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阿芬太尼调节 SphK1 / S1P 信号通路保护心肌
缺血再灌注损伤大鼠

王盛华, 黄庆先, 李庆丰
南阳市第二人民医院麻醉科,河南省南阳市 473000

[摘　 要] 　 [目的] 　 探究阿芬太尼对心肌缺血再灌注损伤(MIRI)大鼠的作用及在该过程中对鞘氨醇激酶 1
(SphK1) / 鞘氨醇-1-磷酸(S1P)信号通路的调节机制。 [方法] 　 将 SPF 级 SD 雄性大鼠随机分为假手术组、模型

组、阳性药物组(复方丹参组)和阿芬太尼低剂量组、阿芬太尼高剂量组、阿芬太尼高剂量+SphK1 激动剂组(阿芬太

尼+PMA 组),每组 20 只。 除假手术组,其余组均利用结扎左前降支冠状动脉后再灌注复制 MIRI 模型。 全自动生

物化学分析仪检测血清乳酸脱氢酶(LDH)、肌酸激酶(CK)和谷草转氨酶(AST)的活性;TTC 检测大鼠心肌梗死面

积;HE 染色观察大鼠心肌组织形态学特征;TUNEL 染色检测大鼠心肌细胞凋亡;ELISA 检测血清肿瘤坏死因子 α
(TNF-α)、白细胞介素 6( IL-6)、白细胞介素 1β( IL-1β)及 S1P 的水平;试剂盒检测心肌组织中丙二醛(MDA)含量

和超氧化物歧化酶(SOD)的活性;Western blot 检测心肌组织 SphK1 蛋白表达。 [结果] 　 相较于假手术组,模型组

大鼠心肌组织病理损伤严重,血清中心肌损伤标志物 LDH、CK 和 AST 的活性,心肌梗死面积和心肌细胞凋亡率,
TNF-α、IL-6、IL-1β、MDA、S1P 水平及 SphK1 蛋白表达均升高,SOD 活性降低(P<0. 05);相较于模型组,阳性药物组

和阿芬太尼低、高剂量组大鼠心肌组织损伤减轻,血清中心肌损伤标志物 LDH、CK 和 AST 的活性,心肌梗死面积和

心肌细胞凋亡率,TNF-α、IL-6、IL-1β、MDA、S1P 水平及 SphK1 蛋白表达均降低,SOD 活性升高(P<0. 05)。 SphK1
激动剂可逆转高剂量阿芬太尼对上述指标的影响(P<0. 05)。 [结论] 　 阿芬太尼对 MIRI 大鼠发挥保护作用,其机

