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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨活化蛋白 Ｃ(ＡＰＣ)对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用与机制ꎮ 方法　 纳入 ３０ 只雄

性 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组(１０ 只)、Ｉ / Ｒ 组(１０ 只)和 ＡＰＣ 处理组(１０ 只)ꎮ 结扎左冠状动脉前降支 ６０ ｍｉｎꎬ再灌

注 ６ ｈ 制作心肌缺血再灌注模型ꎻ以 ＥＬＩＳＡ 和免疫组织化学法分别检测 ＴＮＦ￣α、心肌组织 ＭＰＯ 和 ＩＣＭ￣１ 的表达水

平ꎻＨＥ 染色检测各组心肌病理学改变情况ꎮ 结果　 与假手术组相比ꎬＩ / Ｒ 组的 ＴＮＦ￣α 和 ＭＰＯ、ＩＣＭ￣１ 的表达水平

均明显增加(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与 Ｉ / Ｒ 组比较ꎬＡＰＣ 组的 ＴＮＦ￣α、和 ＭＰＯ、ＩＣＭ￣１ 的表达水平均明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而在光

镜下观察炎性细胞浸润的情况ꎬＩ / Ｒ 组最为明显ꎬＡＰＣ 组较 ＩＲ 组明显减轻ꎮ 结论　 ＡＰＣ 对心肌缺血再灌注损伤有

保护作用ꎬ其机制可能与抑制炎性因子的表达ꎬ减轻组织炎性细胞浸润有关ꎮ
【关键词】 　 活化蛋白 Ｃꎻ心肌再灌注损伤ꎻＴＮＦ￣αꎻ炎性因子
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　 　 缺血再灌注损伤( ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＩ / Ｒ)一
直是心肌缺血治疗难以解决的问题ꎬ迄今为止ꎬ临
床用来治疗心肌缺血再灌注损伤的药物仍存在一

定的局限性[１] ꎮ 心肌缺血再灌注损伤(ＭＩＲＩ)指冠

状动脉部分、完全急性阻塞后再通时ꎬ缺血心肌虽

可恢复正常灌注ꎬ但其组织损伤反而加重[１－２] ꎮ 缺

血期患者心肌超微结构、心功能等出现损伤ꎬ可诱

发心律失常、心肌细胞坏死、心肌组织损伤、心肌

收缩功能的减退等ꎬ并且再灌注时产生的氧自由

基会进一步加重心肌损伤ꎬ甚至可发生严重的心

律失常而导致猝死ꎮ 虽然缺血预处理被证实是减

轻 Ｉ / Ｒ 损伤的有效方法之一ꎬ但多种原因导致其

临床应用受限[２] ꎮ 近年药物预处理成为 Ｉ / Ｒ 损伤

研究的热点ꎮ 蛋白 Ｃ 系统为机体重要的抗凝系

统ꎬ由活化蛋白 Ｃ 抑制物 ( ＡＰＣＩ)、血浆蛋白 Ｃ
(ＰＣ)、蛋白 Ｓ(ＰＳ)和血栓调节素(ＴＭ)组成ꎬ其中

ＰＣ 是该系统发挥抗凝效应的重要部分ꎮ 活化蛋

白 Ｃ(ＡＰＣ)是一种天然的抗凝剂ꎬＡＰＣ 可选择性

灭活 ＦⅤａ、ＦⅧａ 及纤溶酶原激活物抑制物(ＰＡＩ)ꎬ
从而发挥强大的抗凝和促纤溶作用ꎮ ＡＰＣ 作为心

肌细胞磷脂酰肌醇信号转导系统的重要组成部

分ꎬ参与了心肌缺血再灌注损伤ꎬ心肌缺血再灌注

时 ＰＫＣ 活性显著增强除了抗凝作用外ꎬ它还能通

过抑制炎性因子的转录与表达ꎬ达到抗炎作用ꎬ还
能通过抑制细胞的凋亡过程有效的预防心肌缺血

再灌注损伤[ ３－５ ] ꎮ 本实验探讨 ＡＰＣ 对心肌缺血再

灌注损伤的影响

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

纳入 ３０ 只体重为 ２２０~２５０ ｇ 的 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ
大鼠ꎬ８ 周龄ꎻ购自三峡大学实验动物中心[ ＳＣＸＫ
(鄂)２０１１－００１２]ꎬ所有实验操作均在三峡大学第一

