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　 　 【摘要】 　 目的　 观察七氟醚对低温全心缺血－再灌注心室肌电传导及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 磷酸化的影

响。 方法　 制备成功的离体灌注工作心脏 ２４ 只，随机分为三组：对照组（Ｃ 组）、低温全心缺血－再灌

注组（ＩＲ 组）和 １􀆰 ０ ＭＡＣ 七氟醚处理组（Ｓｅｖ 组），每组 ８ 只。 Ｃ 组：３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液平衡灌注 １５ ｍｉｎ 后

继续灌注 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液 １０５ ｍｉｎ；ＩＲ 组：３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液平衡灌注 １５ ｍｉｎ 后继续灌注 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液 １５
ｍｉｎ，注射 Ｔｈｏｍａｓ 液（４ ℃，２０ ｍｌ ／ ｋｇ）使心脏停搏 ６０ ｍｉｎ，４ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液保护心脏，停搏 ３０ ｍｉｎ 时半量复

灌 Ｔｈｏｍａｓ 液（４ ℃，１０ ｍｌ ／ ｋｇ），６０ ｍｉｎ 时使用 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液再灌注 ３０ ｍｉｎ；Ｓｅｖ 组：３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液平衡灌

注 １５ ｍｉｎ 后继续灌注含饱和 １􀆰 ０ ＭＡＣ 七氟醚的 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液 １５ ｍｉｎ，注射 Ｔｈｏｍａｓ 液（４ ℃，２０ ｍｌ ／
ｋｇ）使心脏停搏 ６０ ｍｉｎ，４ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液保护心脏，停搏 ３０ ｍｉｎ 时半量复灌 Ｔｈｏｍａｓ 液（４ ℃，１０ ｍｌ ／ ｋｇ），６０
ｍｉｎ 时使用含饱和 １􀆰 ０ ＭＡＣ 七氟醚的 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液再灌注 ３０ ｍｉｎ。 于再灌注即刻至灌注结束，记录

离体心脏复跳时间（再灌注即刻至心脏首次跳动所需的时间），室性心律失常（室性早搏、室性心动

过速、室性颤动） 发生情况和持续时间。 采用心脏刺激仪行程控刺激，测定并记录有效不应期

（ＥＲＰ）、传导速度（ＣＶ）。 采用免疫印迹法检测心室肌组织 Ｃｘ４３ 和 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 蛋白相对含量。
结果　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组和 Ｓｅｖ 组 ＥＲＰ 明显延长，ＣＶ 明显减慢（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＩＲ 组 Ｃｘ４３ 及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８
蛋白相对含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＩＲ 组比较，Ｓｅｖ 组心脏复跳时间明显缩短，心律失常发生率明

显降低，心律失常持续时间明显缩短，ＥＲＰ 明显缩短，ＣＶ 明显增快，Ｃｘ４３ 及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 蛋白相对含

量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 七氟醚可以上调低温全心缺血－再灌注心室肌组织 Ｃｘ４３ 和 Ｃｘ４３
Ｓｅｒ３６８ 的表达，促使心室肌电传导增快、有效不应期缩短，降低再灌注心律失常的发生。
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　 　 缺血－再灌注导致室性心律失常风险增加［１］，
有研究表明，七氟醚可降低再灌注心律失常的发生

风险［２－３］。 再灌注心律失常的发生与心肌细胞间缝

隙连接（ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＧＪ）电传导障碍息息相关［４］。
ＧＪ 是心脏心肌细胞间电传导的结构基础，通过介导

