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远端肢体缺血预处理对失血性休克液体复苏

大鼠心肌损伤的保护作用研究

林辉　刘隽华　周天恩　杨正飞

　　 【摘要】　目的　利用心脏超声、心电图以及心肌损伤标志物综合评价远端肢体缺血预处理对
失血性休克液体复苏大鼠心肌损伤的保护作用。方法　成年健康雄性 ＳＤ大鼠 （３００～３５０ｇ）３６只，
随机分为３组 （ｎ＝１２）：空白对照组 （Ｃ组）、失血性休克复苏组 （ＳＲ组）和远端肢体缺血预处理组
（ＲＩＰＣ组）。经股动脉持续１ｈ放出全身血容量的５０％血液，１ｈ后由股静脉３０ｍｉｎ回输全部自体血，
建立失血性休克和复苏模型。ＲＩＰＣ组于放血前４０ｍｉｎ采用止血带阻断双侧后肢血流５ｍｉｎ，松开５
ｍｉｎ，反复４次，行远端肢体缺血预处理。于基础状态 （ＢＬ）、放血结束即刻 （Ｓ１）、回输自体血液前
（Ｓ２）、回输结束即刻 （Ｒ１）、回输后１ｈ（ＰＲ１ｈ）以及２ｈ（ＰＲ２ｈ），记录心电图以及平均动脉压
（ＭＡＰ），采用心脏彩色多普勒超声测量心输出量、ＬＶＥＦ、左心室短轴缩短率 （ＦＳ）以及左心室心肌
活动指数 （ＴｅｉＩｎｄｅｘ），利用免疫化学发光仪检测动脉血在 ＢＬ、Ｓ２、ＰＲ２ｈ时间点的心肌肌钙蛋白 Ｉ
（ｃＴｎⅠ）浓度，观察大鼠复苏后７２ｈ存活情况。结果　与 Ｃ组相比，ＳＲ组在 Ｓ１至 ＰＲ２ｈ时，ＲＩＰＣ
组在Ｓ１和Ｓ２时ＭＡＰ、心输出量、ＬＶＥＦ降低，ＴｅｉＩｎｄｅｘ升高 （Ｐ＜００１）；和ＳＲ组比较，ＲＩＰＣ组在
复苏开始后的 ＭＡＰ、心输出量、ＬＶＥＦ升高，ＴｅｉＩｎｄｅｘ降低 （Ｐ＜００１）；在 Ｓ１至 ＰＲ２ｈ，ＳＲ组与
ＲＩＰＣ组ＳＴ段偏移程度以及ｃＴｎＩ浓度比Ｃ组增加 （Ｐ＜００１）；然而，ＲＩＰＣ组的ＳＴ段偏移程度较ＳＲ
组轻 （Ｐ＜００１），复苏存活率较高 （Ｐ＜００１）。结论　远端肢体缺血预处理显著减轻失血性休克液
体复苏后大鼠的心肌缺血再灌注损伤，明显改善了生存预后。

　　 【关键词】　休克；心肌缺血再灌注损伤；缺血预处理；心功能；肌钙蛋白Ｉ
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　　心胸外科手术、选择性血管外科手术、肿瘤切
除术中均可能并发大出血，导致失血性休克［１］。

尽管及时的液体复苏后可以纠正血流动力学，然而

缺血再灌注引起的心肌损伤不利于预后［２３］。许多

研究证实，远端肢体缺血预处理可改善缺血再灌注

导致的心肌损伤［４］。然而远端肢体缺血预处理减

轻失血性休克液体复苏后诱发的心肌损伤程度的研

究并不多见。心脏超声、心电图以及心肌损伤标志

物的变化综合反映心肌损伤的严重程度［５６］。本研

究拟从心脏超声以及心电图等方面评价远端肢体缺

血预处理对失血性休克液体复苏大鼠心肌损伤的保

护作用。

材料与方法

一、动物选择及随机分组

成年健康雄性１０周龄的 ＳＤ大鼠３６只，体质
量３００～３５０ｇ，由广州中医药大学动物实验中心提
供，普通安静的环境 ［温度 （２５±１）℃，湿度
（５０±５）％］适应性饲养１周后开始实验。应用随
机数字表方法，把动物分为３组：空白对照组 （Ｃ
组，ｎ＝１２）、失血性休克复苏组 （ＳＲ组，ｎ＝１２）
和远端肢体缺血预处理组 （ＲＩＰＣ组，ｎ＝１２）。

