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高氧液预处理对兔心肌缺血再灌注损伤的影响 *
徐瑞芬 1 张国良 1 徐 浩 1 徐礼鲜 1 冯旭阳 2△

（1第四军医大学口腔医院麻醉科 陕西西安 710032；2西京医院心脏内科 陕西西安 710032）

摘要 目的：研究高氧液预处理对兔心肌缺血再灌注损伤的影响。方法：雄性新西兰白兔 32只，随机分为 4组（n=8）,结扎 -开放冠
状动脉左前降支（LAD）建立心肌缺血再灌注模型。假手术组（Sham组）只穿线环绕 LAD不结扎；吸氧组（OX组）结扎前 30 min
经鼻吸纯氧 2L/ min；在结扎 LAD前 30 min分别静脉注射 HO 10 ml / kg (HO1组)、20 ml / kg (HO2组)。于结扎 LAD前即刻（T0,基
础值）、开放 LAD前即刻（T1）、再灌注 60 min（T2）及再灌注 120 min（T3）时记录 HR和MAP，于 T3时抽取动脉血样 3 ml,测定血清
肌酸激酶 (CK)、肌钙蛋白 I (cTNI)的活性和 IL-6和 TNF-α的浓度，并测定心肌梗死范围。结果：I/S组与 T0时比较，T 1-3时各组
HR、MAP进行性下降( P< 0.05 )；三组间 HR、MAP比较差异无统计学意义( P>0.05)。与 Sham组比较，I/S组血清 CK、cTNI、IL-6
和 TNF-α含量明显升高（P 0.01）；与 OX组比较，HO2组上述酶及炎症因子浓度显著下降（P<0.01），心肌梗死范围减小(P< 0.05)。
结论：高氧液预处理可减轻兔心肌缺血再灌注损伤，机制可能与其抑制炎性反应有关。
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ABSTRACT Objective: To invstigate the effect of hyperoxia solusion preconditioning on myocardial ischemica-reperfusion(I/R) in-

jury in rabbits. Methods: Thirty-two adult male rabbits weighing 2-3 kg were randomly divided into 4 groups (n=8 each): sham operation
(group S), myocardial (I/R)(group OX), group HO1, HO2 ( received hypoeroxia solusion 10,20 ml/kg respectively at 30 min before myo-
cardial ischemia ). Myocardial I/R was produced by temporary ligation of anterior descending branch of left coronary artery (LAD) for 30
min followed by 120 min reperfusion. Myocardial ischemia was confirmed by S-T segment elevation and change in color of myocardium.
HR and BP were monitored and recorded immediately before ligation of LAD (T0), immediately before LAD ligation was untied (T1) , 60
(T2) and 120 (T3) min after LAD was untied. Blood samples were obtained at T3 for determination of serum CK, cTNI, IL-6 and TNF-α-
concentration. Results: In group OX, HO1, HO2, HR and MAP decreased during T1-3(P< 0.05), but there was no significant difference
among the 3 groups. In I/R group, the s CK, cTNI, IL-6 and TNF-α were significantly higher than that in Sham group(P<0.01); The above
parameters in group HO2, were significantly lower and the infarct size was significantly smaller than that in group OX. Conclusion: Hy-
peroxia solution preconditioning can attenuate myocardial I/R injury by inhibiting inflammatory response.
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前言

对急性心肌梗死行早期心肌再灌注可挽救濒死心肌，但再

灌注本身也会造成心肌细胞损伤，即缺血再灌注损伤[1-3]。缺血
再灌注时心肌的保护是目前心血管领域研究的热点，其病理生

理过程复杂，氧自由基、钙超载、粒细胞浸润等都可能参与。氧
自由基通过脂质过氧化反应，破坏生物膜结构，包括细胞膜及

具有膜结构的线粒体、内质网、溶酶体系统。为了减轻缺血再灌
注损伤，人们进行了很多尝试，包括短暂缺血、药物、热应激等
的预处理，但目前尚无有效的药物和治疗方法。本课题组以往

的动物实验表明，高氧液（hyperoxia solution，HO）对小肠、脊
髓、脑等缺血再灌注损伤有良好的保护作用[4]。本研究拟评价高
氧液预处理对兔心肌缺血再灌注损伤的影响，为临床应用提供

