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兔缺血再灌注心肌总钙
、

氧自由基和中性粒细胞浸润的变化规律

司良毅 张远慧 赵 学 王 国超 (第三军医大学西南医院心血管内科 ) 6 3 0 0 3 8

提 要 免缺血心肌中 C a , 一 、

丙二醛 ( M D A )和 中性粒细胞 ( PM N )浸润数在心肌缺血期即明显增加
,

再

灌注时增高更显著
。

C
a Z一
升高于再灌注 0

.

s h 达峰值
,

M D A 于再灌注 1
.

s h 达峰值
,

而 P M N 浸润则于再灌注

6 h 仍未下降
。

提示上述三种致损因素对再灌注损伤的作用高峰时间是不同的
.

它们不但参与心肌再灌注性

损伤
,

也参与了缺血性损伤
。

关键词 再灌注损伤
;

钙超载
’

;
游离基类

.
超氧化物歧化酶类

,
嗜中性白细胞

中图法分类号 R 5 41
·

2

心肌缺血再灌注损伤 ( R D 的机制仍未阐明
,

目前

多认为其发生与心肌钙超载
,

氧 自由基 ( O F R )产生和

中性粒细胞 (P M N )浸润有关
L’ 一 ’ 。

既往的实验多为单

一致伤因素与 R l 关 系之 间的研究
,

缺少多因素多时

相的动态观察
。

本实验利用兔急性心肌缺血模型同步

动 态 观 察 了 心 肌 缺 血 再 灌 注 时 心 肌 钙
、

丙 二 醛

( M D A )
、

超氧化歧化酶 ( S O D )及 P M N 浸润数的变化

规律
,

以探讨心肌 R I 的发生机制
。

酶 (M P O )含量
,

并利用每个 PM N 中含 M P O 量是 固定的这一

特性
,

从而计算出心肌中 PM N 的数量
.

测定试剂
:

0
一

id an i
-

s id in e ,

H T A B 为 s ig m
。
产品 ; s o D

、

M D ^ 测定试剂盒由南京铁

道医学院病生教研室提供
,

其它试剂均为分析纯级
.

数据资料

以 历 士 `
表示

,

用单因素方差分析进行统计学处理
.

2 结果

材料与方法

2
.

1 块血再灌注时心肌 C a ’ 一

变化规律

本实验所观察 6 h 中
,

缺血半小时心肌 C a Z一
即明显增加

,

再灌注后增加更显著
卜

于再灌 。
.

s h 达峰值
,

持续至 1
.

s h 后渐

降
。

各时相点与对照组 比较
,

尸 < 。
.

01
;

再灌注后各组 C a ’ 一
含

量与缺血组 比较
,

p < 0
.

0 5一 0
.

0 1 ( 图 l )
。
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1 实验分组及动物模型 制作

实验家免 30 只
,

体重 2
.

0 ~ 2
.

5 k g
,

雌雄不拘
,

随机分为心

肌缺血再灌注组和假手术对照组
.
缺血再灌组分设缺血 。

.

s h
,

再灌注 0
.

s h
、

1
.

s h 和 6 h 4 个时相点
,

对照组只设再灌注 6 h

时相点作总体对照
。

兔心肌缺血再灌注模型参照 iS m p so
n
川方

法加以改进
;
静注戊巴比妥钠 25 m g / k g 麻醉后

,

于胸骨左缘第

3~ 6 肋骨处开胸暴露冠状动脉
.

于 左前降支起点 0
.

5 c
m 处穿

线环绕动脉
,

将线的两端均从一长约 4 ~ 5 c
m 的硅胶管孔中穿

出
,

收紧结扎线以造成心肌缺血
,

放松后即行再灌注
.

以收紧结

扎线后心 电图 I 或左前胸导联出现 S一 T 段上抬
、

T 波高耸
,

放

松结扎线后抬高的 S一 T 段下降 12/ 以上为模型成功
。

于各相

应时相点 活杀 动物取心脏
,

从结扎水平起每 3 m m 环切心肌为

A
、
B

、

C 片分别于各片心肌缺血边缘区取组织以测定各项指标
。

1
.

