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乳化异氟醚对缺氧复氧乳鼠心肌细胞的保护作用及 !"#!"、!$%表达的影响
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* * 摘* 要：目的* 观察乳化异氟醚（’+体积分数）对培养乳鼠心肌细胞模拟缺血再灌注损伤后心肌细胞凋亡及凋亡相
关基因 !"#$&、!%&的 ,-./与蛋白水平表达的影响。方法* 利用原代培养的 012345乳鼠心肌细胞建立模拟心肌缺血再灌
注模型，分正常培养组、模型组、脂肪乳组、乳化异氟醚（终浓度 "6 &’ ,,78 9 :）。各组心肌细胞做相应分组处理后，利用倒
置显微镜观察心肌细胞的生长状态和搏动频率，并用透射电镜观察细胞超微结构改变；流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率；

-;#<=-检测心肌细胞凋亡基因 !"##& ,-./、!%& ,-./的表达。0>23>5? @873定量检测 AB8#&、A4C蛋白表达。结果* 乳化
异氟醚组和脂肪乳组均可显著降低细胞凋亡率（’ D "6 "$），但乳化异氟醚组与脂肪乳组比较降低更明显（’ D "6 "$）。乳
化异氟醚可显著上调 AB8#& 表达（’ D "6 "$）、下调 A4C表达（’ D "6 "$）；脂肪乳对 AB8#& 和 A4C表达无影响（’ E "6 "$）。结
论* 乳化异氟醚及其其中的成分之一脂肪乳可抑制模拟缺血再灌注损伤心肌细胞的凋亡；乳化异氟醚对缺氧复氧损伤的
抗凋亡作用与其心肌细胞 AB8#& 表达上调和 A4C表达下调有关。
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! ! 研究表明，吸入异氟醚能抑制缺氧复氧损伤后所
致的心肌细胞凋亡而产生心肌保护效应［" # $］。以脂肪

乳为载体静脉注射的乳化异氟醚（%&体积分数）不仅
具有良好的麻醉作用［’，(］，且对在体兔缺血再灌注心

肌具有明显的保护作用［(］。但乳化异氟醚能否抑制

心肌细胞的凋亡，目前少见报道。本研究采用离体培

养乳鼠心肌细胞建立缺氧复氧损伤模型，观察乳化异

氟醚对缺氧复氧乳鼠心肌细胞凋亡和凋亡相关基因

!"#$) 与 !%&的 *+,-及蛋白水平表达的影响。

!" 材料与方法

". "! 药品与试剂
! ! 乳化异氟醚：华瑞制药有限公司，规格 ")/ *0 1 *2；脂肪乳
（$/&英脱利匹特）：华瑞制药有限公司，规格 (// *2 1瓶；
3454培养基：6789:公司（美国）；胎牛血清（;8<）：杭州四季
青公司；8=>?：<@0*A 公司（美国）；B=CD@>@?* @C>@>E（B7）：8EFGCH
3@FI@HJCH公司（美国）；+,-抽提试剂盒：上海华舜生物工程有
限公司；BKLB9+ 试剂盒：宝生物工程大连有限公司；8F2L) 及
8AM抗体（美国 ,EN*A=IE=J公司）。
". )! 动物与实验仪器
! ! 健康新生 " O $ > P@JGA= 乳鼠 )// 只，雌雄不拘，由重庆医
科大学实验动物中心提供；Q5+- FE22 9:) 培养箱和 3L$R()/
型高速冷冻离心机（6*SQ 公司，德国）；<PL9TL7; 型净化工作
台（苏州安泰技术有限公司）；8QL,79L8 型倒置显微镜（:2UD?J
:DG@FA2公司，日本）；QQLV/ 型快速恒温数显水域箱（常州国华
电器有限公司）；5B79< 52@GE型流式细胞仪（8EFI*AH FC?2GE= 公
司，美国）；3WL" 电泳仪（上海医用分析仪器厂）；R() 紫外分光
光度计（上海第三分析仪器厂）；X,6LK%$ 真空干燥箱（江苏太
仓医疗器械厂）；B5YV// 基因扩增仪（美国 -87公司）。
". $! 原代心肌细胞培养
! ! 按照文献［V］所建立的方法结合实际改进。取出生 " O $ >
的 P@JGA= 乳鼠，R(&酒精浸泡后，在无菌条件下开胸取出心脏
置于预先盛有 3LQAHI液的无菌平皿内，用含抗生素的 3LQAHI
灌冲洗两遍。在无菌操作台内去包膜和大血管，剪成碎泥状，