细胞间电化学信号维持正常的心电耦联［５］。 缝隙

连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ， Ｃｘ）是 ＧＪ 的基本单位，成年哺

乳动物心室肌主要表达 Ｃｘ４３，Ｃｘ４３ 正常表达及丝

氨酸 ３６８ 位点（Ｓｅｒ３６８）磷酸化水平对保证心肌细胞

间正常的电传导至关重要［４－６］，七氟醚对低温全心

缺血－再灌注心室肌电传导及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 磷酸化

水平的影响尚不清楚，故本研究采用低温全心缺血

－再灌注离体心脏模型，探讨七氟醚对低温全心缺

血－再灌注心室肌电传导及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 磷酸化的

的影响。

材料与方法

Ｋ⁃Ｈ 液的制备　 分别称取 ＮａＣｌ １２０ ｍｇ、ＫＣｌ ４􀆰 ５
ｍｇ、ＣａＣｌ２ １􀆰 ２５ ｍｇ、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ １􀆰 ２ ｍｇ、ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ２
ｍｇ、ＮａＨＣＯ３ ２０ ｍｇ、Ｃ６ Ｈ１２ Ｏ６ １０ ｍｇ，用 ｄｄＨ２ Ｏ 配制

１ ０００ ｍｌ，过滤后 ４ ℃保存备用；含饱和 １􀆰 ０ ＭＡＣ 七

氟醚的 Ｋ⁃Ｈ 液制备参照前期研究［７］，具体如下：采
用 Ｖａｐｏｒ２０００ 挥发灌将浓度 ２􀆰 ４％七氟醚通入 Ｋ⁃Ｈ
液饱和 １５ ｍｉｎ，七氟醚浓度检测采用高效液相色谱

仪进行，经 ２􀆰 ４％七氟醚饱和后，Ｋ⁃Ｈ 液中七氟醚含

量为（０􀆰 ５０±０􀆰 ０４）ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
实验分组与处理　 参照前期研究［８］，取成功制

备的 ２４ 只离体灌注工作心脏，采用随机数字表法分

为三组：对照组（Ｃ 组）、低温全心缺血－再灌注组

（ＩＲ 组）和 １􀆰 ０ ＭＡＣ 七氟醚处理组（Ｓｅｖ 组），每组 ８
只。 三组经 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 平衡液灌注 １５ ｍｉｎ 后分别按

以下方式进行灌注：Ｃ 组继续灌注 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液 １０５
ｍｉｎ；ＩＲ 组继续灌注 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液 １５ ｍｉｎ 后，注射

Ｔｈｏｍａｓ 液（４ ℃，２０ ｍｌ ／ ｋｇ）使心脏停博 ６０ ｍｉｎ，４ ℃

Ｋ⁃Ｈ 液保护心脏，停搏 ３０ ｍｉｎ 时半量复灌 Ｔｈｏｍａｓ
液（４ ℃，１０ ｍｌ ／ ｋｇ），６０ ｍｉｎ 时使用 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液再

灌注 ３０ ｍｉｎ；Ｓｅｖ 组继续灌注含饱和 １􀆰 ０ ＭＡＣ 七氟

醚的 ３７ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液 １５ ｍｉｎ 后，注射 Ｔｈｏｍａｓ 液（４ ℃，
２０ ｍｌ ／ ｋｇ）使心脏停博 ６０ ｍｉｎ，４ ℃ Ｋ⁃Ｈ 液保护心

脏，停搏 ３０ ｍｉｎ 时半量复灌 Ｔｈｏｍａｓ 液 （ ４ ℃，１０
ｍｌ ／ ｋｇ），６０ ｍｉｎ 时使用含饱和 １􀆰 ０ ＭＡＣ 七氟醚的 ３７
℃ Ｋ⁃Ｈ 液再灌注 ３０ ｍｉｎ。

心律失常的监测 　 参照前期研究［８］，具体如

下：于左心室前游离壁置入自制的单相动作电位复

合电极，于再灌注即刻至灌注结束，记录离体心脏

复跳时间（再灌注即刻至心脏首次跳动所需的时

间）、室性心律失常（室性早搏、室性心动过速、室性

颤动）发生例数和持续时间。
有效不应期的测定 　 采用 ＤＦ⁃５Ａ 心脏刺激仪

行程控刺激。 于再灌注 ３０ ｍｉｎ 时将心脏刺激仪的

刺激电极置于左室前壁，ＢＬ⁃４２０Ｆ 生物机能实验系

统 记 录 有 效 不 应 期 （ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｐｅｒｉｏｄ，
ＥＲＰ）。 发放 ８ 个起搏刺激波 Ｓ１ 后，发放一个早搏

