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内源性κ- 阿片肽介导的缺血后处理心肌保护作用 *
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摘要 目的：研究内源性κ- 阿片受体（κ-OR）的激动剂强啡肽在触发缺血后处理（postconditioning，Postcon）中的抗凋亡作用及潜

在机制。方法：除了假手术组，SD 大鼠（每组 6 只）制作缺血再灌注模型，进行了左冠状动脉前降支闭合 30 分钟后，再灌注 2 小时

伴有或不伴有缺血后处理。在再灌注前 5 分钟静脉注射选择性κ- 受体拮抗剂 nor-binaltorphimine（nor-BNI）。氯化三苯四染色测

定心肌梗死面积。用分光光度计测定血浆中肌酸激酶（CK）、乳酸脱氢酶（LDH）水平和心肌细胞凋亡蛋白酶 -3（caspase-3）活性。
TUNEL 法检测心肌细胞凋亡。ELISA 法检测血清和心肌中强啡肽含量。结果：缺血 / 再灌注（I/R 组）组的梗死面积，caspase-3 活

性，细胞凋亡指数，CK 和 LDH 活性等明显高于假手术组（P<0.01）。与 I/R 组相比，Postcon 明显减少梗死面积，caspase-3 活性，细

胞凋亡指数，CK 及 LDH 活性 （P<0.01）。Postcon 可使强啡肽含量显著增加 （P<0.01）。除强啡肽含量外，上述所有的作用均被

nor-BNI 所阻断。结论：心脏保护和后处理的抗凋亡作用是通过激活κ-OR，至少部分通过增加强啡肽的水平来介导的。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism of dynorphin, an endogenous kappa opioid receptor (κ-OR) agonist in
postconditioning (Postcon). Methods: Sprague Dawley (SD) rats (n=6) underwent a 30-min left anterior descending occlusion followed
by 2h of reperfusion with or without a Postcon stimulus. The selective κ-OR antagonist nor-binaltorphimine (Nor-BNI) was admini-
stered i.v. 5 min before reperfusion. Infarct size was determined by triphenyltetrazolium chloride staining. Blood plasma of creatine
kinase (CK) and lactate dehydrogenase (LDH) and myocardial caspase-3 activity were analyzed by spectrophotometrically. Myocardial
apoptosis was analyzed by detection of TUNEL. Immunoreactive dynorphin in blood serum and myocardium was measured by an
antigen-competitive ELISA. Results: Infarction size, caspase-3 activity, apoptotic index, CK and LDH were significantly higher in
ischemic/reperfusion (I/R) group than that in vehicle group (P<0.01). Postcon reduced infarction size, caspase-3 activity, apoptotic index,
CK and LDH (P<0.01 vs. I/R). Dynorphin content significantly increased after Postcon (P<0.01). All indexes described above were
abolished by Nor-BNI, with the exception of dynorphin content. Conclusion: Cardiac protection and anti-apoptotic effect of Postcon is
mediated by activation ofκ-OR. Effect of Postcon is mediated, at least partially, by enhanced dynorphin expression.
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前言

心肌再灌注早期的短循环缺血再灌注对缺血性损伤具有

抵抗作用，产生保护心脏防止梗死的作用，Zhao ZQ 等称这种

心肌保护现象为“后处理”（Postcon）[1]，后处理与缺血预处理

（IPC）同样有效[2]。临床上用于减轻心肌缺血 / 再灌注（I / R）损

伤的保护策略往往受限于对缺血发生的预测。后处理是指在心

肌缺血再灌注发生后的保护策略，与预处理相比，有更高的临

床适用价值，尤其是在心肌缺血和心脏手术后。因为心肌细胞

的再生能力极为有限，所以减少在心肌缺血再灌注损伤中心肌

细胞死亡显得尤为重要。除坏死之外，心肌缺血再灌注导致的

心肌细胞死亡还包括心肌细胞凋亡。凋亡是再灌注过程中心肌

梗死后细胞死亡的重要组成部分[3]。尽管凋亡与坏死相比在再

灌注损伤中所占比重较小，但凋亡是可调节的过程，是一个很

好的潜在的治疗干预靶点。后处理可限制由缺血再灌注诱导的

细胞死亡如凋亡、自噬和坏死等[4,5]。
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正如后处理的心肌保护机制，后处理包括促发、介导和终

