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结扎大鼠冠状动脉诱发心肌及背根神经节内 

P物质变化的研究 

张建文 郭政 

【摘要】 目的 观察结扎冠状动脉(冠脉)左前降支大鼠不同时间整体心肌(包括缺血区和非缺血区)及 

背根神经节(DRG)内 P物质蛋白及其基因水平的变化，探讨神经源性机制在局部急性心肌缺血诱发整体心 

肌损伤中的作用及其机制。方法 健康成年雄性 SD大鼠24只，采用随机数字表法分为 4组( 一6)：假手术 

组(s组)以及扎闭冠脉(CAO)1、3和 6 h组。采用结扎左冠脉前降支的方法制备急性心肌缺血动物模型。各 

组在规定的时间点开胸快速取缺血区和非缺血区(缺血区对侧半球)心肌及 DRG T1～5制作标本。采用免疫 

组化和逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术观察各组动物缺血区和非缺血区心肌及 DRG内P物质的蛋白 

和基因水平变化。结果 OCAO后 1、3和 6 h点大鼠缺血区和非缺血区心肌P物质蛋 白及其mRNA水平均 

较 s组显著升高(P均d0．05)，CAO 3 h达峰值(P均d0．05)；非缺血区CAO各组 P物质蛋白及其 mRNA 

水平低于相应组的缺血区心肌(P均d0．05)。~CAO后 1、3和6 h点大鼠DRG内P物质mRNA的表达水平 

均较s组显著升高(P均d0．05)，在CAO 3 h达高峰(P均d0．05)。结论 结扎冠脉可诱发大鼠整体心肌组 

织(包括缺血区和非缺血区)P物质水平的增高，同时 DRG内 P物质 mRNA的表达也显著增加，提示神经源 

性机制可能参与心肌缺血的病理学过程。 

【关键词】 心肌缺血 ； 心肌 ； 背根神经节 ； P物质 ； 神经源性机 制 

Changes in substance P in m yocardium and dorsal root ganglion following coronary artery occlusion in rats 

ZHANG Jian-wen，GUO Zheng．Department of Anaesthesiology，The Second Hospital of Shanxi Medical 

University，Taiyuan 030001，Shanxi，China 

[Abstract] Objective To observe the changes in substance P in myocardium and dorsal root ganglion 

(DRG)following ligation of the left anterior descending branch of coronary artery．The substance P is 

commonly considered released mainly from afferent nerve fibers under noxious stimulation and could induce 

neurogenic inflammation in peripheral tissue． Methods Twenty-four adult male Sprague-Dawley rats， 

weighing 270 —300 g，were randomly divided into four groups：sham—operated group，coronary artery 

occlusion (CAO)1 hour group，CAO 3 hours group and CAO 6 hours group，and 6 animals were in each 

group．The left anterior descending branch of coronary artery was occluded to establish the acute myocardial 

ischemia model except in the sham-operated group． The myocardium in ischemic and non-ischemic 

(the contralateral side of ischemic myocardium)region and DRG were harvested as scheduled and processed 

for immunohistochemistry and for substance P mRNA semi-quantitative examination using reverse 

transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)technique．Results ① substance P and substance P 

mRNA levels in myocardium of ischemic areas and myocardium of non—ischemic areas were significantly 

elevated after CAO compared with sham—operated group (all P< 0．05)，and they were highest in rats of 

CAO 3 hours group (all P< O．05)．In the myocardium of non—ischemic areas，substance P and substance P 

mRNA levels were lower than those in myocardium of ischemic areas in CAO groups (all P < 0．05)． 

③ substance P mRNA levels in DRG were significantly elevated after CAO compared with sham—operated 

group (all P< O．05)。and were highest in rats of CAO 3 hours group (both P< 0．05)．Conclusion CAO 

could evoke an increase in substance P in entire myocardium and substance P mRNA expression in DRG in 

rats，and the results might imply that neurogenic mechanism participates in the pathophysiological changes 

following myocardial ischemia． 

[Key words] myocardial ischemia； myocardium； dorsal root ganglion； substance P； neurogenic 

mechanism 

基金项目：国家自然科学基金资助项 目(30471656) 

