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不同剂量瑞舒伐他汀对心肌缺血再灌注损伤大鼠
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目的
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探讨不同剂量瑞舒伐他汀对心肌缺血再灌注损伤"

2:>:

%大鼠心肌细胞凋亡的影响&

方法
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大鼠
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瑞舒伐他汀高剂量"
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%组!采用结扎冠状动脉左前降支法建立
2:>:

模型!观察大鼠血流动力学参

数及心肌细胞超微结构$免疫组织化学法和
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#是急性心肌梗死致死&致残

的主要病因$因此减轻
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是一种治疗缺血性心脏

病的重要手段%瑞舒伐他汀在降低血脂&改善动脉粥

样硬化同时具有抗炎&抗氧化&抑制细胞凋亡及调节

免疫反应等功能.
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否呈剂量依赖性$需进一步研究%本研究通过观察不

同剂量瑞舒伐他汀预处理对
2:>:

大鼠心肌细胞的超

微结构及心肌细胞凋亡的影响$进一步探讨瑞舒伐他

汀对于
2:>:

的保护作用%
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材料与方法
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药品与试剂
!

瑞舒伐他汀!
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#购自阿斯利

康制药有限公司*半胱氨酸天冬氨酸蛋 白 酶
=&

!
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+-3=&

#兔抗多克隆抗体购自北京博奥森生物技

术有限公司*
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免疫组织化学试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术公司*

O9>

引物由上海生工生物工程技

术公司合成%
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实验动物
!

健康成年清洁级雄性
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大鼠
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只$体质量!
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$购自北京维通利华实验动
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$生产合格证
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方法
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动物分组及
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模型建立
!

将
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只大鼠适

应性喂养
!

周后$分为假手术!

8P+N

#组&

2:>:

组&

2:>:?

瑞舒伐他汀低剂量 !

2:>:?>1-=H

#组&

2:>:?

瑞舒伐他汀高剂量!

2:>:?>1-=M

#组$每组

!(

只%

2:>:?>1-=H

组&

2:>:?>1-=M

组于造模前

第
6

天开始$分别每天空腹给予瑞舒伐他汀
$

&
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U
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!生理盐水溶解#灌胃
!

次$

8P+N

组及
2:>:

组给

予同体积生理盐水%采用结扎冠状动脉左前降支的

方式建立
2:>:

模型%
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戊巴比妥钠!
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U
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b
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#腹

腔注射麻醉大鼠$连接小动物呼吸机辅助通气$连接

心电图记录
-

导联心电图%沿胸骨左缘开胸$暴露心

脏$在左心耳下
'

#

&NN

处用穿有圆形空心塑料套管

的医用缝线结扎$使套管压迫动脉造成冠状动脉血流

阻断%血流阻断成功的标准)以阻断的动脉远端心肌

出现苍白$心电图
8)

段抬高作为冠状动脉血流阻断

成功的判断标准%心肌缺血
&(N0,

后$将结扎线剪

开$再灌注
!'(N0,

$再灌注中观察心脏表面颜色转

红$

8)

段下降为再灌注成功%

8P+N

组只穿线不结扎

冠状动脉%

!;#;"

!

血流动力学测定
!

采用
GH=7'(

多媒体生物

信号记录仪进行血流动力学测定$再灌注后经右颈总

动脉逆行插管至左心室$记录血流动力学参数包括左

心室舒张末压!
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#$左心室内压最大上升和下

降速率!
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V
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#等%
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心肌组织超微结构的观察
!

再灌注结束后$

迅速剪下心脏$取
!NN

& 大小的左心室心肌数块经

!(I

锇酸溶液固定后$按电镜常规技术进行脱水&包

埋处理$采用乙酸钠与枸橼酸铅进行双重染色$在透

射电镜下观察心肌细胞超微结构的改变%
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免疫组织化学法检测
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蛋白的表

达
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按照试剂盒操作说明书采用免疫组织化学法进

行检测%

+

抗
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多克隆抗体稀释浓度为
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%采用
20K,Y

图像分析系统在
'((

倍显微镜下对

免疫阳性结果进行半定量分析$以免疫阳性产物面积

与视野面积的比值表示该抗原的相对表达水平%每

只动物任选
&

张切片$每张切片选取
7

个视野$取平

均值%
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法检测
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#上游
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物
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!扩增

产物
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#%取大鼠缺血处心肌组织
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$按照

说明书提取组织总
>F@

进行反转录%

O9>

扩增后

进行电泳%采用
d/+,Y0Y

W

B,3=X7;#;'

软件对结果进

行分析%

!;$
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统计学处理
!

采用
8O88'!;(

软件进行数据分

析$计量资料以
ICC

表示$组间比较用采用单因素方

差分析$以
!

$

(;($

为差异有统计学意义%

"
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结
!!

果
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各组大鼠血流动力学参数的比较
!

