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[摘要] 探讨预先电刺激小脑顶核(FNS)对大鼠心肌梗死(MI)后心脏神经再生的干预作用。将 90 只 Wistar大鼠随机分为: ① MI组, 结
扎左冠状动脉前降支(LAD); ② 预先电刺激小脑顶核后再予以 LAD 结扎组(FNS+MI组); ③ 毁损小脑顶核后电刺激该部位 , 再行 LAD
结扎组(FNL+FNS+MI组)。各组又分 MI后 1,7,21 d 3 个时间点。另设假手术组(Sham 组)。应用免疫组织化学方法显示心脏组织胆碱
乙酰转移酶(CHAT)和酪氨酸羟化酶(TH)。检测各时间点梗死区与非梗死区 TH、CHAT 阳性神经纤维分布密度, MI组与 Sham 组相比
显著减少(P<0.01); FNS+MI组较 MI组显著增多(P<0.05); FNL+FNS+MI组与 MI组比较无显著性差异 (P>0.05)。因此 ,电刺激小脑顶
核可增加梗死区和非梗死区心肌组织 TH、CHAT 染色阳性神经纤维密度, 促进 MI后心脏神经纤维再生。
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Abs tract: We investigated the effects of fastigial nucleus electro - stimulation (FNS) in advance on cardiac nerve regeneration after
myocardial infarction (MI) in rats. Ninety healthy adults male Wistar rats were randomly divided into 3 groups: group MI was rats ligating the
left anterior artery alone; group FNS+MI was rats receiving FNS for 1 h before producing MI; group FNL +FNS+MI was rats undergoing the
same procedure like group FNS+MI except that there were lesions of the bilateral fastigial nucleus five days before producing MI. Then every
group was randomly divided into three subgroups according to the three time points, that is 1,7,21 d after MI for further study. Mimicing all
the operations, Sham- operated group was selected as non- infarction control (Sham group, n=8). Rats were sacrificed at matched time point,
and sympathetic or vagus nerve fibers density in the infarcted zone (IZ) and non- infarcted zone (NIZ) in myocardium of these rats, as well as
in a group of Sham- operated animals, were examined by displaying tyrosine hydroxylase (TH) and choline acetyl transferase (CHAT) with
immunohistochemistry method. Compared to Sham group, the concentration of nerve stained positive decreased significantly for TH or CHAT
in IZ and NIZ in MI group (P<0.01); The FNS+MI group had higher concentration of nerve stained positive for TH or CHAT in IZ and NIZ
than the MI group at matched time points (P<0.05). There was no significant difference for these stained positive nerves between MI group and
FNL+FNS+MI group (P>0.05). FNS could increase the density of sympathetic or vagus nerve fibers for TH or CHAT staining positive in IZ and
NIZ in myocardium of MI rats, so FNS could promote cardiac nerve regeneration.
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1 引言

众多研究发现,心肌梗死(MI)后,心肌缺血梗死区不仅心肌细

胞发生变性坏死, 局部自主神经纤维也可发生相似的病理改变[1];

同时心肌非梗死区也会出现交感神经密度的显著减少[2] 。这种因

区域性心肌缺血导致的心脏自主神经在空间及透壁分布的不均

匀性 , 可使心肌细胞动作电位时程紊乱、心电不稳定、QT间期延

长 , 有利于折返环的形成 , 增加了 MI 后心律失常的发生率。因

此 , 如能在 MI 的早期采取积极的手段来促进自主神经再生 , 使

心脏神经的再生重新达到一个合适的平衡状态 , 无疑会对 MI 后

猝死的预防起到更积极的作用 。

对缺血性脑卒中 , 电刺激小脑顶核( FNS)可经多种途径发挥

神经保护效应, 如增强缺血区神经元膜电位的稳定性 , 降低脑组

织细胞外谷氨酸含量 , 抑制脑血管免疫炎症反应 , 下调神经源性

一氧化氮合酶、诱导性一氧化氮合酶和转录因子 kappa B(NF- kB)

