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【摘　 要】 　 目的　 研究奥拉西坦对心肌缺血 / 再灌注损伤(MI / RI)的保护作用及其机制。 方法　 32 只大鼠依据随机数表法

分为 4 组,每组 8 只:(1)假手术组;(2)MI / RI 组;(3)低剂量组(奥拉西坦 30 mg / kg);(4)高剂量组(奥拉西坦 50 mg / kg)。 低

剂量组和高剂量组的 16 只大鼠手术前除正常饲养外,通过灌胃方式给予对应剂量的奥拉西坦,1 次 / d,连续 7 d。 结扎大鼠冠

状动脉前降支,建立 MI / RI 模型。 酶联免疫吸附测定大鼠血清中肌酸激酶同工酶 MB(CK-MB)、乳酸脱氢酶(LDH)、超氧化物

歧化酶(SOD)、白细胞介素-6(IL-6)和丙二醛(MDA)。 测定心肌梗死面积百分比、心肌细胞凋亡率和 Bcl-2 / Bax 比值。 采用

SPSS
 

21. 0 软件进行统计分析。 组间比较采用单因素方差分析。 结果　 与 MI / RI 组比较,低剂量组和高剂量组大鼠的心肌梗

死面积百分比(36. 2%和 13. 6%和 22. 3%)、心肌细胞凋亡率(45. 4%和 30. 6%和 21. 3%)、血清中 CK-MB[(97. 50±8. 54)和

(75. 24 ± 5. 62 ) 和 ( 63. 10 ± 7. 23 ) U / L ]、 LDH [( 900. 02 ± 57. 74 ) 和 ( 660. 62 ± 49. 84 ) 和 ( 577. 37 ± 54. 09 ) U / L ]、 MDA
[(88. 84±3. 26)和(66. 47±6. 25)和(57. 08±4. 99) U / L]和 IL-6[(186. 39±10. 18)和(153. 34±6. 81)和(143. 31±9. 08) pg / ml]
含量均显著降低(P<0. 05),而 SOD[(15. 22±1. 24)和(24. 80±3. 32)和(34. 82±3. 66) U / ml]和 Bcl-2 / Bax 比值(0. 19 和 0. 47
和 1. 16)显著增加(P<0. 05)。 结论　 奥拉西坦可能通过减轻氧化应激反应来抑制线粒体途径的细胞凋亡来保护 MI / RI 的

心肌。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

role
 

of
 

oxiracetam
 

in
 

rats
 

after
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
  

injury
 

(MI / RI)
 

and
 

its
 

underlying
 

mechanism.
 

Methods　 A
 

total
 

of
 

32
 

Sprague-Dawley
 

(SD)
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

4
 

groups,
 

with
 

8
 

rats
 

in
 

each
 

group,
 

that
 

is,
 

sham
 

operation
 

group
 

(Sham
 

group),
 

MI / RI
 

group,
 

and
 

low-
 

and
 

high-dose
 

groups
 

(30
 

and
 

50
 

mg / kg
 

oxiracetam
 

respectively).
 

In
 

addition
 

to
 

normal
 

feeding
 

before
 

surgery,
 

the
 

rats
 

from
 

the
 

two
 

treatment
 

groups
 

were
 

given
 

the
 

corresponding
 

dose
 

of
 

oxiracetam
 

by
 

gavage
 

for
 

once
 

per
 

day
 

for
 

7
 

consecutive
 

days.
 

Then
 

the
 

anterior
 

descending
 

coronary
 

artery
 

was
 

ligated
 

in
 

the
 

rats
 

of
 

the
 

latter
 

3
 

groups
 

to
 

establish
 

the
 

MI / RI
 

model.
 

Serum
 

contents
 

of
 

lactate
 

creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

MB
 

( CK-MB ),
 

lactate
 

dehydrogenase
 

( LDH),
 

interleukin-6
 

( IL-6),
 

superoxide
 

dismutase
 

( SOD)
 

and
 

malondialldehyde
 

( MDA)
 

were
 

measured
 

with
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).
 

The
 

percentage
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

area,
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

myocytes
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

Bcl-2 / Bax
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

measured
 

and
 

calculated.
 

