围,假
手术组偶见心肌细胞凋亡存在于心内膜下与乳头

肌处。 假手术组、CME 组及 CME +曲美他嗪组心肌

细胞凋亡率分别为 0郾 46% 依 0郾 18% 、 9郾 85% 依
2郾 47%及 3郾 86% 依 1郾 67% 。 与假手术组相比,CME
组心肌细胞凋亡率明显增高(P < 0郾 05);与 CME 组

相比,CME +曲美他嗪组心肌细胞凋亡率显著减小

(P < 0郾 05)。
2郾 4摇 心肌组织活化 Caspase鄄8 和 Caspase鄄3 蛋白的

表达

Western blot 定量分析显示,与假手术组相比,
CME 组心肌组织活化 Caspase鄄8、Caspase鄄3 蛋白表

达水平较高(P < 0郾 05);与 CME 组相比,CME + 曲

美他嗪组活化 Capase鄄8 及 Caspase鄄3 表达水平较

低,差异有统计学意义(P < 0郾 05;图 4)。

图 3. 各组小型猪心肌细胞凋亡(TUNEL)摇 摇 从左到右分别为假手术组、CME 组以及 CME +曲美他嗪组。 箭头示凋亡心肌细胞核。

Figure 3. Cardiomyocyte apoptosis (arrow) after coronary microembolization in each group(TUNEL)

图 4. 曲美他嗪对冠状动脉微栓塞后活化 Caspase鄄8 和 Caspase鄄3 表达的影响摇 摇 1 为假手术组,2 为 CME 组,3 为 CME + 曲美他嗪

组。 a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 05,与 CME 组比较。

Figure 4. Effect of trimetazidine on caspase鄄8 and caspase鄄3 expression after CME

3摇 讨摇 论

冠状动脉微栓塞(CME)是急性冠状动脉综合

征及冠状动脉介入治疗中常见临床事件,表现为动

脉粥样硬化斑块自发或由于溶栓、介入治疗导致斑

块破裂产生微小栓子造成冠状动脉微循环栓塞和
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微梗死[17]。 研究显示,CME 常引起微循环功能障

碍并显著降低心肌收缩功能,是远期预后不良和主

要心脏不良事件发生的强烈预测因子[2,18]。 关于

CME 致心肌损伤的机制,既往研究发现 CME 后冠

状动脉血流短暂减少即可恢复正常,而局部心肌收

缩能力却进行性降低,说明 CME 致心肌损伤的机制

并非冠状动脉血流减少[19]。 进一步研究显示,CME
常伴心肌局部炎症反应和心肌细胞凋亡,并认为心

肌细胞凋亡在 CME 致心肌损伤中发挥重要作

用[15鄄16]。 我们前期实验已证实心肌细胞凋亡在

CME 致心肌损伤中发挥重要作用,而抑制心肌细胞

凋亡后心功能明显改善[4,20]。
曲美他嗪为哌嗪类衍生物,主要通过抑制线粒

体长链 3鄄酮酰辅酶 A 硫解酶,减少脂肪酸氧化和增

加葡萄糖供氧,减轻心肌细胞内酸中毒,增加碳水

化合物利用等来改善心肌代谢[21];此外,曲美他嗪

亦可通过减少氧自由基生成[22]、抑制心肌细胞凋

亡[9]、改善内皮细胞功能[23] 等发挥心肌保护作用。
研究显示,PCI 术前给予曲美他嗪可显著减轻 PCI
所致心肌损伤,改善心功能[24鄄25]。 动物实验表明,
心肌缺血再灌注前给予曲美他嗪可明显减轻心肌

