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腺苷预处理对缺血一再灌注心肌细胞凋亡 

及核因子一KB表达的影响 

张 良清 徐军发 蔡康荣 李立志 

【摘要】 目的 研究腺苷预处理对大鼠心肌细胞凋亡及核因子一xB(NF—xB)表达的影响。方法 制备 

缺血一再灌注损伤(I／R组)和腺苷预处理(AP组)的大 鼠模型 ；采用原位缺 口末端标记法(TUNEL)检测心肌 

细胞凋亡 ，免疫组织化学方法检测心肌组织 NF—xB表达 。结果 AP组大 鼠心肌细胞凋亡率 [(2 635．0-+- 

316．O) ]及心肌组织中 NF—xB表达[(33．21-+-16．91) ]明显低于 I／R组[(5 013．0±503．7) 和(59．30± 

10．36)％，P<0．05和 P< 0．o1]，明显高 于对照组 ，分别为 (68．7±50．3) 和 (10．98±4．65) ，P均< 

0．01。结论 腺苷预处理具有明显降低大鼠缺血一再灌注后心肌细胞凋亡的作用，可能与腺苷预处理可减轻缺 

血 一再灌注心肌组织过度表达 NF—xB有关。 
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[Abstract】 Objective To investigate the effect of adenosine preconditioning on cardiac myocyte 

apoptosis and the expression of nuclear factor—KB(NF—KB)during myocardial ischemia／reperfusion (I／R) 

in rats．Methods A model of I／R injury(I／R group)and pretreatment with adenosine(AP group)was 

reproduced in rats．The morphologic features of apoptosis were identified histochemically by TdT —mediated 

dUTP nick end (TUNEL)staining．Expression of NF —xB in apoptosis myocardiac cells was observed by 

immunohistochemical stain and image analysis．Results The percentage of cardiac myocyte apptosis and the 

expression of NF—KB in AP group were(2 635．O±316．O) and(33．21±16．91) ，they were significantly 

lower than those in I／R group (5 013．0± 503．7) and (59．30± 1O．36)％ respectively (P％0．05 or 

P< O．01)，but higher than those in control group(68．7±50．3)％ and (10．98±4．65) respectively(both 

P< O．01)．Conclusion Adenosine preconditioning can pretect from myocardial I／R injury and relieve cardiac 

myocyte apoptosis and expression of NF —xB． 
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缺血预适应(ischemic preconditioning，IP)是心 

肌重要的内源性保护机制，但 由于缺血的安全时限、 

个体差异等使其临床应用受限，所以寻找药物摸拟 

IP效应(即药物性预适应)产生心肌保护作用引起 

了学者们的关注“ 。腺苷预处理的心肌保护作用已 

在许多动物及人的实验中得到证实，但机制不甚清 

楚 门 。我们在既往的研究中发现，腺苷预处理有平 

抑缺血一再灌注后的炎性反应的作用“ ，所以在本研 

究中拟进一步观察腺苷预处理对大鼠心肌细胞凋亡 

及对核因子一KB(NF—KB)的影响。 
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1 材料和方法 

1．1 实验动物模型制备：以质量分数为 2O 的乌 

拉坦(1 g／kg)腹腔注射麻醉，以小动物呼吸机行机 

械通气。将针形 电极插入四肢皮下，连接心电图机， 

记录标准 Ⅱ导联心电图。开胸暴露心脏 ，在左冠状动 

脉前降支距左心耳下缘 2 mm处穿过丝线，提起后 

以套管夹闭造成冠状动脉阻塞。心肌缺血依据心电 

图 ST段抬高且有节段性运动不良加以确认；再灌 

注依靠ST段恢复加以确认。手术结束后输入液体， 

控制 30 min后开始实验。 

1．2 动物分组及处理：24只雄性清洁级 SD大鼠 

(广东医学院动物中心提供)，体质量(250130)g，随 

机分为3组，每组 8只。假手术组(C组)；缺血一再灌 

注组(I／R组)：缺血 30 min、再灌注120 min；腺苷预 
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处理组 (AP组)：缺血前泵注腺苷 1 mg／kg，30 min 

内滴完，而后重复缺血一再灌注组实验。再灌注完毕 

后将大鼠处死，迅速取心脏病变部位心肌标本置于 

体积分数为 10 的甲醛溶液中固定 ，常规石蜡包埋 

和切片，以备组织学检查 。 

1．3 心肌细胞凋亡检测：按常规病理组织学方法制 

备 L-肌石蜡标本。原位缺口末端标记法(TUNEL) 