作者单位：030001 太原，山西医科大学第二医院麻醉科 

通讯作者：郭政，医学博士，教授，主要从事伤害性刺激与器官损 

伤的研究(Email；ykdgz2004@yahoo．COITI．cn) 

作者简介：张建文(1977一)，男(汉族)，山西人，医学硕士，医师 

(Email：zjw030001@ 126．corn)。 

·201· 

· 论 著 · 

急性心肌缺血性疾病是严重影响人类健康的疾 

患之一。传统观点认为：决定心肌缺血、心肌梗死的 

预后 ，主要取决于心肌缺血的严重程度和持续时间、 

基础心功能状态、冠状动脉(冠脉)病变程度和心肌 

缺血原因。 。但神经源性机制在心肌缺血性损伤中 
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的作用国内外鲜有报道。本研究中拟运用免疫组化 

和逆转 录一聚合酶链反应 (RT—PCR)技术 ，分别从 

蛋 白和基 因水平观察结扎冠脉诱发 P物质在心肌 

(包括缺血区和非缺血区)及背根神经节 (DRG)内 

的变化，探讨神经源性机制在局部急性心肌缺血诱 

发整体心肌损伤中的作用及其机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物与试剂 ：270～300 g健康成年雄性 

SD大鼠 24只 ，由山西医科大学动物中心提供。P物 

质抗体、过氧化物酶标记的链霉卵白素(SP)染色试 

剂盒和 3，3L二氨基联苯胺(DAB)显色试剂盒均购 

自北京中山生物技术公司；RNA抽提试剂盒购 自德 

国Qiagen公司；TaqDNA聚合酶、鸟成髓细胞性白 

血病病毒(AMV)逆转录酶及 PCR标准分子量等购 

自Promega公 司。 

1．2 实验分组 ：实验分为免疫组化和 RT—PCR两 

部分，每部分均采用随机数字表法分为假手术组 

(S组)及扎闭冠脉(CAO)1、3和 6 h组 ( 一6)。 

1．3 心肌缺血大鼠模型制备 ：用质量分数为 25 

的乌拉坦 1．2 g／kg经腹腔注射麻醉大鼠后固定于 

实验台，气管切开插管行人工机械通气(呼吸频率 

75次／min，潮气量 8 ml／kg)，然后在左侧胸壁第 3、 

4肋间旁开胸骨正 中线 1 cm 处沿肋间开胸 ，逐层钝 

性分离暴露心脏 ，切开心包 ，以左冠状静脉主干为标 

志，在左心耳下方 2 mm 处进针 ，用 6-0号丝线穿过 

心肌表层肌肉，在肺动脉圆锥旁出，结扎左冠脉前降 

支(S组不结扎冠脉)，并开始计时。结扎后心肌变为 

暗红色即确认结扎成功 ，逐层关胸 ，并行胸腔负压引 

流。大鼠脱离呼吸机后即刻恢复自主呼吸 ，每小时 

经尾静脉补充林格液 1 ml，并采用体积分数为 

0．25％的布比卡因局部皮下浸润麻醉手术切 口。 

1．4 标本制备：各组动物在预定时间点腹腔注射过 

量戊巴比妥钠，并经左心室先以100 ml生理盐水灌 

注，随之 以 0．1 mol／L磷 酸盐缓 冲液 (PBS)配制 的 

体积分数为 4 的多聚甲醛固定液 500 ml灌注，然 

后分别进行如下处理：①开胸，快速取动物心脏置于 

4 多 聚 甲醛 和质 量 分 数 为 30 的 蔗糖 混 和 液 

(pH 7．4)中 固定 3 h(4℃)，OCT(optimal cutting 

temperature solution)包埋剂包埋 ，恒冷箱切片机进 

行 5 m 厚连续冠状冰冻切片 ，然后行免疫荧光 和 

免疫组化染色 ，观察 CAO各组缺血区、非缺血区心 

