
瘦素预处理和缺血预处理在小鼠心肌缺血／再灌注

损伤中的心肌保护机制
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【摘要】 目的观察瘦素预处理和缺血预处理(IPC)对心肌缺血／再灌注损伤(MIRI)模型小鼠的心肌保

护作用，探讨瘦素参与的机制。方法将36只C57BL／6小鼠按随机数字表法分为5组：①假手术组(12只)；

②短暂缺血／再灌注(I／R)组(6只)：缺血3 rain后再灌注5 rain，进行3个短暂的循环；⑨标准I／R组(6只)：

缺血30 rain后再灌注120 rain，④IPC组(6只)：行3个短暂I／R循环后再进行标准I／R操作；⑤瘦素预处理

组(6只)：缺血前30min腹腔注射50 pg／kg小鼠重组瘦素。假手术组和短暂I／R组分别于再灌注后o(RP刻)、

5、30、120 rain取血，动态监测血清瘦素水平；其余各组于再灌注后120 rain处死小鼠，观察心肌梗死面积、

心肌瘦素水平、髓过氧化物酶(MP0)活性，以及血清瘦素、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一6(IL一6)水

平。结果短暂I／R处理后5 min血清瘦素水平即较假手术组同期显著升高[(6．24土2．34)pgtL比(1．35土

0．45)pg／L3，30 rain达峰值[(12．36士1．33)pg／L3，之后逐渐下降，与假手术组水平同期比较差异无统计学

意义C(1．96士1．33)pg／L比(1．16士0．25)flg／L，P>O．053。与标准I／R组比较，瘦素预处理组与IPC组均可

显著缩小梗死面积[(11．50士2．86)％、(9．00士1．90)％比(37．00土2．53)％]，降低心肌瘦素E(8．36士3．42)

腿／g、(6．71士2．03)pg／g比(15．51士3．92)t“g／93、MPO((17．10士3．95)Pg／g、(13．33士2．88)愕／g比

(30．83士4．06)pg／93以及血清瘦素C(15．03士1．87)腿／L、(11．85士0．72)pg／L比(29．55土2．31)pg／L3、

TNF—aC(35．10土10．12)ng／L、(27．04士5．18)ng／L比(81．34士14．20)ng／L]、IL-6[(167．39士72．83)ng／L、

(149．13士37．69)ng／L比(477．30士29．09)ng／L]水平(均P<0．01)。结论低剂量瘦素预处理可模仿经典

的IPC以减轻MIRI，瘦素参与IPC的心肌保护机制可能与减轻炎症反应有关。
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[Abstract】 Objective To study the effects and role of leptin pretreatment and ischemie

preconditioning(IPC)on the reduction of myocardial ischemia／reperfusion injury(MIRI)in mouse．Methods

Thirty—six male C57BL／6 mice were randomized into five groups：①sham operation group(刀=12)；②brief

ischemia／reperfusion(i／R)treatment group(靠一6)，in which the mice were subjected to three cycles of a

3-minute regional ischemia followed by a 5-minute reperfusion(I／R cycle)；③MIRI group(万一6)，in which

MIRl was established in the mice by blocking anterior descending branch of left coronary artery for

30 minutes，followed by 120 minutes reperfusion；(D IPC group(，z一6)，in which three I／R cycles were

performed on the mice followed by the MIRI protocol；⑥leptin pretreatment group(1eptin group，咒一6)，in
which 50 pg／kg of leptin was injected intraperitoneally to the mice 30 minutes before myocardial ischemia．

From 6 mice of the sham operation group and from the mice of brief I／R group，serum samples were collected

at different time points(0，5，30 and 120 minutes)after reperfusion to measure changes in serum leptin

level．From the rest of the mice，blood and heart samples were harvested at 120 minutes after reperfusion to

analyze the myocardial function and infarct size，leptin，myeloperoxidase(MPO)，tumor necrosis factor-a

(TNF—a)，and interleukin一6(IL一6)levels．Results IPC procedure resulted in an increase in serum leptin

level shortly after reperfusion．The leptin level increased significantly than that of sham operation group

((6．24士2．34)弘g／L vs．(1．35士O．45)pg／L3 at 5 minutes after I／R，and reached the peak value of

(12．36士1．33)pg／L at 30 minutes after I／R．Then it gradually decreased to its original(0 minute after

reperfusion)value((1．96士1．33)肛g／L)at 120 minutes after I／R．There was no difference compared with

sham operation group[(1．16士O．25)pg／L，P>0．05]．Adminiatration of leptin or IPC before MIRI

significantly reduced infarct size C(11．50士2．26)％，(9．00士1．90)％vs．(37．00士2．53)％3，the myocardial

leptin levels((8．36土3．42)Pg／g，(6．71士2．03)gg／g vs．(15．51士3．92)Pg／g]，MPO((17．10士

3．95)Pg／g，(13．33士2．88)弘g／g vs．(30．83士4．06)pg／g]，serum leptin levels[(15．03士1·87)pg／L，

