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缺血预处理和吡那地尔预处理对 NF—KB的 

影响及其心肌保护作用 

黄 燕，刘兴奎，喻 田，余志豪，王海英 

(遵义医学院麻醉教研室，贵州 遵义 563003) 

【摘 要】目的：观察缺血预处理和吡那地尔预处理对心肌核转录因子(NF—K B)活性的影响，进一步探讨预处理心肌保护机 

制。方法：健康日本大耳白兔 80只随机分为 5组，分别为空白对照组 (c组 )、去极化组(K组 )、缺血预处理组(I组 )、吡那地 

尔预处理组 (P组 )和格列本脲阻断组(G组 )。建立离体心脏 Langendorff模型，待心率平衡 10min后全心缺血 40min，复灌 60 

min或 120 min。分别于平衡 10min和复灌 15min、30min、60min和 120min时检测心功能指标；平衡 10min和复灌 30min时冠脉 

流量(cF)；平衡 10min、复灌 60min和 120min心肌 NF—K BP65的表达情况。结果：f1)复灌后 I组和 P组各项心肌功能和cF恢 

复率均优于c组和 K组 (P<0．05或 P<0．01)。(2)复灌后 60min和 120rain时，I组和 P组心肌细胞胞核 NF—K BP65平均灰度 

值高于c组和K组(P<0．05或P<0．01)；G组心肌细胞胞核NF—K BP65平均灰度值较P组降低(P<0．05)。结论：缺血预处 

理和吡那地尔预处理均能对心肌起到良好地保护作用 ，其保护机制可能是通过开放 A11P敏感性钾通道直接或间接抑制 

NF—K B激活，进而减轻心肌缺血再灌注损伤。 
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The influence of preCOnditiOning On the activity of NF—K B 

and its myocardiaI protective effects 
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【Abstract】Objective：To investigate the influence of ischemie and pinacidil preconditioning on the activity of NF—K B and its mvocardial 

protective effects．Methods：Eighty isolated rabbit hearts were randomized into five groups(Group C、K、I、P、G1．Hearts were removed and 

mounted in a Langendorff apparatus perfused with 37℃ oxygenated Krebs—Henselet buffer
． All groups were subjected to gobal myocardial 

isehemia for 40 min an d reperfusion for 60 rain or 120 min． Cardiac functions were monitored at 10 min equilibration
、15 min、30 min、60 

min and 120 min reperfusion；Coronary flow(c was measured at 10 min equilibration and 30 min reperfusion：Expression of NF—K B 

P65 WBS determined at 10 min equilibration、60 min and 120min reperfusion
． Results：(1)After ischemic reperfusion．the recovery of ca卜 

diacfunction andCFinGroupI andGroupPWas significantly superiortothatinGroupCandGroupK(P<0．01 orP<0．05)；但)The ex- 

pression ofNF—K B P65 in GroupI and Group P Was greaterthan that in Group C and Group P；The expression of NF—K B P65 in GmuD 

G were higher than that in Group P(P<0．05)．Conclusion：Both isehemie and pinacidil preeonditioning Can Drotect myocardium from 

myocardial inflammation during ischemic reperfusion
， the mechanisms of which may be that the opening sensitive potassium channe1 might 

have inhibited the activation of NF-K B directly or indirectly
． 

【l(ey words】Ischemic／reperfusion injury；Preeonditioning；ATP sensitive potassium channel；Nuc1ear facto卜K印pa B 

核转录因子 (NF—K B)是一种具有多向性调节 

作用的核转录因子，广泛调控从昆虫到人类的一系 
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列基因的表达，尤其是与免疫反应、应激反应和炎 

症反应相关的基因；通过它的激活可诱导多种细胞 

因子、粘附分子、趋化因子、一些蛋白质和酶基因表 

达 。Lic等发现心肌缺血时 NF—K B可被快速激活， 

再灌注时可被进一步激活；NF—K B是心脏应激反 

应快速表达基因，转录产生大量细胞因子 (TNF 
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、IL一1、IL一6、IL一8等 )和粘附分子 (如 ICAM一1、 

