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内源性CO在大鼠离体心脏缺血再灌注中的保护作用

周 振，马 爽，刘 杰，纪巧荣，曹成珠，李晓娜，汤 锋，张 伟*

青海大学高原医学研究中心；青海省高原医学应用基础重点实验室，西宁 810001

摘  要：本文旨在观察研究内源性CO在大鼠离体心脏缺血再灌注中的作用。大鼠经内源性CO激动剂原卟啉氯化钴(CoPP)和
内源性CO抑制剂锌原卟啉(ZnPP)处理后，采用Langendorff离体心脏灌流系统完成心脏缺血再灌注模型，停灌(缺血)时间设

定为30 min，分别采集离体心脏稳定期和再灌注后30 min心功能指标参数，ELISA方法检测心肌组织cGMP含量，比色法测

定血浆中内源性CO的含量以及再灌注10 min时灌流液中肌酸激酶(creatine kinase, CK)、乳酸脱氢酶(lactic dehydrogenase, 
LDH)等心肌酶的指标。结果显示，停灌前离体心脏跳动平稳，CoPP组、ZnPP组和对照组心脏各项功能指标均保持稳定，

三组间心功能指标无明显差异；再灌注后，三组间心功能指标出现显著性差异(P < 0.05)，与停灌前相比，对照组和ZnPP组
心功能均明显下降(P < 0.05)，且ZnPP组下降较为显著，而CoPP组仍能保持停灌前水平。与此同时，三组大鼠体内CO含

量、离体心肌酶学指标和再灌注后恢复稳定时间也有明显的差异(P < 0.05)，和对照组相比，CoPP组复灌稳定恢复时间减

少，灌流液中CK和LDH含量显著减少，血浆内源性CO含量和心肌cGMP含量显著增加，而ZnPP组则呈现截然相反的结果。

以上结果提示，内源性CO可维持一定的心脏舒缩能力、缩短心脏复跳时间，在心脏缺血再灌注中起到了保护作用。
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Abstract: The present study is aimed to explore the effects of endogenous carbon monoxide on the ischemia-reperfusion in rats. Wistar 
rats were intraperitoneally injected with protoporphyrin cobalt chloride (CoPP, an endogenous carbon monoxide agonist, 5 mg/kg), 
zinc protoporphyrin (ZnPP, an endogenous carbon monoxide inhibitor, 5 mg/kg) or saline. Twenty-four hours after injection, the myo-
cardial ischemia-reperfusion model was made by Langendorff isolated cardiac perfusion system, and cardiac function parameters were 
collected. Myocardial cGMP content was measured by ELISA, and the endogenous carbon monoxide in plasma and myocardial 
enzymes in perfusate at 10 min after reperfusion were measured by colorimetry. The results showed that before ischemia the cardiac 
functions of CoPP, ZnPP and control groups were stable, and there were no significant differences. After reperfusion, cardiac func-
tions had significant differences among the three groups (P < 0.05). Compared with pre-ischemia, the cardiac function decreased and 
obvious cardiac arrest was shown in control and ZnPP groups, while the cardiac function in CoPP group did not change significantly, 
maintaining a relatively stable level. At the same time, three groups’ carbon monoxide level, myocardial enzymology and the cardiac 
function recovery time after reperfusion also had significant differences (P < 0.05). Compared with those in control group, recovery 
after reperfusion was faster, activities of creatine kinase and lactic dehydrogenase were significantly decreased, plasma CO and myo-
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cardial cGMP contents were significantly increased in CoPP group, while these changes were completely opposite in ZnPP group. It is 
concluded that endogenous carbon monoxide can maintain cardiac function, shorten the time of cardiac function recovery, and play a 
protective role in cardiac ischemia-reperfusion.

Key words: endogenous carbon monoxide; ischemia reperfusion injury; Langendorff; cardiac function; creatine kinase; lactic dehy-
drogenase