2 指标W.I 定

( l) 心肌钙含量测 定参照张英 民川方法
,

将 A 片组织 1 00

m g 用浓硝酸 Z m l 消化 2 4 h
,

离心 3 0 0 o r p m 又 l o m i n
,

取上清

液 。
.

l m l加适量 l % L
a
CI

,

稀释后用 lL 一 9 51 型原子吸收分光

光度计测定 C a ’ 一
浓度

。

( 2 )心肌 S O D 和 M D A 测定
:

取缺血心

肌组织 200 m g
,

制作组织匀浆并行蛋白定量
。

S O D 测 定参照

o y a n a g u

i.[J 方法进行
;
M D A 用硫代 巴 比妥酸 比色法进行测 定

。

(3 )心肌 PM N 测定
:

参照 Br ad ley 川方法进行
。

取 C 片心肌组织

1 0 0 m g
,

用 0
.

5% H T A B 液制作匀浆
,

然后用 U R 一 z o 0 P 型超

声细胞粉碎仪粉碎亚细胞成份
,

。一 4℃ 40 0 0 0 9 离心 15 m in
,

取上清液 。
.

l m 】
,

用分光光度计于 4 6 o n m 处测定髓过氧化物

A B C D 一它

图 l 缺血再灌注心肌 C矿
一

的变化

F ig 1 C h a n g e s o f m y o e a r d i a l C a 卜 e o n t e n t i n t h e g lo b a l

is e h e
m i e a n d r e

eP
r f u s e d r a b b i t h e a r t

. , 了一 5一 7
, 牙

士 s ,

又 X P < 0
.

0 1 刀 5 e o n t r o l ( A ) ; △ P <

0
.

0 5
,

△△ P < 0
.

0 1 0 5 i s e h e
m i a 0

.

s h ( B ) ;
C

.

D
.

E =
r e p e r f u s io n 0

.

s h
,

1
.

s h
, a n

d 6 h
.

2
.

2 心肌 S O D 活性变化规律

缺血 。
.

s h 心肌 S O D 活性 明显下降
,

再灌注后这种下降更

显 著
,

至再灌注 1
.

s h 达最低点
,

以后有所 回升
。

各时相点 与对

照 组比较 尸 < 0
.

01
,

再灌注各时相点与缺血组 比较 尸 < 。
.

0 5一
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0 1 (图 2 )
。
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A B C D E

缺血再灌注时心肌 SO D 活性变化

C h a n g e s o f m y倪 a r d i a l SO D a c t i v i ty i n t h e g l o b a l

i s e h e m i e a n d r e P e r f u s e d r a b b i t h e a rt
.

r: ~ 5~ 7
, 牙

士 、 ,

又 x P < 0
.

0 1 。 : e o n t r o l (A ) ; △ P <

0
.

0 5
,

△△ P < 0
.

0 1 0 5 is e h e
m ia 0

.

s h ( B ) , C
.

D
.

E =
r e p e r

f
u s io n 0

.

s h
,

1
.

s h
, a n

d 6 h
.

A B C D E

2
.

3 心肌 M D A 含量变化规律

与心肌 S O D 变化相 反
.

M D A 于缺血后 即进行性增高
,

至

再灌注 1
.

s h 达峰值
,

以后渐降
,

与对照 组 M D A 含量相 比
,

尸

< 0
.

01
,

再灌注各组与缺血组相 比较 P < 。
.

05 ~ 。
.

o l( 图 3 )
。

缺血再灌注时心肌 P M N 浸润数变化

C h a n g e s o f m y o e a r d i a l i nf i l t r a t io n o f P M N i n th e

g l o b a l i s c h e m i e a n d r e
eP

r f u s e d r a b b i t h e a r t
. , J

= 5

一 7
,

I 士 s ,

X 又 P < 0
.

0 1 u s e o n t r o ] ( A 少
; △ P

< 0
.

0 5
,

△△ P < 0
.

0 1 v s i s e h
e m ia 0

.

s h ( B ) ;

C
.