的基因表达 ,减少缺血组织白细胞浸润 , 下调蛋白激酶 C、钙蛋白

酶活性和 Caspase 3 基因表达 , 上调缺血区热休克蛋白 70、抗凋

亡蛋白 Bcl- 2、cAMP 依赖性转录因子、生长相关蛋白- 43 的基因

表达 ,从而减少神经元坏死或凋亡[3]。

按照 FNS原理设计的小脑电刺激仪 , 通过乳突使仿生物电

流到达小脑顶核 ,可达到改善或加速脑卒中患者神经功能恢复的

效果, 在临床上证明了 FNS神经保护作用的有效性和可行性 [4]。

为此 ,本研究应用免疫组织化学方法显示心脏组织胆碱乙酰转移

酶 ( CHAT)、酪氨酸羟化酶 ( TH) , 观察 FNS对 MI 大鼠心脏神经

纤维分布变化的影响 ,为 FNS在心肌梗死方面的应用提供依据。

2 实验材料和实验方法

2.1 实验模型及分组

1) 健康雄性 Wistar 大鼠 , 体重 250～300 g, 由重庆医科大学

实验动物中心提供。

2) 心肌梗死模型制备 :结扎左冠状动脉前降支, 术中以心电

图Ⅰ、aVL导联 ST段弓背向上抬高 0.2 mV 以上并持续 0.5 h 作

为心肌梗死模型制备成功的标志 ; 术后以氯化三苯四氮唑(tetra-

zolium chloride, TTC)染色法确认梗死形成[5]。

3) 小脑顶核电刺激 :按照 Wistar 大鼠脑立体定位图谱 [6], 结

合鼠大小进行小脑顶核定位[5]。小脑顶核电刺激仪刺激参数为 70

μA 直流方波脉冲 , 频率 50 Hz,时程 0.5 ms;均为浅麻醉状态下刺

激左侧小脑顶核 , 恒定刺激 1 h。实验结束后 , 小脑连续切片 HE

染色 ,刺激部位不在小脑顶核者予以剔除。

4) 小脑顶核毁损: 使用微量进样器分别将 0.2 μL 鹅膏氨酸

注入双侧小脑顶核 , 留针 5 min[7]。实验结束后 , 取小脑连续横切

片 , 尼氏染色证实毁损的小脑顶核处神经元数量减少,尼氏体大

量消失。

5) 动物随机分为 : ① MI 组(n=30), 结扎左冠状动脉前降支

(LAD);② 预先电刺激小脑顶核 1 h 再予以 LAD结扎组(FNS+MI

组 , n=30);③ 毁损小脑顶核 5 d 后电刺激该部位 1 h, 再行 LAD

结扎组(FNL+FNS+MI 组 , n=30)。

各组又分 MI 后 1, 7, 21 d 3 个时间点 ; 另设假手术组(Sham

组 , n=8), 开胸术后仅在 LAD下穿线但不结扎, 电极插入小脑顶

核 ,但不予以刺激。在各时间点试验结束后 ,各组存活的大鼠数量

分别为 : MI 组 5, 4, 4 只 ; FNS+MI 组 8, 7, 5 只 ; FNL+FNS+MI 组

6, 3, 4 只;假手术组仅设术后 7 d 作为总体对照 。

2.2 检测方法与指标

2.2.1 免疫组化染色

1) 在各时间点取动物心脏 , 清洗血液后在 4%中性福尔马林

中固定 1 h, 然后置于 70%乙醇中保存。取左心室侧壁梗死区

( infarct zone, IZ)和非梗死区 ( non- infarcted zone, NIZ)组织标本。

常规脱水、石蜡包埋及切片 ,片厚 5 μm。

2) 交感神经检测步骤 :① 滴加兔抗大鼠酪氨酸羟化酶( TH)

