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摘要%目的!观察皮下注射不同天数异丙肾上腺素!" 7L;.L体质量"诱发大鼠特异性心肌病所引起心肌组织切片
EN染色’eNR\!血管内皮生长因子"’\R\!成纤维细胞生长因子"表达及心电图 D波的变化+ 方法!除空白组外

各组大鼠皮下多点注射异丙肾上腺素!" 7L;.L"(分别为连续皮下多点注射异丙肾上腺素!" 7L;.L"& , 组’连续皮

下多点注射异丙肾上腺素!" 7L;.L"( , 组’连续皮下多点注射异丙肾上腺素!" 7L;.L"? , 组+ 给药 " 周后(大鼠

麻醉(测心电图(取心脏(采用 EN染色观察大鼠心肌细胞损伤程度的变化(采用免疫组化技术染色观察心肌组织切

片 eNR\!血管内皮生长因子"’\R\!成纤维细胞生长因子"表达的变化+ 结果!与空白对照组相比连续皮下多点

注射异丙肾上腺素!" 7L;.L"? , 组 EN染色组织切片镜下观察具有明显差异(同时随着造模时间的延长模型组心

肌组织切片 eNR\!血管内皮生长因子"’\R\!成纤维细胞生长因子"表达情况与空白对照组比也存在显著性差异+

结论!本研究结果表明与空白对照组相比连续皮下多点注射异丙肾上腺素!" 7L;.L"? , 组模型大鼠特异性心肌

病所引起的心肌组织切片 EN染色’eNR\!血管内皮生长因子"’\R\!成纤维细胞生长因子"表达及心电图 D波的

变化具有显著性差异(因此大鼠连续皮下多点注射异丙肾上腺素!" 7L;.L"? , 可以作为特异性心肌病药效评价的

实验动物模型使用+

关键词%异丙肾上腺素)EN染色)eNR\)\R\)特异性心肌病

中图分类号% J@))&!!文献标识码% G!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#&a##(&a#B

’>C%"#4)%?%;]41**24"##?a?"’%4&#"%4#&4##$

!!特异性心肌病是指病因明确的心肌疾病(这些
病称为特异性心肌疾病+ 特异性心肌病(包括缺血
性心肌病’高血压心肌’瓣膜性心肌病’代谢性心肌
炎病’症性心肌病等+ 缺血性心肌病表现为扩张型
心肌病伴收缩功能损伤而不能以冠状动脉病变或缺
血损伤的范围来解释 , "- + 瓣膜性心肌病表现为心
室功能障碍而超过了其异常负荷+ 高血压性心肌病
常表现为左心室肥大伴扩张型和心力衰竭的特点+
异丙肾上腺素对 !受体有较强的激动作用(过量时
因增加心肌收缩力和耗氧量(可引起心律失常甚至
心肌缺血坏死 , &- + 本研究经皮下多点注射不同天
数异丙肾上腺素 ! " 7L;.L"诱发大鼠特异性心肌
病(通过大鼠心肌组织切片 EN染色’免疫组化检测

eNR\!血管内皮生长因子"’\R\!成纤维细胞生长
因子"表达以及心电图 D波的变化确定最佳的造模
时间(为后续药效学评价提供试验基础+

/K材料与方法

/N/K药品和试剂
盐酸异丙肾上腺素 !上海禾丰制药有限公司(

批 号 (""?#)#& "+ eNR\G F6I+5I623I G291[6,+
!NI3[*51O25OZ169O5826I6L+AU4( H9,( A393I6L>6%
NRV#)#’"+ \R\& F6I+5I623IG291[6,+!NI3[*51O25O
Z169O5826I6L+AU4( H9,( A393I6L>6% N=GF"&(B’ "+
KGZ浓 缩 型 试 剂 盒 !ZO1]12L=6I3M[16=51O25Ow
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DO5826I6L+AU4(H9,(&#"’#("%"+ FZ= 磷酸缓冲液
!=6I3M[16(&#"’#B)""+
/N5K动物

=K大鼠 %# 只(雌雄各半(体质量 I$# i&## L(
=F\级(由辽宁长生生物技术有限公司提供(许可证
号%=AW‘!辽"&#"Ba###"+
/N3K仪器

VH’$B 型多道生理记录仪(澳大利亚 GK公司
生产)光电显微镜%奥林巴斯中国有限公司生产(
ZWB) 型)电热恒温培养箱%厦门医疗电子仪器厂生
产(b‘KF& 型)DF"#&# 自动脱水机(德国 !徕卡"生
产)SRa&$#‘W摊片机(湖北孝感市阳光神琦医用科
技有限公司)SRa&$#‘W烤片机(湖北孝感市阳光神
琦医用科技有限公司)HO153切片机(德国 !徕卡"
生产+
/N2K方法
/N2N/!特异性心肌病模型的建立 , )a?-