肌以及 S组心肌组织 P物质 的变化及其分布规律。 

②开胸，快速取 CAO各组缺血区、非缺血区心肌 

(缺血区的对侧半球心肌组织)和 S组心肌组织各 

100 mg以及 DRG T1～5，分置于 1．5 ml小离心管 

(EP管)中，一80℃保存 。用 RT—PCR法检测 P物 

质mRNA的表达 。 

1．5 P物质检测：①切片置于 4℃、体积分数为 

0．1 的曲通 (Triton)X一100中 10 min，PBS洗 3× 

5 min；②切片置于体积分数为 0．3％的H oz一甲醇 

溶液中室温孵育 20 min，PBS洗 3×5 min；⑧滴加 

3 的 H2o2室温孵 育 20 min，PBS洗 3×5 min； 

④滴加质量分数为 0．1 的胰蛋白酶 37℃下孵育 

10 min，PBS洗 3×5 min；⑤滴加正常 山羊血清 

37℃封闭 4O min，甩干但不洗；⑥滴加 SP抗体， 

4℃过夜，PBS洗 3×5 min；⑦滴加生物素标记的二 

抗，37℃下孵育 30 min，PBS洗 3×5 min；⑧滴加过 

氧化物 酶标 记 的 SP，37℃下孵育 30 min，PBS洗 

3×5 min；⑨DAB显色，苏木素复染，梯度乙醇脱 

水，二甲苯透明，中性树胶封片。每一组均设立阴性 

(试剂)对照，对照以PBS代替一抗，其余步骤同上。 

1．6 光镜观察及图像分析：用 BXS1型 Olympus 

显微镜及 IDA一2000数码显微图像分析系统对免 

疫组化染色切片进行图像分析。每组大鼠随机观察 

缺血区和非缺血区各 60个高倍视野，以平均光度和 

阳性单位作为指标进行半定量分析。 

1．7 P物质 mRNA表达：以 p一肌动蛋 白(p—actin) 

为 内参照，用半定 量 RT—PCR方法。 测定 心肌组 

织及 DRG内 P物质 mRNA表达。 

1．7．1 总 RNA 的抽提 ：EP管中待测标本 匀浆加 

入红细胞裂解液 300 l(DRG加 100 1)，摇匀 ，室 

温静置 20 min后 12 000×g离 心 20 S，弃上清 ；加 

入细胞裂解液 150 l(DRG加 100 1)，垂直摇匀 

5～10 min，室温静置 10 min；加入 蛋 白质 和 DNA 

沉淀液 50 l(DRG加 30 1)，垂直摇匀 ，一20℃静置 

10 min，4 oC下 12 000×g离 心 5 min，取上清 置于 

另一 EP管中；加入异丙醇 300 l(DRG加 100 1)， 

摇匀，4℃下 12 000×g离心 3 min，沉淀 RNA，弃 

上清；加入体积分数为 75 的乙醇 300 l(DRG加 

100 1)漂 洗 RNA 沉 淀 ，4 ℃下 7 500×g离 心 

5 min，弃上清 ，干燥 RNA 沉淀 ；加入焦碳酸二乙酯 

(DEPC)水40 l(DRG 加 20 1)重 悬 RNA，置 于 
一

80℃冰箱保存备用。 

1．7．2 RT体系：5×RNA PCR缓冲液(Buffer) 

6 l，RNA 酶抑制剂 0．5 l，dNTP混合物 2．5 l， 

AMV逆转录酶 0．8 l，随机引物 5 l，灭菌的无核 

糖核酸酶的双蒸水 7．7 l，0．01 mol／L二硫苏糖醇 

(DTT)1．5 l，样本 RNA 6 l。反应条件为：42℃、 
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50 min，完成 RT后 ，98℃、5 min，4℃保存 。 

