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缺血后处理对猪非梗死区心肌细胞凋亡的影响
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［摘要］目的 探讨缺血后处理对猪非梗死区心肌细胞凋亡的影响．方法 滇南小耳猪 15 只，随机分为 3

组．（1） 假手术组（S组，n＝5），未行冠脉封堵及心肌缺血；（2）缺血再灌注组（I/R组，n＝5），心肌缺血

60 min后，不行缺血后处理，直接撤除球囊；（3） 缺血后处理组（Postcond组，n＝5），心肌缺血 60 min后，通

过球囊充气和放气造成 8次 30 s/30 s短暂缺血再灌注．再灌注 72 h采用 2，3，5氯化三苯基氯四氮唑（TTC）染

色确定心肌梗死面积；在猪非心肌梗死区，采用 TUNEL法检测心肌凋亡细胞及免疫组化检测 Bcl-2和 Bax的蛋白

表达．结果 再灌注 72 h，缺血后处理组心肌梗塞面积、非心肌梗死区细胞凋亡指数及 Bax 的蛋白表达和

Bax/Bcl-2的比值明显低于再灌注组（＜0.05）．结论 缺血后处理可能通过减轻非梗死区心肌细胞凋亡发挥心肌

保护作用．
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Effects of Ischemic Postconditioning on Myocardial Apoptosis
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of ischemic postconditioning on myocardial apoptosis in
non-infarct zone in pigs with myocardium．Methods Fifteen Diannan small-ear pigs were divided into three

groups（n＝5 pre group） randomly：（1） Sham-operated（S） group：A balloon catheter was positioned in the

mid-distal left anterior descending（LAD） via right femoral artery under fluoroscopic guidance，without ischemia；

（2） Ischemia-reperfusion （I/R） group: the balloon was inflated and occluded the LAD for 60 minutes； （3）

ischemic postconditioning（Postcond） group: pigs were treated the same as I/R group and 8 cycles of 30 s R and 30 s

I before reperfusion. After 72 h of reperfusion， infarction size were measured by 2，3，5－triphenyltetrazolium

chloride（TTC） staining．The apoptotic cells in the non-infarct zone myocardium was determined with terminal

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-fluorescence in nick end（TUNEL） method，and apoptosis-related

molecules were studied by immunohistochemical analysis. Result After 72h of reperfusion， the infarction size，

apoptotic index（AI） of non-infarcted zone， the levels of Bax protein expression， and Bax/Bcl-2 ratio were

significantly lower in Postcond group than those in I/R group（ ＜0.05）．Conclusion Ischemic postconditioning

can reduce myocardial apoptosis in non-infarct zone and maybe play a myocardial protection effect.
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缺血后处理是近年来 Zhao等提出的一种新的