止作用。在后处理中经典的配体促发因子包括腺苷、缓激肽、阿
片肽、促红细胞生成素和肾上腺素的激动剂[6]。例如，G 蛋白偶

联的腺苷受体在后处理与预处理一样有减少心肌梗死面积的

作用。后处理通过激活阿片受体来减少心脏梗死面积[7]。阿片肽

是内源性后处理促发因子，最近研究表明在缺血前给予的阿片

肽，与 G 蛋白偶联受体相互作用可以有效的减少心肌凋亡[8]。
因为后处理通过与预处理类似的途径产生心肌保护作用，激活

G 蛋白偶联受体可能是后处理产生抗凋亡效应的一个重要机

制[6]。因此，对阿片受体激活是否参与后处理的抗凋亡作用进行

研究，具有重要意义。
研究表明后处理的心肌保护作用与内源性阿片受体激活

相关。后处理增加了心脏的脑啡肽水平，后处理的心脏保护作

用伴随着局部阿片肽对阿片受体的激活作用；因此，维持充足

的脑啡肽，可能是这个过程重要组成部分[9]。心肌细胞可以合

成、储存和释放内源性阿片肽[10]，心脏有三种经典的阿片受体

（μ,δ和κ）[11]，阿片肽是阿片受体的内源性配体，在心脏组

织和分离的心肌细胞发现脑啡肽和前脑啡肽 mRNA，β- 内啡

肽和前阿片黑皮质素前体 mRNA 以及强啡肽原基因[13,14,15]。受

体结合实验发现κ- 阿片受体是心脏的主要阿片受体亚型[16]。
基于以上研究表明，后处理可通过阿片受体促发，而减少心肌

细胞坏死，从而介导心肌保护。但是，κ- 阿片受体是否促发后

处理的抗凋亡作用还未见报道。因此，我们观察内源性κ- 阿

片受体激动剂 -- 强啡肽，是否促发后处理，特别是是否通过减

少缺血再灌注心肌的凋亡产生心肌保护作用。

1 材料和方法

1.1 材料

成年 SD 大鼠 300± 50 g，由第四军医大学动物中心提

供。Nor-BNI 购于 Cookson (Ellisville, MO, 美国)，用之前溶于

0.85%生理盐水中。TUNEL 测定盒购于德国 Roche 公司。
Capspase-3 活性测定盒购于碧云天。大鼠强啡肽 ELISA 测定盒

购于 Uscn 公司分装。CK 和 LDH 活性测定盒购于南京建成。
1.2 方法

1.2.1 缺血再灌注模型制作 SD 大鼠腹腔注射戊巴比妥钠（60
mg/kg）麻醉，手术操作按照以前描述的方法[17]。气管插管，连于

呼吸机(江湾 I 呼吸机，第二军医大学)。动脉血压经过一个充满

生理盐水导管插入股动脉持续监测（AB-621G, 日本）。ECG 和

心率经 II 导联检测。PE50 导管插入左外颈静脉建立给药途径，

用压力传感器（RM6200, Nihon Kohden，日本）经右颈动脉插入

左心室检测左室压，所有信号输入记录系统 （RM6200, Nihon
Kohden，日本），于 4，5 肋间行左胸切开术，切开心包膜。使用

5-0 号丝线在做冠状动脉前降支下穿线，之后行冠脉阻断和再

灌注，丝线一端穿入一细小 PE 管垫于血管与结扎线之间以备

进行缺血再灌注（I/R）处理。拉紧结扎线使细小 PE 管压迫左冠

状动脉而致血流阻断。稳定 15 min 后，用血管钳夹闭 PE 管，缺

血 30 min，之后松开血管钳，使冠脉再灌注 2 h。凋亡和心脏酶

漏在再灌注后测定。
1.2.2 实验设计 实验设计在图 1 中详细说明。除假手术组外，

其他大鼠 30 分钟阻断后，再灌注 2 h 伴随或不伴后处理，在再

灌注开始行使后处理（3 个循环的 10 sec 再灌注和 10 sec 的再

阻断）。选择性κ-OR 阻断剂 nor-BNI（2 mg/kg），在再灌注前 5
分钟自静脉给予。

1.2.3 心肌梗死面积测定 心肌梗死面积测定使用 Evans 蓝和

2，3，5- 氯化三苯四唑（TTC）。简言之，再次阻断 LAD，用 1 ml
