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!!'摘要(!目的!探讨辣椒素!*UB"对心脏缺血再灌注损伤的保护作用及可能机制*方法!"&只HW雄性大

鼠随机分为&组!'g$"$'对照组#(缺血再灌注组!]Z组"#)*UB干预缺血再灌注组!*UBp]Z组"#*辣椒素受

体拮抗剂辣椒平!*UBR"预处理后加 *UB干预缺血再灌注组!*UBRp*UBp]Z 组"*采用大鼠离体心脏

[2-.,-/45>>灌流方法#再灌注'%;1-末以左室发展压![aWB"和左室舒张末压![a9WB"评价心脏功能*测定再

灌注开始后前);1-冠脉流出液中乳酸脱氢酶![Ẁ "的含量*再灌注!"%;1-后取心脏#采用")')):氯化三苯基

四氮唑!JJ*"染色法评价心肌梗死面积的变化&̀ 9染色观察心肌纤维形态学变化&线粒体氧化应激检测试剂盒检

测超氧化物歧化酶!HVW"和丙二醛!NWU"*再灌注!%;1-取心脏组织#D,68,5-G<48检测细胞色素A和A26726,:'

蛋白表达*结果!与对照组相比#]Z组[a9WB升高)[aWB降低!B$%#%!"#心肌梗死面积增大!B$%#%!"#心肌

纤维排列紊乱#线粒体HVW活性降低)NWU质量摩尔浓度增加!B$%@%!"#冠脉流出液中[Ẁ 含量增多!B$

%#%!"#A26726,:')细胞色素A蛋白的表达量增加!B$%@%!"&与]Z组比较#*UBp]Z组[a9WB降低)[aWB部分

恢复!B$%@%!"#心肌梗死面积减小!B$%@%!"#心肌纤维断裂减少#线粒体HVW活性增加#NWU质量摩尔浓度减

少!B$%@%!"#冠脉流出液中[Ẁ 含量减少!B$%@%!"#A26726,:'和细胞色素A蛋白表达量降低!B$%@%!"&但

*UBR可阻断*UB的上述保护作用*结论!*UB可通过降低线粒体氧化应激减少缺血再灌注引起的细胞坏死和

凋亡#改善心脏功能#减轻大鼠离体心脏缺血再灌注损伤*

'关键词(!辣椒素!线粒体氧化应激!心脏缺血再灌注损伤
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!B$%@%!"#-,C,58+,<,66<,C,<64>[a9WB2-/ NWU288+,,-/4>5,7,5>0614-2-/[Ẁ =,5,/4=-:5,.0<28,/

