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大鼠肾下腹主动脉缺血再灌注对心肌肌浆网 

钙泵活性及其基因表达的影响 

于 影’’ ，胡 杰。，高 琴 ，汪思应 

· 基础 医学 · 

[摘要]目的：观察大鼠肾下腹主动脉缺血再灌注对心肌肌浆网钙泵(sareoplasmic reticulum Ca“一ATPase，SERCA)的活性及其 

基因表达的影响。方法：复制大鼠肾下腹主动脉缺血再灌注(ischemia and reperfusion，I／R)模型。将 sD雄性大鼠随机分为假 

手术组，缺血 30 rain分别再灌注2、12、24和48 h(I／R2h组、I／R12h组、I／R24h组、I／Rd8h组)。采用无机磷比色法检测缺血 

再灌注不同时间点心肌肌浆网SERCA活性，反转录酶 PCR技术测定 SERCA基因的表达。结果：I／R24h组、L／R48h组 SERCA 

的活性及基因表达均 著低于假手术组(P<0．01)；I／R12h组 SERCA的活性均低于似手术组(P<0．01)，但基因表达无明显 

变化(P>0．05)；I／R2h组 SERCA的活性及其基因表达 与假手术组差异均无统计学意义(P>0．05)。结论 ：肾下腹主动脉缺 

血再灌注过程严重影响 SERCA的活性及其基因的表达。 
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[Abstract]Objective：To investigate the sarcoplasmic reticulum Ca“一ATPase(SERCA)activity and mRNA expression in rat heart in 

infrarenal abdominal aoria occlusion induced ischemia and reperfusion injm3'(I／R)．Methods：Forty male Sprague—Dawley rats were 

randomized into five groups：pseudo—operation group，L／R2h group，I／R1 2h group，I／R24h group and I／R48h group．Rats in pseudo— 

operation group were undergone laparotomy only．Meanwhile，rats in I／R groups were repeffused with different hours(2，1 2，24 and 

48 hours)following by 30 minutes infrarenal abdominal aorta occlusion induced ischemia．Then the rat hea~s in each group were 

obtained at the specified time points．The activity of SERCA was determined by inorganic phosphorus colorimetry，and gene expression of 

SERCA was analyzed by reverse transcriptional—PCR．Results：Compared with the pseudo—operation group，the levels of SERCA activity 

and gene expression in l／R24h group and I／R48h group were down—regulated significantly(P<0．O1)；but in UR12h group，SERCA 

activity was decreased，while gene expression had no statistical difference．And there were no statistical significance about SERCA 

activity and gene expression in rat heart between the I／R2h group and pseudo—operation group(P>0．05)．Conclusions：hffrarenal 

abdominal aorta occlusion may obviously affect the activity and gene expression of SERCA in rat heat’t． 

[Key words]heart／physiology；ischemia and repeffusion injm3'；rat；heart；sarcoplasmic reticuhml Ca“一ATPase；infraretral aMominal aorta 

腹主动脉阻断术因能有效地预防性控制和减少 

其阻断平面以下的外科术中致命性大出血，保证其 

阻断平面以下腹部外科、血管外科、器官移植、肿瘤 

外科、妇产科与骨盆骶尾骨外科各种手术得以在基 

本无血视野下安全地进行病灶处理，近 10年来已被 

临床外科医生广泛接受  ̈。但腹主动脉阻断后所 

引起的血流动力学波动往往给患者的心血管系统带 
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来不利的影响 。本研究通过建立腹主动脉缺血 

再灌注的动物模型，观察再灌注不同时问段心肌肌 

浆 网 钙 泵 (sarcoplasmic reticulum Ca“一ATPase， 

SERCA)的活性及其基因表达变化，探讨 SERCA是 

否参与腹主动脉缺血再灌注诱导的心肌损伤。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物分组 取雄性 SD大鼠40只，体重 