的 2 %Evans 蓝溶液在再灌注 2 h 后自导管注入心脏。心脏取

下，称重和 -20℃冻存。心脏从心尖横向切开厚度约 2 mm。心脏

切 片 在 1 %的 TTC 溶 液 （TTC 溶 于 磷 酸 盐 溶 液 中 ，pH7.
4，37℃）中孵育 15 min，之后 10%福尔马林溶液中固定过夜。使

用 CCD 相机对心脏切片进行拍照。用 Sigma 扫描对心肌梗死

面积（infarct size，IS）进行数字测量。正常心肌被 Evans 蓝染成

蓝色，而 I/R 心肌（area at risk，AAR）不会染成蓝色。在 AAR 内

部，I/R 但有活力的心肌被 TTC 染成红棕色，在 I/R 但心肌细胞

死亡即（梗死）不会被 TTC 染色。IS 被计算为 IS/AAR×100%。
1.2.4 心肌酶漏测量 在再灌注末期，收集血样来测量心肌酶

漏，包括 CK 和 LDH。血样离心（3000 rpm，10 min）后获得血

浆，分光光度计（分光光度计 DU640，USA）测定 CK 和 LDH 水

平。
1.2.5 TUNEL 检测 心肌凋亡定量检测使用 TUNEL 试剂盒。
简言之，甲醛固定左心室，石蜡包埋后横向 4 m 切片，二甲苯

梯度脱蜡，乙醇脱水。然后加入 20 l 的 TUNEL 反应混合液加

到样品上，切片避光 37℃孵育 60 min。20 L DAPI 加入到样品

中，在湿盒中室温下孵育 10 min（染细胞核）。免疫荧光显微镜

（Nikon，日本）拍照，计数细胞总数和凋亡阳性细胞。高倍镜下

随机选取 6 个视野计算凋亡心肌细胞数。
1.2.6 Caspase-3 活性测定 按照技术说明书测定 caspase-3 蛋

白酶的活性。在再灌注结束从 AAR 取心肌组织，在冰的缓冲液

中进行匀浆，16000g 低温高速离心 10 min，上清悬液加入 10
μl 的 caspase-3 酶底物（Ac-DEVDpNA, 2 mmol/L）37℃孵育 1.5
h。紫外分光光度计测定 405 nm 波长的吸光度。

图 1 简要图例说明实验设计

Fig. 1 Schematic illustration depicting the experimental protocol.

I：缺血；R：再灌注；I/R：缺血再灌注；Postcon：后处理；BNI：nor-BNI,κ-

受体阻断剂

I = ischemia; R = reperfusion; I/R = ischemia/reperfusion; Postcon =

Postconditioning; BNI = nor-binaltorphimine.
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I/R = ischemia/reperfusion; Postcon = postconditioning; BNI = nor-Binaltorphimine; HR = heart rate; MABP = mean arterial blood

pressure; LVP = left ventricular pressure; +LVdp/dtmax = maximum rate rise in left ventricular pressure; ?LVdp/dtmax = maximal fall in

left ventricular pressure. P<0.05 vs. Vehicle (*), vs. baseline (#) and vs. 25 min ischemia ($). P<0.01 vs. Vehicle (**), vs. Baseline (##)

and vs. 25 min ischemia ($$).

