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"南昌大学 !7研究生院医学部 #$$? 级$ #7第一附属医院儿科!江西 南昌&==$$$?#

&&!摘&要"&目的&心脉隆是从昆虫类美洲大蠊中提取和制备的化合物)主要用于心血管疾病的治疗( 该文研

究心脉隆对窒息新生鼠心肌缺氧诱导因子M!

-

$KC̀M!

-

%与血浆内皮素 !$WRM!%的影响)探讨心脉隆对心肌缺氧缺

血性损伤的保护机制( 方法&新生 @ 日龄 L043;:.MU3Z6.I大鼠随机分为假手术组$' k=$%,窒息组$' k=$%,心脉

隆组$' k=$%( 每组再分? ()#> ()@# ( =个时间点)每个时间点各!$只)心脉隆组在进行窒息前D /)*给予心脉隆注

射液 D /;O_;腹腔注射( 检测新生鼠心肌的KC̀M!

-

)WRM!)心肌酶'e及心肌组织病理学( 结果&窒息组 > 只鼠死

亡)心脉隆组 ! 只鼠死亡( 窒息组心肌KC̀M!

-

的表达与血浆WRM! 水平于 ? (升高)#> (达到高峰)@# (下降)均高

于假手术组$Cg$7$!%#= 个时间点均可见心肌缺血)#> (还可见细胞坏死#KC̀M!

-

的表达与血浆WRM! 水平呈正相

关$?k$7"@?)Cg$7$!%( 与窒息组同时间点比较)心脉隆组心肌酶'e,血浆WRM! 的水平和心肌KC̀M!

-

的表达均

显著减低$Cg$7$!%)且可见心肌缺血改善)未见细胞坏死( 结论& 窒息时心肌KC̀M!

-

表达和血浆WRM!)'e水平

升高#心脉隆可降低KC̀M!

-

表达)降低血浆WRM! 的水平)减轻心肌缺氧缺血性损伤(

!中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&&%I '&%&"

!关&键&词"&心脉隆#缺氧缺血性心肌损伤#缺氧诱导因子M!

-

#内皮素 !#新生大鼠
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"
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-6"#$./1;/') !6;/'(1-7'(<#$$? $?0D7&BH7D/E0F=7>0?@A7'@) $?0D,0@72E3&&F) #0'E30'( 6'/L7?J/@G) #0'E30'(

==$$$?) M3/'0 $!, ;1-) *A0/F* ST3$@$%X!?=<E&A%

&&=:./0*7/* >:?17/)@1&E)*/3)6,*;) 3F,/0,:*2 .H-43F-.2 Y4,/0.4)063*.-33/.4)F3*3) )J:J.2 Y,4-(.-4.3-/.*-,Y

F342),[3JF:6342)J.3J.J7R()JJ-:2I)*[.J-);3-.2 -(..YY.F-J,YE)*/3)6,*;,* /I,F342)36(I0,H)3M)*2:F)G6.Y3F-,4M!

-

$KC̀M

!

-

% 3*2 063J/3.*2,-(.6)*M! $WRM!% 6.[.6J)* *.,*3-3643-JZ)-( 3J0(IH)33*2 .H06,4.2 -(.04,-.F-),* /.F(3*)J/,Y

E)*/3)6,*;)* (I0,H)3M)JF(./)F/I,F342)36)*q:4I7A1/8-3.&L.[.*M23IM,62 L043;:.MU3Z6.I43-JZ.4.43*2,/6I2)[)2.2

)*-,-(4..;4,:0J$ ' k=$ .3F(%* J(3/M,0.43-.2) 3J0(IH)3) E)*/3)6,*;M-4.3-.2 3J0(IH)37W3F( ;4,:0 Z3J43*2,/6I

J:G2)[)2.2 )*-,-(4..;4,:0J3FF,42)*;-,-(.,GJ.4[.2 -)/.0,)*-J* ? (4J) #> (4J3*2 @# (4J7E)*/3)6,*;$D /;O_;% Z3J

)*-430.4)-,*.366I)*q.F-.2 -,-(.43-J)* -(.E)*/3)6,*;M-4.3-.2 ;4,:0 Y)[./)*:-.JG.Y,4.3J0(IH)37\I,F342)36KC̀M!

