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低ｐＨ液复灌对兔心肌缺血再灌注的保护作用与Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的关系
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　　［摘要］　目的　探讨低ｐＨ液复灌对体外循环（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，ＥＣＣ）下兔缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，
Ｉ／Ｒ）心肌的保护作用与Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的关系。方法　 成年新西兰大白兔３０只，完全随机分为５组（ｎ＝６）：对照组
（Ｃ组）不停跳，体外循环１８０ｍｉｎ；缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ组）全心缺血４０ｍｉｎ，再灌注１２０ｍｉｎ；ｐＨ＝７．４组与ｐＨ＝６．９组于再
灌注前２ｍｉｎ予３７℃的９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２饱和的 ｐＨ值为７．４或６．９的 ＫＨ液灌注；缺血后处理组（Ｐ组）再灌注的前
２ｍｉｎ给予缺血后处理。体外循环结束后，光镜观察心肌形态学变化；ＥＬＩＳＡ测定血清肌钙蛋白Ｉ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎＩ，ｃＴｎＩ）
浓度；ＲＴＰＣＲ检测Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ的表达；免疫组化检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达。结果　 与Ｉ／Ｒ组比较，ｐＨ＝６．９组和
Ｐ组心肌组织损伤较轻，ｃＴｎＩ浓度较低（Ｐ＜０．０５），ｐＨ＝６．９组Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显增高［（１．０５８１±０．１６５７）
ｖｓ（０．６４８２±０．０７０８），（０２３３１±０．０２２５）ｖｓ（０．１５６５±０．０１９２），Ｐ＜０．０５］，ＢａｘｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显降低
［（１３５３３±０．１３８１）ｖｓ（１９０１７±０．１９８１），（０．１７３５±０．０１５１）ｖｓ（０．２４７１±０．０２１３），Ｐ＜０．０５］；ｐＨ＝６．９组和Ｐ组
之间Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 体外循环下再灌注初短暂低 ｐＨ（ｐＨ＝６．９）液复灌可以
模拟缺血后处理的心肌保护作用，其保护机制与调节Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达有关。
　　［关键词］　 体外循环；再灌注损伤；ｂｃｌ２基因；ｂｃｌ相关Ｘ蛋白质；兔
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ｓｅｒｕｍｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎＩ（ｃＴｎＩ）ｌｅｖｅｌｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｍＲＮＡａｎｄ
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ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｐＨ６．９ｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎＩ／Ｒｇｒｏｕｐａｎｄｐｏｓｔｉｓｃｈｅｍｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｇｒｏｕｐ
（１０５８１±０．１６５７ｖｓ０．６４８２±０．０７０８ａｎｄ０．２３３１±０．０２２５ｖｓ０．１５６５±０．０１９２，１．３５３３±０．１３８１ｖｓ
１．９０１７±０．１９８１ａｎｄ０．１７３５±０．０１５１ｖｓ０．２４７１±０．０２１３，Ｐ＜０．０５）．Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓ
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　　心肌缺血再灌注损伤是心血管外科中常见的并发
症，其造成的心功能不全，也是心血管外科术后患者死

亡的一项重要原因。缺血后处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｏｓｔｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｉｎｇ）已有较多的研究［１－２］证实其具有明确减轻心

肌缺血再灌注损伤的作用，但其机制尚不完全清楚，且

缺血后处理操作的复杂性及其阻断主动脉血流可能对

患者造成的潜在风险，都限制了其在心血管外科临床

中的应用。近年来研究［３－４］显示缺血后处理可通过短

暂的延长缺血再灌注初心肌的酸中毒状态，并进而激

活心肌内源性的保护机制，产生心肌保护作用，这就是

缺血后处理的ｐＨ假说。研究［５－６］表明缺血再灌注初

给予酸性复灌具有与缺血后处理相似的心肌保护作

用，有效减轻心肌缺血再灌注损伤。本实验拟研究体

外循环下再灌注初短暂低ｐＨ液复灌对兔缺血再灌注
心肌的保护作用与 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的关系，探讨酸性
复灌心肌保护的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　成年健康新西兰大白兔３０只，雌雄不
拘，体质量２．５～３．０ｋｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供。
１．１．２　主要试剂　　兔肌钙蛋白 ＩＥＬＩＳＡ试剂盒（ＲＤ公司，
美国），ＰＣＲ试剂盒（北京天根公司），抗 Ｂｃｌ２和抗 Ｂａｘ单克隆
抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国），免疫组化二抗试剂盒和 ＤＡＢ试
剂盒（北京中杉公司）。