移入 (/ *2离心管中，用 /. )(&胰酶和 /. ")(&二型胶原酶等
量混合液 $R Z水浴消化 ( *@H，自然沉淀后弃上清液再加入双
酶液，$R Z水浴消化 "( *@H，再自然沉淀后取上清液至含等量
终止液（"(&胎牛血清，%(&3454）的离心管中终止消化。如
此重复 ( O R 次，使组织块消化完全。收集以后的细胞悬液经
)// 钼尼龙网过滤，离心 "/ *@H（" /// = 1 *@H）后弃上清液，加入
培养液（%(&3454、"(&胎牛血清、青霉素 "// [ 1 *2、链霉素
"// [ 1 *2和 /. " **C2 1 X 8=>?）混悬，台盼蓝染色计数，调整细
胞数至 ( \ "/V 1 X。移至培养瓶中，置 $RZ，(&9:) 培养箱中培

养 ) ]以纯化心肌细胞（差速贴壁法），然后接种到培养板或者
培养瓶中培养。’% ]后换液。其中 8=>?在细胞培养 R) ]内加
入。

". ’! 心肌细胞缺氧复氧损伤模型的建立
! ! 参照文献［R］方法，并结合本实验室条件改造。实验用经
混合气体 -（Y(&,) 和 (&9:)）预先饱和 " ]的模拟缺血溶液

［（**C2 1 X）：,A92 Y%. (，^92 "/，,AQ)B:’ /. Y，,AQ9:$ V. /，
9A92) ". %，40<:’ ". ) 乳酸钠 ’/，Q5B5< )/；DQ _ V. %］置换正
常培养溶液，将原代培养心肌细胞放入自制缺氧装置中，充入

混合气体 -后密封，将原代心肌细胞放入培养箱中培养 $ ]，即
为缺氧（缺血）模型。$ ]后倾弃模拟缺血液，换以用混合气体
8（Y(& :) 和 (& 9:)）预先饱和 " ] 的模拟再灌注溶液
［（**C2 1 X）：,A92 ")Y. (，̂92 (. /，,AQ)B:’ /. Y，,AQ9:$ )/，
9A92) ". %，40<:’ ". )，葡萄糖 (. (，Q5B5< )/；DQ _ R. ’；用时
加 "/ *2胎牛血清］，放入培养箱（Y(&空气，(& 9:)，$R Z）
中，于常氧环境中继续培养 $ ]，即为复氧（再灌注）模型。
". (! 实验分组
! ! 取培养 ( >（")/ ]）整孔搏动细胞，随机分为 ’ 组。正常培
养组：不加药物处理，常氧条件下培养 V ]；模型组（模型建立如
上述）：不加药物处理，缺氧（缺氧模型）$ ]后复氧（复氧模型）
$ ]；脂肪乳组（浓度同乳化异氟醚中脂肪乳的浓度）：用脂肪乳
进行 ) ]干预后，余同模型组；乳化异氟醚组：用 %&乳化异氟
醚（终浓度 /. )% **C2 1 X）提前 ) ]干预后，余同模型组。
". V! 心肌细胞形态结构观察
! ! 用倒置显微镜观察心肌细胞各时期形态学变化及搏动情
况；分别取各组细胞离心沉淀结块，经超薄切片和双羟染色后

以透射电镜观察其超微结构变化。

". R! 心肌细胞凋亡率测定
! ! 采用流式细胞仪检测。用 /. )(&胰蛋白酶消化贴壁心肌
细胞，消化分离后收集到试管中离心 "/ *@H（" /// = 1 *@H），将
细胞悬液用 " *2空针抽吸两遍制成单细胞悬液，悬于 R/&冷
乙醇（’ Z）过夜。检测时离心 "/ *@H（" /// = 1 *@H），B8<洗去
乙醇。细胞沉淀用 B7’Z避光染色 $/ *@H，上机检测。6 期前
的亚二倍体峰即代表凋亡峰，反映凋亡细胞的百分比。