-

.H04.JJ),*) 3*2 063J/3WRM! 3*2 F4.3-)*._)*3J.$'e% 6.[.6JZ.4./.3J:4.27R(.()J-,03-(,6,;)FF(3*;.J,Y-(.

/I,F342):/Z.4.,GJ.4[.2 GI(./3-,HI6)*M.,J)* J-3)*)*;7B1.45/.& ,̀:443-J2).2 )* -(.3J0(IH)3;4,:0 Z()6.,*6I,*.

2).2 )* -(.E)*/3)6,*;M-4.3-.2 ;4,:0 2:4)*;-(..H0.4)/.*-7R(.063J/3WRM! 3*2 'e6.[.6J3JZ.663J/I,F342)36KC̀M!

-

.H04.JJ),* )*F4.3J.2 3-? (4J) 4.3F(.2 30.3_ 3-#> (4J) 3*2 2.F6)*.2 3-@# (4J3Y-.43J0(IH)3)* -(.3J0(IH)3;4,:0) G.)*;

();(.4-(3* -(3-)* -(.J(3/M,0.43-.2 ;4,:0 $Cg$7$!%7\I,F342)36)JF(./)3Z3J,GJ.4[.2 )* -(.-(4..-)/.0,)*-J) 3*2

F.66*.F4,J)J,FF:44.2 3-#> (4J3Y-.43J0(IH)3)* -(.3J0(IH)3;4,:07\I,F342)36KC̀M!

-

.H04.JJ),* Z3J0,J)-)[.6I

F,44.63-.2 Z)-( 063J/3WRM! 6.[.6J$?k$7"@?) Cg$7$!%7C* -(.E)*/3)6,*;M-4.3-.2 ;4,:0) 063J/36.[.6J,Y'e3*2 WRM

! 3JZ.663J/I,F342)36KC̀M!

-

.H04.JJ),* Z.4.J);*)Y)F3*-6I6,Z.4-(3* -(,J.)* -(.3J0(IH)3;4,:0 $Cg$7$!%7

\I,F342)36)JF(./)3Z3J366.[)3-.2 3*2 *,F.66*.F4,J)JZ3JY,:*2 )* -(.E)*/3)6,*;M-4.3-.2 ;4,:07C-,754.)-,.&9J0(IH)3

6.32J-,)*F4.3J.)* /I,F342)36KC̀M!

-

.H04.JJ),* 3*2 063J/36.[.6J,YWRM! 3*2 'e7E)*/3)6,*;F3* 4.2:F.-(.

/I,F342)36.H04.JJ),* ,YKC̀M!

-

3*2 2.F4.3J.063J/3WRM! 6.[.6J) -(:J366.[)3-)*;(I0,H)3M)JF(./)F/I,F342)36)*q:4I7

!C8),D C-,/12EF13)*/0) !""#) $$ $%%*&%I '&%&"

&&G16 9-03.*&E)*/3)6,*;# KI0,H)FM)JF(./)F/I,F342)36)*q:4I# KC̀M!

-

# WRM!# 8.,*3-3643-J

+="?+
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&&心脉隆是从昆虫类美洲大蠊中提取和制备的化

合物)其有效成分为核苷类#主要用于心血管疾病的

治疗!!"

)其毒副作用轻)具有强心,升压,改善微循

环)兴奋呼吸,增加冠脉流量,肾血流量和利尿作用(

缺氧缺血性心肌损伤是儿科疾病的常见并发症)为

探索防治缺氧缺血性心肌损害的新药物和途径)本

研究利用窒息新生鼠模型)观察心脉隆对新生鼠窒

息后心肌 KC̀M!

