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阿托伐他汀对大鼠心肌缺血再灌注损伤的影响

余　慧，秦永文

第二军医大学长海医院心血管内科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　建立大鼠心肌缺血再灌注损伤模型，观察阿托伐他汀预处理对心肌缺血再灌注损伤的保护作用，并探
讨其可能的作用机制。方法　将３６只健康雄性ＳＤ大鼠随机分为假手术（Ｓ）组、缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组和阿托伐他汀干预
（ＡＴ＋Ｉ／Ｒ）组，每组１２只。采用冠状动脉左前降支结扎法制备大鼠心肌缺血再灌注损伤模型。通过 Ｅｖａｎｓ蓝和四氮唑

（ＴＴＣ）染色评估各组大鼠心肌梗死面积；采用放射免疫法测定大鼠缺血未梗死区心肌组织中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、丙二醛

（ＭＤＡ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）含量及总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）活性；采用比色法测定一氧化氮（ＮＯ）含量及总一氧化氮合酶

（ＮＯＳ）、诱导型ＮＯＳ（ｉＮＯＳ）活性。结果　ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组心肌梗死区与缺血区（缺血未梗死区＋梗死区）面积比值低于Ｉ／Ｒ组
［（２９．４±８．４）％ｖｓ（５７．７±６．５）％，Ｐ＜０．００１］；ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组梗死面积与左室面积的比值也低于Ｉ／Ｒ组［（１５．９±５．６）％ｖｓ
（２９．０±８．９）％，Ｐ＜０．０５］。ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组及Ｉ／Ｒ组左室非梗死区域心肌ＴＮＦα、ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＮＯ含量及ＮＯＳ、ｉＮＯＳ活性均高

于Ｓ组（Ｐ＜０．０５），而ＴＳＯＤ活性则低于Ｓ组（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组比较，ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组心肌ＴＮＦα、ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＮＯ含量及

ＮＯＳ、ｉＮＯＳ活性均降低（Ｐ＜０．０５），ＴＳＯＤ含量升高（Ｐ＜０．０５）。结论　阿托伐他汀对缺血再灌注损伤心肌具有保护作用，
机制可能与其降低炎性反应、激活抗氧化反应、提高机体清除氧自由基能力有关，且ｉＮＯＳ在其中的作用值得重视。
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　　心肌缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕ
ｒｙ，ＩＲＩ）是指在发生心肌梗死后血管再疏通时，病变范
围内的心肌出现包括线粒体损伤、氧自由基大量生
成、钙离子大量内流产生细胞内钙超载等在内的一系
列损伤，进一步导致心肌细胞水肿、线粒体肿胀、微循
环灌注障碍并引起心肌无复流，直接影响心肌重塑和
患者长期预后。他汀类药物是目前用于心血管疾病
的一类重要药物，它是３羟基３甲基戊二酸单酞辅酶

Ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶抑制剂，可通过阻断体内胆固醇
的合成来调节血脂水平。近年来，基础和临床研究均
关注于他汀类药物降脂以外的心血管保护作用，即具
有降低炎性反应、稳定斑块、改善血管内皮细胞功能、
抑制血小板凝集的作用［１２］。目前已证实他汀类药物
可通过抑制炎症因子合成而减轻心肌ＩＲＩ，但其在抑
制氧化反应及调控一氧化氮（ＮＯ）生成方面的作用机
制尚未完全阐明。本研究通过建立大鼠心肌ＩＲＩ模
型，观察经胃灌注阿托伐他汀预处理后大鼠非梗死区
心肌组织中炎症和氧化反应程度，以及自由基生成和
一氧化氮合酶（ＮＯＳ）活性改变情况，以探讨阿托伐他
汀对大鼠心肌ＩＲＩ防治作用及可能的机制，为今后实
验研究及临床用药提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　试剂与仪器　阿托伐他汀钙（立普妥）为赛诺菲
安万 特 制 药 公 司 产 品 （规 格：１０ ｍｇ／片，批 号：

