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·基础研究·

心肌远隔缺血预适应通过SDF-1α/CXCR4途径
保护兔心肌缺血/再灌注损伤的研究*

项 洁1 吴 鑫1 陆 晓2 励建安2，3

摘要

目的：探讨远隔缺血预适应对心肌缺血/再灌注(I/R)损伤保护作用及潜在机制。

方法：成年雄性新西兰大白兔随机分成：①心肌缺血再灌注组（I/R组，n=6）；②假手术组（Sham，n=6）；③远隔缺血预适

应（RIPC+I/R组，n=6)；④SDF-1α/CXCR4阻断剂AMD3100+I/R组，（n=6）；⑤AMD3100+RIPC+I/R组，（n=6）。ELISA

检测外周血中SDF-1α；TTC检测心肌梗死面积；TUNEL检测细胞凋亡率；Western Blot检测Bcl-2、Bax蛋白表达。

结果：与 Sham 组相比，I/R 组及 RIPC+I/R 组都可促进外周血中 SDF-1α的释放，且后者的作用更显著(P<0.05）；

RIPC+I/R及AMD3100+RIPC+I/R组可以不同程度缩小心肌梗死面积及降低心肌细胞凋亡率(P<0.05），AMD3100+

RIPC+I/R组与RIPC+I/R组相比，心肌梗死面积及细胞凋亡率均有所增加(P<0.05）。

结论：远隔缺血预适应可能通过SDF-1α/CXCR4信号通路对心缺血再灌注损伤心肌发挥保护作用。
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Abstract
Objective: To investigate the protective effect of remote ischemic preconditioning(PIPC) on myocardial ischemia/

reperfusion(I/R) injury and underlying mechanism.

Method: Clean level male white rabbits of New Zealand, weight 2.2—2.5 kg, were randomly divided into the

following groups: Sham (n=6), myocardial I/R(n=6), RIPC+I/R (n=6), SDF-1α/CXCR4 inhibitor(AMD3100)+I/R,

AMD3100+RIPC+I/R. The release of SDF-1α was detected by ELISA from the serum, the size of myocardial

infarction was assayed by TTC, cardiomyocyte apoptosis rate was detected by TUNEL, and the expressions of

Bcl-2，Bax were assessed via western blot.

Result: Myocardial I/R and RIPC+I/R can promote the expressions of SDF-1α compared with Sham group(P<

0.05）, more obvious in RIPC + I/R group(P<0.05); Compared with I/R group, myocardium infarction area and

cardiomyocyte apoptosis rate were reduced between RIPC+I/R and AMD3100+RIPC+I/R, with the increase of

Bcl-2，the decrease of Bax(P<0.05）. By comparing with RIPC+I/R group, myocardium infarction area and car-

diomyocyte apoptosis rate were increased in AMD3100+RIPC+I/R group(P<0.05）.

Conclusion: RIPC can promote SDF- 1α release to exert the cardioprotection effect against myocardium isch-

emia reperfusion injury via SDF-1α/CXCR4 signal pathway.
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保护缺血心肌是冠心病研究的热点，大量动物

