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·论著·

盐酸曲马多预处理对去甲肾上腺素诱导大鼠离体

心肌细胞核转录因子 -资B活化的影响

吕志敢 郭政

【摘要】 目的 观察盐酸曲马多预处理对去甲肾上腺素（NE） 诱导大鼠离体心肌细胞核转录因子 -资B

（NF-资B）活化的影响。 方法 采用 1～3 日龄新生 SD 大鼠建立体外培养心肌细胞实验模型，培养 4～5�d 呈亚

融合状态后用于实验。 取 16 孔心肌细胞，按随机数字表法分为空白对照组及 1×10

-6

�、1×10

-7

�、1×10

-8

�mmol/L�

NE 组（NE1、NE2、NE3 组）4 组，每组 4 孔；另取 12 孔心肌细胞，按随机数字表法分为空白对照组、NE3 组

（1×10

-8

�mmol/L�NE）、T�+�NE 组（1×10

-8

�mmol/L�NE 诱导前 30�min加入 1×10

-5

�mmol/L 盐酸曲马多）3 组，每组 4

孔。 加入 NE后 24�h，采用免疫组化染色技术测定 NF-资B的表达，采用流式细胞仪测定心肌细胞胞质 NF-资B的

活化程度。 结果 免疫组化结果显示，NE3 组细胞核周围和核内 NF-资B 阳性表达较空白对照组增多，NF-资B 的

平均吸光度（A）值和表达量〔阳性单位（PU）〕均明显高于空白对照组（A 值：0.30±0.03 比 0.12±0.04，t＝7.200，

P＝0.008；PU：39±14 比 22±6，t＝4.610，P＝0.020）。 流式细胞仪检测显示，NE1 组、NE2 组、NE3 组细胞质中

NF-资B水平均明显低于空白对照组〔（45.8±1.9）%、（38.3±1.8）%、（20.9±1.6）%比（54.6±0.6）%，均 P＜0.05〕，

且 NE3 组明显低于 NE1 组、NE2 组（均 P＜0.05）。 T��+�NE 组细胞质中 NF-资B 水平明显高于 NE3 组〔（57.8±

0.4）%比（20.9±1.6）%，t＝57.524，P＝0.001〕。 结论 盐酸曲马多预处理可抑制 NE 诱导大鼠心肌细胞 NF-资B

的活化，在细胞水平对缺血心肌起保护作用。
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【

Abstract

】

Objective To� investigate� the� effects� of� tramadol� hydrochloride� preconditioning� on� activation� of�

nuclear�factor-资B�（NF-资B） induced�by�norepinephrine�（NE） in�cultured�neonatal�rat�cardiomyocytes.�Methods 1�to�

3-day�old�Sprague-Dawley�（SD） rats�were�raised， and�their�cardiomyocytes�were�cultured�for�4�to�5�days.�Sixteen�wells�

of�cultured�cardiomyocytes�were�randomly�divided�into�four�groups�（n＝4）： blank�control�group， NE1�group�in�which�the�

cells�were�incubated�with�1×10

-6

�mmol/L�of�NE， NE2�group�in�which�cells�were�incubated�with�1×10

-7

�mmol/L�of�NE，

and�NE3�group�in�which�cells�were�incubated�with�1×10

-8

�mmol/L�of�NE.�Another�12�wells�of�cultured�cardiomyocytes�

were�randomly�divided�into�three�groups�（n＝4）： blank�control�group， NE3�group�in�which�cells�were�incubated�with�

1×10

-8

�mmol/L�of�NE， tramadol�plus�NE�group�（T�+�NE�group） in�which�cells�were�incubated�with�1×10

-5

�mmol/L�

of�tramadol�hydrochloride�plus�1×10

-8

�mmol/L�of�NE.�Tramadol�hydrochloride�was�added�30�minutes�before�the�use�

of�NE� in�T�+�NE� group.�After� exposure� to�NE� for� 24� hours， the� expression� and� activation� of�NF-资B� in� the� cultured�

cardiomyocytes� were� determined� by� immunocytochemistry� and� flow� cytometry� （FCM）.� Results The� results� of�

immunocytochemistry�showed�that�the�expression�of�NF-资B�（including�average�optical�density�and�positive�units） in�NE3�

group�was�significantly�increased�as�compared�with�that�in�the�blank�control�group�（A�average�optical�density： 0.30±