制可能与抑制 SphK1 / S1P 信号通路有关。
[关键词] 　 阿芬太尼;　 鞘氨醇激酶 1 / 鞘氨醇-1-磷酸信号通路;　 心肌缺血再灌注损伤;　 保护作用
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The protective effect of alfentanil on myocardial ischemia-reperfusion injury in rats
by regulating the SphK1 / S1P signaling pathway
WANG Shenghua, HUANG Qingxian, LI Qingfeng
Anesthesiology Department, Nanyang Second People􀆳s Hospital, Nanyang, Henan 473000, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of alfentanil on myocardial ischemia-reperfusion injury (MIRI) in rats
and its regulatory mechanism on the sphingosine kinase 1 (SphK1) / sphingosine-1-phosphate (S1P) signaling pathway dur-
ing this process. 　 　 Methods　 SPF grade SD male rats were randomly divided into sham surgery group, model group,
positive drug group (compound salvia miltiorrhiza group), low dose alfentanil group, high dose alfentanil group, and high
alfentanil+SphK1 agonist group (alfentanil+PMA group), with 20 rats in each group. 　 Except the sham operation group,
the MIRI model was reproduced by ligating the left anterior descending coronary artery and reperfusion. 　 The activities of
serum lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase (CK) and aspartate aminotransferase (AST) were detected by auto-
matic biochemical analyzer; TTC was applied to detect the size of myocardial infarction in rats; HE staining was applied to
observe the morphological characteristics of rat myocardial tissue; TUNEL staining was applied to detect myocardial cell ap-
optosis in rats; ELISA was applied to detect the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), inter-
leukin-1β (IL-1β), and S1P; kits were applied to detect content of malondialdehyde (MDA) and activity of superoxide
dismutase (SOD) in myocardial tissue; Western blot was applied to detect the expression level of SphK1 protein in myocar-
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dial tissue. 　 　 Results　 Compared with the sham surgery group, the pathological damage to the myocardial tissue of rats
was severe in the model group, the activities of serum central muscle injury markers LDH, CK, and AST, myocardial in-
farction area, myocardial cell apoptosis rate, the levels of TNF-α, IL-6, IL-1β, MDA, S1P and the expression of SphK1
protein all increased, the activity of SOD decreased (P<0. 05). 　 Compared with the model group, the myocardial tissue
damage of rats was reduced in the positive drug group and the low and high dose alfentanil groups, the activities of serum
central muscle injury markers LDH, CK, and AST, myocardial infarction area, myocardial cell apoptosis rate, the levels of
TNF-α, IL-6, IL-1β, MDA, S1P and the expression of SphK1 protein all decreased, the activity of SOD increased (P<
0. 05). 　 The SphK1 agonist was able to reverse the impact of high-dose alfentanil on the above indicators (P<0. 05).
Conclusion　 Alfentanil has protective effect on MIRI rats, and its mechanism may be related to the inhibition of SphK1 /
S1P signaling pathway.
[KEY WORDS]　 alfentanil;　 sphingosine kinase 1 / sphingosine-1-phosphate signaling pathway;　 myocardial ischemia-
reperfusion injury;　 protective effect

　 　 缺血性心脏病是严重威胁人类生命和健康的

常见疾病之一,急性缺血性心脏病最有效的治疗方

法是尽快恢复缺血组织的血流[1]。 然而,血流的突

然恢复可能导致更强烈的心血管创伤,称为心肌缺

血 再 灌 注 损 伤 ( myocardial ischemia reperfusion
injury,MIRI),进而导致心肌细胞凋亡和坏死以及心

脏停搏等严重后果,影响心肌缺血治疗的效果[2]。
MIRI 的潜在机制复杂,主要涉及活性氧 ( reactive
oxygen species,ROS)的过度产生、炎症反应、线粒体

功能受阻和凋亡激活等[3]。 因此,深入探讨 MIRI
的发生机制对于寻找恢复血流并避免缺血再灌注

(ischemia / reperfusion,I / R) 损伤的方法至关重要。
鞘氨醇-1-磷酸 ( sphingosine-1-phosphate,S1P) 是一

种卵磷脂分子,由鞘氨醇 ( sphingosine, Sph) 激酶

(sphingosine kinase,SphK)催化合成,其中 SphK1 广

泛分布在脑、心脏、肺和脾等组织中并高表达[4]。
SphK1 / S1P 信号通路涉及多种病理生理反应,参与

自身免疫性疾病、炎性疾病及肿瘤的发生和发

展[5]。 研究显示,SphK1 / S1P 信号通路被抑制能够

缓解 I / R 介导的肝损伤和脑损伤[6-7],但对 I / R 诱导

的心肌损伤的作用机制还未明确。 阿芬太尼(alfen-
tanil)是一种短效合成阿片类药物,化学性质类似于

芬太尼,它是一种 μ 受体激动剂,通常用于手术麻

醉、疼痛手术的镇痛以及某些情况下用于控制中度

至重度疼痛的姑息治疗[8]。 有研究证明其他阿片

类镇痛剂舒芬太尼和瑞芬太尼均能够保护心脏免

受 MIRI[9-10]。 此外,阿芬太尼也可以通过激活血管

内皮生长因子 A( vascular endothelial growth factor
A,VEGFA) /血管紧张素 1(angiotensin 1,Ang-1)信