刺激波 Ｓ２，设置 Ｓ１Ｓ１ 为 ２５０ ｍｓ，Ｓ１Ｓ２ 为 ２５０ ｍｓ，
Ｓ１Ｓ２ 自 ２５０ ｍｓ 每次减少 １０ ｍｓ 的幅度逐渐缩短

Ｓ１Ｓ２，当 Ｓ２ 不能诱发动作电位时，将 Ｓ１Ｓ２ 增加 １０
ｍｓ，然后以 １ ｍｓ 负扫至 Ｓ２ 不能诱发动作电位，此刻

Ｓ１Ｓ２ 即为 ＥＲＰ。
传导速度的测定 　 采用 ＤＦ⁃５Ａ 心脏刺激仪行

程控刺激，于再灌注 ３０ ｍｉｎ 时在左室前壁安置心脏

刺激仪的刺激电极，记录电极距其 ３ ｍｍ，用 ＢＬ⁃
４２０Ｆ 生物机能实验系统记录激动潜伏期（刺激波起

点和 ＭＡＰ 峰值的时间间隔）；传导速度（ ｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｖｅｌｏｃｉｔｙ，ＣＶ）＝ ３ ｍｍ ／激动潜伏期。

Ｃｘ４３ 和 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 蛋白相对含量的测定　 程

控电刺激结束后，取上述实验左心室肌，按说明书

加入恰当的细胞裂解液及蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ），
冰上匀浆，采用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒定量。 根
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据分子量大小，制备 １２％的分离胶，５％的浓缩胶，上
层胶电压 ８０ Ｖ 下层胶电压 １２０ Ｖ 进行电泳，２００ ｍＡ
恒电流转膜 ２ ｈ，用封闭液封闭 ２ ｈ，分别孵育兔抗大

鼠一抗（Ｃｘ４３ 抗体，１ ∶ ８００；Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８，１ ∶ １ ０００）
４ ℃过夜，次日采用辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

二抗（１ ∶１０ ０００）室温孵育 １ ｈ。 ＥＣＬ 显色曝光，显
影。 并以内参 ＧＡＰＤＨ 蛋白条带光密度值为标准，
计算 Ｃｘ４３ 及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 蛋白的相对含量。

统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计分

析。 正态分布计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析；计数资料比较采用
χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有

统计学意义。

结　 　 果

心脏复跳时间和心律失常　 Ｃ 组未发生心律失

常，再灌注期间 ＩＲ 组和 Ｓｅｖ 组均有不同程度室早、
室速及室颤等心律失常发生，其中 ＩＲ 组心律失常 ６
例，１ 例自动恢复正常节律；Ｓｅｖ 组有 ２ 例发生心律

失常，且自动恢复正常节律。 与 ＩＲ 组比较，Ｓｅｖ 组

心脏复跳时间及心律失常持续时间明显缩短，心律

失常发生率明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 １）。

表 １　 两组心脏复跳时间和再灌注心律失常发生

情况的比较

组别 只数
心脏复跳时间

（ｓ）
心律失常

［例（％）］
心律失常持续时间

（ｍｉｎ）

ＩＲ 组 ８ ２３􀆰 ６０±５􀆰 ２０ ６（７５） ６􀆰 ９０±１􀆰 ７０

Ｓｅｖ 组 ８ １１􀆰 ８７±４􀆰 ６９ａ ２（２５） ａ ３􀆰 ５６±１􀆰 ３４ａ

　 　 注：与 ＩＲ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５

　 　 程控电刺激　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组及 Ｓｅｖ 组 ＥＲＰ
明显延长，ＣＶ 明显减慢（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与 ＩＲ 组比较，Ｓｅｖ
组 ＥＲＰ 明显缩短，ＣＶ 明显增快（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 ２）。