SPSS
 

statistics
 

21. 0
 

was
 

used
 

for
 

statistical
 

analysis.
 

One-way
 

ANOVA
 

was
 

employed
 

for
 

inter-group
 

comparisons.
 

Results　 The
 

low-
 

and
 

high-dose
 

groups
 

had
 

significantly
 

lower
 

percentage
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

( 13. 6%
 

vs
 

22. 3%
 

vs
 

36. 2%),
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

myocytes
 

( 30. 6%
 

vs
 

21. 3%
 

vs
 

45. 4%),
 

and
 

serum
 

contents
 

of
 

CK-MB
 

[(75. 24 ± 5. 62 )
 

vs
 

( 63. 10 ± 7. 23 )
 

vs
 

( 97. 50 ± 8. 54 ) U / L ],
 

LDH
 

[( 660. 62 ± 49. 84 )
 

vs
 

( 577. 37 ± 54. 09 )
 

vs
 

(900. 02±57. 74)U / L],
 

MDA
 

[( 66. 47 ± 6. 25)
 

vs
 

( 57. 08 ± 4. 99)
 

vs
 

( 88. 84 ± 3. 26) U / L]
 

and
 

IL-6
 

[( 153. 34 ± 6. 81)
 

vs
 

(143. 31±9. 08)
 

vs
 

( 186. 39 ± 10. 18) pg / ml],
 

but
 

obviously
 

elevated
 

serum
 

SOD
 

content
 

[( 24. 80 ± 3. 32)
 

vs
 

( 34. 82 ± 3. 66)
 

vs
 

(15. 22 ± 1. 24) U / ml]
 

and
 

Bcl-2 / Bax
 

ratio
 

( 0. 47
 

vs
 

1. 16
 

vs
 

0. 19)
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

MI / RI
 

group
 

( all
 

P<0. 05).
 

Conclusion　 Oxiracetam
 

can
 

protect
 

MI / RI
 

by
 

attenuating
 

oxidant
 

stress
 

response
 

and
 

suppressing
 

mitochondrial
 

pathway
 

of
 

apoptosis.
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　 　 心肌缺血 / 再灌注损伤 ( myocardial
 

ischemia /
reperfusion,MI / RI)是一个复杂的病理生理过程,其
中涉及到多种信号通路和多种氧化应激反应[1] 。
近些年实验研究证实,MI / RI 的发生机制与氧化应

激反应、炎症反应和能量代谢障碍均有密切关系,且
细胞凋亡在 MI / RI 的整个过程中一直存在[2] 。 奥

拉西坦(oxiracetam)是一种环状羟基-氨基丁酸衍生

物,与吡拉西坦类似,可作为认知增强剂改善中枢神

经系统疾病[3] 。 奥拉西坦进入机体内可迅速被分

解,其产物能促进组织合成大量的磷酰乙醇胺和磷

酰胆碱,进而抑制磷脂分解,维持线粒体稳定[4] 。
有研究表明,奥拉西坦还可以增强乙酰胆碱的释放

和转运、加强活性氧自由基清除[5] 、抑制氧化应激反

应及细胞凋亡[6] 。 奥拉西坦的药理特性决定其可以

对抗由于电休克、缺氧等情况造成的学习行为或记忆

损害[7] 。 同时有研究表明,奥拉西坦可以重建未损伤

的组织结构,减轻及保护脑组织的缺血 / 再灌注损

伤[8] 。 本研究从细胞凋亡的角度,探讨奥拉西坦对

MI / RI 的作用,并且初步分析其机制,以丰富奥拉西

坦的器官保护作用,为其临床应用夯实基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与设备

　 　 SD 大鼠 32 只,雌雄不限,体质量 230 ~ 260 g,由
锦州医科大学实验动物中心提供。 奥拉西坦胶囊

(石药集团欧意药业有限公司,中国石家庄);氯化

硝基四氮唑蓝( nitroblue
 

tetrazolium,NBT) ( Amresco
公司,美国); Bcl-2、 Bax、 β-actin 一抗和二抗 ( Pro-
teintech 公司,美国);BCA 法蛋白检测试剂盒、显影

