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［摘要］　目的：对热缺血死亡大鼠停跳心脏异位移植术后的供体进行有关 ｂｃｌ２和 ｂａｘ基因表达的

研究，以观察 ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ对大鼠停跳心脏供体的保护作用。方法：取清洁级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雄性大鼠共

１１２只，随机分成 ７组，每组 １６只，即正常心脏对照组（Ｃ组）；心脏停搏后 １０，３０，４５ｍｉｎ取心组（Ｓ１０，

Ｓ３０，Ｓ４５组）；心脏停搏后 １０，３０，４５ｍｉｎ取心并用 ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ灌注组（ＳＨ１０，ＳＨ３０，ＳＨ４５组）；对实验组大鼠均

采用热缺血死亡处理，再用颈部 Ｃｕｆｆ法进行异位心脏移植。Ｓ１０，ＳＨ１０，Ｓ３０，ＳＨ３０组于移植后 ４８ｈ取供心

标本，Ｓ４５，ＳＨ４５组于移植术后取供心标本。然后采用 ＲＴＰＣＲ法检测标本心肌细胞的 ｂｃｌ２和 ｂａｘ基因的

表达。结果：大鼠腹主动脉横断放血后 ９～１１（１０．１１±０．５９）ｍｉｎ死亡；ＲＴＰＣＲ检测 ｂｃｌ２基因的电泳

图显示实验 Ｃ组的表达最强，相对光密度 ＲＯＤ值最大，ｂａｘ基因的表达最弱，ＲＯＤ值最小；Ｓ１０组、Ｓ３０组

ｂｃｌ２基因 ＲＯＤ值小于 ＳＨ１０组、ＳＨ３０组；而 ｂａｘ基因的 ＲＯＤ值正好相反，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；

Ｓ４５和 ＳＨ４５组比较 ＲＯＤ值结果无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结论：热缺血死亡大鼠颈部异位心脏移植模型

是进行 ＮＨＢＤ的心肌保护研究的理想模型；ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ能抑制热缺血死亡后（３０ｍｉｎ内）大鼠心脏心肌细

胞凋亡的发生。
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［ＪＣｅｎｔＳｏｕｔｈＵｎｉｖ（ＭｅｄＳｃｉ），２００８，３３（６）：０５０７０５］

　　Ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ是一种新型的、高选择的、特异的

钠／氢离子交换（ＮＨＥＩ）抑制剂，具有不良反应

少，生物利用度高的优点［１］，有研究发现其对细

胞凋亡有抑制作用。ｂｃｌ２和 ｂａｘ基因家族是目

前公认与凋亡密切相关的基因，包括抗凋亡蛋白

和促凋亡蛋白，对心肌细胞凋亡起着重要的调控

作用。本实验在建立大鼠颈部异位热缺血停跳

心脏移植模型的基础上，对热缺血死亡的大鼠停

跳心脏添加 ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ（浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ），并检

测移植术后的供体心肌细胞 ｂｃｌ２和 ｂａｘ基因表

达情况，旨在观察 ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ的相关作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　实验动物　　清洁级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雄性

大鼠 １１２只，月龄 ２～３月，体质量 ２５０～２８０ｇ。

１．１．２　实验器材　　１０倍 ＳＸＰ１双人双目手

术显微镜为上海医用光学仪器厂生产；显微外科

和常 规 手 术 器 械 为 上 海 医 疗 器 械 厂 生 产；

ＲＭ６０００四导生理记录仪为日本光电厂产品；西

门子恒温冰箱；输液泵为浙江大学医药有限公司

生产；ＰＣＲ仪为德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ生产；ＪＹＳＰＣ水平电

泳槽为北京君意东方仪器公司生产；ＤＧⅢ双稳

数显电泳仪北京鼎国生物技术发展中心产品。

１．１．３　实验试剂　　１０％水合氯醛；肝素钠注

射液；ＳＴＨ１液；Ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ为德国 Ｈｏｅｃｈｓｔ公司产

品；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，Ｃａｔ．ＮＯ．１５５９６０２６和 ＬｏｔＮＯ．

１１２１０６９为 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 产 品；ＲｅｖｅｒＴｒａ

ＡｃｅαＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ为 ＴＯＹＯＢＯ

公司 产 品；ＴａｑＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ）为

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品；ｄＮＴＰＭｉｘ（２ｍＭｅａｃｈ）为 Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司产品；ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００为 ＴａＫａＲａ

