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依托咪酯对缺血再灌注大鼠心肌损伤的保护作用 
    

胡海涛 a，梅海翔 a，李华 b，裴自琴 a，付昕尧 a(江西省中西医结合医院，a.麻醉科；b.心内科，南昌 330003) 
 

摘要：目的  探讨依托咪酯对缺血再灌注(ischemia reperfusion，I/R)大鼠心肌损伤的保护作用及其机制。方法  将大鼠随

机分为 5 组：假手术组、模型组(I/R 组)、I/R+依托咪酯(5 mg·kg−1)组、I/R+依托咪酯(10 mg·kg−1)组和 I/R+依托咪酯

(20 mg·kg−1)组，采用冠状动脉结扎法建立 I/R 损伤模型。治疗组腹腔注射对应剂量的依托咪酯，假手术组和模型组给予

等量生理盐水，每天给药 1 次，连续 14 d。对大鼠心肌组织进行 HE 染色，观察心肌损伤情况；ELISA 检测血清样本中

心损标记物肌钙蛋白(cardiac troponin I，cTnI)、肌酸激酶同工酶(creatine kinase-MB，CK-MB)和肌红蛋白(myoglobin，

Mb)表达水平，以及氧化应激指标丙二醛(malondialdehyde，MDA)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)和乳

酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)的含量；TUNEL 染色检测心肌凋亡情况；Western blotting 检测心肌组织凋亡蛋白

Bcl-2 和 Bax 的表达情况，P65 磷酸化及下游靶基因 IL-1β 和 TNF-α 的蛋白表达水平。结果  依托咪酯能改善 I/R 大鼠心

肌损伤程度，并呈剂量依赖性地降低 cTnI、CK-MB 和 Mb 表达(P<0.05)，增加 SOD 活性(P<0.05)，降低 LDH 和 MDA
含量(P<0.05)，下调 Bax(P<0.05)、增加 Bcl-2 蛋白表达(P<0.05)，降低心肌凋亡水平(P<0.05)，抑制 NF-κB P65 的磷酸化

(P<0.05)及下游靶基因 IL-1β、TNF-α 的蛋白表达水平(P<0.05)。结论  依托咪酯对 I/R 大鼠的心肌损伤起到保护作用，

其机制与缓解氧化应激及抑制 NF-κB P65 的磷酸化相关。 
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Protective Effect of Etomidate on Myocardial Injury Induced by Ischemia-reperfusion in Rats 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the protective effect and its mechanism of etomidate on myocardial injury in 
ischemia-reperfusion(I/R) model rats. METHODS  Rats were randomly divided into five groups: sham operation group, model 
group(I/R group), I/R + etomidate(5 mg·kg−1), I/R + etomidate(10 mg·kg−1) and I/R + etomidate(20 mg·kg−1) group. I/R injury 
model was established by coronary artery ligation. The treatment group received intraperitoneal injection of etomidate at the 
corresponding dose, and the sham operation group and the I/R group received the same amount of saline once a day for 14 
consecutive days. HE staining was used to observe myocardial injury in rats. Cardiac injury markers[cardiac troponin I(cTnI), 
creatine kinase-MB(CK-MB), myoglobin(Mb)] and oxidative stress factor[malondialdehyde(MDA), superoxide dismutase 
(SOD), lactate dehydrogenase(LDH)] were detected by ELISA. TUNEL staining was used to detect myocardial apoptosis. 
Western blotting was used to detect the expression of apoptotic protein Bcl-2 and Bax, the phosphorylation of P65 and protein 
expression of its downstream target genes IL-1β and TNF-α. RESULTS  Etomidate could improve the degree of myocardial 
injury in rats with I/R and decrease the expression of cTnI, CK-MB, Mb in dose-dependent manner(P<0.05), and increase 
SOD activity(P<0.05), decrease LDH, MDA content(P<0.05), down-regulate Bax(P<0.05) while up-regulate Bcl-2(P<0.05) 
protein expression, decrease myocardial apoptosis level(P<0.05), inhibit phosphorylation of NF-kB P65(P<0.05) and protein 
expression level of downstream target genes IL-1β and TNF-α(P<0.05). CONCLUSION  Etomidate has protective effect on 
myocardial injury induced by I/R in rats, and its mechanism is related to alleviating oxidative stress and inhibiting 
phosphorylation of NF-kB P65. 
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心血管疾病是世界范围内最致命的病因之

