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摘要：目的　探讨磷脂酰肌醇３－激酶 －蛋白激酶 Ｂ－核因子 Ｅ２相关因子２
（ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ－Ｎｒｆ２）通路在瑞芬太尼后处理保护大鼠心肌缺血再灌注（ＩＲ）损伤
中的作用。方法　用冠状动脉前降支结扎法，建立 ＳＤ大鼠心肌缺血再灌注损
伤的模型。将成年雄性ＳＤ大鼠随机分为对照组（只穿线不结扎）、模型组（心肌
缺血 ３０ｍｉｎ后再灌注 ３０ｍｉｎ）、实验组（从大鼠缺血２５ｍｉｎ至再灌注前５ｍｉｎ
内，连续输注瑞芬太尼１０μｇ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１）、ＬＹ２９４００２组（给予瑞芬太尼干预
的同时给予０３ｍｇ·ｋｇ－１ＬＹ２９４００２）及ＭＬ３８５组（给予瑞芬太尼干预的同时给
予３０ｍｇ·ｋｇ－１ＭＬ３８５）。用酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测血清白介素 ６
（ＩＬ－６）、ＩＬ－１β、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ－α）浓度；采用原末端转移酶标记法
（ＴＵＮＥＬ）检测凋亡指数（ＡＩ）；实时荧光定量聚合酶链反应检测 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ的表
达水平。结果　对照组、模型组、实验组、ＬＹ２９４００２组和ＭＬ３８５组的ＩＬ－６水平
分别为０７６±０１５、３４４±０３５、１４６±０３７、３１７±０２８和３０７±０１８，ＩＬ－１β
水平分别为０３４±００８、１１８±０２１、０６６±０２８、０９４±０１３和 ０８１±０２５，
ＴＮＦ－α水平分别为 ０９８±０１７、２３８±０２７、１１７±０２１、２２７±０２６和
２６６±０１６，ＡＩ水 平 分 别 为 ０９５±０６７、２０７３±１６３、１０２０±２４８、
１５６９±２４１和１６３１±１５５，ＰＩ３ＫｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±００８、
１６９±０１５、１９０±０１２、０９８±０１４和１７８±０１３，ＡｋｔｍＲＮＡ相对表达水平分
别为１００±００９、１５６±０２２、１８５±０１３、０８７±０２１和 １６９±０３１，Ｎｒｆ２
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±００８、２６２±０１６、３１１±０２８、１３７±０２５
和１０３±０１４。实验组上述指标与模型组比较，ＬＹ２９４００２组及 ＭＬ３８５组上述
指标与实验组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１）。结论　瑞芬太尼后处理通过减少 ＩＲ诱导的大鼠心肌
细胞凋亡和炎症反应发挥对心肌 ＩＲ损伤的保护作用，并可能与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２
信号通路有关。
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ｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｅｍｉｆｅｎｔａｎｉｌ；ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ
／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２ｐａｔｈｗａｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

　　急性心肌梗死的高发病率、高死亡率是严重威胁
人类生命健康的主要原因，常导致不可逆的心肌损伤。

介入治疗是目前即刻开通阻塞冠状动脉的一种治疗方

法，但却面临着心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）。ＭＩＲＩ可导致严重
的心功能障碍和心肌组织受损，对患者的预后产生很

大的影响［１］。ＭＩＲＩ的发病机制复杂，涉及多因素参
与，且与多种信号通路的失调密切相关，其中磷脂酰

肌醇３－激酶／蛋白激酶 Ｂ／核因子 Ｅ２相关因子 ２
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ ／
ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
Ｎｒｆ２）信号通路备受关注，可作为一种新的治疗靶点，
通过调控细胞凋亡、炎症等在 ＭＩＲＩ中的保护中发挥
重要作用。研究发现瑞芬太尼对ＭＩＲＩ具有很好的保
护作用［２－３］，已有研究证实其具有抗氧化、抗细胞凋

亡和抗炎作用［４－６］，但具体机制尚不完全清楚。本文

旨在探讨瑞芬太尼后处理对大鼠心肌ＭＩＲＩ的保护作
用及可能信号转导机制，明确 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号通
路在瑞芬太尼抗炎及抗细胞凋亡机制中的作用，从而