多年来，心血管疾病一直是影响人们健康的主

要原因 [1]，其中缺血性心脏病 ( 如心绞痛、心肌梗

死等 ) 的危害最大、严重程度最高，对该病的预防

和治疗也较为困难。这是由于缺血性心脏病的病因

复杂且治疗手段单一，治疗仅为恢复缺血区域血流

供应。然而在恢复血流供应之后又容易发生更为严

重的缺血再灌注损伤 [2]。发生缺血再灌注损伤时，

由于有大量的自由基生成，细胞内 Ca2+ 超载以及白

细胞大量聚集激活，使得组织细胞大量地被破坏，

最终使得缺血部位发生更为严重的损害 [3]。此外，

在心脏移植手术中也较易出现心肌缺血再灌注损

伤，这是导致心脏移植失败的重要因素 [4]。因此，

减少或者抑制上述过程中发生的心肌缺血再灌注损

伤是临床治疗成功的关键。

CO 是一种剧毒气体，可以造成机体严重的缺

氧 [5]，然而大量的研究表明，机体内产生的 CO 却

是一种重要的内源性气体分子，调节着各种生命活

动，尤其在心血管、肝脏以及中枢神经系统活动中

发挥着重要作用。内源性 CO 由血红素通过血红素

氧合酶 (heme oxygenase, HO) 催化分解产生，由于

其特殊的分子结构，可弥散进入各个器官系统，参

与抗凋亡、舒张血管平滑肌、调节炎症反应等过

程 [6]，但是内源性 CO 在心肌缺血再灌注损伤中的

作用尚不完全清楚。本文通过观察内源性 CO 激动

剂和抑制剂对大鼠心脏缺血再灌注的影响，初步探

讨内源性 CO 在心脏缺血再灌注中的作用。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　清洁级雄性 Wistar 成年大鼠，体

重 240~260 g，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司 [ 许可证号：SCXK( 京 )2012-0001，No. 114007- 
00064575]，置于 23 °C、昼 / 夜交替、自由饮水和

进食的条件下饲养。本研究的动物实验方案经青海

大学医学院实验动物伦理委员会审核和批准。

1.2  实验药品和试剂　　超纯水配制 Krebs-Henseleit 
(K-H) 液 (mmol/L) ：118 NaCl，3.2 KCl，1.2 MgSO4，

25 NaHCO3，1.18 KH2PO4，2.5 CaCl2，5.5 葡萄糖，

调节 pH 于 7.3~7.4 之间，持续通入 95% O2 和 5% 
CO2 混合气体。乌拉坦 ( 国药集团化学试剂有限公

司，批号T20090811)用生理盐水配制成20%的溶液，

即配即用。原卟啉氯化钴 (protoporphyrin IX cobalt 
chloride, CoPP, C1900, MW: 655.03)、锌原卟啉 (pro-
toporphyrin IX zinc, ZnPP, 282820, MW: 626.03) 均购

自 Sigma 公司，1 mol/L NaOH 溶液溶解后用稀 HCl
调 pH 至 7.2~7.4[7]，再用生理盐水稀释到目标浓度。

内源性 CO、乳酸脱氢酶 (lactic dehydrogenase, LDH)、
肌酸激酶 (creatine kinase, CK)、环磷酸鸟苷 (cGMP)
检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

1.3  实验仪器　　Langendorff 心脏灌流装置：Pow-
erlab 数据采集系统、聚乙烯导管、乳胶球囊、蠕动

泵、压力传感器 (AD Instruments，澳大利亚 )，pH
计 ( 雷磁 PHS-SC，中国 )，纯水仪 (ELGA UTL0000 
1850，英国 )，离心机 (Sigma 3K15，德国 )，酶标

仪 (TECAN Infinite 200pro，瑞士 )。
1.4  实验动物的处理以及 Langendorff 离体心脏灌

流模型　　实验大鼠随机分为三组，每组 10 只，

在进行实验前 24 h 分别腹腔注射内源性 CO 的激动

剂 CoPP (5 mg/kg)、内源性 CO 的抑制剂 ZnPP (5 
mg/kg)[8] 以及等体积生理盐水，24 h 后实验大鼠腹

腔注 20% 乌拉坦 (40 mg/kg) 麻醉，实施手术，腹主

动脉采血并及时取出心脏，置于 4 °C 的 K-H 液中，

分离升主动脉，排净心脏内残余血液，将灌注针置

入升主动脉后立即固定悬挂于 Langendorff 离体灌

注装置上，用 37 °C K-H 液进行主动脉恒压 (40~60 
mmHg) 逆向灌流。待心脏复跳，左心耳剪开小口，

将连接有压力传感器的球囊通过左心耳置入左心

室，注水将球囊内压力维持在 5~9 mmHg，通过

Powerlab 信号采集系统采集记录离体心脏左室压

(1eft ventricular pressure, LVP)、左室最大收缩速率

(+dP/dtmax)、左室最大舒张速率 (−dP/dtmax)、左室发

展压 (1eft ventricular developed pressure, LVDP)、心

率 (heart rate, HR) 和灌流压 (flow pressure, FP)。
1.5  离体心脏缺血再灌注损伤模型　　待心脏搏动

稳定后记录 30 min 的稳定期数据，停灌 30 min 后
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复灌，待心脏恢复跳动记录 30 min的复灌后各项指标。