;25?,/<F!B$%@%!"#8+,A4-8,-84>A26726,:'2-/AF84A+54;,A=,5,2<64/,A5,26,/!B$%@%!"@K;($B&8#;(J+,6,

5,60<86/,;4-68528,8+28*UBA2-60775,66,6A,<<2747846162-/-,A54616#2-/2<<,C128,+,258>0-A814-2-/A,<<

605C1C2<>54;16A+,;125,7,5>0614-1-E05F8+540.+288,-0281-.;184A+4-/512<4K1/281C,685,66@

'H,EI;=-8(!!*27621A1-!!N184A+4-/5124K1/281C,685,66!! ,̀25816A+,;125,7,5>0614-1-E05F

!!心肌缺血再灌注损伤是急性心肌梗死溶栓治

疗)冠状动脉成形术)心脏停跳手术过程中不可避免

的伴随事件#可导致心肌顿抑)心肌梗死)心律失常#

甚至因心衰而死
,!-*缺血再灌注损伤是影响愈后效

果的主要因素#如何防治和改善缺血再灌注损伤一

直是研究的热点*数十年来#有很多基础研究报道

了缺血再灌注损伤的机制#这些研究主要集中在钙

超载)氧自由基)炎症反应)内质网应激等方面," &-*

尽管基础研究取得了很大进展#但临床转化效率不

高)治疗效果不理想)可选择药物较少等问题仍亟待

解决*

近年来#离体或在体实验研究均发现#位于心脏

初级传入感觉神经纤维上的辣椒素受体!852-61,-8

5,A,7845748,-812<C2-1<<41/#JZBa!"在心脏缺血再

灌注损伤中具有保护作用
,) $-*JZBa!是一种非

选择性的配体门控阳离子通道#主要表达于支配心

脏和血管的感觉神经纤维神经元上
,S-*以往的研究

主要集中于JZBa!可感受热)疼痛等伤害性刺激#

并与炎症)咳嗽等多种病理过程相关,( Y-#目前#

JZBa!在心血管系统中的作用受到越来越多的研

究者的关注#但其对心肌缺血再灌注损伤具有保护

作用的机制尚不清楚*本研究拟采用离体心脏缺血

再灌注模型#探讨辣椒素在缺血再灌注心脏中的保

护作用及可能机制*

1!材料与方法

1@1!实验动物与试剂

成年雄性HW大鼠"&只#购于西安交通大学医

学院实验动物中心#体质量")%"'%%.*辣椒素

!*UB#作用浓度!%/;4<0[")辣椒平!*UBR#作用

浓度!%/;4<0["和 ")')):氯化三苯基四氮唑

!JJ*"购于H1.;2公司*乳酸脱氢酶![Ẁ "检测

试剂盒)丙二醛!NWU"检测试剂盒和超氧化物歧化

酶!HVW"检 测 试 剂 盒 均 购 自 南 京 建 成 公 司*

A26726,:')细胞色素A和3UBẀ 一抗均购自*HJ

公司* 5̂,G6:̀ ,-6,<,18!̂ `"灌流液的成分及含量

!;;4<0["$Q2*<!"%#̂ *<&@S#N.HV&!@"#*2*<"

!@")#̂ "̀BV&!@"#3<0A46,!!#Q2̀ *V'")*灌流

前)%;1-用体积分数为Y)%;[0[V" 和)%;[0[

*V" 混合气体持续向^`液中通气至实验结束#实

验过程中^`液温度始终保持在'Sn#7̀ 维持在

S@')"S@&)*

1@/!制备离体心脏灌流模型和实验分组

大鼠腹腔注射戊巴比妥钠!'%.0[#&%;.0?."

和肝素!)%%O0?."#麻醉后立刻开胸取心脏置于预

冷的^`液中*将主动脉根部固定于[2-.,-/45>>

灌流管口#̂ `液由主动脉口逆行灌注#实验过程中

灌注压始终维持在(% ;; .̀!!;; .̀g%#!''

?B2"*于左心耳处剪一小口#用乳胶球囊刺破二尖

瓣并将其插入左心室*调节球囊内的液体量使各组

平衡 期 左 室 舒 张 末 压 ![a9WB"维 持 在 %"