将 =K大鼠 %# 只适应性饲养 ’ ,(所有大鼠用
&h戊巴比妥钠!B# 7L;.L体质量"麻醉(测基础心
电图+ 剔除心电图异常大鼠 "# 只(然后抽取 $# 只
大鼠随机分成空白对照组’皮下多点注射异丙肾上
腺素!" 7L;.L" & , 组’( , 组’? , 组(每组 &# 只+
除空白对照组外各组大鼠腹腔注射异丙肾上腺素
!" 7L;.L" , )a’- + 分别于皮下多点注射异丙肾上腺
素!" 7L;.L1,@""& ,’(,’? , 后停止注射(于首次注
射异丙肾上腺素后第 ") 天在各组存活的大鼠中随
机抽取 "# 只用 &h戊巴比妥钠!B# 7L;.L"麻醉(测
心电图(迅速处死大鼠(取下心脏(用 (h甲醛溶液
固定(取左心室心尖(进行 EN染色(并通过免疫组
化法检测心肌血管内皮生长因子和碱性成纤维细胞
生长因子在心肌细胞的表达+
/N2N5!EN染色心脏病理分级

# 级(正常心肌(无病变)" 级(局灶性的间质反
应)& 级(多处局灶性损害(心室有散在小灶性坏死
及条索状坏死(肌纤维肿胀和断裂)) 级(退行性损
害伴随玻璃样坏死’肌纤维断裂以及水肿(部分心肌
细胞溶解消失(中性白细胞浸润(右心室亦有灶性坏
死)( 级(左心室片状透壁坏死(心肌细胞溶解消失(
肉芽组织增生(呈片状淋巴细胞’单核细胞及中性白
细胞浸润(右心室亦有灶性坏死+ EN积分平均值
等于每组大鼠心脏病理分级之和除以每组大鼠动
物数+

/N2N3!免疫组织化学染色
按照 KZG试剂盒说明书操作进行免疫组化染

色(心肌血管内皮生长因子抗体稀释比例为 " j)##(
碱性成纤维细胞生长因子抗体稀释比例为 " j&##(
观察左心室心肌细胞的病理变化(并使用 <73LOb软
件对免疫组化染色病理切片进行半定量分析(计算
相对光密度值!G"+ GrI6L,LX#;LX"- !LX# 为背景
区灰度值( LX为阳性反应区域灰度值"+
/NOK统计方法

数据结果应用 =F=="’C# 软件处理(计量资料满
足正态性和方差齐性者进行方差分析(以 F﹤ #C#B
或 #C#" 为有统计学意义+

5K结果

5N/K造模后大鼠心电图 @波变化的结果
注射异丙肾上腺素 ? , 组与空白对照组 D波具

有显著性差异!Fp#C#B"(见表 "+

表 /K对心电图 @波变化的影响
@%J:-/KC&W:+-&V-(W@8*%Y-V"%&)-T#&7EQ!(3 "̂(&_/6"

组别 动物数! #" D波变化!7X"

空白对照组 "# @#C#"%o#C##B

注射异丙肾上腺素 & , 组 "# @#C#")o#C##%

注射异丙肾上腺素 ( , 组 "# @#C##$o#C#&(

注射异丙肾上腺素 ? , 组 "# #C##Bo#C#"?)

!!注%)与空白对照组比较 Fp#C#B(D波变化%\r(CB#+ D波变化

值r造模前 D波值@造模后 D波值

>69O%) -3*567:3MO, -198 98O[I32. 5629M6ILM6Y: Fp#C#B( Da

-3XO5832LO% \r(CB#4Da-3XO5832LOX3IYOr:MOa76,OII12LDa-3XO

X3IYO@:6*9a76,OII12LDa-3XOX3IYO

5N5K大鼠心肌细胞 Z7染色及免疫组织化学染色
结果

注射异丙肾上腺素 ( , 组’异丙肾上腺素 ? , 组
EN染色积分平均值与空白对照组比(具有显著性
差异!Fp#C#B(Fp#C#""+ 异丙肾上腺素 ( , 组’异
丙肾上腺素 ? , 组 eNR\!血管内皮生长因子"表达
相对光密度值与空白对照组比较(具有显著性差异
!Fp#C#"(Fp#C#""+ 异丙肾上腺素 ? , 组 \R\!成
纤维细胞生长因子"表达相对光密度值与空白对照
组比(具有显著性差异!Fp#C#""(见表 &’图 "’图 &’
图 )+

1)(1
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表 5K心肌细胞 Z7染色及免疫组织化学染色
@%J:-5KZ7TF%#&#&) %&H#99+&("#TF(V"-9#V%:TF%#&#&) (W9$(V%GH#%:V-::T!(3 "̂(&_/6"

组别
动物数

! #"
EN积分平均值

eNR\!血管内皮生长

因子"表达 JUK值

\R\!成纤维细胞

生长因子" 表达 JUK值
空白对照组 "# #C###o#C### #C#"%o#C##? #C#)#o#C##’

注射异丙肾上腺素 & , 组 "# #C$##o"C#)) #C#&#o#C##B #C#)&o#C##?