图 1 血流动力学变化（n = 6, mean± SD）

Table 1 Hemodynamic variables during the course of the experiment (n = 6, mean± SD).

Group

Baseline 25 min Ischemia 2 h Reperfusion

Heart

Rate

(beats

/min)

MAB

P

(mmH

g)

LVP

(mmH

g)

+LVdP/d

tmax

(mmHg/

s)

-LVdP

/dtmax

(mmH

g/s)

Heart

Rate

(beats/

min)

MABP

(mmH

g)

LVP

(mmH

g)

+LVdP/

dtmax

(mmHg/

s)

-LVdP/

dtmax

(mmHg

/s)

Heart

Rate

(beats

/min)

MAB

P

(mmH

g)

LVP

(mmH

g)

+LVdP/dt

max

(mmHg/

s)

-LVdP/dt

max

(mmHg/

s)

Vehicle
343±

16

125±

10

138±

12

4540±

258

3990

±246

351±

20

122±

9

133±

12

4426±

286

3860±

235

347±

15

118±

8

128±

17

4387±

224

3748±

214

I/R
335±

10

124±

10

137±

13

4478±

246

4053

±232

323±

19

81±

9** ##

100±

16** ##

3192±

335** ##

2619±

283** ##

320±

17

110±

9* #$$

121±

16* #$$

3680±

314** ##$$

3249±

300** #$$

Postcon
344±

24

124±

14

135±

18

4729±

366

3812

±349

332±

22

80±

17** ##

99±

19** ##

3216±

353** ##

2746±

329** ##

325±

24

114±

21*$$

122±

18* #$$

3929±

366** #$$

3412±

349* #$

I/R+BNI
352±

20

128±

26

136±

26

4658±

293

3982

±420

343±

25

82±

21** ##

98±

15** ##

3100±

323** ##

2690±

364** ##

328±

35

109±

18* #$$

120±

24* #$$

3478±

336** ##$$

3174±

325** #$

Post-

con+BN

I

355±

20

124±

14

136±

15

4646±

325

3696

±336

351±

25

79±

13** ##

98±

23** ##

3165±

332** ##

2715±

287** ##

334±

26

112±

26* $$

119±

19* #$$

3636±

345** ##$$

3277±

347* #$

1.2.7 血清和心肌中强啡肽的水平测定 每只大鼠的血清分为

3 个 100 μl，使用前 -20℃保存。心肌组织去除脂肪组织和大血

管后液氮中速冻，之后保存到 -80℃冰箱。使用前取出心肌组织

在含有 1 μg/L 蛋白酶抑制剂 (protease inhibitor, Sigma)的磷酸

缓冲盐溶液（PBS）中匀浆，低温离心机（4℃）上高速离心 15
min（12,000 rpm），取上清 10 μl 用于测定其中的蛋白含量。蛋

白含量的测定使用 BCA 试剂盒（Bicinchoninic Acid Assay Kit,
Pierce），其他上清吸出储存于 -80℃冰箱中。测定血清和心肌中

强啡肽的含量前，取出血清和心肌匀浆的上清按照 ELISA 试

剂盒的技术说明书进行测定。
1.3 统计分析

实验所得数据使用 ORIGIN8 软件进行分析。数据用 mean
± SD 表示。组间比较使用 t 检验，不同组间比较使用单因素方

差分析。

2 结果

2.1 血流动力学参数

表 1 显示心率（heart rate, HR），平均动脉压（mean arterial
blood pressure, MABP），左室压（left ventricular pressure, LVP），

左室收缩功能（+LVdP/dtmax）和舒张功能（-LVdP/dtmax）在基

础水平、缺血 25 min 和再灌注 2 h 等时间点的数值。HR 在各组

间没有显著差异。与基础水平相比 MABP、LVP、+LVdP/dtmax
和 -LVdP/dtmax 等在缺血 25 min 后显著降低（P＜0.01），而在

再灌注 2 h 后显著升高（P＜0.05），但并未恢复到基础水平。在

所有组间全身血流动力学无显著差异。I/R 组和处理组也无显

著差异。

2.2 梗死面积

在 I/R 组心肌梗死非常显著。与 I/R 组相比，后处理可显著

减少心肌梗死面积（P<0.01）。该作用可完全被 nor-BNI（2 mg/
kg）所阻断（图 2A 和图 2B）。
2.3 后处理对血浆中 CK 和 LDH 的影响