0.03�vs.�0.12±0.04， t＝7.200， P＝0.008； positive�units： 39±14�vs.�22±6，� t＝4.610， P＝0.020）.�The�results�of�

FCM�showed�that�the�levels�of�cytoplasm�NF-资B�in�cultured�cardiomyocytes�were�decreased�significantly�in�NE1�group，

NE2�group�and�NE3�group�compared�with�blank�control�group�〔（45.8±1.9）%， （38.3±1.8）%， （20.9±1.6）%�vs.�

（54.6±0.6）%， all�P＜0.05〕， and� the� level� in�NE3�group�was� significantly� lower� than� that� in�NE1�and�NE2�groups�

（both�P＜0.05）.�The�level�of�the�cardiomyocytes�cytoplasm�NF-资B�in�T�+�NE�group�was�higher�than�that�in�NE3�group�

〔（57.8±0.4）%�vs.�（20.9±1.6）%， t＝57.524， P＝0.001〕.�Conclusions Tramadol�hydrochloride�preconditioning�

can�inhibit�the�activation�of�NF-资B�induced�by�NE�in�cultured�rat�cardiomyocytes.�It�plays�a�protective�role�in�ischemia�

myocardium�at�cell�level.
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盐酸曲马多是人工合成的中枢镇痛药， 它能够

选择性地结合 滋 阿片受体并抑制去甲肾上腺素

（norepinepherine，NE）和 5-羟色胺的再摄取

［

1

］

。心肌

缺血可引起心肌损伤、心肌细胞凋亡、坏死及心功能
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降低等， 同时可激活内皮细胞核转录因子 -资B

