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氯通道阻断剂 ＮＰＰＢ拮抗离体灌注大鼠心脏
钙矛盾处理引起的心肌损伤

张建英，冯建宇，李雨衡，金振晓，周京军

［摘要］：目的　观察氯离子通道阻滞剂５－硝基－２－（３－苯丙胺）苯甲酸（ＮＰＰＢ）对钙矛盾处理造成离体灌注大鼠心脏
功能障碍和心肌细胞死亡的影响。方法　钙矛盾处理由３ｍｉｎ无钙液、３０ｍｉｎ有钙液接替灌注完成，实验同步记录左室压，并
检测心肌损伤面积的大小。结果　与正常对照组相比，钙矛盾组左室舒张末压（ＬＶＥＤＰ）显著抬高，左室发展压（ＬＶＤＰ）、心室
变化速率（ｄｐ／ｄｔ）为０，心脏几乎不存在活性组织；于无钙液灌注前２ｍｉｎ、无钙液灌注期和复钙后前５ｍｉｎ给予２０μｍｏｌ／Ｌ
ＮＰＰＢ处理后，１０例心脏的心肌损伤面积均显著缩小，其中４例ＬＶＤＰ大于２ｍｍＨｇ，ＬＶＥＤＰ有降低趋势、ｄｐ／ｄｔ有升高趋势；
与正常对照组相比，２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ处理的对照心脏于灌流结束时左室功能、心肌损伤面积没有显著改变。结论　ＮＰＰＢ具
有减轻钙矛盾处理引起的心肌损伤，保护心功能作用，提示氯通道参与是钙矛盾处理引起的心肌损伤。
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　　钙矛盾（ｃａｌｃｉｕｍｐａｒａｄｏｘ）心肌损伤是指人工短
暂无钙液、有钙液接替灌注离体心脏导致的心功能

障碍，大量心肌死亡，目前其发生的分子机制并不十

分明确［１－２］。Ｃｌ－是机体存在的主要阴离子，在心肌
组织，多种氯通道承载 Ｃｌ－的跨膜运动［３］。研究表

明，氯通道参与细胞容积、钙稳态调节［４］。Ｏｍａｃｈｉ
发现，用高渗蔗糖部分替代无钙液中 ＮａＣｌ后，心肌
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肌球蛋白释放明显减少［５］，提示氯通道可能参与钙

矛盾心肌损伤。５－硝基－２－（３－苯丙胺）苯甲酸
［５－ｎｉｔｒｏ－２－（３－ｐｈｅｎｙｌ－ｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｏ）－ｂｅｎｚｏｉｃ
ａｃｉｄ，ＮＰＰＢ］是一苯环类化合物，被广泛应用于研究
氯通道功能［４］。本研究观察了ＮＰＰＢ对钙矛盾处理
引起的心功能障碍和心肌死亡的影响，结果表明：氯

通道阻断剂ＮＰＰＢ具有显著拮抗钙矛盾心肌损伤作
用，提示氯通道介导了这一过程。

１　材料和方法

１．１　实验动物、试剂与液体　清洁级 ＳＤ雄性大
鼠，体重（２８０±２０）ｇ，由第四军医大学实验动物中
心提供。氯通道阻断剂 ＮＰＰＢ购于 Ｔｏｃｒｉｓ公司。正
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常Ｋｒｅｂｓ－Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ液（ＫＨ，ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＮａＣｌ１２０，ＫＣｌ
４．７，ＭｇＳＯ４１．２，ＫＨ２ＰＯ４１．２，ＣａＣｌ２１．２５，ＮａＨＣＯ３２５，
Ｇｌｕｃｏｓｅ１１；无钙ＫＨ液：去除正常ＫＨ液中的ＣａＣｌ２，
其它成分不变，同时添加０．２ｍＭＮａ２ＥＤＴＡ。灌流前
４０ｍｉｎ用体积分数９５％Ｏ２、５％ＣＯ２混合气体（ｖ／ｖ）
向ＫＨ液中持续通气直至实验结束，ＫＨ液温度保持
在３７℃，ｐＨ维持在７．３５～７．４５。
１．２　离体心脏灌注与心功能监测　按照常规方法
实施大鼠心脏离体灌流［６］。简要过程为：ＳＤ雄性大
鼠在腹腔注射肝素（５００Ｕ／ｋｇ）２０ｍｉｎ后脱颈处死，
迅速开胸剪取心脏，置于４℃ＫＨ液中；将主动脉根
部固定于Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌流装置（ＲａｄｎｏｔｉＧｌａｓｓＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙＩｎｃ．，Ｍｏｎｒｏｖｉａ，ＣＡ，ＵＳＡ），灌注压保持在 ８０
ｍｍＨｇ，灌流液为正常 ＫＨ液；待心脏复跳后，于左
心耳的下方剪一小口，将带有乳胶水囊的测压管经

二尖瓣插入左心室，测压管的另一端经换能器

（ＭＰ１００，ＢＩＯＰＡＣＳｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）与计算机相连，调
节水囊使左心室舒张末压（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｎｄｄｉａｓ
ｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＥＤＰ）维持在５～１０ｍｍＨｇ；ＫＨ液
灌注１０ｍｉｎ，待心功能平稳后实施实验。

