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环孢素Ａ预处理对离体大鼠心肌细胞凋亡及心脏
乳酸脱氢酶和Ｎａ＋，Ｋ＋ －ＡＴＰ酶活性的影响

陈 璐 １，赵 鑫 ２△

（１．苏州大学附属第二医院麻醉科，江苏苏州２１５００４； ２．内蒙古自治区肿瘤医院麻醉科，内蒙古呼和浩特０１００２０）
摘要：目的探讨环孢素Ａ预处理对离体大鼠心脏乳酸脱氢酶活性、心肌细胞的凋亡及Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性的影响。方法选择健康雄
性Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只，按随机数字表法分为对照组（Ａ组），缺血再灌注组（Ｂ组）和环孢素Ａ组（Ｃ组），各１６只。所有大鼠均制备
Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体心脏灌注模型，Ａ组大鼠利用Ｋｒｅｂｓ液进行全心灌流９０ ｍｉｎ；Ｂ组大鼠先用Ｋｒｅｂｓ液进行灌注，使心脏保持在正常工作状态
３０ ｍｉｎ，然后切换成缺血状态３０ ｍｉｎ，再进行灌注３０ ｍｉｎ；Ｃ组大鼠先用Ｋｒｅｂｓ液进行灌注１０ ｍｉｎ，然后换成浓度为０． １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
环孢素Ａ的Ｋ － Ｂ液进行灌注，心脏在持续给药状态下保持正常工作２０ ｍｉｎ，然后切换成缺血状态３０ ｍｉｎ，再灌注３０ ｍｉｎ。结果３组
大鼠的乳酸脱氢酶活性、心肌梗死面积百分比、Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性相比，差异均有统计学意义（Ｆ ＝ ４２． ５３３，３６６． ７１３，４６． ２７９，
Ｐ ＜ ０． ０５），ｑ检验结果显示，任意两组之间的差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），测定数值均为Ｂ组＞ Ｃ组＞ Ａ组。结论环孢素Ａ预处
理可降低缺血－再灌注损伤后心肌细胞乳酸脱氢酶的活性，减少心肌细胞的凋亡，降低Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性，对心肌缺血－再灌注损
伤有一定防护作用。
关键词：环孢素Ａ；乳酸脱氢酶；心肌细胞；缺血－再灌注损伤；Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶；心脏灌注；离体大鼠心脏模型
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冠状动脉粥样硬化性心脏病（简称冠心病）的发病
率及死亡率均呈逐渐升高趋势，未来有可能超过癌症等

成为对我国人群危害最大的疾病犤 １ － ２ 犦。１９６０年，詹宁斯
首次提出了心肌缺血－再灌注损伤的概念，心肌的持续

·研究·
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性缺血会导致心肌组织出现不可逆损伤与细胞死亡，早
期再灌注治疗虽可减轻心肌缺血的损伤程度，但治疗后
会引起更严重的损伤，表现为心律失常、心肌梗死面积
增大、持续性心室收缩功能降低等，病理变化表现为心
肌细胞水肿，心肌细胞膜与细胞器被破坏，心肌纤维出
现破坏性断裂及微血管损伤等犤 ３ － ４ 犦。目前，对于心肌再
灌注损伤的处理方法包括缺血后处理、缺血预处理等，
但均为各类保护机制共同作用的结果，至今仍未找到有
较强针对性的处理药物，也未找到相应的药物靶点犤 ５ 犦。
研究显示，环孢素Ａ除有免疫抑制作用外，还有其他的
生物学效应，可用于预防心肌缺血－再灌注损伤犤 ６ 犦。为
了探讨环孢素Ａ对心肌缺血－再灌注的影响，本研究
中选择离体大鼠心脏模型，并就环孢素Ａ对乳酸脱氢
酶活性，心肌细胞凋亡与Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性的影响
进行探讨。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 材料
１． １． １ 动物

选择健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只，月龄５ ～ １２个
月，体质量３００ ～ ３５０ ｇ，购自苏州大学医学部试验动物
科学部，动物等级为普通级，许可证号为ＳＣＸＫ２００２ －
０００１。
１． １． ２ 试药与仪器

主要试剂的生产厂家和批号见表１。Ｋｒｅｂｓ灌注液
由ＮａＣｌ，ＫＣｌ，ＫＨ２ＰＯ４，ＣａＣｌ２，ＮａＨＣＯ３与葡萄糖配制而
成，配制完成后用０． ４５ μｍ滤膜滤过，灌注前向其中持
续注入９５％氧气（Ｏ２）与５％二氧化碳（ＣＯ２）。Ｌａｎｇｅｎ
ｄｏｒｆｆ离体心脏灌注装置，由心脏保温室、恒温加热管、恒
温水浴箱与恒流泵组成，利用恒温水流保证灌注液与心
脏保温室温度保持在（３７ ± ０． ５）℃。