一，缺血再灌注(ischemia reperfusion，I/R)损伤

是该病治疗过程中最难攻克的点[1]，目前尚没有

有效避免心脏 I/R 损伤的药物或治疗方案，因此研

究 I/R 损伤的分子机制和开发潜在的治疗药物和

方法很有必要[2-3]。依托咪酯的化学名为(+)-1-(1-
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苯乙基)-1 氢-咪唑-5-羧酸乙酯，属于非巴比妥类静脉

镇静药，也是一种用于全身麻醉的咪唑衍生物[4-5]。

大量研究表明，术中麻醉使用依托咪酯对术后恢

复有利，如在胫骨骨折手术中，采用依托咪酯麻

醉能抑制下肢 I/R 损伤所致的氧化应激和炎症因

子水平升高 [6-8]，而依托咪酯预处理对动物脊髓

损伤和心肌 I/R 损伤有改善作用，与其抗氧化和

抗凋亡功能有关[9-10]。值得注意的是，依托咪酯

后处理能对糖尿病氧化应激造成的神经系统损

伤起到治疗作用[11]。但关于依托咪酯后处理对心

肌 I/R 损伤的影响还鲜有报道。本研究通过建立

I/R 损伤模型，研究依托咪酯后处理对模型大鼠

心肌损伤的保护作用及其可能作用机制，拟为依

托咪酯在临床上的新应用提供参考。 
1  材料 
1.1  动物及试剂   

SPF 级 SD 大鼠 60 只，♂，体质量(260.6±37.5) g，
购自北京维通利华公司，动物生产许可证号：

SCXK(京)2014-0001，动物合格证号：0015675；
依托咪酯(江苏恩华药业股份有限公司，批号：

H20020511；规格：10 mL∶20 mg；其他浓度用生

理盐水配制)；蛋白抽提试剂盒(批号：KGBSP002)、
BCA 蛋白测定试剂盒(批号：KGP902)购自南京凯

基生物有限公司；化学发光液(批号：345818)、
PVDF 膜(货号：C3117)购自密理博中国有限公司；

抗体购自 Abcam 公司；Bcl-2(货号：ab194583)、
Bax(货号：ab32503)、NF-κB p-P65(ab76302)、
NF-κB P65(货号：ab16502)、IL-1β(货号：ab9787)、
THF-α(货号：ab205587)、肌酸激酶同工酶(creatine 
kinase-MB，CK-MB，货号：K68t3)、肌钙蛋白

(cardiac troponin I，cTnI，货号：#923945)、肌红

蛋白(myoglobin，Mb，货号：#2269B)、超氧化物

歧 化 酶 (superoxide dismutase ， SOD ，货号：

DYC3419-2)、丙二醛(malondialdehyde，MDA，货

号：S0131S)、乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，
LDH，货号：C0016)ELISA 试剂盒均购自 R&D 
Systems 公司。 
1.2  仪器   

