
月) 无复发时间较未动脉化疗栓塞组延长 ( χ2 =
7. 596，P = 0． 006) ，复发患者无瘤生存期( 21． 5 ± 5． 0
个月) 也较未动脉化疗栓塞组延长( t = 3． 816，P =
0. 001) ，差异有统计学意义，本研究结果与文献观点
也基本相符。通过风险比例模型分析发现通过术前
动脉化疗栓塞治疗能延长 Ta ～ T1 期浅表性膀胱癌生

存期，其复发风险较无术前动脉化疗栓塞相对下降

30． 8%，死亡风险相对下降 47%，从而减轻了患者的
减寿预期。综上所述，通过对比分析了基础治疗( 膀
胱镜电切术 +膀胱腔内化疗药物保留灌注) +有 /无
基础治疗前经膀胱动脉化疗栓塞介入治疗的两组疗

效差异。笔者发现基础治疗前经膀胱动脉化疗栓塞
的治疗方案疗效总体优于单纯的基础治疗方案，能显

著提高外科治疗的效果，是一种有价值的治疗方法。
当然，术前经动脉导管化疗栓塞的方案一般主要

用于浸润性膀胱癌的术前新辅助化疗，用于浅表性膀

胱癌治疗中必须要相关伦理委员会批准才能实施。
另外，目前缺乏可靠技术方法对膀胱癌术前进行准确

分期、分级，致临床决策有一定的盲目性。因此本研
究过程中存在的偏倚因素较多，研究结果有待多中

心、大规模临床研究进一步证实。
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左卡尼汀联合比索洛尔对心肺复苏
大鼠心肌凋亡的影响

张美齐 翟昌林 陈 环 沈 晔 涂建锋 杨向红

摘 要 目的 探讨左卡尼汀联合比索洛尔对心肺复苏大鼠凋亡的影响及其心脏保护作用。方法 清洁级雄性 SD 大鼠
48 只，随机分为 4 组( n = 12) : 假手术组( Sham组) 、心肺复苏对照组( NS组) 、左卡尼汀及比索洛尔联合治疗组( L － B组) 及左卡
尼汀组( Lc组) 。建立大鼠心肺复苏模型，HE法检测复苏后大鼠心肌病理改变，Tunnel法检测复苏后心肌细胞凋亡情况; 免疫印
迹检测复苏后心肌组织 Bax及细胞色素 C蛋白表达。结果 L － B组及 Lc组与 Sham组及 NS组相比，心肺复苏后心肌病理变化
减轻，凋亡细胞减少; 心肌组织线粒体中 Bax表达水平明显减少，细胞色素 C则相反，其中 L － B组更明显。结论 左卡尼汀联合
比索洛尔，可以通过减少线粒体中 Bax表达及增加细胞色素 C表达，减轻细胞凋亡，对心肺复苏后大鼠心肌有保护作用。

关键词 左卡尼汀 比索洛尔 心肺复苏 心肌凋亡
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Effects of Combination of L － carnitine and Bisoprolol on Myocardial Apoptosis after Cardiopulm Onary Resuscitation in Rats． Zhang
Meiqi，Zhai Changlin，Chen Huan，Shen Ye，Tu Jianfeng，Yang Xianghong． Department of Emergency Intensive Care Unit，Zhejiang
Province People's Hospital，Zhejiang 314500，China

Abstract Objective To investigate the effect of Combination of L － carnitine and bisoprolol on myocardial apotosis after cardiopul-
monary resuscitation in rats． Methods Totally 48 SD rats were randomly divided into 4 groups: Sham operation group ( Sham group) ;
Cardiopulmonary resuscitation group ( NS group) ，L － carnitine and bisoprolol therapy group ( L － B group) and L － carnitine therapy
group ( Lc group) ． HE method was used for the detection of myocardial pathological changes after cardiopulmonary resuscitation in rats，
and myocardial apoptosis were detected by Tunnel method，while Bax and Cytochrome C expression in cytoplasm and mitochondria was de-
tected by Western blotting． Results Compared with NS and Sham group，myocardial pathological changes，apoptotic cells number and
the Bax expression in myocardial tissue mitochondria in L － B and Lc group were decreased significantly while the L － B group was more
obvious． Conclusion Combination use of levocarnitine and bisoprolol can reduce the expression of Bax，increase cytochrome C expres-
sion in mitochondrial，reduce apoptosis，after cardiopulmonary resuscitation in rats，and may have a protective effect．