１． ２ 方法
所有大鼠均先用乙醚吸入麻醉，麻醉完成后将大鼠

取仰卧位，四肢伸展后固定。沿着右侧腹股沟将大鼠的
皮肤剪开，于股静脉注射肝素钠，剂量为３ Ｕ ／ ｇ。沿着大
鼠的肋缘下方将腹壁横向剪开，再沿胸骨的左缘将肋骨
剪断，打开大鼠胸腔，充分暴露心脏。在主动脉根部上方
１ ｃｍ处剪断血管，快速取出心脏，放置在配置好的
Ｋｒｅｂｓ液中。然后将主动脉接到Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ离体灌注装
置的主动脉插管上，并进行结扎固定。打开主动脉夹，对
心脏进行逆行恒压灌注，保持灌注压在１０ ｋＰａ，观察心
脏自主搏动情况。Ｋｒｅｂｓ液氧分压保持在７０ ～ ７３ ｋＰａ，二
氧化碳分压保持在４． ８ ～ ５． ８ ｋＰａ，ｐＨ保持在７． ３５ ～
７． ４５。用恒温水浴维持整个灌流系统与心脏温度在
３６． ８ ～ ３７． ５ ℃。

按随机数字表法将大鼠分为对照组（Ａ组），缺血再
灌注组（Ｂ组）和环孢素Ａ组（Ｃ组），各１６只。Ａ组大鼠
利用Ｋｒｅｂｓ液进行全心灌流９０ ｍｉｎ；Ｂ组大鼠先用
Ｋｒｅｂｓ液进行灌注，使心脏保持在正常工作状态３０ ｍｉｎ，
然后切换成缺血状态３０ ｍｉｎ，之后再灌注３０ ｍｉｎ。Ｃ组
大鼠首先利用Ｋｒｅｂｓ液进行灌注１０ ｍｉｎ，然后换成浓度
为０． １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ环孢素Ａ的Ｋ － Ｂ液进行灌注，心脏在
持续给药状态下保持正常工作２０ ｍｉｎ，然后切换成缺血
状态３０ ｍｉｎ，之后再灌注３０ ｍｉｎ。
１． ３ 观察指标

乳酸脱氢酶活性：收集３组大鼠心脏再灌注冠状动
脉流出液体，利用紫外分光光度法测定其乳酸脱氢酶活
性。乳酸脱氢酶活性（Ｕ ／ ｇ）＝ 犤Δ Ａ３４０ ×反应体系体积
（μＬ）犦 ／ 犤吸光系数×心肌质量（ｇ）× １０ － ３ 犦。采用岛津
ＵＶ － ２４５０型紫外／可见分光光度计进行检测，试剂盒
购自南京建成生物有限公司。

心肌梗死面积百分比：从每组随机选择８只大鼠的
心脏，从灌注液中取出，用生理盐水进行冲洗后，将心
房、血管与脂肪组织等剪除，在－ ２０ ℃下保存１０ ｍｉｎ，
然后将心室肌制成厚度为１ ｍｍ的薄片，立刻放入２，３，
５ －氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）磷酸盐缓冲液中，在３７ ℃
下避光染色３０ ｍｉｎ，用超纯水对心肌切片清洗３次，放
入１０％的甲醛溶液中固定１２ ｈ。根据颜色的界限，将心
肌切片划分为２个区域，未出现梗死的区域为砖红色，
出现梗死的区域为灰白色。利用数码相机采集心肌图
片，利用制图软件进行分析，计算心肌梗死面积的百分
比。心肌梗死面积百分比＝（灰白色面积／心肌片总面
积）× １００％。

Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性：将每组剩余８只大鼠的心
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表１ 主要试剂生产厂家与批号

注：ＴＴＣ为２，３，５ －氯化三苯基四氮唑磷酸盐缓冲液。

主要试剂
ＮａＣｌ

ＫＣｌ

ＫＨ２ＰＯ４
ＣａＣｌ２

ＮａＨＣＯ３
葡萄糖
环孢素Ａ
ＴＴＣ

甲醛
高氯酸

生产厂家
廊坊鹏彩精细化工有限公司
廊坊鹏彩精细化工有限公司
廊坊鹏彩精细化工有限公司
廊坊鹏彩精细化工有限公司
南京甲乙信维化工有限公司
南京甲乙信维化工有限公司
南京甲乙信维化工有限公司
郑州派尼化学试剂厂
郑州派尼化学试剂厂
郑州派尼化学试剂厂

