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药理预适应对兔急性心肌缺血保护作用的研究 

安立敏 ，胡 健 ，夏经纲 ，刘立新 ，谭乃杰 ，冯甲隶。，宗志宏。 
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【摘要】 目的： 观察金纳多和硝酸甘油注射液药理预适应对在体兔心肌缺血／再灌注后热休克蛋白 7O 

(HSP70)表达的诱导作用并探讨其心肌保护作用机制。方法 新西兰大白兔 20只，随机分为 4组，每组 5只。 

假手术组开胸后只穿线不结扎。生理盐水组、金纳多组和硝酸甘油组建立心肌缺血／再灌注模型，并于缺血前 

0．5 h分别给予生理盐水、金纳多注射液和硝酸甘油注射液预处理 。采用蛋白质免疫印迹法(Western blot)检测 

各组缺血区和非缺血区心肌组织 HSP70含量，并检测血清一氧化氯(NO)、丙二醛(MDA)含量及总超氧化物 

歧化酶(T—SOD)、肌酸激酶(CK)活性变化。结果 假手术组 HSP70很少表达；其余 3组 HSP70含量均有明 

显表达，其中，生理盐水组缺血区和非缺血区HSP7O表达分别达假手术组的 2．5和 2．1倍，金纳多组达 17．6 

和 2O．7倍，硝酸甘油组达 28．1和 29．1倍。生理盐水组血清 T—SOD水平明显降低，MDA和CK水平明显升 

高(P均<50．01)。金纳多和硝酸甘油组 T SOD水平轻度下降，与假手术组和生理盐水组比较差异均有显著 

性lMDA和 CK水平均明显低于生理盐水组，NO 明显高于生理盐水组(P<O．05或P<50．O1)。硝酸甘油组 

T—SOD、CK活性和NO含量均明显高于金纳多组(P均<50．01)，两组 MDA水平差异无显著性 。结论 金纳 

多和硝酸甘油注射液可诱导心肌缺血／再灌注后 HSP70过量表达。从而对心肌起保护作用；金纳多和硝酸甘油 

的抗氧化作用和细胞保护作用可能与 HSP70有关。 
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[Abstract] Objective：To observe the effects of ginaton and nitroglycerin injection on expression of heat 

shock protein 70 (HSP70)and cardioprotective mechanism in rabbits with ischemia／reperfusion (I／R)． 

Methods：Twenty New Zealand white rabbits were randomly divided into four groups。5 rabbits being in each 

group．The model was not replicated in the sham—operated group．Myocardial I／R models were replicated in 

animals in normal saline，ginatone and nitroglycerin injection groups and were administered with normal 

saline，ginatone and nitroglycerin injection respectively 0．5 hour before ischemia．Western blot was used to 

measure HSP70 of ischemia and non—ischemia myocardium and the expression of HSP70 was analyzed 

semiquantitatively． Serum nitric oxide (N0)， malondialdehyde (MDA)contents and total superoxide 

dismutase (T SOD)，creatine kinase (CK)activity were measured．Results!HSP7O was less expressed in 

sham—operated group and more expressed in normal saline group，ginaton group and nitroglycerin injection 

group．Expression of HSP70 of ischemia and non—ischemia myocardium in normal saline group was 2．5一and 

2·1一fold，in ginaton group 17．6一and 20．7一fold and in nitroglycerin group 28．1一and 29．1一fold to that in 

the sham —operated group，respectively．The activity of T —SOD was lower while MDA and CK levels were 

higher in the normal saline group than those in the sham—operated group (all P< O，O1)
． In ginaton group and 

nitroglycerin group，T —SOD slightly decreased compared with sham—operated group and normal saline group。 

MDA and CK levels decreased and NO levels increased significantly compared with those of normaI saline 

group (P< O-05 or P< O-01)．T—SOD．CK and NO levels were higher in nitroglycerin group than those of 

the ginaton group (all P< 0．01)，but no significant difference in MDA level was found between the two 

groups．Conclusion：Ginaton and nitroglycerin injection can induce expression of HSPT0 excessively after I／R； 

their cardioprotective mechanism may be related to HSP70． 
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热休克蛋白7O(heat shock protein 7O，ttSP70) 