检测 ，步操按试剂盒(武汉博士德分装)推荐的方法 

进行。TUNEL阳性反应为细胞核呈棕褐色或棕黄 

色颗粒 ，细胞核呈 TUNEL阳性反应且具备细胞凋 

亡的形态学特征者被判定为凋亡细胞。在每张玻片 

上随机取 10个区域，每个区域计数 100个凋亡阳性 

细胞数 ，然后加在一起即可得到凋亡细胞的阳性率。 

1．4 心肌 组织 NF一．cB的活化及免疫组 织化学 

(组化)检测：按链酶亲和素一过氧化物酶复合物 

(SABC)即用型免疫组化染色 (SP)试剂盒 (武汉博 

士德)说 明书操作，取石蜡片按程序脱蜡，体积分数 

为 3 的H。o。灭活内源性酶，微波抗原修复，正常 

山羊血清封闭，加入羊抗 NF一．c BP65多克隆抗体 

(美 国 Santa Cruz BioTech公 司)一抗 ，稀释度 为 

1：80，冰箱中过夜后加山羊抗鼠 IgG，加酶标记物 ， 

3，3L二氨基联苯胺(DAB)显色，光镜下观察。应用 

Leica图像分析系统，光学显微镜放大 400倍摄取图 

像，输入图像分析系统内。每张切片随机选取 10个 

区域，计算每个区域中染色部分占整个区域面积的 

百分比，以均值表示每个心肌中阳性信号面积。 

1．5 统计学方法：实验结果以均值±标准差( ±s) 

表示，统计分析采用SPSS10．0软件进行方差分析， 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 凋亡细胞计数 ：C组、I／R组和 AP组的心肌 

细 胞 凋亡率 分别 为 (68．7±50．3) 、(5 013．0± 

503．7) 和(2 635．0±316．0) 。I／R和 AP组心肌 

细胞凋亡率 明显高于 C组(P均do．O1)，而 AP组 

大鼠心肌细胞凋亡率明显低于 I／R组 (P<0．05)。 

2．2 腺苷预处理对 I／R大 鼠心肌细胞 NF—KB表 

达 的影Ⅱ向：正常 的 C组大 鼠心肌组织有较少量的 

NF—KB表达 [(10．98±4．65) ，图 1]；I／R组大 鼠 

心 肌组织 中 NF—KB的表达 显著上调 [(59．30± 

10．36) ，P<0．01，图 2]；但 AP组大 鼠心肌组织 

中 NF —KB表 达 明 显 低 于 I／R 组 [(33．21± 

16。91)9／6，Pd0．01，图 3]。 

3 讨 论 

腺苷作为机体一种重要 的内源性 活性物质，研 
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图 1 c组 NF—KB表达较弱(SABC，×400) 

Fig．1 Expression of NF—KB in control group(SABC，×400) 

图 2 I／R组 NF—KB表达明显增强(SABC，×400) 

Fig．2 Expression of NF —KB in I／R group(SABC，×400) 

图 3 AP组 NF—KB表 达减 弱 (sABC，×400) 

Fig．3 Expression of NF—KB in AP group(SABC．×400) 

究已证实它可摸拟缺血预处理效应而产生心肌保护 

作用 。有研究报道认为，缺血预处理早期可减少 

缺血一再灌注损伤的部分原因来自于缺血预处理能 

降低缺血一再灌注时造成的心肌细胞凋亡 。因此 ， 

是否可以说 ，腺苷预处理是通过降低缺血一再灌注时 

心肌细胞的凋亡从而产生心肌保护作用的。本研究 

发现，与对照组相比，虽然 I／R组和 AP组的心肌细 

胞凋亡率 明显升高 ，但 AP组心肌细胞凋亡率却 明 

显低于 I／R组 。可见腺苷预处理产生心肌保护作用 
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有可能是由于降低了心肌再灌注损伤时心肌细胞凋 

亡所致。 

NF— B是一种具有基因转录多 向调控作用的 

转录因子 。近年研究表明，NF—fcB亦存在于心肌细 

胞 中，参与心肌缺血一再灌注导致的心肌的炎性 反 

应、凋亡、坏死、心功能下降等心血管疾病的发生、发 

展。 。Li等 观察心肌缺血一再灌注大鼠模型时发 

现，缺血 4 min后核抑制因子一a(IfcB—a)蛋白即显 

著下降，缺血 10 min后才开始逐渐恢复，而 NF—fcB 

活化相应从第 5 min开始持续增高，心肌再灌注则 

进 一步放大缺血所致的 NF— B激 活效应。Bach 

等。 研究发现，NF— B的活化除引起炎性、免疫性 

的细胞因子表达外，还可接着产生一些抗炎和抗细 

胞凋亡的蛋白，如 Bcl一2家族 、内源性 的抗氧化剂 

等。缺血预适应时激发的轻度氧化应激致 NF— B 

活化会引起这些细胞保护性蛋白的表达 ，在随后的 

缺血一再灌注过程中，这些蛋白反过来通过抑制 

NF— B的活化，减轻或消除由NF— B所介导的心 

肌损伤。本研究发现，正常大鼠心肌组织有较少量的 

NF—fcB的表达 ，缺血一再灌注 120 min后大 鼠心肌 

组织中 NF— B的表达显著上调 ，而在缺血一再灌注 

120 min时，腺苷预处理大 鼠心肌组织中 NF—fcB表 

达则明显低于缺血一再灌注组。因而推测腺苷预处理 

具有减少心肌缺血一再灌注后 NF— B过度表达作 

用，从而减轻心肌缺血一再灌注后细胞凋亡发生。 
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