为瑞芬太尼的临床应用提供理论和实验依据。

材料和方法

１　材料
动物　雄性 ＳＤ大鼠，体质量 （２００～２５０）ｇ，鼠

龄１３～１５周，购于宁夏医科大学动物实验中心。动
物生产许可证号：ＳＣＸＫ（宁）２０２０－０００１，动物使用许
可证号：ＳＹＸＫ（宁）２０２０－０００１。本研究经宁夏医科
大学总医院动物伦理委员会审查批准 （伦理批号：

ＫＹＬＬ－２０２４－０２６０）。
药品与试剂　注射用盐酸瑞芬太尼，规格：每支

１ｍｇ，批 号：１０Ｂ０９０３１，批 准 文 号：国 药 准 字
Ｈ２００３０１９７，湖北宜昌人福药业有限责任公司生产；
ＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂），规格：每支 １０ｍｇ，纯
度：＞９８％，批号：１５４４４７－３６－６、ＭＬ３８５Ｎｒｆ２，规格：
每支５ｍｇ，纯度：＞９８％，批号：８４６５５７－７１－９，均由
美国 ＭｅｄＣｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ公司生产；ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）预混液，
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

由江苏南京诺唯赞生物科技有限公司生产；肌酸激酶

同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ－ＭＢ，ＣＫ－ＭＢ）、心肌肌钙蛋
白 Ｉ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎＩ，ｃＴｎＩ）、白细胞介素 －１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）、白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ－６，ＩＬ－６）和肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒，均由
上海酶联生物科技有限公司生产。

仪器　ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ实时定量聚合酶链反应
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司产品；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＴＭＦＣ酶标仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司产品。

２　实验方法
２１　实验动物模型的制备［３］

通过结扎大鼠冠状动脉前降支３０ｍｉｎ，随后恢复灌
注３０ｍｉｎ的方法进行心肌缺血再灌注损伤模型制备。
２２　动物分组与处理［７］

将造模成功大鼠随机分为５组，每组８只。对照
组：只穿线，但不结扎冠状动脉前降支，给予等量生理

盐水；模型组：结扎前降支３０ｍｉｎ，随后再灌注３０ｍｉｎ，
于灌注前 ５ｍｉｎ，给予等量生理盐水；实验组：缺血
２５ｍｉｎ至 再 灌 注 前 ５ ｍｉｎ 持 续 静 脉 输 注
１０μｇ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１瑞芬太尼；ＬＹ２９４００２组：在给予
瑞芬太尼干预的同时静脉注射 ０３ｍｇ· ｋｇ－１

ＬＹ２９４００２（溶于１％二甲亚砜）。ＭＬ３８５组：在给予瑞
芬太尼干预的同时腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１ＭＬ３８５。
２３　血清ＣＫ－ＭＢ和ｃＴｎＩ水平的测定［８］

再灌注３０ｍｉｎ时，经大鼠股动脉取血３ｍＬ装入
预备的无菌肝素抗凝管中，离心后采用 ＥＬＩＳＡ检测试
剂盒分别检测ＣＫ－ＭＢ及ｃＴｎＩ浓度。
２４　超声心动图测各组大鼠心功能变化［９］

再灌注３０ｍｉｎ后，大鼠经胸部备皮，固定于左倾
３０°体位。使用１４ＭＨｚ电子相控阵超声探头的超声
心动图诊断仪进行超声心动图检查。仪器自动计算

获得左心室收缩末期内径（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｎｔｅｒｎａｌ
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｔｓｙｓｔｏｌｅ，ＬＶＩＤｓ）、左心室舒张末期内径
（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ ａｔ Ｄｉａｓｔｏｌｅ，
ＬＶＩＤｄ）、左 心 室 舒 张 末 期 容 积 （ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｅｎｄ－ｄｉａｓｔｏｌｉｃｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＥＤＶ）、左心室收缩末期容积
（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄ－ｓｙｓｔｏｌｉｃｖｏｌｕｍｅ，ＬＶＥＳＶ）和左室
射血分数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎｓ，ＬＶＥＦ）。
２５　２，３，５－氯化三苯基四氮唑（ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ
ｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色测定大鼠心肌梗死面积［１０］