新的思路和方法。

1 材料与方法

1.1 材料
雄性新西兰白兔由由第四军医大学动物实验中心提供，高

氧液用西安高氧医疗设备有限公司研制的高氧医用液体治疗

仪制备。血清肌酸激酶 (CK)试剂盒、肌钙蛋白 I (cTNI)的活性
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和 IL-6和 TNF-α试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。伊
文氏蓝、2,3,5-三苯基四氮唑购自美国 Sigma公司。
1.2 方法
1.2.1 实验动物与分组 健康成年雄性新西兰白兔 32只，体重
2~3 kg,随机分为 4组（n=8）,假手术组（Sham组）只穿线环绕冠
状动脉左前降支（LAD）不结扎；吸氧组（OX组）结扎前 30 min
经鼻吸纯氧 2L/ min；不同剂量 HO组在结扎 LAD前 30 min分
别静脉注射 HO10 ml / kg(HO1组)、20 ml / kg(HO2组)。
1.2.2 HO的制备 以 500ml生理盐水为基液，氧气瓶为气源，
以 3 L/min氧流量通过连接管道输入高氧医用液体治疗仪，氧
气经过反应室输出端通入基液进行溶氧活化处理，经 15min溶
氧后制备成 HO。
1.2.3 心肌缺血再灌注模型的制备 术前禁食 12 h, 静脉注射
20 %乌拉坦 1g / kg麻醉后固定于手术台。气管切开后插管，连
接 TKR-200C型小动物呼吸机（江西特力麻醉呼吸设备公司）
行机械通气。经左颈动脉切开置管至左心室，右股动脉切开置
管，采用 BL-410生物机能实验系统（成都泰盟科技有限公司）
监测血液动力学。双前肢及右后肢接心电图（ECG）电极，监测
Ⅱ导联 ECG。开胸后剪开心包暴露心脏，在 LAD发出分支上
方，用无创小圆针经 LAD下方的心肌表层穿线包绕。待心脏恢
复规律跳到后 15 min时，静脉注射肝素 400U / kg。穿线结扎
LAD造成心肌缺血 30 min后松开结扎线，再灌注 120 min。左
室前壁发绀并向外膨出，ECG示 ST段抬高即为成功结扎 LAD
的标准[5]。
1.2.4 血液动力学指标的测定 于结扎 LAD前即刻（T0, 基础

值）、开放 LAD 前即刻（T1）、再灌注 60 min（T2）及再灌注 120
min（T3）时记录 HR和MAP。
1.2.5 心肌酶活性和炎症因子的测定 于 T3时抽取动脉血样 3
ml,分离血清，放入 -70℃冰箱保存。测定血清肌酸激酶 (CK)、
肌钙蛋白 I (cTNI)的活性和 IL-6和 TNF-α的浓度。
1.2.6 心肌梗死范围的测定 T3时再次阻断左冠状动脉前降支，

左颈静脉注射 1％伊文氏蓝 3 ml染色，取出心脏，PBS冲洗心
腔至流出液变清，分离出左心室(LV)，并称重，蓝染部分为有血
供区，未染色部分为缺血区(AAR)。速冻后将心脏横断面切成
2 mm厚切片，置于 37℃ 1％ 2,3,5-三苯基四氮唑中染色 20
min，然后置于 4℃ 10％甲醛溶液中固定过夜，仔细分离出蓝
色区、砖红色区和白色区并分别称重(砖红色区为未梗死心肌，
白色区为梗死心肌 )。以 AAR 质量占 IJV 质量的百分比
(AAR／LV)表示缺血区范围，以梗死区(IS)质量占 AAR质量的
百分比(IS／AAR)表示心肌梗死范围。
1.3 统计学处理
采用 SPSS 11.0统计学软件进行分析，计量资料以均数标

准差（x±s）表示，组内比较采用重复测量数据的方差分析，组
间比较采用单因素方差分析，P<0.05者为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组不同时间点血液动力学的比较
I/R各组与 T0时比较，T1~3时各组 HR、MAP呈进行性下降

（P<0.05）；组间比较差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。

注：与 T0时比较，*P<0.05

Note: Compared with the T0, *P<0.05

表 1 各组不同时间点血液动力学的比较(n=8, x±s)

Table 1 Comparison of hemodynamic in different time

Group T0 T1 T2 T3

HR Sham 258±24 253±22 267±21 268±18

OX 261±21 230±19* 215±16* 198±16*

HO1 252±25 226±24* 209±19 * 192±20*

HO2 264±18 244±18* 223±17* 204±19*

MAP Sham 90±11 90±12 93±13 89±10

(mmHg) OX 89±10 78±13* 69±8 * 64±9*

HO1 94±14 75±10* 71±7* 61±8*

HO2 87±8 77±12* 68±10* 66±7 *

2.2 各组心肌酶活性和炎症因子浓度的比较
与 Sham组比较，各组血清 CK、cTNI、IL-6和 TNF-α浓度

明显升高（P<0.01）；与 OX组比较，HO2组上述酶及炎症因子

浓度显著下降（P<0.01），见表 2。
2.3 各组心肌缺血范围和心肌梗死范围的比较
与 OX组比较，高氧液治疗组心肌缺血范围差异无统计学

意义(P>0.05), HO2组心肌梗死范围减小（P<0.05），见表 3。

3 讨论

溶栓治疗、心脏导管技术及心脏直视下手术等，在心肌缺
血后疏通血管、恢复血流过程中可出现明显的再灌注损伤,随
之带来心肌舒缩功能障碍、再灌注心律失常、代谢异常及心肌
超微结构的改变，其机制与氧自由基、炎细胞激活等因素有
关[6-8]。在正常生物体内，氧自由基处于生成和清除的动态平衡，
维持在较低的正常水平。而心肌缺血缺氧时，大量的氧自由基
导致膜的通透性及流动性发生改变，完整性遭到破坏，引起线