１．２　方法
１．２．１　实验分组　　新西兰大白兔３０只，完全随机分为５组
（ｎ＝６）：对照组（Ｃ组）、缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ组）、ｐＨ＝７．４组、
ｐＨ＝６．９组、缺血后处理组（Ｐ组）。Ｃ组仅建立体外循环，不停
跳，体外循环 １８０ｍｉｎ；其余各组建立体外循环后并行循环
２０ｍｉｎ，再全心缺血４０ｍｉｎ，Ｉ／Ｒ组全心缺血４０ｍｉｎ后直接开放
主动脉，再持续体外循环灌注１２０ｍｉｎ；ｐＨ＝７．４组、ｐＨ＝６．９组
于复灌初２ｍｉｎ经主动脉分别持续灌注 ｐＨ值为７．４和６．９的
３７℃ 由９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２的混合气体平衡３０ｍｉｎ的 ＫＨ缓冲
液（ｍｍｏｌ／Ｌ：１１８．５ＮａＣｌ、４．７ＫＣｌ、１．２ＭｇＳＯ４、１．２ＫＨ２ＰＯ４、２．５
ＣａＣ１２、２５．０ＮａＨＣＯ３、１１．１葡萄糖）４．５ｍｌ／ｋｇ，Ｐ组于复灌初２ｍｉｎ
给予开放主动脉１０ｓ再阻断１０ｓ，共重复６次的缺血后处理。
１．２．２　兔体外循环（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，ＥＣＣ）模型的建立
　　实验兔经静脉注射３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ麻醉，气管切
开插管，小动物呼吸机辅助呼吸，监测心电图、肛温，右股动脉置

２０Ｇ套管针监测连续动脉血压。全身肝素化（６８０Ｕ／ｋｇ），左颈
总动脉逆行置入１８Ｇ套管针行动脉灌注，内径４ｍｍ的静脉引流
管经右颈总静脉插入右心房，停跳液灌注针经右颈总动脉处插

入至主动脉根部。ＢＴ３００Ｅ型蠕动泵（重庆杰恒蠕动泵有限公

司）进行转流，Ｄ９０１婴儿膜肺（Ｄｉｄｅｃｏ公司，意大利）进行氧合，
灌注流量为７０～１００ｍｌ／（ｋｇ·ｍｉｎ），维持ＣＰＢ中平均动脉压在
５５～６０ｍｍＨｇ以上，并行循环１５ｍｉｎ，开始降温，肛温降至２８～
３０℃后阻断主动脉，主动脉根部灌注 １５～２０ｍｌ／ｋｇ４℃
Ｓｔ．ＴｈｏｍａｓⅡ停 搏 液 （ｍｍｏｌ／Ｌ：１１０．０ ＮａＣｌ、１．２ ＣａＣｌ２、
１０．０ＮａＨＣＯ３、１６．０ＫＣｌ、１６．０ＭｇＣｌ２），全心缺血４０ｍｉｎ，复灌前
１０ｍｉｎ开始复温，到３４℃开始复灌，使心脏复跳。复灌１２０ｍｉｎ
停体外循环，采集标本。

１．３　观察指标
１．３．１　心肌组织形态学观察　　各组取左室同一部位心肌组
织，４％多聚甲醛固定１２ｈ，石蜡包埋，切片 ＨＥ染色后，光学显
微镜下观察心肌组织形态学改变。

１．３．２　血清心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎＩ，ｃＴｎＩ）浓度测定
　　停体外循环时经股动脉采集动脉血，静置、离心、取上清，
根据ｃＴｎＩＥＬＩＳＡ试剂盒说明书用测定各组ｃＴｎＩ浓度。
１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测心肌组织 Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ的表达　　
Ｂｃｌ２、内参βａｃｔｉｎ引物由上海生物工程技术服务有限公司设
计、合成，Ｂｃｌ２上下游引物序列分别为：５′ＣＡＡＧＣＣＧＧＧＡＧＡＡ
ＣＡＧＧＧＴＡＴＧＡＴＡ３′，５′ＡＣＧＧＴＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧＴＣＡＴＣＣ
３′，产物长度 ３１２ｂｐ；βａｃｔｉｎ：５′ＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴ
ＴＣＡ３′，５′ＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ３′，产 物 长 度
４９６ｂｐ；Ｂａｘ引物参考文献［７］中的序列由上海生物工程技术
服务有限公司合成：上游５′ＡＡＧＣＴＧＡＧＣＧＡＧＴＧＴＣＴＣＣＧＧＣＧ
３′，下游 ５′ＧＣＣＡＣＡＡＡＧＡＴＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＴＧＣＣ３′，产物长度
２８４ｂｐ。使用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对扩增产物电泳图片行半定量
分析，目的基因相对光密度 ＝目的基因光密度值／内参 βａｃｔｉｎ
光密度值。