实验证实心脏缺血预适应（ischemic precondition-

ing, IPC)对心脏具有保护作用[1—2]，IPC是指反复短

暂的心肌缺血对心肌产生保护作用，使心肌对更长

时间缺血的耐受性增强，机制有缺血区域冠状动脉

侧支循环开放及心肌保护等方面[3—4]。临床反复的心

绞痛可以减少心肌梗死面积、降低住院病死率[5—6]。

对于冠心病患者而言，任何直接诱发心肌缺血的预

适应措施都有导致过分缺血的危险，临床难以适

用。非心肌组织缺血预适应对心脏也具有保护作

用，如肢体骨骼肌、小肠、肾等非心肌组织，称为远隔

缺 血 预 适 应（remote ischemic preconditioning，

RIPC），对缺血心肌也可减少梗死面积[7—8]。肢体骨

骼肌缺血因其操作性强，临床应用前景良好。我们

前期的实验得出，骨骼肌反复短暂缺血可以促进缺

氧诱导因子-1ɑ（hypoxia inducible factor-1ɑ, HIF-

1ɑ）的表达并调控血管内皮生长因子（vascular en-

dothelial growth factor, VEGF）表达，从而促进缺血

心肌侧枝循环形成[9]。

心肌细胞长期血供不足导致HIF-lα在体内高表

达，能上调基质细胞衍生因子SDF-1基因的转录和

表达，以促进新的冠脉系统形成[10]，心肌缺血再灌注

损伤时，心肌保护作用是通过基质细胞衍生因子-1

（stromal cell derived factor-1，SDF-1α）和其受体

CXCR4构成的旁分泌或自分泌轴应答低氧刺激的

心肌从而发挥其抗凋亡作用 [11—13，2—3]。那么肢体缺

血预适应是否也会通过SDF-1α介导对远隔的心肌

缺血/再灌注损伤起到的保护作用？

1 材料与方法

1.1 研究材料

1.1.1 实验动物：成年雄性新西兰大白兔，体重

2.2—2.5kg，清洁级，由徐州医学院实验动物中心提

供。动物饲养均采用实验室饮食、饮水标准方案；饲

养环境为温度、湿度、亮度控制的房间。实验方案遵

循美国NIH公布的实验动物使用指南。

1.1.2 试剂和耗材：造模器械和麻醉药品由徐州医学院

心血管研究所提供，ELISA试剂盒购于上海西塘公司，

AMD3100、TUNEL试剂盒购于美国R&D公司，TTC

染液、Bcl-2、Bax抗体购于美国Sigma Aldrich公司。

1.2 研究方法

1.2.1 动物模型制备：将兔背部固定于兔手术台架

上，同时固定头部。耳缘静脉备皮，2%利多卡因局

麻耳缘静脉周围皮肤，放置静脉留置针备用。用

3%戊巴比妥钠(约1ml/kg)通过耳缘静脉缓慢注射麻

醉动物，注射过程中持续给予心电监护，防止呼吸抑

制。颈部、胸前及双下肢手术部位备皮；针形电极插

入四肢皮下，连接多导电生理仪以便记录心律、ST

段抬高时间及幅度等。胸部备皮、消毒后，选取前正

中线为切口，逐层切开皮肤、皮下组织及肌层，充分

暴露左侧 3、4肋骨，用小止血钳夹断后，钝性分离。

钳夹肋间内肌和肋间外肌，结扎胸廓内动脉。沿胸

骨左缘游离出 3cm左右的纵行切口，双侧用拉钩撑

开；小心剪开纵隔胸膜，防止气胸；止血钳小心提起

壁层心包膜，剪开后充分暴露心脏。寻找心脏左室

支，观察其走形、长度，以左心耳下缘与心尖连线中

点为结扎部位。以眼科5.0针线沿与动脉走形垂直

的方向在左室心肌内穿线。用细硅胶管套线，束紧

后紧贴硅胶管上端用止血钳夹紧线。观察心肌颜色

由红色变成暗灰色，心电图可见T波高尖、ST段上

抬（≥0.15mV）缺血 40min（见图 1）。阻断血流前应

充分抗凝，以1∶250U肝素以500U/kg通过耳缘静脉

弹丸式注射。缺血40min后，松开止血钳，去掉硅胶

管，发现发绀区心肌颜色恢复正常，2min内心电图

恢复正常为再灌注，再灌注120min。

排除标准：①麻醉、手术中或术后意外死亡；②
手术中止血钳夹紧完成后，心电图未见缺血改变；③
松开止血钳，去掉硅胶管后心电图仍不能恢复正常。

1.2.2 骨骼肌可控性缺血模型制作 [9]：止血带环结

扎兔右后肢阻断股动脉血流，每次环扎以环扎以下

体温下降、皮肤变紫，环扎下方摸不到股动脉搏动为

主，通过超声多普勒证明血流的中断，持续5min，松

开5min，循环4次。

1.2.3 实验动物分组及干预方法：分别对兔进行心

肌缺血/再灌注、缺血前远隔预适应、AMD3100阻断

等干预措施。具体分组如下：将兔随机分为：①心肌

缺血/再灌注组（I/R 组）（n=6）；②假手术组（Sham

组）（n=6），步骤同 I/R组，但仅穿线，不牵拉阻断血

流；③RIPC+I/R 组（n=6)，先实施骨骼肌反复缺血：

阻断血流持续5min，松开5min，循环4次，然后即刻
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给予心肌 I/R；④AMD3100+I/R组（n=6)，在心肌 I/R

