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　　【摘要】　目的：探讨慢性缺氧对心肌耐受急性缺血再灌注损伤的影响。　方法：将

ＳＤ大鼠随机分为在体实验组、在体对照组、离体实验组、离体对照组。在体及离体实验

组大鼠在模拟海拔５０００ｍ的动物低压低氧舱中生活，舱内条件：大气压５４ｋＰａ、氧分压

１１．３３ｋＰａ、温度２５℃；在体及离体对照组大鼠在正常氧环境中喂养。分别通过结扎左冠

状动脉前降支或Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体心脏灌流系统建立在体及离体心肌缺血再灌注模型，

检测４组大鼠再灌注损伤前后心功能指标、心肌梗死面积和心肌酶变化。　结果：在体

实验可见，在体实验组缺血再灌注前心率（ＨＲ）、左室收缩末期容积（ＬＶＥＳＶ）均明显大

于在体对照组，舒张期室间隔厚度（ＩＶＳｄ）、收缩期室间隔厚度（ＩＶＳｓ）、舒张期左室后壁

厚度（ＬＶＰＷｄ）、收缩期左室后壁厚度（ＬＶＰＷｓ）、左室射血分数（ＬＶＥＦ）、左室缩短分数

（ＬＶＦＳ）、左室舒张末期容积（ＬＶＥＤＶ）、每搏输出量（ＳＶ）均明显小于在体对照组

（犘均＜０．０５）；缺血再灌注后，在体实验组ＨＲ、ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｄ、ＬＶＰＷｓ、ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ均

明显大于在体对照组，ＩＶＳｄ、ＬＶＥＤＶ、ＬＶＥＳＶ、ＳＶ 均明显小于在 体 对 照 组

（犘均＜０．０５）；缺血再灌注可使在体实验组、在体对照组的心功能出现不同程度的损伤，

而对在体对照组的损伤更明显；再灌注损伤后，在体实验组心肌梗死面积明显小于在体

对照组，肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）活性明显低于在体对照组（犘均＜０．０５），两组乳酸脱

氢酶（ＬＤＨ）活性的差异无统计学意义。离体实验可见，缺血再灌注损伤前离体实验组左

室发展压（ＬＶＤＰ）、ｍａｘ（ｄｐ／ｄｔ）、ｍｉｎ（ｄｐ／ｄｔ）均明显低于离体对照组（犘均＜０．０５），两组

左室舒张末期压力（ＬＶＥＤＰ）的差异无统计学意义；缺血再灌注损伤后离体实验组

ＬＶＤＰ、ｍａｘ（ｄｐ／ｄｔ）、ｍｉｎ（ｄｐ／ｄｔ）均明显高于离体对照组，ＬＶＥＤＰ明显低于离体对照组

（犘均＜０．０５）；再灌注损伤后离体实验组心肌梗死面积明显小于离体对照组，ＬＤＨ活性

明显高于离体实验组（犘均＜０．０５）。　结论：慢性缺氧可提升心肌耐受急性缺血再灌注

损伤的能力。
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ（ａｌｌ犘＜０．０５）． 犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊：Ｃｈｒｏｎｉｃｈｙｐｏｘｉａｃａｎｉｍｐｒｏｖｅ

ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏａｃｕｔｅｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｈｙｐｏｘｉａ；Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉｃ；Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ

　　缺血性心脏病是常见的心血管疾病，其中紫绀

型先天性心脏病患者长期处于严重乏氧状态［１３］，在

手术中进行体外循环时提倡高浓度给氧，以保证氧

供给，但高浓度补氧会加重心肌损害，不利于心肌

功能恢复［４］。调节心肌血氧平衡、降低心肌负荷可

缓解缺血再灌注后心肌损伤［５］。慢性缺氧处理是降

低心肌缺血再灌注损伤的有效方法，心肌细胞会发

生一系列慢性缺氧适应性变化，但具体机制尚未明

确。本研究探讨慢性缺氧对心肌耐受缺血再灌注

损伤的影响，以期为缺血性心脏病的防治提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物、设备及试剂

６０只体质量为１４０～１８０ｇ的雄性ＳＤ大鼠由

成都医学院实验动物中心提供。高频彩色超声仪

（Ｖｅｖｏ２１００）、呼吸机 （ＤＨ１５０）购 自 加 拿 大

ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃ公司；Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流系统、多功能生