剂(北京鼎国生物有限公司,中国北京);原位末端标

记法 ( terminal-deoxynucleoitidyl
 

transferase
 

mediated
 

nick,TUNEL)检测、核蛋白提取试剂盒(上海碧云天

生物技术有限公司,中国上海);乳酸脱氢酶( lactate
 

dehydrogenase,LDH)、超氧化物歧化酶 (superoxide
 

dismutase,SOD)、丙二醛( malondi
 

alldehyde,MDA)
检测试剂盒(南京建成生物工程研究所,中国南京);肌
酸激酶同工酶 MB(creatine

 

kinase
 

isoenzyme
 

MB,CK-
MB)、白细胞介素- 6( interleukin-6,IL-6) 含量检测

试剂盒 ( 上海酶联生科技技术有限公司,中国上

海)。 超声波细胞破碎仪( SONICS 公司,美国);切
片机、烤片机、生物显微镜( LEICA,德国);呼吸机、

心电监护仪(成都泰盟公司,中国成都);垂直电泳

系统、化学发光凝胶成像(国美伯乐);高速冷冻离

心机(Sigma 公司,德国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与给药　 32 只大鼠依据随机数表法分

为 4 组,每组 8 只: ( 1) 假手术组; ( 2) MI / RI 组;
(3)低剂量组(奥拉西坦 30 mg / kg);(4) 高剂量组

(奥拉西坦 50 mg / kg)。 手术前均正常饲养,低剂量

组和高剂量组的 16 只大鼠除正常饲养外,通过灌胃

方式给予对应剂量的奥拉西坦,1 次 / d,连续 7 d。
　 　 大鼠手术前 1 天晚上开始禁食不禁饮,麻醉后

固定大鼠,进行气管插管,连接呼吸机,监测心电图。
在大鼠胸骨左缘 3、4 肋间钝性分离组织,开胸后充

分显露心脏,剔除心包,找到左冠状动脉前降支。 假

手术组仅需要用 5 - 0 无损伤缝合线做穿线处理;
MI / RI 组、低剂量组和高剂量组用 5-0 无损伤缝合

线在左冠状动脉前降支结扎,使心电图 ST-T 抬高,
放松后 ST-T 回落 50%标志造模成功。 MI / RI 组、低
剂量组和高剂量组均结扎 30 min,再灌注 60 min。
1. 2. 2　 酶联免疫吸附测定　 术后立即在各组大鼠

右心房取血,静止,离心,吸取上层血清,分别标记并

存放在-80℃ 冰箱中。 待所有血清备好后,依照试

剂盒说明书检测各组大鼠血清中 SOD、MDA、LDH、
CK-MB、IL-6 的含量。
1. 2. 3　 NBT 染色　 取血后每组随机选取 3 只大鼠,
将心脏取下后去除心房及右心室,放入- 20℃ 冰箱

速冻 1 h,待组织稍硬后取出,将心室切成等厚的

5 片,放入预配置的 0. 1%NBT 中,37℃ 恒温水浴染

色。 正常心肌是 NBT 着色部分,显示成暗紫色;
NBT 不着色部分是梗死心肌,显示成红色或苍白

色。 以此辨别梗死区与非梗死区心肌。 心肌梗死面

积百分比=梗死心肌面积 / 心肌总面积×100%。
1. 2. 4　 TUNEL 染色 　 每组取 5 只大鼠,取部分心

肌组织,置于 4% 多聚甲醛液,制作成石蜡切片。
TUNEL 染色时,2 次脱蜡、浸泡复水、磷酸缓冲盐溶

液(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)漂洗、孵育,
 

DAB 避

光显色,苏木素复染,在生物显微镜下拍照。 在每张

切片中随机选取 10 个视野,计数。 心肌细胞凋亡率 =

凋亡细胞个数 / 所有细胞个数×100%。
1. 2. 5　 蛋白表达的检测 　

 

每组取 5 只大鼠,取部

分心肌组织提取核蛋白。 通过 BCA 试剂盒来检测
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蛋白浓度,制作蛋白样品。 电泳、转膜、BSA 封闭、
洗膜。 切割后分别和制备的 Bcl-2(1 ∶ 2 000)、Bax
(1 ∶ 1 000)和 β-actin(1 ∶ 5 000)一抗充分混匀,孵
育过夜。 洗膜,杂交,再次洗膜。 加入 ECL 显色后,
检测电泳条带。 Bcl-2 / Bax 比值的变化是细胞凋亡

