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　　［摘要］　目的　探讨中性粒细胞弹性蛋白酶（ＮＥ）抑制剂西维来司钠对体外循环（ＣＰＢ）中犬缺血再灌注损伤心肌线粒体功
能的保护作用。方法　１２只犬随机分为对照组（Ｃ组，ｎ＝６）和西维来司钠组（Ｓ组，ｎ＝６），建立ＣＰＢ心肌缺血再灌注损伤模型。
Ｓ组于ＣＰＢ前静脉注射西维来司钠（４０ｍｇ／ｋｇ），Ｃ组静脉注射等量生理盐水。分别于ＣＰＢ前、阻断主动脉６０ｍｉｎ和开放主动脉

６０ｍｉｎ时，测定血浆ＮＥ、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）浓度以及心肌线粒体三磷酸腺苷（ＡＴＰ）、谷胱甘肽过氧

化物酶（ＧＳＨＰｘ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）、丙二醛（ＭＤＡ）含量、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）水平、线粒体肿胀

度（ＭＳＤ）和线粒体含量。于ＣＰＢ前和开放主动脉３０、６０ｍｉｎ时测定血流动力学指标。结果　Ｓ组在阻断主动脉６０ｍｉｎ和开放
主动脉６０ｍｉｎ时ＡＴＰ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＭＳＤ和线粒体含量均高于Ｃ组（Ｐ＜０．０１），而ＮＥ、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＤＡ和 ＭＰＯ均

低于Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。与ＣＰＢ前相比，开放循环后Ｃ组ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均下降（Ｐ＜０．０１）；Ｓ组在开放３０ｍｉｎ时ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均降

低（Ｐ＜０．０５），在开放６０ｍｉｎ时ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均恢复至ＣＰＢ前水平。开放循环期间Ｓ组ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均高于同期Ｃ组（Ｐ＜

０．０１）。结论　西维来司钠可明显提高犬缺血再灌注损伤心肌线粒体抗氧化能力，改善心肌能量代谢。
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　　体外循环（ｃａｒｄｉｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｂｙｐａｓｓ，ＣＰＢ）过程中活化中

