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本文引用：刘志梅，于珊珊，贾佳，等．间歇游泳训练对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用［Ｊ］．新乡医学院学

报，２０１５，３２（９）：８１７８２０． 【基础研究】

间歇游泳训练对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用

刘志梅１，于珊珊１，贾　佳１，韦淑萍２，董化江２

（１．武警河北总队医院护理部，河北　石家庄　０５００８１；２．武警北京总队三师二支队，北京　１０００９１；２．武警后勤学院
人体解剖与组织胚胎学教研室，天津　３００１６２）

摘要：　目的　探讨间歇游泳训练对缺血再灌注损伤大鼠心肌损伤的保护作用。方法　将６０只大鼠随机分为间
歇运动组、假手术组和模型组，每组２０只。心肌缺血再灌注前，间歇运动组大鼠进行间歇游泳训练，假手术组和模型
组大鼠不运动。连续训练８周后，间歇运动组和模型组大鼠结扎左冠状动脉前降支，使大鼠心肌缺血３０ｍｉｎ，松开结
扎线再灌注６０ｍｉｎ；假手术组大鼠开胸穿线但不结扎。采用实时定量聚合酶链反应和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测大鼠心肌
组织ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达；应用原位细胞凋亡法测定心肌细胞凋亡情况；利用酶联免疫吸附实验检测大鼠
心肌组织内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）活性的变化。结果　与假手术组比较，模型组大鼠ｃｆｏｓｍＲＮＡ与
蛋白的表达显著升高，而Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ与蛋白的表达显著降低（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，间歇运动组大鼠ｃｆｏｓｍＲＮＡ
与蛋白的表达显著降低，而Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ与蛋白的表达显著升高（Ｐ＜０．０１）。模型组大鼠心肌细胞凋亡指数与假手术
组比较显著增加，间歇运动组大鼠心肌细胞凋亡指数与模型组比较明显降低（Ｐ＜０．０１）。与假手术组比较，模型组大
鼠心肌组织总ＳＯＤ活性降低，ＭＤＡ活性显著增高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，间歇运动组大鼠心肌组织总 ＳＯＤ活性
增高，ＭＤＡ活性显著降低（Ｐ＜０．０１）。结论　间歇游泳训练能够明显降低 ｃｆｏｓ的表达，增强 Ｂｃｌ２的表达，提高心肌
细胞ＳＯＤ活性，减少ＭＤＡ生成，从而对心肌组织发挥良好的保护作用。
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　　心肌持续性缺血可导致细胞死亡和组织损伤，
尽管早期再灌注对组织非常重要，但心肌缺血后恢

复正常血液灌注可导致缺血心肌的进一步损伤，即

心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩ／ＲＩ）［１］。原癌基因 ｃｆｏｓ是即刻早期
基因（ｉｍｍｅｄｉａｔｅｅａｒｌｙｇｅｎｅｓ，ＩＥＧｓ）的一种，正常情况
下，ｃｆｏｓ的表达量极低，在某些因素的刺激下，ｃｆｏｓ
能被诱导快速表达。研究表明，ｃｆｏｓ不仅在 ＭＩ／ＲＩ
的病情演变过程中发挥重要作用，且其表达量与

ＭＩ／ＲＩ的严重程度成正相关［２］。但 ｃｆｏｓ致心肌组
织损伤的确切机制目前尚不清楚。体育运动的形

式、强度和持续时间不同对机体产生不同的影响。

大量研究均证实，适宜的运动对机体产生有利的保

护作用，能够增强心肌功能，减少冠状动脉粥样硬化

性心脏病的发生率和病死率［３］。本研究拟用游泳

训练预处理干预大鼠心肌缺血再灌注过程，通过对

ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）指标的检测，
研究运动预处理能否减轻缺血再灌注引起的心肌损

伤，并探讨其可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　无特定病原体级成年雄
性健康ＷＫＹ大鼠６０只，体质量２５０～３００ｇ，所有动
物均由北京阜外医院实验动物研究所提供，饲以普

通饲料，自由饮水。将动物随机分为间歇运动组、假

手术组和模型组，每组２０只。
１．１．２　主要试剂　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ试剂购自日本
ＴａＫａＲａ公司。大鼠 ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２单克隆抗体购自美
国Ａｂｃａｍ公司。ＳＯＤ、ＭＤＡ测试盒购于南京建成生
物工程研究所。其余试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　运动训练方案　采用游泳方式进行训练，在
１５０ｃｍ×６０ｃｍ×７０ｃｍ的塑钢游泳池中进行，水温
保持３３～３６℃。间歇性训练，每日１次，时间依次

