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　　【摘要】　目的：探讨去铁胺（ＤＦＯ）预处理联合七氟醚后处理（ＳＰｏｓｔＣ）对糖尿病大鼠心

肌缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤的影响。　方法：采用Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体灌流装置建立Ｉ／Ｒ模型，缺

血４０ｍｉｎ，再灌注２ｈ。通过给予ＤＦＯ预处理和（或）ＳＰｏｓｔＣ，观察各组再灌注末的心率、左

室发展压（ＬＶＤＰ）、左室舒张末期压力（ＬＶＥＤＰ）及左室内压最大上升速率（＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ）等

血流动力学指标的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定心肌缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）、血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ）的表达水平变化，电镜观察心肌线粒体超微结构，ＴＴＣ染色法测定心肌梗死面

积。　结果：与对照组相比，其余各组心率、ＬＶＤＰ、＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ均明显降低，ＬＶＥＤＰ和心肌

梗死面积均明显增加，ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达水平均明显上调（犘均＜０．０５），线粒体结构有不

同程度的破坏。与Ｉ／Ｒ组相比，ＤＦＯ组、ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组ＬＶＥＤＰ均明显降低，心率、

ＬＶＤＰ、＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ均明显改善，ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达水平均明显上调，心肌梗死面积均明显

减少（犘均＜０．０５），线粒体结构完整度明显改善。与ＤＦＯ组相比，ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组ＬＶＥＤＰ

明显降低，心率、ＬＶＤＰ、＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ明显改善，ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达上调，心肌梗死面积减少

（犘均＜０．０５），线粒体结构基本完整，略有肿胀。　结论：ＤＦＯ预处理联合ＳＰｏｓｔＣ可以减

轻糖尿病大鼠心肌Ｉ／Ｒ损伤。
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ｆａｃｔｏｒ１α

　　糖尿病是心血管疾病的重要危险因素，合并糖尿

病的缺血性心脏病患者围术期发生心肌缺血再灌注

（Ｉ／Ｒ）损伤的比例是非糖尿病缺血性心脏病患者的

２～３倍
［１］，有效降低围术期糖尿病患者Ｉ／Ｒ损伤极

为重要。七氟醚是一种广泛应用于临床和基础实验

的吸入麻醉剂。七氟醚后处理（ＳＰｏｓｔＣ）可以发挥与

缺血预处理类似的心肌保护作用，并且对年轻和健康

心肌发生的Ｉ／Ｒ损伤具有良好的保护效果
［２３］。在糖

尿病状态下，ＳＰｏｓｔＣ的保护作用弱化
［４］，但具体机制

尚未明确。我们前期研究发现缺氧诱导因子１α

（ＨＩＦ１α）在ＳＰｏｓｔＣ减轻健康心肌Ｉ／Ｒ损伤中发挥重

要作用［５］。在糖尿病状态下，ＨＩＦ１α受损
［６７］，

ＨＩＦ１α可能是导致ＳＰｏｓｔＣ心肌保护作用弱化的关

键。本文旨在观察去铁胺预处理联合ＳＰｏｓｔＣ对糖尿

病大鼠心肌Ｉ／Ｒ损伤的影响，探讨通过激活糖尿病状

态下受损的ＨＩＦ１α恢复ＳＰｏｓｔＣ的心肌保护作用的

机制。

１　材料与方法

１．１　离体心脏模型的制备

常州卡文斯实验动物有限公司提供清洁级健康

雄性糖尿病ＧＫ大鼠７５只，体质量３００～３５０ｇ，周龄

为１４～１６周，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）

２０１６００１０。参照参考文献［５］建立Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ模型：

大鼠腹腔注射２５０Ｕ／ｋｇ肝素抗凝和４０ｍｇ／ｋｇ１％戊

巴比妥钠麻醉后，固定在鼠板。迅速开胸暴露心脏及

心底部大血管，剪下心脏，保留合适长度的主动脉

（３～４ｍｍ），立即放入预冷的４℃ ＫＨ 液（ＮａＣｌ

１１８ｍｍｏｌ／Ｌ、ＫＣｌ４．７ ｍｍｏｌ／Ｌ、ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ

１．２ｍｍｏｌ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ３ １．２ ｍｍｏｌ／Ｌ、ＮａＨＣＯ３

２５ｍｍｏｌ／Ｌ、葡萄糖１１ｍｍｏｌ／Ｌ、ＣａＣｌ２２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ值７．４５）中使心腔的血液排空。用眼科镊夹住主

