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胰岛素后处理对离体大鼠心肌的保护作用及其机制 

王为新，杨双强，辛 东，欧 袁 

(重庆医科大学附属第一医院胸心外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨胰岛素(Insulin)后处理对离体大鼠心肌的保护作用及其可能机制。方法：将 32只Wistar大鼠随机分成4 

组，对照组(Contml组 )，缺血再灌注组(I／R组)，低剂量胰岛素后处理组(L—POST组)，高剂量胰岛素后处理组(H—POST组 )，每组 

8只。Con~ol组开胸取左心室肌作为缺血前对照；I／R组 、L—POST组、H—POST组建立离体心脏 Langendorff-Neely灌注模型，预灌 

注K—H缓冲液 30min后 ，灌注4~C STH一2心脏停搏液，停搏心脏并低温维持 30rain，复灌 K—H缓冲液60min后，取左心室肌备 

用；L—POST组和H—POST组于复灌期给予含胰岛素的 K—H液灌注。采用免疫组化和 Western blot分别检测大鼠心肌内皮型一氧 

化氮合酶(Endothelial nitric oxide synthase，eNOS)、蛋白激酶 C(Protein kinase C，PKC)的分布和量的变化；TUNEL法检测心肌细胞 

凋亡指数(Apoptotie index，At)。结果：与 Control组相比，I／R组、L—POST组、H—POST组内皮型一氧化氮合酶(Endothelial nitric 

oxide synthase，eNOS)、蛋 白激酶 C(Protein kinase C，PKC)表达量明显增多 (P<O．05)，AI明显增高 (P<O．05)；与 I／R组相 比， 

L～POST组和 H—POST组 eNOS、PKC表达量明显增加(P<0．05)，AI明显减少 (P<0．05)；与 L—POST组相比，H—POST组 eNOS、 

PKC表达量增]Jr(P<0．05)，AI明显减少( O．05 o结论：胰岛素后处理具有减轻心肌缺血，再灌注损伤的作用，其机制可能与增 

加 eNOS、PKC表达 ，抑制细胞凋亡有关，高剂量胰岛素对缺血，再灌注心肌细胞较低剂量胰岛素具有更显著的保护作用。 
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【Abstract]Objective：To explore the effects and mechanisms of 

insulin postconditioning on myocardial protection in isolated rat 

hearts．Methods：32 Wistar rats were randomly divided into 

表达 ，降低细胞降解 ECM和 BM的能力，影响 A549细胞的 

侵袭能力 ；而且可以减少细胞表面微绒毛的数量，大大减弱 

A549细胞的粘附和侵袭能力。 

本组实验以肺腺癌 A549细胞株为研究对象，采用硫代 

磷酸修饰的MMP7反义核酸，通过脂质体导人培养的A549 

细胞 ，其转染后细胞粘附、侵袭能力明显下降。由于 MMP7与 

肺癌细胞侵袭能力密切相关，可能成为今后 NSCLC治疗的 
一 个非常有希望的靶点。 
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control group，ischemia／reperfusion group (I／R group)，low dose insulin postconditioning group (L-POST group)and high dose insulin 

postconditioning group(H—POST group)，with 8 rats in each group．Langendorffand neely perfusion models were steadily established．then 

the rat hearts were arrested by cardioplegia (St．Thomas No．2 solution，STH一2)after perfusion for 30 min．These arrested hearts were 

remained for 30 min at 4℃ and then underwent reperfusion for 60 min．In L-POST group and H—POST group．the arrested hearts were 

reperfused by Krebs-Henseleit buffer solution (K—H)with insulin．The content changes of myocardial eNOS and PKC were detected by 

immunohistochemistry and Western blot(WB)，the AI(Apoptosis index，AI)of cardiomyocyte was detected by TUNEL．Results：Compared 

with control group，higher expression of eNOS and PKC and higher A1 were detected in I／R group、L-POST group and H—POST group 

(P<0．05)；compared with I／R group，higher expression of eNOS and PKC and lower A1 were detected in L—POST group and H—POST 

group(P<0．05)；compared with L—POST group，higher expression of eNOS and PKC，and lower xpression of A1 were detected in H—POST 

group (P<0．05)．Conclusion：The insulin postconditioning could protect heart from myocardial ischemia／reperfusion injury，which might 

be associated with increased eNOS，PKC，and inhibited apoptosis．The effect of high dose insulin p0stc0nditioning is better than that of the 

low dose． 

【Key words】Insulin postconditioning；Ischemia／reperfusion injury；eNOS；PKC；Apoptosis 

