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摘要院目的 明确降钙素基因相关肽渊CGRP冤是否在整体大鼠心肌缺血预适应渊IPC冤中起作用遥方法 将 96 只 SD 大鼠随

机分为 8 组遥所有动物均接受 30min 缺血 / 2 h 再灌注袁缺血预适应方案由 3 次 5min 缺血 /5min再灌注组成遥30

min 缺血前 20min 静脉注射 CGRP10 滋g/kg窑b.w.遥预适应前 30min 静脉注射优降糖渊GLI冤0.3mg/kg窑b.w.遥首次预适应

缺血前静脉注射 CGRP 多抗渊PcAb冤2.5mg/kg窑b.w.遥梗死大小由硝基四唑氮篮染色判定袁并以坏死区渊IS冤占危险区的百

分比表示遥血浆 CGRP浓度用放射免疫法测定遥结果 首次和第 3 次预适应缺血的血浆 CGRP 浓度均较对照组显著增

加 渊P<0.01冤袁且后者增加更为明显 (P<0.01)遥IPC 能明显缩小心肌梗死范围和几乎完全抑制缺血和再灌注时室性心律

失常的发生袁预先用 CGRP-PcAb 能明显减弱上述作用遥CGRP 预适应具有 IPC 样心肌保护作用袁但程度不及 IPC 明显遥
预先用 GLI 均能取消 IPC 和 CGRP 预适应缩小心肌梗死范围的作用袁但对室性心律失常无影响遥 结论 CGRP 在整

体大鼠缺血预适应中可能起重要作用曰CGRP预适应限制心肌梗死范围的作用可能由 ATP 敏感钾通道介导遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻Theaimofthisstudywastoinvestigatewhethercalcitoningene-relatedpeptide(CGRP)playsarolein

ischemicpreconditioning(IPC)inanintactratmodel. 酝藻贼澡燥凿泽Ninety-sixSDratswererandomlydividedinto8groups,allof

whomweresubjectedto30-minregionalischemicfollowedby2-hreperfusion,after preconditioningdisposal.The IPCproto-
col consistedof3cyclesof5-minregionalischemiaand3cyclesof5-minreperfusion.Thepreconditioningdisposal fordiffer-

ent groupswereasthefollowing:CGRP(10 滋g/kg窑b.w.)wasgiven20minbefore30-minischemia(CGRPgroup); gliben-

clamide(GLI) was given30 minbefore CGRP (GLI+CGRP group) orIPC(GLI+ICPgroup); CGRP polyclonal antibody

(PcAb, 2.5mg/kg) wasgiven20minbeforefirstischemicinsult (PcAbgroup). PlasmaCGRPlevelwasdeterminedbyra-

dioimmunoassay (RIA), andtheinfarctsizebynitrobluetetrazolium, expressedaspercentageoftheareaatrisk. 砸藻泽怎造贼泽
Comparedwithcontrolgroup, themeanplasmaCGRPlevelattheendoffirstandespeciallythethirdischemicinsultwas

markedlyincreasedinIPCgroup(孕<0.01),andobviousreductionoftheinfarctsizeanddeclinedincidenceofventricularar-

rhythmia during 30-minischemiaandthesubsequent2-hreperfusionwerenoted.Theseeffects,however,wereattenuatedby

pretreatmentwithCGRPPcAb.PretreatmentwithCGRPalsoresultedinthereductionoftheinfarctsizeandinhibitionofven-

triculararrhythmia,onlynotsoobviousasICPdid.GLIpretreatmentcompletelyabolishedtheinfarct-limitingeffectofCGRP
orIPC, butdidnotaffectthereantiarrhythmiceffects. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶Asanendogenousmyocardialprotectivesubstance,CGRP

may playanimportantroleinIPC,anditsinfarct-limitingeffectwasprobablymediatedby ATP-sensitiveK+ channel.