心肌保护措施[1]．近来研究显示缺血后处理可降低
心肌梗死范围及心肌酶释放，但对心肌细胞凋亡

是否有影响报道较少，尚未见到对非梗死区心肌

细胞凋亡评价的报道[2-4]．本课题属系列研究，在
建立猪闭胸式心肌梗死模型的基础上，通过观察

缺血后处理对猪的心肌缺血再灌注损伤后心梗面

积和非梗死区心肌细胞凋亡的影响，探讨缺血后

处理对猪的心肌保护作用及其可能机制．

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

2，3，5 氯化三苯基氯四氮唑 （TTC） 购自

Sigma公司．原位细胞凋亡检测（TUNEL）试剂盒
及 NBT显色剂、蛋白酶 K、胃蛋白酶等均购自福

州迈新生物技术有限公司．免疫组织化学主要试

剂：Bcl-2单克隆抗体，Bax单克隆抗体，浓缩型

组织抗原修复液，液体 DAB 酶底物显色试剂盒，

PBS粉剂，多聚 -L-赖氨酸均购自福州迈新生物

技术有限公司．HPIAS-1000高清晰病理图文分析

系统（同济医科大学千屏影像工程公司产品），戊

巴比妥钠购自杭州赛诺菲公司．青霉素购自山东

鲁抗药业．实验中导丝 （长、短导丝及球囊导

丝），动脉鞘、穿刺针、导管及压力泵等均为德国

贝朗公司产品，均为临床使用过的废旧材料，并

在术前 12 h用 2%戊二醛消毒液浸泡消毒．数字减

影血管造影机（菲利浦公司，FD10机型）．心电监

护仪（美国公司，Dash3000机型）．

1.2 实验动物及分组

15 只 8～11 月健康滇南小耳猪，雌雄不拘，

体质量 19～24.5 kg，由昆明医科大学实验动物学
部．实验动物随机分为 3 组：假手术组 （S 组，

n＝5），缺血再灌注组（I/R组，n＝5），缺血后处

理组（Postcond组，n＝5）．

1.3 猪闭胸式心肌缺血再灌注模型的制备

实验猪，空腹 6 h以上，3％戊巴比妥钠 20～

30 mg/kg耳缘静脉麻醉后将猪仰卧固定在手术台上

施行手术．监测心电及血压，据肢体运动情况每

20～30 min重复静脉注射戊巴比妥钠 2～5 mg/kg，

使猪保持麻醉状态．行右股动脉穿刺，置入 6 F动

脉鞘，静脉注入肝素 8 000 U，后每隔 1 h追加注

射肝素 2 000 U．经动脉鞘置入 5F猪尾导管至左心

室，行左心室造影．以 5F 3.0 L左冠状动脉造影

导管分别行左、右冠状动脉造影，观察猪冠状动

脉的分布情况．在导丝指引下，置入 2.0 mm或 2.5

mm 的球囊至左前降支 （LAD） 第一对角支的远

端，以 3～4 atm打开球囊堵闭 LAD．心肌梗死模
型成功标志：冠脉造影示球囊远端血流中断，心电

图表现为 V1～V3导联出现 ST段抬高，T波高耸

融合．撤除球囊形成再灌注，拔除动脉鞘管并压迫
止血．假手术组不行球囊充气堵闭冠脉；缺血再灌

注组行球囊充气堵闭 LAD 60 min后直接撤除球囊；

缺血后处理组行球囊充气堵闭 LAD 60 min后，球

囊放气 30 s，充气 30 s（循环 8次）．实验结束后

肌注青霉素 400万 U，在猪清醒之前送回动物中

心．手术后约 1 h猪苏醒，第 2天即可进食．

1.4 心肌梗死范围测定

心肌缺血再灌注 72 h后，将实验猪用 3%戊巴

比妥钠静脉麻醉后，仰卧固定在手术台上，开胸取

心脏，生理盐水冲洗心脏后，沿心脏的基底部短轴

方向将左心室连续切成 4～5 mm的薄片，对心肌

行 2，3，5氯化三苯基氯四氮唑（TTC）染色，将

心肌放入含有 10 g/L TTC的 PBS（pH＝7.4）溶液

中孵育 10 min．根据染色与否定义其梗死灶．TTC

染色区（深红色）示仍存活的心肌组织，非 TTC

染色区（灰白色）即梗死区．扫描后用图像分析软

件计算心肌梗死体积和左室体积，用梗死体积占左
室体积的百分比表示并计算心肌梗死面积．

1.5 原位末端标记技术（TUNEL）检测心肌凋亡
细胞

取非梗死区组织，4%多聚甲醛固定，石蜡包

埋组织切片，行末端脱氧核苷酸转移酶介导的

dUPT缺口末端标记法（TUNEL法）和免疫组织化

学法检测．

应用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUPT缺口

末端标记法（TUNEL法），严格按照试剂盒说明书

进行操作．TUNEL检测细胞凋亡的阳性信号为棕

色颗粒，定位于细胞核，阳性细胞在组织中的分布

不一，染为蓝色的细胞核未发生凋亡．随机选取 5

张切片，应用 HPIAS-1000高清晰病理图文分析系

统在 10×40倍镜下随机取 5个视野，计数每个视

野中的阳性细胞数以及总细胞数，据文献[5]报道计

算心肌细胞凋亡指数（apoptotic index ，AI）进行

定量分析，以此反应凋亡程度．

AI =阳性细胞数
总细胞数

×100%

以 5个视野的均值代表每个区域的细胞凋亡指

数．

1.6 免疫组织化学法检测 Bax和 Bcl-2的蛋白表

达

采用免疫组化 S-P法（链霉菌抗生物素蛋白
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图 2 假手术组未发现凋亡阳性细胞 TUNEL法（×400）

Fig. 2 Apoptotic myocytes were not found by TUNEL

staining in the sham operation group （×400）

表 1 3组心梗范围（x±s）
Tab. 1 The myocardial infarct size in three groups

（x±s）

一过氧化酶连接法）．用 PBS 代替一抗作阴性对

照，每例均以 HE染色切片作对照观察，严格按照

说明书操作．

在光学显微镜下 Bax 和 Bcl-2 主要呈胞浆分

布，其阳性细胞呈棕黄或棕褐色．本研究据文献报

道[6]采用阳性单位（positive unit，PU）用于定量表

达猪心肌组织 Bcl-2和 Bax的蛋白免疫组织化学阳
性反应的程度．PU值的大小与阳性反应程度成正

比．在梗死区、边缘区和非梗死区分别随机选取 5

张切片，应用 HPIAS-1000高清晰病理图文分析系
统测定 Bax和 Bcl-2蛋白表达的 PU值．以 5个视

野 PU的均值代表每个区域 Bax和 Bcl-2蛋白的表

达．

1.7 统计学处理

采用 SPSS 统计软件进行分析．计量资料以

（x±s）表示，组间不同时间点均数比较采用单因
素方差分析，组间两两比较采用 LSD 检验， ＜

0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 心肌梗死范围

术后 72 h行 TTC染色，存活心肌组织被红染，

而未被染色的区域呈白色或灰白色为梗死区．经图

像分析处理后，假手术组未发生心肌梗死，后处理

组心肌梗塞的面积是（10.89±2.02）%，再灌注组

心肌梗塞的面积（23.26±3.13）%，两者差异具有

统计学意义（ ＜0.05），提示缺血后处理组的心梗

范围明显低于再灌注组，见图 1，表 1．

图 1 3组心肌梗死范围

Tab. 1 The myocardial infarct size in three groups

A:假手术组；B:缺血再灌注组；C:缺血后处理组.