多克隆抗体(Sigma 公司 ,工作浓度 1:2 000), 37 ℃孵育 1 h 后转入

4 ℃冰箱 , 放置 24 h;② 滴加生物素化二抗及链酶亲和素- 生物

素-过氧化物酶复合物 ( SABC) , 37 ℃孵育 40 min;③ DAB显色 ,

常规封片。

3) 迷走神经检测步骤 : ① 滴加兔抗大鼠胆碱乙酰转移酶

( CHAT)多克隆抗体(Sigma 公司 , 工作浓度 1:200), 37 ℃孵育 1 h

后转入 4 ℃冰箱, 放置 24 h; ② 滴加生物素化二抗及 SABC, 37

℃孵育 40 min;③ DAB显色 ,常规封片。

2.2.2 图像分析

采用图像分析系统。选取同一染色条件下的切片 , 每组 16

张。每张切片于 400 倍光镜下在 IZ和 NIZ分别随机取 2 个视野 ,

将图像输入计算机 , 根据辉度差异 , 对神经纤维密度进行自动分

析 ,计算神经纤维面积占所选切片视野面积的百分比。

2.2.3 统计学处理

实验数据采用x±s表示 ,应用 SPSS 10.0 统计软件进行分析 ,

多组间比较采用方差分析, 组间比较采用 q 检验 。P<0.05 为统计

学有显著差异。

3 实验结果

3.1 FNS 对 MI后心脏 TH 阳性神经纤维分布变化的影响
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图 2 CHAT 免疫组化染色显示心肌非梗死区
CHAT 阳性神经纤维( SABC 法 ,×400)

Fig. 2 CHAT staining of cardiac nerve fibers as determined
immunohis tochemically in the non- infarcted zone(×400)

注: 1. A- B:心肌梗死后 1, 7 d 梗死周边心肌迷走神经分布 , 棕色区域为

CHAT阳性纤维 ,心肌细胞间几无神经支配区域;

2. C: 心肌梗死后 21 d 梗死周边心肌迷走神经分布 , 棕色区域为

CHAT阳性纤维 ,心肌细胞间仅有数处神经支配区域;

3. D- F:预先电刺激小脑顶核 , 心肌梗死后 1, 7, 21 d 梗死周边心肌

迷走神经分布 , 棕色区域为 CHAT阳性纤维 , 心肌细胞间迷走神

经支配密度较未刺激小脑顶核组相应时间点增高。

注:与 Sham 组比较 , *P<0.05, **P<0.01;与 MI组比较 , #P<0.05,△P>0.05

表 1 FNS 对 MI后心肌组织 TH 阳性

神经纤维密度的影响(x±s )

Tbl. 1 Effects of FNS on the dens ity of adrenergic

fibers with TH staining in MI rats (x±s )

组别
心肌梗死时间
( d)