);; .̀#心脏平衡灌流!);1-#待其稳定后标记为

灌注开始*"&只大鼠随机分成&组!'g$"$对照

组)缺血再灌注组!]Z组")*UB干预缺血再灌注组

!*UBp]Z组"和*UBR预处理后加干预缺血再灌

注组!*UBRp*UBp]Z组"*对照组心脏用正常灌

流液持续灌注!S);1-&]Z组心脏稳定!%;1-#缺血

&);1-再灌注 !"% ;1-&*UBp]Z 组心脏稳定

S;1-#用含*UB的灌流液灌注';1-#缺血&);1-#

再灌注开始后用含*UB的灌流液灌注);1-#正常

灌流液灌注!!) ;1-&*UBRp*UBp]Z 组稳定

&;1-#用含*UBR的灌流液灌注';1-#然后用含

*UB的灌流液灌注';1-#缺血&);1-#再灌注开始

后用含*UBR的灌流液灌注);1-#再换为*UB的

灌流液灌注);1-#正常灌流液灌注!!%;1-*

1@J!心脏功能的测定

实验 全 程 记 录 [a9WB 和 左 室 收 缩 峰 压

![aBHB"*[aBHB和[a9WB的差值作为左室发

展压![aWB"*以再灌注'% ;1-末的 [aWB和

[a9WB评价心脏功能*

1@3!心肌梗死面积测定

实验结束后#立即取心脏于h"%n冻存!+&沿

纵轴将心脏切成厚度为!;;的均匀切片#共$片#

置于!%.0[ JJ* 溶液中#'S n水浴避光染色

"%;1-&体积分数为&P多聚甲醛固定过夜&第二天

用数码相机拍照#使用];2.,TB54软件双盲法测

S!S
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量心肌梗死面积*红色区为正常心肌#白色区为梗

死心肌#梗死面积比例为白色区面积占总面积!红色

区面积p白色区面积"的比例*

1Z5!Y9]检测

收集各组再灌注开始后前);1-冠脉流出液#

按照9[]HU试剂盒说明书操作#[Ẁ 的相对活性

以各组吸光值0对照组吸光值的比例表示*

1Z6!].染色

灌流结束以后#每组取相同部位左室心肌组织#

体积分数为&P多聚甲醛固定&(+#常规石蜡包埋)

切片#̀ 9染色观察心肌纤维的排列和心肌细胞膜

结构*

1Z2!线粒体 +97和"L9的检测

灌流结束以后#分别提取各组心肌线粒体#方法

如下$快速称取)%;.心肌组织#放入盛有)%%/[

BMH的!@);[离心管中#置于冰上并剪碎#$%%l,

&n离心"%6#弃上清#加入&%%/[含苯甲基磺酰

氟!BNHL"的线粒体分离试剂#冰上匀浆#!%%%l,

& n 离 心 ) ;1-#上 清 转 移 至 另 一 离 心 管 中#

!!%%%l,&n离心!);1-#所得沉淀即为线粒体*

按照线粒体 NWU和HVW检测试剂盒说明书操作#

检测 NWU质量摩尔浓度和HVW活性*

1Z4!b,8>,=(GB;>法检测$'8Q'8,OJ和细胞色素$

蛋白的表达

再灌注!%;1-时#取各组大鼠左室相同部位心

肌组织#称质量#提蛋白#并用M*U法进行蛋白定

量#蛋白样品在沸水中煮S;1-&配置!"%.0[HWH:

BU39分离胶#每孔')/.细胞蛋白样品上样#置于

电泳缓冲液中电泳#恒压Y%a转膜$%;1-#将蛋白

转至BaWL膜*将目的条带切下#用JMHJ配制的

)%.0[脱脂奶粉室温封闭"+#封闭后用A26726,:'

和细胞色素A以及3UBẀ 一抗!稀释度均为!o

!%%%"&n孵育过夜&第二天#JMHJ洗膜#用 `ZB

标记的羊抗兔和鼠二抗!稀释度为!o)%%%"室温孵

育"+#JMHJ 洗膜#9*[ 显色#曝光后扫描#用

];2.,T 图 像 分 析 软 件 进 行 光 密 度 分 析*以

3UBẀ 作为内参*以目的蛋白与内参蛋白光密度

值的比值作为目的蛋白的相对表达量*

1@S!统计学方法

结果用&Of;表示*多组间比较采用单因素方

差分析!V-,:=2FUQVaU"#组间两两比较采用

J0?,F检验#B$%@%)为差异有统计学意义*

/!结果

/@1!各组大鼠心脏功能的变化

结果见表 !*平衡稳定期#各组大鼠心脏

[a9WB和[aWB差异无统计学意义&对照组大鼠

心脏正常^`液持续灌注至实验结束#心功能基本

保持不变&]Z组大鼠心脏再灌注'%;1-末#与对照

组相比#[a9WB升高#[aWB降低!B$%@%!"&与

]Z组比较#*UBp]Z组大鼠心脏再灌注'%;1-后

[a9WB降低#[aWB得到改善!B$%@%!"#但与对

照组比较差异仍有统计学意义!B$%@%)"&而

*UBR可阻断*UB对心脏功能的改善作用*

/Z/!各组大鼠心肌梗死面积和冠脉流出液中Y9]

的变化

JJ*染色结果!图!#表""可见#对照组大鼠心

脏灌注末#未出现心肌梗死&]Z组大鼠心肌梗死面

表1!再灌注J0?#(末各组大鼠Y_9A和Y_.9A水平!??]:

<'GB,1!<%,B,*,B;@Y_9A'(-Y_.9A'>J0?#(;@=,Q,=@&8#;(!??]:

]-/,K
*4-854<.5407

!'g$"
]Z.5407
!'g$"

*UBp]Z.5407
!'g$"

*UBp*UBRp]Z
.5407!'g$"

[aWB Y(@'!f'@)S Y@$&f"@")" ')@"(f(@$&"#. !%@'"f'@!""##

[a9WB '@)%f%@!S S%@('f&@')" ")@$Sf'@S$"#. $S@!Sf'@)""##

!!" B$%#%)#C6@A4-854<.5407&.B$%#%)#C6@]Z.5407&#B$%#%)#C6@*UBp]Z.5407

积增加!B$%@%!"&与]Z组比较#*UBp]Z组大鼠

心肌梗死面积减少!B$%@%!"&*UBR可阻断*UB

减小心肌梗死面积的作用*[Ẁ 检测结果!表""

显示#与对照组相比#]Z组大鼠冠脉流出液中[Ẁ

含量升高!B$%@%!"&与]Z组相比#*UBp]Z组大

鼠冠脉流出液中[Ẁ 含量降低!B$%@%!"#但与对

照组比较差异仍有统计学意义!B$%#%)"&*UBR

同样可阻断*UB减少[Ẁ 释放的作用*

/@J!各组大鼠心肌纤维结构的变化

9̀染色结果!图""可见#对照组心肌纤维排列

整齐#细胞膜结构完整#界限清晰&]Z组心肌纤维断

裂明显#心肌细胞排列紊乱#细胞膜破损&*UB可明

显改善]Z心肌纤维的断裂并减少细胞膜的破损&

而*UBRp*UBp]Z组心肌纤维断裂及细胞膜破

损明显*

/@3!各组大鼠心脏线粒体氧化应激程度的变化

结果见表'*与对照组相比#]Z组线粒体中

NWU增加#HVW活性降低!B$%@%!"&*UB可减少

(!S
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图1!<<K染色图!!!图/!各组大鼠心肌].染色* /̀00

F#:1!<<K8>'#(#(:;@%,'=>8B#$,8!!!F#:/!+E;$'=-#'B].8>'#(#(:@;=,'$%:=;&QZ /̀00

U$*4-854<.5407&M$]Z.5407&*$*UBp]Z.5407&W$*UBRp*UBp]Z.5407

表/!各组心肌梗死面积比例和Y9]的释放

<'GB,/!<%,Q,=$,(>':,;@#(@'=$>8#[,'(-Y9]=,B,'8,#(,'$%:=;&Q

]-/,K
*4-854<.5407

!'g$"
]Z.5407
!'g$"

*UBp]Z.5407
!'g$"

*UBp*UBRp]Z
.5407!'g$"

]->25A861e,0P %@'%f%@%$ &S@)%f)@"%" !!@$%f'@S%"#. &)@!%f&@)%"##

[Ẁ 0!;O0;[" %@&%f%@%) !"@")f"@"(" !@"'f%@&""#. !!@'Sf!@S'"##

!!" B$%#%)#C6@A4-854<.5407&.B$%#%)#C6@]Z.5407&#B$%#%)#C6@*UBp]Z.5407

表J!各组大鼠心肌 +97质量摩尔浓度和"L9活性的变化

<'GB,J!+#>;$%;(-=#'B+97$;(>,(>'(-"L9'$>#*#>E#(,'$%:=;&Q

]-/,K
*4-854<.5407

!'g$"
]Z.5407
!'g$"

*UBp]Z.5407
!'g$"

*UBp*UBRp]Z
.5407!'g$"