之前 10min 给予 AMD3100 腹腔注射（10μg/kg）；⑤
AMD3100 + RIPC + I/R 组（n=6)，在心肌 I/R 之前

10min，给予AMD3100腹腔注射（10μg/kg），余处理

同RIPC+I/R组。

1.2.4 实验流程图：见图2。

1.2.5 外周血中SDF-1α的测定：各组实验动物在完

成心脏缺血/再灌注120min或假手术组开胸不结扎

持续 160min 后 [32]，经颈静脉采血 2ml，以 3000r/min

离心 20min后分离血清，-80℃低温保存。随后按照

试剂盒说明采用ELISA法测定SDF-1α的浓度。具

体操作步骤依照试剂盒说明书进行，读取各孔的

OD值。

1.2.6 Western Blot 检测心肌 Bcl-2、Bax 蛋白表

达：各组实验动物在完成试验后，留取心肌标本，-

80℃低温保存，随后按照试剂盒说明检测心肌Bcl-

2、Bax蛋白表达，具体操作步骤依照试剂盒说明书

进行。

1.2.7 心肌梗死面积测定：各组实验动物在完成试

验后，留取心肌标本，用保鲜膜包裹后冷冻在-20℃
冰箱里，2h后将心脏沿着垂直于纵轴方向横切4—5

个心脏切片，每片厚约2mm。然后将这些心脏切片

放到预热至 37℃的 1%的氯化三苯基四氮唑染液

（TTC）中染 20min，再将心脏切片用 10%的福尔马

林浸泡固定过夜后，扫描机扫描图像。用 Image

Tool软件进行梗死面积的测量，计算出百分率%（梗

死面积/左室面积×100%)。

1.2.8 TUNEL检测细胞凋亡率：各组灌流完毕的心

脏取下放入4%多聚甲醛溶液中固定24h，制作石蜡

切片。用二甲苯浸洗 2 次每次 5min 清除切片上的

蜡质，分别用 100%，95%，90%，80%，70%的梯度酒

精脱水，每次3min。然后按试剂盒说明操作。

1.3 统计学分析

使用GraphPad Prism 5.0分析软件，计量资料以

均数±标准误表示，组间比较采用单因素方差分析。

P<0.05表示差异有显著性意义。

2 结果

2.1 成功构建兔骨骼肌生理性缺血模型和心肌缺

图2 实验流程图

Sham I/R I/R+AMD RIPC+I/R
AMD+RI
PC+I/R

↓
外周血
SDF-1α

（ELISA法）

心肌梗死
面积（TTC

染色）

细胞凋亡
（Tune染

色）

Bax
（Western

Blot）

Bcl-2
（Western

Blot）

↓ ↓ ↓ ↓

A

结扎后无血流通过
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结扎前血流通过

D
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图1 成功构建兔骨骼肌可控性缺血模型（RIPC）和心肌缺血再灌注模型（I/R）

A：RIPC模型中结扎兔后肢短暂阻断股动脉血流；B：彩超显示结扎前后兔后肢后股动脉血流；C：I/R模型中结扎兔心脏冠脉左前降支；D：心电
图显示结扎兔心脏冠脉左前降支结扎前后ST段抬高
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血/再灌注损伤模型[9，15]