CKX53 倒置显微镜(日本奥林巴斯公司)；
Infinite M1000Pro 多功能酶标仪(瑞士 TECAN 公

司)；TSX 40086A 超低温冰箱(美国 Thermo 公司)；
Mini-PROTEAN Tetra 电泳仪及 Trans-Blot 半干转

膜仪均购自美国伯乐公司；Gel View 6000 化学发

光凝胶成像系统(广州云星仪器有限公司)。 

2  方法 
2.1  I/R 损伤大鼠模型的建立   

适应性饲养 7 d，大鼠麻醉后仰卧固定，分离

肌肉层暴露胸骨，打开胸腔小心剪开心包暴露心

脏。撕开心包膜，结扎左侧冠状动脉左前降支建

立缺血，假手术组除不结扎外其他同上。Ⅱ导联

心电图 J 点弓背抬高，T 波异常为结扎成功。心

肌缺血 30 min 后，再灌注 2 h 完成心肌 I/R 损伤

造模。 
2.2  分组与给药   

将模型动物分为 4 组 (n=10)：模型组 (I/R
组 )， I/R+依托咪酯(5 mg·kg−1)组，I/R+依托咪酯

(10 mg·kg−1)组和 I/R+依托咪酯(20 mg·kg−1)组，另

设假手术组。治疗组大鼠分别腹腔注射给予 5，10
和 20 mg·kg−1 依托咪酯 10 mL·kg−1，假手术组和

I/R 组腹腔注射给予等量的生理盐水，每天给药 1
次，连续给药 14 d。 
2.3  HE 染色观察心肌损伤   

取左室冠状面中部的环状心肌组织块，经

40 g·L−1 多聚甲醛固定，常规石蜡包埋、切片及

HE 染色，镜下观察心肌损伤情况。 
2.4  ELISA 检测心损标记物、氧化应激指标   

股动脉采血，自然凝固后，于 4 ℃ 3 000 r·min−1 

条件下离心，收集血清分装保存。严格按试剂盒

说明书测定 CK-MB、cTnI、Mb、SOD、MDA 和

LDH 含量。 
2.5  TUNEL 染色检测心肌凋亡情况   

对“2.3”项下所制心脏组织切片进行 TUNEL
染色。TUNEL 阳性细胞特征为细胞核内可见着色

颗粒，阴性细胞不着色。计算公式：凋亡率=TUNEL
阳性细胞/总细胞数×100%。 
2.6  Western blotting 检测 Bcl-2 和 Bax、NF-κB 
P65、IL-1β、TNF-α 的蛋白表达 

严格按照试剂盒说明书操作，冰上裂解提取

总蛋白，蛋白定量后调平行 SDS-PAGE 凝胶电泳

分离并转至 PVDF 膜，脱脂牛奶室温封闭 1h 后加

入 1∶1 000 一抗，4 ℃孵育过夜，次日加入辣根

过氧化物酶标记的对应二抗，孵育 2 h。最后滴加

发光液曝光。以 GAPDH 为内参。 
2.7  统计学分析   

用 SPSS 18.0 统计软件对数据进行统计，实验

结果以 sx ± 表示。方差齐且服从正态分布则组间

差异采用单因素方差分析进行检验。P<0.05 为差

异有统计学意义。 
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3  结果 
3.1  依托咪酯对 I/R 大鼠心肌损伤的影响   

HE 染色结果显示，镜下可见假手术组大鼠心

肌组织未见明显病理学改变；I/R 组大鼠则出现明

显排列紊乱、细胞肿胀、炎性浸润和心肌纤维断

裂等病理改变，证明冠状动脉结扎法可以成功复

制 I/R 损伤模型；治疗组大鼠心肌组织的病理改变

较 I/R 组得到明显改善。结果见图 1。 
3.2  依托咪酯对 I/R 损伤大鼠心损标记物含量的

影响   
ELISA 检测结果显示，与假手术组相比，I/R

组大鼠 CK-MB、cTnΙ 和 Mb 的血清含量均明显上

升(P<0.05)；而依托咪酯治疗组与 I/R 组相比，大

鼠血清中 3 种标记物含量均出现明显下调

(P<0.05)，且与依托咪酯给药剂量呈负相关。结果

见图 2。 
3.3  依托咪酯对 I/R 损伤大鼠氧化应激指标含量的

影响   
ELISA 检测结果显示，与假手术组相比，I/R

组大鼠血清中抗氧化酶 SOD 含量明显降低

(P<0.05)，LDH 和氧化产物 MDA 则明显增加

(P<0.05)；与 I/R 组相比，依托咪酯治疗组大鼠 SOD
含量呈剂量依赖性上升(P<0.05)，LDH 和 MDA 则

下降(P<0.05)。结果见图 3。 
 

 
 

图 1  依托咪酯对缺血再灌注损伤模型大鼠心肌损伤的影响(HE，400×) 
Fig. 1  Effects of etomidate on myocardial injury in rats with I/R injury(HE，400×) 
 

 
图 2  依托咪酯对缺血再灌注损伤模型大鼠心损标记物含量的影响(n=10) 
A−cTn1 的含量；B−CK-MB 和 Mb 的含量。与假手术相比，1)P<0.05；与 I/R 组相比，2)P<0.05。 
Fig. 2  Effects of etomidate on the content of cardiac damage markers in rats with I/R injury(n=10) 
A−content of cTnΙ; B−content of CK-MB and Mb. Compared with the sham operation group, 1)P<0.05; compared with the I/R group, 2)P<0.05. 

