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丙泊酚后处理对离体大鼠缺血再灌注心肌的保护作用及机制
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　　［摘要］　目的　研究丙泊酚后处理对离体大鼠缺血再灌注心肌细胞的保护作用以及对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响。
方法 　 选用ＳＤ大鼠２８只，按照随机数字表法分为缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ组）、丙泊酚后处理组（ＰＰＣ组）、丙泊酚后处理 ＋
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ后处理组（ＰＰＣ＋Ｗ组）、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组（Ｗ组）。４组均建立Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体心肌缺血再灌注模型。各组心肌
做相应分组处理后，观察缺血前及再灌注１２０ｍｉｎ时左室心功能变化情况，免疫组化检测 Ｂｃｌ２蛋白的表达，Ｔｕｎｅｌ法检测
各组心肌细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）蛋白表达。结果　 与Ｉ／Ｒ组相比，ＰＰＣ组ＬＶＥＤＰ降低［（４３．３１±
４．７０）ｖｓ（２９．９３±３．７２），Ｐ＜０．０５］，＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ和 －ｄｐ／ｄｔｍａｘ均明显升高［（１１４０±１３８）ｖｓ（１６２２±１６０），（７４９±９９）ｖｓ
（１００８±１７８），Ｐ＜０．０５］，心肌组织 Ｂｃｌ２蛋白和 ｐＡｋｔ的表达均增加［（０．１７１９±０．０１２１）ｖｓ（０．１９９１±０．０１４４），
（０２４１４±０．０５３９）ｖｓ（０．４３６３±０．０８１７），Ｐ＜０．０５］，心肌细胞凋亡明显减少［（３３．８７±１．７２）ｖｓ（２９．８４±１．８３），Ｐ＜
００５］。Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ能阻断丙泊酚后处理的心肌保护效应（Ｐ＜０．０５）。结论　 丙泊酚后处理能减少离体大鼠缺血再灌注
心肌细胞凋亡，发挥心肌保护作用，其保护机制与激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路及上调Ｂｃｌ２蛋白的表达有关。
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　　缺血再灌注所致心肌损伤是心脏外科中常见的并
发症，如何减少缺血再灌注损伤，保护再灌注心肌功能

是心血管麻醉医师面临的重要挑战。近年研究发现缺

血后处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩｐｏｓｔＣ）能激活心
肌内源性的保护机制［１－３］，减轻缺血再灌注损伤，为心

肌保护提供了新的思路。其中激活磷酸肌醇３激酶－
丝氨酸苏氨酸激酶（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）等促细胞生存信号通
路［３］是缺血后处理重要的保护机制。丙泊酚是临床

上常用的静脉麻醉药，具有诱导迅速，苏醒快等优点，

文献［４］报道其具有心肌保护作用，但现有文献报道
丙泊酚心肌保护的机制多集中于其抗氧化、减少活性

氧产生等方面，丙泊酚后处理是否具有与缺血后处理

相似的激活心肌内源性保护机制的报道则较少。本研

究拟建立Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体大鼠心肌缺血再灌注模型，
研究丙泊酚后处理对心肌细胞凋亡的影响，以及

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路和Ｂｃｌ２蛋白表达的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　健康成年雄性ＳＤ大鼠２８只，体质量２２０～２５０ｇ，由重庆
医科大学实验动物中心提供。随机数字表法分为４组（ｎ＝７）：
缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ组）、丙泊酚后处理组（ＰＰＣ组）、丙泊酚 ＋
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ后处理组（ＰＰＣ＋Ｗ组）、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ后处理组（Ｗ
组）。４组均采用ＫＨ液灌注平衡２０ｍｉｎ，全心停灌３０ｍｉｎ，再
灌注１２０ｍｉｎ的方式建立离体心肌缺血再灌注模型。Ｉ／Ｒ组复
灌使用普通 ＫＨ液再灌注 １２０ｍｉｎ；ＰＰＣ组于再灌注初用含
５０μｍｏｌ／Ｌ丙泊酚的ＫＨ液灌注１５ｍｉｎ，再用普通ＫＨ液再灌
注１０５ｍｉｎ；ＰＰＣ＋Ｗ组再灌注初用含 ５０μｍｏｌ／Ｌ丙泊酚和
１００ｎｍｏｌ／ＬＷｏｒｔｍａｎｎｉｎ的 ＫＨ液灌注１５ｍｉｎ；Ｗ组再灌注初
用含１００ｎｍｏｌ／ＬＷｏｒｔｍａｎｎｉｎ的ＫＨ液灌注１５ｍｉｎ。