号通路对糖尿病大鼠 MIRI 发挥保护作用[11]。 因

此,本研究旨在探讨阿芬太尼是否可以通过调节

SphK1 / S1P 信号通路对 MIRI 大鼠发挥保护作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

SD 大鼠,雄性,无特定病原体,7 周龄,体质量

(200±20) g,购自河南省实验动物中心[许可证号:
SCXK(豫)2022-0001]。 将大鼠在 24 ~ 26 ℃、湿度

50% ~60%的环境中适应性饲养 1 周,且 12 h 光照

和 12 h 黑暗交替。 本研究经动物伦理委员会批准。
1. 2　 主要试剂及仪器

阿芬太尼注射液(0. 5 g / L,国药准字 H20203054)
购于宜昌人福药业有限责任公司;SphK1 激动剂佛

波酯 ( phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) (HY-
18739)购于美国 Med Chem Express 公司;2% 氯化

三苯基 四 唑 ( 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride,
TTC)染色液(R20618)购于上海源叶生物公司;苏
木精-伊红(hematoxylineosin,HE)染色液(R2855)购
于北京康瑞纳生物公司;TUNEL 染色检测凋亡试剂

盒(FY600017)购于上海弗元生物公司;丙二醛(ma-
lonaldehyde,MDA) (EKF60082)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase,SOD) (EKU09415)酶联免疫

吸附法(enzyme linked immunosorbent assay,ELISA)
检测试剂盒及 SphK1 兔多克隆抗体(PAB10391)均
购于艾美捷科技公司; 肿瘤坏死因子 α ( tumor
necrosis factor α,TNF-α) (E-EL-R2856c)、白细胞介

素 6( interleukin-6,IL-6) (E-EL-R0015c)、IL-1β(E-
EL-R0012c)ELISA 检测试剂盒购于武汉伊莱瑞特

生物公司;S1P ELISA 检测试剂盒(JL20731)购于上

海江莱生物公司;辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

IgG(AP31L014)购于上海和元李记生物公司;BCA
蛋白浓度测定试剂盒(PC0020)购于北京索莱宝科

技公司;SpectraMax Gemini EM 荧光酶标仪购于上

海美谷分子仪器公司;ckx53 倒置荧光显微镜购于

日本奥林巴斯;ChemiDoc 全能型凝胶成像仪购于美
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国伯乐。
1. 3　 MIRI 大鼠模型的建立

将所有大鼠在造模前禁食不禁水 12 h,然后参

照文献[12]方法先通过腹膜内注射 1% 戊巴比妥钠

(40 mg / kg)麻醉,进行胸骨切开术,露出心脏后结

扎冠状动脉左前降支 30 min,该过程用标准导联Ⅱ
导联心电图全程监测,当心电图显示 ST 段抬高时,
表明缺血发生。 然后去除结扎线,恢复血流,再灌

注 120 min 后,心电图 ST 段下降 50% 及以上,表明

模型复制成功。 假手术组大鼠接受开胸手术,但不

结扎冠状动脉。
1. 4　 动物分组与处理

将所有大鼠适应性饲养 1 周后,随机分为假手

术组、模型组、阳性药物组(复方丹参组)、阿芬太尼

低剂量组、阿芬太尼高剂量组、阿芬太尼高剂量+
SphK1 激动剂组(阿芬太尼+PMA 组),每组 20 只。
在大鼠再灌注前 30 min,阳性药物组大鼠给予灌胃

300 mg / kg 的复方丹参混悬液[13],根据预实验结果,
阿芬太尼低、高剂量组大鼠分别腹腔注射 50 μg / kg、
100 μg / kg 的阿芬太尼,阿芬太尼+PMA 组大鼠腹腔