理记录仪、全自动生化分析仪购自美国ＢＩＯＰＡＣ公

司。戊巴比妥钠、肝素钙购自江苏常州千红生化制

药股份有限公司，乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试剂盒、肌酸

激酶同工酶（ＣＫＭＢ）试剂盒购自重庆川东化工有

限公司化学试剂厂。

１．２　动物分组

将６０只ＳＤ大鼠随机等分为实验组和对照组，

每组３０只；再根据在体实验及离体实验分别将实验

组、对照组随机等分，分为在体实验组、在体对照

组、离体实验组和离体对照组，每组１５只。４组大

鼠均给予同质饲料及饮用水，喂养２８ｄ。实验组大

鼠在模拟海拔５０００ｍ的动物低压低氧舱（成都医

学院第一附属医院提供）中生活，舱内条件：大气压

５４ｋＰａ，氧分压１１．３３ｋＰａ，温度２５℃。动物在舱内

自由摄食饮水，每３～４ｄ将舱内气压调整１次，至

相当于海拔３０００ｍ，时间１ｈ。对照组大鼠在正常
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氧环境中喂养。

１．３　构建在体缺血再灌注损伤模型

予以大鼠面罩吸氧，连接呼吸机，频率５０次／ｍｉｎ，

潮气量２ｍＬ／ｋｇ，吸呼比１∶２。备皮后，经左侧

第３肋间隙进入并撑开胸腔，仔细暴露心脏并辨别

出左冠状动脉前降支，将带针缝线从前降支下穿

过，在血管上方放置直径１～２ｍｍ聚乙烯管后打

结。结扎后远端血管支配的区域颜色变苍白，表明

成功结扎血管并致心肌组织缺血。０．５ｈ后剪断缝

线，撤去聚乙烯管，观察心脏缺血区域颜色恢复为

粉红色，关闭胸腔、复苏大鼠。

造模２４ｈ后行超声心动图检测，随后立即开

腹，通过下腔静脉注射１００ＩＵ肝素钙并采血５ｍＬ

以检测心肌酶，迅速摘除心脏，拭净血液后称重。

１．４　超声心动图检测在体大鼠心功能

造模前２４ｈ及造模后２４ｈ，腹腔注射戊巴比妥

钠（２ｍＬ／ｋｇ）麻醉大鼠，对大鼠称重并固定于动物

手术台上，采用高频彩色超声仪１３～２４ＭＨｚ超声

探头（ＭＳ２５０）检测大鼠心率（ＨＲ）、舒张期室间隔

厚度（ＩＶＳｄ）、收缩期室间隔厚度（ＩＶＳｓ）、舒张期左

室后壁厚度（ＬＶＰＷｄ）、收缩期左室后壁厚度

（ＬＶＰＷｓ）、左室射血分数（ＬＶＥＦ）、左室缩短分数

（ＬＶＦＳ）、左室舒张末期容积（ＬＶＥＤＶ）、左室收缩

末期容积（ＬＶＥＳＶ），计算出每搏输出量（ＳＶ），

ＳＶ＝ＬＶＥＤＶ－ＬＶＥＳＶ。

１．５　构建离体心脏再灌注损伤模型

连接Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流系统和多功能生理记录

仪，将压力换能器与球囊相连接。向ＫＨ溶液中通

入９５％Ｏ２、５％ＣＯ２混合气体，使ＫＨ溶液ｐＨ值

维持 在 ７．４ 左 右，用 ＫＨ 溶 液 冲 洗 整 个

Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流系统。称重ＳＤ大鼠，３％戊巴比

妥钠（２ｍＬ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后开腹，经下腔静脉

注射１００ＩＵ肝素钙后取出心脏，在４℃ ＫＨ溶液

中洗净残余血液，迅速挂在Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流系统

中，以８０ｃｍＨ２Ｏ压力行主动脉逆行灌注。待心脏

复跳后，将压力换能器和球囊经左心耳放入左心

室，缓缓向球囊内注水，使左室舒张末期压力维持

在４～１０ｍｍＨｇ，记录心室内压力变化。待心跳稳

定、心率＞２００次／ｍｉｎ并持续２０ｍｉｎ后，记录心脏

灌流液流出量，取５００μＬ灌流液置于ＥＰ管中，于

－８０℃冰箱保存，停止心脏灌注。３０ｍｉｎ后打开灌

流系统进行再灌注，每１０ｍｉｎ记录一次心室内压

力，６０ｍｉｎ时取５００μＬ灌流液于 ＥＰ管中，于

－８０℃冰箱保存待测，并摘除心脏。

１．６　心肌ＴＴＣ染色和心肌梗死面积评估

ＴＴＣ染色步骤：对心室进行切片，厚度约为

０．５ｃｍ，将心肌片放入１％ＴＴＣ溶液中，３７℃恒温

水浴加热２０ｍｉｎ、１０％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后取出

照相。采用ＩｍａｇｅＪ软件测量，心肌梗死面积＝心肌

片梗死面积／心室肌总面积。

１．７　ＬＤＨ和ＣＫＭＢ活性检测

将血液标本及灌流液标本３０００转／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清液作为检测样品。采用全自动生化