运藻赠憎燥则凿泽院calcitonin gene鄄related peptide;ischemic preconditioning;cardioprotection; potassium channel;reperfusionin-

jury;myocardialinfarct;arrhythmia

自从 1986 年 Murry 等在犬缺血 / 再灌注模型中

首先发现心肌缺血预适应 渊Ischemicpreconditioning,

IPC冤现象以来袁已有越来越多的证据表明袁缺血时释

放的内源性心肌保护物质渊如腺苷尧儿茶酚胺尧乙酰胆

碱等冤在 IPC 中起重要作用袁且这些物质的心肌保护

作用机制与心肌中 ATP 敏感钾通道渊KATP冤激活密切

有关咱1暂遥降钙素基因相关肽渊Calcitoningene-related

peptide,CGRP冤是心脏和血管感觉神经末梢释放的一

种重要效应递质遥在离体豚鼠心脏中袁5min 短暂缺

血即可引起明显的 CGRP 释放袁提示 CGRP 可能是

一种内源性心肌保护物质遥有研究表明袁在离体大鼠

模型中袁CGRP 预适应不仅对缺血 / 再灌注所致的心

肌损伤具有保护作用袁而且对阿霉素尧内皮素 -1尧氧

自由基或长时间心跳停搏所致的心肌损伤也具有心

肌保护作用 咱2~6暂遥本文旨在阐明在完整大鼠模型中院
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表 1 第 1 次和第 3 次预适应缺血时的血浆
CGRP浓度渊pg/L, 曾依泽冤

栽葬遭援员孕造葬泽皂葬悦郧砸孕 造藻增藻造泽葬贼枣蚤则泽贼葬灶凿贼澡蚤则凿
责则藻糟燥灶凿蚤贼蚤燥灶蚤灶早蚤泽糟澡藻皂蚤葬穴pg/L, 酝藻葬灶依杂阅雪

Group Firstischemiaa Thirdischemia
Control 148依30* 156依36*

IPC 237依57 377依77#

PcAb+IPC 137依24* 145依28*

CGRP:Calcitoningene-relatedpepbide;IPC:Ischemicpreconditioning;
PcAb:CGRPpolyclonalantibody; *孕<0.01增泽IPCgroup;

#孕<0.05增泽firstischemia

渊1冤内源性 CGRP 是否在心肌缺血预适应中起作用曰
渊2冤CGRP 预适应是否能模拟缺血预适应的心肌保护

作用曰渊3冤CGRP 预适应的心肌保护作用是否由 KATP

敏感钾通道介导遥
1 材料与方法

1.1 材料

健康雄性 SD 大 鼠袁体质量 250~350 g袁平 均

渊287.1依23.2冤g袁由第一军医大学动物中心提供曰CGRP

由军事医学科学院基础所提供曰CGRP 多克隆抗体

渊Ployclonal antibody, PcAb冤由第一军医大学珠江医

院心内科实验室制备咱7暂曰CGRP 放射免疫试剂盒由北

京东亚免疫技术研究所提供曰硝基四唑氮篮渊NBT冤为

Serva 产品曰优降糖渊GLI袁用 10%吐温 -80 和无水酒

精溶解冤和 EvansBlue 均为 Sigma 产品曰DH-140B 动

物人工呼吸机为渐江医科大学医学仪器实验厂产品曰
LH-662 型传感器调理仪为南京隆海科技实业公司产

品曰NSA-III 型生理信号处理系统为海军神经生物学

研究中心产品遥
1.2 动物模型的复制

详见参考文献 8

1.3 实验分组

将 96 只 SD 大鼠随机分为 8 组袁每组 12 只遥对

照组院先行 3 次 5 min 假性缺血 / 再灌注袁然后接受

30min 缺血 / 2 h 再灌注曰IPC 组院先行 3 次 5min 缺

血 / 再灌注袁然后缺血 30 min袁再灌注 2 h曰GLI+IPC

组院首次缺血前 30min 静脉注射GLI 0.3mg/kg b.w.袁
其他同 IPC组曰CGRP组院静脉注射CGRP 10滋g/kg b.w.袁
20min 后行 30min 缺血 / 2 h再灌注曰GLI+CGRP组院
静脉注射 CGRP 前 30min 静脉注射 GLI0.3mg/kg b.w.袁
其他同 CGRP 组曰GLI组院先静脉注射GLI0.3mg/kg b.w.