在本研究中，为了验证骨骼肌生理性缺血预处

理是否对心肌缺血再灌注损伤（I/R）有保护作用及

其机制研究，我们构建了骨骼肌RIPC模型和心肌 I/

R模型。在兔骨骼肌RIPC模型构建中，使用止血带

环结扎兔右后肢阻断股动脉血流（见图1A），环扎下

方摸不到股动脉搏动，超声多普勒证明血流中断（见

图1B）；持续5min、松开5min，为1次循环，共4次循

环。在兔心肌 I/R模型构建中，结扎心脏冠脉心室左

前降支前，心电图检查显示ST段水平位于基线以下

（见图1D-a）；当结扎心室左前降支造成心肌缺血时

（见图1C），心电图检查显示ST段明显的弓背抬高，

且超过基线水平（见图1D-b）。

2.2 AMD3100不影响外周血SDF-lα的表达

ELISA检测结果显示（表1），与Sham组相比，I/

R 组、I/R+AMD3100 组、RIPC+I/R 组及 AMD3100+

RIPC+I/R 组外周血中 SDF-1α均明显升高，并且

RIPC+I/R组及AMD3100+RIPC+I/R组升高更显著

（P<0.01）；而 I/R组与 I/R+AMD组以及RIPC+I/R组

与 AMD3100+RIPC+I/R 组之间差异无显著性意义

（P>0.05）。

上述研究结果表明，SDF- 1α受体拮抗剂

AMD3100 不影响释放入外周血 SDF-lα水平的表

达。

2.3 AMD抑制RIPC对心肌缺血/再灌注损伤的保

护作用

心脏冰冻切片TCC染色结果显示（见图 3A，表

2），与 Sham 组相比，I/R 组、I/R + AMD3100 组、

RIPC+I/R组及AMD3100+RIPC+I/R组中缺血/再灌

注损伤都导致不同程度的心肌梗死，其梗死面积百

分比差异有显著性意义（P<0.01）。然而 RIPC+I/R

组心肌梗死面积百分比小于 I/R组、I/R+AMD3100

组（P<0.05），且小于 AMD3100 + RIPC + I/R 组（P<

0.05）。 这 说 明 与 I/R 组 、I/R + AMD3100 组 、

AMD3100+RIPC+I/R组相比，RIPC+I/R组心肌梗死

得到一定程度的改善，该结果表明骨骼肌缺血预处

理可以改善兔心肌缺血/再灌注损伤导致的心肌梗

死，但AMD3100可逆转骨骼肌RIPC对心肌的保护

作用。

心脏切片Tunel染色结果显示（见图 3B，表 3），

与Sham组相比，I/R组、I/R+AMD3100组、RIPC+I/R

组及AMD3100+RIPC+I/R组中缺血/再灌注损伤都

导致心肌细胞的凋亡，其凋亡率差异有显著性意义

（P<0.01）。然而RIPC+I/R组心肌细胞凋亡率小于 I/

R 组 、I/R + AMD3100 组（P<0.05），且 小 于

AMD3100 + RIPC + I/R 组（P<0.05）。这说明与 I/R

组、I/R+AMD3100组、AMD3100+RIPC+I/R组相比，

RIPC+I/R组心肌细胞凋亡减少，该结果表明骨骼肌

缺血预处理可以改善缺血/再灌注损伤导致的兔心

肌细胞凋亡，但AMD3100可逆转骨骼肌RIPC对心

表1 外周血中SDF-1α水平 (x±s)

组别

Sham组
I/R组

I/R+AMD3100组
RIPC+I/R组

RIPC+I/R+AMD3100组
注：与Sham组比较：①P<0.05，②P<0.01

例数

6
6
6
6
6

SDF-1α(pg/ml)

1751.27±10.32
2101.89±78.63①

2172.42±11.92①

2545.72±64.12②

2503.83±79.75②

图3 AMD3100抑制RIPC对
心肌缺血/再灌注损伤的保护作用

A：与 RIPC + I/R 组相比，I/R 组、I/R + AMD3100 组、RIPC + I/R +
AMD3100组兔心肌梗死面积百分比较小；B：Tunel检测 I/R组、I/R+
AMD3100组、RIPC+I/R+AMD组兔心肌细胞凋亡率高于RIPC+I/R
组；C：WB检测RIPC+I/R组兔心肌组织中凋亡蛋白Bax表达低于 I/R
组、I/R+AMD3100组、RIPC+I/R+AMD3100组，而抗凋亡蛋白Bcl-2表
达高于I/R组、I/R+AMD3100组、RIPC+I/R+AMD3100组。