例数
阳性神经纤维密度(%)
梗死区 非梗死区

假手术组

MI组

FNS+MI组

FNL+FNS+MI组

-
1
7
21
1
7
21
1
7
21

8
5
4
4
8
7
5
6
3
4

-
0.21±0.12**

0.66±0.19**

1.18±0.25**

1.06±0.19#

2.01±0.49#

2.15±0.71#

0.13±0.12△

0.52±0.13△

1.07±0.11△

2.29±0.53
0.63±0.18**

0.97±0.30**

1.39±0.56**

1.02±0.25*#

1.61±0.63*#

2.00±0.41#

0.39±0.17△

0.85±0.26△

1.25±0.08△

由表 1 及图 1 可见 :在假手术组 , 沿心肌纤维长轴走行着棕

黄色肾上腺素能神经纤维 ; 经多功能图像分析仪计算, 其分布密

度为 2.29%±0.53%。MI后 IZ和 NIZ都出现了 TH 阳性神经纤维

分布密度的减少(P<0.01)。预先电刺激小脑顶核后, 各时间点 IZ

和 NIZ的 TH 阳性神经纤维密度明显多于 MI 组(P<0.05);毁损大

鼠双侧小脑顶核后 , 与 MI 组比较 , 再电刺激顶核部位对大鼠肾

上腺素能神经纤维受损程度无明显改善 (P>0.05)。

3.2 FNS 对 MI后 CHAT 阳性神经纤维分布变化的影响

MI后 1, 7, 21 d, 梗死区 CHAT阳性神经纤维多沿梗死灶内

尚存活的肌纤维走行 ;有的甚至消失 ,出现了去神经支配。非梗死

区也出现了 CHAT阳性神经纤维分布密度的减少。预先电刺激小

脑顶核后 ,各时间点梗死区和非梗死区的 CHAT阳性神经纤维密

度明显多于 MI组(P<0.05)。毁损大鼠双侧小脑顶核后 , 大鼠心脏

胆碱能神经受损的程度与 MI组比较无统计学差异(P>0.05)。见表

2、图 2。

4 实验结果讨论

本研究发现 , MI 后 1, 7, 21 d IZ与 NIZ均不同程度存在 TH、

CHAT阳性神经纤维分布密度的减少乃至消失 , 尤其 IZ出现了

去神经支配。这一结果与国内外一些学者的研究报道一致。1982

年 Schmid 等采用组织化学技术证实心肌梗死区 CHAT活性于梗

表 2 FNS 对 MI后心肌组织 CHAT

阳性神经纤维密度的影响 (x±s )

Tbl. 2 Effects of FNS on the dens ity of cholinergic

fibers with CHAT staining (x±s )

组别
心肌梗死时间
( d)

例数
阳性神经纤维密度(%)
梗死区 非梗死区

假手术组
MI组

FNS+MI组

FNL+FNS+MI组

-
1
7
21
1
7
21
1
7
21

8
5
4
4
8
7
5
6
3
4

-
0.86±0.07**

0.00±0.00**

0.09±0.01**

1.29±0.19#

0.66±0.01#

0.701±0.05#

0.26±0.17△

0.00±0.00△

0.08±0.009△

1.56±0.11
0.87±0.03**

0.68±0.09**

0.94±0.06**

1.18±0.56*#

1.03±0.18*#

1.25±0.26*#

0.78±0.12△

0.53±0.05△

0.71±0.13△

注 :与 Sham 组比较 , *P<0.05, **P<0.01;与 MI 组比较 , #P<0.05,△P>0.05
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图 1 TH 免疫组化染色显示心肌非梗死区 TH 阳性神经纤维
(SABC 法 ,×400)

Fig. 1 TH staining of cardiac nerve fibers as determined
immunohis tochemically in the non- infarcted zone (×400)

注: 1. A:心肌梗死后 1 d 梗死周边心肌交感神经分布 ,棕色区域为 TH 阳

性纤维 ,心肌细胞间几无神经支配区域;

2. B- C:心肌梗死后 7, 21 d 梗死周边心肌交感神经分布 , 棕色区域为

TH阳性纤维 ,心肌细胞间仅有数处神经支配区域;

3. D- F:预先电刺激小脑顶核 , 心肌梗死后 1, 7, 21 d 梗死周边心肌交

感神经分布 , 棕色区域为 TH 阳性纤维 , 心肌细胞间交感神经支配

密度较未刺激小脑顶核组相应时间点增高。

A B

C D

E F

A B

C D

E F
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死后 24～170 h 逐渐降低至消失。国内文献报道 , 大鼠 MI 后 4 d

IZ出现胆碱能神经纤维密度显著下降 ; MI 后 14 天 , IZ胆碱能神

经纤维完全消失 ; MI 后 120 d, IZ部分区域出现胆碱能神经再支

配[8]。使用电生理学技术还发现 , IZ近心尖侧的部分存活心肌乃

至覆盖梗死灶的正常心肌也出现了去胆碱能神经支配 ,并随时间

延长而加重。

Hartikaninen 等 [9]观察到交感神经去支配区域的范围大于心

肌灌注缺损区域 , 并认为交感神经对缺血损害更为敏感 , 而且神

经去支配范围与冠状动脉狭窄严重程度相关。Dae 等[10]在动物实

验中发现, 即使没有心肌梗死 , 心肌缺血也可引起局部心脏交感

神经去支配。对 MI后 IZ与 NIZ是否发生交感神经再支配 ,目前

尚无定论。许多研究包括临床观察认为 , MI后可能存在不同程度

的神经恢复 ,但完全神经再生则是一个缓慢过程。如 Fallen 等[11]