实验中采用 ＡｃｑＫｎｏｗｌｅｄｇｅ３．８．１软件全程记
录ＬＶＥＤＰ、左室收缩峰压（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｐｅａｋｓｙｓｔｏｌ
ｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＰＳＰ）和心率的变化，以左心室发展压
（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐｅｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＤＰ，为 ＬＶＰＳＰ
与ＬＶＥＤＰ的差值）、ＬＶＥＤＰ、心室压力变化的最大
速率（＋ｄｐ／ｄｔ）和最小速率（－ｄｐ／ｄｔ）评价心功能。
实验的灌注时间以复钙灌注开始记为 ０ｍｉｎ，分别
于－１０，－３，０，２，１５，３０ｍｉｎ时测定冠脉流量。
１．３　实验分组　随机分为４组：① 正常对照组：正
常ＫＨ液持续灌注５０ｍｉｎ；② ＮＰＰＢ对照组：依次用
正常ＫＨ液平衡灌注１５ｍｉｎ，含２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ的
ＫＨ液灌注１０ｍｉｎ，正常ＫＨ液灌注２５ｍｉｎ；③ 钙矛
盾组：依次用正常ＫＨ液灌注１７ｍｉｎ，无钙 ＫＨ液灌
注３ｍｉｎ，正常ＫＨ液灌注３０ｍｉｎ；④ ＮＰＰＢ处理组：
在钙矛盾处理过程（同钙矛盾组）中，于无钙液灌注

前２ｍｉｎ、无钙液灌注期和复钙后前５ｍｉｎ给予２０
μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ的处理。
１．４　心肌损伤面积测定　实验结束后，将心脏置于
－２０℃冻存３０ｍｉｎ；剔除心房组织，沿心脏长轴自
心尖向心底方向，连续切成６片厚度约为１ｍｍ的
环行切片，置于１％ＴＴＣ溶液中，３７℃下避光孵育１５
ｍｉｎ；４％多聚甲醛固定过夜；数码相机拍照，用 ＯＰ
ＴＩＭＡＳｖ５．２软件双盲法分析心肌梗死面积。正常
心肌组织被染为红色，白色区为坏死组织，心肌损伤

面积百分比（％）＝（坏死区面积／总面积）×１００％。

１．５　统计分析　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ４．０统计软
件进行分析，数据用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。多
组间差异显著性检验采用单因素方差分析（ＡＮＯ
ＶＡ），两组间比较用Ｔｕｋｅｙ检验；比较各组ＬＶＤＰ＞２
ｍｍＨｇ的阳性比率间的差异时采用 Ｘ２检验，以 Ｐ
＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＮＰＰＢ对离体灌注大鼠心脏钙矛盾处理后血
流动力学的影响　与正常对照组相比，钙矛盾组在
无钙液灌注末（０ｍｉｎ）、复钙灌注的２ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、
３０ｍｉｎ时的冠脉流量显著减少。与钙矛盾组相比，
无钙液灌注前２ｍｉｎ、无钙液灌注期及有钙液灌注开
始后的前５ｍｉｎ给予２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ干预可拮抗
钙矛盾处理的这一作用，复钙灌注后２ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、
３０ｍｉｎ的冠脉流量增加。２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ对正常
心脏的冠脉流量没有显著影响。见表 １。

钙矛盾组所有离体心脏于实验结束时 ＬＶＤＰ＞
２ｍｍＨｇ的阳性个数为０，与正常对照组相比具有
显著性差异。与钙矛盾组相比，２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ干
预显著增加钙矛盾处理后 ＬＶＤＰ＞２ｍｍＨｇ的阳性
百分比。见表 ２。比较ＬＶＤＰ＞２ｍｍＨｇ的数据发
现，２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ对 ＬＶＤＰ、ＬＶＥＤＰ、ｄｐ／ｄｔ的影
响虽有改善趋势，但没有显著性差异。对２０μｍｏｌ／
ＬＮＰＰＢ干预对正常心脏于实验结束时的 ＬＶＤＰ未
产生显著影响。见图 １。

注：　１：正常对照组；２：ＮＰＰＢ对照组；
　３：钙矛盾组；４：ＮＰＰＢ处理组。

　与正常对照组相比，＃＃Ｐ＜０．０１。
　图１　２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ对钙矛盾处理后

左室功能变化的影响
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表１　各组离体灌注大鼠心脏冠脉流量的比较（ｍｌ／ｍｉｎ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 －１０ｍｉｎ －３ｍｉｎ ０ｍｉｎ ２ｍｉｎ １５ｍｉｎ ３０ｍｉｎ
正常对照组 １２．７±０．３ １３．４±０．２ １３．４±０．４ １３．５±０．２ １２．９±０．１ １３．１±０．４
ＮＰＰＢ对照组 １２．４±０．７ １２．３±０．６ １２．３±０．３ １１．６±０．４ １２．０±０．５ １１．７±０．７
钙矛盾组 １２．１±０．５ １１．４±０．２ ８．２±０．５＃＃ ６．１±０．３＃＃ ６．０±０．２＃＃ ６．０±０．２＃＃