动脉两侧，４号手术线将心脏固定于灌注针上，用

９５％Ｏ２、５％ＣＯ２预先平衡过的３７℃ＫＨ液行主动

脉逆行灌注，剪开肺动脉及左心耳，通过二尖瓣口将

自制橡胶球囊沿左心耳插入左心室，并连接

Ｐｏｗｅｒｌａｂ／８ＳＰ生物功能实验压力传感器系统。维持

６０～７０ｍｍＨｇ的灌注压，调整气囊大小和位置，并将

左室舒张末期压力（ＬＶＥＤＰ）维持在０～１０ｍｍＨｇ。

上述步骤应在２ｍｉｎ内完成。离体心脏平衡２０ｍｉｎ

后，如心率＞２５０次／ｍｉｎ，左室发展压（ＬＶＤＰ）＞

８０ｍｍＨｇ、室性早搏＜２次／ｍｉｎ，则提示建模成功。

１．２　实验分组

将７５只糖尿病大鼠随机分为５组（狀＝１５）。

对照组心脏持续灌注ＫＨ液１８０ｍｉｎ。缺血再灌

注组（Ｉ／Ｒ组）心脏平衡２０ｍｉｎ后，灌注４ ℃

Ｔｈｏｍａｓ心脏停搏液使心脏停跳，３２℃下心脏停跳

４０ｍｉｎ后（无灌注ＫＨ液），复温至３７℃后再灌注

ＫＨ液复跳１２０ｍｉｎ。ＳＰｏｓｔＣ组心脏平衡２０ｍｉｎ

后，灌注４℃ Ｔｈｏｍａｓ心脏停搏液使心脏停跳，

３２℃下缺血４０ｍｉｎ后，再灌注２．４％七氟醚（日本

丸石制药株式会社）饱和的ＫＨ液１５ｍｉｎ，后续灌

正常ＫＨ液１０５ｍｉｎ。去铁胺预处理组（ＤＦＯ组）

心脏缺血前２４ｈ大鼠腹腔给予２００ｍｇ／ｋｇ去铁胺

（瑞士诺华制药有限公司），其余同Ｉ／Ｒ组。去铁

胺预处理＋ＳＰｏｓｔＣ组（ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组）心脏缺血

前２４ｈ大鼠腹腔给予２００ｍｇ／ｋｇ去铁胺，其余同

ＳＰｏｓｔＣ组。

１．３　血流动力学指标检测

各组再灌注结束时，通过Ｐｏｗｅｒｌａｂ／８ＳＰ数据

采集系统记录心率、ＬＶＤＰ、ＬＶＥＤＰ以及左室内压

最大上升速率（＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ）等指标。

１．４　透射电镜观察心肌超微结构

再灌注２ｈ后，从每组中随机取４个心脏，每个

心脏取１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ左室心肌，经过固定、
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冲洗、脱水、包埋、切片、染色后，Ｈ６００型透射电镜

（×１００００，日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司）观察心肌细胞线粒体

超微结构。

１．５　ＴＴＣ染色法测定心肌梗死面积

再灌注２ｈ后，从每组中随机取５个心脏，置于

－８０℃冰箱中冷冻７ｍｉｎ，将整个心脏从心尖到心

脏底部进行切片，切成厚度大致相同的５片。将心

脏切片置于３７℃、１％ ＴＴＣ溶液中染色２０ｍｉｎ，

１０％福尔马林固定２４ｈ后进行数码照相。心肌梗

死面积采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件计算。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

再灌注２ｈ后，从每组中随机取６个心脏，通过

组织裂解液提取心肌组织总蛋白。取蛋白样品

３０μｇ，十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）后，转膜，于３７℃封闭２ｈ，分别加入小鼠抗

大鼠ＨＩＦ１α单克隆抗体（１∶１０００，美国Ｓｉｇｍａ公

司）、小鼠抗大鼠血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）单克隆

抗体（１∶１０００，美国Ｓｉｇｍａ公司）和山羊抗鼠

ＧＡＰＤＨ多克隆抗体（１∶１０００，美国Ｓｉｇｍａ公司），

４℃孵育过夜，洗膜后加入二抗兔抗鼠ＩｇＧＨＲＰ和

兔抗山羊ＩｇＧＨＲＰ（美国Ｓｉｇｍａ公司）室温孵育

１ｈ。ＥＣＬ显色成像，应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析

系统对目的蛋白条带进行灰度值分析。

１．７　统计学分析

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进行统计学分

析，计量资料采用均数±标准差表示。组间比较采

用单因素方差分析，ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ法进行显著性

检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血流动力学指标比较

与对照组相比，Ｉ／Ｒ组、ＳＰｏｓｔＣ组、ＤＦＯ组、

ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组心率、ＬＶＤＰ、＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ均明显

