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急性心肌梗死（Acute myocardial infarction，AMI）是冠状

动脉急性、持续性缺血缺氧所引起的心肌坏死。再灌注治疗

是主要抢救措施之一，在发病 12 h内开通闭塞冠状动脉恢复

血流，可缩小梗死面积并减少死亡。越早使冠状动脉再通，患

者获益越大。但是，部分患者即使消除了血栓、血肿等机械性

阻塞，心肌组织的血流灌注仍然无法完全恢复，这种现象被称

为“无复流”（No-reflow，NR），研究显示其发生率高达 37％[1]，

因此寻找解决NR现象的有效药物具有重要的临床意义。近

年来，血小板膜糖蛋白GPⅡb/Ⅲa受体拮抗药受到科研人员的

广泛关注，其代表药物依替巴肽减少 NR 发生的作用较为明

确，但是其机制尚未完全明了。因此，笔者采用冠状动脉结扎

法建立急性心肌梗死大鼠模型，观察依替巴肽对其一氧化氮

（NO）含量、一氧化氮合酶（NOS）活性、心肌髓过氧化酶

（MPO）、丙二醛（MDA）以及核转录因子-κB p65（NF-κB p65）

的影响，现报道如下。

1 材料
1.1 仪器

紫外分光光度计（上海分析仪器总厂）；显微镜（日本

Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

依替巴肽注射液（江苏豪森药业股份有限公司，批号：

20110215，规格：10 ml ∶ 20 mg）；MPO、MDA试剂盒（南京建成

生物工程研究所，批号：20100520、20100730）；NF-κB p65单克

隆抗体和氧化物酶复合物 SP超敏试剂盒（美国 Santa Cruz公

司，批号：AN365-1、ⅪT9710）；二喹啉甲酸（BCA，试剂，美国

Sigma公司，批号：F0291）。

1.3 动物

Wistar大鼠90只，♂，体质量250～300 g，由沈阳药科大学
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摘 要 目的：研究依替巴肽对急性心肌梗死模型大鼠心肌一氧化氮（NO）、过氧化物及核转录因子的影响。方法：将大鼠随机分

为假手术组、模型组和依替巴肽低、中、高剂量（30、60、90 μg/kg）组，除假手术组外其余各组大鼠建立无复流急性心肌梗死模型，于

再灌注前30 min股静脉注射相应药物。检测各组大鼠心肌NO、总一氧化氮合酶（tNOS）、内皮型一氧化氮合酶（eNOS）、诱导型一

氧化氮合酶（iNOS）、髓过氧化物酶（MPO）、丙二醛（MDA）水平和核转录因子-κB p65（NF-κB p65）的阳性表达。结果：与假手术组

比较，模型组和依替巴肽低、中、高剂量组大鼠的 NO、tNOS、iNOS、MPO、MDA 水平与 NF-κB p65表达均明显升高（P＜0.05），

eNOS活性降低（P＜0.05）。与模型组比较，依替巴肽低、中、高剂量组大鼠的NO、iNOS、MPO、MDA水平与NF-κB p65表达均明

显降低（P＜0.05），依替巴肽中、高剂量组大鼠的 tNOS水平明显降低（P＜0.05）、eNOS水平明显升高（P＜0.05），且与剂量呈正相

关。结论：依替巴肽可通过保护血管内皮、减少中性粒细胞浸润及氧自由基释放、抑制NF-κB p65激活，从而减少急性心肌梗死模

型大鼠的无复流现象。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of eptifibatide on myocardial NO，peroxide and nuclear transcription factors

（NTF）in acute myocardial infarction model rats. METHODS：Rats were randomized into sham operation group，model group and

eptifibatide high-dose，middle-dose and low-dose（30，60，90 μg/kg）groups. Acute myocardial infarction no-reflow models were

established in those groups except sham operation group and given relevant drugs via femoral vein 30 min before reperfusion. The

levels of NO，tNOS，eNOS，iNOS，MPO and MDA and the positive expression of NF-κB p65 were determined in each group. RE-