１０３７０３２）；Ｅｖａｎｓ蓝和四氮唑（ＴＴＣ）购自上海生工生
物工程技术服务有限公司；肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、
丙二醛（ＭＤＡ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、总超氧化物歧
化酶（ＴＳＯＤ）检测试剂盒，ＮＯＳ及诱导型ＮＯＳ（ｉＮＯＳ）
活力测定试剂盒均购自南京建成生物工程研究所；国
产ＴＤＬ８０２Ｂ型离心机（上海安亭科学仪器厂），电泳
凝胶成像仪Ｓｙｎｇｅｎｅ（ＧＢＯＸ）、蛋白成像仪Ｏｄｙｓｅｙ（美
国ＬＩＣＯＲ公司），ＤＴ２０００图像分析软件（南京东图数
码科技有限公司）。

１．２　实验分组及给药方法　成年清洁级健康ＳＤ雄
性大鼠（第二军医大学实验动物中心提供）３６只，６～７
周龄，体质量２２０～２５０ｇ。将实验动物随机分成３组：
假手术 （Ｓ）组、缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组、阿托伐他汀干预
（ＡＴ＋Ｉ／Ｒ）组，各１２只。其中，ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组在标准饲
养方法的基础上，于术前５ｄ开始以含阿托伐他汀钙

１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的２ｍｌ生理盐水灌胃，１次／ｄ，术前３０
ｍｉｎ再次灌胃，而Ｓ组及Ｉ／Ｒ组每天给予等体积不含
药物的生理盐水灌胃。术前禁食１２ｈ。

１．３　Ｉ／Ｒ大鼠模型制备　腹腔注射氯胺酮２ｍｌ／ｋｇ
麻醉大鼠，四肢及头部固定于木板上，经口气管插管，
接人工呼吸机，手术中途大鼠苏醒挣扎时接通乙醚麻

醉。自大鼠左胸第３、４肋间开胸，充分游离后暴露主
动脉和心脏左室前壁，在肺动脉圆锥和左心耳交界处
略靠近左心耳下方２ｍｍ处分离左冠状动脉前降支
（ＬＡＤ），Ｓ组只开胸分离血管但不结扎；ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组
及Ｉ／Ｒ组大鼠在分离ＬＡＤ后用５号医用缝合线穿圆
形塑料套管结扎ＬＡＤ，可观察到心前壁跳动明显减
缓、组织呈暗红色。以心电图Ⅰ导联和ａＶＬ导联立即
弓背向上抬高为手术成功标志。缝合肌肉及表皮，脱
离呼吸机。计时３０ｍｉｎ后重新开胸并剪开取出套管，
松开结扎线，使血管恢复畅通，再灌注３ｈ。

１．４　心肌梗死面积评估　大鼠经３０ｍｉｎ缺血和３
ｈ再灌注后，再度开胸，将原结扎线收紧，以１０ｇ／Ｌ
的Ｅｖａｎｓ蓝３ｍｌ经心尖部注入心腔。迅速自结扎
线以上１～２ｍｍ处剪下心脏并用生理盐水洗尽血
液，剪除左右心耳及残留大血管后将大鼠心脏结扎
线以下的部分沿长轴方向切成环形薄片５片，厚度
为２ｍｍ，浸入０．５ｍｇ／ｍｌ的 ＴＴＣ磷酸缓冲液中，

３７℃孵育２０～３０ｍｉｎ。此时，可明显看到心肌组织
中呈现３种颜色：蓝色为Ｅｖａｎｓ蓝染色部分，表示未
缺血的正常组织；红色为ＴＴＣ染色部分，表示心肌
缺血但非梗死组织；灰白色为未被ＴＴＣ染色部分，
表示缺血且梗死组织。拍照后通过图像分析系统统
计３部分的面积。以标本缺血区（缺血未梗死区＋
梗死区）与整个左室心肌面积的比值来评价各组手
术之间的平行性，标本缺血区面积与整个心肌面积
的比值＞３０％，表明模型建立成功。