临床医学院实验室[ＳＹＸＫ(鄂)２０１１－００６１]进行ꎬ在
温度(２２±２)℃ꎬ湿度(６０±１０)％和光照(１２ ｈ 光照

和 １２ ｈ 黑暗循环)条件下ꎬ将所有实验大鼠喂养在

无特定病原体的动物房中ꎮ 每个笼子最多容纳 ５ 只

大鼠ꎬ每 ４~６ 天更换 １ 次ꎮ 同时经过我院委员会的

批准ꎬ并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的

关怀ꎮ

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＰＯ 试剂盒购买自上海远慕生物科技有限公

司(货号:ｙｍ￣ｓｘ１８７３)ꎻＴＮＦ￣α 试剂盒购买自上海生

物科技有限公司(货号:ｆ００４７３)ꎻＩＣＡＭ￣１ 试剂盒购

买自 上 海 雅 吉 生 物 科 技 有 限 公 司 ( 货 号: ｉＭ￣
０５６８７ｂ)ꎻＡＰＣ 购买自上海春麦生物科技有限公司

(货号:ｅｎｚ－３４９)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组及模型的制作

３０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ＡＰＣ 组、缺血再灌注

(Ｉ / Ｒ)组和假手术(Ｓｈａｍ)组ꎬ各 １０ 只ꎮ ＡＰＣ 组:将
ＡＰＣ １００ Ｕｇ / ｋｇ 溶于 １ ｍＬ 生理盐水中ꎬ再灌注前 ５
ｍｉｎ 通过颈外静脉注射ꎮ Ｉ / Ｒ 组和假手术组注射等

体积生理盐水ꎮ
按文献[６]复制模型ꎬ腹腔注射 ３％戊巴比妥钠

(剂量为 ３０ ｍｇ / ｋｇ)麻醉大鼠ꎬ切开气管ꎬ插管连接

微型动物呼吸机ꎮ 参数:潮气量 ２０ ｍＬ / ｋｇꎬ呼吸频

率每分钟 ５０ 次ꎬ呼吸时比为 １ ∶１ꎮ 用大头针将四肢

皮下穿刺ꎬ然后连接心电图机记录一段ꎬ对照为正

常心电图ꎮ 开胸、暴露心脏ꎮ ＡＰＣ 组和 Ｉ / Ｒ 组用 ５ /
０ 缝线在左冠状动脉前降支根部穿线ꎬ在前降支上

垫一塑料管一同结扎ꎬ缺血 ６０ ｍｉｎ 后ꎬ剪断结扎线

再灌注 ６ ｈꎮ 假手术组仅在左前降支下穿线不结扎ꎮ
手术完成ꎬ每组随机选取 ５ 只大鼠进行心肌梗死面

积的检测ꎬ其余大鼠用于病理切片检测相关指标ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 标本的收集

再灌注 ６ ｈ 末ꎬ经下腔静脉采血 ３ ｍＬꎬ常温下静

置 ２０ ｍｉｎꎬ以 ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ提取血清ꎬ置
于－２０℃冰箱保存ꎻ将心脏迅速剪下ꎬ并且用生理盐

水进行冲洗ꎬ将靠近心尖部分的心肌组织放在 １０％
福尔马林中进行固定 ２４ ｈꎬ采用常规石蜡进行包埋ꎮ
另一块快速放入液氮中进行速冻ꎬ－８０℃保存[７]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 指标检测