60min 后行 30min 缺血 /2h 再灌注曰PcAb 组院首次

假性缺血前 20min 注射 PcAb 2.5mg/kg窑b.w.袁其他

同对照组曰PcAb+IPC 组院首次缺血前20min 注射 PcAb

2.5mg/kg b.w.袁其他同 IPC 组遥
对照组尧GLI+IPC尧GLI+CGRP 和 GLI 组在给药

前尧持续缺血前即刻尧缺血末和再灌注末分别测血糖遥
对照组尧IPC 组和 PcAb+IPC 组首次缺血或假性缺血

末及第 3 次缺血或假性缺血末抽血袁用放射免疫法测

血浆 CGRP 浓度遥
1.4 心律失常的记录和分析

用生理信号处理系统中的心电描记软件持续记

录心电图袁将缺血前 5 min尧持续缺血和再灌注时的

心电变化分段渊320s/ 段冤储存在电脑中遥以后用该系

统中的信号处理软件分段统计室速 渊VT冤或室颤

渊VF冤的发生频率渊frequency冤尧开始时间(onset)尧持续

时间(duration)和发生次数 (number)遥VF 或 VT 的诊

断根据 LambethConventions 所拟定的标准确定咱9暂遥
1.5 梗死大小的测定

经 EvansBlue+NBT 双重染色咱9暂袁用称质量法咱10暂

测量梗死大小遥梗死大小用坏死区 (IS) 在危险区

渊AAR冤中所占的百分比表示遥
1.6 退出试验的标准

有下列情况之一的大鼠退出试验院渊1冤当灌注染

色后袁AAR 不足心脏质量的 15%曰渊2冤结扎冠状动脉

失败或未发现再灌注者曰渊3冤过度出血并致血压下降

者曰渊4冤呼吸尧心跳停止超过 3 0 s 者曰渊5冤实验过程中

血压低于 9.3kPa 或心率低于 240b/min遥
1.7 统计学处理

所有结果用平均值依标准差渊曾依泽冤表示袁两组均值

的比较用非配对 贼检验袁两组以上的均值比较用随机

设计的方差分析 +择检验遥当 孕<0.05 时袁统计学上有

显著性差异遥
2 结果

2.1 一般情况

用 96 只大鼠完成了本实验遥实验中有 17 只大鼠

未满足实验的入选标准而退出研究袁退出的大鼠数按

最初的随机分组原则重新补上遥
2.2 血压和心率变化

CGRP 组和 GLI+CGRP 组静脉注射 CGRP10min

后袁平均动脉压分别较相应的基础值降低了 3.7 和

2.9kPa 渊孕<0.01冤,心率分别较基础值升高了 16 和 12

次 /min袁但无统计学差异遥给药 20min 后两组平均动

脉压和心率均基本恢复到基础值水平遥其它各组上述

两参数与其相应的基础值相比均无统计学差异遥
2.3 血浆 CGRP 浓度变化

表 1 显示袁IPC 组第 1 次和第 3 次缺血末的血浆

CGRP 浓度均较对照组和 PcAb+IPC 组显著性增高

(孕<0.01)遥对照组和 PcAb+IPC 组第 3 次假性缺血或

缺血末的血浆 CGRP 浓度与第 1 次无明显不同袁但

IPC 组第 3 次缺血末的血浆 CGRP 浓度较第 1 次显

著性增高遥
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表 4 梗死区大小渊曾依泽冤
栽葬遭援源陨灶枣葬则糟贼泽蚤扎藻凿葬贼葬穴酝藻葬灶依杂阅雪

Group BodyWeight(g) HeartWeight(g) AAR(g) IS(g) IS/AAR(%)

Control 284依21 1.02依0.07 0.25依0.04 0.13依0.03 53依14

IPC 289依27 1.07依0.09 0.27依0.05 0.04依0.04** 16依9

GLI+IPC 289依28 1.07依0.09 0.29依0.04 0.14依0.04## 58依17

PcAb+IPC 289依21 1.09依0.08 0.26依0.03 0.09依0.04*# 34依13*#

CGRP 286依27 1.04依0.08 0.26依0.03 0.08依0.04**# 29依13**#

GLI+CGRP 289依28 1.07依0.09 0.27依0.04 0.15依0.04& 55依17&

PcAb 286依23 1.04依0.08 0.24依0.05 0.14依0.05 54依15

GLI 289依24 1.08依0.09 0.28依0.04 0.15依0.03 54依17
觹孕<0.05,**孕<0.01增泽control; #孕<0.05,##孕<0.01增泽IPCgroup; &孕<0.01增泽CGRPgroup;AAR:Areaatrisk;IS:Infarctsize