分析仪检测ＬＤＨ和ＣＫＭＢ活性，操作严格按照试

剂盒检测说明书进行。

１．８　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，所有数

据以均数±标准差表示，经ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ犇

检验分析均为正态分布，组间比较采用独立样本

狋检验，组内比较采用配对样本狋检验。犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　慢性缺氧对在体心脏缺血再灌注损伤的影响

２．１．１　在体实验组与在体对照组大鼠缺血再灌注

损伤前后超声心动图指标比较　缺血再灌注前，在

体实验组 ＨＲ、ＬＶＥＳＶ 均明显大于在体对照组

（犘均＜０．０５），ＩＶＳｄ、ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｄ、ＬＶＰＷｓ、

ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ、ＬＶＥＤＶ、ＳＶ均明显小于在体对照组

（犘均＜０．０５）。在体实验组和在体对照组经历缺血

再灌注后大鼠的心功能均有不同程度损伤。在体

实验组缺血再灌注后 ＨＲ、ＩＶＳｄ、ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｄ、

ＬＶＰＷｓ、ＬＶＥＤＶ、ＬＶＥＳＶ 均有不同程度上升

（犘均＜０．０５），而ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ、ＳＶ有不同程度下

降（犘均＜０．０５）；在体对照组缺血再灌注处理后

ＨＲ、ＬＶＥＤＶ、ＬＶＥＳＶ 有不同程度上升，ＩＶＳｓ、

ＬＶＰＷｄ、ＬＶＰＷｓ、ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ、ＳＶ较缺血再灌注

前明显下降（犘均＜０．０５）。缺血再灌注后，在体实

验组ＨＲ、ＩＶＳｓ、ＬＶＰＷｄ、ＬＶＰＷｓ、ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ均

明显大于在体对照组 （犘 均 ＜０．０５），ＩＶＳｄ、

ＬＶＥＤＶ、ＬＶＥＳＶ、ＳＶ 均明显小于在体对照组

（犘均＜０．０５）。见表１。

２．１．２　在体实验组与在体对照组大鼠缺血再灌注

损伤后心肌梗死面积及血清心肌酶水平比较　

ＴＴＣ染色后可见实验组大鼠心肌梗死面积较对照

组明显减少［（０．０７±０．０２）％对（０．１６±０．０１）％，

犘＜０．０５］，见图１。与对照组相比，实验组ＣＫＭＢ

活性 明 显 降 低 ［（１７６．１４±２０．８２）ＩＵ／Ｌ 对

（６５８．８３±７４．１８）ＩＵ／Ｌ，犘＜０．０５］；两组ＬＤＨ活性
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无统 计 学 差 异 ［（６１０．８６±７２．２０）ＩＵ／Ｌ 对