(11．85士O．72)腿／L vs．(29．55士2．31)pg／L3，serum TNF—a[(35．10士10．12)ng／L，(27．04土

5．’18)ng／L vs．(81．34士14．20)ng／L3，and IL一6 levels C(167．39士72．83)ng／L，(149．13士37．69)ng／L

vs． (477．30士29．09)ng／L，aU P<O．01]． Conclusion Pretreatment using leptin results in

preconditioning—like tolerance against infarction dysfunction．This cardiac protection effect is mediated。in

part，via suppression of inflammation in preconditioned myocardium．

[Key words】 Ischemic preconditioning；Leptin pretreatment} Myocardial ischemia／reperfusion

injury； Cytokine
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心肌缺血／再灌注损伤(MIRI)是指在阻断冠状

动脉(冠脉)一定时间后，缺血的心肌在开放循环再

灌注期出现的心脏功能、代谢及结构上的损伤。心肌

对一过性亚致死性缺血具有天生的适应能力，并对

随后更严重缺血的耐受能力增强，这种反应称为缺

血预适应。自从1986年Murry等n]首次提出缺血

预适应对MIRI有保护作用以来，人们相继发现用

药物进行预处理也具有心肌保护作用。近年来瘦素

(1eptin)与心血管疾病的关系引起了人们的关注。瘦

素是肥胖基因(0B基因)的表达产物，由脂肪细胞

合成和分泌，由167个氨基酸组成，具有多种生物学

活性。动物实验证明，心肌有瘦素及瘦素受体表达，

表明心肌是瘦素的直接作用靶器官[23；还有研究表

明，瘦素能减轻心肌及肝脏缺血／再灌注(I／R)损

伤Is-s]。本研究中通过建立MIRI小鼠模型，观察瘦

素预处理和缺血预处理(IPC)对心肌的保护作用，

探讨瘦素参与IPC心肌保护作用的机制。

1材料与方法

1．1实验动物及分组：雄性C57BL／6小鼠36只

(购自广西医科大学动物实验中心，动物合格证号：

SCXK桂2007—0001)，8--一10周龄，体重20"25 g，

按随机数字表法分为5组：①假手术组(12只)；

②短暂I／R组(6只)：心肌缺血3 rain后再灌注

5 min，共3个循环；⑧标准l／R组(6只)：行标准心

肌I／R操作，即缺血30 min后再灌注120 rain；

④IPC组(6只)：行3个短暂I／R循环后再进行标准

I／R操作；⑤瘦素预处理组(6只)：于标准I／R前

30 min腹腔注射50 pg／kg的小鼠重组瘦素(美国

R＆D Systems公司)。各取6只假手术组小鼠和短

暂I／R组小鼠，分别于再灌注后0(即刻)、5、30、

120 min,ff脏取血，观察血清瘦素水平的动态变化；

并于术后120 min活杀各组小鼠取心脏待测。

1．2小鼠MIRI模型制备：采用结扎冠脉左前降支

制备小鼠急性MIRI模型。假手术组仅在左前降支

留置一松结，不结扎。缺血成功标志为直视下可见被

结扎血管供应区心肌变为苍白色或肿胀。缺血一定

时间后松开线结，记录再灌注时间。实验过程中动物

处置方法符合动物伦理学标准。

1．3检测指标及方法

1．3．1心肌梗死面积测定：处死小鼠取心脏，经升
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主动脉向心脏灌注氯化三苯四唑(TTC)，拉紧保留

缝线重新结扎冠脉左前降支(TTC染色证实坏死

区)。继续灌注酞菁蓝用以区分未缺血区。心脏称重，

冷冻，垂直横切将左心室分为5个1 mm的断面，显

微镜下成像。采用图像处理系统测量总左室面积、缺

血区面积(AAR)和梗死区面积(INF)。

I．3．2血清及心肌瘦素测定：取0．5 ml心脏血抗

凝，低温离心8 min，取血清置于一70℃冰箱保存

待测。取左心室底部心肌，每50 mg加入生理盐水

0．5 ml低温匀浆，匀浆液中加抑肽酶煮沸10 rain，

离心取上清液置于--20℃冰箱保存待测。血清及心

肌组织瘦素测定采用放射免疫法。

1．3．3 细胞因子测定；采用酶联免疫吸附法

(ELISA)测定血清肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细

胞介素一6(IL一6)及心肌髓过氧化物酶(MP0)活性

测定，操作按试剂盒(购于南京建成生物工程研究

所)说明书进行。

1．4统计学分析：采用SPSS 13．0统计软件进行分

析，数据以均数士标准差(z土s)表示，采用t检验，

P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．I短暂I／R对小鼠血清瘦素水平的影响(表1)：

经短暂I／R处理后5 min血清瘦素水平显著高于假

手术组(P<O．01)，30 min后进一步升高至假手术

组的约12倍(P<o．01)，120 min后血清瘦素水平

基本恢复到假手术组水平，说明短暂缺血预处理可

引起小鼠血清瘦素水平的短暂性升高。

裹1短暂缺血预处理对小鼠血清瘦素水平的影响(；土5)