（nuclear�factor-kappa�B，NF-资B），促进分泌活性氧簇

（ROS）、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）、白细胞介素 -1

（IL-1），ROS、TNF-琢、IL-1 正反馈地促进 NF-资B 的

活化，分泌其他细胞因子，引起级联反应

［

2

］

。 有资料

显示，离体心脏模型中 NF-资B 在心肌缺血开始后很

快被激活

［

3

］

。 本研究观察盐酸曲马多预处理对 NE

诱导离体大鼠心肌细胞 NF-资B 活化的影响，旨在从

细胞水平探讨盐酸曲马多可能的心肌保护机制。

1 材料与方法

1.1 心肌细胞的培养及鉴定： 实验用 1～3 日龄新

生 SD 大鼠，由山西医科大学实验动物中心提供，动

物合格证号 SCXK（晋）2005-0005，根据Webster等

［

4

］

介绍的方法，在无菌条件下将大鼠心室剪成 1�mm×

1�mm×1�mm 的组织块， 用 0.08%的胰蛋白酶消化、

分离并收集细胞悬液。心肌细胞接种于 6孔培养板，

密度为 5×10

5

个 /mL，在 37�℃ CO

2

培养箱中进行培

养，培养基每天更换 1 次。 前 48�h 在培养基中加入

5-溴脱氧嘧啶核苷 0.1�mmol/L， 以抑制非心肌细胞

的生长。 鉴定心肌细胞，采用免疫组化链霉素 - 亲

和素 - 生物素 - 过氧化物酶（SABC）法检测其特有

的横纹肌肌动蛋白。3，3'- 二氨基联苯胺（DAB）染色

呈棕黄色的细胞为心肌细胞。

1.2 分组及给药：细胞培养 4～5�d 呈亚融合状态后

用于实验。 取 16 孔细胞，按随机数字表法分为空

白对照组及 1×10

-6

、1×10

-7

、1×10

-8�

�mmol/L�NE 组

（NE1、NE2、NE3 组）4 组， 每组 4 孔。 另取 12 孔细

胞， 按随机数字表法分为空白对照组 、NE3 组

（1×10

-8

�mmol/L�NE）、 T�+�NE 组（1×10

-5

�mmol/L 盐

酸曲马多 +�1×10

-8

�mmol/L�NE）3 组，每组 4 孔。 T�+�

NE 组在加入 NE（Sigma 公司，美国）前 30�min 加入

盐酸曲马多（批号 346G，Crunenthal 公司，德国）。 加

入 NE�后 24�h取样本进行指标测定。

1.3 NF-资B 表达的测定：根据本室前期研究结果表

明，1×10

-8

�mmol/L�NE 的作用最强

［

5

］

。 故本研究选用

1×10

-8

�mmol/L�NE 加入到细胞培养基中与心肌细胞

共培养，24�h 后采用免疫组化 SABC 法测定 NF-资B

表达。 小鼠抗大鼠 NF-资Bp65 单克隆抗体购自美国

Santa�Cruz 公司，具体按 SABC 免疫组化染色试剂盒

及 DAB染色试剂盒（武汉博士德生物公司产品）说

明书操作。 采用中国科学院北京空海科技发展有限

公司的 IDA-2000 数码显微图像分析系统进行图像

分析。 BX-51型显微镜（日本 Olympus 公司）下随机

选择 10 个视野，NF-资B 表达水平采用阳性单位

（PU）和平均吸光度（A）值表示。

1.4 胞质 NF-资B 活化程度的测定： 用 0.25%胰蛋

白酶消化成单细胞悬液，计数白细胞，将细胞调整为

1×10

6

个 /mL。 采用美国 Caltag 公司的细胞固定渗

透打孔剂进行荧光标记 ， 美国 Coulter 公司的

Elite-Esp 流式细胞仪进行检测。 用异硫氰酸荧光素

标记的 IgG（FITC-IgG）作为阴性对照，结果以胞质

NF-资B 表达的百分比表示，数值越低，说明 NF-资B

的活化程度越高。

1.5 统计学方法： 采用 SPSS�13.5 统计软件处理数

据，计量资料以均数±标准差（x±s）表示，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 心肌细胞的原代培养及鉴定结果：体外培养的

心肌细胞开始呈椭圆形或圆形，然后伸展为多角形、

长杆形等，24�h 后可见大部分心肌细胞贴壁，48～

72�h后，细胞质突起可相互接触交织成网，形成细胞

单层或细胞簇，呈放射状同心圆排列；心肌细胞呈频

率为 12～80次 /min 的同步化搏动。 用 DAB染色法

鉴定心肌细胞，镜下呈棕黄色的细胞为心肌细胞。

2.2 各组心肌细胞 NF-资B 表达的比较： 免疫组化

染色显示，细胞核周围和核内棕黄色颗粒为 NF-资B

阳性物质（图 1）。 表 1结果显示，1×10

-8

�mmol/L�NE

组心肌细胞 NF-资B 的平均 A 值和 PU 均高于空白

对照组（均 P＜0.05）。

图 1 镜下观察体外培养新生大鼠心肌细胞核转录因子 -资B

（NF-资B） 的表达 心肌细胞核周围和核内棕黄色颗粒为

NF-资B 阳性表达；空白对照组（a）细胞核周围染色较浅；

1×10

-8

�mmol/L 去甲肾上腺素（NE）组（b）细胞核和核内染色

较深 免疫组化 低倍放大

表
1 各组体外培养新生大鼠心肌细胞

NF-资B表达的比较（x±s）

注：NF-资B为核转录因子 -资B，NE3组为 1×10

-8

�mmol/L去甲肾上腺素组

组别 样本数

空白对照组 4 0.12±0.04 22± 6

NF-资B表达

平均 A值 阳性单位（PU）

NE3 组 4 0.30±0.03 39±14

t值 7.200 4.610

P值 0.008 0.020

2b 2c
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2.3 心肌细胞 NF-资B 的活化（图 2；表 2）：随着 NE