". %! 心肌细胞 !"#L) *+,-与 !%& *+,-表达水平的
测定

! ! 采用 +KLB9+法测定。用 K=@‘C2（6@SFCL89X）提取总 +,-，
紫外分光光度计测定 +,-含量，将 +,-反转录成 F3,-，再进
行 B9+扩增。目的基因 !"#$) 引物序列上游为 (aL666-K-9KL
66-6-K6--6- 9KL$a，下游为 $aL99-996--9K9---6--66L
(a，预计扩增片段长度为 $VR SD；目的基因 !%& 引物序列上游：
(aL---9K66K69K9--66999KL$a 下 游 为 (aL-69-69969KL
9-966-6L$a，预计扩增片段长度为 )(Y SD；!LAFG@H 为内参，引
物序列上游为 (aL996K---6-99K9K-K6 99--9-L$a，下游为
(aL966-9K9-K96K-9K99K69KL$a，预计扩增片段长度为
)$/ SD。B9+反应条件为 Y’ Z预变性 $ *@H，Y’ Z ’/ J，(R Z
" *@H，R) Z " *@H，共 $/ 个循环，R) Z ( *@H!’Z保存。扩增
片断通过琼脂糖凝胶电泳成像。采用 7*A0ELD=CD2?J（bE=J@CH
’c "，4E>@A9USE=HEG@FJ XB，[<-）软件，分析条带平均光密度值
（4EAH >EHJ@GU），以 !"#L) 1 !LAFG@H、!%& 1 !LAFG@H 的比值分别表示
!"#L) *+,-和 !%& *+,-相对水平。

". Y! PEJGE=H S2CG 检测心肌细胞 8F2L) 和 8AM 的蛋白
表达

! ! 取各组细胞裂解液蛋白定量后进行 <3<LB-65 电泳并转
膜。蛋白转膜结束后，以 (&脱脂奶粉 B8< 配制液封闭后膜置
于含小鼠抗大鼠 8F2L) 单克隆抗体或小鼠抗大鼠 8AM单克隆抗
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’：正常组（() *+ ,,,）；-：模型组（() *. ,,,）；/：脂肪乳组（() * 0 ,,,）；1：乳化异氟醚组（() * !, ,,,）# "：内质网扩张或
者轻度扩张；#：线粒体；$：核仁；%：核

图 !" 各组心肌细胞超微结构观察

体溶液中，室温摇床反应 & 2，3-4［!.0 5567 8 9 :;/7，!, 5567 8 9
3<=>（?@ A B$ .），,$ ,.C 3DEEF%&,］洗膜，并将膜置于含有辣根过
氧化物酶标记的兔抗鼠 GHI抗体溶液中室温摇床反应 & 2后再
将膜置于 1’-显色液中，避光反应 +, 5=F，蒸馏水冲洗终止显
色，凝胶成像系统分析结果并照相。

!$ !,# 统计学处理
# # 采用 4’4 B$ , 统计软件对实验数据进行统计学分析，实验
数据均以 &% J &表示，用单因素方差分析方法。

#" 结果

&$ !# 正常心肌细胞形态变化
# # 心肌细胞培养 &0 2出现自发性搏动，"& 2 后聚集成簇，呈
现频率为 K, L !,, 次 8 5=F 的同步节律性搏动。细胞形态呈梭
形或不规则三角形，伪足明显，可发生相互融合。

&$ &# 各组心肌细胞超微结构
# # 正常组细胞基本结构正常，细胞表面有少量突起，胞核较
小，部分细胞可见核仁，细胞质内可见散在的线粒体、内质网等

细胞器；模型组可见部分线粒体出现明显肿胀，内质网扩张等超

微病理改变，部分细胞还可见少量线粒体溶解坏死、核固缩、异

染色质边集等改变；脂肪乳组和乳化异氟醚组细胞结构同模型

组相比较，损伤程度明显减轻，可见部分细胞线粒体轻度肿胀，

内质网扩张程度较轻，其中乳化异氟醚组改善更明显。见图 !。
&$ &# 乳化异氟醚对心肌细胞凋亡率的影响
# # # 各组心肌细胞均存在细胞凋亡。与正常组比较，模型
组、脂肪乳组和乳化异氟醚组各组的心肌细胞凋亡率均显著升