１．２　主要试剂
　　丙泊酚（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ公司，英国），ＫＨ液（ＮａＣｌ：１１８．５ｍｍｏｌ／Ｌ、
ＮａＨＣＯ３：２５．０ｍｍｏｌ／Ｌ、ＫＣｌ：４．７５ｍｍｏｌ／Ｌ、ＭｇＳＯ４：１．２ｍｍｏｌ／Ｌ、
ＫＨ２ＰＯ４：１．２ｍｍｏｌ／Ｌ、ＣａＣ１２：２．５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｇｌｕｃｏｓｅ：１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ），
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，中国），磷酸化
Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）和 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，美国），
Ｔｕｎｅｌ凋亡检测试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司，美国），Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ、二抗
和ＥＣＬ化学发光试剂盒（江苏碧云天生物技术研究所）。

１．３　动物模型的建立
　　大鼠腹腔注射肝素２０００Ｕ／ｋｇ充分肝素化后，乌拉１．０ｇ／ｋｇ
腹腔注射麻醉起效后，迅速开胸，取出心脏，置于９５％Ｏ２＋５％
ＣＯ２混合气饱和的４℃ ＫＨ液中，简单修剪心脏周围组织，迅速
悬挂于Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体灌注装置（１２０１０１ＢＥＺ，Ｒａｄｎｏｔｉ公司），
使用９５％Ｏ２＋５％ＣＯ２混合气饱和的ＫＨ液恒压灌注，灌注压力
９０ｃｍＨ２Ｏ，循环恒温水浴维持灌注系统在（３７±０５）℃，心脏稳
定搏动５ｍｉｎ，剪开左心耳，在左心室内置入带水囊的导管，导管

另一端与ＲＭ６２４０Ｂ生理信号采集处理系统（成都仪器厂）连接
采集血流动力学参数。

１．４　观察指标
１．４．１　心功能指标的测定　　分别于缺血前、再灌注１２０ｍｉｎ，
记录左室舒张末压（ＬＶＤＥＰ）、左心室压力变化率（±ｄｐ／ｄｔｍａｘ）的
变化情况。

１．４．２　免疫组化检测心肌组织Ｂｃｌ２表达　　取各组同一部位
左室心肌组织，石蜡包埋固定切片，煮沸法抗原修复，血清封闭，

一抗（１∶１００）４℃过夜；二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ；滴加辣根过氧化
物酶标记的链霉卵白素工作液，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，苏
木精复染，脱水，晾干，中性树胶封片，阳性产物显微镜下呈棕黄

色。每张切片随机选取５个视野，应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析
软件测定阳性产物平均灰度值。

１．４．３　Ｔｕｎｅｌ法检测心肌细胞凋亡　　取同一部位心肌组织石
蜡切片，按凋亡试剂盒说明书操作。镜下选取 ５个高倍镜
（×４００）视野，分别计数凋亡细胞数和细胞总数，以凋亡指数
（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＡＩ）来反映各组心肌细胞凋亡情况。
　　ＡＩ＝凋亡细胞数／心肌细胞总数×１００％
１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定心肌组织ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）和ＧＡＰＤＨ蛋
白表达　　取各组同一部位心肌组织匀浆提取总蛋白，ＢＣＡ蛋
白质浓度测定，加入ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ沸水浴５ｍｉｎ充分变性，上样
量４０μｇ，聚丙酰胺凝胶电泳后，恒流２５０ｍＡ湿法转膜７０ｍｉｎ至
ＰＶＤＦ膜，５％的脱脂奶粉ＴＢＳＴ中封闭１ｈ，一抗４℃（１∶５００）过
夜，ＴＢＳＴ洗膜 １０ｍｉｎ×３次，辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶１０００）３７℃孵育１．５ｈ，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３次，ＥＣＬ试剂盒
发光，曝光。ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）条带与 ＧＡＤＰＨ的比值百分比表示
ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）的相对表达量。