浓度的降低， 心肌细胞胞质 NF-资B 水平逐渐下降

（F＝332.270，P＜0.000）， 各 NE 组心肌细胞胞质

NF-资B 水平明显低于空白对照组（均 P＜0.05），且

NE3 组明显低于 NE1组和 NE2组（均 P＜0.05）。 盐

酸曲马多预处理效果显示，T�+�NE 组心肌细胞胞质

NF-资B水平明显高于 NE3组（t＝57.524，P＝0.001）。

3 讨 论

NF-资B 是一种核转录因子，具有多向性调节作

用。 氧化应激、病毒与细菌感染、缺血缺氧时，资B 抑

制蛋白（I资B）发生磷酸化并与 NF-资B 解离，NF-资B

移位到细胞核中，与特异的启动子结合，从而控制基

因表达，导致组织、器官损伤

［

3

，

6

］

。 研究显示，在大鼠

心肌缺血 / 再灌注损伤中存在明显的细胞凋亡，可

诱发 NF-资B 的活化以及诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）的生成，而 NF-资B 的活化以及 iNOS 的生成

均对心肌细胞的凋亡起促进作用

［

7

］

。 因此，在疾病治

疗中抑制 NF-资B 信号已被作为一项战略

［

8-9

］

。

NE能调节机体多种生理功能，是外周和中枢神

经系统的经典神经递质。 有研究表明，NE 在细胞水

平可上调心肌细胞降钙素基因相关肽（CGRP）的表

达

［

10

］

。 急性心肌缺血时机体交感 -肾上腺素能活性

增强，血浆儿茶酚胺水平上升，使心脏局部交感活性

增强。 研究结果显示，心肌缺血 15～20�min后，局部

心肌释放的 NE 浓度为正常血浆 NE 浓度的 100～

1�000倍

［

11

］

，对心肌细胞具有直接和间接的细胞毒作

用。 NE 可经自氧化和肾上腺素能受体的介导促使

心肌细胞产生大量的 ROS，ROS 可能参与 NE 激活

NF-资B 及上调心肌细胞 NF-资B 核结合活性

［

12

］

。

阿片类物质、乙酰胆碱、腺苷、TNF-琢 和血管紧

张素等可以调制 NE 对心脏的作用

［

13-16

］

，调制方式

为调控突触前膜对递质的释放及其跨膜信号转导通

路。有资料显示，内源性阿片类物质结合心肌细胞的

啄、资 阿片受体后减弱 NE 导致的腺苷酸环化酶（AC）

活性增强效应，使细胞内 3'，5'- 环磷酸腺苷（cAMP）

的浓度降低，从而实现对 NE心脏作用的负性调制

［

17

］

。

昝香怡等

［

18

］

的研究显示，阿片受体拮抗剂对大鼠心

肌缺血 / 再灌注损伤具有保护效应。

曲马多为具有双重作用机制的非阿片类中枢性

镇痛药

［

19-20

］

，既可以作用于 滋 受体，又可抑制神经元

突触对 5- 羟色胺和 NE 的再摄取

［

1

］

，使神经元外

5-羟色胺浓度升高，产生镇痛作用。有资料显示，曲

马多可下调中脑远位触液神经元 5-HT1A 受体的表

达， 该作用可能是其减轻大鼠神经病理性痛的机制

之一

［

21

］

。 曲马多的心肌保护作用与稳定外周血液循

环中的一氧化氮（NO）水平等机制有关，其可抑制体

外循环状态下机体的再灌注损伤及炎症反应

［

22

］

。曲马

多对异丙肾上腺素所致小鼠心肌缺血损伤具有明显

抑制作用

［

23

］

。

本实验室前期在体研究表明， 盐酸曲马多可减

少急性心肌梗死大鼠心肌梗死面积、降低 NF-资B 的

表达及活化，对心肌有一定的保护作用

［

24

］

。本研究采

用 1×10

-6

、1×10

-7

和 1×10

-8

�mmol/L�NE 作用于体

外培养心肌细胞， 发现不同浓度 NE 均可使心肌细

胞 NF-资B 活化增加， 且呈一定的量 - 效关系， 其

中 1×10

-8

�mmol/L�NE 作用最强，因此，本研究选择