再灌注３０ｍｉｎ后，每组随机取６只大鼠，向主动

脉注入２ｍＬ２％伊文思蓝染料。所有大鼠均被颈椎
脱位处死。迅速摘除心脏、清洗、冷冻，并从交界部位

的顶端切成大约五个横截面（每１～２ｍｍ厚）。ＴＴＣ
法检测左室心肌梗死面积。使用 ｉｍａｇｅＪ软件对梗死
面积（ｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ，ＩＳ）和危险面积（ａｒｅａａｔｒｉｓｋ，ＡＡＲ）
进行量化。以 ＩＳ占 ＡＡＲ的百分比（ＩＳ／ＡＡＲ％）评价
缺血范围。

２６　用透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉ
ｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）观察大鼠的心肌超微结构改变［６］

心肌组织经２５％戊二醛前固定和１％锇酸后固
定，磷酸缓冲液冲洗后，通过梯度丙酮脱水、渗透，环氧

树脂包埋后超薄切片，醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色

后，于ＴＥＭ（×４０００）下观察各组心肌组织的改变。
２７　ＥＬＩＳＡ法测各组炎症因子 ＩＬ－６、ＩＬ－１β、
ＴＮＦ－α的水平［８］

再灌注３０ｍｉｎ后，剪开股动脉取血约２ｍＬ，分离
血清，ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｔｕｂｅ，ＥＰ）分装后于
－２０℃保存备用。应用 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒分别检测
ＩＬ－６、ＩＬ－１β及ＴＮＦ－α水平。
２８　末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端
标记法（ＴｄＴ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋ－ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，
ＴＵＮＥＬ）法检测心肌组织细胞凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ，ＡＩ）［１１］

再灌注结束时，收集心脏组织用４％聚甲醛固定，
石蜡包埋，切成３５μｍ厚的切片，按试剂盒说明书行
ＴＵＮＥＬ法检测后光学显微镜观察。ＡＩ＝凋亡阳性心
肌细胞核数÷总心肌细胞核数×１００％，求平均值。
２９　ｑＰＣＲ法检测 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和 Ｎｒｆ２基因的表达
水平［６］

再灌注结束时，取大鼠心肌组织，按照试剂盒方

法先提取总核糖核酸（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＲＮＡ）。ｑＰＣＲ
检测ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｎｒｆ２基因的表达情况。
３　统计学处理

用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计学分析。计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示。在方差齐性检验后，对多组间的差异进
行单因素方差分析，２组间比较、多组间比较及两两比
较分别行独立样本ｔ检验。

结　　果

１　各组大鼠血清ＣＫ－ＭＢ和ｃＴｎＩ水平的比较
与对照组比较，模型组、实验组的 ＣＫ－ＭＢ、

ｃＴｎⅠ均显著升高（均 Ｐ＜００００１），而实验组显著低
于模型组（均 Ｐ＜００１）。与实验组比较，ＬＹ２９４００２



９７８　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４２卷　第７期　２０２６年４月（总第４５３期）　　　　

组的 ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎⅠ 均显著升高 （Ｐ＜００５，
Ｐ＜００００１），其 中 ｃＴｎⅠ 显 著 低 于 模 型 组

（Ｐ＜００００１），ＭＬ３８５组的 ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎⅠ也均显著
升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００００１），但仍显著低于模型组
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００００１），见表１。
２　各组大鼠心脏超声指标比较

与对照组比较，模型组、实验组、ＬＹ２９４００２组与
ＭＬ３８５组的 ＬＶＩＤｓ、ＬＶＩＤｄ、ＬＶＥＤＶ、ＬＶＥＳＶ均显著升
高，ＬＶＥＦ则显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，
Ｐ＜００００１）；实验组的ＬＶＩＤｓ、ＬＶＩＤｄ、ＬＶＥＤＶ、ＬＶＥＳＶ
均低于模型组（Ｐ＜００１，Ｐ＜００００１），ＬＶＥＦ则高于
模型组（Ｐ＜００００１）；ＬＹ２９４００２组与 ＭＬ３８５组的
ＬＶＩＤｓ、ＬＶＩＤｄ、ＬＶＥＤＶ、ＬＶＥＳＶ高于实验组，仍低于模
型组，ＬＶＥＦ低于实验组，高于模型组（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１），见表２。
３　各组大鼠心肌梗死面积的比较