注：I／R：缺血／再灌注}与假手术组同期比较，。P<O．01

2．2 IPC与瘦素预处理对MIRI小鼠损伤心肌的

改善作用(彩色插页图1；表2)：酞菁蓝及TTC染色

显示，标准I／R组、IPC组及瘦素预处理组小鼠左室

重量、缺血心肌重量和缺血面积均无明显差异。与标

准I／R组相比，IPC组及瘦素预处理组小鼠心肌梗

死面积明显缩小(均P<0．01)。

万方数据



生垦蕉重瘟鱼整匡堂垫!!生!旦箜!!鲞笙!塑堡塾i垒堡坐鱼堡丛鲤!坠垒型!!z；!!!!∑垒!：!；：塑!：； ‘107‘

裹2各组小鼠MIRI后120 min心肌梗死面积，心肌瘦素，MPO及血清瘦素、炎症细胞因子比较(；士s)

注：MIRI：心肌缺血／再灌注损伤，MPO：髓过氧化物酶，INF／AAR比值：梗死区面积／缺血区面积，TNF—a：肿瘤坏死因子一a，IL一6：白细胞

介素一6，I／R：缺血／再灌注，IPC：缺血预处理，与假手术组比较，‘P<O．01，与标准I／R组比较，6P<0．01

2．3 IPC与瘦素预处理对MIRI小鼠心肌与血清

瘦素水平的影响(表2)：与假手术组比较，标准

I／R组、IPC组和瘦素预处理组心肌与血清瘦素水

平均显著升高(均P<O．01)；IPC组及瘦素预处理

组心肌与血清瘦素水平均较标准I／R组明显降低

(均P<O．01)。

2．4 IPC与瘦素预处理对MIRI小鼠炎症反应的

影响(表2)：与假手术组比较，标准I／R组、IPC组

和瘦素预处理组小鼠血清TNF—a和IL一6水平及心

肌MPO活性均显著增高(均P<0．01)；与标准I／R

组比较，IPC组、瘦素预处理组血清TNF-a、IL-6水

平及心肌MPO活性均明显降低(均P<O．01)。

3讨论

本研究中首先证实了心肌短暂缺血(模拟缺血

预适应)会引起瘦素水平的一过性升高；进一步发

现，与标准I／R组相比，IPC与瘦素预处理能同等程

度缩小I／R损伤心肌的梗死面积。提示瘦素预处理

可能与缺血预适应类似，两种预处理的作用机制紧

密相关：瘦素可能参与IPC的心肌保护机制；缺血

预适应引起瘦素水平升高与外源性瘦素预处理对随

后的I／R损伤心肌产生显著的保护作用。新近有研

究报道IPC的心肌保护作用在瘦素缺乏的MIRI小

鼠中明显受损Is]，也提示IPC后的瘦素水平升高可

能是产生心肌保护作用效应的必要条件。另有一组

研究报道也显示，MIRI后立即进行瘦素处理能减

轻心肌损伤程度，有直接的心脏保护作用n]，提示瘦

素还可能起到类似缺血后适当的保护作用。本研究

的结果则丰富了IPC对心肌保护作用机制。

瘦素在MIRI中起到了明显的双刃剑作用。本

研究中比较各组MIRI 120 rain后血清与心肌瘦素

的水平发现，与假手术组比较，标准I／R组血清与

心肌瘦素的水平显著升高，IPC组和瘦素预处理组

其水平显著降低，提示高水平瘦素实际上可能是加

重了I／R的损伤机制，而IPC及瘦素预处理的保护

作用可能是通过心肌I／R后瘦素水平的下降而实

现的。本课题组前期的研究也发现，瘦素参与了大鼠

急性心肌梗死(AMI)的心肌损伤过程[6]，这与颜光

涛等[7]研究发现瘦素是AMI及动脉硬化发生的重

要独立因素的结果相符合。在心肌梗死患者急性期，

外周血瘦素水平显著升高，而在恢复期下降，血清瘦

素水平与心肌梗死患者的预后相关[8]。另有报道：

MIRI能诱导瘦素及瘦素受体oB—Ra表达水平升

高，而0&Rb降低，抗瘦素抗体处理呈现保护趋

势[9]，瘦素与炎症细胞因子TNF—a也协同参与心肌

损伤过程[1弘11]。

MIRI是一个复杂的病理生理变化过程，过度

的炎症反应无疑是参与损伤的关键环节，如何用药

物控制MIRI，目前仍然是探讨的焦点[12’1引。本研究

发现IPC与瘦素预处理均可显著降低MIRI小鼠术

后MPO活性及炎症细胞因子TNF—a、IL一6水平，

缩小心肌梗死面积，提示其部分机制可能与降低过

度炎症反应有关。