250～300 g，随 机分成 5组，每组 8只。根 据 

Moneley等 介绍的方法，复制肾下腹主动脉缺血 

冉灌注损伤模型。假处 组 ：仅游离腹主动脉不结 

扎；缺血再灌注组：大鼠肾下腹主动脉阻断缺血 

30 rain，分别再灌注 2、12、24、48 h组 (I／R2h组， 

I／R12h~H．，I／R24h组 ，I／R48h组)。 
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1．2 主要药品和试剂 钙泵及考马斯亮蓝蛋白测 

定试剂盒购自南京建成生物工程研究所；Trizol试剂 

购自Invitrogen公司；逆转录试剂盒和 PCR试剂盒 

购自Fermentas公司；引物均由上海生工生物工程技 

术服务有限公司合成。 

1．3 实验方法 

1．3．1 取材 按分组要求时间点断头处死 SD大 

鼠后即刻取出心脏，冰生理盐水冲洗，剪去心房及大 

血管，沿室问隔剪开左右心室，迅速放人液氮中速 

冻，置 ～80 qC冰箱保存备用。 

1．3．2 SERCA活性的测定 称取 50 mg心肌组 

织，参照文献[4]方法制备 t2,肌肌浆网。用无机磷 

比色法测定。 

1．3．3 心肌组织总 RNA的提取 取右心室组织 

100 mg，采用 Trizol一步法提取组织总 RNA，并于 

260 nm和280 FIIII处测定其 OD值，计算 OD ／OD2踟 

值，观察总 RNA的纯度，且在紫外灯下可见28S、18S 

两条明显的rRNA区带和一条隐约5s条带，说明标 

本RNA完整性较好。 

1．3．4 反转录 PCR(RT—PCR)检测 SERCA mRNA 

表达 取总 RNA 3 Ixl为模板，用随机引物反转录合 

成 cDNA，以此 cDNA 1．5 l为模板，进行 PCR扩 

增。所用 SERCA引物：L游5 一AAG CAG TFC ATC 

CGC TAC CT一3 ；下游 ：5 一AGA CCA TCC GTC ACC 

AGA TI'一3 ，预计扩增产物长 134 bp。以 8一actin为 

内参照，引物 游：5一GAG ACC TTC AAC ACC CCA 

GCC一3 ；下 游：5 一GGC CAT CTC TTG CTC GAA 

GTC一3 ，预计扩增产物长 3ll bp。PCR反应终体积 

为25 l，反应条件：95 clC预变性 3 rain后，以95 c(= 

50 S变性，SERCA退火温度 52．4 50 ；B—actin退 

火温度 58．3℃ 50 S；72 0(=延伸 60 S，32个循环后 

72 cc平衡 10 rain，4 oC保温。将4 txl PCR扩增产物 

于 1％琼脂糖凝胶进行电泳，溴化乙锭显色。结果 

在 GIS凝胶图像处理系统巾拍摄记录，并使用图像 

分析软件对凝胶巾每一泳带进行光密度扫描作半定量 

分析，结果以目的基因与内参对照的积分吸光度比值 

(SERCA／13．actin ratio)表示 mRNA相对表达量。 

1．4 统计学方法 采用方差分析和 q检验。 

2 结果 

2．1 大 鼠 心 肌 肌 浆 网 SERCA 活 性 和 SERCA 

mRNA表达 I／R24h组、I／R48h组心肌细胞肌浆网 

SERCA活性及其基因表达均显著低于假手术组 

(P<0．01)；I／R12h组 SERCA的活性低于假手术 

组(P<0．01)，但基因表达无明 变化(P>0．05)； 

I／R2h组 SERCA的活性及其基因表达无明显变化 

113 

(见表 1)。 

表 1 肾下腹主动脉缺血再灌注对 SERCA活性和 SERCA 

mRNA表达的影响( =8； ±S) 

怜验 ： j假 水组 比较 尸<0．01 

2．2 大鼠心肌组织SERCA mRNA表达的变化 每 

组大 鼠心肌 组织提 取 的总 RNA，OD ∞／OD 。为 

1．8～2．0；使用 SERCA特异性引物进行 RT—PCR，扩 

增产物经琼脂糖凝胶电泳，结果显示在 134 bp处有核 

苷酸片段的表达。与预计扩增片段大小相符(见图1)。 
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l刳l再灌注不同时间段大鼠心肌 SERCA mRNA表达检测结果 

