
第二军医大学学报 2009年 8月第 30卷第 8期 http : / / ww w . aj smmu. cn

Academic Journ al of S econd Milit ary Medical University, Aug. 2009, Vol. 30, No. 8
947

DOI: 10. 3724/ SP . J. 1008. 2009. 00947 研究快报

羟乙基淀粉 130/ 0. 4改善大鼠心肌缺血再灌注损伤
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[摘要] 目的: 观察羟乙基淀粉( H ES) 130/ 0. 4(万汶)对缺血再灌注( I/ R)损伤心肌的干预作用, 探讨其可能的作用机制。方

法: 24只 SD大鼠随机均分为 4 组( n= 6) :假手术( S)组、缺血再灌注( IR)组、白蛋白 缺血再灌注( A IR)组、HES 缺血再灌注

( H IR)组。后 3组建立在体大鼠心肌 I/ R 模型,分别在缺血 25 min 时股静脉持续泵入生理盐水、5%白蛋白或 HES 130/ 0. 4,

假手术组行开胸手术但不结扎左冠状动脉前降支。再灌注 180 min 处死大鼠, 取心肌组织观察病理学改变 ;处死前颈动脉采

血 ELISA 法测定 TNF 、IL 1 浓度 ;测定心肌组织 NF  B活性。结果: H IR 组心肌组织损伤病理学改变较 IR 组、A IR组

减轻。IR组、A IR组、H IR 组血清 TNF 、IL 1 水平和心肌 NF  B活性明显高于 S 组( P< 0. 05) , 但其中 H IR 组血清 TNF

、IL 1 水平及心肌 NF  B活性上升程度不及 IR组、A IR组(P < 0. 05)。结论:羟乙基淀粉 130/ 0. 4 能减轻缺血再灌注所致

心肌病理损伤,可能与其抑制 NF  B 的活性、减少促炎细胞因子的释放有关。
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[ ABSTRACT] Objective: T o explo re the influence o f hydro xyethyl starch( H ES) 130/ 0. 4 on myocardial ischemia r eperfusion

( I/ R) injur y in r ats and the po ssible mechanism.Methods: Tw enty four SD rat s wer e evenly r andomized into four gr oups ( n=

6) : the sham operat ion gr oup, the I/ R( IR) g roup, a lbumin + I/ R( A IR) gr oup, and H ES+ I/ R( H IR) gr oup; rats in the latter

three gr oups w ere made into I/ R models and were tr eated respectively w ith 7. 5 ml/ kg sa line, 5% albumin and HES 130/ 0. 4

through femo ral vein at 25 min of ischemia. A t 180 min of reperfusion, animals w ere sacr ificed and the pat ho lo gical changes of

myocardium w ere observ ed. Serum concentrations o f T NF and IL 1 and the myocardial NF  B activit y w ere also measured.

Results: H istolog ical ex amination show ed that the injury in H IR group was amelio rated com pared wit h those in IR and A IR

groups. NF  B activit y and T NF , IL 1 concentrat ions in the sham operation g roup w ere significantly low er than t ho se o f the

other 3 gr oups ( P< 0. 05) ; and the increases of the above parameters in H IR group w ere smaller than those o f the IR and A IR

groups ( P< 0. 05) . Conclusion: HES 130/ 0. 4 can improve m yocardial f unction and at tenuate ischemia r eper fusion injur y, and

the mechanism m ight be related to the inhibition of myocardial NF  B act ivity and reduction o f pr oinflammator y factor s.

[ KEY WORDS] myocardial reperfusion injur y; t umo r necr osis factor alpha; inter leukin 1beta; nuclear factor  B; hetast arch
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缺血再灌注( I/ R)损伤与炎症反应密切相关,

I/ R可导致一系列炎症因子( TNF 、IL 1 等)的释

放,激活中性粒细胞 ( PMN ) , 加重对再灌注组织的

浸润和损伤[ 1]。核转录因子 NF  B广泛存在于哺乳

动物细胞中,参与机体的多种应激反应, 在心肌 I/ R

损伤中发挥着重要作用 [ 2]。活化的 NF  B 从胞质转

移入胞核,与靶基因的  B 位点结合, 促进炎性介质

表达增加 [ 3] ,导致炎症反应、细胞坏死和细胞凋亡,

加重组织器官功能的损伤。

羟乙基淀粉( HES) 130/ 0. 4(万汶)具有良好的
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扩容效应、持续时间及明显的抗炎作用
[ 4]
, 广泛用于