近几年，国内外学者将药物用于在再灌注时或再灌注 

前，观察药物能否模拟缺血后处理发挥保护作用，即药物后 

处理，有研究证实药物后处理具有缺血后处理类似的心肌保 

护作用 。研究发现胰岛素在缺血再灌注损伤治疗中疗效肯 

定，但是对于在再灌注时应用胰岛素即胰岛素后处理的研究 

不多，故本研究采用离体大鼠心肌缺血再灌注模型 ，予以胰 

岛素后处理，通过检测内皮型一氧化氮合酶(Endothelial nitric 

oxide synthase，eNOS)、蛋白激酶 C(Protein kinase C，PKC)、凋 

亡指数(Apoptotic index，AI)等指标，观察高低剂量胰岛素对缺 

血再灌注心肌的影响，并初步探讨胰岛素后处理可能的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

实验于 2008年 6-9月间在第三军医大学新桥医院心脏 

中心实验室完成 。成年雄性 wistar大鼠 32只，体重 250～ 

300 g(第三军医大学大坪医院实验动物中心)；胰岛素注射液 

(江苏万邦生化医药股份有限公司)；eNOS多克隆抗体 、PKC 

多克隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司)；生物素标记二 

抗及免疫组化试剂盒(武汉博士德公司)；辣根过氧化物酶标 

记的二抗(北京中杉公司)；彩色预染蛋白分子量标准、PVDF 

膜、Bradford法蛋白定量试剂盒(江苏碧云天公司)；原位末端 

转移酶标记法(Terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated 

dUTPnick—endlabeling。TUNEL)试齐0盒(Roche公司)；ML870B2 

Langendorff离体心脏灌流系统(澳大利亚 AD Instruments公 

司)。 

Krebs—Henseleit缓冲液 (Krebs—Henseleit buffer solution， 

K—H)成分 (mmol／L)：NaC1 119，NaHCO3 25，KC1 4．75，MgSO 

1．2，KH2PO 1．18，CaC12 1．4，Glucose 11．0。37℃ 950 ml几 02+50 

ml／L CO 混合气持续氧合 ，维持 pH7．4(自行配制 )；STH一2 

心脏停搏液成分(mmol／L)：NaC1 110，KC1 16，MgC1 16，CaC1 

2．0，pH=7．8(自行配制)。 

1．2 方 法 

1．2．1 实验模型的建立和分组 将 32只 Wistar大鼠按体重 

均衡原则随机分成 4组 ：对照组(Control组)，缺血再灌注组 

(I／R组)，低剂量胰岛素后处理组(L—POST组)，高剂量胰岛 

素后处理组(H—POST组)，每组 8只。所有大鼠均行腹腔注 

射肝素盐水 1 mg／lO0 g体重，1％戊巴比妥钠 30～35 mdkg， 

麻醉完全后迅速开胸取下心脏。Control组取左心室肌作为缺 

血前空白对照，剩余 3组建立离体鼠心 Langendorff灌注模 

型。用37℃950 ml／L 02+50 ml／L CO 混合气持续氧合的K—H 

缓冲液经主动脉根部逆行灌注，压力 60 mmHg(1 mmHg=0．133 

kPa)，稳定 5 min，左心房插管，左心室置入测压管，灌注液转 

流，转为工作心脏灌注模型，灌注压 15 mmHg，后负荷 52 

60mmHg，稳定工作 30min后，主动脉根部按 2ml／100 g质量 

注入 4℃STH一2心脏停搏液使心脏停搏 ，于相应配伍的心脏 

保存液中，维持 4℃保存 ，停搏 30 min后 I／R组给予 37~C 

K—H液经主动脉根部逆行复灌，L—POST组和 H—POST组仅 

于再灌注期给予含胰岛素 (浓度分别为 50 U／L、20 U／L)的 

K—H灌注液灌注。复灌 5 min后转为工作心脏灌注模型，稳 

定 60 min，停止试验 ，取下心脏 ，取左心室肌 200～300 mg， 

一 80℃保存备用。 

1．2．2 心肌 eNOS、PKC的免疫组化检测 取 3mm x 3mmx 

3 mm大小心肌组织行石蜡切片，sP法行免疫组化染色，所有 

操作步骤均按说明书进行。光学显微镜观察心肌 eNOS和 

PKC的分布情况并采集图像，eNOS和PKC以胞浆染成棕黄 