 

 
 

图 3  依托咪酯对缺血再灌注损伤模型大鼠氧化应激指标含量的影响(n=10) 
与假手术组相比，1)P<0.05；与 I/R 组相比，2)P<0.05。 
Fig. 3  Effects of etomidate on the content of oxidative stress factors in rats with I/R injury(n=10)  
Compared with sham operation group, 1)P<0.05; compared with the I/R group, 2)P<0.05. 
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3.4  依托咪酯对 I/R 损伤大鼠心肌凋亡的影响   
Western blotting 结果显示，与假手术组相比，

I/R 组大鼠心肌组织高表达 Bax 蛋白(P<0.05)，低

表达 Bcl-2 蛋白(P<0.05)；治疗组大鼠心肌组织中

两者的蛋白表达水平较 I/R 组明显逆转(P<0.05)，
且呈依托咪酯剂量依赖性。结果见图 4A。 

TUNEL 实验结果显示，与假手术组相比，I/R
组大鼠心肌凋亡水平明显升高(P<0.05)；依托咪酯

治疗组心肌凋亡率呈剂量依赖性地降低(P<0.05)。
结果见图 4B。 

3.5  依托咪酯对 I/R 损伤大鼠 NF-κB P65 磷酸化

及下游靶基因 IL-1β、TNF-α 蛋白表达的影响   
Western blotting 结果显示，与假手术组相比，

I/R 组大鼠心肌组织 NF-κB P65 总蛋白表达无明显

差异，而 p-P65 随依托咪酯给药剂量增加，即

p-P65/P65 磷酸化比例逐渐增加(P<0.05)，同时其

下游靶基因 IL-1β、TNF-α 的蛋白表达水平也明显

上调(P<0.05)；但经依托咪酯治疗后，p-P65/P65、
IL-1β和TNF-α的蛋白表达量均呈剂量依赖性地降

低(P<0.05)。结果见图 5。 
 

 
 

图 4  依托咪酯对缺血再灌注损伤模型大鼠心肌凋亡的影响(n=10) 
A−Bax 和 Bcl-2 蛋白表达；B−心肌细胞凋亡率(400×)。与假手术相比，1)P<0.05；与 I/R 组相比，2)P<0.05。 
Fig. 4  Effects of etomidate on myocardial apoptosis in rats with I/R injury(n=10) 
A−Bax and Bcl-2 protein expression; B−apoptosis rate of myocardial cells (400×). Compared with sham operation group, 1)P<0.05; compared with the I/R 
group, 2)P<0.05. 

 

 
 

图 5  依托咪酯对缺血再灌注模型大鼠 p-P65、IL-1β 和 TNF-α 表达的影响(n=10) 
A−p-P65 的蛋白表达；B−IL-1β的蛋白表达；C−TNF-α的蛋白表达。与假手术相比，1)P<0.05；与 I/R 组相比，2)P<0.05。 
Fig. 5  Effects of etomidate on the protein expression of p-P65, IL-1β and TNF-α in rats with I/R injury(n=10) 
A−protein expression of p-P65; B−protein expression of IL-1β; C−protein expression of TNF-α. Compared with sham operation group, 1)P<0.05; 
compared with the I/R group, 2)P<0.05. 
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4  讨论 
心血管疾病被认为是医学界仅次于肿瘤的人