批号
２０１５０８０７

２０１６１２１７

２０１６０４０７

２０１７０１０２

９０８０５４４１

５４１２２２８１

７８４４６９５１

１６０８０７

１７０２０４

１６１１１９
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表２ ３组大鼠乳酸脱氢酶与Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性比较（Ｘ ± ｓ）

注：与Ａ组比较，ａ Ｐ ＜ ０． ０５；与Ｂ组比较，ｂ Ｐ ＜ ０． ０５；与Ｃ组比较，ｃ Ｐ ＜ ０． ０５。

项目
乳酸脱氢酶活性（Ｕ ／ ｇ，ｎ ＝ １６）
Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性（Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ，ｎ ＝ ８）

Ａ组
２． ６８ ± ０． ８１ｂｃ

１２２． ８０ ± ６． ８５ｂｃ

Ｂ组
１０． ６６ ± ３． ７０ａｃ

１６５． ９７ ± １２． ６６ａｃ

Ｃ组
７． ５０ ± １． ９７ａｂ

１３８． ２２ ± ６． ４０ａｂ

Ｆ值
４２． ５３３
４６． ２７９

Ｐ
＜ ０． ０１
＜ ０． ０１

Ａ Ｂ Ｃ

Ａ． 对照组 Ｂ． 缺血再灌注组 Ｃ． 环孢素Ａ组
图１ ３组大鼠心肌梗死情况

脏于灌注完成后从灌流装置中取出，利用液氮中预先冷
却好的Ｗｏｌｌｅｎｂｅｒｇｅｒ夹板将心肌组织夹成冰冻薄片，在
－ ８０ ℃下冷冻干燥，利用高氯酸萃取，取匀浆液３ ０００ ｇ，
离心后（试剂盒购自南京建成生物有限公司）测定Ｎａ ＋，
Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性。
１． ４ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ ２０． ０统计学软件处理。计量资料以Ｘ ± ｓ
表示，３组及以上计量数据比较采用方差分析，若结果
为阳性，则利用ｑ检验进行两两比较。Ｐ ＜ ０． ０５为差异
有统计学意义。
２ 结果

结果见表２和图１。３组大鼠心肌梗死面积百分比
分别为０，（３３． １１ ± ４． ０１）％，（２４． ２２ ± １． ７７）％，差异有统
计学意义（Ｆ ＝ ３６６． ７１３，Ｐ ＜ ０． ０５）；ｑ检验结果显示，任
意两组大鼠间的数据差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。
３ 讨论

环孢素Ａ是钙调神经磷酸酶的特异性拮抗剂。目
前对于该酶信号传导通路与心肌肥大、血管平滑肌细胞
增殖，内皮细胞功能的作用机制的关系已基本研究清
楚，但环孢素Ａ钙调神经磷酸酶在心肌细胞凋亡过程
中的具体作用机制尚有争论，尚不明确到底是促进细胞
凋亡还是抑制细胞凋亡犤 ７ － ８ 犦。心肌缺血一段时间后，在
冠状动脉出现再通的情况下会加重心肌损伤，即出现心
肌缺血－再灌注损伤，继而导致心肌细胞凋亡，对于患
者的心功能恢复非常不利。在心肌出现再灌注时，心肌

细胞内会产生过量活性氧，直接损伤细胞壁，增加细胞
膜通透性，钙离子内流，引发钙离子超载。研究结果显
示，心肌细胞内的钙离子超载在心肌缺血－再灌注损伤
导致的心肌细胞凋亡发病机制中有着重要作用犤 ９ － １０ 犦。钙
调神经磷酸酶的活化依赖于细胞内钙离子浓度持续升
高及钙调蛋白的调节作用，故钙离子超载可以作为钙调
神经磷酸酶活化的重要因素犤 １１ 犦。国外研究表明犤 １２ 犦，将小
鼠的钙调神经磷酸酶抗体基因敲除后，更易出现急性缺
血引发的心肌细胞凋亡，从而提出钙调神经磷酸酶信号
途径可能介导心肌细胞的凋亡。环孢素Ａ可通过抑制
钙调神经磷酸酶的活性来抑制心肌细胞的凋亡，可减轻
脑缺血－再灌注后的脑梗死面积，并可抑制缺血－再灌
注后的细胞凋亡。环孢素Ａ为线粒体膜的保护剂，可抑
制线粒体膜的通透性改变，稳定线粒体的膜性结构，在
脑缺血出现再灌注的早期使用环孢素Ａ可以起到较明
显的线粒体保护功能。线粒体通透性的改变为缺血－再
灌注后各种损失机制的焦点，也是缺血－再灌注损伤的核
心环节之一。有专家推测，线粒体及其通透性的改变有可
能成为预防缺血－再灌注损伤的靶点。环孢素Ａ可影
响线粒体膜通透性，稳定线粒体膜，减轻线粒体内部钙
离子超载与氧自由基的生成，抑制细胞的凋亡犤 １３ － １４ 犦。