1．7．3 PCR 反 应 体 系：10×RNA PCR Buffer 

2．5 ul，dNTP混合物 1．5 l，灭菌的无核糖核酸酶 

的双蒸水 10．5 ul，Taq DNA聚合酶 1．0 ul，MgC12 

1．5 l，上游特异性 PCR引物 (100 pmo1)1．5 l，下 

游特异性 PCR 引物 (100 pmo1)1．5 ul，RT反应产 

物 5．0 ul。PCR反应条件 ：95℃、2 min预变性 ，然后 

94℃、50 S，50℃、50 S，72℃、1 min，共 35个循环 

后 ，于 72℃终延伸 10 min。 

1．7．4 引物序列 ：上海博亚生物技术有限公司设计 

合成。P物质(252 bp)上游引物：5LGAGCCCTTT— 

GAGCATCTTCT一3 ；下 游 引物 ：5L ACGCCTT— 

CTTTCGTAGTTCTG一3 。 —actin(422 bp)，上游 

引物：5，u GAGACCTTCAACACCCCAGCC一3 ；下 

游引物：5 一TCGGGGCATCGGAACCGCTCA一3 。 

1．7．5 PCR产物分析 ：取 5 ul PCR产物 ，溴化 乙 

锭 (EB)染色，用质量分数为 1 的琼脂糖凝胶电泳 ， 

GDS一8000紫外凝胶成像系统扫描并得 出条带灰 

度值 ，进行半定量分析 。用条带灰度值与 —actin灰 

度值之 比表示 P物质 mRNA表达量 的相对值 。 

1．8 统计学处理：实验数据以均数 ±标准差 (z±s) 