Bax

β-actin

Bcl-2

①Sham；②I/R；③AMD+I/R；④RIPC+I/R；⑤AMD+RIPC+I/R

① ④ ⑤③②

B

A

C ① ④ ⑤③②

① ④ ⑤③②

① ④ ⑤③②
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肌细胞的保护作用。

心脏组织WB检测结果显示，与Sham组相比，I/

R组、I/R+AMD组、RIPC+I/R组及AMD+RIPC+I/R

组兔心肌组织中凋亡蛋白Bax的蛋白表达均有不同

程度增加（见图 3C，表 4），然而RIPC+I/R组心肌组

织中 Bax 的表达低于 I/R 组、I/R+AMD3100 组（P<

0.05），且低于AMD3100+RIPC+I/R组（P<0.05）。这

表明骨骼肌缺血预处理（RIPC）可下调缺血/再灌注

损伤心肌组织中 Bax 的表达，但 AMD3100 可逆转

RIPC 对凋亡蛋白 Bax 的下调作用。此外，与 Sham

组相比，I/R 组、I/R+AMD3100 组、RIPC+I/R 组及

AMD3100+RIPC+I/R 组兔心肌组织中抗凋亡蛋白

Bcl-2 的蛋白表达均有不同程度降低（见图 3C，表

4），然而RIPC+I/R组心肌组织中Bcl-2的表达高于

I/R 组 、I/R + AMD3100 组（P<0.05），且 高 于

AMD3100+RIPC+I/R 组（P<0.05）。这表明骨骼肌

缺血预处理（RIPC）可上调缺血/再灌注损伤心肌组

织中 Bcl-2 的表达，但 AMD3100 可逆转 RIPC 对抗

凋亡蛋白Bcl-2的上调作用。

3 讨论

1986年就有学者提出心肌缺血预适应现象[16]，

以后更多的研究发现，这种缺血预适应有着非常强

的自身保护机制[17]。缺血预适应还可以通过非重要

组织的缺血从而减轻重要的器官缺血损伤风险，具

有显著的临床应用价值。之前研究有夹闭股动脉造

成肢体缺血法，以往基础研究采用短时间反复电刺

激实验动物骨骼肌，引起骨骼肌等长收缩造成可控

的缺血训练，该方法在临床难以实施，还有临床研究

采用握拳等长收缩骨骼肌造成生理性缺血，该方法

主观性强，需要很好的依从性，且用力握拳时亦造成

患者血压升高，临床应用人群受限。2000年有研究

发现，肢体袖带加压RIPC对心脏冠脉搭桥手术心脏

具有减少心肌坏死作用[18]，本研究采用止血带结扎

兔右后肢阻断股动脉血流，造成骨骼肌生理性缺血，

参考张庆沙[15]采用止血带结扎兔右后肢 3min/次，3

次/d，5d/周的方法给予骨骼肌生理性缺血训练，本

实验中对缺血和放松的时间有改变，在预实验中观

察到缺血 5min，放松 5min对兔并未产生不良影响，

为了使骨骼肌缺血更充分，将缺血时间延长至

5min。本实验通过多普勒超声可以确定血流的阻

断和再通，科学地构建了兔骨骼肌缺血预处理模型。

心肌梗死面积是心肌损伤定量的金标准[19]，缺血/

再灌注使心肌梗死范围明显增加并能引起心肌细胞

形态学改变[20—23]。TTC染色是最常采用的心肌梗死

标本染色方法，是观察心肌梗死范围的公认方法，这

种染色方法的颜色对比明显[24]，能够将缺血区心肌与

非缺血区心肌、活性心肌与非活性心肌区分开来，从

而使梗死心肌的检测更加客观精确。本研究采用

TTC染色这种经典方法来评估I/R后兔的心肌细胞损

伤和坏死程度。本研究结果显示骨骼肌生理性缺血

干预后其心肌梗死面积较单纯心肌 I/R的缩小，这表

明兔骨骼肌缺血预处理可减小缺血/再灌注导致的心

肌梗死，从而保护心肌缺血/再灌注损伤。

细胞凋亡在心肌缺血再灌注中起非常重要的作

用，抑制缺血的边缘区心肌组织的凋亡可有效减少

心肌梗死面积，并影响以后心室重构的过程 [25—28]。

本研究结果显示，骨骼肌生理性缺血干预后可抑制

缺血/再灌注心肌组织促凋亡蛋白Bax并提高抗凋

亡蛋白Bcl-2的表达，Tunel实验检测发现骨骼肌生

表2 缺血/再灌注损伤导致的心肌梗死面积

组别

Sham组
I/R组

AMD3100+I/R组
RIPC+I/R组

AMD3100+RIPC+I/R组
注：与Sham组比较：①P<0.01，②P<0.05；与RIPC+I/R组比较：③P<
0.05

例数

6
6
6
6
6

心肌梗死面积/LV(%)