注射 100 μg / kg 的阿芬太尼 5 min 后,再次注射

10 μg / kg 的 SphK1 激动剂 PMA[14]。
1. 5　 全自动生物化学分析仪检测血清乳酸脱氢酶、
肌酸激酶和谷草转氨酶活性

造模成功后,将大鼠用1%戊巴比妥钠(40 mg / kg)
麻醉,然后通过腹主动脉采血至离心管中,在 4 ℃
下,3 000 r / min 离心 15 min,取上清冻存至-20 ℃备

用。 取部分血清用全自动生物化学分析仪检测乳

酸脱氢酶 ( lactate dehydrogenase,LDH)、肌酸激酶

(creatine kinase,CK)和谷草转氨酶(aspartate trans-
aminase,AST)的活性。
1. 6　 TTC 检测大鼠心肌梗死面积

采血结束后断颈处死大鼠,解剖并取出心脏用

无菌 PBS 清洗。 每组随机选取 5 个心脏组织横向

切成厚度 2 mm 的切片,然后用 TTC 染液在 37 ℃下

染色 15 min。 剩余心脏组织均冻存至-80 ℃。 将染

色后的切片 PBS 漂洗后,整理平整并置于 4% 甲醛

溶液中固定 24 h,然后进行图像采集并通过 Image-
Pro Plus 软件计算梗死面积。 白色的心脏组织表示

心脏梗死的大小,而红色部分表示正常组织。
1. 7　 HE 染色观察大鼠心肌组织形态学特征

在 1. 6 中冻存的心肌组织中每组随机选取 5
个,剪下左心室固定于 4%多聚甲醛中,次日进行石

蜡包埋和切片。 随后用二甲苯、梯度乙醇对切片做

脱蜡水化处理,脱蜡后的切片 HE 染色 5 min,充分

清洗后中性树脂封片,光学显微镜观察各心肌组织

的病理形态。
1. 8　 TUNEL 染色检测大鼠心肌细胞凋亡

取 1. 7 中的石蜡切片进行脱蜡水化后,放入

50 μL TUNEL 反应混合物中,在 37 ℃ 下避光孵育

60 min,然后清洗 3 次,每次 5 min,再将切片置于

DAPI 中孵育以检测细胞核,最后用荧光显微镜观

察,凋亡率=TUNEL 阳性细胞数 / 细胞总数×100% 。
1. 9 　 ELISA 检测血清 TNF-α、 IL-6、 IL-1β 和 S1P
水平

取 1. 5 保存的血清,溶解后利用 ELISA 试剂盒

检测血清中 TNF-α、IL-6、IL-1β、S1P 的水平,所有步

骤均参照说明书进行。
1. 10　 试剂盒测定心肌组织 MDA 含量和 SOD 活性

从 1. 6 冻存的心肌组织中每组随机选取 5 个,
加入预冷的 PBS 研磨, 4 ℃, 8 000 r / min 离心

10 min,收集上清。 然后根据试剂盒操作步骤检测

心肌组织中 MDA 含量和 SOD 活性。
1. 11　 Western blot 检测心肌组织 SphK1 蛋白表达

将心肌组织置于 RIPA 裂解缓冲液中,研磨匀

浆,4 ℃,12 000 r / min 离心 10 min,收集上清,BCA
法测定蛋白浓度。 然后将提取的蛋白加入上样缓

冲液进行煮沸变性,并通过 10% SDS-PAGE 凝胶电

泳分离蛋白并湿转至 PVDF 膜,将膜封闭在 5% 脱

脂牛奶中 1 h,然后将其与一抗稀释液(SphK1 抗体

稀释倍数 1 ∶ 1 000)在 4 ℃下孵育过夜,再与羊抗兔

IgG 二抗稀释液(稀释倍数 1 ∶ 1 000)在室温下孵育

1 h,将膜放入显影剂中避光 10 min,最后置于凝胶

成像仪成像,Image J 软件分析蛋白条带灰度值。
1. 12　 统计学分析

用 Graphpad Prism 8. 0 软件分析研究数据,计
量资料以 x±s 表示,多组间差异性比较采用单因素

方差分析,SNK-q 检验用于两两比较,P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 阿芬太尼对血清中 LDH、CK 和 AST 活性的