表示 。心肌组织 部分采用 SAS 8．0统计软件包行 

4×2析因设计的双因素方差分析 ，并进行多重比较 。 

DRG部分采用 SPSS 11．5统计软件包行单 因素方 

差分析 ，并进行多重比较。P<0．05为差异有统计学 

意义。 

2 结 果 

2．1 免疫荧光染色：免疫荧光染色结果显示 ，CAO 

后 P物质免疫阳性反应见于心内膜、心肌层 以及心 

外膜血管内皮(彩色插页图 1A，图 1B)。 

2．2 免疫组化染色 ：免疫组化结果显示 ，P物质 的 

阳性免疫反应主要位于心内膜和心肌层。在心肌层 

的阳性免疫反应主要位于心肌细胞胞浆(彩色插 页 

图1C)；心外膜血管内皮呈强阳性反应。缺血区心肌 

纤维排列紊乱，且可见大量中性粒细胞浸润。 

免疫组化反应水平以平均光度和阳性单位为指 

标进行半定量分析 。统计分析结果显示 ：时间点和区 

域因素均对大 鼠心肌 P物质 的变化产生影响，且两 

者之间存在交互效应 。单独效应研究结果表明 ：以右 

心室为定位指示 ，CAO后 1、3和 6 h点缺血区心肌 

P物质的水平均较 S组显著升高(P均d0．05)，在 

CAO 3 h达峰值 (P<0．05)；非缺血区各组 的变化 

趋势与缺血区相同，且各组 P物质水平明显低于相 

应组缺血区心肌(P均d0．05，图 2，图 3)。 

睁 

喀 
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组 别 

注 ：与 S组 比较 ： P<O．05；与 CAO 3 h组 比较 ：Ap<o．05； 

与同组缺血 区比较 ： P<0．05 

圈2 P物质免疫组化半定量平均光度分析结果 

Figure 2 Results of anti-substance P average 

light density analysis detected by IH 

组 别 

注 ：与 S组 比较 ：’P<0．05；与 CAO 3 h组 比较 ：▲P<O．05； 

与同组缺血 区比较 ： P<0．05 

圈3 P物质免疫组化半定量阳性单位分析结果 

Figure 3 Resutts of an ti-substan ce P 

positive unit an alyses detec ted  by IH 

2．3 心肌组织内 P物质 mRNA表达：统计结果显 

示 ，时间点和区域 因素均对大 鼠心肌组织 内 P物质 

mRNA 的表达产生影 响，且两 者之 间存 在交互 效 

应 。单 独 效应 研 究 结果 表 明：CAO 各 组 P物 质 

mRNA在缺血 区心肌表达水平均较 S组 明显增 

加(P均d0．05)，CAO 3 h处于高峰(均 P<0．05)； 

非缺血区CAO各组的变化趋势与缺血区相同，且 

P物质 mRNA 的表达 均 低 于 相应 组 缺 血 区 心 肌 

(P均<0．05，图 4，图 5)。 

2．4 DRG 内 P物 质 mRNA 的表达 ：统计 结果 显 

示 ，CAO 各组 P物质 mRNA在 DRG 内的表达均 

较 S组显著增加(P均d0．05)，CAO 3 h处于高峰 

(Pd0．05)，CAO 6 h下降 (P<0．05)，与 CAo 1 h 

组 比较差异无显著性 (P>0．05，图 6，图 7)。 

加 ∞ 如 蚰 如 加 0 

哥掣匪 晤霉 
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 

M ：Markerf1、2：S组f3：CAO 1 h组缺血 区f4：CAO 

1 h组非缺血区f5：CA0 3 h组缺血区 ；6：CA0 3 h组非缺血区 ； 

7：CA0 6 h组 缺血 区；8：CA0 6 h组非缺血区 

圈4 RT—PCR法检测心肌组织内P物质mRNA电泳圈 

Figure 4 Expression of substance P electropherogram 

detected by RT—PCR in myocardium 

缺血 区 非 缺血 区 

组 别 

注{与s组比较： P<O．05；与 CAO 3 h组比较： P<O．05； 

与CAO 6 h组比较： P<O．05；与同组缺血区比较： P<O．05 

圈5 RT—PCR法检测心肌组织内P物质 mRNA衰达 

Figure 5 Expression of substance P mRNA detected  

by RT —PCR in myocardium 

M：Marker；1：S组 ；2～4：缺血 区 CAO 1、3和 6 h组 

圈6 RT—Pcn法检测DRG内P物质 mRNA电泳圈 

Figure 6 Expression of substance P electropherogram of m RNA 

detected  by RT—PCR in DRG 

3 讨 论 

P物质是广泛分布于中枢和外周神经系统的具 

有众多生物活性的神经肽，主要在 DRG内合成，然 

后沿着神经元的中枢突和周围突双方向输送至末梢 