注射异丙肾上腺素 ( , 组 "# "C###o"C"BB) #C#)"o#C#"))) #C#)Bo#C##$

注射异丙肾上腺素 ? , 组 "# &C&##o"C#)))) #C#(#o#C##%)) #C#(%o#C#"#))

!!!!注%)与空白对照组比较 Fp#C#B())与空白对照组比较 Fp#C#"+ \r%CB)(\r"&C’&(\r"&C?(

>69O%) A67:3MO, -198 98O[I32. 5629M6ILM6Y: Fp#C#B( )) A67:3MO, -198 98O[I32. 5629M6ILM6Y: Fp#C#"4\r%CB)(\r"&C’&(\r"&C?(

图 /K心肌细胞 Z7染色结果
M#)S/KZ7TF%#&#&) (W9$(V%GH#%:V-::T

图 5KI7QM在心肌细胞中的表达
M#)S5KI7QM%VF#Y#F$ #&9$(V%GH#%:V-::T

图 3KMQM在心肌细胞中的表达
M#)S3KMQM%VF#Y#F$ #&9$(V%GH#%:V-::T

1((1
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3K讨论

D波位于 =aD段之后(是心室复极所产生的(钝
圆(占时较长(从基线缓慢上升(然后较快下降(形成
前肢较长’后肢较短的波形+ 正常 D波方向常和
Ĵ= 波群的主波方向一致+ 在 Ĵ= 波群主波向上
的导联中(D波倒置或低平(常见于心肌缺血 , ’- + 心
肌缺血的心电图改变类型取决于缺血的发生部位’
持续时间和严重程度+ 具有特异性的心肌缺血发作
时(面向缺血部位的导联常显示缺血型 =D段压低或
D波倒置 , $- + 本研究结果表明随着造模时间的延
长(D波变化值逐渐变大(造模 ? , 后 D波变化值与
空白对照组具有显著性差异(D波低平或倒置(揭示
心肌缺血模型造模成功+

缺血性心肌病指由于长期心肌缺血导致心肌弥
漫性纤维化等一系列表现的临床综合征(是心肌供
氧量不足以满足心肌的需氧量(使血氧供需失衡引
起的一种结果+ 异丙肾上腺素对 !受体作用较强)
过量时因增加心肌收缩力及耗氧量(引起心律失常
和心肌缺血坏死+ 大鼠经皮下反复给予过量的异丙
肾上腺素可引起心肌耗氧量增加(从而引起供氧和
需氧之间的不平衡导致心肌细胞变性和坏死(进而
引起心肌纤维化心肌瘢痕形成+ 由 EN染色可见(
正常心肌(无病变(随着注射异丙肾上腺素时间的增
加(心肌细胞损伤程度逐渐加重(注射异丙肾上腺素
& , 组可见局灶性的间质反应)注射异丙肾上腺素 (
, 组可见多处局灶性损害(心室有散在小灶性坏死
及条索状坏死(肌纤维肿胀和断裂)注射异丙肾上腺
素 ? , 组出现部分心肌细胞溶解消失(中性白细胞
浸润+

血管内皮生长因子通过提高血浆酶原活化因子
和血浆酶原活化因子抑制因子aI的 7J>G表达(来
提高血浆酶原活化因子的活性(能够促进细胞外蛋
白水解(然后促进新生毛细血管的形成 , %- + 血管内
皮生长因子可通过细胞小囊泡器增加血管通透性(
血管内皮生长因子是最强的可增加血管通透性的因
子+ 血管内皮生长因子可以诱导血浆蛋白溶酶原激
活物和血浆溶酶原激活物抑制剂a"(以及基质胶原
酶’诱导组织因子等在内皮细胞的表达+ 在动物和
成人的正常心肌细胞也有低水平表达(当心肌细胞
因缺血缺氧受到损伤时(血管内皮生长因子可在体
内诱导血管新生因此表达增加+ 成纤维细胞生长因
子!\R\"在动脉粥样硬化病灶中促进内皮细胞的游

走和平滑肌细胞的增殖(还可以促进新血管形成(修
复受损害的内皮细胞 , "#a"&- + 成纤维细胞生长因子
一直被认为是病灶形成促进因子(但其又可加强左
心室厚度(增强心肌弹性力(防止在血管壁沉积(治
疗血栓+ 因此在心肌细胞受到损伤时(成纤维细胞
生长因子表达也会增加+ 由实验结果可知随着注射
异丙肾上腺素天数延长 eNR\和 \R\表达也在逐
渐增加(注射异丙肾上腺素 ( , 组’异丙肾上腺素
? ,组 eNR\表达与空白对照组比较具有显著性差
异+ 注射异丙肾上腺素 ? , 组 \R\表达与空白对照
组比较具有显著性差异+

本研究结果表明随着皮下多点注射异丙肾上腺
素时间的延长(大鼠特异性心肌病所引起的心肌缺
血更加显著(表现为心电图 D波低平或倒置(与空
白对照组比异丙肾上腺素 ? , 组 EN染色’eNR\
!血管内皮生长因子"’\R\!成纤维细胞生长因子"
表达均具有显著性差异(因此大鼠连续皮下多点注
射异丙肾上腺素!" 7L;.L1,@""? , 以上可以作为特
异性心肌病药效评价的可靠实验动物模型使用+
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