心肌组织石蜡切片ꎬ常规二甲苯脱蜡ꎮ 切片经

脱蜡后ꎬ参照 ＩＣＡＭ￣１ 试剂盒说明书用 ＳＰ 法进行免

疫组化染色ꎬ光镜下每张切片随机选择 ５ 个高倍视

野进行半定 量 分 析[８]ꎮ 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ＥＬＩＳＡ)测定血清 ＴＮＦ￣α 的浓度ꎬ采用硫代巴比妥

酸比色法测定心肌组织 ＭＰＯ 的水平ꎻＨＥ 染色观察

各组心肌组织病理学改变ꎮ
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表 １　 各组大鼠心肌梗死面积的比较(􀭰ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔ ｓｉｚｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

梗死心肌 / 危险区心肌
ＩＲ / ＡＡＲ

Ｉｎｆｒａｃｔｉｏｎ ａｒｅａ / ａｒｅａ ａｔ ｒｉｓｋ

梗死心肌 / 左心室面积
ＩＲ / ＬＶ

Ｉｎｆｒａｃｔｉｏｎ ａｒｅａ / ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ０ ０

Ｉ / Ｒ 组 Ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｌｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ６１􀆰 ７０±９􀆰 ９７∗ ４５􀆰 ５９±５􀆰 ６９∗

ＡＰＣ 组 Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ ｇｒｏｕｐ ４３􀆰 ７６±５􀆰 ５０△ ２９􀆰 １９±２􀆰 ４１△

注:与假手术组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 Ｉ / Ｒ 组比较ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｉ / Ｒ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ<０􀆰 ０１.

表 ２　 各组血清 ＴＮＦ￣α 水平及心肌组织 ＭＰＯ 含量的比较(􀭰ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ￣α ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＭＰＯ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

肿瘤坏死因子－α(ｐｇ / ｍＬ)
ＴＮＦ￣α

髓过氧化物酶(Ｕ / ｇ)
ＭＰＯ

假手术组 Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ３２±３􀆰 ６９ ２􀆰 ０１±０􀆰 ２５

Ｉ / Ｒ 组 Ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｌｕｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ６９􀆰 ４９±５􀆰 ７８∗ １３􀆰 ７５±１􀆰 ５３∗

ＡＰＣ 组 Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ ｇｒｏｕｐ ４１􀆰 ５６±４􀆰 ７７△ ７􀆰 ８４±１􀆰 ３６△

注:与假手术组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ 与 Ｉ / Ｒ 组比较ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｉ / Ｒ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ<０􀆰 ０１.

１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件处理ꎬ计量资料均以平均

数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ采用 χ２及 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ꎬ差
异有统计学意义

２　 结果

２􀆰 １　 心肌梗死面积比较

与假手术组比较ꎬＩ / Ｒ 组和 ＡＰＣ 组大鼠心肌梗

死面积明显增加(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而 ＡＰＣ 组大鼠心肌梗

死面积较 Ｉ / Ｒ 组明显减少(Ｐ<０􀆰 ０５)(见表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 血清 ＴＮＦ￣α 水平和心肌组织 ＭＰＯ 水平的

测定

与假手术组比较ꎬＩ / Ｒ 组和 ＡＰＣ 组血清 ＴＮＦ￣α
的水平明显升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而 ＡＰＣ 组 ＴＮＦ￣α 的水

平较 Ｉ / Ｒ 组明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 在 Ｉ / Ｒ 组和 ＡＰＣ
组心肌组织 ＭＰＯ 的水平与假手术组比较明显升高

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与 Ｉ / Ｒ 组比较ꎬＡＰＣ 组心肌组织ＭＰＯ 水

平明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)(见表 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 心肌组织 ＩＣＡＭ￣１免疫组化染色