水平的标志。
1. 3　 统计学处理

　 　 采用 SPSS
 

21. 0 软件进行统计分析。 计量资料

采用均数 ± 标准差( 􀭰x±s)表示,2 组间比较采用单因

素方差分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 4 组大鼠血清 LDH 和 CK-MB 含量比较

　 　 与假手术组相比,MI / RI 组大鼠血清中 LDH 和

CK-MB 含量显著增加(P<0. 05);与 MI / RI 组相比,
低剂量组和高剂量组大鼠血清中 LDH 和 CK-MB 含

量显著降低(P<0. 05;表 1)。

表 1　 4 组大鼠血清 LDH 和 CK-MB 含量比较

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

serum
 

LDH
 

and
 

CK-MB
 

between
 

four
 

groups (n= 8,
 

U / L,
 

􀭰x±s)

Group LDH CK-MB

Sham 310. 18±25. 98 35. 43±4. 80
MI / RI 900. 02±57. 74∗ 97. 50±8. 54∗

Low
 

dose 660. 62±49. 84# 75. 24±5. 62#

High
 

dose 577. 37±54. 09# 63. 10±7. 23#

LDH:
 

lactate
 

dehydrogenase;
 

CK-MB:
 

creatine
 

kinase
 

isoenzyme-MB;
 

MI / RI:
 

myocardial
 

ischemia / reperfusion
 

injury.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,
 

∗P<0. 05;
 

compared
 

with
 

MI / RI
 

group,
 #P<0. 05.

2. 2　 4 组大鼠心肌梗死面积比较

　 　 假手术组均染成暗紫色,没有发生心肌梗死。 与

假手术组相比,MI / RI 组大鼠心肌梗死面积百分比显

著增加(36. 2%和 0. 0%,P<0. 05);与 MI / RI 组相比,
低剂量组和高剂量组大鼠心肌梗死面积百分比显著

降低(36. 2%和 13. 6%和 22. 3%,P<0. 05;图 1)。
2. 3　 4 组大鼠心肌细胞凋亡比较

　 　 与假手术组相比,MI / RI 组大鼠心肌细胞凋亡

率显著增加(45. 4%和 7. 9%,P<0. 05);与 MI / RI 组
相比,低剂量组和高剂量组大鼠心肌细胞凋亡率显

著降低(45. 4%和 30. 6%和 21. 3%,P<0. 05;图 2)。
2. 4　 4 组大鼠血清 IL-6、SOD、MDA 含量比较

　 　 与假手术组比较,MI / RI 组血清中 IL-6 和 MAD
含量显著增加(P<0. 05),而 SOD 显著减少(P<0. 05);
与 MI / RI 组比较,低剂量组和高剂量组大鼠血清中

IL-6 和 MAD 含量显著降低(P<0. 05),而 SOD 显著

增加(P<0. 05;表 2)。

图 1　 4 组大鼠心肌梗死面积比较
Figure

 

1　 Comparison
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

between
 

four
 

groups
 

(n= 3)
A:

 

NBT
 

staining;
 

B:
 

quantitative
 

analysis
 

results.
 

NBT:
 

nitroblue
 

tetrazolium;
 

MI / RI:
 

myocardial
 

ischemia / reperfusion
 

injury.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

compared
 

with
 

MI / RI
 

group,
 #P<0. 05.

图 2　 4 组大鼠心肌细胞凋亡比较
Figure

 

2　 Comparison
 

of
 

cardiomyocyte
 

apoptosis
 

between
 

four
 

groups
 

(n= 5)
A:

 

TUNEL
 

staining;
 

B:
 

quantitative
 

analysis
 

results.
 