降低，ＬＶＥＤＰ明显增加（犘均＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组相

比，ＤＦＯ组、ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组ＬＶＥＤＰ明显降低，

且心率、ＬＶＤＰ、＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ明显改善（犘 均＜

０．０５）；与ＤＦＯ组相比，ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组ＬＶＥＤＰ

明显降低，且心率、ＬＶＤＰ、＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ明显改善

（犘均＜０．０５）。见表１。

表１　各组血流动力学指标比较

组别 心率／次·ｍｉｎ１ ＬＶＤＰ／ｍｍＨｇ ＬＶＥＤＰ／ｍｍＨｇ ＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ／ｍｍＨｇ·ｓ１

对照组 ２９６．５６±１２．５２ ７７．６１±６．０６ ６．８７±１．３５ ２７０５．９７±１８１．９５

Ｉ／Ｒ组 ２２０．０４±９．６３（１） ４５．６０±５．８５（１） １７．８０±１．６１（１） １５４１．１１±１８７．２９（１）

ＳＰｏｓｔＣ组 ２２１．７１±７．０８（１） ４６．８７±４．９１（１） １６．４６±１．３７（１） １６６５．１９±２０６．１６（１）

ＤＦＯ组 ２３８．７１±９．６６（１）（２）（３） ５６．７０±４．７１（１）（２）（３） １１．９３±１．２４（１）（２）（３） ２１１８．８８±１９０．８０（１）（２）（３）

ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组 ２５６．９８±８．５９（１）（２） ６５．０８±４．４６（１）（２） ９．７５±１．１６（１）（２） ２３７７．８６±２１６．６４（１）（２）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与Ｉ／Ｒ组相比，（２）犘＜０．０５；与ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组相比，（３）犘＜０．０５

２．２　心肌线粒体超微结构比较

电镜下观察，对照组线粒体结构完整，排列整齐；

Ｉ／Ｒ组肌丝溶解甚至断裂，线粒体肿胀，嵴膜间隙变

宽、破裂，肌浆网高度扩张；ＳＰｏｓｔＣ组线粒体与Ｉ／Ｒ

组无明显区别；ＤＦＯ组线粒体结构完整度略优于Ｉ／Ｒ

组，但线粒体仍显肿胀，排列紊乱，肌丝部分溶解；

ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组较ＤＦＯ组明显改善，线粒体形态基

本完整，排列整齐，但仍略有肿胀。见图１。

２．３　心肌梗死面积比较

与对照组相比，ＳＰｏｓｔＣ组梗死面积明显增加

［（３７．２±３．７７）％对（２．８４±０．９３）％，犘＜０．０５］。

与Ｉ／Ｒ组［（３８．８±２．２８）％］相比，ＤＦＯ组［（２９．２±

３．１１）％］和ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组［（２１．４±４．１６）％］的

梗死面积均明显减少（犘均＜０．０５）；ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ

组与ＤＦＯ组相比，心肌梗死面积明显减少（犘＜

０．０５）。见图２。

　　注：Ａ为对照组；Ｂ为ＤＦＯ组；Ｃ为Ｉ／Ｒ组；Ｄ为ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组；

Ｅ为ＳＰｏｓｔＣ组

图１　各组电镜下心肌线粒体超微结构（×１００００）
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图２　犜犜犆染色检测各组心肌梗死情况

２．４　ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白表达水平比较

与对照组相比，ＳＰｏｓｔＣ组ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白

表达水平均明显增加（犘均＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组相比，

ＤＦＯ组、ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白表

达水平均明显增加（犘均＜０．０５）；ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组

ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ蛋白表达水平与较ＤＦＯ组明显增

加（犘＜０．０５），见图３、表２。

图３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋法检测各组犎犐犉１α、犞犈犌犉蛋白表达情况

表２　各组犎犐犉１α、犞犈犌犉蛋白表达水平比较

组别 ＨＩＦ１α ＶＥＧＦ

对照组 ０．１６±０．０５ ０．１４±０．０７

Ｉ／Ｒ组 ０．３４±０．０７ ０．３１±０．０６

ＳＰｏｓｔＣ组 ０．３３±０．０８ ０．３０±０．０７

ＤＦＯ组 ０．７３±０．１０（１）（２） ０．５７±０．０６（１）（２）

ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组 １．０２±０．０９（１） ０．８８±０．０７（１）

　　注：与Ｉ／Ｒ组相比，（１）犘＜０．０５；与ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组相比，（２）犘＜