与假手术组相比，局部心肌缺血 30 min 后再灌注 2 h 可显

著增加血液中 LDH 和 CK 的释放量 （P<0.01）（图 3A 和图

3B）。后处理显著减少 I/R 诱导的 LDH 和 CK 的释放（P<0.01）。
然而这一作用可被 nor-BNI（2 mg/kg）阻断。以上数据表明后处

理的心肌保护作用是通过激活κ-OR 实现的。在后面的研究

我们着重研究其参与后处理的抗凋亡作用。
2.4 后处理的抗凋亡作用

心肌凋亡使用 TUNEL 法测定（图 4A 和图 4B）。局部心肌

缺血和再灌注导致心肌细胞的凋亡显著增加（P<0.01 vs. vehic-

le），后处理显示具有显著的抗凋亡作用（P<0.01 vs. I/R）。这一

作用可被 nor-BNI (2 mg/kg, P<0.01 vs. Postcon) 完全阻断。以上

结果显示后处理是通过激活 k-OR 来发挥抗凋亡作用的。
2.5 后处理对 caspase-3 活性的影响

既然 caspase-3 在 I/R 诱导的细胞凋亡中起着重要的作用，

我们检测 caspase-3 是否参与后处理的抗凋亡作用。I/R 组的

caspase-3 的活性与假手术组相比显著增加（P<0.01），而后处理

后 caspase-3 的活性显著降低（P<0.01 vs. I/R）。这一作用也可被

nor-BNI 所阻断。
2.6 后处理可增加血清和大鼠心脏的强啡肽的含量

局部心肌缺血和再灌注可显著降低血清（图 6）和心肌（图

7）中的强啡肽的含量。而后处理可显著增加心肌和血清中的强

啡肽的含量 （P<0.01vs. I/R）。而这一作用可被 k-OR 阻断剂no
r-BNI (2 mg/kg, P>0.05 vs. Postcon)所阻断。
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图 3 后处理和κ-OR 阻断剂对血浆 CK 和 LDH 的影响

(A) CK 的含量变化；(B) LDH 的含量变化。n = 6，P<0.01 vs. vehicle (**), vs. I/R (##) and vs. Postcon ($$)。Vehicle = 对照；I/R = 缺血再灌注；

Postcon = 后处理；BNI = nor-BNI,κ- 受体阻断剂

Fig. 3 Effects of postconditioning andκ opioid receptor antagonist on plasma creatine kinase (CK) (A) and lactate dehydrogenase (LDH) (B) in

myocardial I/R rats (n = 6, mean ± SD). P<0.01 vs. vehicle (**), vs. I/R (##) and vs. postconditioning ($$). I/R = ischemia/reperfusion; Postcon =

postconditioning; BNI = nor-binaltorphimine.

图 2 后处理和κ-OR 阻断剂对心脏 I/R 心肌梗死面积的影响

(A)心脏切片的图片；(B) 心肌梗死面积（IS）与 I/R 心肌（AAR）的比值

的统计。n = 6，P<0.01 vs. vehicle (**), vs. I/R (##) and vs. Postcon ($$)。
Vehicle = 对照；I/R = 缺血再灌注；Postcon = 后处理；BNI = nor-BNI,

κ- 受体阻断剂

Fig. 2 Effects of postconditioning andκ opioid receptor antagonist on

infarct area in myocardial I/R rats. (A) Representative photographs of heart

sections. (B) Summary of myocardial infarct size (IS) expressed as a

percent of total area at risk (AAR, n = 6, mean± SD). P<0.01 vs. vehicle

(**), vs. I/R (##) and vs. postconditioning ($$). I/R = ischemia/reperfusion;

Postcon = postconditioning; BNI = nor-binaltorphimine.