1×10

-8

�mmol/L 作为 NE的诱导浓度。 这种 NE诱导

注：NF-资B为核转录因子 -资B，NE1、NE2、NE3组分别为 1×10

-6

、1×10

-7

、1×10

-8

�mmol/L去甲肾上腺素组，

T�+�NE组为加入 1×10

-8

�mmol/L�NE前加入盐酸曲马多 1×10

-5

�mmol/L

图 2 流式细胞仪检测各组体外培养新生大鼠心肌细胞胞质 NF-资B水平

表
2 各组体外培养大鼠心肌细胞

胞质 NF-资B水平比较（x±s）

注：NF-资B为核转录因子 -资B，NE1、NE2、NE3 组分别为 1×10

-6

、

1×10

-7

、 1×10

-8

�mmol/L 去甲肾上腺素组，T�+�NE 组为加入

1×10

-8

�mmol/L�NE 前加入盐酸曲马多 1×10

-5

�mmol/L 组；与

空白对照组比较，

a

P＜0.05；与 NE3组比较，

b

P＜0.05

组别 样本数 NF-资B表达（%）

空白对照组 4 54.6±0.6

NE1组 4

45.8±1.9

ab

NE2组 4

38.3±1.8

ab

NE3组 4

20.9±1.6

a

T�+�NE组 4

57.8±0.4

b
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浓度增高而活化作用减弱的现象提示： 随着 NE 诱

导浓度的增高，可能通过诱发心肌细胞损伤、坏死等

多种途径降低心肌细胞 NF-资B 的表达和活化，而产

生调控作用

［

25-26

］

。进一步研究显示，T�+�NE 组心肌细

胞胞质 NF-资B 水平高于 NE3 组， 提示盐酸曲马多

预处理可抑制 NE 诱导大鼠心肌细胞 NF-资B 的活

化，从而产生心肌保护作用，但具体的量 - 效和时 -

效关系有待进一步探讨。
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预防性经皮冠状动脉介入治疗可降低急性 ST 段抬高型

心肌梗死患者的心血管不良事件风险

经皮冠状动脉介入治疗（PCI）可明显改善急性 ST 段抬高型心肌梗死（STEMI）患者的预后，但对于那些已经显著狭窄但尚

未完全梗塞的冠状动脉分支，预防性地对其进行 PCI治疗是否对患者有益尚无定论。 为此，英国学者针对该问题进行了一项临

床试验。 研究对象为 2008 年至 2013 年来自英国 5 个医学中心的 465 例需要接受 PCI 治疗的急性 STEMI 患者（其中 3 例伴有

左束支传导阻滞）；研究人员将患者随机分为两组：一组仅对梗死的动脉进行 PCI治疗（对照组）；另一组同时还对那些显著狭窄

的冠状动脉分支进行预防性 PCI治疗。主要评价指标为心源性、非致命性心肌梗死或难治性心绞痛引起的死亡。结果显示：截至

2013年 1 月，数据和安全监督委员会认定该研究证据充分、结果可信，并建议提前终止试验。 在平均 23 个月的随访期间，预防

性 PCI治疗组和对照组患者分别有 21 例（9%）和 53例（23%）患者死亡，心源性死亡、非致命性心肌梗死引起的死亡和难治性心

绞痛引起的死亡的危险比分别为 0.34〔95%可信区间（95%CI）为 0.11～1.08〕、0.32（95%CI 为 0.13～0.75）和 0.35（95%CI 为

0.18～0.69）。 研究人员据此得出结论：对于接受 PCI 治疗的 STEMI 患者，若其多条冠状动脉分支有明显的狭窄，那么针对这些

狭窄的冠状动脉分支进行预防性 PCI治疗可显著降低患者心血管不良事件的风险。

童斌，胡森，编译自《N�Engl�J�Med�》，2013，369（12）：1115-1123
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