各组大鼠间的ＡＡＲ在统计学上差异无统计学意
义（Ｐ＞００５），说明各组间结扎血管部位相同，具有可
比性。与模型组比较，其余各组 ＩＳ重量和 ＩＳ／ＡＡＲ均
降低（均Ｐ＜００００１），心肌梗死面积明显减少。与实
验组比较，ＬＹ２９４００２组与 ＭＬ３８５组心肌梗死范围扩
大（均Ｐ＜００００１），见表３。
４　电镜下心肌超微结构观察

对照组心肌细胞和染色质均匀，致密，肌纤维

排列整齐，线粒体嵴无损伤。模型组心肌细胞核

染色质聚集，边集；肌纤维疏松，线粒体嵴断裂，

溶解，甚至消失，形成灶性空泡。实验组肌纤维

排列较整齐，线粒体轻度、局部嵴溶解，线粒体肿

　　
表１　各组大鼠血清肌酸激酶同工酶 ＭＢ（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ
ｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓＭＢ，ＣＫ－ＭＢ）和心肌肌钙蛋白Ⅰ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎⅠ，
ｃＴｎⅠ）比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ
ＭＢ（ＣＫ－ＭＢ）ａｎｄｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎⅠ（ｃＴｎⅠ）ｉｎｓｅｒｕｍａｍｏｎｇ
ｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣＫ－ＭＢ（Ｕ·Ｌ－１） ｃＴｎＩ（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ５１２１５±９２６７ ５１５１±６０８
Ｍｏｄｅｌ ８２９８６７３±９８６６３★★★★ ２７５０１±１３１９★★★★

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ８１８４３２０±２３５４８★★★★▲▲１５２１１±８１０★★★★▲▲

ＬＹ２９４００２ ８２３４８６９±５３６４１△ ２０８６０±１１１８▲▲▲▲△△△△

ＭＬ３８５ ８１９８９１０±４５３３２▲△ １９２４１±９０▲▲▲▲△△△△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｗｉｔｈｏｕｔｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｌｉｇａｔｉｏｎ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｌｉｇａｔｅｄａｔｌｅｆｔ

ａｎｔｅｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ（ＬＡＤ）ｆｏｒ３０ｍｉｎａｎｄｔｈｅｎｒｅｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ－ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ＩＲ）ｍｏｄｅｌａｎｉｍａｌｓｗｅｒｅａｃｈｉｅｖｅｄｂｙ

ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆｒｅｍｉｆｅｎｔａｎｉｌ１０μｇ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１ｆｒｏｍ２５ｍｉｎｏｆ

ｉｓｃｈｅｍｉａｔｏｔｈｅｆｉｒｓｔ５ｍｉｎｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐ：ＬＹ２９４００２

（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ１％ ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，０３ｍｇ·ｋｇ－１）ｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｖｉａ

ｔａｉｌｖｅｉｎｗｈｉｌｅａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｉｎｇｒｅｍｉｆｅｎｔａｎｉｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ；ＭＬ３８５ｇｒｏｕｐ：

ＭＬ３８５（３０ｍｇ·ｋｇ－１）ｗａｓｕｎｄｅｒｗｅｎｔｂｙｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎａｔｔｈｅ

ｓａｍｅｔｉｍｅａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｉｎｇｒｅｍｉｆｅｎｔａｎｉｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，★★★★Ｐ＜００００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，
▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲▲Ｐ＜００００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，
△Ｐ＜００５，△△△△Ｐ＜００００１