SULTS：Compared with sham operation group，the levels of NO，tNOS，iNOS，MPO and MDA and the expression of NF-κB p65

were significantly increased（P＜0.05），while the activity of eNOS was decreased significantly（P＜0.05）. Compared with model

group，the levels of NO，iNOS，MPO and MDA and the expression of NF-κB p65 were decreased significantly in eptifibatide

low-dose，medium-dose and high-dose groups（P＜0.05），and the level of tNOS was decreased while that of eNOS was increased

significantly in eptifibatide medium-dose and high-dose groups（P＜0.05），which was positively related to drug dosage. CONCLU-

SIONS：Eptifibatide could reduce no-reflow in acute myocardial infarction model rats through protecting vascular endothelial cell，

reducing neutrophil infiltration and releasing oxygen free radical and inhibiting the activation of NF-κB p65.
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2 方法
2.1 无复流急性心肌梗死模型的建立

取大鼠腹腔注射 20％乌拉坦（5 ml/kg）进行麻醉，沿颈部

中线切开，气管插管后机械通气（呼吸比 1 ∶ 2，呼吸频率 60

次/min，潮气量 14 ml/kg），在心脏搏动最明显处即第 3肋间隙

水平开胸，撑开肋骨，暴露心脏，在左冠状动脉前降支距左心

耳下缘2～3 mm处穿线结扎冠状动脉。结扎成功后可见室壁

运动减弱、心肌变为暗红色，心电图示ST段明显抬高。结扎

90 min后，剪断结扎线使冠状动脉血管再通，120 min后处死。

2.2 分组与给药

将大鼠随机分为假手术组、模型组和依替巴肽低、中、高

剂量（30、60、90 μg/kg）组，假手术组大鼠10只，其余各组20只。

除假手术组大鼠只穿线不接扎外，其余各组大鼠建立无复流

急性心肌梗死模型，于再灌注前30 min股静脉注射相应药物，

假手术组和模型组大鼠给予相同剂量的0.9％氯化钠溶液。依

替巴肽给药剂量按照临床用量、预实验以及文献报道[2]制订。

2.3 检测指标

2.3.1 心肌组织中NO含量及NOS活性的测定。将各组大鼠

左室游离壁心尖组织剪碎，配成心肌组织匀浆，紫外分光光度

法测定心肌组织中NO含量和总一氧化氮合酶（tNOS）和诱导

型一氧化氮合酶（iNOS）、内皮型一氧化氮合酶（eNOS）活性

（eNOS 活性＝tNOS活性－iNOS活性）。

2.3.2 心肌组织中MPO活性及MDA含量的测定。取各组大

鼠心肌组织匀浆，按MPO、MDA试剂盒说明进行操作，比色法

测定心肌组织中MPO活性和MDA含量。

2.3.3 缺血区心肌细胞及微动脉中 NF-κB p65表达的测定。

取各组大鼠心尖以上左室缺血梗死区心肌组织，10％甲醛固

定，常规石蜡包埋，切片，脱蜡，采用SP法进行免疫组化染色。

每只大鼠选取2张切片，每张切片随机选取4个视野，400倍光

镜下观察，分析心肌细胞及微动脉中NF-κB p65的表达。光镜

下可见棕黄色即为NF-κB p65阳性产物，用 Image Pro Plus 6. 0

图像分析软件计算细胞核中NF-κB p65阳性细胞数（PI）：PI＝

（细胞核中NF-κB p65阳性细胞数/视野内总细胞数）×100％。

2.4 统计学方法

采用 SPSS 15.0 统计软件处理，计量资料用均数±标准差

（x±s）表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较在方差齐时用LSD法，不齐时采用秩和

检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 心肌组织中NO含量及NOS活性比较

与假手术组比较，模型组和依替巴肽各剂量组大鼠心肌

组织中NO含量和 tNOS、iNOS活性均升高，eNOS活性降低，

差异具有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，依替巴肽中、