表 ２　 三组心室肌 ＥＲＰ 和 ＣＶ 的比较（􀭵ｘ±ｓ）

组别 只数 ＥＲＰ（ｍｓ） ＣＶ（ｍｍ ／ ｍｓ）

Ｃ 组 ８ ４１􀆰 ６３±０􀆰 ６５ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０１

ＩＲ 组 ８ ５４􀆰 ６２±１􀆰 ２１ａ ０􀆰 １７±０􀆰 ０２ａ

Ｓｅｖ 组 ８ ４６􀆰 ５０±０􀆰 ６３ａｂ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

免疫印迹实验 　 与 Ｃ 组比较， ＩＲ 组 Ｃｘ４３ 及

Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 蛋白相对含量明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与

ＩＲ 组比较，Ｓｅｖ 组 Ｃｘ４３ 及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 蛋白相对含

量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｃ 组与 Ｓｅｖ 组 Ｃｘ４３ 及 Ｃｘ４３
Ｓｅｒ３６８ 蛋白相对含量差异无统计学意义（图 １—２）。

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 １　 三组心室肌 Ｃｘ４３ 蛋白相对含量的比较

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０􀆰 ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０􀆰 ０５

图 ２　 三组心室肌 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 蛋白相对含量的比较

讨　 　 论

再灌注心律失常（ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｒｒｈｙｔｈｍｉａ， ＲＡ）
指心肌血流阻断后恢复心肌灌注所致的心律失常，
可引发血流动力学紊乱甚至造成心源性猝死

（ｓｕｄｄｅｎ ｃａｒｄｉａｃ ｄｅａｔｈ， ＳＣＤ） ［９］。 本实验研究结果

显示，七氟醚可缩短低温全心缺血－再灌注离体心

脏复跳时间、减少室性心律失常的发生。 有研究表

明，七氟醚可通过激活 ＰＩ３Ｋ 和 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路及

线粒体 ＡＴＰ 敏感性 Ｋ＋ 通路、阻断线粒体通透性转

运孔等机制降低 ＲＡ 的发生风险和减少心肌梗死面

积等，从而对缺血－再灌注心肌产生保护作用［１０］。
本课题组前期研究显示，０􀆰 ５ ＭＡＣ、１ ＭＡＣ 和 ２

ＭＡＣ 七氟醚对离体大鼠心肌缺血－再灌注损伤均具

有保护作用，但无浓度依赖性［２］，考虑临床七氟醚
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常用浓度为 １ ＭＡＣ，且成年大鼠七氟醚 １ ＭＡＣ 为

（２􀆰 ３２±０􀆰 １３）％［１１］，参考既往文献［１２］和前期实验结

果［１－３］，本实验选取七氟醚浓度为 ２􀆰 ４％，因此本研

究探讨 １ ＭＡＣ（２􀆰 ４％）七氟醚对低温全心缺血－再
灌注心脏电传导及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 磷酸化的影响。