影响

相较于假手术组,模型组 LDH、CK 和 AST 活性

分别升高 89. 31% 、76. 08% 、89. 81% (P<0. 05);相
较于模型组,阳性药物组和阿芬太尼低、高剂量组

LDH 活性分别降低 38. 91% 、20. 33% 、36. 62% ,CK
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活性分别降低 32. 73% 、16. 12% 、30. 49% ,AST 活

性分别降低 32. 90% 、17. 75% 、29. 75% (P<0. 05),
且阿芬太尼高剂量组与阳性药物组差异无显著性

(P>0. 05);相较于阿芬太尼高剂量组,阿芬太尼+
PMA 组 LDH、CK 和 AST 活性分别升高 46. 75% 、
32. 60% 、30. 37% (P<0. 05,表 1)。
2. 2　 阿芬太尼对心肌梗死面积的影响

相较于假手术组,模型组大鼠出现心肌梗死,
其梗死面积为(28. 37% ±2. 14% ) (P<0. 05);相较

于模型组,阳性药物组和阿芬太尼低、高剂量组大

鼠心 肌 梗 死 面 积 分 别 减 小 75. 96% 、 45. 40% 、
70. 88% (P<0. 05),且阿芬太尼高剂量组与阳性药

物组差异无显著性(P>0. 05);相较于阿芬太尼高剂

量组,阿芬太尼 +PMA 组大鼠心肌梗死面积增加

186. 68% (P<0. 05,图 1)。

表 1. 各组大鼠血清中 LDH、CK 和 AST 的活性(n=20)
Table 1. Activities of LDH, CK and AST in serum of

rats in each group(n=20) 单位:U / L

分组 LDH CK AST

假手术组 246. 97±12. 58 124. 36±8. 97 91. 06±8. 69

模型组 467. 53±24. 93a 218. 97±15. 65a 172. 84±13. 38a

阳性药物组 285. 61±15. 76b 147. 31±10. 24b 115. 97±9. 10b

阿芬太尼低
剂量组

372. 49±18. 95bcd 183. 68±12. 16bcd 142. 16±10. 83bcd

阿芬太尼高
剂量组

296. 32±21. 37b 153. 72±11. 52b 121. 42±9. 49b

阿芬太尼+
PMA 组

434. 84±23. 15d 203. 83±17. 24d 158. 29±12. 87d

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;
c 为 P<0. 05,与阳性药物组比较;d 为 P<0. 05,阿芬太尼高剂量组
比较。

图 1. TTC 染色检测各组大鼠心肌梗死面积(n=5)
a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与阳性药物组比较;d 为 P<0. 05,与阿芬太尼高剂量组比较。

Figure 1. TTC staining was used to detect the myocardial infarction area of rats in each group(n=5)