１．５　大鼠左室非梗死区心肌组织 ＴＮＦα、ＭＤＡ、

ＭＰＯ、ＮＯ 含量以及 ＴＳＯＤ、ＮＯＳ、ｉＮＯＳ 活性检
测　取结扎线以下大鼠左室心尖部缺血未梗死区域
心肌组织，每２０ｍｇ组织加入１５０μｌ裂解液，与生理
盐水混合后研磨匀浆，４℃１５０００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上
清液，采用放射免疫法检测ＴＮＦα、ＭＤＡ、ＭＰＯ含量
及ＴＳＯＤ活性，严格按试剂盒说明书操作；采用比色
法分别测定ＮＯ含量、总ＮＯＳ及ｉＮＯＳ活性，按试剂
盒说明书进行操作。

１．６　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１１．０处理软件，实验
数据（计量资料）用珚ｘ±ｓ表示，以单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ）比较组间差异，如差异有统计学意义，进
一步用ＬＳＤ法两两比较。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠左心室梗死面积分析比较　ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组和

Ｉ／Ｒ组大鼠标本缺血区（缺血未梗死区＋梗死区）面积
与整个心肌面积的比值均＞３０％，表明２４只大鼠均建
模成功。经过Ｅｖａｎｓ蓝和ＴＴＣ染色，Ｓ组大鼠正常心
肌染成蓝色；而ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组和Ｉ／Ｒ组大鼠缺血心肌染
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成浅红色，梗死心肌区域未见染色，为灰白色（图１）。

ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组和Ｉ／Ｒ组比较，缺血区（缺血未梗死区＋
梗死区）与整个心肌面积的比值差异无统计学意义
［（４７．４％±８．８）％ｖｓ（４７．２±１１．６）％，Ｐ＝０．９５０］；

ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组梗死区与缺血区（梗死区＋缺血未梗死
区）的比值较Ｉ／Ｒ 组明显降低［（２９．４±８．４）％ ｖｓ

（５７．７±６．５）％，Ｐ＜０．００１］；ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组梗死区与左
室面积的比值较Ｉ／Ｒ组也明显降低［（１５．９±５．６）％
ｖｓ（２９．０±８．９）％，Ｐ＝０．０１２］。提示在心肌ＩＲＩ过程
中，阿托伐他汀或许并不能显著改变心肌缺血的面
积，但在一定程度上可以缩小心肌完全梗死区域的范
围，减轻再灌注造成的损害。

图１　各组大鼠左心室心肌Ｅｖａｎｓ蓝和ＴＴＣ染色

Ｆｉｇ１　Ｅｖａｎｓｂｌｕｅａｎｄｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＴＴＣ）ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｒａｔｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ（Ｓ）ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｈｅａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ（ＡＴ）＋ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（Ｉ／Ｒ）ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴｈｅＩ／Ｒｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｂｌｕｅａｒｅａ：Ｔｈｅｎｏｒ

ｍａｌｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｔｈｅｒｅｄａｒｅａ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｂｕｔｎｏｎｉｎｆａｒｃｔｅｄａｒｅａ；Ｔｈｅｐａｌｅａｒｅａ：Ｔｈｅｉｎｆａｒｃｔｅｄａｒｅａ

２．２　各组大鼠非梗死区心肌组织 ＴＮＦα、ＭＤＡ、

ＭＰＯ含量及ＴＳＯＤ活性的比较　结果见表１。与Ｓ
组比较，ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组和Ｉ／Ｒ组缺血非梗死区心肌组
织中炎症反应程度指标ＴＮＦα、ＭＰＯ及氧自由基指
标 ＭＤＡ水平均明显升高（Ｐ＜０．０５），而抗氧化指标

ＴＳＯＤ活性明显降低（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ 组比较，

ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组中ＴＮＦα、ＭＰＯ及 ＭＤＡ水平均明显降
低（Ｐ＜０．０５），而ＴＳＯＤ活性升高（Ｐ＜０．０５）。提示
阿托伐他汀可能通过抑制炎性反应介质生成、降低
炎症反应，并激活抗氧化反应、提高机体清除氧自由
基 能 力 的 方 式 来 对 ＩＲＩ 的 心 肌 起 到 保 护
作用。　　　