公司产品。

１．２　实验方法

１．２．１　实验分组　　将全部大鼠随机分成 ７大

组，每组 １６只，具体如下：正常心脏对照组（Ｃ

组）；心脏停搏后 １０，３０，４５ｍｉｎ取心组（Ｓ１０，Ｓ３０，

Ｓ４５组）；心脏停搏后 １０，３０，４５ｍｉｎ取心并用 ｃａｒｉ

ｐｏｒｉｄｅ灌注组（ＳＨ１０，ＳＨ３０，ＳＨ４５组）。

１．２．２　热缺血死亡大鼠颈部异位心脏移植模型

　　供体和受体以 １０％水合氯醛（０．７～０．８ｍＬ）

腹腔注射麻醉。用多道生物信息分析系统的心

电图监测。右颈部前外侧纵形切口，显露右颈外

静脉和右颈总动脉，于颈外静脉内注射浓度为

５００Ｕ／ｍＬ的肝素生理盐水 １ｍＬ，以达全身肝素

化。沿腹正中线进腹并找到腹主动脉，横断腹主

动脉放血，待心电图示心脏停搏并达到预定时间

时（１０，３０，４５ｍｉｎ），取心备用。供心取下后置入

４℃的 ＳＴＨ１液中，再放入４℃的恒温冰箱，在冰
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箱内用输液泵连接供心主动脉后 Ｓ１０，Ｓ３０，Ｓ４５组用