D
.

E =
r e p e r

f
u s io n 0

.

s h
,
1

.

s h
, a n d 6 h

.

A B C D E

图 3 缺血再灌注时心肌 M D A 含 t 变化

F i g 3 C h a n g es o f m y oc
a r d i a l M D A P r

od
u e t i o n i n t h e

g l o ba l i s e h e
m ic a n d r e p e r f u s e d r a b b i t h e a r t

.

刀 =

5 ~ 7
,

了士 s ,

X X P < 0
.

0 1 vs e o n t r o l ( A )
; △

P < 0
.

0 5
,

△△ P < 0
.

0 1 v s i s e h e m ia 0
.

s h

( B ) ;
C

.

D
.

E = r e p e r
f
u s io n 0

.

s h
,

1
.

s h
, a n d

6 h
.

2
.

4 心肌 PM N 浸 润数变化现律

心肌 PM N 数随缺血及再灌注时间的推移而呈进行性增

高
,

至
.

再 灌注 6 h仍未见下降趋势
,

各组与对照组 比较 P <

0
.

01 ;再灌注各组与缺血组比较 P < 0
.

01 (图 4 )
。

3 讨论

本 实验显示心肌缺血后
,

心肌 C a ’ 一 ,

脂质过氧化

代谢产物 M D A 和 P M N 浸润数均明显增加
,

而 O F R

的 内源性清 除剂 S O D 活性则 明显 下降
; 当心肌再 灌

后
,

这种 改变更显著
。

提示 心肌细胞 C a Z一

超载
、

O F R

产生和 P M N 浸润不但共同参与了心肌 R l
,

而且也参

与了心肌 缺血性损伤
.

这点近来 已被一些 学者所关

注 ”
·
g

·

’ 。

既往 的实验 多认 为 C a Z一 超 载
、

O F R 产 生和

P M N 浸润是 R l 的特异性致伤因素
; 而本实验结果提

示这些致伤因素其实在心肌缺血期就 已开始对心肌细

胞起损伤作用
,

当再灌注后因血液和氧的重新进入缺

血组织
,

使这些致伤因子数量急剧增加
,

致使细胞损害

明显加重
。

故我们认为再灌注损伤的始动因素是于缺

血期就开始产生的 ; 可能心肌 R l 是缺血性损伤在特

定环境和阶段的延续和扩展
;预防性 治疗在缺血期有

显效而再灌注后给予治疗则效果不佳也支持这一推断
。

本实验所观察 6 h 中发现缺血再灌注时虽然心肌

C a ’ 一 、

M D A 和 PM N 数均 明显增加
,

但各 自的高峰时

间不 同 ; C a ,一 超载最早
,

O F R 次之
,

而 P M N 最 晚
,

于

再灌注 6 h 仍未见下降趋势
,

说 明三者的致伤作用时

间是不同的
,

心肌 R l 可能是一种不同时间 内多因素

共同作用所致的复合损伤
。

ǎ。ód娜已\一。已u)Vl(芝
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因不一样
,

其 P
S ,

基 因 2 49 位密码子突变率也不一 样
。

主要病 因

为H B v 的我国西北地 区肝癌
,

该位点的突变率极低 (2
.

2 % ) L` 」 ,

受同样病因作用的 日本肝癌 P S ,

基 因的突变分散于基因序列高

度保守区
,

而无突变热点所在 [,J
。

本实验病例均来 自西南地区
,

以往的实验表 明该地 区肝癌的发 生多与 H B V 和 H C V 感染有

关
,

尚无 A F B
、

的资料
。

本实验发现 20 % 的原发性肝细 胞癌 P
, ,

基 因 24 9位密码子突变
,

较 A F B
,

高污染 区的西北地 区明显增

高
。

形成该特点的原 因是否与西南地 区肝癌受 H B v
.

H C v 和

A F B
,

双重因素的作用有关
,

尚需进一 步扩大研究的样本量和

对 A F B
,

在西南地 区污染的流行病学调查
。

关键词 肝肿瘤
;
肿瘤基 因

;
突变
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