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稳定微管减少心肌缺血再灌注损伤
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　　［摘要］　目的　探讨稳定微管能否减少心肌缺血再灌注损伤。方法　（１）将离体大鼠心脏分为对照组、缺血组、缺
血＋０．１μｍｏｌ／Ｌ泰素和缺血＋１μｍｏｌ／Ｌ泰素组（ｎ＝１５）。每组先给予１５ｍｉｎ平衡后，对照组继续给予５０ｍｉｎ常氧灌注；缺血

组给予２０ｍｉｎ常氧灌注＋３０ｍｉｎ缺血处理；缺血＋０．１μｍｏｌ／Ｌ（或１μｍｏｌ／Ｌ）泰素组给予２０ｍｉｎ常氧灌注，３０ｍｉｎ缺血处理，

整个过程中均给予０．１μｍｏｌ／Ｌ（或１μｍｏｌ／Ｌ）泰素灌流。比较各组心律失常情况，观察微管形态结构并进行断裂评分。（２）将

离体大鼠心脏分为正常对照组、缺血再灌注组和１μｍｏｌ／Ｌ泰素组（ｎ＝８）。缺血再灌注组进行Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流，结扎左前降

支３０ｍｉｎ，再灌注１２０ｍｉｎ；１μｍｏｌ／Ｌ泰素组给予１μｍｏｌ／Ｌ进行灌流，其余处理同缺血再灌注组。灌流结束即刻冠脉内灌入伊

文思蓝进行染色，比较各组心肌梗死面积。结果　（１）０．１和１μｍｏｌ／Ｌ泰素均能有效降低缺血性室性心律失常的发生，降低
室性心律失常评分，且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）；并均能降低室性心动过速的发生率（Ｐ＜０．０５）。（２）０．１μｍｏｌ／Ｌ泰素灌流能

降低微管断裂评分。（３）１μｍｏｌ／Ｌ泰素灌流能明显缩小缺血再灌注心脏梗死区面积（Ｐ＜０．０５）。结论　稳定微管能减少心
肌缺血再灌注损伤。　　　　
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　　微管是心肌细胞骨架的重要组成部分，由α、β
微管蛋白组成，能够维持细胞结构及微管蛋白合成

和降解的动态平衡［１３］。微管支持着整个细胞结构、

质膜、肌原纤维以及其他的细胞器［４］，形成支持细胞

的网状结构，经这个网状结构，为线粒体、内质网以

及一些其他的膜状细胞器的定位与转送提供

通路。　　　　

　　缺血是常见的病理生理状态，缺血、缺氧可以导

致心肌细胞内钙超载及细胞形态结构改变，破坏细

胞骨架，从而诱发各种损伤改变，包括室性心律失常

等［５］。心肌细胞缺血、缺氧可导致心肌细胞骨架损

伤，而细胞骨架的紊乱又可引起细胞整体结构的改

变，引起细胞损伤直至死亡［６］。泰素（Ｔａｘｏｌ）是一种

常见的微管稳定剂，主要作用于微管蛋白／微管系

统，促进微管蛋白聚合，抑制微管解聚［７］。本实验采

用泰素作为微管稳定剂进行干预，考察稳定微管是

否能有效降低心肌缺血再灌注损伤。

１　材料和方法

１．１　材料　取体质量在２５０～２８０ｇ的雄性成年ＳＤ
大鼠，以颈椎脱臼法处死。快速取出心脏，放置于冰

冷的ＫＨ缓冲液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：氯化钠１１８．０，氯化钾

４．７，磷酸二氢钾１．２，碳酸氢钠２５．０，硫酸镁１．２，氯

化钙２．５，葡萄糖１１．０。该研究中动物实验操作完

全遵循实验动物保护和使用准则。

　　泰素（Ｔａｘｏｌ，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）溶解于二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）中。ＤＭＳＯ在灌流中确切的浓度与在离体