高（’ M ,$ ,.）。与模型组比较，脂肪乳组和乳化异氟醚组的心
肌细胞凋亡率均显著下降（’ M ,$ ,.）。与脂肪乳组比较，乳化
异氟醚组显著下降（’ M ,$ ,.）。见表 !。
&$ +# 乳化异氟醚对心肌细胞 !"#%& 和 !$% 基因的 5N%

:’及蛋白水平表达的影响
# # 各组心肌细胞均有表达。与正常组比较，模型组、脂肪乳
组和乳化异氟醚组各组的 !"#%& 5N:’、-O7%& 蛋白表达均显著
下降，!$% 5N:’、-;P 蛋白表达均显著升高（’ M ,$ ,.）。与模
型组比较，乳化异氟醚组心肌细胞 !"#%& 5N:’、-O7%& 蛋白的表
达显著升高，!$% 5N:’、-;P蛋白的表达显著下降（’ M ,$ ,.）；
而脂肪乳组心肌细胞 !"#%& 5N:’、-O7%& 蛋白与 !$% 5N:’、-;P

蛋白的表达均无统计学差异（’ Q ,$ ,.）。各组心肌细胞内 !"#%
&、!$% 5N:’ 见表 !、图 &；各组 -O7%&、-;P 蛋白表达检测结果
（光密度值）。见表 !、图 +。

表 !" 各组心肌细胞的凋亡率和 !"#$#、!$%基因的 %&’(
及蛋白水平表达的比较（( A R，&% J &）

组别 细胞凋亡率（C）!"#%& 8 !%;OS=F !$% 8 !%;OS=F -O7%& 8 !%;OS=F -;P 8 !%;OS=F
正常组 0$ K& J,$ +! !$ B, J,$ &. ,$ +, J,$ ," !$ !0 J,$ !& ,$ &0 J,$ &!
模型组 0.$ ", JR$ &&; ,$ ." J,$ !B; !$ KB J,$ !B; ,$ &! J,$ !.; ,$ B" J,$ ,B;

脂肪乳组 +,$ &R J"$ !B;T ,$ ". J,$ !B; !$ R, J,$ !B; ,$ R0 J,$ !+; ,$ "R J,$ !!;

乳化异氟醚组 &&$ "K J+$ .R;TO !$ +B J,$ &0;TO ,$ KK J,$ &0;TO ,$ K+ J,$ !!;TO ,$ 0K J,$ !K;TO

;：’ M ,$ ,.，与正常组比较；T：’ M ,$ ,.，与模型组比较；O：’ M
,$ ,.，与脂肪乳组比较

! " # $ % & ’ ( )

! " # $ % & ’ ( )

" &** +,!
" *** +,!
&** +,!
%** +,$** +,
#** +,
"** +,

!
!!
!

" &** +,!
" *** +,!
&** +,!
%** +,$** +,
#** +,
"** +,

!
!!
!

"-

".

"/

" &** +,!
" *** +,!
&** +,!
%** +,$** +,
#** +,
"** +,

!
!!

’：!"#%&；-：!%;OS=F；/：!$%
)：标准；!，&：正常组；+，.：脂肪乳组；0，"：模型组；
R，K：乳化异氟醚组
图 #" 各组心肌细胞 !"#$# %&’(与 !$% %&’(的表达

! " # $ % & ’ (! " # $ % & ’ (

! " # $ % & ’ (

!")*+,-!
.*/""!

!")*+,-!

.)0!

"1

".
’：-O7%&# !，&：正常组；+，0：模型组；.，R：乳化异氟醚组；"，K：
脂肪乳组；-：-;P# !，&：模型组；+，0：脂肪乳组；.，R：乳化异
氟醚组 "，K：正常组
图 )" 各组心肌细胞 *+,$# 蛋白与 *-.蛋白的表达

+!R!