１．３．４　免疫组化检测心肌组织 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达　　各组取左
室同一部位心肌组织，石蜡切片，煮沸法抗原修复，血清封闭，

一抗（１∶１００）、４℃过夜；二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ；辣根过氧化物
酶标记的链霉卵白素工作液３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，显微
镜下控制染色深度；苏木精复染，脱水，晾干，透明，中性树胶封

片，光镜下阳性产物呈棕黄色。每张切片随机选取５个视野，
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件测定心肌组织中阳性产物平均光密度值，通
过光密度值的大小来反映目的蛋白的表达情况。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比
较采用多组间单因素方差分析，两两比较采用ＳＮＫｑ检验。

２　结果

２．１　光镜检查心肌组织形态学
　　Ｃ组心肌细胞胞膜完整，界限清楚，无明显变性坏死；Ｉ／Ｒ
组及ｐＨ＝７．４组心肌细胞界限不清，胞浆嗜酸性增强，部分细
胞可见空泡变性、溶解坏死及散在核固缩，心肌间质水肿明显；

ｐＨ＝６．９组和 Ｐ组心肌细胞胞膜相对完整，变性坏死范围较
小，间质水肿不明显，见图１。
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Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：ｐＨ＝７．４组；Ｄ：ｐＨ＝６．９组；Ｅ：Ｐ组
图１　光镜观察各组心肌组织损伤程度（ＨＥ×４００）

２．２　各组兔血清心肌ｃＴｎＩ浓度测定结果
　　与Ｃ组比较，各组血清ｃＴｎＩ浓度均增加（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ
组比较，ｐＨ＝６．９组和 Ｐ组 ｃＴｎＩ浓度均降低（Ｐ＜０．０５），ｐＨ＝
７．４组ｃＴｎＩ浓度差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ｐＨ＝６．９组和
Ｐ组之间比较，ｃＴｎＩ浓度差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图２。

!

"

#

$

%

&

'

(! )*+! ,-./0#! ,-.!01! 2!

3
4
5
)
"
5
6
*
7
8
#

9

9

9:

9:

ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ｉ／Ｒ组比较
图２　各组血清心肌肌钙蛋白Ｉ浓度的比较

２．３　ＲＴＰＣＲ测定Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ水平
　　与 Ｃ组比较，各组 Ｂｃｌ２与 ＢａｘｍＲＮＡ表达水平均增高
（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比较，ｐＨ＝６．９组和 Ｐ组 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表
达水平明显升高（Ｐ＜０．０５），ＢａｘｍＲＮＡ表达均降低（Ｐ＜
００５）；ｐＨ＝６．９组和Ｐ组之间比较、Ｉ／Ｒ组和ｐＨ＝７．４组之间
比较，Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表达水平差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５），见图３，表１。
２．４　各组兔心肌Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的免疫组化检测结果
　　各组心肌细胞质中均有Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达，与Ｃ组比较，
各组Ｂｃｌ２与Ｂａｘ蛋白表达均增加（Ｐ＜０．０５）；与 Ｉ／Ｒ组比较，
ｐＨ＝６．９组和Ｐ组Ｂｃｌ２表达明显增加（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ表达均

降低（Ｐ＜０．０５）；ｐＨ＝６．９组和 Ｐ组之间比较、Ｉ／Ｒ组和 ｐＨ＝
７．４组之间比较，Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表达水平差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），见图４、５，表１。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１：Ｃ组；２：Ｉ／Ｒ组；３：ｐＨ＝７．４组；４：ｐＨ＝６．９组；５：Ｐ组
Ａ：Ｂｃｌ２；Ｂ：Ｂａｘ

图３　各组兔心肌组织Ｂｃｌ２、ＢａｘｍＲＮＡ表达

表１　各组兔心肌Ｂｃｌ２、Ｂａｘ相对表达的比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
Ｂｃｌ２ Ｂａｘ