细胞实验中的使用浓度一致，为１１０００。单克隆

β微管蛋白抗体试剂盒（１３００，Ａｂｃａｍ，ＵＫ），异硫

氰酸荧光素标记的羊抗鼠免疫球蛋白试剂盒（１

３００，Ａｂｃａｍ，ＵＫ），罗丹明鬼笔环肽试剂盒（１７０，

Ａｂｃａｍ，ＵＫ）。伊文思蓝（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）。

１．２　缺血性室性心律失常模型的建立及微管分裂

检测

１．２．１　模型建立和分组　按照文献方法，建立室性

心律失常模型［８］。将离体大鼠心脏分为对照组、缺

血组、缺血＋０．１μｍｏｌ／Ｌ泰素组和缺血＋１μｍｏｌ／Ｌ
泰素组（ｎ＝１５）。将离体心脏固定于Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌

流装置上，以７５ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）压力

持续灌流，调节 ＫＨ 液ｐＨ 值７．３５～７．４５，温度

３７℃。每组先给予９５％ Ｏ２／５％ ＣＯ２平衡１５ｍｉｎ
后，对照组继续给予５０ｍｉｎ常氧灌注；缺血组给予

２０ｍｉｎ常氧灌注＋３０ｍｉｎ缺血处理；缺血＋０．１

μｍｏｌ／Ｌ（或１μｍｏｌ／Ｌ）泰素组给予２０ｍｉｎ常氧灌

注，３０ｍｉｎ缺血处理，整个过程（５０ｍｉｎ）中均给予

０．１μｍｏｌ／Ｌ（或１μｍｏｌ／Ｌ）泰素灌流。缺血处理方

法：在邻近左心房２ｍｍ处结扎左侧冠状动脉。成

功阻断血流后，冠脉流量至少减少２５％左右，持续

３０ｍｉｎ。通过２，３，５三苯基四氮（ＴＴＣ）染色确定模

型建立成功，没有发生任何坏死［９］。在整个左侧冠

脉阻断过程前后，监测心电记录和冠脉流量率。

１．２．２　心律失常的评估和药物干预　心律失常的

诊断参照兰贝斯公约的标准诊断［１０］。在整个缺血过

程中，根据观察到的最严重的心律失常，给予每个心

脏一个评分。心律失常评分如下：０分，没有心律

失常；１分，偶发室性早搏；２分，频繁室性早搏（＞３
个／ｍｉｎ）；３分，室性心动过速（发生１～２次）；４分，

室性心动过速（发生３～５次）；５分，室性心动过速

（＞５次）；６分，心室颤动（发生１～２次）；７分，心室

颤动（发生３～５次）；８分，心室颤动（发生５次以

上）。如果有以下情况发生，该实验即被终止或者数

据被剔除：（１）缺乏成功冠脉阻断指征，如冠脉流量

没有下降２５％以上；（２）冠脉阻断前就发生了严重的

心律失常，或阻断血流前５ｍｉｎ即出现严重的房室

传导阻滞。

１．２．３　微管分裂检测　灌流结束时，给予碘酸钾
赖氨酸多聚甲醛复合物灌流；将心脏制成２～３μｍ
厚度冰冻切片；固定于明胶涂层的玻片上，在磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ）中漂洗后对微管和肌丝进行鼠单克隆

抗体标记β微管蛋白（绿色）和罗丹明鬼笔环肽（红

色）双重染色，操作均严格按照试剂盒说明书进行；

使用荧光显微镜进行观察。微管评分方法：从每个

标本照片中随机选取２０～４０个视野进行高倍观察，

对微管未着色或者着色弱的区域进行形态分析。每

个标本做１０个切片，并且成像。横切面的图片不纳

入分析，其余图片被放大至１８ｃｍ×１２ｃｍ，对玻片上

每一个格子（相距１ｃｍ间隔）分别成像。每个被包

绕格子状的微管结构的区域，被认为是“正常的范

围”；如果这些结构丢失，将被认为是断裂混乱区。

微管的评分为每一个标本中的断裂混乱区与总的观

察区域（正常区域和断裂混乱区域）之比。

１．３　缺血再灌注损伤模型的建立及梗死范围测量

１．３．１　模型建立　按照文献建立缺血再灌注心肌

梗死模型［１１１２］。将离体大鼠心脏分为正常对照组、

缺血再灌注组和１μｍｏｌ／Ｌ泰素组（ｎ＝８）。将离体

大鼠心脏固定于Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流装置，给予 ＫＨ
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缓冲液灌流。每组先平衡１５ｍｉｎ后，对照组继续给