3 讨论 

近年来，随着腹主动脉阻断术的开展逐年增加， 

再灌注后的损伤越来越引起人们 的关注。Okutan 

等 通过对大鼠肾下腹主动脉缺血0．5 h后使血 

流恢复，发现再灌注可发生多器官功能损害。当肾 

下腹主动脉血流恢复后 ，大量氧分子随血液进入缺 

血组织，组织供氧和耗氧增加，机体产生大量 自由 

基，引发细胞膜脂质过氧化，膜通透性增加，从而细 

胞外 Ca 大量进入细胞内，造成 Ca 稳态失衡 。 

仓静等 通过肾下腹主动脉阻断比较冠心病和非 

冠心病患者的血流动力学，发现阻断后两组患者的 

心率、平均动脉』_j三和外周血管阻力均明显增加，心排 

血量降低。曲度等 指出动物肾下腹主动脉阻断 

H,tl司在 25 rain为安全时限；在阻断安全时限内，血 

液动力学指标变化可被代偿和调整；如超出安全时 

限，则表现为再灌注损伤期的血液动力学变化，实验 

动物心血管系统、呼吸系统与中枢系统先后出现代 
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偿性功能不全和(或)衰竭。 

本研究通过建立大鼠肾下腹主动脉阻断动物模 

型，检测再灌注不同时间点心肌 SERCA的活性及其 

基因表达的变化，结果说明再灌注损伤与复灌的时 

间有关，提示随着再灌注时间的延长，大鼠心肌受 

损，SERCA活性和 mRNA表达降低。 

Cä 在维持心肌正常的舒缩功能中起重要作 

用。其中SERCA在 Ca 周期性变化中起着关键性 

的作用。SERCA是将 can转运并释放到细胞外的 
一 种钙转运蛋白，当其功能发生障碍时，细胞 ca 

转运能力下降引起 ca 平衡紊乱 J。实验 证明， 

当心肌损伤时，由于能量代谢障碍导致心肌细胞内 

钙超载，心功能异常。ca 作为生物信息转导的胞 

内第二信使，当胞质的 ca 浓度升高时，可通过一 

系列的钙信号通路导致肌浆网功能受损 ，ca 调节 

能力下降  ̈“J。在成熟心肌细胞内 can调节中， 

肌浆网发挥着十分重要的作用。成熟心肌缺血 一再 

灌注后，首先引起细胞内微环境变化，即细胞内酸中 

毒，这种变化抑制了 SERCA活性，降低了肌浆网摄 

钙能力，心肌舒缩功能减退，久之细胞 内发生钙超 

载，导致心肌细胞进一步损伤 。 

本研究结果显示，大鼠肾下腹主动脉阻断后再 

灌注可导致大鼠心肌损伤。SERCA活性作为游离 

Cä 清除能力的指标，当SERCA功能改变时，其编 

码基因相应地转录表达；而 SERCA活性又受其 

mRNA的调控，因此 SERCA mRNA表达明显下降又 

将导致 SERCA活性降低 、钙超载，造成心肌损伤。 

随着血管外科理论及诊疗技术的发展，腹主动脉阻 

断术被广泛接受，但缺血再灌注引起的损伤将如何 

有效防治，是否可以在再灌注早期或是在 SERCA活 

性未明显降低时给予干预，从而减轻缺血再灌注对 

心肌的损伤作用，值得进一步深入研究。 
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(上接第111页)及中央旁小叶的病变 J，并且可以模 

拟手术以选择最佳的手术方案。同时三维重建对于 

肿瘤三维适形放疗也有很大的帮助，它可以重建出 

肿瘤区临床靶区危险器官的三维空问轮廓，并且可 

以任意方向旋转，帮助医生全视角观察靶区及相邻 

结构，设计最佳放疗计划，最大限度地杀伤肿瘤和保 

护正常组织 。 
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