ＳＴＨ１液灌注 ３０ｍｉｎ，ＳＨ１０，ＳＨ３０，ＳＨ４５组将 ｃａｒｉｐｏ

ｒｉｄｅ（浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ）加入到 ＳＴＨ１液中灌注。

移植手术采用颈部 Ｃｕｆｆ法［２］，即供心升主动脉和

肺动脉干分别与受体鼠一侧颈总动脉和颈外静

脉采用套管法套扎。术后当天单笼饲养，喂饲糖

盐水，不用抗菌素。若术后 ２ｄ内触诊移植心明

显变小、搏动无力，或明显增大、质硬、节律减慢，

则多为动脉血栓形成或静脉吻合口狭窄等并发

症，视为手术失败。

１．２．４　移植心标本的获取　　Ｃ，Ｓ１０，ＳＨ１０，Ｓ３０，

ＳＨ３０组于心脏移植术后 ４８ｈ取供心标本；Ｓ４５，

ＳＨ４５组因为全部不能正常复跳，遂于移植术后即

进行心肌标本的制取。

１．２．５　心肌标本检测　　采用 ＲＴＰＣＲ法检测

心肌细胞 ｂｃｌ２和 ｂａｘ基因的表达。引物序列如

下：ＣｏｎｔｒｏｌｐｒｉｍｅｒＦ（Ｇ３ＰＤＨ），ＣｏｎｔｒｏｌｐｒｉｍｅｒＲ

（Ｇ３ＰＤＨ）。 ｂｃｌ２ 和 ＰｒｉｍｅｒＣ 序 列：５′ＧＧ

ＧＡＧＣＧＴＣＡＡＣＡＧＧＧＡＧＡＴ３′。ＰｒｉｍｅｒＢ 序 列：３′

ＡＧＡＣＡＡＡＣＴＡＡＡＧＡＧＧＡＣＣＧＡＣ５′，扩增片断长度

为 １６８ｂｐ。ｂａｘ的 ＰｒｉｍｅｒＣ序列：５′ＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧ

ＧＡＴＣＧＡＧＣＡＧＡ３′。ＰｒｉｍｅｒＢ序列：３′ＣＣＡＡＣＧＧ

ＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＡＡＣＧＡ５′，扩增片断长度为２６５ｂｐ。

１．３　统计学处理　　所有数据以均数 标准差

（ｘ±ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件自动分析，比

较两组之间的差异采用 Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验，多组间的

差异比较采用方差分析；统计结果以 Ｐ＜０．０５表

示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　失血休克死亡濒死时间观察　　大鼠腹主
动脉横断放血后 ９～１１（１０．１１±０．５９）ｍｉｎ，心
电波消失，认为死亡。

２．２　ＲＴＰＣＲ结果　　各实验组 ｂｃｌ２基因的
ＲＯＤ值均比 Ｃ组低，差异显著；Ｓ１０，Ｓ３０组 ｂｃｌ２基
因的 ＲＯＤ值比 ＳＨ１０，ＳＨ３０组低，差异显著；ｂａｘ基
因的 ＲＯＤ值正好呈相反改变。Ｓ４５组与 ＳＨ４５组的
ｂｃｌ２，ｂａｘ基因的 ＲＯＤ值均无明显差异。电泳泳
道图可见 ｂｃｌ２基因的表达 Ｃ组最强，余下各组从
强到弱依次为 ＳＨ１０组 ＞Ｓ１０组 ＞ＳＨ３０组 ＞Ｓ３０组 ＞
ＳＨ４５组 ＞Ｓ４５组。ｂａｘ基因的表达 Ｃ组最弱，余下各
组从弱到强依次为 ＳＨ１０组 ＜Ｓ１０组 ＜ＳＨ３０组 ＜Ｓ３０
组＜ＳＨ４５组 ＜Ｓ４５组（表 １，图 １）。

表１　各组间ｂｃｌ２和ｂａｘ基因ＲＯＤ值的比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１６）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｂｃｌ２ａｎｄｂａｘｇｅｎｅ’ｓＲＯＤｖａｌｕｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝１６）

组别　 ｂｃｌ２基因的ＲＯＤ值 ｂａｘ基因的ＲＯＤ值

Ｃ组 ４５．５９±４．８３ １５．４７±２．８３

Ｓ１０组 ３４．３９±４．６２ ２２．３９±２．６２

ＳＨ１０组 ３９．６６±４．４９△ １８．６６±２．４９△

Ｓ３０组 ２７．５４±３．２２ ３１．４１±３．２２

ＳＨ３０组 ３０．１４±３．３１△ ２７．２２±３．３１△

Ｓ４５组 １９．８８±２．７９ ３９．２５±３．７９

ＳＨ４５组 ２１．９３±２．１９ ３７．１０±３．７７

　　与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；ＳＨ１０组与Ｓ１０组，ＳＨ３０组与Ｓ３０组比较，

△Ｐ＜０．０５。
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图１　ＤＮＡ凝胶电泳图。Ａ：ｂｃｌ２基因；Ｂ：ｂａｘ基因。
Ｆｉｇ．１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＤＮＡ．Ａ：ｂｃｌ２ｇｅｎｅ．Ｂ：ｂａｘｇｅｎｅ．
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３　讨　　论

Ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ是 一 种 新 型、高 效、高 选 择 性 的
Ｎａ＋／Ｈ＋离子交换抑制剂（ＮＨＥＩ），具有不良反应
少，生物利用度高的优点。能特异性地抑制心肌