二、失血性休克复苏动物模型的制备

大鼠麻醉前禁食１２ｈ，自由饮水。利用二氧化
碳诱导麻醉后，腹腔注射戊巴比妥钠５０ｍｇ／ｋｇ麻
醉，仰卧位固定在实验台上。取颈正中切口，置入

右颈静脉插管用于输血及监测中心静脉压；分离右

侧股动脉以及股静脉并置入导管用于放血及监测平

均动脉压 （ＭＡＰ）。经股静脉注射肝素２００Ｕ／ｋｇ，
１０ｍｉｎ后采用抽血输血双向全自动注射泵 ＢＹＺ
８１０Ｄ（比扬医疗器械有限公司，中国长沙）经股
动脉持续放血１ｈ，血液收集在２０ｍｌ无菌注射器
内。失血量为总血容量的 ５０％。观察 １ｈ后，经
３０ｍｉｎ由股静脉回输全部自体血，建立失血性休

克和复苏模型。自体血回输结束后观察２ｈ，待大
鼠清醒后拔除所有导管，缝合伤口，肌肉注射头孢

咪唑预防感染。实验过程中采用灯照直射维持直肠

温度 （３８０±０５）℃。等待动物翻身反射恢复且
清醒后回笼饲养观察。Ｃ组不放血，手术操作同
ＳＲ组。ＲＩＰＣ组于放血前 ４０ｍｉｎ采用止血带阻断
双侧后肢血流５ｍｉｎ，松开５ｍｉｎ，反复４次，行远
端肢体缺血预处理，其余操作同 ＳＲ组。阻断血流
的标准：双后肢皮肤颜色改变，皮肤温度下降，止

血带捆绑以下部位超声监测不到动脉搏动。本实验

方案遵循的程序经过中山大学孙逸仙纪念医院实验

动物伦理委员会审查讨论后批准实行。

三、心脏彩色多普勒超声 （彩超）

于基础状态 （ＢＬ）、放血结束即刻 （Ｓ１）、回
输自体血液前 （Ｓ２）、回输结束即刻 （Ｒ１）、回输
后１ｈ（ＰＲ１ｈ）以及２ｈ（ＰＲ２ｈ），采用 ＨＤ１５彩
色超声仪 （飞利浦公司，荷兰）测量５个心动周
期左心室舒张末期内径 （ＬＶＥＤＤ）和左心室收缩
末期内径 （ＬＶＥＳＤ），计算心输出量、ＬＶＥＦ以及
左心室短轴缩短率（ＦＳ），ＦＳ＝（ＬＶＥＤＤ－ＬＶＥＳＤ）／
ＬＶＥＤＤ×１００％；测量５个心动周期等容舒张时间
（ＩＶＲＴ）、等容收缩时间 （ＩＶＣＴ）和射血时间
（ＥＴ），计算左心室心肌活动指数 （ＴｅｉＩｎｄｅｘ），
ＴｅｉＩｎｄｅｘ＝（ＩＶＣＴ＋ＩＶＲＴ）／ＥＴ。

四、心电图ＳＴ变化
采用迈瑞 ＢｅｎｅＶｉｅｗＴ５监护仪监测心电图和

ＭＡＰ，并利用Ｗｉｎｄａｑ生理记录仪连续记录大鼠的
心电图、ＭＡＰ等生理参数。以 ＢＬ的 ＳＴ段为基线
标准，计算 Ｓ１，Ｓ２，Ｒ１，ＰＲ１ｈ以及 ＰＲ２ｈ的 ＳＴ
变化值。

五、心肌损伤标志物

在 ＢＬ，Ｓ２，ＰＲ２ｈ时间点分别抽取动脉血
０５ｍｌ，低温离心后提取上清液，利用 ＡＣＣＥＳＳ２
免疫化学发光仪检测心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎⅠ）浓度。
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六、生存结局