2. 3　 阿芬太尼对心肌组织病理形态的影响

假手术组大鼠心肌组织结构未见明显异常,模
型组大鼠心肌组织结构异常,肌纤维松散排列,炎
性细胞浸润明显;阳性药物组和阿芬太尼低、高剂

量组心肌组织结构逐渐清晰,肌纤维整齐排列,炎
性细胞浸润减少,损伤程度明显减轻;阿芬太尼+
PMA 组大鼠心肌组织损伤比阿芬太尼高剂量组再

次加重(图 2)。
2. 4　 阿芬太尼对心肌细胞凋亡率的影响

相较于假手术组, 模型组细胞凋亡率升高

1 460. 58% (P<0. 05);相较于模型组,阳性药物组

和阿芬太尼低、高剂量组细胞凋亡率分别降低

81. 58% 、49. 93% 、78. 35% (P<0. 05),且阿芬太尼

高剂量组与阳性药物组差异无显著性(P>0. 05);相
较于阿芬太尼高剂量组,阿芬太尼+PMA 组细胞凋

亡率升高 300. 95% (P<0. 05,图 3)。
2. 5　 阿芬太尼对血清中 TNF-α、IL-6、IL-1β、S1P 水

平的影响

相较于假手术组,模型组 TNF-α、IL-6、 IL-1β、
S1P 水平分别增加 235. 94% 、185. 30% 、173. 61% 、
165. 89% (P<0. 05);相较于模型组,阳性药物组和阿

芬太尼低、高剂量组 TNF-α 水平分别降低 62. 72% 、
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26. 31% 、60. 47% , IL-6 水平分别降低 58. 69% 、
31. 06% 、56. 90% , IL-1β 水平分别降低 57. 57% 、
25. 93% 、55. 02% , S1P 水 平 分 别 降 低 56. 74% 、
17. 60% 、53. 09% (P<0. 05),且阿芬太尼高剂量组

与阳性药物组差异无显著性(P>0. 05);相较于阿芬

太尼高剂量组,阿芬太尼+PMA 组 TNF-α、IL-6、IL-1β、
S1P 水平分别增加 122. 05% 、110. 38% 、102. 81% 、
95. 90% (P<0. 05,表 2)。

图 2. HE 染色检测各组大鼠心肌组织的病理变化(n=5)
Figure 2. Pathological changes of myocardial tissue in rats of each group were detected by HE staining(n=5)

图 3. TUNEL 染色检测各组大鼠心肌细胞凋亡情况(n=5)
a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与阳性药物组比较;d 为 P<0. 05,与阿芬太尼高剂量组比较。

Figure 3. TUNEL staining was used to detect myocardial apoptosis in rats of each group(n=5)
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表 2. 各组大鼠血清中 TNF-α、IL-6、IL-1β、S1P 的水平(n=20)
Table 2. Levels of TNF-α, IL-6, IL-1β and S1P in serum of rats in each group(n=20) 单位:ng / L

分组 TNF-α IL-6 IL-1β S1P

假手术组 25. 68±2. 11 41. 51±3. 54 35. 62±2. 81 31. 46±2. 47

模型组 86. 27±5. 78a 118. 43±7. 96a 97. 46±6. 12a 83. 65±5. 21a

阳性药物组 32. 16±2. 57b 48. 92±3. 81b 41. 35±3. 21b 36. 19±2. 65b

阿芬太尼低剂量组 63. 57±4. 21bcd 81. 65±6. 57bcd 72. 19±5. 40bcd 68. 93±4. 72bcd

阿芬太尼高剂量组 34. 10±2. 86b 51. 04±4. 25b 43. 84±3. 52b 39. 24±3. 50b

阿芬太尼+PMA 组 75. 72±5. 26d 107. 38±7. 73d 88. 91±6. 05d 76. 87±4. 92d

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;c 为 P<0. 05,与阳性药物组比较;d 为 P<0. 05,与阿芬太尼高剂量组比较。

2. 6　 阿芬太尼对心肌组织中 MDA 含量和 SOD 活

性的影响

相较 于 假 手 术 组, 模 型 组 MDA 含 量 增 加

286. 26% ,SOD 活性降低 67. 57% (P<0. 05);相较

于模型组,阳性药物组和阿芬太尼低、高剂量组

MDA 含量分别降低 58. 89% 、 37. 77% 、 53. 99% ,
SOD 活性分别升高 167. 23% 、85. 88% 、149. 74%
(P<0. 05),且阿芬太尼高剂量组与阳性药物组差异