1.6  其他指标的测定　　用 EDTA 抗凝管采集各组

大鼠腹主动脉血液，2 775 g 离心 10 min 分离血浆，

应用比色法检测血浆内源性 CO 的含量。收集各组

再灌注后 10 min 时的灌流液，测定其 CK 以及

LDH。缺血再灌注实验完毕后，取下心脏将其破碎

匀浆，离心取上清测定心肌 cGMP 含量。

1.7  统计学方法　　使用 SPSS 22.0 统计软件进行

统计分析，所有数据为计量资料，以mean ± SD表示，

统计学检验选用配对 t 检验和 Fisher’s LSD，检验

水准 α = 0.05。

2  结果

2.1  再灌注前后心功能参数的变化情况

表 1 与图 1、2 显示 CoPP 组、ZnPP 组和对照

组停灌前稳定期心脏 LVP、左室 ±dP/dtmax 及 LVDP
变化趋势一致，无显著性差异，HR 和 FP 保持平稳；

与停灌前相比，对照组和 ZnPP 组再灌注后心功能

的指标 LVP、±dP/dtmax 和 LVDP 明显下降 (P < 0.05)，
而 CoPP 组心脏仍能保持较为稳定的搏动状态，各

项心功能指标与停灌前保持一致，参数无明显变化。

与对照组相比，CoPP 组心脏再灌注后稳定性良好，

心功能维持在正常水平，而 ZnPP 组心脏在再灌注

后稳定性进一步减弱，心功能指标下降更为明显 (P < 
0.05)。与停灌前相比，对照组和 CoPP 组再灌注后

FP 保持稳定，ZnPP 组 FP 明显上升 (P < 0.05)，提

示 ZnPP 组在再灌注后心脏舒缩功能明显障碍。与

停灌前相比，对照组再灌注后 HR 升高，CoPP 组

HR 保持稳定无明显差异，ZnPP 组再灌注后 HR 虽

保持不变，但各时间点波动明显。

2.2  复灌稳定恢复时间

图 3 显示各组离体心脏再灌后心脏恢复跳动的

情况，CoPP 组心脏再灌注 6 min 后全部恢复跳动，

复灌稳定恢复时间平均为 (4.2 ± 1.0) min。对照组再

灌注稳定恢复时间为 6~16 min，平均为 (8.1 ± 1.4) 
min。ZnPP 组再灌注稳定恢复时间为 16~30 min，
平均为 (21.4 ± 5.4) min。三组之间相比差异有显著

性 (P < 0.05)，与对照组相比，CoPP 组复灌后能快

速恢复稳定跳动，而 ZnPP 组心脏复灌恢复跳动所

需时间较长。

2.3  心肌酶学参数的测定结果

表 2 显示了各组心脏再灌注 10 min 时灌流液中

CK 和 LDH 含量，和对照组相比，CoPP 组灌流液

中 CK 和 LDH 含量减少，而 ZnPP 组 CK 和 LDH

表 1. 心脏再灌注前后各生理学指标的变化情况

Table 1. Changes of various physiological indicators between cardiac perfusion and reperfusion processes 

Index	                  Control		                    CoPP		                     ZnPP	
	 Perfusion	 Reperfusion        	Perfusion	 Reperfusion        	 Perfusion	 Reperfusion        
LVP (mmHg)	 109.9 ± 1.3	 84.9 ± 1.1*      	 109.7 ± 1.3	 109.5 ± 3.4#  	 108.5 ± 3.7	 65.0 ± 18.4*#△

+dP/dtmax (mmHg/s)	 1 551.7 ± 13.0	 1 108.2 ± 8.5*  	 1 503.9 ± 37.0	 1 486.1 ± 21.0#     	 1 580.0 ± 18.4	 146.2 ± 19.2*#△

−dP/dtmax (mmHg/s)	 −1 202.6 ± 52.0	 −857.2 ± 46.0*	 −1 204.7 ± 82.0	 −1 174.6 ± 29.0#      	 −1 225.92 ± 56.0	 −140.0 ± 12.0*#△

LVDP (mmHg)	 95.0 ± 4.0	 63.9 ± 6.4*      	 96.5 ± 1.6	 95.9 ± 2.2#        	 95.0 ± 3.2	 38.5 ± 8.7*#△

FP (mmHg)	 51.5 ± 1.0	 51.4 ± 0.8      	 49.7 ± 0.4	 50.4 ± 0.3      	 51.52 ± 2.5	 72.0 ± 1.7*#△

HR (beats/min)	 177.0 ± 2.9	 199.2 ± 3.0*     	 175.2 ± 1.4	 176.8 ± 1.2#       	 177.5 ± 1.7	 176.0 ± 33.0#

Mean ± SD, n = 10. *P < 0.05 vs perfusion. After reperfusion, #P < 0.05 vs control group; △P < 0.05 vs CoPP group.