记录大鼠失血性休克复苏后７２ｈ的生存结局
情况 （每组存活率 ＝每组存活大鼠数量／每组实验
大鼠总数）。

七、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１６０的统计学软件进行分析，定量
资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析进行组间
比较 （差异有统计学意义后采用ＬＳＤｔ法进行两两
对比），单组重复测量设计的方差分析进行组内比

较 （差异有统计学意义后，前后对比采用配对ｔ检
验，用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法校正检验水准），定性资料比
较采用Ｆｉｈｅｒ确切概率法。Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

结　　果

一、３组大鼠各个时刻血流动力学以及心功能
指标的比较

在ＢＬ时刻３组大鼠的生理学指标比较差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）；与对照大鼠Ｃ组比较，在
Ｓ１，Ｓ２，Ｒ１时刻 ＳＲ组与 ＲＩＰＣ组 ＭＡＰ明显下降；
在Ｓ１至 ＰＲ２ｈ时刻，ＳＲ组与 ＲＩＰＣ组大鼠的心输
出量、ＬＶＥＦ降低，ＴｅｉＩｎｄｅｘ升高 （Ｐ＜００１）；而
ＦＳ在 Ｓ１至 Ｒ１时明显升高，在回输血液复苏后逐
渐下降（Ｐ＜００１）。与ＳＲ组大鼠比较，ＲＩＰＣ组在
Ｓ１至 ＰＲ２ｈ时，ＭＡＰ、心输出量和 ＬＶＥＦ，ＦＳ升
高，ＴｅｉＩｎｄｅｘ降低（Ｐ＜００１），见表１。

　　表１ ３组大鼠各个时刻血流动力学以及心功能指标的比较 （ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