-

的表达,血浆 WRM! 的水平及心肌

酶肌酸激酶$'e%的影响)从而探讨心脉隆对心肌缺

氧缺血性损害是否具有保护作用及其作用机制(

$H材料与方法

$7$H实验动物及分组

健康清洁级 @ 日龄新生 L043;:.MU3Z6.I大鼠)

雌雄各半)体重 !$ N!D ;)由南昌大学医学院动物部

提供( 随机分为假手术组$ ' k=$%,窒息组$ ' k

=$%,心脉隆治疗组$心脉隆组)' k=$%( 各组再分

?)#>)@# ( = 个时间点)每个时间点各 !$ 只(

$7!H新生鼠常压窒息模型

将动物分别置于容积为 DD /c的磨口瓶中$内

装 D ;钠石灰%)待动物安静后)窒息组塞紧瓶塞密

闭 =$ /)*)之后立即复氧 !#$ /)*

!#"

( 对照组模拟该

过程不塞瓶塞,不复氧(

$7IH心脉隆组治疗方法

窒息前 D /)* 给予心脉隆 D /;O_;腹腔注射(

药物购于云南腾冲药业)产品批号 $@$%#D(

$JMH心肌酶CG测定

各组新生鼠分批腹腔麻醉后开胸)取心脏血

$7= /c)高速离心)取血浆 $7! /c于全自动生化分

析仪$b6I/0:J%上测定'e(

$JPH内皮素WVO$ 测定

试剂盒购于北京福瑞生物工程公司)各组新生

鼠分批腹腔麻醉后开胸) 取心脏血 $7? /c)高速离

心)取血浆 $7# /c于自动放免仪$中国科大中佳公

司%上测定WRM!(

$J&H心肌组织病理学检查

将甲醛充分固定好的心肌组织冠状切片)取心

尖部组织)常规脱水及石蜡包埋,切片,脱蜡,透明,

苏木精M伊红染色,光镜下观察(

$JUHQYSO$

"

免疫组织化学操作方法

按照KC̀M!

-

免疫组织化学试剂盒$北京博奥

森生物技术有限公司%进行 KC̀M!

-

免疫组织化学

操作( 采用显微照相系统$b6I/0:J%) 通过光镜放

大 !$ m>$ 倍) 在曝光,放大倍数,亮度等条件均一

致的情况下对每张免疫组化片随机选取 D 个视野采

集图像) 输入图像分析系统内$C/3;.04,M16:J%)测

定其阳性染色积分光密度$CbU%(

$7%H统计学方法

采用 L1LL !=7$ 统计软件进行统计学处理( 数

据以均数f标准差$TfJ%表示)采用单因素方差分

析)组内比较采用 U检验( Cg$7$D 表示差异有显

著性( 在进行 KC̀M!

-

与 WRM! 相关分析时)采用

1.34J,*相关分析(

!H结果

!7$H窒息后新生鼠的一般情况

磨口瓶密闭后)新生鼠逐渐出现烦躁,躁动)呼

吸心跳加快)继而抽搐,皮毛变灰,唇及甲床逐渐紫

绀)实验近结束时动作减少)几乎不动)呼吸减慢(

复氧后新生鼠逐渐恢复)但懒动,少吃( 假手术组,心

脉隆组 ? (组和 @# ( 组无死亡鼠)窒息组 ? ()#> ()

@# ( 和心脉隆组#> (死亡鼠数分别为!)#)!和!只(

!J!H各组新生鼠血浆CG值变化

假手 术 组 各 时 间 点 'e 值 无 明 显 变 化

$CP$7$D%)窒息组与心脉隆组 'e值均于 ? ( 升

高)#> ( 达到高峰)@# ( 下降$仍高于 ? (%)各时间

点显著高于假手术组$Cg$7$!%( 心脉隆组 'e值

在 ? ()#> ()@# (虽高于假手术组$Cg$7$!%)但显

著低于同时间段窒息组$Cg$7$!%)见表 !(

!JIH新生鼠血浆WVO$ 浓度

假手术组各时间点 WRM! 浓度无明显变化

$CP$7$D%)窒息组与心脉隆组 WRM! 值均于 ? ( 升

高) #> ( 达到高峰)@# (下降$仍高于 ? (%)各时间

点显著高于假手术组$Cg$7$!%( 心脉隆组 WRM!

值在? ()#> ()@# ( 虽高于假手术组$Cg$7$!%)但

显著低于同时间段窒息组$Cg$7$!%)见表 #(

表 $H各组新生鼠血浆CG值比较
$TfJ)nOc%

分组 鼠数 ? ( 鼠数 #> ( 鼠数 @# (

假手术组 !$ D%7%$ f?7!D !$ D@7%$ f?7#! !$ D"7?$ f@7#"

窒息组 %

#%#7D? f"7$D

3

"

!!#D7?= f!$7?$

3)F

%

>$D7D? f?7=!