０．０５

３　讨论

本研究中，Ｌａｎｇｅｎｄｏｆｆｆ体外灌注模型消除了体

液和神经因素的影响，有助于观察药物对心脏的直

接影响。本研究结果表明，遭受Ｉ／Ｒ损伤后，糖尿

病大鼠心肌线粒体结构明显受损，提示离体心脏

Ｉ／Ｒ损伤模型制备成功。ＳＰｏｓｔＣ组各指标与Ｉ／Ｒ组

并无明显差异，这与Ｄｒｅｎｇｅｒ的研究结论一致
［４］，说

明糖尿病心肌发生Ｉ／Ｒ损伤时的心肌保护作用被

弱化。

研究表明，在低氧条件下，ＨＩＦ１α是通过调控

ＶＥＧＦ、促红细胞生成素（ＥＰＯ）等下游靶基因的表

达促使细胞生存的关键因子［８］，也是触发心肌内源

性保护机制的枢纽。我们前期研究发现，ＨＩＦ１α是

介导ＳＰｏｓｔＣ对抗缺血心肌损伤的内源性关键靶

点。为了证实在糖尿病状态下，这一靶点受损可能

是导致ＳＰｏｓｔＣ保护作用弱化的根源，本研究观察

去铁胺预处理联合ＳＰｏｓｔＣ对糖尿病大鼠心肌Ｉ／Ｒ

损伤的影响，发现ＤＦＯ组心功能明显改善，心肌超

微结构明显优于Ｉ／Ｒ组，心肌梗死面积也明显减

少，而ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组各指标优于ＤＦＯ组，提示

去铁胺具有减轻糖尿病大鼠心肌Ｉ／Ｒ损伤的作用，

并且能够恢复糖尿病状态下ＳＰｏｓｔＣ的心肌保护

作用。

去铁胺是美国食品和药品管理局（ＦＤＡ）批准

的一种高选择性铁螯合剂，临床使用已近半个世

纪。去铁胺不仅能阻断芬顿反应，还能抑制脯氨酰

羟化酶，从而激活某些缺氧诱导转录因子，使细胞

适应缺氧的环境。研究表明，无论全身还是局部应

用去铁胺都能稳定并激活ＨＩＦ１α，上调其下游靶基

因，促进糖尿病患者伤口的愈合［９］。本研究结果表

明，Ｉ／Ｒ组 ＨＩＦ１α表达并没有增加，这与 Ｍａｒｆｅｌｌａ

等［１０］的研究结论一致，说明在糖尿病状态下ＨＩＦ１α

受损，即使缺氧也不能有效激活ＨＩＦ１α，使其发挥内

源性保护作用。而ＤＦＯ组与ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组的

ＨＩＦ１α蛋白表达明显升高，并且心肌梗死面积减少，

这与Ｌｕｃｉａｎｏ等
［１１］的研究结论一致。说明ＨＩＦ１α可

能是糖尿病状态下ＳＰｏｓｔＣ保护效果弱化的关键，去

铁胺预处理能够激活糖尿病状态下受损的ＨＩＦ１α，

去铁胺联合ＳＰｏｓｔＣ能够激活并上调糖尿病状态下受

损的ＨＩＦ１α，从而发挥心肌保护作用。

ＶＥＧＦ是最重要的血管生成细胞因子，也是

ＨＩＦ１α的下游靶基因，在缺氧性疾病的血管新生过

程中扮演关键角色［１２］。ＶＥＧＦ作用于靶细胞血管
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内皮细胞，具有一定的特异性，可通过促进内皮细

胞进行有丝分裂及增殖，促进组织新生血管形

成［１３］。在心肌发生缺血时，ＶＥＧＦ表达增加
［１４］，可

以通过囊泡小体介导的跨膜途径，引起血浆蛋白外

渗，导致细胞外环境发生变化，提高血管的通透

性［１５］。研究发现，在非糖尿病状态下，七氟醚能够

上调ＶＥＧＦ的表达，一方面能够促进血管重构和内

皮化，另一方面还发挥抗炎作用［１２］。本研究发现

ＤＦＯ＋ＳＰｏｓｔＣ组与ＤＦＯ组相比，ＶＥＧＦ表达水平

明显增加，线粒体结构损伤程度较轻，心肌梗死面

积明显减少，这提示去铁胺联合ＳＰｏｓｔＣ可能通过

激活并促进糖尿病状态下ＨＩＦ１α的表达，上调下

游靶基因ＶＥＧＦ的表达，最终减少心肌梗死面积，

减轻缺血心肌的损伤。

综上所述，去铁胺预处理联合ＳＰｏｓｔＣ可以激

活并促进ＨＩＦ１α高表达，上调ＶＥＧＦ的表达，增加

缺血心肌的微血管密度，提高血管通透性，减少糖

尿病大鼠的心肌梗死面积并改善心功能。本研究

揭示了病理性心肌应用ＳＰｏｓｔＣ心肌保护作用弱化

的分子机制，也为围术期应用ＳＰｏｓｔＣ实施病理性

心肌保护提供了科学依据。
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