表 2 血糖结果渊mmol/L, 曾依泽冤
栽葬遭援圆 月造燥燥凿早造怎糟燥泽藻凿葬贼葬穴mmol/L, 酝藻葬灶依杂阅雪

Baseline Pre-ischemia End-ischemia End-reperfusion
Control 6.8依1.0 6.9依0.8 6.9依1.3 6.5依0.8
GLI+IPC 6.5依0.7 6.1依0.8 4.1依0.4* 3.7依0.5*

GLI+CGRP 6.6依0.7 6.2依0.7 3.8依0.4* 3.4依0.5*

GLI 6.8依0.8 6.5依0.9 3.9依0.5* 3.6依0.5*

*孕<0.01增泽baseline.GLI:Glibenclamide

2.4 血糖的变化

表 2 显示袁对照组血糖在 4 个测定值之间均无显

著性差别袁但 GLI+IPC 组尧GLI+CGRP 组和 GLI 组缺

血末和再灌注末时的血糖均较相应基础值显著性降

低渊孕<0.01冤遥

2.5 室性心律失常变化

表 3 显示袁IPC 几乎完全抑制了30min 缺血和 2 h

再灌注的 VT+VF 的发生遥预先用 CGRP-PcAb 均能

明显减弱上述作用袁但预先用 GLI 不能减弱上述作

用遥CGRP 预适应也能明显抑制 30min 缺血和 2 h 再

灌注的 VT+VF 的发生袁预先用 GLI 不能减弱其作

用遥CGRP 预适应还能使 30min 缺血和 2 h 再灌注

VT+VF 的开始时间延迟袁持续时间缩短袁发作次数减

少遥
2.6 梗死区大小的变化

表 4 显示袁8 组大鼠的体质量尧心脏质量和 AAR

之间均无显著性差别遥IPC 组的 IS 和 IS/AAR 均较对

照组显著性降低袁预先用 GLI 能完全逆转上述作用袁
预先用 CGRP-PcAb 也能部分逆转上述作用遥CGRP

组的 IS 和 IS/AAR 也较对照组显著性降低袁但程度

均不及 IPC 组明显,预先用 GLI 能完全逆转其作用遥

表 3 30min 缺血和 2 h 再灌注时的室性心律失常

栽葬遭援猿灾藻灶贼则蚤糟怎造葬则葬则则澡赠贼澡皂蚤葬泽凿怎则蚤灶早猿园皂蚤灶蚤泽糟澡藻皂蚤葬葬灶凿圆澡则藻责藻则枣怎泽蚤燥灶

Frequency(%) Onset(min) Duration(min) Number Frequency(%) Onset(min) Duration(min) Number
Control 100 9依2 135依28 32依13 100 8依4 24依8 12依6
IPC 4* * 原 原 原 0* * 原 原 原
GLI+IPC 8* * 原 原 原 4* * 原 原 原
PcAb+IPC 71# # 12依3* 112依35 25依10 62*## 11依5 22依12 11依6
CGRP 46* # 15依4* * 62依48* * 14依6* * 37**# 25依5* * 11依7* * 5依3*

GLI+CGRP 50* 16依4* * 66依48* * 17依7* * 50* # 26依8* * 11依7* * 6依4* *

PcAb 92 9依3 139依28 31依11 96 8依3 26依9 11依5
GLI 92 9依2 139依29 34依14 92 8依4 25依7 14依7

Group VT+VFof30-minischemia VT+VFof2-hreperfusion

觹孕<0.05,** 孕<0.01增泽control; #孕<0.05,##孕<0.01 增泽IPCgroup;VT:Ventriculartachycardia;VF:Ventricularfibrillation