表 2. 心脏再灌注10 min时灌流液中心肌酶学参数的变化情况

Table 2. The changes of cardiac enzymes in perfusate at 10 min 
after reperfusion 
 CK (U/mL)	 LDH (U/mL)
CoPP  0.107 ± 0.095*	 4.426 ± 0.341*

ZnPP  1.033 ± 0.113*# 12.910 ± 4.423*#

Control	 0.835 ± 0.046	 6.148 ± 0.375
F	 410.441	 50
P	 0.000 01 0.000 01
Mean ± SD, n = 10. #P < 0.05 vs CoPP group; *P < 0.05 vs con-
trol group.

含量增高，三组之间有显著差异 (P < 0.05)。
2.4  血浆内源性CO和心肌cGMP的测定结果

图 4 显示各组血浆内源性 CO 含量和心肌

cGMP 含量。和对照组相比，CoPP 组血浆内源性

CO 含量最高，ZnPP 组含量最低，三组间差异均具

有统计学意义 (P < 0.05)。各组心肌 cGMP 的含量

变化与其血浆内源性 CO 含量的结果保持一致，和

对照组相比，CoPP 组含量最高，ZnPP 组含量最低，

且有显著性差异 (P < 0.05)。
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图   1. 缺血再灌注前后各组左心室生理学指标的变化描记图 
Fig. 1. The representative recordings of the cardiac function indices before and after myocardial ischemia in control, Copp, and ZnPP 
groups. Before stop-perfusion, LVP, ±dP/dtmax, LVDP, HR and FP kept the same trend and remained stable in 3 groups. After reperfu-
sion, the cardiac physiological parameters in ZnPP and control groups were changed, but not in CoPP group.
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图   2. 停灌前及复灌后30 min内各生理学指标的变化趋势

Fig. 2. The time-course of mean cardiac function indices before and after myocardial ischemia. Mean ± SD, n = 10. After reperfusion, 
#P < 0.05 vs CoPP group; *P < 0.05 vs control group.

3  讨论

缺血再灌注损伤是血管溶栓治疗、器官移植等
过程中的常见隐患，在临床上也缺少有效的预防和
治疗手段 [9]。内源性 CO 作为一种气体分子对于心

血管功能调节的研究近些年来逐渐兴起，我们在先

前的预实验中也发现，CO 在离体组织缺血缺氧的

过程中具有明显的抗损伤作用，故研究内源性 CO
在心肌缺血再灌注损伤中的作用可以阐明内源性
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CO 在心血管系统中的具体效应。

内源性 CO 是通过体内 HO 催化分解血红素产

生而来，其中 HO-1 属于诱导型，在机体发生应激

反应和有害因素刺激的情况下大量激活，参与对抗

炎症反应、抑制细胞凋亡、舒张血管等作用；HO-2
是组成型，在正常生理情况下普遍存在于全身各处，

产生的 CO 参与正常的生理过程调节 [10]。本研究所

使用的药物 CoPP 是内源性 CO 的有效激动剂 [11] ，
可诱导机体激活 HO-1，使内源性 CO 生成增多；

ZnPP 是一种和血红素具有相同环状结构的物质，

可以竞争性结合 HO-1 和 HO-2，从而减少 HO 对血

红素的催化分解，是内源性 CO 有效的抑制剂 [12]。

在心脏离体灌注前 24 h 注射两种药物，CoPP 诱导

HO-1 增多，而 ZnPP 抑制 HO-1 和 HO-2，由于体

内 HO 的含量改变，其催化降解的血红素也增多或

减少，分解血红素产生的内源性 CO 的含量也随之

变化；与此同时，由于内源性 CO 的分子特性，可

以通过细胞膜进入心肌细胞内，和心肌细胞中的鸟

苷酸环化酶 (guanylate cyclase, GC) 相结合，激活

图    3. 再灌后心脏恢复跳动时间的比较

Fig. 3. The summary of cardiac function recovery rate after 
reperfusion. The cardiac function in CoPP group recovered 
stable very quickly, and all hearts recovered after 6 min of reper-
fusion. The cardiac function in control group recovered slowly, 
and all hearts recovered after 16 min of reperfusion. The cardiac 
function in ZnPP group recovered most slowly, and all hearts 
recovered after 30 min of reperfusion.