指　标 分　组 ＢＬ Ｓ１ Ｓ２ Ｒ１ ＰＲ１ｈ ＰＲ２ｈ

ＭＡＰ
（ｍｍＨｇ）

Ｃ组 １４０±１１ １３７±１０ １４２±５ １３８±１２ １４３±１１ １４０±８

ＳＲ组 １４４３±９１ ４４５±８０ａｃ ４９５±４３ａ １０１０±５３ａｃ ８４９±８７ａｃ ７３５±４６ａｃ

ＲＩＰＣ组 １３５３±６５ ４７６±１０２ａｂｃ ４５６±６５ａｂ １２８５±９７ａｂｃ １２２３±１１１ａｂ １２９０±１０４ａｂ

心输出量

（ｍｌ／ｍｉｎ）
Ｃ组 １１０２±３４ １０７０±５５ １０２３±５７ １０８８±６０ １０６４±４５ １１００±４７

ＳＲ组 １１４４±４５ ４２９±３０ａｃ ４６８±４７ａ ６６０±５６ａｃ ５９８±７２ａｃ ５１１±４３ａｃ

ＲＩＰＣ组 １１２６±６７ ４５８±４４ａｂｃ ４５２±７９ａｂ １０９６±８１ａｂｃ １０１０±１０８ａｂ ９９９±４６ａｂ

ＬＶＥＦ（％） Ｃ组 ６８８±１１ ７０８±１２ ６８９±１０ ７１１±１５ ６９８±１２ ７０５±０７

ＳＲ组 ７００±０６ ６００±０７ａｃ ５９０±０９ａ ６３４±０６ａｃ ５８０±０９ａｃ ５００±１６ａｃ

ＲＩＰＣ组 ６９６±０４ ６４６±０５ａｂｃ ６３６±０６ａｂ ６８９±０４ａｂｃ ６９６±０７ａｂ ６８６±０８ａｂ

ＦＳ（％） Ｃ组 ３６５±３６ ３５６±３７ ３６８±４０ ３７８±５７ ３５６±４１ ３７０±３９

ＳＲ组 ３７６±４７ ５０９±７２ａｃ ４９３±６５ａ ３１３±４７ａｃ ２４６±３１ａｃ ２０９±４２ａｃ

ＲＩＰＣ组 ３８５±４６ ５８４±４５ａｂｃ ５６２±６５ａｂ ３７７±４６ａｂｃ ３６６±５１ａｂ ３５２±５０ａｂ

ＴｅｉＩｎｄｅｘ Ｃ组 ０６９０±００３４ ０６９２±００４４ ０６９５±００３７ ０６８６±００２６ ０６９５±００４１ ０６９１±００３５

ＳＲ组 ０６８６±００３０１１２８±００６０ａｃ １１１６±００９０ａ １０３６±００９３ａｃ １１７５±００９０ａｃ １２５７±００９６ａｃ

ＲＩＰＣ组 ０６８８±００２９１０７８±００５９ａｂｃ １００５±００９９ａｂ ０７９８±０１０９ａｂｃ ０７６２±００８９ａｂ ０７３８±００９９ａｂ

　　注：与Ｃ组比较，ａＰ＜００１，与ＳＲ组比较，ｂＰ＜００１，与前一时间点比较，ｃＰ＜００５／５；１ｍｍＨｇ＝０１３３ｋＰａ

　　二、３组大鼠各个时刻心电图 ＳＴ段变化的比
较

与对照大鼠Ｃ组比较，在Ｓ１至ＰＲ２ｈ时ＳＲ组
与ＲＩＰＣ组ＳＴ段较 ＢＬ明显偏移 （Ｐ＜００１）。在

Ｓ１和 Ｓ２时，ＳＲ组与 ＲＩＰＣ组大鼠的 ＳＴ段明显下
移；在Ｒ１至ＰＲ２ｈ时，ＳＲ组与 ＲＩＰＣ组大鼠的 ＳＴ
段明显上抬；然而，对比ＲＩＰＣ组大鼠，ＳＲ组偏移
程度显著增大 （Ｐ＜００１），见表２。

　　表２ ３组大鼠各个时刻心电图ＳＴ段变化的比较 （ｍｖ，珋ｘ±ｓ）

分　组（ｎ＝１２） ＢＬ Ｓ１ Ｓ２ Ｒ１ ＰＲ１ｈ ＰＲ２ｈ

Ｃ组 ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０ ０±０

ＳＲ组 ０±０ －００２３±０００５ａｃ －００２６±０００５ａ ００３６±０００７ａｃ ００４５±０００７ａｃ ００４７±０００７ａ

ＲＩＰＣ组 ０±０ －００１４±０００３ａｂｃ －００１９±０００５ａｂｃ ００１３±０００３ａｂｃ ００１６±０００６ａｂ ００１９±０００５ａｂ

　　注：与Ｃ组比较，ａＰ＜００１；与ＳＲ组比较，ｂＰ＜００１；与前一时间点比较，ｃＰ＜００５／５
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　　三、３组大鼠ｃＴｎＩ浓度的变化结果
Ｃ组大鼠的 ｃＴｎＩ浓度在 ＢＬ、Ｓ２、ＰＲ２ｈ时间

点变化没有统计学差异。ＳＲ组以及 ＲＩＰＣ组大鼠
的 ｃＴｎＩ浓度在 Ｓ２、ＰＲ２ｈ明显高于 ＢＬ（Ｐ＜
００１）。然而，ｃＴｎＩ浓度在 ＲＩＰＣ组在 Ｓ２、ＰＲ２ｈ
低于ＳＲ组 （Ｐ＜００１），见图１。

图１　三组动物不同时间ｃＴｎⅠ浓度变化的比较
注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００１；与 ＳＲ组比较，＃Ｐ＜