也有研究认为，能量代谢障碍是心肌缺血－再灌注
损伤的起因犤 １５ 犦。缺血发生后，组织中的高能磷酸化合物
逐渐减少，在发生组织再灌时，能量底物又被冲洗出来，
合成高能磷酸化合物数量不足，这就对以ＡＴＰ为直接
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能量的心肌细胞造成严重影响。心肌一旦缺血，心肌细
胞会迅速从有氧代谢转化为无氧糖酵解状态，而在此状
态下，ＡＴＰ的生产能力仅为有氧代谢情况下的１ ／ １８左
右，导致心肌细胞内的ＡＴＰ快速消耗，直接影响依赖
ＡＴＰ工作的细胞膜上的泵。细胞膜泵功能显著降低，细
胞内的钙离子超载与氧自由基产生，进一步扩大再灌注
损伤。缺血－再灌注状态下，Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶的活性受
到冲击，其应激反应的结果就是从原始状态被激活，促
使能量代谢加速，并调节细胞内各种离子浓度的平衡，
分解ＡＴＰ，降低细胞内的能量储备。环孢素Ａ可抑制
Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶活性，其作用机制：一是能激活体内与
体外的蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ），而ＰＫＣ可抑制细胞膜上Ｎａ＋，
Ｋ＋ －ＡＴＰ酶的活性；二是可抑制体内血管紧张素Ⅱ与醛
固酮，而这２个激素是可以激活泵活性的激素；三是环
孢素Ａ属亲脂性物质，易进入细胞膜，可通过该种方式
影响膜外侧脂类构造，继而影响膜的流动性犤 １６ 犦。另外，
环孢素Ａ可抑制钙调神经磷酸酶的活性，降低Ｎａ＋，Ｋ＋ －
ＡＴＰ酶活性，导致后者对于ＡＴＰ的分解能力降低，其结
果就是细胞内部保留的磷酸腺苷水平上升犤 １７ 犦。

乳酸脱氢酶可以催化丙酮酸与ＮＡＤＨ生成乳酸与
ＮＡＤ ＋，在反应过程中ＮＡＤＨ脱氢转化为ＮＡＤ ＋，而
ＮＡＤＨ在３４０ ｎｍ波长处有光吸收，在此波长处ＮＡＤ ＋
无光吸收。所以，通过在３４０ ｎｍ波长（Ａ３４０）处光吸收的
减少情况对乳酸脱氢酶活性进行测定。未出现梗死的心
肌细胞，其脱氢酶可以将ＴＴＣ还原呈现红色，心肌组织
呈现出砖红色，但梗死的心肌细胞的细胞膜出现破坏，
脱氢酶外漏，无法将ＴＴＣ还原，所以心肌组织呈现灰白
色。Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶为Ｐ型ＡＴＰ酶，在生物膜上广泛
分布，ＡＴＰ酶可以分解ＡＴＰ，产生ＡＤＰ与无机磷，故对
无机磷的测定可以判定ＡＴＰ酶的活力。因此，本研究中
通过乳酸脱氢酶活性与心肌梗死面积２个指标衡量缺
血再灌注心肌损伤程度。结果显示，环孢素Ａ的使用明
显降低了缺血－再灌注心肌梗死的面积，乳酸脱氢酶活性，
以及Ｎａ＋，Ｋ＋ －ＡＴＰ酶活性（Ｐ ＜ ０． ０５），提示环孢素Ａ可
以延缓心肌缺血造成的损伤，对心肌细胞具有防护作用。

综上所述，环孢素Ａ预处理可减少缺血－再灌注
损伤后心肌细胞乳酸脱氢酶的活性，减少心肌细胞凋
亡，降低Ｎａ ＋，Ｋ ＋ － ＡＴＰ酶的活性，对心肌缺血－再灌
注损伤有一定预防和保护作用。
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