!" 讨论

! ! 缺血、缺氧不仅能导致心肌细胞的坏死，也可以诱
导心肌细胞凋亡。细胞凋亡增多可加重心肌缺血再灌

注损伤，抑制细胞凋亡则有防止心肌缺血再灌注损伤

的作用。吸入麻醉药异氟醚对细胞凋亡的影响目前还

存在争议。有些研究认为异氟醚可以抑制细胞凋亡，

"#$%&’等［(］发现，异氟醚有抑制中性粒细胞等炎性细
胞凋亡的作用，且抑制凋亡程度与异氟醚浓度呈剂量

依赖关系；异氟醚还能够抑制因缺氧缺糖而引起的凋

亡［)］；也有的研究认为异氟醚能够增加所接触细胞的

凋亡［*+］。异氟醚诱导预处理对缺血再灌注心肌可以

抑制心肌细胞的凋亡，且其抑制心肌细胞凋亡与上调

抗凋亡基因 !"#,- 家族、下调促凋亡基因 !$% 等的表达
有关［-］。

! ! (.乳化异氟醚是正在研发的一个新药，它是异氟
醚以脂肪乳为载体在一定条件下制成的。本实验研究

通过电镜观察显示在缺氧复氧损伤时心肌细胞损伤严

重，细胞线粒体明显肿胀，甚至部分坏死，内质网空泡

化，存在凋亡前及凋亡期的典型形态学变化；且其心肌

细胞凋亡率显著升高。与以往的结论相符，即缺氧复

氧可诱导心肌细胞凋亡，且凋亡越重，心肌细胞损伤越

重。而加入乳化异氟醚和脂肪乳的两组，其形态结构

明显改善，凋亡率显著下降，其中 (.乳化异氟醚的抑
制凋亡的作用更显著。提示乳化异氟醚对缺血再灌注

损伤心肌细胞有保护作用其保护作用可能与其抗凋亡

有关，缺血再灌注心肌细胞凋亡的发生是在多种凋亡

相关基因的调控下进行的，其中 !"#&-、!$% 凋亡基因被
认为是最重要的细胞凋亡基因。目前认为，定位于核

膜、内质网膜及线粒体膜上的 /01,- 蛋白对许多因素
引发的细胞凋亡有抑制或延缓作用［**］，被认为是心肌

缺血再灌注损伤的自救基因［*-］。现已明确 !"#,- 表达
产物可阻断 !$%、’$(等基因产物激活细胞凋亡信号传
递系统的最后通路，从而促进细胞成活。/23 是与
/01,- 结构相似的一种蛋白，但它的作用与 /01,- 蛋白
完全相反，有促进细胞凋亡的作用。450%%267&’ 等［*8］

用转基因鼠实验证实，!$% 基因高表达可促进心肌细
胞凋亡，表达的程度与心肌凋亡的程度呈正相关。/23
蛋白通过与线粒体上 /01,- 蛋白形成二聚体发挥作
用，当 /23高表达时，形成同源二聚体 /23 9 /23促进凋
亡；/01,- 高表达时，形成异源二聚体 /01,- 9 /23 抑制
凋亡发生。/01,- 和 /23 两者的比例决定细胞是生存
还是凋亡。/01,- 表达升高，则细胞生存；/23 表达上
调，则细胞发生凋亡。本实验的研究结果显示，正常心

肌细胞中的 /01,- 的表达较高、/23 的表达较少，此时
心肌细胞的凋亡也很少；缺氧复氧损伤组 /01,- 的表
达明显减少，/23的表达明显增多，此时心肌细胞的凋

亡显著增多；(.乳化异氟醚给药组可以提高 /01,- 的
表达，降低 /23 的表达，/01,- 9 /23 的比值也得到显著
的提高，使心肌细胞的凋亡减少。脂肪乳作为乳化异

氟醚的其中一个成分，对 /01,- 和 /23 的表达无影响，
其 !"#&- ) !$% 的比值和缺氧复氧损伤模型组比较也没
有统计学意义，所以其抗凋亡的作用较弱。

! ! 综上所述，乳化异氟醚及其其中的成分脂肪乳对模
拟缺血再灌注损伤心肌细胞有保护作用及抑制模拟缺

血再灌注损伤心肌细胞的凋亡；且其抗凋亡作用可能与

心肌细胞 /01,-的表达上调和 /23的表达下调有关。
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