用氟多巴胺正电子发射断层显像显示 MI 后 2 周至 3 个月 IZ有

轻度的交感神经再生 , 3 个月时交感神经活性增加 14%～15%;但

Mcghie 等[12]报道 , 在人类 MI 后 6 个月 IZ及其周围心肌 131I-间位

碘苄基胍 (MIBG)显像面积没有改变 , 说明去交感神经支配的范

围没有发生改变 ; Hartikaninen 等 [13]的研究也认为人 MI 后 3～12

个月内没有发生交感神经再支配。

虽然对 MI 后神经支配的研究尚有争议 , 但研究者对去神经

支配可能导致心律失常的认识却是相同的。1987 年 Kammerling

等证实在去交感神经支配的存活心肌 ,在灌注去甲肾上腺素和异

丙肾上腺素时剂量-效应曲线向左上移位 , 提示去神经超敏现象

的存在。Inoue 等( 1987)认为 ,由于部分心肌存在去神经超敏性 ,

使心室肌在循环儿茶酚胺浓度升高时易发生不应期离散度增加 ,

形成单向传导阻滞及折返性心律失常。Yoshioka 等报道 [14], 刺激

交感神经可使部分去神经支配心脏的复极离散度进一步扩大。

Kramer等[15]则用 131I- MIBG显像技术发现梗死周围的 NIZ交感神

经分布缺损 , 应用 β受体阻滞剂可促进交感神经的再生 , 并能防

止 MI后心律失常及猝死的发生。对 MI 后心肌存活区域出现的

去胆碱能神经支配 , 研究认为可使心肌对室颤易感性增加 [14]。乙

酰胆碱(acetylcholine, ACH)能与心肌 M受体结合后提高心肌细胞

膜对 K+的通透 , 增加最大舒张电位 , 使心肌兴奋所需的阈刺激增

大 ;而去胆碱能神经支配的心肌 , ACH 减少或消失 , 故而室颤发

生的几率增加。

以上研究提示 , MI 早期应用神经保护措施促进神经再生或

功能恢复 ,有可能减少 MI后的猝死事件。预先电刺激小脑顶核 ,

可以使 MI 后 IZ和 NIZ心脏交感神经与迷走神经去支配的程度

减轻 , 表现为 FNS 组大鼠 MI 后第 1, 7, 21 d IZ 与 NIZ 的 TH、

CHAT阳性神经纤维较单纯 MI 组显著增多 , 提示 FNS具有促进

心脏神经再生作用。本实验还发现 ,毁损大鼠双侧小脑顶核后 ,便

失去电刺激顶核对心脏神经的促进再生作用。由此可见 ,小脑顶

核在 MI后心脏神经的保护机制方面起着重要作用 。

当前 FNS 对神经保护的研究仍然局限于脑血管病 , 发现

FNS可启动预防性及治疗性中枢神经源性神经保护作用。这种作

用的实现是通过一系列神经环路的作用达到的 ,而且这种保护作

用可以被“预置”, 即刺激小脑顶核后 3 周内 , 这种保护作用都会

存在[16]。本研究证实 , FNS还可促进 MI后受损的心脏神经再生和

恢复 ,从而为 MI后恶性心律失常及猝死的预防提供了新思路。

5 结论

FNS作为一种神经保护措施 ,可使 MI 后 IZ和 NIZ心肌组织

TH 和 CHAT染色阳性神经纤维密度增加 , 促进心肌梗死后心脏

自主神经纤维再生。可以预见 ,随着对 FNS改善心肌梗死后心脏

神经再生重构的深入研究 , FNS的临床应用将有益于改善心肌梗

死患者的预后。

(致谢 :感谢绵阳市科技计划项目 ( 2003SO12, 2004BS023)的

支持。)
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