无显著性(P>0. 05);相较于阿芬太尼高剂量组,阿
芬太尼+PMA 组 MDA 含量增加 67. 95% ,SOD 活性

降低 44. 99% (P<0. 05,表 3)。

表 3. 各组大鼠心肌组织中MDA的含量和 SOD活性(n=5)
Table 3. MDA content and SOD activity in myocardial

tissue of rats in each group(n=5)

分组 MDA / (μmol / g) SOD / (kU / g)

假手术组 5. 97±0. 72 42. 15±3. 24

模型组 23. 06±2. 23a 13. 67±1. 43a

阳性药物组 9. 48±0. 89b 36. 53±2. 67b

阿芬太尼低剂量组 14. 35±1. 28bcd 25. 41±2. 13bcd

阿芬太尼高剂量组 10. 61±1. 15b 34. 14±2. 82b

阿芬太尼+PMA 组 17. 82±1. 41d 18. 78±1. 56d

　 　 注:a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;
c 为 P<0. 05,与阳性药物组比较;d 为 P<0. 05,与阿芬太尼高剂量组
比较。

2. 7 　 阿芬太尼对心肌组织中 SphK1 蛋白表达的

影响

相较于假手术组,模型组 SphK1 蛋白表达升高

130. 23% (P<0. 05);相较于模型组,阳性药物组和

阿芬太尼低、高剂量组 SphK1 蛋白表达分别降低

41. 92% 、22. 22% 、37. 88% (P<0. 05),且阿芬太尼

高剂量组与阳性药物组差异无显著性(P>0. 05);相
较于阿芬太尼高剂量组,阿芬太尼+PMA 组 SphK1

蛋白表达升高 43. 09% (P<0. 05,图 4)。

图 4. 各组大鼠心肌组织中 SphK1 蛋白表达(n=5)
1 为假手术组,2 为模型组,3 为阳性药物组,4 为阿芬太尼低剂量组,

5 为阿芬太尼高剂量组,6 为阿芬太尼+PMA 组。
a 为 P<0. 05,与假手术组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较;

c 为 P<0. 05,与阳性药物组比较;d 为 P<0. 05,
与阿芬太尼高剂量组比较。

Figure 4. Expression of SphK1 protein in myocardial
tissue of rats in each group(n=5)

3　 讨　 论

MIRI 是指急性冠状动脉闭塞后,再灌注导致比

缺血本身更严重的心肌损伤,包括缺血诱导损伤和

再灌注损伤。 血流再灌注可对未受累心肌细胞造

成损伤,也可加重受累心肌细胞的损伤[15]。 MIRI
可被描述为心脏修复后明显的结构和功能损伤,其
与氧化应激、炎症、凋亡及线粒体功能等多种机制

的显著变化密切相关[16],因此,预防和减轻 MIRI 是
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目前临床和基础研究的重点。 据了解,阿片类药物