3)F)2

心脉隆组 !$

!?#7!$ f@7#%

3)G

%

"?@7D? f!$7!@

3)G)F

!$

=!"7%$ f@7"!

3)G)F)2

&&3*与假手术组比较)Cg$7$!# G*与窒息组比较) Cg$7$!# F*与同组 ? (比较) Cg$7$!# 2* 与同组 #> (比较) Cg$7$!

+>"?+
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表 !H各组新生鼠血浆WVO$ 浓度比较
$TfJ)0;O/c%

分组 鼠数 ? ( 鼠数 #> ( 鼠数 @# (

假手术组 !$ D7=@ f#7@> !$ @7=$ f=7@# !$ ?7!! f=7>#

窒息组 %

!"7>? fD7?%

3

"

=?7?@ f>7""

3)F

%

#=7D= fD7D#

3)F)2

心脉隆组 !$

!=7=D f>7!?

3)G

%

#%7?$ f=7=#

3)G)F

!$

!%7$" f=7#"

3)G)F)2

&&3*与假手术组比较) Cg$7$!# G*与窒息组比较) Cg$7$!# F*与同组 ? (比较) Cg$7$!# 2*与同组 #> (比较) Cg$7$!

!JMHQYSO$

"

免疫组化染色与光密度值$Y>(%结果

假手术组KC̀M!

-

表达低)胞核和胞浆呈蓝色)

窒息 #> (组可见胞浆和胞核染成棕褐色)其他组可

见胞浆和胞核染成淡黄色和浅棕色$图 !9N'%(

假手术组各时间点 CbU值无明显变化$CP$7$D%)

窒息组与心脉隆组 CbU值均于 ? ( 升高)#> ( 达到

高峰)@# (下降$仍高于 ? (%)各时间点显著高于假

手术组$Cg$7$!%( 心脉隆组 CbU值在 ? ()#> ()

@# (虽高于假手术组$Cg$7$!%)但显著低于同时

间段窒息组$Cg$7$!%)表 =(

&&图 $H心肌QYSO$

"

免疫组化染色H

=*假手术组 #> (胞浆和胞核均呈蓝色)无阳性染色# Z*窒息组 #> (胞浆和胞核呈棕褐色阳性

染色# C*心脉隆组 #> (部分胞浆和胞核呈浅棕色或淡黄色(

表 IH各组新生鼠新心肌组织QYSO$

"

表达Y>(值比较
$TfJ)CbU值m!$

=

%

分组 鼠数 ? ( 鼠数 #> ( 鼠数 @# (

假手术组 !$ =#7#? f!$7=% !$ =#7?> f!$7"? !$ =#7#> f!$7?%

窒息组 %

!=D7#= f!$7$=

3

"

!%D7%? f!$7!#

3

%

!D%7?= f!!7@$

3

心脉隆组 !$

!!?7>? f%7D"

3)G

%

!@"7?" f!=7"=

3)G

!$

!>>7=" f!!7>%

3)G

&&3*与假手术组比较) Cg$7$!# G*与窒息组比较) Cg$7$!

!JPH心肌组织病理学检查

假手术组新生鼠心肌细胞排列整齐而紧密)组

织间无水肿)染色清晰)结构完整)胞浆中横纹清楚)

细胞质均匀呈粉红色)细胞核致密清晰可见)圆形或

卵圆形)呈蓝色( 窒息 #> ( 组)见缺血区心肌细胞

水肿明显)部分细胞出现坏死)核消失)心肌纤维成

波浪状改变( 心肌间质水肿出血)有较多中性粒细

胞浸润( 窒息 ? (,@# ( 组及心脉隆组)见缺血区心

肌细胞轻度水肿)无坏死)有散在的炎性细胞浸润

$图 #9N'%(

!J&H心肌QYSO$

"

与血浆WVO$ 的相关性分析

KC̀M!