3 讨论

本研究发现后处理具有心肌保护作用。后处理的保护作用

在以往的研究中，比如在大鼠[18]，兔子[19]，和人类[20]均有报道。在

阻断的冠脉再开放的第一时间，再灌注中的大部分有害作用被

启动[21]。在 Kin 等制作的大鼠模型中，作者认为 3 个 10/10 sec
的后处理循环减少肿瘤坏死因子α和 IL-6 与心肌 ARR 处的

凋亡细胞数减少是一致的。You L 等证明缺血后处理可减少兔

子的 I/R 诱导的心肌细胞凋亡[19]。在临床试验中，Zhao WS 等发

现 3 个 60/60 sec 的 后 处 理 可 显 著 减 少 血 浆 溶 液 中 的

Fas/APO-1 和 Fas 的配体（心肌凋亡的代表标志）。这些有益作

用与支架手术 7 天后左心室功能的提高相伴随[20]。
腺苷、阿片肽、缓激肽和促红细胞生成素等多种内源性配

体促进后处理介导的组织保护作用。新的研究证据表明在心肌

再灌注时内源性的配体结合可促进后处理的保护作用。研究表

明后处理与内源性腺苷受体的激活有关[22,23]。Penna C 等认为后

处理的启动涉及缓激肽的激活及其下游信号通路[24]。在缓激肽

受体基因敲除小鼠，后处理的抑制梗死的作用被消弱。后处理

诱导的抑制心脏梗死的保护作用可能通过激活细胞膜多种受

体如腺苷和缓激肽受体来发挥作用的 [25]。阿片肽可开放 ATP
依赖的钾离子通道[26]，对心脏产生保护作用，Chien GL 等认为

激活纳洛酮异构体可阻断被麻醉的兔子的心脏的 IPC 作用[27]。
然而失活的纳洛酮异构体对 IPC 没有作用。IPC 可显著降低心

肌细胞的 TUNEL 阳性表达，和抑制缺血区域的基因组 DNA
分裂。选择性δ-OR 阻断剂，Naltrindone（NTI）预处理可逆转

IPC 的抗凋亡作用[8]。Zatta AJ 等认为内源性阿片肽，脑啡肽可

能参与在后处理的过程中[9]。据 Jang 等报道在在体实验中使用

非选择性阿片受体阻断剂纳洛酮可阻断后处理引起的梗死减

少的作用。U50,488H（选择性κ-OR 激动剂）在再灌注前 5 min
给予，可显著减少大鼠和小鼠心脏的梗死面积[28]。Chen 等认为

在离体大鼠 I/R 心脏由吗啡诱导后处理是通过κ-OR 激活，而

不是激活δ-OR [29]。因此，实验证据逐渐支持外源性给予激动

剂使κ-OR 激活在再灌注早期可发挥保护作用。本课题组早

期研究发现在大鼠心脏给予κ-OR 阻断剂可取消后处理的药

理学效应[30,31]。这些现象暗示后处理通过激活κ-OR 可能对抗

I/R 损伤具有保护心脏作用。Wang J 等认为使用κ-OR 阻断剂

nor-BNI 可阻断后处理诱导的心脏保护作用[32]。但他们并没有

阐明是否后处理在心肌保护中的抗凋亡作用是否是由κ-OR
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图 4A 后处理对心肌细胞凋亡的影响

TUNEL：细胞凋亡阳性（绿色）；DAPI：代表细胞核（蓝色）；merge：前两

者合并（黄色）。Vehicle = 对照；I/R = 缺血再灌注；Postcon = 后处理；

BNI = nor-BNI,κ- 受体阻断剂

Fig.4A Effect of postconditioning on cardiomyocyte apoptosis.

Representative apoptotic staining from six experiments. TUNEL:

cardiomyocyte apoptotic staining; DAPI: nuclei staining; Merge: TUNEL

staining merges with DAPI staining.