选择素 )等 直接引起血管内皮细胞和心肌细胞损 

伤团。本实验室以往大量的实验研究已证明缺血预 

处理和吡那地尔预处理均能产生良好的心肌保护 

效果 51，但就其保护机制与 NF—K B的关系，尤其 

ATP敏感性钾通道与 NF—K B的关系国内外尚未见 

报道。本实验旨在观察缺血预处理和吡那地尔预处 

理对核转录因子(NF—K B)的影响，进一步探讨预 

处理心肌保护机制。 

1 材料和方法 

1．1 试剂与仪 器 

吡那地尔 (pinacidil)和格列本脲 (Glibenclamide)均为 

美国阿里克斯公司产品；NF—K BP65多克隆抗体及免疫组化 

二抗通用试剂盒由美国 Lab Vision公司提供 ；其余试剂均为 

国产分析纯。Langendorff装置；BL-4l0生物机能实验系统和 

BI2000医学图象分析仪(成都泰盟公司 )。 

1．2 兔离体心脏灌注模型的制备 

兔耳缘静脉注射肝素300Iu／kg，5min后击头致昏，然后 

迅速开胸取出心脏，并置人4℃充氧 K—H液中，排尽心腔内 

血液 ，将与生理机能实验系统相连的探针插入左心室。然后 

将其连接于 Langendorrf灌注装置上，并将离体心脏置于恒温 

槽中备用。 

1．3 动物分组及实验步骤 

健康13本大耳白兔88只，其中80只随机分为5组，分 

别为空白对照组(C组 )、去极化组 (K组 )、缺血预处理组 (I 

组 )、吡那地尔预处理组 (P组 )和格列本脲阻断组 (G组 )， 

每组 l6只。剩余8只作为正常组，在灌注37℃充氧K—H液 

待心率平衡 lOmin后取心肌组织 ，进行免疫组化检测心肌 

NF—K B表达情况。离体兔心 Langendorrf灌注模型制备完成 

后，经主动脉根部灌注 37℃充氧 K—H液 (pH维持在 7．4，灌 

注压为 66mmHg，灌注速度为 15ml／min)。待心率平衡 lOmin 

后：其中I组先行3次缺血5min和复灌5min的缺血预处理， 

P组先灌注充氧pinacidil 30min行药物预处理，G组灌注充氧 

Glibenclamide lOmin后行 30min行药物 (pinacidil)预处理 。 

随后各组灌注停跳液(其中c组灌注4℃无氧K—H液；K组、 

I组 、P组和 G组均灌注4~Cst-ThomasⅡ停跳液 )建立全心缺 

血40min，调节恒温装置使心脏停跳期间其周围温度保持在 

28—30℃；随后用 37℃充氧 K—H液复灌，每组中 8只常温复 

灌 60min，8只复灌 120min。 

1．4 指标观察 

分 别 于 平 衡 lOmin和 复 灌 15min、30min,60min和 

120min时用 BL410生物机能监测仪测定记录心率(HR)、左 

室收缩压 (LVSP)、左室舒张末压(LVEDP)和左室内压最大 

上升速率 (+dp／dtmax)；各实验组在平衡 lOmin和复灌 30min 

时收集 3min的冠脉流出液计算 cF(ml／min)；各实验组分别 

于平衡 lOmin、复灌 60 min和 120min时取左心室前壁心肌组 

织置于 l0％甲醛溶液中固定，制成石蜡切片。采用 SABC免疫 

组化法染色，DAB显色。空白对照组以PBS替代多抗。黄染者 

为阳性 ，并观察着色部位。细胞核阳性者表示存在核移位。显 

微镜下观察并摄像，应用图象分析系统行 NF—K BP65表达的 

定量分析：放大400倍 ，每张切片随机取 l0个细胞进行图像 

分析，求出每张切片的细胞核平均灰度值。 

1．5 统计学处理 

全部数据资料分析均采用 SPSS 1 1．0统计分析软件进 

行，以均数 -4-标准差(；-4-S)表示。资料组间采用单因素方差 

分析 ，q检验 ；组 内采用 t检验 ，检验水准 0【：0．05，P<0．05 

为差异有显著性 ，P<0．O1为有非常显著性差异。 

2 结 果 

2．1 心肌 功 能的 比较 

缺血预处理组和吡那地尔预处理组的心肌护 

效果明显优于去极化组和对照组，见表 1。 

2．2 CF恢复率的比较 

复灌 30min时，I组和P组的冠脉流量恢复率明显 

高于c组和 K组，有非常显著性差异(P<0．01)；G组 

的冠脉流量恢复率明显低于P组 (P<0．01)，见表2。 

表 2 五组 cF恢复率的比较(；±s，n=16) 