是一组具有内源性保护作用的应激性蛋白质，可以 

在多种应激状态下产生。某些药物通过药理预适应 

作用可以诱导HSP70的产生，从而调动机体内源性 

的保护机制 。 。金纳多(ginaton)注射液是第 4代 

银杏叶提取物 EGB761，具有较强的抗氧化及细胞 

保护作用，实验研究证明，金纳多注射液通过其主要 

成分银杏黄酮甙结合氧化游离基而产生抗氧化和抗 

脂质过氧化的作用∞“ 。硝酸甘油注射液作为一氧化 

氮(N0)的供体或释放剂，在体内可通过代谢释放出 

NO，具有改善心肌缺血、抗血小板凝聚及阻碍中性 

粒细胞与血管内皮细胞黏附的作用，在抗心肌缺血 

方面起到了重要的作用。本研究中试图通过药理预 

适应作用来观察金纳多和硝酸甘油注射液对心肌缺 

血／再灌注后 HSP70的诱导作用，进一步探讨其心 

肌保护作用的机制。 

1 材料和方法 

1．1 心肌缺血／再灌注模型制备：参照文献[5]方 

法：用质量分数为 2O 的乌拉坦注射液 5 ml／kg耳 

缘静脉缓慢注射麻醉动物；气管插管连接小动物呼 

吸机备用(如不损伤胸膜，可不必启动)；取胸骨正中 

切口，局部用质量分数为 1 的利多卡因注射液麻 

醉，逐层开胸暴露心脏；确定冠状动脉(冠脉)左室 

支，在其中点位置结扎，3O min后再通；各组再灌注 

时间均为 3 h；实验过程中应用心电图机监测肢体 

I导联的动态变化，以冠脉结扎前后 ST段及 T波 

的动态变化及缺血后心肌颜色变化为标准判断模型 

是否建立成功。 

1．2 实验动物分组与处理 ：选取新西兰大耳白兔 

2O只，雌雄不拘，体重 2．5～3．0 kg，由中国医科大 

学实验动物中心提供。按随机数字表法分为4组，每 

组 5只。①假手术组 5只：麻醉开胸后选冠脉左室 

1支，穿线但不结扎。②生理盐水组：缺血前0．5 h经 

耳缘静脉滴注生理盐水，速度0．5 ml／min。⑧金纳 

多组：缺血前 0．5 h给予金纳多注射液5O mg／kg 

加至生理盐水 250 ml中耳缘静脉滴注，滴注速度 

为 0．55 mg·kg～ -min。。。④硝酸甘油组：缺血前 

0．5 h给予硝酸甘油注射液 1．25 mg加生理盐水 

250 ml，以1／*g·kg ·min 耳缘静脉滴注。 
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1．3 观察指标及检测方法 

1．3．1 血清 N0、丙二醛(MDA)含量和总超氧化 

物歧化酶(T S()D)、肌酸激酶(CK)活性检测：实 

验结束后立即经左心房取动脉血 5 ml，3 000 r／rain 

(离心半径 1o cm)离心 5 min，取血清备用。采用硝 

酸还原酶法测定 NO含量；硫代巴比妥酸(TBA) 

法测定MDA含量；黄嘌呤氧化酶法(羟胺法)测定 

F S()r)活性；化学比色法测定 CK活性。试剂均为 

南京建成生物公司生产。 

1．3．2 心肌组织 HSP70表达：采用蛋白质免疫印 

迹法(Western blot)检测 HSP70。分别取缺血和非 

缺血区全层心肌组织 2 mm×3 nlnl×4 mnl各 2块 

(假手术组取相对应缺血和非缺血区心肌)，制成匀 

浆后 30 000 r／min(离心半径5 Cn1)离心5 min，取上 

清，用酚试剂法进行蛋白质定量(Sigma蛋白质分析 

试剂盒)，煮沸 5 min；样品加入质量分数为4 的十 

二烷基硫酸钠(SDS)-聚丙烯酰胺凝胶中电泳，将蛋 

白质从SDS一聚丙烯酰胺凝胶转移至硝酸纤维素滤 

膜上，在质量分数为 5 的脱脂奶粉磷酸缓冲液中 

过夜封闭，加入一抗(兔抗 HSPT0抗体博士德公 

司)，置 37 C水浴摇床温育 2 h，再将二抗(羊抗兔 

HSP70抗体，北京中山公司)与硝酸纤维素滤膜温 

浴 1 h，利用电泳凝胶成像分析系统对图像进行分 

析，Fluorchen 2．0软件处理数据，进行半定量分析， 

结果以密度扫描值(IDV)表示。 

1．4 统计学分析：数据采用均数±标准差(z± )表 

示，SPSS 10．0统计软件对数据进行完全随机两总 

体均数 t检验，P％0．05为差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 心肌组织 HSP70表达(图 1，表 1)：假手术组 