第 1 期 欧阳伟,等. 降钙素基因相关肽在整体大鼠心肌缺血预适应中的作用及其与 ATP 敏感钾通道的关系

3 讨论

要确定某种物质在心肌 IPC 中起作用袁该物质至

少必须具有下列三个条件院渊1冤在短暂预适应缺血时

这种物质的血浆浓度是升高的曰渊2冤用这种物质的受

体拮抗剂或其特异性抗体能阻断 IPC 所致的心肌保

护作用曰渊3冤预先用外源性这种物质能模拟 IPC 样心

肌保护作用遥我们的研究表明袁CGRP 完全具备上述

三个条件遥
在离体心脏模型中袁已有研究发现袁短暂缺血可

引起 CGRP 明显释放曰预先用 CGRP 或促 CGRP 释

放剂具有明显的心肌保护作用曰预先用 CGRP 拮抗

剂能阻断这种保护作用咱2暂遥我们在整体大鼠心脏模型

中袁也发现预适应缺血可导致血浆 CGRP 浓度明显

升高袁预先用 CGRP-PcAb 能中和升高的血浆 CGRP袁
并能明显减弱 IPC 所致的缩小心肌梗死范围和抗室

性心律失常作用遥我们还发现 CGRP 预适应能导致

IPC 样的心肌保护作用袁但程度不及 IPC 明显遥上述

研究表明袁CGRP 的确是一种内源性心肌保护物质袁

２７窑 窑



第一军医大学学报(JFirstMilMedUniv) 第 21 卷

我国将参与乳癌国际研究

近日从野国际乳腺癌临床治疗最新进展通报会冶上了解到袁中国将加入有 50 多个国家组成的国际乳腺癌临

床试验协作组袁开展大规模三苯氧胺国际临床试验袁探讨三苯氧胺在乳腺癌术后辅助治疗中的疗效和最佳期

限遥
三苯氧胺是一种雌激素受体拮抗剂袁作为辅助性治疗袁它可以降低乳腺癌术后患者复发的风险遥据了解袁目

前全世界已有约 100 万乳腺癌患者接受辅助性三苯氧胺治疗袁取得一定疗效袁特别是对早期乳腺癌患者减少复

发尧改善长期生存率效果显著遥但是袁患者究竟服用多长时间疗效最佳袁而不会因为服药时间不足贻误治疗袁或

造成不必要的长期服用钥一项对服用三苯氧胺 10 年人群的观察结果显示袁由于副作用引起的超额死亡率仅有

2译袁而使用三苯氧胺 3 年乳腺癌死亡率下降 90译袁相比之下袁由上述副反应引起的危险性很小遥英国一项最新

的研究发现袁乳腺癌患者术后每日服用三苯氧胺连续 5 年袁可显著降低复发率袁提高生存率袁疗效优于只服用

2~3 年者遥另一项研究证明袁三苯氧胺对提高患者 10 年生存率具有肯定效果遥
目前全球每年新发现的乳腺癌患者超过 100 万袁各国科学家正联手用最科学的研究方法探明服用三苯氧

胺的最佳期限遥中国医科院肿瘤医院作为此次国际乳腺癌临床协作组中国地区协作中心袁将联合国内多家医院

参与此次临床研究遥

其在大鼠心肌缺血预适应中可能起重要作用遥本研究

还发现袁第 3 次预适应缺血时的血浆 CGRP 浓度较

第 1 次增加更为明显袁这提示内源性保护物质可能需

积聚到一定的程度才能发挥作用袁也解释了在大鼠模

型中 1 次预适应所致心肌保护作用强度不及 3 次预

适应明显的原因遥
已有充分的证据咱1暂表明袁IPC 的心肌保护作用与

G 蛋白偶联受体尧蛋白激酶 C 和 KATP 激活密切有关袁
而由心肌缺血时释放的内源性保护物质 渊如腺苷尧缓

激肽尧乙酰胆碱等冤也多是通过上述机制发挥作用的袁
因此推测袁CGRP 也可能是通过上述机制发挥作用

的遥有研究报道咱4尧5暂袁CGRP 预适应对内皮素 -1 以及氧

自由基所致心肌损伤的保护作用能被蛋白激酶 C 抑

制剂所阻断袁提示 CGRP 预适应的心肌保护作用可

能与蛋白激酶 C 激活有关遥
由于 KATP 激活在 IPC 的心肌保护作用中起重要

作用遥因此袁我们研究了 KATP激活在 CGRP 预适应中

的作用遥本研究表明袁预先用 KATP 阻断剂 GLI 能完全

阻断 CGRP 预适应缩小心肌梗死范围的作用袁但对

CGRP 预适应的抗心律失常作用无明显影响袁提示

CGRP 预适应缩小心肌梗死范围的作用也可能是由

KATP 介导的遥有研究证明袁激活血管平滑肌中的 KATP

是 CGRP 降压作用机制之一袁但有一项研究表明

CGRP 并不能激活离体心房肌中的 KATP
咱11暂遥因此推测

CGRP 可能是通过激活蛋白激酶 C 通路而间接激活

KATP 的袁但确切的机制还有待于进一步的研究遥
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