１．５　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，心功能指
标的比较采用双因素方差分析，其余指标组间比较采用多组间

单因素方差分析，两两比较采用ＳＮＫ法。

２　结果

２．１　心功能指标
　　各组缺血前心功能指标比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
再灌注１２０ｍｉｎ时与 Ｉ／Ｒ组比较，ＰＰＣ组 ＬＶＥＤＰ降低，＋ｄｐ／
ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ明显升高（Ｐ＜０．０５）；与ＰＰＣ组比较，ＰＰＣ＋Ｗ组
ＬＶＥＤＰ升高，＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ明显降低（Ｐ＜００５）；Ｉ／Ｒ组、
ＰＰＣ＋Ｗ组、Ｗ组之间各指标比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，
表１）。

表１　各组大鼠心功能比较（ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）

ＬＶＥＤＰ（ｍｍＨｇ） ＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ） －ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ）
组别

缺血前 再灌注１２０ｍｉｎ缺血前 再灌注１２０ｍｉｎ缺血前 再灌注１２０ｍｉｎ

Ｉ／Ｒ组 ５．７１±１．７０４３．３１±４．７０２８６５±１６９１１４０±１３８ ２０６９±１３６ ７４９±９９

ＰＰＣ组 ５．４７±１．３２２９．９３±３．７２ａ２８３０±１５２１６２２±１６０ａ２０４１±１４１１００８±１７８ａ

ＰＰＣ＋Ｗ组 ５．８０±１．３４４２．０３±４．６８ｂ２９１２±１９８１１４５±１２１ｂ ２０１３±１３７ ７６９±１０２ｂ

Ｗ组 ５．４２±１．１７４４．００±４．０６ ２８８５±１８３１１０７±１２２ ２０２６±１２７ ７５９±１２５

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｉ／Ｒ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＰＣ组比较
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２．２　免疫组化检测心肌组织Ｂｃｌ２的表达
　　与 Ｉ／Ｒ组相比，ＰＰＣ组 Ｂｃｌ２蛋白表达显著升高（Ｐ＜
００５）；与ＰＰＣ组相比，ＰＰＣ＋Ｗ组 Ｂｃｌ２蛋白表达显著降低
（Ｐ＜０．０５）；Ｉ／Ｒ组、ＰＰＣ＋Ｗ组、Ｗ组之间比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５，图１、表２）。

! "

# $

Ａ：Ｉ／Ｒ组；Ｂ：ＰＰＣ组；Ｃ：ＰＰＣ＋Ｗ组；Ｄ：Ｗ组
图１　各组大鼠心肌细胞Ｂｃｌ２蛋白表达　（ＳＰ×４００）

表２　各组心肌Ｂｃｌ２、凋亡指数及ｐＡｋｔ蛋白相对表达的
比较（ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｂｃｌ２ 凋亡指数 ｐＡｋｔ／ＧＡＰＤＨ

Ｉ／Ｒ组 ０．１７２±０．０１２ ３３．８７±１．７２ ０．２４１４±０．０５３９

ＰＰＣ组 ０．１９９±０．０１４ａ ２９．８４±１．８３ａ ０．４３６３±０．０８１７ａ

ＰＰＣ＋Ｗ组 ０．１７０±０．０１６ｂ ３３．７３±２．３７ｂ ０．２６６２±０．０４２１ｂ

Ｗ组 ０．１７０±０．０１２ ３５．２０±２．１４ ０．２３３１±０．０５６２

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｉ／Ｒ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＰＣ组比较