为５、１０、１５、２０、２５、３０、４０ｍｉｎ。第２周开始进行运
动训练，大鼠负自身体质量５％的重物游泳，每游
６ｍｉｎ休息４ｍｉｎ，每日连续进行１０次。连续训练８
周，每周 ６ｄ。假手术组和模型组大鼠常规饲养，不
进行运动。

１．２．２　心脏在体心肌缺血再灌注损伤实验　间歇
运动组和模型组大鼠进行心脏在体心肌缺血再灌注

实验。质量分数１０％乌拉坦腹腔麻醉（１ｇ·ｋｇ－１）
大鼠，四肢皮下插入针形电极，以标准肢体Ⅱ导联记
录大鼠基础心电图。气管插管，呼吸机支持呼吸，频

率为每分钟６５次。沿胸骨左缘２～４肋开胸暴露心
脏及左心室表面血管，于左心耳下缘２ｍｍ处用５０
医用缝线穿过心肌浅层作一结扎线，在结扎线两端

分别套入丝线环作为再灌注拉线，收紧结扎线造成

心肌缺血，牵拉再灌注拉线即进行再灌注。结扎左

冠状动脉前降支，缺血３０ｍｉｎ，再灌注６０ｍｉｎ。假手
术组大鼠开胸穿线但不结扎，其他操作同缺血再灌

注组大鼠。实验中以结扎左冠状动脉前降支后左心

室前壁发绀及心电图 ＳＴ段抬高和（或）Ｔ波高耸为
结扎成功的标志；再灌注时以左心室前壁紫绀消失及

ＳＴ段、Ｔ波下降１／２以上为再灌注成功的标志。
１．２．３　实时定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）测大鼠心肌组织 ｃｆｏｓ和 Ｂｃｌ２ｍＲ
ＮＡ表达　用１μｇ总ＲＮＡ进行ｃＤＮＡ合成，实时定
量 ＰＣＲ检测３组大鼠心肌组织ｃｆｏｓ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ
表达水平。ｃｆｏｓ（８３ｂｐ）上游引物：５′ＡＧＣＧＡＧＣＡＡＣＴ
ＧＡＧＡＡＧＣＣ３′；下 游 引 物：３′ＧＧＴＣＧＡＧＡＣＧＡＡＧＴ
ＧＴＣＧＣ５′。Ｂｃｌ２（４５０ｂｐ）上游引物：５′ＣＡＡＧＣＣＧＧ
ＧＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＡ３′；下游引物：３′ＣＧＧＡＡＧＡＡＡＣＴ
ＣＡＡＧＣＣＡＣＣＣ５′。内参照为 βａｃｔｉｎ（１６９ｂｐ）上游引
物：５′ＧＴＡＣＣＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡ３′；下游引物：３′
ＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣ５′。使用 Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ
仪器进行ＰＣＲ扩增，反应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ，
９５℃ 变性 １５ｓ，（ｃｆｏｓ６０℃；Ｂｃｌ２６２℃；βａｃｔｉｎ
５９℃）退火１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ，扩增４０个循环。记录
各组循环阈值（Ｃｔ）值，用２－△△Ｃｔ计算各组大鼠心肌组
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织ｃｆｏｓ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达水平。
１．２．４　ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２蛋白表达检测　提取３组大鼠
左心室前壁心肌组织总蛋白，采用双金鸡宁酸

（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒（北京鼎
国昌盛生物技术公司）进行蛋白定量。取各组样品

与５×十二烷基硫酸钠凝胶加样缓冲液混合，煮沸
变性５ｍｉｎ备用。取６０μｇ蛋白样品行聚丙烯酰胺
凝胶电泳。湿转法转膜至聚偏二氟乙烯膜上，质量

分数５％脱脂牛奶封闭后将膜置于装有一抗（稀释
比例为１１０００，购自英国 Ａｂｃａｍ公司）的杂交袋
中，室温孵育１～２ｈ后，４℃过夜。然后将膜置于装
有二抗稀释液的杂交袋中，室温下孵育１～２ｈ后，
采用增强化学发光法发光，扫描胶片，凝胶图像处理