手术、创伤、失血、脓毒症等危重患者的容量替代治

疗和液体复苏治疗。我们前期研究 [ 5] 亦证实其具有

抑制 PMN激活和浸润,促进 I/ R损伤心脏心功能恢

复,保护心肌的作用。本研究进一步观察其对 I/ R

损伤大鼠 NF  B和相关炎症因子表达及 I/ R 损伤

心肌病理学改变的影响, 深入探讨其心肌保护作用

及可能机制,为后续研究及临床应用提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂及仪器 HES 130/ 0. 4由 Fr esenius

Kabi Deutschland Gmbh 生产,北京费森尤斯卡比医

药有限公司分装; T NF 、IL 1 检测试剂盒购自上

海华涛生物技术有限公司; 非放射性 NF  B p65转

录因子活性试剂盒购自上海康成生物技术有限公

司; H 500透射电镜为日本 Hitachi公司产品; ALC

V8动物呼吸机为上海奥尔科特生物科技有限公司

产品; WZS 50F 微量注射泵为浙江浙大医学仪器有

限公司产品。

1. 2 动物分组及处理 Sprague Dw ley大鼠 24只购

自中国科学院上海实验动物中心, 体质量( 240 ∀ 20)

g,雌雄不拘,随机分为 4组: 假手术( S)组( n= 6)不结

扎左冠状动脉前降支( LAD) , 仅持续输注生理盐水

7. 5 ml/ kg;后 3组为缺血再灌注( IR)组、白蛋白缺血

再灌注( A IR)组、HES 缺血再灌注( H IR)组( n= 6) ,

参照文献
[ 6]
制备 I/ R损伤模型, 分别于 LAD结扎 25

min从股静脉以 0. 2 ml/ min 持续泵入生理盐水、5%

白蛋白或 HES 130/ 0. 4, 剂量均为 7. 5 ml/ kg, 观察

180 min。各组大鼠再灌注结束后颈动脉采血, ELISA

法测定 TNF 、IL 1 水平;断头处死后, 取 LAD结扎

处以下新鲜心肌组织置于- 80 # 冰箱保存,观察心肌

病理学改变及测定 NF  B活性。

1. 3 各指标的观察

1. 3. 1 心肌组织超微结构 每组随机取 3只大鼠,

取左心室同一部位的心肌内壁组织0. 1 cm ∃ 0. 1 cm

大小 3块,放入 4%多聚甲醛液(电镜专用)冷藏固

定, 透射电镜观察心肌组织超微结构的变化。

1. 3. 2 血清细胞因子测定 再灌注结束后抽取颈

动脉血 3 m l 于洁净试管中, 离心分离血清, 采用

Mult iskan Ascent酶标仪 ELISA 法测定T NF 、IL

1 浓度, 具体方法参照试剂盒说明书。

1. 3. 3 心肌组织 NF  B活性检测 提取心肌组织

核蛋白, 按照试剂盒说明进行操作,用酶标仪检测光

密度 D 450值代表 NF  B活性。

1. 4 统计学处理 采用 SAS 9. 1. 3软件包进行分

析, 计量资料以 x ∀ s 表示, 多组间均数比较用重复

测量的方差分析, 正态分布的计数资料组间用 SNK

法比较。

2 结 果

2. 1 心肌超微结构改变 S 组:心肌肌原纤维排列

整齐,线粒体完整,嵴排列整齐,糖原颗粒丰富,核染

色体分布均匀(图 1A) ; IR组和 A IR组:心肌肌原纤

维排列紊乱, 肌丝有部分灶性溶解,肌质网和线粒体

肿胀、基质疏松、嵴排列紊乱(图 1B、1C) ; H IR组:心

肌细胞膜、细胞核基本正常,无明显细胞水肿,肌原纤

维较整齐,有个别松散区,线粒体均匀分布于肌原纤

维之间,膜较完整,嵴致密,偶见空泡形成(图 1D)。

图 1 各组心肌组织超微结构的改变

Fig 1 Ultrastructure of myocardial tissues in different groups

A: In S group, mu scle fibril s and cri stae were arranged in order, cytochondriome w as com plete, there w ere ab undan t glycogen g ranules, an d the

n uclear chr om atosome w as w ell dist rib uted. B, C: In I/ R and A I/ R gr ou p, cardiac muscle f ibril s and cri stae w ere in dis ord er, there w ere focus dis

s olves in myof ilam ents, sar coplasmic ret iculum and cytoch on driome w ere sw ollen, and the basilaris su bstan tia w as loose. D: In H ES+ I/ R group,

th e cardiac cel l membrane an d nuclear w er e fundamen tally in good status, there w as n o obvious cellular edema, muscle fibril s w ere arranged in or

der w ith individu al loose spots, cytochondriome w as well dist ribu ted in m uscle f ibrils , cel l membrane was complete and cri stae w as arranged in or

der, an d several vacuolation s w ere seen. Original magnificat ion: ∃ 15 000

2. 2 大鼠血清细胞因子的变化 结果(表 1)表明:

再灌注180 min, IR组、H IR组和 A IR组大鼠血清

T NF 、IL 1 浓度显著高于 S 组( P< 0. 05) , 但 H

IR组血清 T NF 、IL 1 水平上升程度不及 IR 组、
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A IR组( P< 0. 05) , IR组、A IR组无统计学差异。

2. 3 大鼠心肌组织 NF  B活性的变化 结果(表 1)

表明:再灌注 180 min, IR组、A IR组和 H IR组大鼠

心肌组织 NF  B活性显著高于S组( P< 0. 05) ,但H

IR组心肌组织 NF  B活性上升程度不及 IR组、A IR

组( P< 0. 05) , IR组、A IR组无统计学差异。

表 1 大鼠血清细胞因子及心肌组织 NF  B活性的变化

Tab 1 Changes of serum cytokine concentration and myocardiac NF  B activity

( n= 6, x ∀ s)

Group
TNF

!B / ( ng ml- 1)
IL 1

!B / (n g ml- 1 )

NF  B act ivity ( D450 value)

Bioin labeled p65 Un lab eled w ild p65 Unlabeled mutant p65

S 0. 07 ∀ 0. 01 29. 2 ∀ 5. 81 0. 567 ∀ 0. 120 0. 539 ∀ 0. 090 0. 589 ∀ 0. 122

IR 1. 81 ∀ 0. 18* 140. 8 ∀ 19. 4* 1. 989 ∀ 0. 392* 0. 527 ∀ 0. 089% 1. 973 ∀ 0. 411

A IR 1. 78 ∀ 0. 19* 139. 8 ∀ 21. 1* 1. 970 ∀ 0. 408* 0. 582 ∀ 0. 094% 2. 003 ∀ 0. 362

H IR 1. 02 ∀ 0. 17* & 93. 9 ∀ 15. 3* & 1. 486 ∀ 0. 249* & 0. 548 ∀ 0. 103% 1. 452 ∀ 0. 253

* P< 0. 05 v s S group; & P < 0. 05 v s IR group; % P < 0. 05 vs bioin labeled p65 in the s am e group

3 讨 论

I/ R损伤本质上是一种强烈的炎性损伤过程,心

脏 I/ R损伤模型 I/ R期间 NF  B的活化可能与 LAD

阻断及再灌注的无复流现象致心肌处于低氧状态有

关
[ 6 7]
。炎症细胞因子 TNF 、IL I 水平的增加和缺

氧均可激活 NF  B,活化的 NF  B迅速进入核内启动

炎症细胞因子、选择素和黏附分子的表达,再升高的

TNF 、IL 1 等进一步刺激NF  B,形成正反馈,导致

细胞因子水平不断升高
[ 8]
。抑制 NF  B的激活在 I/

R引起的心肌损伤中可能起一定程度的保护作用[ 2]。

因此,本研究尝试应用 HES 130/ 0. 4抑制 NF  B活

化,抑制炎症反应,拮抗心肌 I/ R损伤。

本研究结果发现H IR组心肌NF  B p65活性显

著低于 IR组和 A IR组,血清 TNF 、IL 1 浓度较 IR

组和 A IR组降低( P< 0. 05) ,证实 HES 130/ 0. 4可

抑制 NF  B活化,保护心肌功能。其发挥心肌保护作

用的机制与如下几个方面有关: ( 1) HES 130/ 0. 4可

通过抑制内皮活性,阻止中性粒细胞与黏附分子的黏

附,从而降低中性粒细胞与内皮的黏附作用
[ 9 11]
。( 2)

HES 130/ 0. 4可减少促炎细胞因子的释放
[ 2]
。( 3)

HES 130/ 0. 4可抑制中性粒细胞的呼吸爆发[ 12]。( 4)

HES 130/ 0. 4可抑制 NF  B的活性[ 6]。

综上所述, 羟乙基淀粉 130/ 0. 4能减轻缺血再

灌注所致心肌病理损伤,可能与其抑制 NF  B的活

性、减少促炎细胞因子的释放有关。
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