组别
ＲＴＰＣＲ 免疫组化 ＲＴＰＣＲ 免疫组化

Ｃ组 ０．５３５７±０．０６９１ ０．１３５２±０．０２０３ ０．９４５０±０．１９０９ ０．１２５１±０．０１１７

Ｉ／Ｒ组 ０．６４８２±０．０７０８ａ ０．１５６５±０．０１９２ａ １．９０１７±０．１９８１ａ ０．２４７１±０．０２１３ａ

ＰＨ＝７．４组 ０．６６０９±０．０６７２ａ ０．１５１３±０．０２１７ａ １．８３８３±０．１２９７ａ ０．２４５７±０．０２３６ａ

ＰＨ＝６．９组 １．０５８１±０．１６５７ａｂ ０．２３３１±０．０２２５ａｂ １．３５３３±０．１３８１ａｂ ０．１７３５±０．０１５１ａｂ

Ｐ组 １．０６２９±０．１３２６ａｂ ０．２２１９±０．０２４６ａｂ １．３２３１±０．１３１９ａｂ ０．１７８６±０．０１７２ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ｉ／Ｒ组比较
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Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：ｐＨ＝７．４组；Ｄ：ｐＨ＝６．９组；Ｅ：Ｐ组
图４　各组兔心肌Ｂｃｌ２表达　（ＳＰ×４００）
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Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：ｐＨ＝７．４组；Ｄ：ｐＨ＝６．９组；Ｅ：Ｐ组
图５　各组兔心肌Ｂａｘ表达　（ＳＰ×４００）

３７０１
第３４卷第１１期
２０１２年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１２



３　讨论

　　近年来研究发现缺血后处理能激活心肌内源性的
保护机制，减轻缺血再灌注损伤，产生心肌保护作用，

而对再灌注心肌Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ基因表达的调控是其重
要的保护机制之一。Ｂｃｌ２基因家族是调控细胞线粒
体凋亡途径的关键［８］，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ是 Ｂｃｌ２基因家族
中最重要的一对基因，其表达产物 Ｂｃｌ２蛋白具有抑
制细胞凋亡的作用；Ｂａｘ蛋白则能促进细胞凋亡，而
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达比例是决定细胞是否存活的关键，
缺血后处理通过上调 Ｂｃｌ２和下调 Ｂａｘ的表达促进再
灌注心肌生存，产生心肌保护作用［９－１１］。

　　线粒体通透性转换孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）是位于线粒体内外膜上，由多
种蛋白构成的复合蛋白孔道，正常情况下 ＭＰＴＰ处于
关闭或低通透性状态，缺血再灌注导致的细胞内 Ｃａ２＋

增加、活性氧（ＲＯＳ）堆积、ｐＨ变化均能促使 ＭＰＴＰ开
放。ＭＰＴＰ开放一方面导致线粒体释放前凋亡因子细
胞色素Ｃ、ＡＩＦ等进入胞质，继而激活细胞线粒体凋亡
途径，诱导细胞发生凋亡；另一方面当ＭＰＴＰ大量开放
时，线粒体通透性转换引起的不可逆性的线粒体内膜

电位去极化，能量生成减少可以导致细胞坏死［１２］；凋

亡和坏死是缺血再灌注导致心肌细胞死亡的两种主要

形式。Ｂｃｌ２家族是调控 ＭＰＴＰ的开闭状态的重要因
素，Ｂａｘ能促进ＭＰＴＰ开放，释放细胞色素Ｃ，诱导细胞
凋亡［１３］，Ｗａｎｇ等［１１］发现缺血后处理通过 Ｂｃｌ２间接
抑制ＭＰＴＰ开放，减少缺血再灌注心肌梗死面积，发挥
心肌保护作用。

　　本研究选用体外循环实验动物全心缺血再灌注模
型，模拟心脏外科手术中心脏缺血再灌注过程，实验中

ｐＨ＝６．９的 ＫＨ液复灌具有与缺血后处理相近的减
轻缺血再灌注心肌组织形态变化和抑制血清 ｃＴｎＩ浓
度升高的作用，提示低 ｐＨ液复灌能模拟缺血后处理
的心肌保护作用。与Ｉ／Ｒ组和ｐＨ＝７．４组比较，ｐＨ＝
６．９组Ｂｃｌ２的蛋白及 ｍＲＮＡ表达水平明显升高，Ｂａｘ
表达水平明显降低，其变化与缺血后处理组相似，提示

低ｐＨ液复灌对缺血再灌注心肌保护作用，与通过调
节Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ基因相应的表达的变化，激活心肌内
源性保护机制有关。而低ｐＨ液复灌通过怎样的细胞
内信号转导激活心肌内源性保护机制，调控 Ｂｃｌ２基

因家族仍不清楚，仍需进一步研究。
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