色或棕褐色为阳性。采用image—proplus 6．0图像分析系统进 

行半定量检测，用平均吸光度 A值表示 eNOS和 PKC的相对 

含量 。 

1．2．3 心肌 eNOS、PKC的 Western blot检测 取 100 mg心 

肌组织，提取总蛋白，BCA法定量，取 100 g待测蛋白按序 

加样，SDS—PAGE电泳后转移到 PVDF膜上，50 g／L脱脂牛奶 

常温下封闭 1 h，滴加相应一抗 eNOS多克隆抗体(1：500)、 

PKC多克隆抗体(1：500)，4℃孵育过夜，HRP标记的山羊抗 
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兔二抗(1：1 000)37℃孵育 1 h，ECL显色 ，采用 quantity one 

图像分析系统检测各组 目的蛋白及其内参蛋白的吸光度值 ， 

计算两者的比值，以此作为各组蛋白的相对表达量 ，重复 4 

次。 

1．2．4 原位凋亡细胞检测 再灌注结束 ，迅速剪下心脏，置 

于冰的 PBS中，分离左心室前壁缺血区，40 g／L的多聚甲醛 

固定 12 h，石蜡包埋。应用 TUNEL凋亡检测试剂盒，严格按 

照 TUNEL凋亡检测试剂盒说明书进行操作。以已知阳性切 

片作为阳性对照，在染色过程中用 PBS代替 TdT反应液作为 

阴性对照。每张切片于缺血部位随机选取 8个高倍视野，分 

别记数凋亡心肌细胞数和心肌细胞总数，并进行汇总，以凋 

亡心肌细胞数占心肌细胞总数的百分比作为 AI，AI=凋亡细 

胞数 肌细胞总数 ×100％。 

1．3 统计学处理 

使用 SPSS 12．0统计学软件进行分析。实验数据均以 ±s 

表示，组间组间比较用单因素方差分析，组间两两多重比较用 

Student—Newman—Keuls法，P<0．05为存在统计学差异。 

2 结 果 

2．1 心肌组织中eNOS和 PKC的改变 

免疫组化结果显示 ，I／R组 、L—POST组和 H—POST组心 

肌组织中eNOS和 PKC分布紊乱，较 Control组其表达量较 

明显增多，半定量分析显示具有差异性(尸<0．05)。L—POST组 

和 H—POST组 eNOS和 PKC表达量较 I／R组明显增多，染色 

较深，半定量分析显示具有差异性 (P<0．05)。H—POST组 

eNOS和 PKC分布较 L—POST组广泛，染色较深，半定量分析 

显示具有差异性(P<O．05)(图 1，图 2，表 1)。蛋白印记半定量 

分析结果显示 L—POST组和 H—POST组的eNOS的表达量分 

别为 45．73±2．46和 50．52±3．83，PKC的表 达 量分 别 为 

40．59±7．43和 46．52±1．90。与 Con组相比，I／R组 、L—POST 

组和 H—POST组的eNOS、PKC表达量明显增多，差异具有统 

计学意义(JP<0．05)，与 I／R组相比，L—POST组和 H—POST组 

eNOS、PKC表达量明显增多，差异具有统计学意义 (P< 

0．05)，与 L—POST组相比，H—POST组 eNOS、PKC表达量明 

显增多，差异具有统计学意义(P<O．05，图 3，表 1)。 

2．2 心肌 细胞 凋亡测定结果 

光镜下观察，对照组心肌细胞未见明显凋亡，L—POST组 

和 H—POST组可见凋亡心肌细胞散在分布，I／R组可见凋亡 

心肌细胞呈弥散分布。与 Control组相比，UR组、L—POST组 

和 H—POST组 AI明显增高 (P<O．05)，与 I／R组相 比较 ， 

L—POST组和 H—POST组 AI明显降低(P<0．05)，L—POST组 

AI较 H～POST组明显增高(P<0．05，表 1 o 

3 讨 论 

缺血后处理即指心肌发生缺血后，开始再灌注时进行的 

数次短暂再灌注／缺血的循环，以此来减轻再灌注损伤的现 

象，目前缺血后处理已成为心肌保护研究的重点之一 。胰岛 

素是由胰岛 13细胞分泌的一种蛋白质类激素，实验室及临 

表 1 各组心肌组织细胞凋亡指数及 eNOS、PKC的表达(n=8， ±s) 

与Control组比较， ：P<0．05，“：P<0．05， ：P<O．05；与IER组比较'h．P<O．05，t：P<0．05；与L—P(丽 比较■ 石_05 

A．Con组 ；B．I／R组 ；C．L—POST组 ；D．H～POST组 

图 1 ,L,Illtgt~eNOS表达(X400) 