２．３　Ｔｕｎｅｌ法检测心肌细胞凋亡指数
　　与Ｉ／Ｒ组相比，ＰＰＣ组凋亡心肌细胞显著减少（Ｐ＜０．０５）；
与ＰＰＣ组相比，ＰＰＣ＋Ｗ组凋亡心肌细胞显著增加（Ｐ＜０．０５）；
Ｉ／Ｒ组、ＰＰＣ＋Ｗ组、Ｗ组之间比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，表２）。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织 ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）蛋白
的表达

　　与Ｉ／Ｒ组相比，ＰＰＣ组的 ｐＡｋｔ表达水平显著升高（Ｐ＜
００５）；与ＰＰＣ组相比，ＰＰＣ＋Ｗ组的 ｐＡｋｔ表达水平显著降低
（Ｐ＜０．０５）；Ｉ／Ｒ组、ＰＰＣ＋Ｗ组、Ｗ组之间比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５，图２、表２）。
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１：Ｉ／Ｒ组；２：ＰＰＣ组；３：ＰＰＣ＋Ｗ组；４：Ｗ组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组心肌细胞ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）蛋白表达

３　讨论

　　缺血再灌注损伤所致的心肌细胞凋亡是心肌死亡
的重要原因，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是细胞内重要的促生存信号通
路，其激活能促进缺血再灌注损伤细胞生存，减少细胞

凋亡。ＰＩ３Ｋ具有脂质激酶和蛋白激酶的双重活性，
Ａｋｔ是ＰＩ３Ｋ下游主要的调节蛋白，也称为蛋白激酶 Ｂ
（ＰＫＢ），ＰＩ３Ｋ通过先后磷酸化Ａｋｔ的Ｔｈｒ３０８和Ｓｅｒ４７３
位点使 Ａｋｔ活化［５－６］。激活的 Ａｋｔ通过调控下游的
Ｂｃｌ２蛋白家族、凋亡诱导因子、应激活化蛋白激酶、糖
原合酶激酶３（ＧＳＫ３）、Ｃａｓｐａｓｅ９等底物的表达和磷
酸化产生抗细胞凋亡的作用［７］。Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ是ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路的特异性抑制剂，能有效抑制 Ａｋｔ的磷
酸化，本研究参考文献［８］将 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ的浓度选择
为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。
　　Ｂｃｌ２是调控细胞凋亡的重要基因，属于 Ｂｃｌ２基
因家族，其表达产物 Ｂｃｌ２蛋白具有抑制细胞凋亡的
作用，能抑制 ＭＰＴＰ开放，从而阻止细胞凋亡［９－１０］。

Ｗａｎｇ等［１１］研究发现，在体外培养的 Ｈ９ｃ２心肌细胞，
给予丙泊酚预处理，可以通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路，上调Ｂｃｌ２的蛋白表达，从而减轻Ｈ２Ｏ２诱导的心肌
细胞的凋亡。

　　本研究选用 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体大鼠心肌缺血再灌
注模型，排除了神经体液因素对实验结果的影响。丙

泊酚的剂量参照文献［４，１２］，研究发现５０μｍｏｌ／Ｌ丙泊
酚后处理能使缺血再灌注心肌的左室 ＬＶＥＤＰ降低，
＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ、－ｄｐ／ｄｔｍａｘ增加，提示丙泊酚后处理能明显
改善再灌注心肌功能，其结果与文献［１２］相似，证实
丙泊酚后处理具有心肌保护作用。实验结果显示丙泊

酚后处理组与其他组比较再灌注心肌细胞凋亡明显减

少，而 ｐＡｋｔ、Ｂｃｌ２蛋白的表达明显增加。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号通路的特异性阻断剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ能阻断丙泊酚
后处理抑制心肌凋亡、改善血流动力学的心肌保护效

应和上调 ｐＡｋｔ、Ｂｃｌ２蛋白的表达。综上提示激活
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路进而上调 Ｂｃｌ２蛋白，是丙泊酚后
处理减少缺血再灌注心肌细胞凋亡、发挥心肌保护的