（５７４．６７±６３．３５）ＩＵ／Ｌ］。

２．２　慢性缺氧对离体心脏缺血再灌注损伤的影响

２．２．１　离体实验组与离体对照组大鼠离体心脏缺

血再灌注损伤前后心室压力指标比较　压力换能

器测定缺血再灌注损伤前后心室内压力变化指标

大鼠左室发展压（ＬＶＤＰ）、左室舒张末期压力

（ＬＶＥＤＰ）变化情况，以及最大收缩速率［ｍａｘ

（ｄｐ／ｄｔ）］、最大舒张速率［ｍｉｎ（ｄｐ／ｄｔ）］的变化。缺

血再灌注损伤前，离体实验组ＬＶＤＰ低于离体对照

组（犘均＜０．０５），两组ＬＶＥＤＰ的差异无统计学意

义；经历缺血再灌注损伤，离体实验组及离体对照

组ＬＶＤＰ均较缺血再灌注前下降，ＬＶＥＤＰ均较缺

血再灌注前上升（犘均＜０．０５）；缺血再灌注损伤后，

离体实验组ＬＶＤＰ明显高于离体对照组，ＬＶＥＤＰ

明显低于离体对照组，（犘均＜０．０５）。缺血再灌注

损伤前，离体实验组反映心室内压力变化快慢的指

标ｍａｘ（ｄｐ／ｄｔ）、ｍｉｎ（ｄｐ／ｄｔ）均明显低于离体对照组

（犘均＜０．０５）；经历缺血再灌注损伤后离体实验组

及离体对照组ｍａｘ（ｄｐ／ｄｔ）、ｍｉｎ（ｄｐ／ｄｔ）均有不同程

度下降，差异有统计学意义（犘均＜０．０５）；缺血再灌

注损伤后，离体实验组ｍａｘ（ｄｐ／ｄｔ）、ｍｉｎ（ｄｐ／ｄｔ）均

明显高于离体对照组（犘均＜０．０５）。见表２。

表１　两组大鼠超声心动图指标比较

项目
在体对照组（狀＝１５）

缺血再灌注前 缺血再灌注后

在体实验组（狀＝１５）

缺血再灌注前 缺血再灌注后

ＨＲ／次·ｍｉｎ－１ ２９１．１７±１６．５５ ３１１．００±１．８０（１） ３１７．００±１４．４５（１） ３３８．７１±１１．１５（２）（３）

ＩＶＳｄ／ｍｍ １．６３±０．０８ １．６３±０．０８ １．２２±０．４８（１） １．５７±０．１８（２）（３）

ＩＶＳｓ／ｍｍ ２．６９±０．１４ １．６１±０．１９（１） １．９１±０．２２（１） ２．０５±０．２２（２）（３）

ＬＶＰＷｄ／ｍｍ ２．０１±０．２２ １．４１±０．７６（１） １．２５±０．０５（１） １．７４±０．１２（２）（３）

ＬＶＰＷｓ／ｍｍ ３．２２±０．３１ １．９９±０．１７（１） １．８５±０．１９（１） ２．３６±０．２４（２）（３）

ＬＶＥＦ／％ ８１．４５±２．２４ ５３．１２±２．８０（１） ７０．９４±２．２１（１） ６１．２６±２．０１（２）（３）

ＬＶＦＳ／％ ５１．０４±２．３２ ２８．０７±１．９０（１） ４０．６８±２．０３（１） ３３．２１±１．５４（２）（３）

ＬＶＥＤＶ／μＬ １４９．１２±１２．８０ ２２１．９１±１２．８０（１） １３０．２１±１２．１６（１） １３５．３７±１５．７４（２）（３）

ＬＶＥＳＶ／μＬ ２７．４１±３．２６ １２１．９２±２１．４９（１） ３９．５１±４．２９（１） ５１．１９±４．８２（２）（３）

ＳＶ／μＬ １２１．７１±１１．６０ ９９．９９±２０．７６（１） ９０．７０±９．４４（１） ８４．１８±１１．６３（２）（３）

　　注：与在体对照组缺血再灌注前比较，（１）犘＜０．０５；与在体对照组缺血再灌注后比较，（２）犘＜０．０５；与在体实验组缺血再灌注前比较，（３）犘＜

０．０５

注：灰白色区域为心肌梗死区，上图为在体对照组，下图为在体实验组

图１　两组大鼠缺血再灌注损伤后心肌犜犜犆染色情况

表２　缺血再灌注前后两组大鼠离体心室压力指标比较

参数
离体对照组（狀＝１５）

缺血再灌注前 缺血再灌注后

离体实验组（狀＝１５）

缺血再灌注前 缺血再灌注后

ＬＶＥＤＰ／ｍｍＨｇ ８．９２±０．９３ ５６．７４±６．０４（１） ８．９６±０．９５ ４５．８６±４．８３（２）（３）

ＬＶＤＰ／ｍｍＨｇ ８０．５３±８．２５ ２４．５７±２．８５（１） ７２．６４±８．３２（１） ４３．６５±４．５２（２）（３）

ｍａｘ（ｄｐ／ｄｔ）／ｍｍＨｇ·ｓ－１ ３９８９．６７±４０２．５５ １０４５．９１±１０７．４６（１） ２３４０．９６±２４１．３８（１） ２０４３．５１±２１１．５８（２）（３）

ｍｉｎ（ｄｐ／ｄｔ）／ｍｍＨｇ·ｓ－１ ３９８５．６６±４００．６５ １０３２．８６±１０５．７５（１） ２３６０．５８±２４３．９４（１） １９５４．７７±１９８．４４（２）（３）

注：与离体对照组缺血再灌注前比较，（１）犘＜０．０５；与离体实验组缺血再灌注前比较，（２）犘＜０．０５；与离体对照组缺血再灌注后比较，（３）犘＜０．０５
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２．２．２　离体实验组与离体对照组组大鼠离体心脏