A．Con组 ；B．I／R组 ；C．L-POST组 ；D．H—POST组 

图2 心肌组织 PKC表达(X400) 
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eNOS 

PKC 

13一actin 

1．Con组 ；2．I／R组 ；3．L-POST组 ；4．H—POST组 

图 3 心肌组织 eNOS、PKC的 Western Blot检测结果 

床实践均证明其具有减轻心肌缺血再灌注损伤的作用14，51。本 

实验将胰岛素应用于后处理中，发现：高、低剂量胰岛素后处 

理组的eNOS及 PKC与 I／R组相比明显增高，具有统计学意 

义；高、低剂量胰岛素后处理组 AI较缺血再灌注组明显降低 

(P<O．05)，证明了在大鼠离体灌注心脏模型中，胰岛素后处 

理具有减轻心肌缺血再灌注损伤，保护心肌的作用。 

有研究证实：在动物的离体 、在体心模型实验中，在再灌 

注之前，单纯给予数次短暂灌注／缺血处理后，缺血后处理组 

eNOS的表达较 I／R组明显增高。于缺血后处理组加入 eNOS 

阻滞剂(LNAME)，发现可抵消缺血后处理减少心肌梗死面积 

的作用，因此 eNOS激活可能是缺血后处理心肌保护作用的 

机制之～l6．71。本研究检测了在胰岛素后处理的情况下 eNOS 

的表达情况 ：与 I／R组相 比，高、低剂量胰岛素组的 eNOS的 

表达水平均明显增高 (P<O．05)，这表明胰 岛素通过激动 

eNOS可能是胰岛素后处理对缺血再灌注损伤心肌的保护效 

应机制之一。 

PKC是一种在组织中广泛分布的磷酸化酶，具有广泛的 

生理功能，是一种细胞内信息传递的主要物质和媒介，它的 

激活可引发底物蛋 白质磷酸化 、细胞内钙稳态、线粒体 ATP 

敏感性钾离子通道、腺苷、缓激肽 、受体的信息传递等一系列 

变化，是一种重要的机体内源性保护中间环节 ，通过催化多 

种蛋白质磷酸化 ，进而对细胞产生保护作用，减轻细胞损伤。 

Zatta等㈣研究证实：在缺血后处理中，通过升高心肌损伤区 

PKC，限制 PKC的易位发挥心肌保护作用，表明在缺血后处 

理心肌的保护作用中依赖于 PKC途径。在本实验中，与 I／R 

组相比，胰岛素各组的 PKC的表达水平均上调(P<0．05)，减 

轻了缺血，再灌注对心肌的损伤作用，说明胰岛素激动 PKC， 

促使其表达增高可能是胰岛索后处理对缺血厣f灌注损伤心 

肌的保护机制之一。 

ECLA(Estudios cardiologicos latinoamerica，ECLA)研究小 

组以单纯葡萄糖 一胰岛素 一氯化钾溶液治疗急性心梗 ，分为 

大剂量胰岛素组和常规胰岛素组，其剂量分别为50 U／L和传 

统的、临床常规应用的 20 U／L，研究表明一年随访结果见到 

早期单纯大剂量胰岛素可减少急性心梗死亡率 28％至 

48％，明显优于常规剂量组，提示大剂量胰岛素挽救缺血心 

肌较优 。又有研究以在体兔心脏缺血，再灌注为模型，选用 

大剂量胰岛素(50 u几)与低剂量胰岛素(20 U／L)对缺血，再灌 

注心脏的影响进行了比较，实验结果表明高剂量胰岛素对缺 

血，再灌注心肌细胞的保护作用显著大于低剂量，前者可能 

是临床应用的较佳浓度l101。为了明确胰岛素后处理中是否存 

在剂量依赖性，本实验亦采用高 、低两种胰岛素剂量(50 U／L 

和 20 u厂L)行后处理，研究发现高剂量组胰岛素于再灌注后 

的 eNOS、PKC的表达均显著高于低剂量组 ，AI则显著低于 

低剂量组，表明高剂量胰岛素能更好的减轻缺血／再灌注对 

离体大鼠心肌的损伤，具有更好的保护作用，其机制可能与 

较高剂量胰岛素水平能够更好的加强 eNOS、PKC表达，减少 

细胞凋亡相关。50 U／L的胰岛素是否是胰岛素后处理的最佳 

浓度，有待于进一步实验证实。 
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