表２　各组大鼠心脏超声指标比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｉｎｄｅｘｅｓｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬＶＩＤｓ（ｍｍ） ＬＶＩＤｄ（ｍｍ） ＬＶＥＤＶ（ｍＬ） ＬＶＥＳＶ（ｍＬ） ＬＶＥＦ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ５０９±０２２ ３５１±０１８ ０８３±００５ ０１８±００１ ７８８４±０７５

Ｍｏｄｅｌ ８ ５８９±０４５★★★ ６０１±０３９★★★★ ０９３±００５★★ ０５４±００３★★★★ ４１８２±３０３★★★★

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ５２７±０２８▲▲ ４１１±０１６★▲▲▲▲ ０８４±００４▲▲ ０２６±００３★★★★▲▲▲▲ ６８８８±４１６★★★★▲▲▲▲

ＬＹ２９４００２ ８ ５４８±０４１ ５８６±０１８★★★★△△△△ ０８７±００４▲ ０３３±００４★★★★▲▲▲▲△△ ６１９５±５９２★★★★▲▲▲▲△

ＭＬ３８５ ８ ５３９±０３２▲ ５３９±０３２★★★★▲▲△△△ ０８６±００６▲ ０３１±００３★★★★▲▲▲▲△△ ６３２１±６０７★★★★▲▲▲▲△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，★★Ｐ＜００１，★★★Ｐ＜０００１，★★★★Ｐ＜００００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲▲Ｐ＜００００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１，△△△△Ｐ＜００００１

表３　各组大鼠心肌梗死范围的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｒａｎｇｅｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＡＲ ＩＳ ＩＳ／ＡＡＲ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０ ０ ０

Ｍｏｄｅｌ ８ ０４５±００２ ０１８±００１ ４１３７±２７３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ０４６±００２ ０１１±００１▲▲▲▲ ２３８７±２１１▲▲▲▲

ＬＹ２９４００２ ８ ０４６±００１ ０１５±００１▲▲▲▲△△△△ ３２９４±１０２▲▲▲▲△△△△

ＭＬ３８５ ８ ０４６±００１ ０１４±００１▲▲▲▲△△△△ ３０６７±１４１▲▲▲▲△△△△

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，▲▲▲▲Ｐ＜００００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△△△△Ｐ＜００００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　９７９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

胀介于对照组和模型组之间，心肌细胞损伤明显

减轻。ＬＹ２９４００２组与 ＭＬ３８５组肌纤维排列较整
齐，线粒体嵴有溶解、断裂现象；大鼠心肌损伤程

度介于实验组和模型组。各组心肌超微结构见

图 １。
５　各组炎症因子 ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α浓度的比
较

与对照组比较，模型组，实验组、ＬＹ２９４００２组与
ＭＬ３８５组的ＩＬ－６、ＩＬ－１β及 ＴＮＦ－α水平均显著升
高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１）。实验组 ＩＬ－６、
ＩＬ－１β及 ＴＮＦ－α水平低于模型组（Ｐ＜０００１，
Ｐ＜００００１）；ＬＹ２９４００２组与 ＭＬ３８５组的大鼠血清
ＩＬ－６、ＩＬ－１β及 ＴＮＦ－α水平显著高于实验组
（Ｐ＜００５，Ｐ ＜００００１），仍 显 著 低 于 模 型 组
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表４。
６　各组大鼠心肌细胞凋亡检测结果

与对照组比较，模型组，实验组、ＬＹ２９４００２组与
ＭＬ３８５组的ＡＩ均显著升高（均 Ｐ＜００００１）。与模型
组比较，实验组、ＬＹ２９４００２组与 ＭＬ３８５组的 ＡＩ降低
（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１）。与实验组比较，ＬＹ２９４００２
组与 ＭＬ３８５组的 ＡＩ均显著升高 （Ｐ＜０００１，
Ｐ＜００００１），见表５。

表５　各组大鼠心肌细胞凋亡指数（ＡＩ）的比较（珋ｘ±ｓ，％）
Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ（ＡＩ）ｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌａｍｏｎｇ
ｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＩ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０９５±０６７