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急性乌头碱中毒致心脏损害60例

马利川 韩启定

【关键词】乌头碱； 中毒；心脏损害

本院2002年1月至2009年9月共

收治83例急性乌头碱中毒患者，其中心

脏损害60例，总结报告如下。

1临床资料

1．1一般资料：60例患者中男38例，

女22例；年龄22～73岁，平均44．5岁，

毒物种类：附片27例，草乌16例，雪上

一支蒿14例，附子3例；服药至发病时

间15 min～1 h 36例，1～2 h 19例，

发病至就诊时间30 min～12 h，平均

(3．2士1．4)h。60例患者除有不同程度

的乌头碱中毒症状和体征外，均有心律

不齐。

1．2心电图检查：27例频发室性期前

收缩(早搏)，其中19例形成二联律或三

联律，14例为频发多源多形性室性早

搏，其中4例伴发多形性室性心动过速

(室速)，5例单形性室速，2例尖端扭转

型室速，3例多次出现心室纤颤(室颤)}

19例室上性心律失常，包括频发房性早

搏，窦性心动过缓，窦性心动过速，房室

传导阻滞，4例ST—T改变，2例Q—T间

期延长。

1．3实验室检查：患者入院时动态监测

血清电解质及心肌酶谱，心肌酶升高27

例；电解质紊乱49例，其中低钾血症26

例，低镁血症15例，低钠血症17例，低

氯血症11例。

1．4治疗方法：人院后立即给予心电监

护、吸氧、开通静脉，同时给予洗胃、催

DoI：10．3760／cma．j．issn．1003—0603．

2010．02．018

作者单位：671000云南，大理学院附属

医院急诊科

吐、导泻、补液、利尿促进毒物排泄，维持

水、电解质及酸碱平衡，营养心肌等一般

治疗；及时使用抗胆碱类药物(阿托品)。

有室性心律失常给予利多卡因(无效者

改为静脉应用胺碘酮)。8例药物治疗无

效者经多次电复律及床旁血液灌流才得

以控制。积极治疗并发症：有呼吸抑制时

行气管插管机械辅助通气}脑水肿给予

脱水、降颅压、保护脑细胞；低血压、休克

给予扩容及血管活性药物，维持血压稳

定；加强护理，预防感染发生。

1．5结果：59例患者治愈，出院时心电

图及心肌酶均恢复正常水平，治愈率

98．3％。1例年龄较大，因反复发生窒

颤，抢救无效死亡。

2讨论

乌头碱中毒致心脏损害的发生率

高，朱永福等[1]报道的心脏损害发生率

为69．6％，本组达72．3％，心电图异常

率高，文献报道为80．1％～88．O％[2]，

本组达100．o％，发病快、症状重，若得

不到即时救治可导致死亡[“，张颖等“]

报告的病死率达3．1％，本组达1．7％；

心电图主要表现为紊乱性心律失常特

点，其中以室性心律失常最多见。乌头碱

中毒时心肌酶升高及电解质紊乱较常见

(本组异常率分别为45．o％及81．7％)，

临床上常常是多种损害并存，主要以神

经系统、心血管系统及消化系统为主。

乌头碱中毒对心脏损害的机制有：

①兴奋心脏迷走神经，使节后纤维释放

大量乙酰胆碱，从而降低窦房结的自律

性和传导性，引起窦性心动过缓，窦性停

搏或房室传导阻滞；②乌头碱对心肌的

直接作用，使心肌兴奋、传导和不应期不

一致，复极不同步而易形成折返，从而发

生严重室性心律失常，甚至室颤，最终死

亡[4]。由于乌头碱可使心肌细胞Na+通

道开放，加速Na+内流，促使细胞膜去极

化，提高自律组织快反应细胞的自律性，

导致心律失常；已有研究证实，乌头碱对

心肌的毒性机制可能是抑制心肌三羧酸

循环和呼吸链的氧化磷酸化作用，使心

肌有氧代谢障碍，心肌供能不足，用凋亡

细胞检测技术在乌头碱中毒心肌中发现

大量凋亡细胞，导致心律失常[5]。

乌头碱中毒目前尚缺乏可靠的解毒

药，治疗的关键在于及时、有效地纠正心

律失常，维持生命体征稳定等综合治疗。

同时，积极的宣传教育和预防为主才是

降低乌头碱中毒病死率的根本保证。
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