表１　各组大鼠非梗死区心肌组织ＴＮＦα、ＭＤＡ、ＭＰＯ含量及ＴＳＯＤ活性变化

Ｔａｂ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＭＤＡ，ＭＰＯｌｅｖｅｌｓａｎｄＴＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｎｏｎｉｎｆａｒｃｔｅｄａｒｅａｏｆｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ，ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｇｒｏｕｐ ＴＮＦα ＭＤＡ ＭＰＯ ＴＳＯＤ

Ｓ １９．３９±１．９２ ６．１２±１．５６ ４．０８±１．０７ ２７．１２±３．０１
Ｉ／Ｒ ４０．４５±２．３４ １４．２９±２．８７ １６．５７±２．２３ １６．４７±１．８８

ＡＴ＋Ｉ／Ｒ ３１．６８±２．０７△ １０．５８±１．６３△ １１．４６±１．４６△ ２１．８６±２．１３△

　Ｓ：Ｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；ＡＴ＋Ｉ／Ｒ：Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；ＴＮＦα：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ

ａｌｐｈａ；ＴＳＯＤ：Ｔｏｔａｌｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＭＰＯ：Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＳ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＩ／Ｒ

２．３　缺血再灌注后大鼠心肌组织 ＮＯ 含量及

ＮＯＳ、ｉＮＯＳ活性比较　与Ｓ组比较，ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组和

Ｉ／Ｒ组的ＮＯ含量及ＮＯＳ、ｉＮＯＳ活性均明显升高（Ｐ
＜０．０５）；但ＡＴ＋Ｉ／Ｒ组的 ＮＯ含量及 ＮＯＳ、ｉＮＯＳ
的活性均较Ｉ／Ｒ组明显降低（Ｐ＜０．０５，表２）。

３　讨　论

　　随着对急性心血管事件发生机制研究的不断深
入，炎症反应及氧化应激在急性心梗后心肌ＩＲＩ过
程中发挥的重要作用越来越受到人们的重视［３］。细
胞因子ＴＮＦα被认为是缺血再灌注的重要炎性调

控因子，与内皮功能失调有直接相关性［４］，并可诱导
炎性细胞局部黏附、聚集、活化［５］。ＭＰＯ是中性粒
细胞特异酶，反映中性粒细胞浸润和激活程度，在炎
症反应中起到重要作用［６］。ＭＤＡ为氧自由基在脂
质过氧化反应过程中形成的脂质过氧化物，其含量
的多少可间接反映出机体内脂质过氧化的程度，而

ＴＳＯＤ则是体内的一种抗氧自由基酶，能够清除超
氧阴离子自由基 Ｏ２－等，可作为细胞抗氧化程度的
标志［７］。本实验结果显示，心肌缺血再灌注后，缺血
但未梗死区心肌组织中ＴＮＦα、ＭＰＯ及 ＭＤＡ含量
均明显增高，ＴＳＯＤ活性降低；但在阿托伐他汀干预
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处理后ＴＳＯＤ活性升高，而ＴＮＦα、ＭＰＯ及 ＭＤＡ
的含量均有不同程度的降低，提示阿托伐他汀在ＩＲＩ
过程中具有抗炎、抗氧化的作用并提高了机体清除
氧自由基的能力，由此可能减轻中性粒细胞或内皮
细胞所产生的活性氧对心肌细胞的直接损伤效应。

表２　各组大鼠非梗死区心肌组织

ＮＯ含量及ＮＯＳ、ｉＮＯＳ活性的比较

Ｔａｂ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＮＯｌｅｖｅｌ，ＮＯＳａｎｄｉＮＯＳａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ

ｎｏｎｉｎｆａｒｃｔｅｄａｒｅａｏｆｒａｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＮＯ
ｍＢ／（μｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＮＯＳ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ｉＮＯＳ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｓ ３７．１２±３．６８ ３．１２±０．４２ １．０６±０．３５
Ｉ／Ｒ ９１．２８±６．５７ ９．５８±０．５１ ３．８９±０．５７

ＡＴ＋Ｉ／Ｒ ７４．２１±４．８２△ ５．４２±０．４６△ １．９１±０．４２△

　Ｓ：Ｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；

ＡＴ＋Ｉ／Ｒ：Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；ＮＯ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ；

ＮＯＳ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ｉＮＯＳ：Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ．
Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＳ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＩ／Ｒ

　　内源性ＮＯ是Ｌ精氨酸和分子氧在ＮＯＳ催化
作用下合成的多功能小分子气体，能调节机体器官
缺血后炎症反应过程，对组织具有保护和损伤双重
效应，即在心肌ＩＲＩ早期，适当低浓度的ＮＯ可与超
氧阴离子Ｏ２－反应生成低毒性的自由基，减轻其对
组织的损伤；但高浓度的 ＮＯ则与 Ｏ２－结合形成过
强氧化物亚硝基阴离子（ＯＮＯＯ－），加重对心肌细
胞的损伤［４，８］。ＮＯ合成过程中的关键酶ＮＯＳ具有

３种亚型，分别为神经型ＮＯＳ（ｎＮＯＳ）、内皮型ＮＯＳ
（ｅＮＯＳ）以及ｉＮＯＳ。生理情况下，胞质内钙离子浓
度升高、钙调蛋白的活化可激活ｅＮＯＳ，并按需催化
生成、脉冲式释放维持生理活性的低水平的ＮＯ，介
导血管舒张，抑制血小板聚集和炎性细胞黏附、脂质
过氧化等过程；而病理情况如细胞因子或内毒素刺
激下细胞可释放大量 ＮＯ，直接引起细胞毒作用及
过氧化反应，导致组织损伤［９］。本研究结果显示，在

ＩＲＩ情况下ＮＯ的生成明显增加，提示其可能参与
心肌细胞毒作用，而阿托伐他汀处理后 ＮＯ含量下
降，但仍高于正常水平。其机制可能为通过激活

ＰＩ３Ｋ／ＥＲＫ／ｐＡｋｔ信号通路而提高 ｅＮＯＳ 的活
性［１０１１］，而 ｅＮＯＳ 的表达增加可促进 ＮＯ 的生
成［１１］。目前，国内外实验研究主要集中在阿托伐他
汀上调ｅＮＯＳ表达的作用方面，对ｉＮＯＳ的影响及
变化作用研究却不多。有学者指出，ＩＲＩ过程中心
肌组织在 ＴＮＦα、ＩＬ１β及ＩＦＮγ等细胞因子的刺
激下可上调ｉＮＯＳ的表达而促进 ＮＯ大量合成，进
而通过脂质过氧化促进细胞损伤［１２］，但仍有待进一

步证实。本研究结果显示，在缺血再灌注过程中

ＮＯＳ及ｉＮＯＳ活性均明显升高，而阿托伐他汀预处
理后两者则明显降低，提示 ＮＯ的生成并非完全与

ｅＮＯＳ相关，与ｉＮＯＳ的表达可能也有密切关联，阿
托伐他汀在通过各种信号通路活化ｅＮＯＳ的同时亦
可下调ｉＮＯＳ活性而降低 ＮＯ生成、减轻心肌损伤
程度。因此我们推测，在ＩＲＩ过程中ＮＯＳ的变化与
其产生的类型密切相关，并且ｅＮＯＳ与ｉＮＯＳ的表
达是相互拮抗的：即在ＩＲＩ时表现为ｅＮＯＳ表达的
下降和ｉＮＯＳ表达的升高，共同影响并介导血管舒
缩和内皮功能的失调。这为进一步研究阿托伐他汀
通过调控 ＮＯＳ活性及 ＮＯ合成保护ＩＲＩ心肌的机
制提供了新的研究理论。
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