高剂量组大鼠心肌组织中 NO 含量和 tNOS、iNOS 活性均降

低，eNOS活性升高，差异具有统计学意义（P＜0.05），且呈剂量

依赖性。各组大鼠心肌中NO含量及NOS活性比较见表1。

3.2 心肌组织中MPO活性及MDA含量比较

与假手术组比较，模型组和依替巴肽各剂量组大鼠心肌

组织中MPO活性及MDA含量均升高，差异具有统计学意义

（P＜0.05）。与模型组比较，依替巴肽各剂量组大鼠心肌组织

中MPO活性及MDA含量均降低，差异具有统计学意义（P＜

0.05），且呈剂量依赖性。各组大鼠心肌组织中 MPO 活性及

MDA含量比较见表2。

表1 各组大鼠心肌组织中NO含量及NOS活性比较（x±±s）

Tab 1 Comparison of NO content and NOS activity in myo-

cardium of rats among different groups（x±±s）

组别
假手术组
模型组
依替巴肽低剂量组
依替巴肽中剂量组
依替巴肽高剂量组

n

10

20

20

20

20

NO，nmol/g

309.76±57.17

758.69±138.32＊

638.27±93.25＊#

512.23±81.77＊#

464.92±106.43＊#

tNOS，U/mg

8.18±1.54

13.17±2.65＊

12.07±2.79＊

11.31±2.04＊#

10.73±2.73＊#

iNOS，U/mg

6.04±1.37

11.95±2.32＊

9.74±2.58＊#

8.89±1.53＊#

8.12±2.03＊#

eNOS，U/mg

2.21±1.05

1.31±0.33＊

1.43±0.63＊

1.62±0.27＊#

1.73±0.13＊#

与假手术组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs. sham operation：＊P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05

表2 各组大鼠心肌组织中MPO活性及MDA含量比较（x±±s）

Tab 2 Comparison of MPO activity and MDA content of

myocardium of rats among different groups（x±±s）

组别
假手术组
模型组
依替巴肽低剂量组
依替巴肽中剂量组
依替巴肽高剂量组

n

10

20

20

20

20

MPO，U/g

132.26±17.15

387.25±41.69＊

307.28±48.93＊#

204.55±38.62＊#

175.87±26.39＊#

MDA，nmol/g

28.37±6.08

114.74±37.99＊

97.42±26.61＊#

69.44±21.83＊#

53.29±16.75＊#

与假手术组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs. sham operation：＊P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05

3.3 心肌及微动脉中NF-κB p65阳性表达

NF-κB p65阳性细胞定位于细胞质，少数转移于细胞核。

与假手术组比较，模型组和依替巴肽各剂量组大鼠心肌细胞

及微动脉中NF-κB p65表达均升高，差异具有统计学意义（P＜

0.05）。与模型组比较，依替巴肽各剂量组大鼠心肌细胞及微

动脉中 NF-κB p65表达均降低，差异具有统计学意义（P＜

0.05）。各组大鼠心肌细胞及微动脉中NF-κB p65表达的阳性

细胞核数见表3，显微镜图见图1。

表 3 各组大鼠心肌细胞及微动脉中NF-κB p65表达的阳性

细胞比例（x±±s）

Tab 3 The proportion of positive nucleus of the expression

of NF-κ B p65 in myocardium cells and arteriole of rats

among different groups（x±±s）

组别
假手术组
模型组
依替巴肽低剂量组
依替巴肽中剂量组
依替巴肽高剂量组

n

10

20

20

20

20

心肌细胞，％
3.92±1.07

34.52±8.45＊

22.41±7.92＊#

18.29±7.06＊#

15.86±6.37＊#

微动脉，％
6.85±2.40

45.33±9.17＊

35.48±8.72＊#

18.55±7.08＊#

12.39±5.49＊#

与假手术组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs. sham operation：＊P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05