NWU0!-;4<0;." %@()f%@!S "@"%f%@'!" !@"(f%@!)"#. "@%Sf%@"'"##

HVW0!O0;." '%@)%f'@!' !"@'%f"@(S" "'@$%f&@%$"#. !'@)%f"@)""##

!!" B$%#%)#C6@A4-854<.5407&.B$%#%)#C6@]Z.5407&#B$%#%)#C6@*UBp]Z.5407

图J!各组大鼠心肌组织中$'8Q'8,OJ和细胞色素$蛋白的表达

F#:J!<%,,XQ=,88#;(;@$'8Q'8,OJ'(-$E>;$%=;?,$#(,'$%:=;&Q

2$*4-854<.5407&G$]Z.5407&A$*UBp]Z.5407&/$*UBRp*UBp]Z.5407@" B$%#%)#C6@A4-854<.5407&.B$%#%)#C6@]Z

.5407&#B$%#%)#C6@*UBp]Z.5407

]Z处理引起的线粒体 NWU增多!B$%@%)"#并增

加线粒体HVW活性!B$%@%)"#但与对照组比较差

异仍有统计学意义!B$%#%)"&*UBR可阻断*UB

降低氧化应激的作用*

/Z5!各组大鼠心肌中$'8Q'8,OJ和细胞色素$表达

的变化

Y!S
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结果见图'*与对照组相比#]Z组大鼠心肌组

织中的A26726,:'和细胞色素A蛋白表达升高!B$

%@%!"&与 ]Z 组 相 比#*UBp]Z 组 大 鼠 心 肌

A26726,:'和细胞色素A蛋白表达减少!B$%@%!"#

但与对照组比较差异仍有统计学意义!B$%#%)"&

*UBR可阻断*UB对A26726,:'和细胞色素A蛋白

表达的抑制作用*

J!讨论

心肌细胞缺血一定时间后会产生不同程度的损

伤#及时恢复缺血心肌的血液供应可得到改善#然

而#恢复血液供应后#缺血心肌的损伤不但没有减

轻#反而进一步加重#最终形成不可逆损伤#即心肌

缺血再灌注损伤
,&-*缺血再灌注损伤已经成为临床

上限制急性心肌梗死溶栓疗法)冠脉血管成形术等

治疗手段术后效果的重要因素*目前#对心脏的神

经生物学调节与缺血再灌注损伤的关系研究较少*

*UB是辣椒中所含的主要成分#其可特异性激

活JZBa!受体#具有预防心血管疾病)治疗支气管

炎)止痛)抗癌等多种药理学作用*JZBa!受体广

泛分布于哺乳动物的感觉神经纤维#尤其是无髓鞘

的*类和部分少髓鞘的U7类纤维
,!%-#在心血管系

统#JZBa!受体主要分布在初级感觉神经纤维和

心肌细胞中
,!! !"-#有研究证明#使用 *UB激活

JZBa!受体可对缺血再灌注损伤起到保护作

用
,$-#而药理方法阻断或者基因敲除JZBa!受体

会加重缺血再灌注损伤
,)-*JZBa!受体在心血管

疾病中的作用逐渐得到关注#然而#其具体机制仍不

清楚*

本实验采用大鼠离体心脏灌流方法#建立缺血

再灌注损伤模型#结果发现#给予*UB干预的]Z组

大鼠心脏#再灌注末心脏功能得到明显改善#心肌梗

死面积显著减小#细胞凋亡相关蛋白表达量显著减

少&而用*UBR阻断 JZBa!受体后#可抑制*UB

的保护作用#说明*UB可通过激活JZBa!受体起

保护作用#本实验结果支持了以往的研究结论*同

时#本研究还发现#*UB干预]Z组大鼠心脏线粒体

氧化应激程度比]Z组明显降低#同样#*UBR可消

除*UB的这一作用*这些结果提示#*UB对心脏

缺血再灌注损伤的保护作用可能是通过降低线粒体

内的氧化应激水平#改善线粒体功能#减少细胞凋亡

实现的*

总之#本研究证实*UB可以明显降低缺血再灌

注引起的线粒体氧化应激损伤#减少细胞凋亡#改善

心脏功能#减轻大鼠离体心脏缺血再灌注损伤#是一

种潜在的治疗缺血再灌注心肌损伤的保护药物*然

而#如何有效的将作用机制已知的*UB转化成为临

床治疗药物#需要更进一步的研究#这也将为临床治

疗和防治心肌缺血再灌注损伤提供新的策略*
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