极少表达 ；生理盐水组 表达明显 ，缺血区和非缺血 区 

HSP 7O表达分别是假手术组的 2．5和 2．1倍；金纳 

多组缺血区和非缺血区 HSP 7O表达明显增加 ，分 

别是假手术组的 l7．6和 2o．7倍，硝酸甘油组缺血 

区和非缺血区HSP 70表达分别是假手术组的 28．1 

和 29．1倍。各组缺血区表达明显多于非缺血区，差 

异具有显著性。 

假 f术组 生胛盐水引【 纳 多 【 硝酸 H油组 
r——__] r———] r——__] r——]  

』 2 f 2 1 2 l 2 

一  一 ■——_—● ■—■—●—■ 

l为缺血区，2为非缺flIL区 

图 l Western blot检测各组心肌组织 HSP70表达 

Figure 1 Protein expression of HSP70 in myocardium 

in each group by W estern blot 
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寝 I 各组心肌组织 HSP70表达的 

半定量结果(x_ks，，l=5) 

Table 1 Semi—quantitative detection of HSP70 

in myocardium in each group(x~s·，l=5) 

注 ：与缺血 区比较： P<O·05，一 P<O-01 

2．2 血清 T—SOD活性变化(表 2)：生理盐水组、 

金纳多组和硝酸甘油组血清 T—SOD活性均较假 

手术组明显降低，金纳多组和硝酸甘油组均较生理 

盐水组明显增高，而硝酸甘油组明显高于金纳多组， 

差异均有显著性(P均<O．01)。 

2．3 血清 MDA含量变化(表 2)：与假手术组 比 

较，生理盐水组 MDA含量明显增高(P<O．01)，金 

纳多组和硝酸甘油组无明显变化；金纳多组和硝酸 

甘油组血清 MDA含量较生理盐水组均明显降低 

(P均<O．01)，但两组间比较差异无显著性。 

2．4 血清CK活性变化(表 2)：与假手术组比较， 

生理盐水组和硝酸甘油组血清CK活性均明显增高 

(P均<O．o1)，而金纳多组无明显变化；金纳多组和 

硝酸甘油组血清CK活性较生理盐水组均明显降低 

(P均<0．01)；且硝酸甘油组明显高于金纳多组 

(P<O．01)。 

2．5 血清 NO含量变化(表 2)：与假手术组比较 ， 

硝酸甘油组血清NO含量明显增高(P<0．O1)，其 

余两组均无明显变化；金纳多组和硝酸甘油组均明 

显高于生理盐水组(P<O．05和 P<O．01)，且硝酸 

甘油组明显高于金纳多组(P<O．O1)。 

3 讨 论 

HSP70是在细胞内产生并发挥重要作用的一 

种应激性蛋白质，是机体内源性保护物质之一，其细 

胞保护机制可能是分子伴侣、抗氧化应激、抗凋亡及 

抗炎等“ ，其抗氧化作用是通过提高细胞膜上蛋白 

转运功能来减少细胞钙内流，抑制钙超载，还可以通 

过促进机体内源性抗氧化物触酶和氧自由基关键酶 

的产生而发挥作用  ̈。HSP70在正常情况下很少表 

达，但在各种应激状态下如缺血、缺氧、热休克、运 

动、心力衰竭、氧化应激等情况下可以大量表达。心 

肌缺血是机体的应激性反应之一，反复短暂的心肌 

缺血能诱导HSP70表达，对随后较长时间缺血所致 

的缺血／再灌注损伤起到保护作用，称为心肌缺血预 

适应。这种心肌保护作用分为急性期和延缓期，急性 

期心肌保护作用发生快而短暂，仅持续 1～2 h左 

右，延缓期保护作用发生在急性期保护作用消失后 

约 l2～24 h，可持续 2～3 d，又称为“第二窗 口保 

护” 。̈HSP70的心肌保护作用可以改善缺血后心 

肌的机械功能和内皮功能，如增加心排血量、左室舒 

张末期压力及冠脉血流量。本实验中采用更接近于 

临床的在体兔心肌缺血／再灌注模型，观察到心肌缺 

血 30 rain后再灌注3 h可以诱导HSP7O明显表达， 

且心肌缺血区表达明显多于非缺血区，这一现象与 

Ashok等“ 报道的心肌局部热处理后 HSP70表达 

多于非热处理区的研究结果相一致。 

用外源性物质的药理作用模拟缺血预适应而产 

生的心肌保护作用称为药理预适应。研究发现，用参 

麦注射液对大鼠进行预处理可以诱导心肌 HSP70 

的表达而对心肌产生保护作用。 。Masamichi等。 

在鼠心脏移植时应用 NO释放剂 FK注射液诱导 

HSP70表达，通过其抗凋亡作用对移植后的心肌细 

胞起到保护作用。本实验中采用临床常用的药物银 

杏叶提取物 EGB761(金纳多注射液)和NO释放剂 