细胞质膜 ＮＨＥ１，减轻细胞内 Ｎａ＋／Ｃａ＋＋超载，防
止心肌缺血／再灌注损伤［３］。Ｎａ＋／Ｈ＋交换蛋白
是一种位于细胞膜上的一种结构蛋白［４］，ＮＨＥ有
６种亚型（ＮＨＥ１～ＮＨＥ６），存在于人类心肌细胞
的主要是 ＮＨＥ１，它在保持心肌细胞内的 ｐＨ值、
Ｎａ＋和 Ｃａ＋＋离子的平衡方面起了重要的作用。
细胞内 ｐＨ在生理范围时，ＮＨＥ１处于失活状态，
心肌细胞 ｐＨ值的调节要依靠 Ｎａ＋／ＨＣＯ－协同转
运。当心肌缺血及再灌注时，细胞内 Ｈ＋浓度增
加，不仅使 ＮＨＥ１ｍＲＮＡ表达明显增高，ＮＨＥ１合成
增加，而且激活 ＮＨＥ１以排出 Ｈ＋维持细胞内正常
ｐＨ［４５］。ＮＨＥＩ通过抑制 Ｎａ＋／Ｈ＋交换，避免过多
Ｎａ＋进入细胞内，进而使 Ｎａ＋／Ｃａ＋＋这一交换减
少，防止 Ｃａ＋＋过度增加引起细胞挛缩，坏死，这是
此类药物的最主要作用机制。

近年来各国都在努力寻找新的供体来源，即

将临床死亡的尸体停搏心脏（ｎｏｎｈｅａｒｔｂｅａｔｉｎｇｄｏ
ｎｏｒｓ，ＮＨＢＤ）作为供心进行移植复苏。ＮＨＢＤ是指
在供心获取以前供体已经发生了呼吸循环停止，

目前认为最有利用潜能的 ＮＨＢＤ是院外遭受严重
创伤导致呼吸循环停止的患者［６７］，而这种情况常

见的致死原因之一是急性失血性休克。ＮＨＢＤ供
心与传统供心有质的差别，其根本原因是供心遭

受热缺血损伤。所以热缺血模型的建立更加贴

近临床。本实验采用大鼠异位心脏移植模型，即

在保留受体原有心脏的情况下，将供心移植到受

体的体内。这种模型病死率低，供心功能维持良

好，当受体心脏急性心功能衰竭后，供心仍能保

持正常的血液循环。采用颈部 Ｃｕｆｆ法进行移植
手术，具有手术创伤小、暴露好、污染少、并发症

少、操作简便等多项优点。另外考虑到自然死亡

患者不可能进行药物预处理，所以选在供体缺血

死亡后再给药，更加符合现实情况。

ｂｃｌ２基因家族是目前公认与凋亡密切相关
的基因，包括抗凋亡蛋白基因和促凋亡蛋白基

因，前者如 ｂｃｌ２，ｂｃｌｘｌ，ｂｃｌｗ等，后者如 ｂａｘ，ｂａｄ，
ｂａｋ，ｂｉｄ，ｂｃｌｘｌ等。许多研究显示 ｂｃｌ２的过度表
达不仅可有效阻止包括细胞密度、培养基营养性