系统分析目标条带的分子量和净光密度值。同样步

骤加入内参 βａｃｔｉｎ抗体，检测样品中 βａｃｔｉｎ蛋白
表达作为内参照。

１．２．５　心肌细胞凋亡指数检测　采用ＤＮＡ缺口原
位末端标记（ＴＤＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，
ＴＵＮＥＬ）染色检测心肌细胞凋亡率。石蜡包埋的切
片常规脱蜡至水后，加入蛋白酶 Ｋ室温孵育
２０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，
ＰＢＳ）漂洗３次。加入体积分数３％Ｈ２Ｏ２，３７℃孵
育 １０ｍｉｎ，消除内源性过氧化物酶活性。加入
ＴＵＮＥＬ反应液，３７℃湿盒中孵育 １ｈ，ＰＢＳ漂洗 ３
次。加入辣根过氧化物酶抗体，孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂
洗３次。加入 ３，３′二氨基联苯胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏ
ｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）溶液显色 １０ｍｉｎ。苏木精复染，
常规脱水、透明、中性树胶封片。心肌细胞凋亡指

数以凋亡细胞／１００个细胞表示。
１．２．６　心肌组织匀浆 ＳＯＤ、ＭＤＡ检测　心肌组织
１０％匀浆（每克组织加入９ｍＬＰＢＳ），以４０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心３０ｍｉｎ，取上清液，按说明书分别进行 ＳＯＤ、
ＭＤＡ检测。ＳＯＤ活性采用黄嘌呤氧化酶法测定，
ＭＤＡ含量采用硫代巴比妥酸法测定。
１．２．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统
计分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，所
有数据均采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠心肌组织ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水
平比较　结果见图１和表１。与假手术组比较，模
型组大鼠ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达显著升高，而 Ｂｃｌ２ｍＲ
ＮＡ表达显著降低（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，间歇
运动组大鼠 ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达显著降低，而 Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜０．０１）。

１：假手术组；２：模型组；３：间歇运动组。

图１　３组大鼠心肌组织ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｆｏｓ，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡｉｎｍｕｓｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓ
ｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
表１　３组大鼠心肌组织ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｆｏｓ，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡｉｎ
ｍｕｓｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）
组别 ｎ ｃｆｏｓ Ｂｃｌ２
假手术组 ２０ １．００±０．０３ １．８９±０．０９
模型组 ２０ ２．６１±０．１３ａ ０．７１±０．０１ａ

间歇运动组 ２０ １．７５±０．１５ｂ １．７４±０．１２ｂ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０１。

２．２　各组大鼠心肌组织 ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２蛋白表达比较
　结果见图２和表２。与假手术组比较，模型组大
鼠ｃｆｏｓ蛋白表达显著升高，而 Ｂｃｌ２蛋白表达显著
降低（Ｐ＜０．０１）；与模型比较，间歇运动组大鼠ｃｆｏｓ
蛋白表达显著降低，而 Ｂｃｌ２蛋白表达显著升高
（Ｐ＜０．０１）。

１：假手术组；２：模型组；３：间歇运动组。

图２　３组大鼠心肌组织ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２蛋白表达
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｆｏｓ，Ｂｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｕｓｃｕｌａｒｔｉｓ
ｓｕｅｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
表２　３组大鼠心肌组织ｃｆｏｓ、Ｂｃｌ２蛋白表达比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｆｏｓ，Ｂｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｍｕｓｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｃｆｏｓ Ｂｃｌ２
假手术组 ２０ １．００±０．０２ ２．００±０．１３
模型组 ２０ ２．９７±０．１６ａ ０．５３±０．０１ａ

间歇运动组 ２０ １．４３±０．０９ｂ １．８９±０．１１ｂ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０１。

２．３　间歇运动训练对ＭＩ／ＲＩ大鼠心肌细胞凋亡指
数的影响　假手术组、模型组、间歇运动组大鼠心肌
细胞凋亡指数分别为（８．１±１．２）％、（３０．２±３１）％、
（１２．３±２．５）％。模型组大鼠心肌细胞凋亡指数与假
手术组比较显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），间歇运动组大鼠心肌细胞凋亡指数与模型组
比较显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
２．４　各组大鼠心肌组织ＳＯＤ、ＭＤＡ活性比较　结
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果见表３。与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织
总ＳＯＤ活性降低，ＭＤＡ活性升高（均 Ｐ＜０．０１）；与
模型组比较，间歇运动组大鼠心肌总 ＳＯＤ活性增
高，ＭＤＡ活性降低（均Ｐ＜０．０１）。
表３　３组大鼠心肌组织ＳＯＤ、ＭＤＡ活性比较
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＯＤａｎｄＭＤＡａｃｔｉｖｉｔｙｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅ
ｃａｒｄｉａｃｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＳＯＤ／（Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１）ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ·ｍｇｐｒｏｔ－１）
假手术组 ２０ １３０．６±１１．５ ２．９±０．５
模型组 ２０ ６０．６±５．３ａ ７．６±１．５ａ