００１；与前一时间点比较，＋Ｐ＜００５／２

四、７２ｈ生存结局
ＳＲ组和 ＲＩＰＣ组动物液体复苏后７２ｈ内存活

率分别为２／１２和１０／１２，组间比较差异有统计学
意义 （Ｐ＜００１）。

讨　　论

失血性休克进行液体复苏后引起的缺血再灌注

心肌损伤严重程度与出血量和休克时间密切相

关［７］。根据既往的研究，利用出血量为总血容量

５０％，休克时间为１ｈ的方法制备严重的失血性休
克模型，并在休克后回输自体血进行复苏［８］。而

在本实验中，休克时间延长至２ｈ。结果表明，动
物放血后 ＭＡＰ明显降低至６０ｍｍＨｇ以下，提示
大鼠失血性休克模型制备成功；回输自体血后

ＭＡＰ回升至６０ｍｍＨｇ，提示复苏成功。
既往研究表明，远端肢体缺血预处理可以有效

保护离体心肌的缺血再灌注损伤，包括改善心肌最

大收缩速率，减少心肌的凋亡。参考既往实验，我

们在研究中利用放血前４０ｍｉｎ采用止血带阻断双
侧后肢血流５ｍｉｎ，松开５ｍｉｎ，反复４次的方法进
行肢体缺血预处理。我们的结果和既往研究一致表

明，远端肢体缺血预处理有效保护了失血性休克液

体复苏后动物的心功能，提高了复苏后的心输出量

以及射血分数，并改善了 ＴｅｉＩｎｄｅｘ以及 ＦＳ，从而
改善了生存预后［５］。

心肌缺血再灌注时，心肌中的氧张力降低或无

氧代谢会加强，出现了电位差，即可出现 ＳＴ段的

偏移。在本研究中，大鼠经历失血性休克后的缺血

损伤以后，心电图首先是在缺血阶段出现 ＳＴ段下
移；在液体复苏再灌注后，出现明显的心肌损伤，

ＳＴ段继而上抬。缺血预处理后，休克后复苏大鼠
的心电图 ＳＴ段在缺血阶段以及再灌注后 ＳＴ段的
偏移明显减少。这些结果表明，预处理改善了缺血

再灌注的心肌损伤。

ｃＴｎⅠ被认为是临床上诊断心肌损伤和坏死特
异性最强、敏感度最高的 “金指标”，当心肌细胞

通透性增加时，ｃＴｎⅠ即会从心肌细胞中渗出到血
液中，从而使血清ｃＴｎⅠ水平明显升高。本研究显
示，缺血和再灌注损伤后，休克大鼠血清 ｃＴｎⅠ明
显升高；然而，经过缺血预处理的大鼠 ｃＴｎⅠ仅轻
度增高。因此，经过远端肢体缺血预处理后，缺血

再灌注引起的心肌损伤程度明显减轻。

综上所述，远端肢体缺血预处理可显著减轻失

血性休克液体复苏后大鼠的心肌缺血再灌注损伤，

从而明显改善了生存预后。
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ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｖｉａＫ（ＡＴＰ）ｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎａｒａｔ
ｍｏｄｅｌｏｆｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋＳｈｏｃｋ，２０１４，４２（３）：２２８２３３

［６］ ＷａｌｌａｃｅＫＢ，ＨａｕｓｎｅｒＥ，ＨｅｒｍａｎＥ，ｅｔａｌＳｅｒｕｍｔｒｏｐｏｎｉｎｓａｓｂｉ
ｏｍａｒｋｅｒｓｏｆｄｒｕｇｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉａｃｔｏｘｉｃｉｔｙＴｏｘｉｃｏｌＰａｔｈｏｌ，２００４，
３２（１）：１０６１２１

［７］ ＷａｌｌａｃｅＫＢ，ＨａｕｓｎｅｒＥ，ＨｅｒｍａｎＥ，ＨｏｌｔＧＤ，ＭａｃＧｒｅｇｏｒＪＴ，
ＭｅｔｚＡＬ，ＭｕｒｐｈｙＥ，ＲｏｓｅｎｂｌｕｍＩＹ，ＳｉｓｔａｒｅＦＤ，ＹｏｒｋＭＪＲｅ
ｍｏｔｅｉｓｃｈｅｍｉａｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｆｏｒｒｅｎａｌａｎｄｃａｒｄｉａｃｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｄｕｒ
ｉｎｇｅｎｄｏｖａｓｃｕｌａｒａｎｅｕｒｙｓｍｒｅｐａｉｒ：ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌＪ
ＥｎｄｏｖａｓｃＴｂｅｒ，２００９，１６（６）：６８０６８９

［８］ ＦａｎｇＸ，ＴａｎｇＷ，ＳｕｎＳ，ＨｕａｎｇＬ，ＣｈａｎｇＹＴ，ＣａｓｔｉｌｌｏＣ，Ｗｅｉｌ
ＭＨＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｕｃｃａｌｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｅｐｔｉｃａｎｄ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２００６，３４（１２Ｓｕｐｐｌ）：
Ｓ４４７Ｓ４５３

（收稿日期：２０１５１２０６）

（本文编辑：杨江瑜）

０３２ 新医学２０１６年４月第４７卷第４期
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