4 讨论
无复流是急性心肌梗死患者常见的症状，会延长组织损

伤缺血时间，造成梗死面积扩大、恶性心律失常、早期心力衰

竭更多、恢复期心室扩大和重构更明显。有报道显示，冠状动

脉无复流患者病死率高达31％，比未发生无复流者高10倍[3]。

因此寻找有效的药物以防止或减少无复流现象的发生，对急

性心肌梗死的治疗及改善预后具有十分重要的临床意义。

有研究证明，无复流现象的产生与血小板-内皮细胞-中性
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粒细胞之间的相互作用密切相关 [4]。而血小板膜糖蛋白 GP

Ⅱb/Ⅲa受体拮抗药依替巴肽可竞争性抑制纤维蛋白原和血小

板GPⅡb/Ⅲa受体的结合，阻止血小板聚集、减少血栓形成，从

而显著减少梗死面积、改善心肌微循环、缩小无复流的范围[5]。

但是，依替巴肽是否能影响无复流形成的其他环节，通过减轻

微血管内皮结构功能的破坏和中性粒细胞浸润发挥对急性心

肌梗死模型大鼠的保护作用尚不十分清楚，笔者就此展开了

一系列研究。

NO是存在于内皮上的信使分子，过量会损伤心肌、促使

细胞凋亡。NOS是体内催化NO生成的主要酶，测定NOS活

性可反映其代谢情况。NOS 包括 eNOS 和 iNOS 两种亚型，

eNOS存在于血管内皮细胞，可调节平滑肌张力、减轻氧化应

激反应，保护血管结构和功能的完整性；iNOS在受到刺激后爆

发性产生，则会引起内皮功能失调[6-7]。本研究中，模型组和依

替巴肽各剂量组大鼠的NO含量显著高于假手术组，eNOS 活

性降低，iNOS 活性升高，但依替巴肽各剂量组各项指标的变

化幅度小于模型组，差异均有统计学意义（P＜0.05），提示依替

巴肽可改善血管内皮功能。

中性粒细胞导致无复流的原因与其释放大量的氧自由基

有关。MPO是中性粒细胞的标志酶，测定其活性可间接反映

中性粒细胞的数目；MDA则是氧自由基的标志物，测定其含

量可反映氧自由基的水平[8-9]。本研究中，模型组和依替巴肽

各剂量组大鼠心肌 MPO 活性及 MDA 含量明显高于假手术

组，但依替巴肽各剂量组升高幅度较模型组小，差异均有统计

学意义（P＜0.05），提示依替巴肽可抑制中性粒细胞激活，同时

减少氧自由基的释放。

NF-κB p65是一种参与调控生长发育、炎症、免疫等多种

生理、病理过程的蛋白质。正常心肌中，NF-κB存在于胞浆内，

当细胞受到外界因素刺激时，NF-κB p65进入细胞核启动相关

基因的转录，使促炎细胞因子、白细胞介素、肿瘤坏死因子等

的表达增加。另有报道显示，NF-κB p65可能是 iNOS基因的

主要转录因子之一，因此抑制 NF-κB p65可减少 iNOS 的表

达[10-11]。本研究显示，模型组和依替巴肽各剂量组大鼠NF-κB

p65的阳性表达显著高于假手术组，但依替巴肽各剂量组升高

幅度明显低于模型组，差异均有统计学意义（P＜0.05），提示依

替巴肽对抑制NF-κB p65的激活有明确的作用。

综上所述，依替巴肽能维持血管内皮功能的完整性，抑制

中性粒细胞和炎症关键调节因子NF-κB p65被激活，同时减少

氧自由基的释放，从而减少无复流的发生。本研究为依替巴

肽防治急性心肌梗死无复流提供了实验依据，其临床应用和

安全性等问题值得进一步探讨。
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图 1 各组大鼠心肌细胞和微动脉中NF-κB p65表达的显微

镜图（SP，×400）

Fig 1 Microscopic graph of the expression of NF-κB p65 in

myocardium cells and arteriole of rats among different

groups（SP，×400）
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微动脉：
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