性粒细胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，ＰＭＮ）释放的中性

粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ）介导的全身性炎

症反应及脂质过氧化反应是引起心肌线粒体功能障碍的主

要因素之一［１］，明显影响转流后心脏功能的恢复。本研究在

ＣＰＢ前静脉注射ＮＥ抑制剂西维来司钠，观察犬心肌线粒体

功能的变化，探讨其对缺血再灌注损伤心肌线粒体的保护作

用及可能机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　西维来司钠和三磷酸腺苷（ＡＴＰ）标

准品（美国Ｓｉｇｍａ公司）；犬中性粒细胞弹性蛋白酶（ＮＥ）、ＩＬ

１β、ＴＮＦα定量ＥＬＩＳＡ试剂盒（法国Ｄｉａｃｌｏｎｅ公司）；丙二醛

（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）、

谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）和髓过氧化物酶（ＭＰＯ）试

剂盒（南京建成生物工程研究所）。

１．２　实验分组及动物模型的建立　成年健康杂种犬１２只

（四川大学实验动物中心提供），体质量１２～１８ｋｇ，雌雄不

限，手术当日晨禁食，随机分为对照组（Ｃ组，ｎ＝６）和西维来

司钠组（Ｓ组，ｎ＝６）。两组动物腹腔内注射２．５％戊巴比妥

钠２５ｍｇ／ｋｇ麻醉，气管内插管后连接呼吸机行机械通气，经

右股动、静脉插管作动脉压（ＡＢＰ）、中心静脉压（ＣＶＰ）监测，

右颈内静脉插入５Ｆ四腔ＳｗａｎＧａｎｚ漂浮导管。两组动物均

模拟临床开胸，连接Ｓａｒｎｓ５０００型人工心肺机（美国３Ｍ 公

司）及科威９７型鼓泡式氧合器动、静脉管道（以复方氯化钠

及羟乙基淀粉各５００ｍｌ预充）建立ＣＰＢ心肌缺血再灌注模

型：转机流量为６０～８０ｍｌ／（ｍｉｎ·ｋｇ），血液温度维持在

２８～３０℃，稳定转机５ｍｉｎ后阻断升主动脉，主动脉根部灌

入４℃ Ｓｔ．Ｔｈｏｍａｓ停搏液（１０ｍｌ／ｋｇ），阻断升主动脉６０

ｍｉｎ，开放升主动脉后观察循环情况６０ｍｉｎ。Ｓ组于ＣＰＢ前

５ｍｉｎ经静脉注射西维来司钠４０ｍｇ／ｋｇ，Ｃ组经静脉注射等

量生理盐水。

１．３　观察指标　分别于ＣＰＢ前、阻断６０ｍｉｎ和开放６０ｍｉｎ
时采集静脉血。采用ＥＬＩＳＡ法定量测定静脉血浆ＮＥ、ＩＬ１β
和ＴＮＦα浓度。分别于ＣＰＢ前、阻断６０ｍｉｎ和开放６０ｍｉｎ
时分别取左心室前壁心肌，一部分置超声匀浆器中，４℃下用

生理盐水制成１０％组织匀浆，６００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液

于－８０℃冰箱冻存，采用ＬＣ１０ＡＶＰ型高效液相色谱仪（日

本岛津公司）ＨＰＬＣ法测定ＡＴＰ；一部分进行电镜检查，参照

Ｆｌａｍｅｎｇ等［２］分级法计算心肌细胞０～Ⅰ级线粒体含量

（％）；另一部分采用差速离心法提取心肌线粒体［３］：心肌组

织块称质量后，按１９（Ｗ／Ｖ）加入分离液（包括０．２２５
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ｍｏｌ／ＬＤｍａｎｎｉｔｏｌ，０．０７５ｍｏｌ／Ｌｓｕｃｒｏｓｅ，０．０５ｍｏｌ／ＬＥＤ

ＴＡ，１０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．４），置于０～４℃冰浴中的烧

杯内，快速剪碎心肌组织块，以超声匀浆器匀浆，６００×ｇ４℃
低温离心５ｍｉｎ，取上清液，分离液悬浮沉淀，再次超声匀浆，

６００×ｇ４℃低温离心５ｍｉｎ，重复２次。４次离心所得到的上

清液再以１００００×ｇ４℃低温离心１０ｍｉｎ，沉淀即为线粒体；

用分离液重悬后，以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）为标准品，考马斯

亮蓝法测定线粒体悬液蛋白浓度，分别取１００ｇ／Ｌ的线粒体１

ｍｌ测定 ＭＰＯ和 ＭＤＡ，分别取１０ｇ／Ｌ的线粒体５０μｌ测定

ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ。参照文献［４］测定线粒体悬液５２０ｎｍ处

光密度值，作为线粒体肿胀的指标。ＮＥ、ＩＬ１β、ＴＮＦα、

ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＭＰＯ和 ＭＤＡ按试剂盒操作说明测定。应

用心脏电脑多功能监护仪（Ｓｉｒｅｃｔｅｒ９６０型）于ＣＰＢ前、开放

３０ｍｉｎ及６０ｍｉｎ时经ＳｗａｎＧａｎｚ漂浮导管热稀释法测定心

输出量（ｃａｒｄｉａｃｏｕｔｐｕｔ，ＣＯ），并计算心脏指数（ｃａｒｄｉａｃｉｎｄｅｘ，

ＣＩ）和每搏量（ｓｔｒｏｋｅｖｏｌｕｍｅ，ＳＶ）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据资料以

珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用成组ｔ检验，组内比较采用配对ｔ检

验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＮＥ、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＰＯ和 ＭＤＡ变化　结果（表１）表

明：与ＣＰＢ前相比，阻断后各时点 Ｃ组 ＮＥ、ＩＬ１β、ＴＮＦα、

ＭＰＯ和 ＭＤＡ逐渐升高（Ｐ＜０．０１），均在开放６０ｍｉｎ时达最

高值（Ｐ＜０．０１）；Ｓ组ＮＥ、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＰＯ和 ＭＤＡ在阻断

期间无明显升高，开放后虽不同程度升高（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１），且与Ｃ组组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　心肌线粒体 ＡＴＰ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＳＯＤ、ＭＳＤ 和

０～Ⅰ级线粒体含量变化　结果（表１）表明：线粒体肿胀引起

其浊度降低，表现为５２０ｎｍ处光密度值下降。阻断６０ｍｉｎ
和开放６０ｍｉｎ时Ｃ组ＡＴＰ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＳＯＤ、ＭＳＤ和