与假手术组比较ꎬＩ / Ｒ 组和 ＡＰＣ 组 ＩＣＡＭ￣１ 的

表达水平明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)与 Ｉ / Ｒ 组比较ꎬＡＰＣ
组心肌组织 ＩＣＡＭ￣１ 的表达明显减少(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ
(见图 １Ａ、１Ｂ)ꎮ
２􀆰 ５　 ＨＥ 染色观察各组心肌组织病理学变化

再灌注 ６ ｈ 后ꎬ假手术组未见炎性细胞浸润ꎬ心
肌细胞包膜完整ꎻ与 Ｉ / Ｒ 组比较ꎬＡＰＣ 组心肌组织

炎性细胞浸润明显减少(见图 ２)ꎮ

３　 讨论

心肌缺血再灌注能够触发急性炎症反应所具

备条件ꎬ包括补体激活ꎬ心肌内化学因子和细胞因

子产生ꎬ细胞外基质降解和细胞死亡ꎬ活性氧生成

和微血管通透性增强[９]ꎮ 近年来有关心肌缺血再

灌注损伤等血栓性疾病与活化蛋白 Ｃ 密切相关ꎮ
活化蛋白 Ｃ 是人体重要抗凝因子ꎬ其缺乏可导致血

栓性疾病ꎻ凝血酶和血栓调节蛋白相互结合时可以

激活 ＡＰＣꎬ从而达到抗凝效果ꎮ 血浆 ＰＣ 系统主要

包括血浆蛋白 Ｃ、ＰＳ、ＡＰＣＩ 和 ＴＭ 等ꎬ当凝血酶与

ＴＭ 结合形成复合物时可激活 ＰＣꎬ灭活 ＦⅤａ / ＦⅧａꎬ
达到抗凝及促纤溶目的ꎮ ＰＳ 为辅因子可加强 ＰＣ
活性ꎬＡＰＣＩ 可降低 ＰＣ 活性ꎮ 研究表明ꎬ心肌缺血

再通后血小板聚集率明显增高ꎮ 患者若出现心肌

缺血ꎬ血浆中 ＴＭ 含量大幅度上升ꎬ与凝血酶形成复

合物ꎬ消耗血浆 ＡＰＣꎬ同时活化的血小板释放大量

ＡＰＣ 抑制血浆 ＡＰＣ 活性ꎮ 冠状动脉再灌注后血流

急剧增加ꎬ血液呈高凝状态ꎬ抗凝系统活化ꎬ进而激

活 ＡＰＣꎬ血浆 ＦＰＳ 代偿增多以抵抗高凝状态ꎮ
ＡＰＣ 是存在于血浆中的维生素 Ｋ 依赖性的胰

岛素样丝氨酸蛋白酶ꎬ生理情况下是血液中的主要

抗凝成分ꎬ同时近年来的研究显示其具有抗炎、抗
凋亡及保护内皮屏障的功能ꎮ 它的细胞保护效应

可以中和细胞损伤ꎬ使细胞得以存活并且其效应的

发挥依细胞和损伤类型的不同而不同ꎬ主要表现为

抗炎、抗凋亡、改变基因表达谱和稳定内皮细胞屏
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注:与假手术组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ 与 Ｉ / Ｒ 组比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 心肌组织 ＩＣＡＭ￣１ 免疫组化染色

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｉ / Ｒ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ＩＣＡＭ￣１ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

图 ２　 心肌组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ

障的功能ꎮ 炎症是机体的防御性反应ꎬ主要表现为

血流速度加快、血管通透性增加ꎮ 中性粒细胞在化

学趋化因子的作用下渗出血管外在受损组织大量

集聚浸润同时释放大量炎性因子如 ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣１βꎬ
ＩＬ￣６ꎬＮＯꎬ诱导 ＴＮＦ 的表达导致了大量的凝血酶的