Ｍｏｄｅｌ ８ ２０７３±１６３★★★★

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ １０２０±２４８★★★★▲▲▲▲

ＬＹ２９４００２ ８ １５６９±２４１★★★★▲▲▲△△△

ＭＬ３８５ ８ １６３１±１５５★★★★▲▲▲▲△△△△

ＡＩ：Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，★★★★Ｐ＜００００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，▲▲▲ Ｐ ＜０００１， ▲▲▲▲Ｐ ＜００００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△△△△Ｐ＜００００１

７　各组大鼠心肌 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、Ｎｒｆ２的 ｍＲＮＡ表达的
比较

与对照组比较，模型组与实验组的 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和
Ｎｒｆ２的ｍＲＮＡ表达水平均显著升高，且实验组显著高
于模型组（均 Ｐ＜００００１）；ＬＹ２９４００２组的 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ
和Ｎｒｆ２的 ｍＲＮＡ表达水平均低于模型组及实验组
（均 Ｐ＜００００１）；ＭＬ３８５组的 ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ的 ｍＲＮＡ
表达水平与模型组及实验组的比较，在统计学上差异

均无统计学意义（Ｐ＞００５），而Ｎｒｆ２的ｍＲＮＡ表达水
平低于模型组及实验组（均Ｐ＜００００１），见表６。

表４　各组大鼠血清白细胞介素 －６（ＩＬ－６）、白细胞介素 －１β（ＩＬ－１β）及肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ－α）水平的比较
（珋ｘ±ｓ，ｎｇ·ｍＬ－１）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－６）、ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β）ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α）ｉｎ
ｓｅｒｕｍａｍｏｎｇｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＩＬ－６ ＩＬ－１β ＴＮＦ－α

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０７６±０１５ ０３４±００８ ０９８±０１７

Ｍｏｄｅｌ ８ ３４４±０３５★★★★ １１８±０２１★★★★ ２３８±０２７★★★★

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ １４６±０３７★★★▲▲▲▲ ０６６±０２８★★▲▲▲ １１７±０２１▲▲▲▲

ＬＹ２９４００２ ８ ３１７±０２８★★★★△△△△ ０９４±０１３★★★★▲△ ２２７±０２６★★★★▲△△△△

ＭＬ３８５ ８ ３０７±０１８★★★★▲△△△△ ０８１±０２５★★★★▲▲ ２６６±０１６★★★★▲▲△△△△

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，★★Ｐ＜００１，★★★Ｐ＜０００１，★★★★Ｐ＜００００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１，
▲▲▲▲Ｐ＜００００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△△Ｐ＜０００１，△△△△Ｐ＜００００１

图 １　各组大鼠心肌超微结构变化（×４０００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４０００）
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表６　各组大鼠心肌磷脂酰肌醇３－激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）、核因子 Ｅ２相关因子２通路（Ｎｒｆ２）的 ｍＲＮＡ表达水平的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ），ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（Ａｋｔ）ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ
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讨　　论

ＭＩＲＩ是ＡＭＩ经皮冠状动脉介入治疗后影响患者
预后的关键因素。近年来，为减少心肌缺血再灌注损

伤，相继提出了缺血预处理、缺血后处理、药物预处理

及药物后处理等方法来解决这一难题。瑞芬太尼因

作用效果快，作用时间短、镇痛作用强、剂量易控制等

优点被广泛应用于临床。前期研究已证实瑞芬太尼

后处理可改善ＭＩＲＩ［３－４，７］。对瑞芬太尼保护心肌细胞
的作用机制的研究，有助于降低急性心肌梗死患者死

亡率和致残率。ＭＩＲＩ是一个复杂的病理生理过程，
发病机制复杂多样，涉及活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、细胞凋亡、炎症、自噬、线粒体功能障碍
和免疫反应［１２－１３］。细胞凋亡在急性心肌梗死患者的