０～Ⅰ级线粒体含量均较ＣＰＢ前降低（Ｐ＜０．０１），阻断６０

ｍｉｎ时Ｓ组ＡＴＰ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＳＯＤ、ＭＳＤ和０～Ⅰ级线

粒体含量均较ＣＰＢ前降低（Ｐ＜０．０５），Ｓ组在开放６０ｍｉｎ时

ＡＴＰ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＳＯＤ、ＭＳＤ和０～Ⅰ级线粒体含量

均恢复至ＣＰＢ前水平。阻断６０ｍｉｎ和开放６０ｍｉｎ时Ｓ组

ＡＴＰ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＳＯＤ、ＭＳＤ和０～Ⅰ级线粒体含量

均高于Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组ＮＥ、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＰＯ、ＡＴＰ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ、ＭＤＡ、ＭＳＤ和０～Ⅰ级线粒体含量的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

指　标 组别 ＣＰＢ前 阻断６０ｍｉｎ 开放６０ｍｉｎ

ＮＥρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１） Ｃ ５．３６±１．７２ ５７．２８±１０．２４ ８５．４６±１９．４２

Ｓ ４．８１±１．５６ ７．６５±３．４４△△ ２４．９１±８．１９△△

ＩＬ１βρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１） Ｃ ４９．７２±２０．３７ １６０．４５±３２．７４ ２０４．１２±４１．５７

Ｓ ５３．１６±１９．４３ ７５．４２±２１．３６△△ １０８．６２±３２．７１△△

ＴＮＦαρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１） Ｃ １１０．２３±２２．１９ １６０．４８±３１．２７ ２４３．７１±２５．６５

Ｓ １１９．３６±２４．５２ １２８．１５±２２．１９△△ １５７．７３±２８．６４△△

ＭＤＡｍＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） Ｃ ０．７２±０．０７ ３．５７±０．１４ ５．６２±０．１９

Ｓ ０．８４±０．０８ １．１２±０．０６△△ ２．２３±０．０７△△

ＭＰＯｚＢ／（ＡＵ·ｇ－１） Ｃ ０．４２±０．３６ ３．４８±０．６７ ５．８６±１．５５

Ｓ ０．４５±０．７４ ０．５１±０．２９△△ １．８９±０．６５△△

ＡＴＰ（μｍｏｌ·ｇ－１） Ｃ ７．６８±０．５２ ３．８６±０．４４ ４．９２±０．３７

Ｓ ８．５９±０．７６ ６．５７±０．７１△△ ７．９６±０．５４△△

ＳＯＤｚＢ／（ＡＵ·ｍｇ－１） Ｃ ８．２５±０．７４ ５．３６±０．３９ ６．１７±０．５４

Ｓ ８．６７±０．８１ ７．２２±０．７２△△ ８．３１±０．６３△△

ＧＳＨＰｘｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） Ｃ ６４．５３±２０．４９ ３６．８３±１６．７７ ４０．２８±２２．１９

Ｓ ６６．７５±１９．５４ ４９．４７±２１．３８△△ ６２．３２±２５．４５△△

ＴＡＯＣｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１） Ｃ ４６．２５±９．５３ ２７．５２±７．２６ １４．５９±５．１３

Ｓ ４３．８２±７．３４ ３５．６１±８．２４△△ ４１．２７±８．３６△△

ＭＳＤ Ｃ ９．５２±２．１８ ６．７１±１．２３ ３．５１±０．８３

Ｓ ９．１１±１．８５ ７．９３±２．５６△△ ８．８４±２．４９△△

０～Ⅰ级线粒体含量（％） Ｃ ９８．１５±１．６２ ８０．１７±２．６５ ５７．３６±９．４２

Ｓ ９７．３９±１．７６ ８９．７４±３．０８△△ ９３．５９±５．４１△△

　Ｃ：对照组；Ｓ：西维来司钠组．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＣＰＢ术前相比；△△Ｐ＜０．０１与Ｃ组相比

２．３　ＣＯ、ＣＩ、ＳＶ的变化　结果（表２）表明：与ＣＰＢ前比较，开

放循环后Ｃ组ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均下降（Ｐ＜０．０１）；Ｓ组在开放３０

ｍｉｎ时ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均较ＣＰＢ前降低（Ｐ＜０．０５），在开放６０

ｍｉｎ时ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均恢复至ＣＰＢ前水平；开放循环期间Ｓ组

ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ均高于同期Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　ＣＰＢ期间心肌线粒体功能障碍与活化ＰＭＮ引起的全身

