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摘 蔓 目的：研究缺血预适应 (IP)第二保护窗对大鼠缺血再灌注 (I／R)心肌细胞凋亡的影响及其对捅亡抑制基囡bcI 

一2．~[1bcl-xfl蛋白表达的调节 方法：采用TIJNEL法和免疫组化方法。结果：(1)IP+IR24h~TUNEL法阳性心肌细胞核数量及阳 

性心肌细胞核占总心肌细胞拄数的百分比均明显少T-1R．24ll组(P<0．05-0．O1)；(2)IP+lR24h组表达bcl-2和bcl-xI蛋白阳性的心肌 

细胞数及阳性心肌细胞占心肌细胞总数的百分比均明显高于IP,24htfi( 如05—0．01)。结论；(1)大鼠心肌IP第二保护窗自 够显著 

减少I／P~51肌细胞捅亡；(2)IP通过上调凋亡抑 
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Abstract 0bjective：To explores the effect of ischemic preconditioning on cardiac rayocyte apoptosis and the 

feg山ation ofwhich Oil bc1-2 and bc1-xI during myocardial ischemia／~perfusion couree In rat．Methods： TuNEL 

and immun0histochemicaI method．ResuIts：(1)The numbers of positive cardiac myoeyte nuclear and the 

percentage of positive cardiac myoeyte nuclear in IP+IR24h group decreased significantly(P<0 05)compared with 

that of IR24h group；(2)The numbers of protein bcl一2 and bcl—xl positive cardiomyocyte and the percentage of 

protein bcl一2 and bcl—xl positive cardiomyocyte in IP+IR24h group were higher l<O．05)compared with those of 

IR24h group,respectively，Conclusion：(1)The second window of IPs protection could decrease cardiomyocyte 

apoptosis significantly and(2)Up-regalating the protein e~prassion of bcl一2 and bcl—xl in cardiomyocytes during I 

R∞urse may be one ofthe mechanisms ofsecond window ofIPs protection． 
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缺血预适应 (Ischemic Preconditioning．IP)是 

重要的心肌内源性保护机制，它存在两个保护窗， 

第一窗在IP后1～4h以内，第二保护窗发生于24h以 

后。对包括人在内的不同种动物的研究发现．IP均 

具有降低缺血／再灌注(Ischemia／Reperfusion，lm)损伤 

的效能，包括减少心肌细胞死亡数量，降低恶性心律 

失常的发生和心肌顿抑等。第一窗保护作用短暂， 

研究证实腺苷、去甲肾上腺素、血管紧张素II、缓 

激肽等参与了第一窗的保护作用：第二窗作用时阃 

长，可持续到IP后72h，但其机制尚不清楚，可能 

与NO、超氧化物歧化酶、热体克蛋白等有关。从 

临床角度考虑，第二窗心肌保护更具意义，因其保 

护时间长，可有计划地用于PTCA和冠状动脉搭桥 

术等心脏缺血事件之前。故深入研究IP第二窗的发 

生机制具有重要的实用价值 近年来研究发现FR心 

肌细胞的死亡除心肌坏死外．还存在 种受基因调 

控的自身程序性细胞死亡——细胞凋亡。因此，本 

文拟就IP第二窗对VR心肌细胞凋亡的影响及凋亡抑 

制基因bcl一2和bcl-xl蛋白表达的调节进行研究．旨在 

为临床提供一点理论指导，并为今后进一步研究IP 

第二窗的机制、乃至基因治疗奠定一些基础。 

一 一 一 一 ～  1 材料与方法 
作者介蛆；刘兴穗 (1964-0g~牛1．男．博十牛 
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1．1 材料 ’ 