图 4B 后处理对心肌细胞凋亡的影响

对 TUNEL 的图片进行统计，图片代表各组中凋亡细胞占总细胞数的

比例。P<0.01 vs. 对照 (**), vs. I/R (##) and vs. Postcon ($$)。Vehicle =

对照；I/R = 缺血再灌注；Postcon = 后处理；BNI = nor-BNI，κ- 受体阻

断剂

Fig. 4B Effect of postconditioning on cardiomyocyte apoptosis. Bar chart

shows the percentage of apoptotic cells as assessed by TUNEL staining in

each group (n=6 in each group). Values are the mean ± SD. P<0.01 vs.

vehicle (**), vs. I/R (##) and vs. postconditioning ($$ ). I/R =

ischemia/reperfusion; Postcon = postconditioning; BNI = nor-binaltorphi-

mine.

图 5 后处理对 caspase-3 活性的影响

n=6, P<0.01 vs. vehicle (**), vs. I/R (##) and vs. Postcon ($$).Vehicle =

对照；I/R = 缺血再灌注；Postcon = 后处理；BNI = nor-BNI，κ- 受体阻

断剂

Fig. 5 Effect of postconditioning on caspase-3 activity.

n=6 in each group, values are the mean± SD. P<0.01 vs. vehicle (**), vs.

I/R (##) and vs. postconditioning ($$). I/R = ischemia/reperfusion; Postcon

= postconditioning; BNI = nor-binaltorphimine.

图 6 后处理对血浆中的强啡肽的影响

n=6，P<0.01 vs. Vehicle (**) and vs. I/R (##)。Vehicle = 对照；I/R = 缺血

再灌注；Postcon = 后处理；BNI = nor-BNI，κ- 受体阻断剂

Fig. 6 Effect of postconditioning on the plasma dynorphin was analyzed by
an enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) technique (n=6 in each

group). Values are the mean ± SD. P<0.01 vs. Vehicle (**) and vs. I/R
(##). I/R = ischemia/reperfusion; Postcon = postconditioning; BNI =

nor-binaltorphimine.

始动的。
众所周之，凋亡在 I/R 后的心肌细胞死亡中起重要的作

用。在体啮齿类动物模型实验中细胞凋亡在再灌注后细胞死亡

中非常重要。Yaoita 等评估 caspase 抑制剂在 I/R 大鼠模型中

的作用时发现 ZVAD-fmk（一种光谱的 caspase 抑制剂）可降低

21 %的梗死面积和减少 72 %的细胞凋亡。而保护左心室功能

可能是由于抑制了 caspase 对收缩结构的损害[33]。本研究同样

发现内源性激活κ-OR 启动了后处理的心脏保护作用。后处

理不仅显著减少心脏的坏死，同时还减少心肌的凋亡。更有趣

的是抗凋亡作用可被再灌注前给予的 nor-BNI 所阻断，说明κ
-OR 的激活启动了后处理的抗凋亡作用。本课题组前期的实验

发现 U50,488H 处理可减少心肌细胞的凋亡，这一作用支持本

研究中κ-OR 启动后处理的抗凋亡作用。
众所周之，caspase 是凋亡的重要分子的启动子和操纵子。

Caspase-3 是 caspase 的其中之一的效应子，被认为是凋亡的最

终杀手。大量的研究表明心脏 I/R 能导致 caspases 包括 cas-
pase-3 的激活[34]，且发生在心肌细胞死亡之前。我们发现后处理

显著抑制 caspase-3 的活性，并且这一作用可被 nor-BNI 阻断。
这些结果可为内源性激活κ-OR 并启动后处理的抗凋亡提供

进一步的证据。后处理后的长时间缺血可能改变内源性内分泌

物比如腺苷和缓激肽等的产生。Kin H[22]等表明内源性腺苷的

释放参与后处理的心脏保护。而且阿片受体也参与 I/R 损伤的

心脏保护作用 [35]。Romano 等 [36]发现在心脏再灌注时选择性

κ-OR 激动剂 U50,488H 可显著提高功能的恢复，而 nor-BNI
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图 7 后处理对心室肌中的强啡肽的影响

n=6，P<0.01 vs. Vehicle (**) and vs. I/R (##)。Vehicle = 对照；I/R = 缺血

再灌注；Postcon = 后处理；BNI = nor-BNI，κ- 受体阻断剂

Fig. 7 Effect of postconditioning on the ventricular myocardial dynorphin

was analyzed by an enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

technique (n=6 in each group). Values are the mean ± SD. P<0.01 vs.