不仅具有镇痛、麻醉的作用,也能够通过激活阿片

受体发挥心肌保护作用,包括舒芬太尼、瑞芬太尼、
羟考酮等合成类药物[17-18]。 阿芬太尼作为一种合

成的短效 μ 阿片类激动剂,其引起的呼吸抑制和术

后呕吐等现象轻于芬太尼[19],但其对 MIRI 的具体

作用还尚未了解。 因此,本研究通过结扎冠状动脉

左前降支建立 MIRI 大鼠模型来探讨阿芬太尼在

MIRI 中的作用,结果显示,模型组大鼠血清中心肌

损伤标志物 LDH、CK 和 AST 的活性高于假手术组,
且心肌梗死面积显著大于假手术组,揭示模型组大

鼠出现心肌损伤,模型复制成功。 已知复方丹参是

临床上用于防治 MIRI 的中成药,其作用机制与抗

炎、抗氧化应激以及抗凋亡等有关,因此将其作为

阳性药物对照[13]。 研究结果发现,阳性药物组和阿

芬太尼低、高剂量组大鼠血清中心肌损伤标志物

LDH、CK 和 AST 的活性较模型组均降低,心肌梗死

面积也较模型组减小,且阿芬太尼高剂量组与阳性

药物组差异无统计学意义。 进一步观察心肌组织

的病理形态发现,阳性药物组和阿芬太尼各剂量组

中心肌组织结构逐渐清晰,肌纤维整齐排列,炎性

细胞浸润减少,损伤程度明显轻于模型组,心肌细

胞凋亡率也较模型组降低。 揭示了阿芬太尼与复

方丹参的作用保持一致,均能够抑制 MIRI 大鼠的

心肌损伤,减轻心肌细胞凋亡。
越来越多的证据表明,MIRI 能够导致心肌氧化

应激和炎症,最终引发心肌细胞凋亡,炎症可能是

MIRI 整个病理生理过程中的一个重要因素,缺血后

不久,大量炎性细胞渗入病变区域,TNF-α、IL-6 和

IL-1β 的释放会加重心肌损伤,导致细胞凋亡[20]。
除此之外,氧化应激也是导致 MIRI 的主要病理过

程,ROS 的过度产生以及清除 ROS 能力的降低会进

一步导致心肌细胞凋亡[3]。 膜脂质过氧化反应的

最终产物 MDA 是反映脂质过氧化反应的程度,SOD
是抗氧化酶类的重要成员,是生物体内有效清除

ROS 的主要酶之一,两者均为氧化应激的主要标志

物[21]。 本研究结果发现,阳性药物组和阿芬太尼

低、高剂量组大鼠血清中促炎因子 TNF-α、IL-6 和

IL-1β 含量及心肌组织中 MDA 含量较模型组降低,
SOD 活性较模型组升高。 揭示阿芬太尼可以抑制

MIRI 大鼠的心肌炎症反应和氧化应激,进而减轻心

肌损伤和细胞凋亡,但其中的作用机制还需深入

了解。
据了解,SphK1 是鞘脂代谢中的关键限速酶和

细胞内信号转导酶,作为一种脂质激酶,SphK1 将

Sph 磷酸化为具有生物活性的 S1P,S1P 通过结合 G
蛋白偶联受体成员 S1P 受体( S1P receptor,S1PR)
激活细胞内信号[22]。 SphK1 / S1P 途径可由 TNF-α、
IL-1β 等多种细胞因子和生长因子激活,异常表达

的 SphK1 及其产物 S1P 参与炎症反应的调节和多

种免疫细胞的功能管理[23]。 研究已经证明 SphK1 /
S1P 信号通路被抑制后能够改善心肌梗死大鼠的炎

症反应和心肌纤维化,同时也可以保护脑 I / R 诱导

的神经元细胞损伤[24-25]。 本研究结果显示,MIRI 模
型大鼠 SphK1 和 S1P 的水平均升高,而阳性药物组

和阿芬太尼组 SphK1 和 S1P 水平降低,表明阿芬太

尼能够抑制 SphK1 / S1P 信号通路的激活。 然而为

了进一步探讨 SphK1 / S1P 通路在阿芬太尼治疗

MIRI 中的作用,本研究在阿芬太尼治疗的同时加入

SphK1 激活剂进行干预,结果发现 SphK1 激活剂逆

转了高剂量阿芬太尼对 MIRI 大鼠心肌组织损伤的

缓解作用。 揭示了阿芬太尼对 MIRI 大鼠的保护机

制可能是通过抑制 SphK1 / S1P 信号通路,进而减轻

氧化应激和炎症反应。
综上所述,阿芬太尼可能通过抑制 SphK1 / S1P

信号通路对 MIRI 大鼠发挥保护作用。 本研究为缓

解再灌注引起的损伤提供了新的药物和理论依据。
但关于阿芬太尼在 MIRI 临床上的应用以及如何使

该药物发挥有效的治疗作用还有待进一步深入

探索。
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