损伤,保护心功能[9]。 我们前期研究发现注入 10 万

计数微球可成功制作小型猪急性 CME 模型,同时在

CME 9 h 后心功能降至最低[13鄄14]。 因此,本研究选

取 CME 后 9 h 作为观察点。 本研究证实,与假手术

组相比,CME 9 h 后心肌出现多发微梗死灶,心肌细

胞出现凋亡与坏死,心功能下降,静脉注射曲美他

嗪可显著改善心功能并减少 CME 所致心肌细胞凋

亡。 因心肌细胞是不可再生细胞,抑制心肌细胞凋

亡可能是曲美他嗪改善 CME 预后的重要机制之一。
曲美他嗪预处理后心肌微梗死面积虽没有显著差

异,但是本研究发现微梗死灶周围的心肌细胞凋亡

是显著减少的,这可能会抑制心肌微梗死的进展。
细胞凋亡途径主要包括外源性细胞膜表面死

亡受体途径、内源性线粒体途径和内质网途径。 死

亡受体凋亡途径是靶细胞表面的死亡受体与配体

结合而导致死亡结构域(DD)与连接蛋白(FADD)
碳末端的 DD 结合,从而激活 Caspase鄄8 及下游

Caspase鄄3,并最终引起细胞凋亡。 死亡受体属于肿

瘤坏死因子受体(TNFR)超家族,其胞外部分有一

富含半胱氨酸的区域,胞质内有一由同源氨基酸残

基构成的具有蛋白水解功能 DD。 目前死亡受体主

要包括 5 种,分别介导 Fas / FasL、TRAIL / TRAIL鄄R
及 TNFR1 / TNF鄄琢 凋亡通路。 当配体与相关细胞表

面的死亡受体结合,通过胞浆内 DD 与 FADD 结合,

FADD 效应结构域与 pro鄄caspase鄄8 结合形成死亡诱

导信号复合物(DISC)。 pro鄄caspase鄄8 具有弱的催化

活性,在 DISC 中的局部浓度升高,可发生自我剪接

并活化。 活化的 Caspase鄄8 释放到胞质中启动

Caspase 的级联反应,激活下游的 Caspase鄄3 等,导致

细胞凋亡。 因此,Caspase鄄8 是死亡受体凋亡途径中

的关键凋亡蛋白[26鄄27],而 Caspase鄄3 是细胞凋亡蛋

白酶级联反应的必经之路,也是细胞凋亡的主要效

应分子和最重要的凋亡执行者[28鄄29]。 我们早前研

究已证实 Caspase鄄8 介导的死亡受体凋亡途径显著

激活是 CME 致心肌细胞凋亡及心功能损伤的重要

机制[30],而抑制心肌细胞死亡受体凋亡途径的激活

可显著抑制心肌细胞凋亡并改善心功能[4]。 本研

究结果显示,与 CME 组相比,给予曲美他嗪预处理

可显著抑制 CME 后心肌细胞死亡受体凋亡途径的

激活,主要表现为显著抑制心肌组织活化 Caspase鄄8
和 Caspase鄄3 蛋白表达,降低心肌细胞凋亡率,提示

曲美他嗪减少 CME 后心肌细胞凋亡,改善心功能,
与阻断 Caspase鄄8 介导的死亡受体凋亡通路有关。

本研究以微导管介入技术建立的巴马系小型

猪 CME 模型作为实验对象,主要出于以下考虑:
(1)以大鼠为代表的小动物 CME 模型,均采用开胸

的方法,在夹闭升主动脉的同时,经心尖部或主动

脉根部注入微栓塞剂[3]。 虽然成本较低,易于操

作,但开胸手术对实验动物造成了较大损伤,而由

此引发的全身炎症反应将明显干扰、影响 CME 所致

心肌损伤相关分子机制的探讨,并且此模型亦不符

合临床上 CME 发生的病理生理情况;(2)猪的心脏

结构和冠状动脉系统较狗或羊等动物而言更接近

人的心脏,以微导管技术建立猪 CME 模型,在避免

上述不利因素的同时,能更好的反映、模拟临床上

CME 所致心肌损伤的病理生理改变[31]。 当然,本
研究采用的微栓塞剂为塑料微球,与临床上动脉粥

样硬化斑块破裂所形成的富含血小板、内皮细胞以

及胆固醇等具有生物活性的栓塞物质不同,可能不

能很好地反映临床上斑块破裂所导致的复杂病理

生理改变。 因此,制备具有上述生物活性的栓塞物

质,对进一步完善 CME 动物模型具有重要意义,为
今后进一步开展探讨 CME 致心肌损伤的具体分子

机制具有重要价值。
综上所述,曲美他嗪可通过抑制心肌细胞死亡

受体凋亡途径中的关键凋亡蛋白 Caspase鄄8 的活化,
从而抑制 CME 所致心肌细胞凋亡,该机制可能是

PCI 术前预防性应用曲美他嗪改善患者预后的重要

机制之一。
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