Key words L － carnitine; Bisoprolol; Cardiopulmonary resuscitation; Myocardial apoptosis

心肺复苏是急救医学领域的研究重点，临床上心

肺复苏成功患者往往存在可逆性的心功能受损，严重

危害人类的健康。左卡尼汀( L － carnitine) ，又称左
旋肉碱，是人体脂肪酸代谢的必需辅助因子，可改善

心肌损伤后的异常代谢状况，加速脂肪的 β 氧化，减
少自由基损害。比索洛尔是一种高选择性 β1 受体
阻断剂，具有起效快，可控性强，对心肌抑制作用小的

特点，更适于临床紧急症状的处理。本研究旨在讨论
左卡尼汀与比索洛尔联用对心肺复苏后大鼠心肌凋

亡的影响以及其可能的保护机制。
材料与方法

1．动物选择及分组: 清洁级雄性 SD 大鼠 48 只，3 ～ 4 月
龄，体重 220 ～ 280g，浙江医科大学动物实验室提供，采用随机
数字表法，将其随机分为 4 组: 假手术组( Sham组) 、心肺复苏
对照组( NS组) 、左卡尼汀及比索洛尔联合治疗组( L － B 组)

及左卡尼汀组( Lc组) ，每组 12 只大鼠。
2．主要试剂和仪器: Western blot 的抗体 BCL － 2 和 Bax

来自中衫金桥有限公司; Tunnel 试剂盒来自武汉博士德生物
技术有限公司; BL － 420F生物信号机能实验系统来自成都太
盟科技有限公司; ALC － V8 动物呼吸机来自上海奥尔科特生
物科技有限公司。

3．给药方法: 48 只大鼠开始 CRP 时同时经腹腔注射药
物，Sham组: 直接给予腹腔注射 2ml 生理盐水; NS 组: 心肺复
苏模型建立后注射 2ml 生理盐水; L － B 组: 心肺复苏模型建
立后注射左卡尼汀 200mg /kg 及比索洛尔 1mg /kg; Lc 组: 心
肺复苏模型建立后注射左卡尼汀 200mg /kg。

4．心肺复苏大鼠动物模型的建立: ( 1) 建立心肺复苏大鼠
动物模型: 采用经食管起搏心室诱发小鼠发生心室纤颤，建立

心博骤停模型。将 2 极的 5F起搏电极经口插入食管约 4cm，
电极近段与 BL － 420F 生物机能实验系统的电生理刺激输出
端相连，参数设置: 电压 20V，脉宽 10ms，频率 20Hz，采用连续
快速起搏心室诱发心室纤颤，若诱发心室纤颤自动转率，需立

即在起搏 30s，直到诱发出的心室纤颤持续存在，无脉性电活
动或全心停搏为止，建立小鼠心脏停搏模型。复苏时动物呼
吸机通气频率设置为 70bpm，潮气量为 3ml /kg，人工胸外按压
按压深度为胸廓前后径的 1 /3。( 2) 心脏骤停( CA) 的标准:

①心电图示心电静止、心室纤颤或电机械分离，动脉搏波形消
失;②心尖区心脏搏动消失;③动物皮肤黏膜明显发绀。并立
即进行标准心肺复苏。( 3) 复苏成功标准:①心电图出现室上
性节律，包括窦性、房性、交界性等，且平均动脉压≥60mmHg，

持续 5min 以上; ②可触到明显的心尖搏动; ③动物皮肤黏膜
发绀明显减轻。其中 NS组及 Lc组分别有 2 只及 1 只大鼠复
苏 10min无效放弃。心肺复苏模型成功后 12h处死大鼠进行
相关指标的检测。

5．指标检测: ( 1) 心肌组织病理学: 实验终点后，取各组大
鼠心脏，剪去心房、右心室及血管，保留左心室及室间隔心肌，

各组心肌组织经 4%甲醛固定后常规石蜡包埋、切片、HE 染
色后，光镜下观察心肌结构变化。( 2) TUNEL 法标记心肌凋
亡细胞: 每组随机选取 4 只大鼠，心肌组织于 4%多聚甲醛中
固定，常规脱水透明、浸蜡包埋，切片贴于多聚赖氨酸处理的
玻片上。石蜡切片脱蜡，PBS 洗涤 3 次。样品上加 50μl
TUNEL检测液，37℃避光孵育 60min。PBS 洗涤 3 次，用抗荧
光淬灭封片液封片后荧光显微镜下观察计数。胞核呈棕色为
TUNEL阳性细胞，对 10 帧照片上的凋亡细胞数进行计数，计
算凋亡指数( apoptotic index) =阳性细胞 / ( 阳性细胞 +阴性
细胞) × 100%。( 3) 免疫印迹检测心肌细胞 Bax 及细胞色素
C蛋白表达: 每组随机选取 4 只大鼠，取心肌组织，匀浆后提
取蛋白，定量后取总蛋白 40μg，变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离，经转膜、封闭，加相应兔多克隆抗体( 工作浓度: 1∶ 500) ，辣
根过氧化酶标记二抗，化学发光试剂增强反应，X线片曝光显
影，以 GAPDH 标化，经 ABB 成像分析系统扫描，分析各组灰
度值。