TUNEL:
 

terminal-
deoxynucleoitidyl

 

transferase
 

mediated
 

nick;
 

MI / RI:
 

myocardial
 

ischemia /
reperfusion

 

injury.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

compared
 

with
 

MI / RI
 

group,
 #P<0. 05.
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表 2　 4 组大鼠血清 IL-6、SOD、MDA 含量比较
 

Table
 

2　 Comparison
 

of
 

IL-6,
 

SOD
 

and
 

MDA
 

between
 

four
 

groups (n= 8,
 

􀭰x±s)

Group SOD
 

(U / ml) MDA
 

(U / L) IL-6
 

(pg / ml)

Sham 48. 79±3. 27 40. 27±2. 80 100. 21±9. 68
MI / RI 15. 22±1. 24∗ 88. 84±3. 26∗ 186. 39±10. 18∗

Low
 

dose 24. 80±3. 32# 66. 47±6. 25# 153. 34±6. 81#

High
 

dose 34. 82±3. 66# 57. 08±4. 99# 143. 31±9. 08#

SOD:
 

superoxide
 

dismutase;
 

MDA:
 

malondialldehyde;
 

IL-6:
 

interleukin-6;
 

MI / RI:
 

myocardial
 

ischemia / reperfusion
 

injury.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

compared
 

with
 

MI / RI
 

group,
 #P<0. 05.

2. 5　 4 组大鼠心肌组织 Bcl-2 / Bax 比值比较

　 　 与假手术组比较,MI / RI 组大鼠的 Bcl-2 / Bax 比

值显著下降(0. 19 和 1. 96,P<0. 05);与 MI / RI 组比

较,低剂量组和高剂量组大鼠的 Bcl-2 / Bax 比值显

著上升(0. 19 和 0. 47 和 1. 16,P<0. 05;图 3)。

图 3　 4 组大鼠心肌组织 Bcl-2 / Bax 比值比较

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

Bcl-2 / Bax
 

between
 

four
 

groups
 

(n= 5)
A:

 

Bax
 

and
 

Bcl-2
 

staining;
 

B:
 

quantitative
 

analysis
 

results.
 

MI / RI:
 

myocardial
 

ischemia / reperfusion
 

injury.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,
 

∗P<0. 05;
 

compared
 

with
 

MI / RI
 

group,
 #P<0. 05.

3　 讨　 论

　 　 早期的急性心肌梗死患者,往往可以通过药物、
手术及经皮冠状动脉介入术等方法恢复血管再通、
缩小梗死面积,从而降低心脏不良预后[9] 。 但急性

心肌梗死患者在恢复有效灌注后,反而会骤然增加

心肌损伤[10] ,甚至不可逆[11] ,即 MI / RI[12] 。 线粒体

会产生活性氧自由基(oxygen
 

free
 

radical,OFR),这
是一类具有超高生物学活性的含氧化合物[13] 。 当

组织发生缺氧时,线粒体会迅速生成大量 OFR,超
高水平的 OFR 会对核酸、蛋白分子产生氧化作用,

导致细胞膜结构改变和功能障碍,这种现象被称为

氧化应激。 在发生氧化应激反应时,大量的活性氧

与线粒体 DNA 直接接触,可以使 DNA 双链断裂或

丢失,DNA 损伤后可以直接激活 Bcl-2 家族的促凋

亡蛋白在线粒体膜表达,导致内源性细胞凋亡诱发

一系列炎症反应[14] 。 Bcl-2 / Bax 比值是决定细胞是

否凋亡的关键[15] 。
　 　 本研究中采用结扎冠状动脉前降支的方法建立

了大鼠 MI / RI 模型,结果表明,与假手术组相比,
MI / RI 组心肌梗死面积百分比、心肌细胞凋亡率、血
清中 CK-MB、LDH、MDA 和 IL-6 含量均显著增加,
而 SOD 和 Bcl-2 / Bax 比值显著减少。 可以看出,缺
血细胞的线粒体膜稳定性及氧自由基清除能力下

降,心肌存在炎症反应、氧化应激反应和细胞凋亡。
本研究结果表明,经过奥拉西坦预处理的大鼠发生

MI / RI 时,心肌梗死面积百分比、心肌细胞凋亡率、
血清中 CK-MB、 LDH、 MDA 和 IL-6 含量均显著降

低,而 SOD 和 Bcl-2 / Bax 比值显著增加,提示奥拉西

坦对 MI / RI 具有一定的保护作用。
　 　 综上所述,奥拉西坦可促进活性氧自由基清除,
维持线粒体膜稳定,下调氧化应激反应水平,抑制线

粒体途径的细胞凋亡,降低炎性反应。
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