与
8P+N

组

比较$
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组大鼠
HKQAO

明显升高$

C4

V

-

4YN+S

明显降低$差异有统计学意义!
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$
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#*与
2:>:

组

比较$

2:>:?>1-=H

组&

2:>:?>1-=M

组大鼠
HK=

QAO

明显下降$

C4

V
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4YN+S

明显上升$差异有统计学

意义 !
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$
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2:>:?>1-=M

组以上变化较

2:>:?>1-=H

组更明显$差异有统计学意义!
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#$见表
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各组大鼠心肌细胞的超微结构的比较
!

8P+N

组心肌纤维排列整齐$肌小节结构完整$线粒体膜连

续完整$线粒体嵴呈平行排列%

2:>:

组心肌细胞出

现明显肿胀$肌膜出现断裂甚至缺损$肌丝出现断裂

或溶解$线粒体肿胀&部分膜破裂$有部分线粒体嵴出

现溶解&消失$甚至呈现空泡化$细胞核肿胀$染色质

边集&凝聚%

2:>:?>1-=H

组和
2:>:?>1-=M

组心

肌细胞损伤较
2:>:

组减轻$肌纤维略显规则$心肌线

粒体形态结构改变较
2:>:

组明显减轻%与
2:>:?

>1-=H

组比较$

2:>:?>1-=M

组线粒体肿胀及心肌细

胞的损伤减轻更明显$见图
!
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各组大鼠心肌组织
5+-

V

+-3=&

蛋白表达的比

较
!
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V

+-3=&

免疫阳性产物为棕黄色细颗粒物$沉积

于心肌细胞质中%与
8P+N

组比较$

2:>:

组大鼠心

肌组织
5+-

V

+-3=&

蛋白表达明显增高$差异有统计学

意义!
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#*与
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组比较$

2:>:?>1-=H

组&
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组大鼠心肌组织
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蛋白表达

出现降低!
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#$其中
2:>:?>1-=M

组降低更

为明显$差异有统计学意义!
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#$见图
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免疫组织化学染色检测各组大鼠左心室心肌组织
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检测各组大鼠左心室心肌组织
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表达
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各组大鼠心肌组织
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+-3=&N>F@

表达的比

较
!

与
8P+N

组比较$
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组大鼠心肌组织
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表达明显增高$差异有统计学意义!
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表达 出现 减少 !

!
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(;($

#$其中
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组减少更为明显$差异有

统计学意义!
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#$见图
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近年来研究表明$

2:>:

引起的心肌损伤是一个

多途径&多信号通路参与的复杂病理过程$其中心肌

细胞过氧化造成大量氧自由基的堆积$心肌细胞的凋

亡及自噬&钙超载&能量代谢障碍等病理过程均造成

心肌进一步的损伤.

&=$

/

%其中心肌细胞凋亡是心肌组

织学损害的最终发病环节$是导致心肌纤维化&心室

重塑&心律失常及心力衰竭发生的重要因素.

#=6

/

%因

此$能否有效地减少心肌细胞的凋亡是衡量
2:>:

预

后的关键%本研究通过透射电镜观察大鼠出现
2:>:

后心肌细胞的超微结构$发现
2:>:

组心肌细胞出现

线粒体的损伤$细胞核的肿胀等细胞凋亡的迹象%通

过血流动力学检测发现心肌再灌注后大鼠心室功能

出现了恶化$提示
2:>:

后出现的心肌细胞的凋亡可

能是导致心室功能下降的重要因素之一%

心肌细胞凋亡是一种受基因调控的主动的程序

化的细胞死亡方式$是由
5+-

V

+-3

家族成员介导的蛋

白酶级联反应过程$其中
5+-

V

+-3=&

是凋亡过程中的

关键执行蛋白.

%

/

%细胞凋亡发生时$促凋亡基因释放

增加$促进细胞色素
9

进入线粒体激活
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V

+-3="

$进
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而活化
5+-

V

+-3=&

$活化的
5+-

V

+-3=&

可通过激活核因

子&

AF@

裂解酶等途径引起细胞内多种蛋白酶复合

体破坏$最终诱导细胞凋亡的发生.

"=!(

/

$因此减少

5+-

V

+-3=&

的表达对于抑制缺血再灌注引起的心肌细

胞凋亡$改善心室功能具有重要意义%

瑞舒伐他汀可通过抑制甲基戊酸的生成$进而抑

制胆固醇的合成$达到降低血脂的作用.

!!=!'

/

%近年来

大量研究表明$他汀类药物在降低血脂的同时还具有

抗氧化&抗炎性因子等作用.

!&

/

$能够保护血管内皮$减

少心脑血管事件的发生.

!7=!$

/

%本研究表明$瑞舒伐他

汀能够明显抑制大鼠
2:>:

过程中出现的心肌细胞凋

亡$并且其剂量增加$抑制作用愈发显著%同时通过

对细胞凋亡关键基因
5+-

V

+-3=&

蛋白和
N>F@

进行

检测$发现瑞舒伐他汀能够明显抑制
5+-

V

+-3=&

的表

达$并且其抑制作用与用药剂量有关%因此$在对缺

血性心脏疾病进行血流再灌注之前$使用高剂量瑞舒

伐他汀预处理可更有效抑制
2:>:

引起的心肌细胞凋

亡$发挥心肌的保护作用%
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