6．统计学方法: 采用 SPSS 统计学软件进行分析，计量资
料以均数 ±标准差( x ± s) 表示，并进行正态性及方差齐性检
验，多组均数比较采用 ANOVA分析，两两比较采用 Dunnett － t
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检验，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。

结 果

1．心肌组织病理学变化: 如图 1，Sham 组大鼠心
肌纤维完整，排列整齐，染色较均匀，结构较清晰，胞

核、胞质完整，未见细胞坏死，炎症细胞浸润; NS 组大
鼠心肌细胞排列紊乱，细胞有破裂及溶解现象，可见

坏死细胞，部分可见心肌纤维断裂，胞核有浓缩、溶

解、消失现象，间质可见水肿，炎细胞浸润等。L － B
组心肌细胞较 NS 组完整，排列较整齐、染色较均匀，
部分肌束间隙增宽，部分间质有水肿、少量炎细胞浸
润，部分细胞核有溶解、浓缩现象。Lc 组心肌细胞排
列紊乱、染色不均，可见细胞水肿、点状坏死，较 NS
组减少，胞核有浓缩、溶解、消失现象，间质水肿，部分
可见炎细胞浸润。

图 1 实验各组大鼠心肌病理学改变

2． 各实验大鼠心肌凋亡细胞的比较: 如图 2，
TUNEL法染色显示凋亡状况，TUNEL染色后正常细
胞核染蓝色，凋亡细胞核呈棕色，Sham组可见少量散

在凋亡细胞，NS组凋亡细胞较多，L － B 组明显下降，
而 Lc组心肌凋亡细胞较 L － B 组增加，但仍低于 NS
组。

图 2 实验各组大鼠心肌细胞凋亡的改变

3．各实验大鼠 Bax，细胞色素 C 等蛋白免疫印迹
测定: 由图 3 可见: 在 Sham 组中，笔者发现 Bax 主要
在细胞质中表达。NS组检测中 Bax的表达在线粒体
中显著增强，而在细胞质中下降，说明心肌复苏损伤

后 Bax 可能由细胞质向线粒体转移。左卡尼汀及比
索洛尔干预后可导致 Bax的表达在细胞质中增加，而

在线粒体分数与 NS 组相比下降，但仍不能达到假手
术组水平，细胞色素 C蛋白表达与 Bax显示相反的趋
势。单独左卡尼汀干预后则 Bax 和细胞色素 C 蛋白
中细胞质和线粒体表达没有 L － B 组明显。此外，
Bax和细胞色素 C 蛋白在各组的总表达没有显着差
异，详见图 4。

图 3 实验各组大鼠心肌细胞 Bax以及细胞色素 C蛋白的免疫印迹法测定

讨 论

近来心肺复苏是对机体的损伤越来越受到人们

的关注，其实质是心脏骤停后的缺血再灌注损伤，主

要表现在全身炎症反应、缺氧性损伤、心功能受损
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图 4 实验各组大鼠心肌细胞 Bax以
Cytochrome C蛋白的表达

等［1］。因此，心肺复苏时如何干预保护心肌组织，降
低心肌损伤，保护心功能成为了心肺复苏研究领域的

一个重要方向［2］。在本研究中，心肺复苏时给予左
卡尼汀及比索洛尔干预后发现可以减轻大鼠心肌损

伤，减少心肌细胞凋亡，对心肺复苏后大鼠心肌有明

显保护作用。
左卡尼汀，又称为左旋肉碱，是哺乳动物能量代

谢中必需的天然物质，主要功能是促进脂类代谢，运

载长期脂肪酸通过线粒体内膜，进行 β 氧化，提供能
量。Omori等［3］研究发现左卡尼汀可以减少高血压
心脏病患者心脏纤维化以及改善心力衰竭，可能与增

加花生四烯酸途径有关。Lee 等［4］研究证实左卡尼
汀通过运输脂肪酸进入线粒体和糖代谢，对心功能有

保护作用。Yuan等［5］发现左卡尼汀可以减少肠缺血
再灌注损伤。有国外学者研究表明左卡尼汀可以减
轻心肌缺血再灌注损伤及心肌梗死面积［6，7］。但是
左卡尼汀是否可以减轻心肺复苏后心肌损伤，国内外