CA B

组 别 n 心梗面积（%）

S组 -

I/R组 5 23.26±3.13

Postcond组 5 10.89±2.02*

与 I/R组相比，* < 0. 05.

2.2 TUNEL法原位检测非梗死区猪心肌细胞凋亡
TUNEL检测细胞凋亡的阳性信号为棕色颗粒，

定位于细胞核．假手术组未发现凋亡阳性细胞（见

图 2），非梗死区缺血再灌注组凋亡阳性细胞明显

低于再灌注组（见图 3，4、表 2）.

2.3 免疫组织化学法检测非梗死区心肌组织 Bax
与 Bcl-2的蛋白表达

免疫组织化学法结果显示，假手术组猪 Bcl-2

及 Bax 蛋白有一定量的表达，再灌注组 Bcl-2及

Bax蛋白均较假手术组明显增高（ ＜0.05），后处

理组 Bax的蛋白表达和 Bax/Bcl-2的比值均明显低

于再灌注组（＜0.05），见表 3．
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与 I/R组相比较，* ＜0.05.

图 4 缺血后处理组心肌非梗死区的凋亡细胞 TUNEL法
（×400）

Fig. 4 Apoptotic myocytes were found by TUNEL
staining in ischemic postconditioning group
（×400）

图 3 缺血再灌注组心肌非梗死区的凋亡细胞 TUNEL法
（×400）

Fig. 3 Apoptotic myocytes were found by TUNEL
staining in ischemia-reperfusion group
（×400）

组 别 n 非梗死区（%）

S组 -

I/R组 5 10.29±2.25

Postcond组 5 4.97±1.48*

表 2 TUNEL法原位检测非梗死区心肌细胞凋亡指数（x±s）
Tab. 2 Detection of myocyte apoptosis index in the non-infarct zone by TUNEL staining（x±s）

组 别 n Bax（PU） Bcl-2（PU） Bax/Bcl-2（PU）

S组 5 5.66±1.74 14.35±4.27 0.40±0.07

I/R组 5 16.29±4.52# 24.19±4.93# 0.67±0.08#

Postcond组 5 10.92±3.44* 25.31±4.29# 0.42±0.08*

表 3 免疫组织化学法检测非梗死区 Bcl-2及 Bax蛋白表达（x±s）
Tab. 3 Bcl-2 and Bax expression in the non-infarct zone by immunohistochemical analysis（x±s）

与 S组相比较，# ＜0.05；与 I/R组相比较，* ＜0.05

3 讨论

缺血后处理是近年来提出的启动机体内源性

的保护措施[1，4]．近来研究表明，缺血后处理对鼠、

兔、犬等体型较小的动物心肌保护效果较为肯定，

但对体型较大且冠脉与人类最为接近的猪的心肌

保护作用却尚无定论，研究缺血后处理对猪是否

有心肌保护作用对其进一步临床应用具有重要意

义[6-9]．目前缺血后处理具体的心肌保护作用机制

尚不清楚[3，9-12]．研究显示缺血后处理可降低心肌梗

死范围及心肌酶释放，但对心肌细胞凋亡是否有

影响报道较少．对动物及人类心肌的研究提示，

随着再灌注时间的延长，细胞凋亡逐渐增加，心

梗面积进一步扩大，心功能受损加重[13-15]．在心肌

梗死区、梗死边缘区、非梗死区的心肌组织均存

在细胞凋亡现象[4，13，16]．目前尚未见到缺血后处理
对非梗死区心肌细胞凋亡评价的报道[2-4]．

本研究采用球囊封堵冠脉建立猪闭胸式心肌缺

血再灌注损伤动物模型[17]，探讨缺血后处理对猪心

梗面积和非梗死区心肌细胞凋亡的影响．再灌注

72 h，对心脏进行 TTC染色，结果显示缺血后处理

组的心梗面积为 （10.89±2.02）%，再灌注组为

（23.26±3.13） %，提示后处理组心梗面积较再灌

注组明显降低（ ＜0.05）．TUNEL法检测猪非心

肌梗死区的凋亡细胞，结果显示缺血后处理组能明

显降低猪非梗死区心肌细胞凋亡．免疫组织化学法

检测与凋亡密切相关的 Bax 和 Bcl-2 蛋白表达显

示，后处理组的非心肌梗死区 Bax 蛋白表达和

Bax/Bcl-2的比值均较再灌注组明显降低．

本研究初步证实缺血后处理可能通过减轻非梗

死区心肌细胞凋亡发挥心肌保护作用．对心肌再灌
注损伤的机制及治疗进行了有益的探索，但能否应

用于临床尚有待进一步深入研究．
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