粒体结构破坏，心肌细胞水肿。同时，膜结合酶受体和离子的脂
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注：与 Sham组比较, *P<0.01；与 OX组比较, #P<0.01

Note: Compared with the group Sham, *P<0.01; Compared with the group OX, #P<0.01

注：与 OX组比较, *P<0.05

Note: Compared with the group OX, *P<0.05

质微环境发生改变，从而改变这些蛋白酶的正常功能，引起细

胞内钙超载，促进膜蛋白和磷脂交联，引起蛋白酶不可逆变性，

最终导致心肌细胞结构和功能破坏[9,10]。我们研制的 HO经溶氧
后可使液体氧分压由 20.5±0.4kPa上升到 106±7.8 kPa，溶解
氧的含量是动脉血的 9-10倍，静脉血的 25-27倍，同时含有对
机体有多种治疗作用的臭氧（O3，13.4±2.6μg/ml）。动物实验表
明对心肌、脊髓、脑等缺血再灌注损伤有良好的保护作用[11]。诸

多研究表明给予 O3能够通过阻断黄嘌呤氧化途径，降低氧自

由基生成，减少氧自由基聚集，同时保护内源性抗氧化酶系统

而减轻肝脏及心脏缺血再灌注损伤。HO进入机体后，为急需氧
供的组织提供氧气，改善线粒体的能量代谢，增加 ATP生成，
减少了氧自由基的产生，减轻了心肌及血管内皮细胞的损伤
[12,13]。

表 2 各组心肌酶活性和炎症因子浓度的比较(n=8, x±s)

Table 2 Comparison of myocardial enzyme activity and inflammatory factor concentration in each group

组别
CK

(ρ/ ng·L-1)

cTNI

(ρ/ ng·L-1)

IL-6

(ρ/ pg·L-1)

TNF-α
(ρ/ pg·L-1)

Sham 0.92±0.35 0.04±0.02 1.90±0.22 29.54±3.26

OX 15.60±4.11 * 6.21±3.09* 5.82±0.36 * 113.21±22.31 *

HO1 14.85±3.93 * 5.98±3.85 * 6.11±0.29* 108.76±23.55 *

HO2 10.84±3.58 * # 3.55±2.23* # 3.01±1.23 * # 76.48±12.68 * #

表 3 各组心肌缺血范围和心肌梗死范围的比较（%，n=8,x±s）
Table 3 Comparison of myocardial ischemia scope and myocardial infarction range of comparison

Sham OX HO1 HO2

Myocardial schemia scope 0 41±2 39±4 37±3

Myocardial infarction range 0 44±6 37±4 24±5*

缺血再灌注时细胞膜损伤，细胞内 CK、cTNI释放入血，故
测定其血清含量有助于心肌缺血损伤程度的诊断[14]。本研究结
果显示，缺血再灌注损伤后 CK、cTNI均显著升高，心肌梗死面
积显著增大，；而随高氧液注射剂量的增加，CK、cTNI浓度显
著降低，说明高氧液可减轻心肌细胞膜的损伤，降低心肌酶的

释放。
研究显示，心肌缺血再灌注时伴随血浆炎性细胞因子及抗

炎细胞因子水平的升高（其增高程度和心肌微循环的损伤程度

有关），心肌组织水泡灌注不良越严重[15-17]。TNF-α是缺血再灌
注损伤连锁反应中的关键性递质，能诱导白细胞聚集和释放

IL-6、IL-8、血小板活化因子、白三烯等炎症递质，诱发缺血再灌
注损伤。IL-6大量产生可诱导白细胞进入缺血区，刺激黏附分
子 CO11b/CD18和心肌细胞间黏附分子 -1的表达，介导多形
核中性粒细胞与心肌细胞结合，加重心肌缺血损伤[18-20]。本研究
结果显示，与 OX组比较，HO2组 IL-6和 TNF-α浓度显著下
降，提示一定剂量的高氧液预处理可能通过抑制炎性反应减轻

兔心肌缺血再灌注损伤。
综上所述，预先静脉注射 HO可减轻兔心肌缺血再灌注损
伤，HO 20 ml / kg效果最好。
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