间歇运动组 ２０ １００．７±９．４ｂ ５．１±１．１ｂ

　　注：与假手术组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０１。

３　讨论

　　近年来的大量研究发现，原癌基因及其蛋白产
物不仅参与细胞的正常生长、分化过程，而且作为第

３信使参与细胞内信号传导［４］。ＭＩ／ＲＩ的病理机制
主要与能量代谢障碍、氧自由基作用、钙超载、中性

粒细胞作用等有关。其中氧自由基损伤在心肌缺血

再灌注损伤中发挥极其重要的作用，心肌细胞在缺

血再灌注时会产生大量氧自由基，氧自由基可诱导
ｃｆｏｓ的表达，其表达程度与心肌细胞复氧损伤程度
密切相关。清除自由基的酶促防御系统包括 ＳＯＤ、
谷胱甘肽过氧化物酶、过氧化氢酶等，能有效清除体

内活性氧并终止自由基链式反应过程［５６］。ＳＯＤ的
主要功能是催化超氧阴离子的歧化反应，是活性氧

防御的第１道屏障。ＭＤＡ是活性氧终极代谢产物，
是衡量自由基水平的敏感指标，其含量能客观反映

机体产生的自由基水平［７］。在评价机体自由基水

平时，常联合运用 ＳＯＤ和 ＭＤＡ指标［８］。在对缺血

性心肌病基础实验研究过程中发现，心肌在经过短

暂缺血后能够增加其对缺血的耐受现象，称为缺血

预处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）现象。随着对
ＩＰＣ的深入研究，发现运动有类似 ＩＰＣ心脏保护效
应，运动预处理（ｅｘｅｒｃｉｓｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＥＰ）的概念也
被正式提出［９］。关于 ＥＰ的运动负荷尚没有明确，
间歇性大强度运动、中等强度的适量运动都能抗心

肌缺血再灌注损伤。在国内，有关 ＥＰ的研究尚处
于摸索阶段，本研究选择间歇运动作为 ＥＰ方案。
间歇训练指对多次练习时的间歇时间有严格规定，

使机体处于不完全恢复状态下，反复进行练习的训

练方法。间歇运动负荷强度大，对训练间歇时间有

严格规定，运动后即刻大鼠体内存在氧负亏，而后随

着机体的逐渐恢复，血氧含量也逐渐升高。本实验

结果显示：与假手术组比较，模型组大鼠 ｃｆｏｓｍＲ
ＮＡ与蛋白的表达升高，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ与蛋白的表达

降低，心肌组织 ＭＤＡ活性升高，ＳＯＤ活性下降。故
推测ｃｆｏｓ基因引起心肌受损的可能机制是 ＭＩ／ＲＩ
时，由于炎性细胞因子及氧自由基大量释放入血，使

心肌组织ｃｆｏｓ基因被诱导而快速表达，ｃｆｏｓ一方面
作为促凋亡基因引起细胞凋亡，另一方面作为核转

录基因发挥其信使调节作用，使 Ｂｃｌ２表达降低。
Ｂｃｌ２是抑凋亡基因，发挥抑制凋亡作用。与模型组
比较，间歇运动组大鼠ｃｆｏｓｍＲＮＡ与蛋白的表达降
低，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ与蛋白的表达升高，血清 ＭＤＡ降
低，ＳＯＤ升高，差异均具有统计学意义。说明间歇
运动训练能够明显减少ｃｆｏｓ的表达，提高心肌细胞
ＳＯＤ活性，减少ＭＤＡ的生成，有效清除超氧阴离子
自由基，保护细胞膜结构完整性，减轻炎症反应，提

高心肌对缺血缺氧及再灌注损伤的耐受能力，减少

器官及组织损伤程度，从而发挥良好的保护作用。
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