(硝酸甘油注射液)对在体兔缺血心肌进行药理预适 

应作用，观察到二者均能明显诱导 HSP70过量表 

达，并且使血清中T—SOD活性明显增高，MDA和 

CK水平降低，NO含量增高，说明缺血心肌的抗氧 

化能力增强，细胞损伤减轻，表明金纳多和硝酸甘油 

注射液急性期抗氧化和细胞保护作用与 HSP70有 

关，且 HSP70的细胞保护作用程度与其表达量有 

关。本研究中，虽然生理盐水组HSP70也有表达，但 

远不如金纳多组和硝酸甘油组表达量多，因此其保 

护作用也不如金纳多组强，这一结果与Hutter等n 

的研究结果一致。金纳多诱导HSP70表达的机制可 

寝 2 各组血清 T—SOD活性、MDA含量、CK活性和 NO含量比较( ±s，，l一5) 

Table 2 Comparison of serum T SOD activity，MDA content，CK activity and NO content in each group(x~s，，l=5) 

注：与假手术组比较：一P<O．01I与生理盐水组比较： P<0．05， P<O．O1，与金纳多组比较：aaP<：：0．01 
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能与蛋白激酶(PKC)一NO—HSP途径有关H ，因此 

金纳多组中血清N0含量增高可能与此有关。硝酸 

甘油可通过 NO激活途径诱导 HSP70表达，由NO 

而产生的变性和未折叠的蛋白质与结构型 HSP70 

结合物竞争导致热休克因子一1(HSF一1)释放，激 

活的HSF一1可致 HSP70的合成和积累增加n 。 

近年来在研究心肌保护方面多注重于调动心脏 

内源性的保护机制。HSP70是人们较为重视的内源 

性保护途径之一，用缺血的方法产生心肌保护作用 

在临床中应用不便，但是药理预适应安全且无创伤， 

对防治心血管病与药物研究有重要的理论和实用价 

值，为寻找新的心肌保护药物开辟了途径，已成为近 

几年来该领域研究的热点，具有广泛的应用前景。 
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2006年第 14届亚太危重病医学会议征文通知 

·  肖息 · 

由亚太危重病医学学会(Asia—Pacific Association of Critical Care Medicine，APACCM)主办，中国病理生理学会危重病医 

学专业委员会(Chinese Society ofCritical Care Medicine，CSCCM)和中国科协承办的第 14届亚太危重病医学大会，暨第7届 

全国危重病医学学术会议将于 2006年 8月 26 29日在北京国际会议中心隆重召开。中国病理生理学会理事长、中国科学院 

院士韩启德教授任大会名誉主席。CSCCM 主任委员陈德昌教授任大会主席。本届大会将邀请欧美、亚太地区以及国内50余名 

知名学者就当今危重病医学领域热点问题作专题报告。会议主要内容涉及全身性感染、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)、急性肾 

功能衰竭、液体复苏与组织灌注、微循环、机械通气、持续肾脏替代治疗、营养支持、神经功能评价与支持及伦理学等。大会前， 

中国病理生理学会危重病医学专业委员会将进行全国委员会的换届选举工作，同时还安排专题讲座、大会发言及墙报，充分 

展示近年来危重病医学领域的重要进展，会议还设立了优秀青年论文奖。 

本次国际会议已经建立英文网站，论文摘要征集已开始 ，希望国内学者踊跃投稿 ，在本届大会上充分展示我国危重病医 

学工作者的风貌，并积极与会，参与新一届学会的组织建设工作，进一步推动我国危重病医学事业的蓬勃发展。 

欧洲危重病医学会(ESICM)和美国危重病学会(SCCM)将于 2006年 8月 24—26日举办会前培训课程，内容：①危重病 

人紧急事件处理培训课程；②危重病医学基础培训(FCCS)；③灾难医学救治基础(FDM，SCCM)。结业时将由上述学会分别颁 

发相应证书。 

组委会联系人 ：马朋林，Email：plmal019@yahoo．com；电话 ：010—66775088(办)。论文投稿联系人：李 志强，Email： 

dubin@apaccm2006．org．en；电话 ：010 88062211(办)。本次会议网页：http：／www．apaccm2006．org．cn。 

(亚太危重病 医学会议组委会) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