产生ꎬ这些反应修复现存的组织损伤同时造成进一

步的损伤:使凝血和抗凝血平衡紊乱从而促进血栓

形成和炎症反应ꎮ 机体可释放 ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０ 产生进一

步代偿炎症反应ꎮ 在人体内ꎬ活化蛋白 Ｃ 可以减少

白细胞与选择素的连接从而抑制中性粒细胞在体

内的活化和白细胞产物的定位ꎻ抑制核因子 ＮＦ￣кＢ
的核转移从而减少单核细胞炎性因子如 ＴＮＦ￣α 的

释放ꎻ通过内皮蛋白 Ｃ 受体(ＥＰＣＲ)减少白细胞释

放的促炎细胞因子ꎻ通过抑制凝血酶的生成和功能

的发挥从而间接抑制其促炎效应ꎻ促进纤维蛋白溶

解ꎬ防止血栓形成ꎬ减轻炎症反应ꎮ 活化蛋白 Ｃ 与

内皮蛋白 Ｃ 受体结合ꎬ激活蛋白激酶活化受体￣１
(ＰＡＲ￣１)ꎬ从而激活上皮￣间质细胞转化因子( ＳＩＰ￣
１)转录ꎬ活化内皮生长因子￣１ꎬ减少 ＴＮＦ￣α 诱导的

细胞凋亡ꎮ 活化蛋白 Ｃ 可抑制凋亡基因表达ꎬ促进

细胞的增殖ꎮ 研究表明其亦可以通过蛋白激酶活

化受体复合物阻碍细胞凋亡诱导因子￣１ 转录ꎬ增加

抗凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 、凋亡蛋白抑制物的表达ꎬ抑制

Ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｃａｓｐａｓｅ￣９、Ｐ２１ 及 Ｐ５３ 等诱导的细胞凋

亡ꎮ 研究表明其亦可以通过蛋白激酶活化受体复

合物阻碍细胞凋亡诱导因子￣１ 转录ꎬ从而诱导细胞

凋亡ꎮ 本研究发现再灌注 ６ ｈ 心肌组织中有明显的

炎性反应ꎬ而与对照组比较ꎬＡＰＣ 组的心肌损伤、炎
性细胞浸润有所减轻ꎮ 相关表明 ＡＰＣ 能够改善大

鼠肾脏缺血再灌注损伤肾血流量ꎬ减少白细胞在肾

组织的浸润、迁移ꎬ降低维持肾小球通过性的稳定

和在受损肾组织内纤维素沉积[１０－１１]ꎮ 相关研究表

明 ＡＰＣ 能够通过下调血浆髓过氧化物酶、 ＩＬ￣８、
ＴＮＦ￣α 水 平ꎬ 来 改 善 受 损 骨 骼 肌 的 电 生 理 作

用[１２－１３]ꎮ ＴＮＦ￣α 是一种重要的炎性因子ꎬ它能刺激

血管内皮细胞表达黏附分子ꎬ并促进产生中性粒细

胞趋化因子[１４－１５]ꎮ 本次研究我们发现 ＡＰＣ 能明显

降低再灌注血清 ＴＮＦ￣α 的水平ꎬ同时减少心肌组织

中 ＭＰＯ 的含量ꎬ降低了 ＩＣＡＭ￣１ 的表达水平ꎬ减少

了炎性细胞与血管内皮的接触机会ꎬ在心肌缺血再

灌注中具有抗炎作用ꎮ
在凝血酶￣血栓调节蛋白复合物的作用下蛋白
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Ｃ 所形成的 ＡＰＣ 具有抗凝、抗炎、粗纤溶以及抗凋

亡和保护内皮的功能ꎮ 它通过调节炎性因子的产

生ꎬ降低血管内皮细胞 ＩＣＡＭ￣１ 的表达来减轻炎性

损伤ꎮ 目前 ＡＰＣ 已被广泛用于脓毒症的治疗ꎬ降低

了全身炎性反应的病死率[１６] 同样本次研究也证实

了 ＡＰＣ 通过抑制缺血再灌注的炎性反应明显改善

了再灌注后的心肌损伤ꎮ 同时为心肌缺血再灌注

损伤临床干预提供新的途径ꎮ
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