类健康第二杀手，而心肌 I/R 损伤相关疾病的发病

率和死亡率都很高。Yuzer 等[12]探讨静脉麻醉药对

肾 I/R 损伤的影响，结果表明：麻醉药异丙酚和硫

喷妥钠等显著降低肾脏病理学评分和丙二醛水

平，推测它们对肾脏的保护作用可归因于抗氧化

功能；且依托咪酯前处理能有效降低心肌缺血再

灌注诱导的心肌细胞凋亡发生[10]。但依托咪酯后

处理在心肌 I/R 损伤中是否存在潜在的正向作用

尚不可知，本研究采用冠状动脉结扎法建立了心

肌 I/R 损伤大鼠模型，并以此为研究对象，探讨依

托咪酯后处理在心肌 I/R 损伤中的作用及其机制。 
首先，笔者对各组大鼠心肌组织进行了 HE 染

色和 TUNEL 染色，并检测了大鼠血清样本中心损

标记物的含量水平。结果证明，依托咪酯腹腔注

射治疗后的大鼠其心肌组织病理学改变明显减

轻，心肌细胞凋亡水平也明显减少，同时 cTnI、
CK-MB 和 Mb 的血清含量也明显下调。上述结果

均证明，冠状动脉结扎法能成功复制 I/R 心肌损伤

模型，而依托咪酯后处理能有效改善 I/R 损伤造成

的心肌病理学改变，即减少心肌损伤。 
就其机制而言，心肌 I/R 损伤发生后，心肌细

胞正常的凋亡程序被打乱，在缺血缺氧的刺激下，

细胞核内凋亡基因高表达，加重细胞凋亡的发生。

研究发现，在糖尿病患者中，依托咪酯在晚期糖

基化终产物存在情况下，能协同降低人内皮

EAHY926 细胞的存活率，并上调细胞色素酶 C 的

释放，激活凋亡执行器 caspase-3，从而诱导细胞

凋亡发生；另外，能通过线粒体呼吸链复合物 IV
和线粒体膜电位协同促进氧化应激，上调活性氧

化物 ROS 和线粒体超氧化物含量，最终实现促进

内皮EAHY926细胞凋亡和衰老的作用[13]。Liu等[14]

研究认为，低剂量依托咪酯预处理能降低大鼠肾

上腺功能不全，其机制与调节氧化应激相关

MAPK 和降低细胞凋亡水平相关。SOD 是一种来

源于细胞的活性物质，能消除代谢过程中的有害

物质，如 ROS[15]。本研究发现，依托咪酯可以抑

制 Bax、增加 Bcl-2 蛋白表达，进而抑制模型大鼠

心肌细胞的大量凋亡；同时，增加抗氧化酶 SOD
活性、降低氧化酶 LDH 及氧化产物 MDA 含量。

上述机制减少了心肌细胞凋亡和氧化应激，从而

对 I/R 大鼠心肌损伤起到保护作用。综合实验结果

表明，依托咪酯后处理能有效降低心肌 I/R 损伤模

型大鼠心肌细胞凋亡率和氧化应激水平。 
众所周知，NF-κB 是调节炎症途径的最重要

的转录调节因子，激活的 NF-κB 可转移到细胞核

并与促炎基因的启动子结合，导致基因表达增强

和炎症反应的扩增，从而导致炎症损伤。因此，

阻断 NF-κB 转录活性可能是治疗炎症性疾病的重

要靶点[16-18]。很多炎症性疾病的病理特征是细胞

过度凋亡和促炎因子产生。碧萝芷、丹参酚酸 B、

牛蒡子苷元等许多天然化合物在抗细胞凋亡和/或
炎症干预上表现出生物学活性[19-21]。本研究证明，

依托咪酯能剂量依赖性地下调 p-P65/P65 蛋白表

达，及其下游炎症靶基因 IL-1β、TNF-α 的表达，

从而提高模型大鼠的抗氧化损伤能力。即依托咪

酯后处理对心肌 I/R损伤的保护作用与抑制NF-κB
信号通路活化有关，但此过程中是否存在其他信

号通路的作用还需进一步研究。 
综上所述，本研究发现：在 I/R 损伤大鼠模型

中，依托咪酯能减少心肌细胞凋亡及相关凋亡相

关蛋白表达，调控心肌酶活性和心损标记物的表

达水平，最后抑制氧化应激通路 NF-κB P65 的磷

酸化激活。即依托咪酯能剂量依赖性地通过降低

氧化应激、抑制 NF-κB P65 的磷酸化激活，从而

实现对心肌缺血再灌注模型大鼠心肌损伤起到保

护作用。 
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