缺血再灌注损伤后心肌梗死面积、ＬＤＨ活性比较　

ＴＴＣ染色可见实验组心肌梗死面积较对照组明显

减少［（０．０８±０．０１）％对（０．１３±０．０２）％，犘＜

０．０５］；实验组ＬＤＨ活性较对照组明显降低［（４．００±

０．３７）ＩＵ／Ｌ对（７．３３±０．９９）ＩＵ／Ｌ，犘＜０．０５］。

３　讨论

心肌慢性缺氧是紫绀型先天性心脏病、肺源性

心脏病、冠状动脉粥样硬化性心脏病、心肌肥厚等

疾病的共同病理生理过程，研究慢性缺氧心肌的适

应性反应及机制，对上述疾病的治疗具有重要意义。

慢性缺氧不仅可以使心肌细胞超纤维结构发

生变化，导致心肌重构及心脏收缩功能下降，还可

以促进血管活性物质分泌，血管内皮细胞增殖，使

肺动脉压力升高，导致右心衰竭，引起慢性缺氧相

关性心肌病。心肌细胞为终末分化细胞，缺氧会导

致心肌细胞凋亡增加，但心肌细胞有较强的自我适

应及修复能力，可在应激状态下促进心肌细胞存

活，维持心肌细胞数量，保存心脏功能。１９８６年，

Ｍｕｒｒｙ等
［６］首次提出慢性缺氧适应是心肌一种重要

的自我适应能力，缺氧预处理可预防缺血和缺血再

灌注损伤等对心肌造成的伤害。慢性缺氧时心肌

细胞产生一系列结构、功能、代谢变化，能增强心肌

对急性缺氧导致的心肌梗死、收缩功能不良、室性

心律失常等的耐受力［７８］。研究发现，慢性缺氧可增

加血管内皮生长因子的表达及线粒体数量，提高心

肌组织供血及能量合成，使心肌能最大程度利用有

限氧［９１０］。肖颖彬等［１１］研究发现，慢性缺氧时，心肌

细胞可调节代谢相关激酶的活性，增加葡萄糖利用

并减少脂肪酸利用；Ｐｅｎｇ等
［１２］研究发现，慢性缺氧

大鼠心肌细胞可以通过上调抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表

达，降低促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达水平，抑制缺血再

灌注诱导的心肌细胞凋亡。通过以上多种适应机

制，慢性缺氧增强心肌细胞耐受应激的能力。

再灌注虽可以增加缺血心肌的血流，挽救心

肌，但同时又可造成不可逆转的附加损伤［１３］。研究

表明，长时间的缺血再灌注损伤会导致心肌细胞死

亡及功能障碍［１４］，探究缺血再灌注损伤机制，对减

少心肌损伤、降低缺血性心脏病的发生有重要意

义。再灌注损伤的具体机制尚未明确，很多学者认

为其主要通过氧化应激、线粒体功能异常导致心肌

能量代谢异常和炎性反应，从而造成心肌细胞功能

障碍［１５］。研究表明，缺血再灌注损伤时氧自由基增

多［１６］，心肌细胞的生物膜结构受到破坏，蛋白质功

能受到抑制，其核酸和染色体也受到损害［１７］，最终

导致心肌细胞功能改变，引起心肌损伤。同时，缺

血再灌注损伤可使线粒体功能受损，细胞色素氧化

酶活性受抑，氧自由基生成增加［１８］。缺血时心肌细

胞三磷酸腺苷（ＡＴＰ）迅速减少，再灌注时由于氧自

由基的损伤，阻碍了心肌细胞氧化磷酸化的过

程［１９］，双重作用下心肌耐受能力降低，从而造成细

胞损伤。

临床上缺血再灌注损伤比较常见，冠状动脉粥

样硬化性心脏病患者经皮冠状动脉介入术、非体外

循环下冠状动脉旁路移植术等均发生了在体缺血

再灌注损伤的病理生理过程。常规体外循环下心

脏手术停跳复跳过程是典型的缺氧复氧过程，相当

于离体缺血再灌注损伤的病理生理过程。因此，本

研究分别制作了大鼠在体、离体缺血再灌注损伤模

型，研究发现，慢性缺氧预处理能使缺血再灌注损

伤后心肌梗死面积减少，心功能改善，从而减少心

肌细胞在缺血再灌注后的损伤，维持心肌细胞更高

的存活率。研究表明，再灌注时氧分压越高，产生

的氧自由基就越多，对心肌的损伤也越大；低氧分

压能使再灌注末的缺血心肌产生较少的氧自由基，

显著提高细胞抗氧化酶活性，使线粒体等超微结构

的损害减轻［２０］。因此，我们认为低氧减轻缺血再灌

后心肌的损伤是由于低氧状态下氧自由基生成减

少，但其中涉及的具体信号通路尚未明确，需进一

步研究。
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