成份缺乏、代谢产物积累、激素、ｐＨ变化、自由

基、微生物污染等诱发的细胞凋亡，而且能够抑

制许多因素（如射线、缺血、缺氧、各种化疗药物

和癌基因）介导的细胞凋亡，因而引起人们的极

大关注［８］。ｂａｘ基因与 ｂｃｌ２有一定的同源性，但

其功能完全不同，是一类凋亡促进基因，细胞内

ｂａｘ高表达时，细胞对死亡信号敏感，加速细胞凋

亡；当 ｂｃｌ２高表达，ｂｃｌ２与 ｂａｘ形成异源性二聚

体，抑制细胞凋亡。细胞凋亡又称程序性死亡，

是由基因调控的细胞自主的有序死亡，是与细胞

分裂不同的一个生理过程，是细胞的主动死亡方

式。近年来，大量的基础和临床研究表明，缺血

缺氧不仅能导致心肌细胞的坏死，也可以诱导心

肌细胞凋亡。心肌细胞从缺血到出现细胞凋亡

的时间，报道最短的是 ４５ｍｉｎ，但多数认为缺血 ２

ｈ就会出现明显的心肌细胞凋亡，主要存在于心

肌梗死区及周边区［９］。进一步研究还发现，缺血

心肌早期以心肌细胞凋亡为主，后期以细胞坏死

为主，在此过渡期间，心肌细胞凋亡和坏死两种

死亡形式同时存在，提示心肌细胞凋亡向坏死的

转变。本实验结果显示，ＲＴＰＣＲ法检测心肌细

胞各实验组与正常组比较，ｂｃｌ２蛋白表达水平下

调，ｂａｘ蛋白表达增加，并且与热缺血时间长短呈

正相关，提示二者与热缺血损伤诱导的心肌细胞

凋亡密切相关。另外各实验组 ｂｃｌ２基因的 ＲＯＤ

值均比 Ｃ组低，Ｓ１０，Ｓ３０组 ｂｃｌ２基因的 ＲＯＤ值比

ＳＨ１０，ＳＨ３０组低，差异显著；ｂａｘ基因的 ＲＯＤ值正好

呈相反改变。Ｓ４５组与 ＳＨ４５组的 ｂｃｌ２，ｂａｘ基因的

ＲＯＤ值均无明显差异，以上结果均提示 ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ

有抑制心肌细胞凋亡的作用。而热缺血 ４５ｍｉｎ

时，ｃａｒｉｐｏｒｉｄｅ对心肌细胞凋亡的抑制作用不明显。

但目前其确切机制不太清楚，可能是多因素和多

路径的作用结果。有人认为可能是通过抑制

Ｃａ＋＋细胞内超载实现的，许多证据表明钙离子参

与了细胞凋亡，即在细胞凋亡时，细胞内钙离子

浓度升高，将游离的细胞核放在添有钙离子的培

养基中培养，染色质 ＤＮＡ片段化，表现为典型的

细胞凋亡特征。反之，如果阻止细胞内钙离子浓

度的升高，则减缓或抑制细胞凋亡。细胞核中的

钙离子一方面能使染色质 ＤＮＡ舒展开来便于核

酸内切酶能靠近活动，另一方面钙离子依赖的核

酸内切酶参与了将 ＤＮＡ降解为 ＤＮＡ片段的过

程，从而使细胞呈现凋亡的特征［９］；但也有人推
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测有可能是直接作用于细胞膜的结果［１０］。另外

作为另一个因素的细胞内 ｐＨ下降也可能参与了
细胞凋亡的诱导抑制［１１］。
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《国际病理科学与临床杂志》

征　稿　启　事

《国际病理科学与临床杂志》是由教育部、中南大学主办的国家级医学学术期刊。原刊名《国外医学·

生理、病理科学与临床分册》，更名后，本刊在保持特色，致力于介绍国外医学研究领域的新动态、新技术、新

经验的基础上，加强了对国内研究成果和现状的报道。主要栏目有：研究论著、专家论坛、综述、成果报道等。

本刊为“中国科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）”，并被美国《化学文摘》（ＣＡ）等国内外多家重要数

据库和检索系统收录。欢迎投稿，特别欢迎并优先刊发高水平的研究论著。

本刊具有学术水平高、指导性强、信息时效快等特点。本刊已实现“投稿审稿编辑”全程网上处理，敬

请登陆本刊网站投稿查询。

网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｊｂｌ．ｎｅｔ；ｈｔｔｐ：／／ｇｊｂｌ．ｃｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

来稿请寄：湖南省长沙市湘雅路１１０号湘雅医学院５０号信箱《国际病理科学与临床杂志》编辑部收

邮政编码：４１００７８；编辑部电话：０７３１４８０５４９５，４８０５４９６转８０９；传真：０７３１４８０４３５１

Ｅｍａｉｌ：ｇｗｙｘｘｙ＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ；ｇｗｙｘｘｙ＠１２６．ｃｏｍ

１１５