注：与缺血前相比·P<O．05，··P<0．Ol与 C组相比较 P< 

0．05， P<0．01；与 K组相 比较△P<0．05， P<0．O1； 

与 P组相比较 P<0．05， <0．01 

2．3 心肌细胞 NF—KBP65表达的比较 

复灌 60min和 120min时 l组和P组心肌细胞 

胞核 NF—K BP65平均灰度值 明显高于 c组和 K 

组，G组心肌细胞胞核 NF—K BP65平均灰度值较 P 

组低 (注：灰度值与阳性表达强度成反比)，且有显 

著性差异 (P<0．05)，见表 3。 

3 讨 论 

本实验结果显示 ：缺血预处理和吡那地尔预处 
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C组 
+ 

晏 
％ I组 

恢 一 

复 P组 
蛊  

G组 

100 78．78±6．14 61．78±9．08 49．48±9．75 35．68±12．44 

100 90．25 4-9．24 77．71 4-10．38 60．124-9．27 51．044-9．41 

100 88．93 4-14．09 86．22 4-1 1．88 85．48 4-8．6．5 75．96 4-14．55 △△ 

100 90．03±14．33 82．81 4-11．01 73．35 4-12．72 63．234-12．91 △ 

100 88．61 4-10．70 72．22 4-13．83 58．19 4-14．19 47．13±l1．9 

注：与 C组相比较※P<0．05， ※P<0．01；与 K组相比较△P<0．05， △P<0．01；与 P组相比较 P<0．05． P<0．01 

表 3 各gl,f,,fl／1．细胞 NF—KBP65表达的比较(互±s，n=16) 

注：与缺血前相比 <0．05，“P<0．O1与 C组相比较※P< 

0．05， ※P<0．01；与 K组相比较Ap<0．05。 Ap<0．01；与 

P组相比较☆P<0．05． <0．01 

理的心肌保护作用均优于对照组和去极化组。可能 

与以下因素有关 ：(1)预处理能激发机体产生一些内 

源性保护物质 (如腺苷 、热休克蛋白、金属硫蛋白 

等 )参与保护缺血的心肌 ；(2)预处理能通过开放 

ATP敏感性钾通道减慢 ATP消耗，减少细胞内 Na+ 

蓄积，减轻酸中毒，防止心肌缺血性痉挛；加快再灌 

注心肌 Na 平衡的恢复，减少对 Ca2．的摄取M；使 

冠状动脉内皮细胞扩张，增加冠脉流量 ，给再灌注 

心肌提供充足的氧，同时冲走缺血期产生的有毒物 

质(如酸性代谢产物等 )。 

本实验结果还发现缺血预处理和吡那地尔预 

处理能抑制心肌细胞 NF—K BP65激活。以往大量 

的研究表明NF—K B介导缺血再灌注心肌表达炎性 

介质、参与中性粒细胞的激活和介导心肌细胞的凋 

亡 l 8l。这提示我们预处理可能通过抑制 NF—K B激 

活，减少炎性介质的表达，抑制中性粒细胞的激活， 

减少心肌细胞的凋亡，进而减轻心肌缺血再灌注损 

伤。我们推断预处理抑制 NF—K B激活可能与以下 

因素有关 ：(1)预处理激发心肌轻度氧化应激导致心 

肌 NF—K B激活，转录表达细胞保护性蛋白；在随后 

的I／R过程中，这些细胞保护性蛋白反过来通过抑 

制NF—K B激活，减轻或消除由NF-K B所介导的 
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心肌损伤 ；(2)可能通过降低炎性介质 (如 TNF— 

ot)的表达间接抑制 NF—K B的激活。本实验结果 

还显示：两预处理组抑制 NF—K B的激活，可被 ATP 

敏感性钾通道阻断剂格列本脲阻断。这提示我们预 

处理可能通过 ATP敏感性钾通道开放直接或间接 

抑制 NF—K B激活。我们推测可能与 ATP敏感性钾 

通道开放保护线粒体功能，减少氧自由基 (其是 

NF—K B的激活的主要因素 )的产生，进而间接抑制 

NF—K B的激活有关。 

本实验发现预处理可能通过开放 ATP敏感性 

钾通道直接或间接抑制 NF—K B的激活，进而减轻 

心肌缺血再灌注损伤，这可能是预处理心肌保护的 
一 个作用机制。但目前预处理的心肌保护作用机制 

仍未明确，其与 ATP敏感性钾通道以及 ATP敏感 

性钾通道与 NF—K B的关系有待于进一步探讨。 

(黄燕现工作单位：重庆医科大学附属第二医院麻醉科) 
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