可能机制之一。

　　Ｗａｎｇ等［１１］还发现在丙泊酚预处理的体外培养的

Ｈ９ｃ２心肌细胞，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ能阻断Ａｋｔ激活的缺氧复
氧后心肌细胞 Ｂｃｌ２蛋白表达的上调，但是不能阻断
丙泊酚诱导的缺氧复氧后心肌细胞的 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的
转录增加，提示可能其他的信号转导机制参与了丙泊

酚预处理诱导的Ｂｃｌ２基因的上调。因本研究未检测
丙泊酚后处理对再灌注的心肌组织相关基因指标的影
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响，丙泊酚后处理是否有与预处理相似的对 Ｂｃｌ２基
因的影响，有待进一步研究。
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两种方案治疗外伤性脊髓损伤患者并发症压疮的效果

夏同霞１，李媛媛１，王玉和２，敖　俊１，谢文婷１，李琳育１　　（５６３００３贵州 遵义，遵义医学院附属医院：骨二科１，药剂科２）

　　［关键词］　外伤性脊髓损伤；压疮；加替沙星眼用凝胶；重
组人表皮生长因子凝胶
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　　压疮主要实质是压迫性溃疡，常合并感染，是导致压疮溃
疡面经久不愈的重要原因。外伤性脊髓损伤患者常合并不同

程度的瘫痪，大便失禁，更易污染疮面并造成感染，全身应用抗

生素因压疮处血液循环差，患处有效药物浓度不易达到，不利

于炎症的控制［１］。２００９－２０１２年我科对收治的５２例Ⅱ～Ⅲ期
共５６处压疮患者分别采用加替沙星眼用凝胶联合ｒｈＥＧＦ治疗
及ｒｈＥＧＦ分组治疗，并进行临床疗效对比，现将结果报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　２００９年１１月至２０１２年４月我科收治的压疮患者。纳入
标准：外伤性脊髓损伤，四肢瘫痪或截瘫，臀部、骶尾部或髋部

形成压疮；排除标准：年龄大于７５岁，营养状况极差。共获得
５２例，其中Ⅱ期压疮２６例２８处，Ⅲ期压疮２６例２８处。患者
签订知情同意书，配对分配为治疗组（加替沙星眼用凝胶联合

ｒｈＥＧＦ）和对照组（ｒｈＥＧＦ）。
１．２　材料
　　加替沙星眼用凝胶：规格５ｇ／支，沈阳兴齐制药有限公司生
产；ｒｈＥＧＦ：规格２０ｇ／支，桂林华诺威基因药业有限公司生产。
１．３　方法
　　按照文献［２］分期标准进行压疮分期评估。对照组：局部
有水泡者碘伏消毒后用注射器抽净水泡内液体；有脓性分泌物

及坏死组织者行外科清创；用生理盐水将伤口冲洗干净，待干，

涂上ｒｈＥＧＦ（厚度约２ｍｍ，宽度以超过创面２ｃｍ为宜），然后用
无菌纱布覆盖包扎，１～２次／ｄ，待创面肉芽组织新鲜、表皮形成
阶段，可每２天换１次。治疗组：局部有水泡者碘伏消毒后用
注射器抽净水泡内液体；有脓性分泌物及坏死组织者行外科清

创；用生理盐水将伤口冲洗干净，待干，先将加替沙星眼用凝胶

薄薄的涂在伤口创面上，半小时后涂上 ｒｈＥＧＦ（厚度约２ｍｍ，
宽度以超过创面２ｃｍ为宜），然后用无菌纱布覆盖包扎，１～２
次／ｄ，待创面肉芽组织新鲜、表皮形成阶段，可每２天换１次。
１．４　疗效评价标准
　　痊愈：创面完全愈合；显效：创面显著缩小；进步：创面开始
缩小；无效：用药后创面无变化或恶化［３］。
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