1 1．1 实验动物与分组 Wistar太鼠．I50g~250g．雌雄不 

拘。实验分两组 (每组大鼠6只)：①IR24h组 心肌缺血 

45min后．再灌注24tl；②1P+IR24h组 心肌缺血5rain．再灌 

注5rain，反复3次 其后操作同IR24h组。 

1．1．2 主要试剂 原位细胞凋亡检测试剂盒 (Boehdnger 

Mannheim)，凋亡抑制基因bcl-2、b~l-xl蛋白抗体(Santa 

Cruz)，链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶(s-P)免疫组化染色试 

剂盒f福建迈新)，DAB显色试剂盒 (福建迈新)； 

1．2 方法 

1．2．1 在体大鼠局部心肌 模型制作 动物以2oo／~ 拉坦腹 

腔注射 (5ml／kg)．行气管切开用呼吸机(DH-30，浙江医科 

大学医学仪器厂生产)进行机械通气．通气频率60~／min， 

潮气量4~6ml。左胸正中旁切口开胸，暴露心脏，于左心耳 

与肺动脉圆椎处稍下方穿线结扎冠状动脉左支并于结扎线根 

部两侧埋置结扎松解线．将结扎和松解线引出胸壁外后关 

胸。以收紧结扎线后与肢体联接的心电图标准导联的sT-T抬 

高．放松后抬高的sT-T下降I，2以上为模型成功。 

1．2．2 心肌凋亡细胞的检测 实验大鼠达设定的FR时限时． 

立即从左心室灌注生理盐水30ml后，再以4％多聚甲醛60ml 

进行活体再灌注迅速取出心脏置于4％多聚甲醛中24h，随后 

进行常规石蜡包埋并作心肌切片 (5 um) 切片经过常规二 

甲苯脱蜡及梯度乙醇入水后，应用末端脱氧核苷酸转移酶介 

导的带萤光的dUTP缺 口末端标记(TUNEL)法标记心肌凋亡 

细胞核中的DNA3-OH~端，并以TUNEL POD法显示凋亡细 

胞的存在； 

I．2．3 凋亡相关基困bcl-2、bel-xl蛋白表达的检测 常规二甲 

苯脱蜡及梯度乙醇入水后，采用S-P免疫组化法检测捅亡相 

关基因bel-2、bcl-xl蛋白表达。 

1．2．4 设立对照实验 ① 阳性对照：以已知的阳性片作阳性 

组别 

IR24h 

IP+IR24h 

裹1 

对照：② 阴性对照：检测凋亡细胞时．仅用带萤光的dUTP 

标记液而不加末端脱氧核苷酸转移酶溶液孵育组织切片 

70rain，余步骤同TUNEL法：检测凋亡基因的蛋白表达时．省 

去加入bcl-2、bcl-xl抗体的步骤，其余步骤同S-P免疫组化染 

色。 

I 2 5 凋亡细胞核及含凋亡基因bcl-2、bel-xl蛋白细胞的计 

数分析 

正常心肌细胞核呈蓝色．而捅亡细胞核呈棕黄色；含凋 

J ：相关基囡bcl-2、bcl-xl蛋白的胞浆为棕黄色。在光学显镟 

镜下于心肌梗塞周边区计数5个高倍视野(HPF．400×)中的阳 

性细胞核 (胞浆)数．求其均值； 

1 2．6 统计学分析 

所有数据均以矗 表示，组间比较采用t检验。P<O．o5 

认为有统计学差异，P<0 01认为具有显著性差异。 

2 结 果 

2．1 大鼠心肌IP第二窗对I／R心肌细胞凋亡的影响 

(表 1) 

结果显示：IP+IR24h组TUNEL法阳性心肌细胞 

核数量及阳性心肌细胞核占总心肌细胞核数的百分 

比均明显少于IR24h组cP<0．05)，提示IP第二窗能显 

著降低I／R心肌细胞凋亡。 

2．2 大鼠心肌 IP对 IR 24h心肌细胞凋亡相关基因 

bc1-2、bcl-xl蛋白表达的影响(表2) 

结果显示：IP+IR24h组表达bel-2和bel-xl蛋白阳 

性的心肌细胞数及阳性心肌细胞占心肌细胞总数的 

百分比均明显高于IR24h组cP<0．05)；提示lP第二窗 

lP对IR．?,4h,6肌细胞鞠亡的影响 

动物数 阳性心肌细胞核~UHPF 

6 

6 

与IR24h组比较}’P<0．05，“ P<0Ol 

检测指标 

96．83±67 28 

92．5O±45．54* 

阳性心肌细胞核数  ̂肌细胞总核数( 

5矗I 8± 16．47 

27．7O士l I_82*’ 