图   4. 血浆内源性CO和心肌cGMP的含量

Fig. 4. The contents of plasma endogenous carbon monoxide and myocardial cGMP. Mean ± SD, n = 10. #P < 0.05 vs CoPP group; *P < 0.05 
vs control group.

GC，增加心肌细胞内 cGMP 的含量 [13]。这样，实

验中药物作用后的离体心脏可在无血红素的晶体液

灌流时也体现出相应作用。而 Langendorff 离体心

脏系统在制造缺血再灌注损伤模型的同时也使心脏

脱离体内环境，去除体液因素和神经系统的干扰 [14]，

能更直接地观察内源性 CO 对心脏的作用。

本研究结果显示，CoPP 组大鼠血浆中 CO 含量

明显高于对照组和 ZnPP 组，同时反映离体心脏功

能的指标 LVP、±dP/dtmax、LVDP 在缺血再灌注前

后没有明显的变化；对照组血浆中 CO 含量较少，

同时上述的离体心脏心功能指标也下降；而 ZnPP
组血浆 CO 含量最低，离体心脏的功能指标 LVP、
±dP/dtmax、LVDP 下降更为明显，这可能是内源性

CO 进入心肌细胞发挥了调节作用。有研究表明 [13]，

内源性 CO 可进入心肌细胞，通过活化心肌细胞内

GC 增加 cGMP 来减少心肌细胞内的 Ca2+，一方面
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遏制心肌细胞内的 Ca2+ 堆积超载，维持了心肌细胞

的正常功能；另一方面也阻止了心肌细胞内 Ca2+ 过

多而诱发的凋亡，最终维持了心功能的稳定，这与

上述心功能指标的结果相一致。再灌注后，和对照

组比较，ZnPP 组 FP 明显上升，HR 各时间点出现

波动，这可能由于心脏缺血再灌注后，心肌细胞内

Ca2+ 的蓄积有关。与此同时，与对照组相比，CoPP
组心肌内 cGMP 含量明显升高，ZnPP 组明显下降，

这说明内源性 CO 在一定程度上增加了心肌细胞内

的 cGMP，使得心肌细胞内 cGMP 的含量增多，继

而发挥了相应的保护作用。再灌注后 CoPP 组心脏

在短时间内就全部恢复跳动，而对照组和 ZnPP 组

所需时间较长，表明在极端情况下内源性 CO 能维

持较好的心脏舒缩储备能力，这也和上述所示结

果相符合。本研究离体灌注时，HR 在 (200 ± 34) 
beats/min 的范围内，这与他人报道的结果一致 [15]。

心率偏低的原因可能是一方面离体实验消除了机体

整体神经、体液对在体心率的影响，仅通过心脏窦

房结发出的冲动维持基本的心跳，另一方面由于灌

流液不能完全代替血液，故不能达到在体的水平。

CK 和 LDH 是存在于心肌细胞内的两种生物化

学酶，在心脏受损、心肌细胞被大量破坏时会释放

到外周 [16]，故通过检测再灌注 10 min 时 [17] 灌流液

中的 CK、LDH，可以反映缺血再灌注发生后心脏

的受损程度。与对照组比较，CoPP 组 CK、LDH
含量较低，说明心脏受损程度较小，被破坏的心肌

细胞数目也较少；而 ZnPP 组 CK、LDH 含量较高，

表明心脏受损程度较大，心肌细胞破坏数目较多。

这反映出在缺血再灌注损伤发生时内源性 CO 可以

抑制心肌细胞的坏死和凋亡，从而在一定程度上减

轻心脏的损伤，其机制可能与心肌细胞内增多的

cGMP 发挥抗炎、抗凋亡的作用有关。

综上所述，在心脏缺血再灌注过程中，内源性

CO 可以通过增加 cGMP 起到保护作用，一方面保

证了心脏的舒缩能力，另一方面维持了心肌细胞的

活性，其可能机制为内源性 CO 活化心肌细胞内的

GC，在增加 cGMP、减少心肌细胞内 Ca2+ 的同时

也抑制了心肌细胞的坏死和凋亡，其具体过程还需

要进一步研究。另外，在体内可以通过 CoPP 和

ZnPP 来增加或减少内源性 CO 的含量，应用内源

性 CO 激动剂和抑制剂对心脏缺血再灌注的研究，

更有利于探讨内源性 CO 对于心脏损伤的保护机制，

为今后相关疾病的治疗提供理论依据。
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