ＮＰＰＢ处理组 １１．６±０．７ １２．１±０．４ ７．８±０．６ ７．１±０．３ ７．１±０．３ ７．１±０．４

　　　注：与正常对照组对应时间点相比，＃＃Ｐ＜０．０１；与钙矛盾组对应时间点相比，Ｐ＜０．０５。

表２　各组在实验结束时ＬＶＤＰ＞２ｍｍＨｇ的阳性百分比比较

组别 实验例数 阳性个数 阳性百分比

正常对照组 ６ ６ １００％
ＮＰＰＢ对照组 ６ ６ １００％
钙矛盾组 ６ ０ ０＃＃

ＮＰＰＢ处理组 １０ ４ ４０％

　　　　　　　　　　　　　注：与正常对照组对应时间点相比，＃＃Ｐ＜０．０１；与钙矛盾组对应时间点相比，Ｐ＜０．０５。

２．２　ＮＰＰＢ对心脏钙矛盾处理引发心肌损伤面积的
影响　与正常对照组相比，３ｍｉｎ无钙液、３０ｍｉｎ含
１．２５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋的 ＫＨ液接替灌注使得心肌几乎
全部死亡，２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ处理可显著缩小心肌损
伤面积，２０μｍｏｌ／ＬＮＰＰＢ对单纯离体灌注心脏的损
伤面积没有影响，见图 ２。

比较不同浓度ＮＰＰＢ对心肌损伤面积的影响时
发现，ＮＰＰＢ从０．２μｍｏｌ／Ｌ时开始具有拮抗钙矛盾
处理引发心肌损伤作用，在２０μｍｏｌ／Ｌ时达到最大
效应，见图２。

注：１：正常对照组；２：ＮＰＰＢ对照组；３：钙矛盾组；
４～６：ＮＰＰＢ处理组，其浓度分别为
０．２μｍｏｌ／Ｌ、２μｍｏｌ／Ｌ、２０μｍｏｌ／Ｌ。

　与正常对照组相比＃＃Ｐ＜０．０１，

与钙矛盾组相比Ｐ＜０．０１。
　图２　不同浓度ＮＰＰＢ对钙矛盾处理后

引发心肌损伤面积的影响

３　讨　论

钙矛盾处理是研究心肌钙超载损伤的重要模

型［２］，阐明其机制有助于认识钙稳态调节的分子机

制。本研究主要观察到：与钙矛盾组相比，实验结束

时ＮＰＰＢ处理组的冠脉流出液显著增加，心肌损伤
面积显著缩小，心功能明显改善。结果表明 ＮＰＰＢ
具有拮抗钙矛盾处理引发损伤的作用，提示氯通道

参与钙超载心肌损伤。

心肌存在多种亚型氯通道。根据生理学或药理

学实验结果，氯通道可分为蛋白激酶Ａ、蛋白激酶Ｃ、
ＡＴＰ、Ｃａ２＋和容积敏感性调节的氯通道。基因序列清
楚的氯通道有ＣＦＴＲ和电压门控氯通道（包括ＣｌＣ－２
和ＣｌＣ－３）［３］。本课题观察到，氯通道阻断剂 ＮＰＰＢ
可显著抑制钙矛盾处理引起的心肌损伤，这与Ｏｍａｃｈｉ
发现高渗蔗糖溶液具有拮抗钙矛盾损伤的结果相一

致［５］，进一步提示氯通道介导这一过程，因此，我们有

必要进一步明确何种氯通道亚型参与这一过程。

我们前期发现，钙矛盾处理可通过激活钙依赖

蛋白酶（ｃａｌｐａｉｎ），加速底物蛋白降解，引起心肌损
伤［７］，本实验中观察到氯通道阻断剂 ＮＰＰＢ可显著
缩小心肌损伤面积，改善心功能，因此我们亟需观察

钙矛盾处理过程中氯通道阻断剂ＮＰＰＢ和ｃａｌｐａｉｎ活
性的关系。由于钙稳态失衡是钙矛盾处理引起损伤

的重要原因［８］，那么氯通道是促发钙超载引起心肌

死亡？抑或钙超载改变氯通道功能进而影响心肌存

活？即钙矛盾处理过程中氯通道和钙超载的上下游

关系也需明确。另外，实验中观察到钙矛盾处理可

减少冠脉流量，氯通道阻断剂 ＮＰＰＢ则拮抗这一作
用。由于ＮＰＰＢ处理组的 ＬＶＥＤＰ有降低趋势，我们
认为，ＮＰＰＢ改善冠脉流量的作用可能与其降低 ＬＶ
ＥＤＰ有关。

总之，本研究观察到氯通道阻断剂 ＮＰＰＢ显著
拮抗钙矛盾处理引起的心功能障碍和细胞死亡，氯

通道在这一损伤中的作用有待深入研究。

（转第２５６页）　
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