0.00±0.00
48.03±1.64①③

49.35±1.84①③

26.65±1.37②

35.85±1.64②③

表3 缺血/再灌注损伤导致的心肌细胞凋亡率 (x±s)

组别

Sham组
I/R组

AMD3100+I/R组
RIPC+I/R组

AMD3100+RIPC+I/R组
注：与Sham组比较：①P<0.01，②P<0.05；与RIPC+I/R组比较：③P<
0.05

例数

6
6
6
6
6

Tunel阳性细胞数(%)

7.50±0.60
26.01±1.01①③

27.97±0.66①③

12.09±0.60②

24.60±0.98②③

表4 缺血/再灌注损伤心肌组织Bax和Bcl-2蛋白的表达

组别

Sham组
I/R组

AMD3100+I/R组
RIPC+I/R组

AMD3100+RIPC+I/R组
注：与Sham组比较：①P<0.01，②P<0.05；与RIPC+I/R组比较：③P<
0.05

例数

6
6
6
6
6

Bax

1.00±0.00
2.86±0.27①⑤

3.06±0.26①⑥

1.29±0.21②

2.12±0.24②③

Bcl-2

1.00±0.00
0.49±0.05①③

0.46±0.03①③

0.92±0.06②

0.64±0.01②③
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理性缺血干预后缺血/再灌注心肌细胞凋亡减少，这

表明兔骨骼肌缺血预处理可减少缺血/再灌注导致

的心肌细胞凋亡。

HIF-1α在低氧环境下可以诱导下游的基因表达

（低氧应答反应），如：VEGF、SDF-1α等基因，使细胞

适应低氧环境[15,29—31]。励建安等前期的研究证实生

理性缺血训练可以促进外周血中VEGF的释放，诱

导内皮祖细胞归巢至心肌组织，从而导致新的侧枝

血管的形成，为缺血心肌损伤实现生物搭桥。而内

皮祖细胞黏附和迁移到损伤组织是通过HIF-1ɑ诱

导产生的 SDF-1α来实现的 [32—33]。前期研究及本研

究证实了RIPC可诱导缺血骨骼肌HIF-1α和SDF-1α

表达[11]，我们推测骨骼肌生理性缺血预处理可诱导

HIF-1α表达，从而促进SDF-1α的表达及释放入外周

血，此后SDF-1α与携带其特异性受体CXCR4的间

充质干细胞结合，并将其趋化至缺血/再灌注损伤心

肌，促进新生血管形成，解释了前期动物实验中生理

性缺血训练可以促进内皮祖细胞的归巢现象的上游

机制[34]。

本 研 究 应 用 SDF- 1α 受 体 特 异 性 阻 断 剂

AMD3100 抑制SDF-1α与CXCR4的结合与作用[35]，

研究结果显示，AMD3100可逆转RIPC下调或上调

缺血/再灌注损伤心肌组织中凋亡蛋白或抗凋亡蛋

白表达、抑制心肌细胞凋亡及心肌梗死。因此，本研

究证明RIPC 可通过诱导缺血骨骼肌HIF-1α、SDF-

1α表达及促进SDF-1α释放入外周血并趋化带有受

体（CXCR4）的间充质干细胞到受损的心肌，减少心

肌细胞凋亡及心肌梗死面积，从而保护心肌缺血/再

灌注损伤。

综上所述，本研究成功构建兔骨骼肌缺血预处

理模型和心肌缺血/再灌注模型（I/R），尤其骨骼肌

缺血预处理模型无创、效果与股动脉夹闭相同，动物

可以耐受，达到真正意义上的生理性缺血。而且不

影响血压，不被主观因素干扰，在临床可以广泛推

广。从两个层次证明了RIPC对心肌缺血/再灌注损

伤的保护作用，并阐明了RIPC可通过HIF-1α/SDF-

1α/CXCR4途径对心肌缺血/再灌注损伤的保护作用

机制。为冠心病患者提供简单、有效、经济、依从性

高、兼顾高血压管理作用的临床康复治疗提供了理

论依据。

RIPC可通过HIF-1α/SDF-1α/CXCR4途径对心

肌缺血/再灌注损伤的保护作用更深的机制有待于

进一步研究。
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