基因b~1-2、bcI-xI蛋白衰遮的影响 

阳性心肌细胞数／HPF 

JR2411 IP+IR24h 

n 

bc1．2 72．17±20．45 I】6．50±23．79̈  

beI-xl l56．8，±4I_l0 2l9．17±40．98* 

-~IR24h组阳性心肌细胞数比较： P<0．05，” P<O 01； 

与IR24h组阳性心肌细胞数／心肌细胞总数比较： p<0 05 “ p<0．01 

阳性心肌细胞数， 肌细胞总数( 

IR24h 

6 

I6．2l 1 8．67 

50-26±l4．O8 

IP+IR24h 

38．O5士7．g5‘‘ 

67．7O士l2 26 
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能显著上调凋亡抑制基因bcl-2．~1]bcl-xl的蛋白表达 

3 讨 论 

1986年Murry等 在狗的心肌I／R损伤研究中首 

先发现IP具有心肌保护效能。此后，在不同种属的 

动物 包括人类的心脏 均发现IP具有保护I，R损伤 

的效能，包括降低 ẗ心律失常、心肌顿抑和心肌梗 

塞范围等。 

近年来发现，UP．心肌细胞死亡存在两种形式： 

坏死和凋亡，而且后者在UP．损伤中尤为重要 。Pio 

t 等报道IP早期能够显著降低I／R,b肌细胞凋亡数 

量。认为lP早期减少I／R损伤的原因部分来自IP降低I 

，R心肌细胞凋亡的作用，但IP晚期对I／R心肌细胞凋 

亡 的影响少见报 道 。本研 究显示IP+IR24h组 

TUNEL法检测到的阳性心肌细胞核数量以及阳性心 

肌细胞核数占心肌细胞总数的百分比均分别明显少 

于IR24h组，表明IP第二窗能显著减少I／R,IL~肌细胞 

凋亡。提示IP第二窗减少UR心肌细胞凋亡可能是其 

降I'EI／R损伤的机制之一。 

IP降低限 心肌细胞凋亡的机制还不很清楚。 

Gottlieb 等发现lP能提高UP．心肌细胞的存活能力， 

减少代谢抑制所诱发的细胞内酸中毒，减少DNA断 

裂。如果阻滞空泡质子ATP酶的活性，则可消除IP 

的这些作用，因此，在介导IP效能时PKC的目标是 

激活空泡质子ATP酶，继而在持续缺血导致代谢抑 

制时减少细胞内酸化，从而抑制细胞凋亡。 

细胞凋亡是由局部环境生理或病理性刺激引起 

的一种受基因调控的自身程序性细胞死亡。而且凋 

亡的发生有赖于新的蛋白质的合成并消耗能量，文 

献报道bcl-2基因家族，包括bcl-2、bcl-xl和bad、 

bak、bax等对细胞凋亡产生重要影响 。研究发现 

bcl-2是调节细胞凋亡的一个重要分子，它能抑制许 

多凋亡信号引起的细胞凋亡，如抑制去除生长因 

子、质膜过氧化反应及病毒等因素诱导的细胞凋 

亡：bcl-xl和bcl-2相似，对细胞凋亡也起保护作用。 

本研究显示，IP能显著上调缺血45min再灌注 

24h时凋亡抑制基因bcl-2和bcl-xl在大鼠心肌细胞中 

的蛋白表达。提示IP第二窗可能通过上调凋亡抑制 
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基因bcl-2和bcl·xl在心肌细胞的表达而减少I／R再灌 

注心肌细胞凋亡。 

总之．IP能够明显减少缺血45min再灌注24h后 

心肌细胞凋亡数目，显示其保护歃血心肌免遭再灌 

注损伤的效应。同时IP能够显著上调缺血45min再 

灌注24h4~,肌细胞凋亡抑制基因bel-2和bel-xl的蛋白 

表达。表明IP第二窗减少I／R心肌细胞凋亡的机制可 

能与其上调bcl-2和bcl-xl的基因表达有关。值得一提 

的是，细胞凋亡是一个非常复杂的过程，并且凋亡 

的不同阶段可能有不同的凋亡调控基因参与，奉研 

究仅对凋亡抑制基因bcl-2．~1]bcl-xl进行研究具有一定 

局限性，因此，有必要进一步研究其他凋亡调控基 

因~l：Ibax、bad、bak等在IP过程中的变化和意义。 
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