心肌细胞死亡过程中起着关键作用。ＭＩＲＩ的早期阶
段，心肌细胞凋亡是其主要表现形式，并直接决定了

最终梗死面积的大小与患者预后［１４］。因此，抑制心

肌细胞的凋亡可能改善心功能，减轻心肌缺血再灌注

损伤。有研究发现心肌的缺血再灌注损伤，促炎因子

ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α等增多［１０，１５］。这些炎症因子

通过调控细胞凋亡、扰乱微循环等多重机制产生协同

效应，显著加剧了心肌缺血再灌注损伤的病理进

程［１６］。而研究表明，瑞芬太尼在 ＭＩＲＩ中具有抗细胞
凋亡及抗炎等特性［４－６］。本研究结果表明，瑞芬太尼

后处理不仅能显著降低血清心肌损伤标志物

（ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎＩ）水平，改善左室收缩功能（ＬＶＥＦ），还
能有效减少心肌梗死面积并维持心肌超微结构的完

整性，同时能显著减少心肌缺血再灌注诱导的心肌细

胞凋亡。这一发现与既往研究中瑞芬太尼具有抗氧

化、抗凋亡特性的结论相一致［５－６，１７－１８］。同时，本研

究进一步揭示了瑞芬太尼后处理能够抑制心肌的炎

症反应。我们观察到，模型组大鼠血清中 ＩＬ－６、
ＩＬ－１β及ＴＮＦ－α等促炎因子显著升高，而瑞芬太尼
实验组上述炎症因子水平显著下调，且心肌细胞 ＡＩ
明显降低。这提示瑞芬太尼的心肌保护作用并非单

一机制，而是通过抑制炎症反应与抗细胞凋亡的共同

作用实现的。

ＭＩＲＩ的发病机制涉及多种信号通路，如 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路［１９－２０］、Ｊａｎｕｓ激酶／信号转导和转录激活
物通路［２１］、Ｎｒｆ２［７，２２］等。研究证实，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ可作为
一种新的治疗靶点在 ＭＩＲＩ中的保护中发挥重要作
用，其机制主要涉及到调控细胞凋亡、炎症、氧化应激

等病理生理过程，同时可促进 Ｎｒｆ２的激活［２３］。为了

阐明瑞芬太尼发挥上述保护作用的分子机制，本研究

对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号通路进行了研究。本研究结果
显示模型组的ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ与Ｎｒｆ２的ｍＲＮＡ表达水平均
升高，提示在心肌缺血再灌注损伤中激活了 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号通路，可能原因是机体在应激状态下存
在自我代偿机制，但这一内源性保护不足以对抗严重

的再灌注损伤。而瑞芬太尼后处理能进一步显著增

强ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ和Ｎｒｆ２的 ｍＲＮＡ表达，表明瑞芬太尼可
能作为外源性刺激剂，特异性激活了该通路的转录表

达。更为重要的是，本研究通过使用特异性抑制剂进

行了反向验证。当使用 ＬＹ２９４００２抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通
路后，心功能恶化、心肌坏死标志物升高、梗死范围扩

大、细胞凋亡与炎症反应均加剧，且 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ与 Ｎｒｆ２
的ｍＲＮＡ表达均被显著抑制，表明瑞芬太尼的心肌保
护作用依赖于 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活。值得注意的
是，当使用ＭＬ３８５抑制Ｎｒｆ２后，虽然同样观察到细胞
凋亡与炎症反应的加剧，但 ＰＩ３Ｋ与 Ａｋｔ的 ｍＲＮＡ水
平并未受到明显影响，仅有 Ｎｒｆ２的表达被特异性下
调。这进一步表明，瑞芬太尼可能通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通
路激活Ｎｒｆ２发挥其抗细胞凋亡及炎症进而干预 ＭＩＲＩ
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的作用。

本研究提示：瑞芬太尼后处理减轻大鼠心肌缺

血再灌注损伤可能通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号
通路，进而发挥其抗凋亡与抗炎作用，为临床瑞芬

太尼保护 ＭＩＲＩ提供了坚实的理论依据和新的分子
靶点。然而，本研究尚存在一定局限性：首先，本研

究仅从ｍＲＮＡ水平证实 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２通路的激
活，缺乏蛋白水平的验证；其次，瑞芬太尼通过激活

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｎｒｆ２信号通路发挥抗凋亡与抗炎作用尚
缺乏直接证据。未来需要更完善的证据链来支持

这一结论。
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