性炎症反应及脂质过氧化反应密切相关［５］。ＮＥ是活化

ＰＭＮ释放的一种炎性因子，过量释放时不仅能够引起组织
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损伤，还可激活信号转导引起全身性炎症反应及脂质过氧化

反应［６］。联合测定 ＭＰＯ活性与 ＭＤＡ含量可准确反映组织

内ＰＭＮ的活化程度［７］。ＩＬ１β是主要由ＰＭＮ合成分泌的

一种促炎性细胞因子，可介导全身性炎症过程引起ＰＭＮ与

内皮细胞的黏附增加［８］。ＴＮＦα的大量释放可激活细胞因

子级联反应，并通过破坏线粒体功能引起缺血后心肌细胞凋

亡及心肌收缩功能障碍［９］。心脏功能的维持有赖于充足的

ＡＴＰ供给，ＡＴＰ及０～Ⅰ级线粒体含量持续下降与术后心脏

功能不全密切相关［１０］。

表２　各组ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

指标 组别 ＣＰＢ前 开放３０ｍｉｎ 开放６０ｍｉｎ

ＣＯ（Ｌ·ｍｉｎ－１） Ｃ １．４８±０．１１ ０．６２±０．０４ ０．７７±０．０８

Ｓ １．５２±０．１３ ０．８１±０．０４△△ ０．９８±０．０９△△

ＣＩ（Ｌ·ｍｉｎ－１·ｍ－２） Ｃ ２．１４±０．１８ １．２２±０．１８ １．１３±０．０８

Ｓ ２．１６±０．２１ １．８５±０．１４△△ ２．０４±０．２５△△

ＳＶ（ｍｌ／ｂｅａｔ） Ｃ １０．５２±１．３５ ５．３９±０．５１ ８．６４±０．５９

Ｓ １０．８３±０．７６ ８．１５±０．９４△△ ９．９７±０．７３△△

　Ｃ：对照组；Ｓ：西维来司钠组．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＣＰＢ术前相比；△△Ｐ＜０．０１与Ｃ组相比

　　本研究结果表明，ＣＰＢ期间不仅可引起循环 ＮＥ、ＩＬ１β
和ＴＮＦα浓度明显升高，而且心肌缺血再灌注还可造成线粒

体内 ＭＰＯ活力与 ＭＤＡ含量显著上升，与此同时，心肌线粒

体肿胀程度明显增加且０～Ⅰ级线粒体含量、ＣＯ、ＣＩ和ＳＶ
显著降低。这说明ＣＰＢ期间血液接触人工管道及心脏缺血

再灌注等因素均可通过刺激ＰＭＮ活化并大量释放 ＮＥ产生

多重效应，引起全身性炎症反应及脂质过氧化反应扩大，损

害心肌线粒体结构，造成心输出量下降。

　　ＳＯＤ、ＴＡＯＣ和ＧＳＨＰｘ水平可准确反映心肌线粒体氧

化与抗氧化平衡状态［１１］。本研究结果表明，缺血再灌注过程

中心肌线粒体ＳＯＤ、ＴＡＯＣ和ＧＳＨＰｘ水平明显降低，提示

缺血再灌注心肌线粒体氧化与抗氧化状态的明显失衡可能

延缓术后心脏功能恢复。

　　西维来司钠能够特异性抑制活化ＰＭＮ释放ＮＥ［１２］。本

研究结果表明，ＣＰＢ前静脉注射西维来司钠４０ｍｇ／ｋｇ可降

低循环ＮＥ、ＩＬ１β及ＴＮＦα浓度，抑制缺血再灌注心肌线粒

体内 ＭＰＯ活力与 ＭＤＡ含量增高，与此同时，还可增加心肌

线粒体ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＧＳＨＰｘ、ＡＴＰ水平及心肌细胞０～Ⅰ
级线粒体含量，减轻心肌线粒体肿胀程度并促进ＣＯ、ＣＩ和

ＳＶ的迅速升高。结果提示ＣＰＢ前静脉注射西维来司钠可能

通过抑制心肌缺血再灌注过程中活化ＰＭＮ释放ＮＥ，以减少

ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＰＯ和 ＭＤＡ的产生及减轻其引起全身炎症

反应及脂质过氧化反应，进而减少心肌线粒体内源性抗氧化

物质（ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ）的消耗，稳定心肌线粒体氧化与抗氧化

平衡，从而促进ＣＰＢ后心脏功能的快速恢复。
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