予１５０ｍｉｎ常氧灌注；缺血再灌注组结扎左前降支

３０ｍｉｎ造成局域性心肌缺血，释放结扎再灌注１２０

ｍｉｎ；１μｍｏｌ／Ｌ泰素组在缺血再灌注处理整个过程

（１５０ｍｉｎ）中均给予１μｍｏｌ／Ｌ泰素进行灌流。

１．３．２　梗死范围测量　在灌流结束时，分离左冠状

动脉，并灌注２．５％伊文思蓝，对梗死危险区进行染

色。切除着色区域，余下部分即为梗死危险区。随

即进行冰冻切片，给予含１％（质量体积分数）ＴＴＣ
磷酸钠缓冲液孵育１５ｍｉｎ，使不着色的梗死区域变

得更清晰。称量梗死区域组织重量，梗死范围大小

用梗死区域与梗死危险区域之间的百分比表示。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析。

数据以珚ｘ±ｓ表示，方差齐时采用方差分析比较组间

差异，方差不齐时用秩和检验比较组间差异。检验

水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　稳定微管能减少室性心律失常发生　微管稳

定剂泰素能有效降低缺血性室性心律失常的发生，

且呈现剂量依赖性。０．１和１μｍｏｌ／Ｌ泰素室性心

律失常评分较缺血组分别降低４７％和９２％，各组之

间的差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。此外，

０．１和１μｍｏｌ／Ｌ泰素组室性心动过速的发生率均

较缺血组低，缺血组、０．１和１μｍｏｌ／Ｌ泰素组室性

心动过速的发生率分别为８０％、４０％和１３％（Ｐ＜
０．０５，图２）。

图１　泰素对缺血性室性心律失常评分的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴａｘｏｌｏｎｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒａｒｒｈｙｔｈｍｉａｓｃｏｒｅ
Ｐ＜０．０５ｖｓｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐｏｒ１μｍｏｌ／ＬＴａｘｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝

１５，珚ｘ±ｓ

２．２　稳定微管对微管结构的保护作用　对照组可

见微管结构完整，无明显断裂（图３Ａ１、Ａ２）；缺血组

可见微管连续中断，微管断裂（图３Ｂ１、Ｂ２）；０．１

μｍｏｌ／Ｌ泰素组可见微管结构基本完整，但稍有粗

乱，然而，即使在微管断裂的细胞中，肌丝也还能保

持完整（图３Ｃ１、Ｃ２）。对照组中微管断裂评分较低，

为（３．２±０．９）％；但 在 缺 血 组 中，评 分 升 为

（２８．８±６．７）％（Ｐ＜０．０１）。加入０．１μｍｏｌ／Ｌ泰素

干预后，微管断裂评分降到（９．８±１．９）％ （Ｐ＜
０．０５）。

图２　泰素对缺血性室性心动过速的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴａｘｏｌｏｎｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｔａｃｈｙｃａｒｄｉａ
Ｐ＜０．０５ｖｓｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐｏｒ１μｍｏｌ／ＬＴａｘｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝

１５，珚ｘ±ｓ

２．３　稳定微管降低梗死区面积　在离体的大鼠心

肌缺血再灌注模型中，１μｍｏｌ／Ｌ泰素能缩小梗死区

面积（Ｐ＜０．０５，图４）。

３　讨　论

　　本实验证实，泰素对微管结构具有保护作用。

稳定微管能有效降低缺血性室性心律失常发生率，

且呈现剂量依赖性，也能有效降低室性心动过速的

发生率，缩小再灌注模型中的心肌梗死面积。

　　作为微管稳定剂的泰素，其主要靶位点是微管

蛋白／微管系统，它能促进微管蛋白聚合抑制微管解

聚。泰素体外诱导微管蛋白在不含ＧＴＰ或丝裂原

活化蛋白（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＭＡＰｓ）条件

下形成超稳定微管结构，从而抑制解聚作用。此外，

泰素还可在体外降低微管蛋白聚合的临界浓度，增

加微管聚合的速度和产量，并可使微管蛋白在缺乏

微管相关蛋白、ＧＴＰ或低温等条件下仍能产生聚

合，是重要的微管工具药物［７］。

　　本实验用缺血再灌注模型进行研究。目前多数

学者认为，缺血再灌注损伤是多种因素共同作用的

结果，多种损伤因素之间相互作用、相互促进，共同
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导致缺血再灌注损伤的发生，在这一过程中氧自由

基生成增加和钙超载作用尤为重要［１３１５］。缺血再灌

注时生成的自由基可促进钙超载，胞浆内游离钙增

加又加速了自由基的产生，共同导致缺血再灌注损

伤［１６］。本实验表明，泰素能够保护缺血心肌。这和

泰素稳定微管并维持其完整性密切相关。泰素是否

通过减少钙超载、氧自由基产生来保护缺血心肌，有

待进一步证实。

图３　微管的形态结构

Ｆｉｇ３　Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｓｉｎｔｅｇｒａｌａｎｄｗｉｔｈｎｏｆｒａｃｔｕｒｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ１，Ａ２）；ｉｎｔｈｅｉｓｃｈｅｍｉｃｇｒｏｕｐ（Ｂ１，Ｂ２），ｔｈｅｍｉｃｒｏｔｕ

ｂｕｌｅｃｏｎｔｉｎｕｉｔｙｉｓｉｎｔｅｒｒｕｐｔｅｄ，ａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｆｒａｃｔｕｒｅｃａｎｂｅｆｏｕｎｄ；ｉｎ０．１μｍｏｌ／ＬＴａｘｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃ１，Ｃ２），ｔｈｅｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｓｉｎｔｅｇｒａｌ，ｗｉｔｈｌｅｓｓｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇａｎｄｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．Ｂａｒ＝４０μｍ

图４　泰素降低心肌梗死面积

Ｆｉｇ４　Ｔａｘｏｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ

Ａ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｅｃｔｉｏｎｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｉｎｆａｒｃｔａｒｅａ（ｗｈｉｔｅ，ａｒｒｏｗｅｄ）；Ｂ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕ

ｓｉｏｎ（Ｉ／Ｒ）ｇｒｏｕｐ．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ
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·消　息·

上海市中西医结合学会脊柱专业委员会脊柱微创外科高峰论坛隆重召开

　　日前，上海市中西医结合学会脊柱专业委员会脊柱微创外科高峰论坛在上海浦东国际会议中心隆重召开。本次论坛由中

国中西医结合学会和上海市中西医结合学会脊柱专业委员会共同主办，第二军医大学长海医院骨科承办，与会嘉宾包括上海

市中西医结合学会的领导、８０余位国内外著名脊柱外科专家及上海市各大医院的骨科主任，２００余名来自上海各级医院的骨

科医生参加了学术交流。

　　本次论坛的主题是脊柱微创外科技术，主要展示了近年来国际、国内脊柱微创外科领域的最新进展，与会专家围绕脊柱微

创外科的手术指征、手术技术、并发症处理、数字化医学、机器人技术等问题进行了热烈的讨论和深度的交流。本次论坛还安

排了丰富多彩的病例分析、病例讨论，参会的医生们踊跃发言，多位脊柱外科专家对此进行了精彩点评。

　　上海市中西医结合学会脊柱专业委员会自成立以来，本着中西贯通、服务为民的宗旨和资源分享、共促学术的科研精神，

定期进行学术交流，推动了传统医学和西方医学在脊柱外科的科学结合，为脊柱外科的发展做出了贡献。