vehicle (**) and vs. I/R (##). I/R = ischemia/reperfusion; Postcon =

postconditioning; BNI = nor-binaltorphimine

可显著抑制恢复。他们研究表明κ-OR 激动剂可提供显著的

心肌保护。研究发现在再灌注前给κ-OR 激动剂 U50,488H 可

显著减少大鼠的心肌细胞凋亡[32]。本研究提供了间接的证据就

是提高内源性κ-OR 激动剂强啡肽可能在心肌保护中的起一

定的作用。在应激状态，阿片肽水平可增加以及最终释放到外

周循环[37]。心肌缺血可促进阿片肽的合成和释放[9]。强啡肽的增

加比甲硫氨酸脑啡肽（met-enkephalin，ME）,更明显，尽管这并

没有统计学意义 [38]。为什么内源性阿片肽水平在缺血器官增

加？据推测在梗死心室组织中内源性阿片肽 （endogenous opi-
oid peptides，EOPs） 水平的增加可能在于拮抗缺血时儿茶酚胺

的大量释放。因此，心脏在应激如缺血时可能涉及自分泌过程，

在这个过程中 EOPs 从心肌释放并与心肌的阿片受体直接相

互作用从而通过防止钙超载来发挥抑制细胞损伤起到保护心

脏的作用。有研究显示β- 肾上腺素能受体[39]的激活介导的

信号通路可能被激活的κ-OR 显著抑制 [40]。研究发现κ-OR
可抑制肾上腺素能受体激活效应[41,42]。后处理可能促进阿片肽

的生成的作用部分是通过保护负责前脑啡肽的加工和合成中

的酶[9]。Zhang SZ 等发现远距离预处理（RPC）大鼠的血浆强啡

肽水平明显增高，而且静脉注射强啡肽和 U50,488H 可模拟

RPC 的心脏保护作用[43]。RPC 和 U50,488H 诱导的心脏保护作

用还可被 nor-BNI 所减弱。我们研究发现后处理可同时增加血

清和心肌中的强啡肽的水平。尽管后处理的心脏保护作用，比

如减少酶漏，抑制凋亡作用均被 nor-BNI 所阻断，而强啡肽水

平并没有被 nor-BNI 所阻断。这些结果表明后处理诱导内源性

κ-OR 激动剂强啡肽的释放以及强啡肽可能参与这种形式的

心脏保护。进一步的研究证明强啡肽在循环中的水平可能在心

肌细胞中发挥生物学效应。总之，这些数据表明后处理的保护

作用包括抗凋亡与激活κ-OR 以及维持强啡肽的足够供给相

关。
后处理的强啡肽增加可能源于多种可能包括 1）增加的前

强啡肽原 mRNA 相对地导致强啡肽前体的翻译；2） 通过增加

强啡肽原前体加工成有受体活性的强啡肽；3）减少强啡肽的降

解程度。根据 Zatta AJ 等的研究，内源性阿片肽的增加最大的

原因是由于总蛋白的合成[9]。所以强啡肽从心脏生成、加工和释

放所需要的信号机制需要进一步研究。
最近，临床使用阿片肽治疗心血管疾病已经吸引了越来越

多的注意。κ-OR 激动剂参与 I/R 的研究为治疗缺血性心脏病

提供了一个新的视野。本研究首次阐明κ- 阿片肽启动后处理

抗凋亡作用的机制。我们发现心脏保护作用和后处理的抗凋亡

作用是由激活κ-OR 来介导的。而心脏保护作用和后处理的

抗凋亡作用至少部分是通过增加强啡肽的表达来介导的。
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