-

与WRM!呈正相关$?k$7"@?) Cg$7$!%(

&&图 !H心肌细胞病理学检查苏木精O伊红染色$ M̀""%H

=*假手术组 #> (无炎性细胞浸润)胞核清晰# Z*窒息 #> (组大量炎性细

胞浸润)部分细胞核坏死# C*心脉隆 #> (组有较多炎性细胞浸润)无细胞核坏死(

+D"?+
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IH讨论

本研究模拟新生鼠常压窒息过程) 通过观察鼠

窒息后的一般表现和存活鼠的只数证实缺氧存在#

通过检测血浆'e及观察心肌病理形态学证实该动

物已出现心肌缺氧缺血性损害( 本研究发现)窒息

组和心脉隆组与假手术组比较)鼠懒动,少吃#假手

术组鼠 =$ 只全部存活)而窒息组鼠存活 #? 只)心脉

隆组鼠存活 #% 只)且后两组鼠血浆 'e均高于假手

术组)其程度与心肌细胞炎性浸润及坏死程度相符(

生理情况下血浆 WR浓度很低)有研究表明)窒

息新生儿缺氧可使血浆 WR水平升高)加重小冠脉,

脑动脉强烈收缩)心输出量下降)体循环和冠脉血管

阻力增加)加重脑缺血缺氧及加重心肌缺血缺

氧!="

( 陈美芳等!>"报道)在大鼠离体灌注心脏缺血

再灌注急性心肌缺血损伤模型中注入内皮素 9受

体拮抗剂 B\LM!"#"@> 抗前 WRM! 寡核苷酸可明显

减轻心肌缺血再灌注损伤( 李兴文等!D"研究表明)

心脉隆注射液能增加血浆 'VS1含量)抑制心衰患

者 WR的分泌和作用)纠正神经内分泌异常( 本实

验结果显示*窒息组的 WRM! 水平明显高于假手术

组)应用心脉隆可降低窒息新生鼠血浆 WRM! 的水

平(

缺氧诱导因子M!$ KC̀M!% 的表达与活性的调节

主要是通过细胞氧浓度的改变来实现的( 缺氧使

KC̀M!

-

的稳定性和转录活性增加)KC̀M!

-

进入核

中和 KC̀M!

,

形成有活性的二聚体 KC̀M!( '3-4,*

等!?"证实)慢性缺氧条件下可导致心肌细胞 KC̀M!

-

呈指数性升高( c..等!@"发现)在接受冠脉搭桥手

术的冠心病患者的心肌标本中)KC̀M!

-

的表达增

加( 目前暂无心脉隆对心肌 KC̀M!

-

表达的报道(

本实验探讨了新生鼠常压窒息模型中心肌 KC̀M!

-

的表达)结果显示*窒息组和心脉隆组鼠的心肌

KC̀M!

-

的表达明显高于假手术组)而心脉隆可减弱

窒息新生鼠KC̀M!

-

表达(

作为转录因子)KC̀M!

-

调控众多基因的表达)

R)0,.等!""研究提示在慢性缺氧中) 机体往往通过

上调KC̀M!

-

的表达) 使体内一些血管活性物质如

5WV̀ ,WRM! 和.8bL 的表达增加) 来适应机体的缺

氧环境( 本实验研究表明*窒息组心肌KC̀M!

-

的表

达与血浆WRM! 的水平变化存在正相关性)说明窒息

时KC̀M!

-

可调控其目的基因WRM! 的表达(

'(.*等!%"研究发现)通过缺氧预处理可以使心

肌产生适应性反应从而对缺血心肌产生保护作用)

KC̀M!O[WV̀ O'W9'9\M! 途径可能发挥了重要作

用( 李星海等!!$"研究发现)应用 KC̀M! 活性诱导剂

氯化钴预处理大鼠)可减少急性心肌缺血面积)促进

5WV̀ ,蛋白表达( 本实验通过采用心脉隆预处理的

方法探讨其对缺氧缺血性心肌的保护作用)结果表

明*与同时间段窒息组比较)心脉隆组的心肌酶'e)

血浆WRM! 水平及心肌 KC̀M!

-

的表达均减低)进一

步支持了心脉隆的心肌保护作用)其作用机制可能

是心脉隆减少了心肌 KC̀M!

-

的表达)降低了血浆

WRM! 水平的水平)从而减轻心肌缺氧缺血性损害(

至于心脉隆预处理和后处理对缺氧缺血性心肌损害

保护作用的差异)尚需做进一步的研究证实(
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