缺血－再灌注后心律失常的发生与心肌细胞的

兴奋及传导等密切相关［１３］。 ＥＲＰ 是反应心肌兴奋

性的重要指标。 ＥＲＰ 由心肌细胞膜绝对不应期和

局部反应期组成，指动作电位周期中膜电位从 ０ 期

去极化开始到 ３ 期复极化至－６０ ｍＶ 的时段，能反映

膜的再去极化能力［１４］。 一般认为，ＥＲＰ 延长则期前

兴奋不易产生，折返容易中断，心律失常不易发

生［１５］，对整个心室而言，心室肌局部 ＥＲＰ 明显延长

或缩短导致其离散度增大，使得心室肌处于空间分

布不均匀状态，激动在传导中局部受阻而形成折

返，造成心律失常。 ＣＶ 则是反应心肌电传导的重

要指标。 ＣＶ 的减慢提示心肌细胞间传导减慢和电

耦联能力下降，心肌发生心律失常风险增加。 本研

究结果显示，低温全心缺血－再灌注心室肌 ＣＶ 减

慢、ＥＲＰ 延长，导致 ＲＡ 的发生风险增加，而七氟醚

可使低温全心缺血－再灌注心室肌 ＣＶ 增快、ＥＲＰ 缩

短，进而降低心律失常的发生。
细胞间电偶联的结构基础是 ＧＪ，心肌缝隙连接

表达和功能的异常改变导致的缓慢非均一传导均

会引起心脏电活动的异常［４］。 Ｃｘ 是 ＧＪ 的基本单

位［４－６］，成年哺乳动物心室肌主要表达 Ｃｘ４３［５］，
Ｃｘ４３ 正常表达对保证心肌细胞间正常的电偶联及

电传导至关重要。 Ｃｘ４３ 含量下降约 ９０％可使传导

速度下降 ５０％左右［１６］。 Ｔｓｅ［１７］ 研究表明，当 Ｃｘ４３
磷酸化水平在小鼠心肌细胞中表达减少 ５０％时，心
室传导率下降 ３８％，心电图显示 ＱＲＳ 持续时间延

长。 在急性心肌缺血和心肌缺血传导速度与 Ｃｘ４３
降解关系的研究中发现，缺血区传导速度不均匀，
在缺血区中部分区域持续存在传导阻滞，这些区域

的磷酸化的 Ｃｘ４３ 严重降解，表明 Ｃｘ４３ 磷酸化的严

重降解是缺血区域持续传导阻滞的重要解剖学基

础［１８］。 磷酸化的 Ｃｘ４３ 表达下调会导致传导速度下

降和异质性增加，严重的降解会导致持续传导阻

滞，成为诱发折返性心律失常的重要原因［１９］。 本实

验研究结果显示，低温全心缺血－再灌注心律失常

心室肌组织 Ｃｘ４３ 及 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 的表达明显减少，
而七氟醚上调 Ｃｘ４３ 和 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 的表达。

本研究并未在加入 Ｃｘ４３ 的抑制剂后观察七氟

醚对再灌注心律失常的影响，这为本研究的不足之

处，有待进一步深入研究。
综上所述，七氟醚可以上调低温全心缺血－再

灌注心室肌组织 Ｃｘ４３ 和 Ｃｘ４３ Ｓｅｒ３６８ 的表达，促使

心室肌电传导增快、有效不应期缩短，从而降低再

灌注心律失常的发生。
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·消息·

本刊两篇论文入选“２０２０ 年中华医学百篇优秀论文”

为鼓励科技工作者多出科研精品和原创性研究成果，把论文写在祖国大地上，把更多优秀成果在我国科技期刊首发，助
推世界一流科技期刊建设，中国科协决定继续开展中国科协优秀科技论文遴选计划。 为响应第五届中国科协优秀科技论文

遴选活动，中华医学会面向全国医药卫生领域期刊（不局限于中华医学会系列杂志）开展“２０２０ 年中华医学百篇优秀论文评

选活动”。 第五届中国科协优秀科技论文通过专家评审将从中华医学百篇优秀论文中产生。 本次优秀论文评选活动继续由

中华医学会杂志社承办。
２０２０ 年 ６ 月 １０—２４ 日，本刊编辑部从 ２０１６—２０１９ 年所有刊出的论文中遴选出 ２ 篇具有较高学术和临床价值的论文，并

按照要求登录“２０２０ 年中华医学百篇优秀论文遴选平台”（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｏｐ１００．ｍｅｄｌｉｎｅ．ｏｒｇ．ｃｎ）进行申报。 最终，经过专家评审，天津

市第三中心医院发表的论文《轻度认知功能障碍老年患者腰椎减压植骨融合术七氟醚复合丙泊酚的适宜配伍剂量》（第一作

者：陈一萌，通信作者：王海云）和上海交通大学医学院附属瑞金医院发表的论文《实施加速康复外科麻醉管理对甲状腺手术

应激水平的影响》（第一作者：吕卓辰，通信作者：罗艳）入选“２０２０ 年中华医学百篇优秀论文”。
据悉，本次遴选出的“２０２０ 年中华医学百篇优秀论文”，类别包括基础研究、临床研究及综述三类，涵盖内科、外科、妇产

科、儿科、眼科、耳鼻喉、病理科、影像科、护理学等 ４２ 个专业，涉及期刊 ７５ 种。 这是继 ２０１７ 年本刊 １ 篇论文入选“中华医学百

篇优秀论文”后再次有论文入选。
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