储存，当受到各种刺激(物理、化学、生物)时可逆行 

释放到局部组织中引起血管通透性增强 ，血浆蛋白 

外渗，导致神经源性炎症反应。 

Z 

昌 
1餐 

霉 

组 别 

注 ：与 S组比较 ： P<0．05；与 CAO 3 h组 比较 ：AP<0．05 

圈 7 RT—PCR法检测 DRG内 P物质 mRNA表达 

Figure 7 Expression of substance P mRNA detec ted  

byRT —PCR in DRG 

结扎冠脉诱发心肌缺血 ，心脏感觉神经纤维末 

梢受刺激而产生伤害性神经信号，继而可能引起多 

种存在于传入神经末梢中的生物学活性物质及促炎 

介质的释放，使局部血管扩张、渗出，通透性增加，进 
一 步促进局部炎症的发生，可产生类似“神经源性炎 

症”的反应，加重心肌组织的损伤“ 。本研究中观察 

到 CAo后 1、3和 6 h P物质水平在缺血区和非缺 

血区心肌均显著增加 ，且随着时间延长有增长趋势 ， 

在 CAo 3 h达峰值 。 

P物质来 源于前速激肽原 (pre—protachykinin， 

PPT)A基因编码 ，有 a、B和 一PPT 3种。在周围神 

经系统 ，P物质主要 由 a、 —PPT mRNA在初级传 

入神经元内编码产生后沿着神经元的中枢突和周围 

突双方向输送至末梢储存，但在大鼠和人体内仅可 

检测 到 —PPT mRNA。尽管外周组 织器官 内的 

P物质主要来源于器官内辣椒素敏感神经末梢，但 

近年大量实验已证实 P物质也可由淋巴细胞0 、嗜 

酸粒细胞㈨、肥大细胞。 和单核／巨噬细胞0 合成并 

分泌，且这类细胞表面还存在着 P物质特异性受体 

NK1R。Lai等 ∞也发现，单核／巨噬细胞在 mRNA 

水平和蛋白质水平均能表达P物质基因。本研究中 

观察到 CAO后各时间点 P物质 mRNA不仅在 

DRG内，而且在整体心肌组织(包括缺血区和非缺 

血区)的表达水平均较假手术组显著增加，且随着时 

间延长有增长趋势，CAO 3 h达到高峰 。提示心肌 

缺血所致整体心肌组织 P物质水平的增高不仅来 

源于 DRG，而且也来 源于心肌组织 内免疫炎性细 

胞，但两种来源的P物质以何种形式占主导地位， 

以及两者是否具有相同的生物学作用等问题，尚有 
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待后续研究论证。 

炎症反应与心肌损伤间呈正相关⋯ 。急性心肌 

缺血时感觉 神经纤维 释放 到局部 心肌组织 的 P物 

质可促进肥大细胞脱颗粒，释放组胺、激肽、趋化因 

子及前列腺素等大量炎症介质，可促进单核细胞分 

泌 白细胞介素一1(IL一1)、IL一6、肿瘤坏死 因子一a 

(TNF—a)等炎症 因子 ，延缓 中性 粒细胞凋亡“ ， 

促进中性粒细胞 黏附和移行⋯ ，促进 内皮细胞产生 

黏附分子“ ，进一步加重心肌炎症反应 。P物质还 

可通过 以下几个方面的作用激发瀑布式炎症反应 ， 

最终可能使心肌炎症从局部缺血区通过神经机制的 

介导影响到非缺血区(即整体心肌)：①Toyoda等 

证明，肥大细胞 自身也能分泌 P物质 ，释放出的P物 

质又可促使肥大细胞进一步释放出大量炎症介质 ， 

形成正反馈调节，扩大炎症反应；②Hess等 研究 

发现 ，少量 P物 质 即可有 效触 发细胞 中核 转录 因 

子一IcB(NF—IcB)的激 活，继 发 炎症 介 质TNF—a、 

IL一1B等转录表达增加，TNF—a、IL一16反过来 又 

可激活 NF—IcB ”，形成正反馈环 ，导致组织发生过 

度炎症反应和损伤；⑧P物质可促进肥大细胞分泌 

TNF—a和 TNF—a mRNA 表达n ，而TNF—a是 

多器官功能衰竭 (MoF)时激活细胞级联效应 、引起 

过度炎症反应的主要介质n"。 

总之 ，神经肽作为一种神经递质 ，不仅在神经信 

息传导中起重要作用，也是炎症反应时激活神经一免 

疫系统“对话”，诱发机体连锁免疫反应的重要介质。 

本研究中观察到，急性心肌缺血时整体心肌组织 

P物质在蛋 白和基因水平均增高，同时 DRG内P物 

质 mRNA表达也明显增高，提示神经源性机制可能 

参与了心肌缺血的病理学过程。这种反应的意义如 

何，对心肌组织(包括缺血区和非缺血区心肌)的急 

性损伤期以及后期的心肌重构影响如何；这种发生 

于心脏的急性损伤反应是否可能通过神经源性机制 

对其他脏器产生影响，值得深入研究。这有助于探讨 

心肌缺血损伤中神经源性机制的作用，有助于深入 

了解伤害性刺激与器官损伤的关系及 MOF的机 

制，亦会对临床上心肌梗死的治疗提供新思路。 
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结扎大鼠冠状动脉诱发心肌及背根神经节内 

P物 质变 化的研 究 
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