尚未见报道。康忻，又称为比索洛尔，是一种高选择
性 β1 受体阻断剂，对心功能影响比较小，已有研究证

实其在室性心律失常、心力衰竭、高血压病、心肌梗死
等起到保护作用［8 ～ 11］。心肺复苏后交感系统和肾素
－血管紧张素 －醛固酮系统系统都处于过度激活状
态，因此，在心肺复苏早期加用 β 受体阻断剂可能起
到保护心肌损伤，减少心肌顿抑的作用［12］。在本研
究中，Lc组即左卡尼汀干预后可见心肌细胞排列紊
乱，染色不均，可见细胞水肿，点状坏死，较 NS 组减
少，但病理改变没有 L － B 组心肌细胞完整。L － B
组即左卡尼汀联合比索洛尔干预后心肌凋亡明显下

降，而 Lc组心肌凋亡细胞较 L － B 组增加，但仍低于
NS组。研究表明左卡尼汀及比索洛尔干预对心肺复
苏后心肌损伤都有保护作用，联合应用效果更明显。
在本研究中，心肺复苏时比索洛尔单独干预组未见明

显的心肌保护作用，心肌病理以及细胞凋亡与 NS 组
之间未见明显的区别，本文未列出。所以笔者推测左
卡尼汀以及比索洛尔在心肺复苏时的心肌保护作用

可能是一种协同作用，而不是一种叠加效应。
有研究表明，细胞凋亡、氧化应激、炎症反应、钙

超载等，均可能参加了心肺复苏后损伤的过程，其中

心肌细胞凋亡是其重要的病理生理环节［13］。细胞凋
亡是一种主动性细胞死亡，其最重要的细胞凋亡信号

通路是线粒体途径。Bax 是促凋亡基因，可以启动
Caspase酶系级联反应［14］; 细胞色素 C 是线粒体呼吸
链中的重要成分，在细胞凋亡中起到了重要的作用。
心肌凋亡时 Bax从细胞质转移到线粒体，促使细胞色
素 C从受损的线粒体中释放［15］。本研究中 Sham 组
Bax表达在细胞质组为主，NS 组 Bax 的表达在线粒
体中显著增强，而在细胞质中下降，说明心肌复苏损

伤后 Bax 可能由细胞质向线粒体转移。左卡尼汀及
比索洛尔干预后可导致 Bax的表达在细胞质中增加，
而在线粒体分数与 NS 组相比下降，但仍不能达到
Sham组水平。左卡尼汀干预后 Bax和细胞色素 C蛋
白中细胞质和线粒体表达没有 L － B 组变化明显。
此外，Bax和细胞色素 C蛋白在各组的总表达没有显
著差异，这进一步说明了左卡尼汀及比索洛尔保护心

肺复苏损伤后心肌凋亡的机制。
综上所述，左卡尼汀以及比索洛尔可以协同对心

肺复苏后损伤产生保护作用，但是左卡尼汀以及比索

洛尔调控大鼠心肺复苏模型中心肌凋亡的具体分子

机制仍未阐明，以及临床上是否能发挥其保护作用还

需进一步的研究。
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活性不高，细胞异型性小，分化较好，核分裂象少，肿

瘤生长缓慢，向周围组织器管侵犯、远处转移的发生
率较低，预后较透明细胞癌好［8］。本组嫌色细胞癌 5
例、乳头状细胞癌 2 例术后随访 5 ～ 23 个月均无复发
转移。集合管癌，细胞核分级高，生物活性高，呈浸润
性生长，极易侵袭周围组织器管、淋巴结转移，多数生
存期 ＜ 2 年，早期诊断、早期手术治疗是延长患者生
存期的最好方法，本组 2 例术后获得随访，7、11 个月
均出现复发转移［9］。
本研究结果表明，肾癌亚型的生长方式、部位，坏

死、囊变程度，动态增强扫描强化时相、方式及肿瘤扩
散、淋巴结转移情况在 CT 表现上有一定差异，仔细
分析其 CT特征有可能提高术前诊断的准确性，有助
于指导治疗。

参考文献

1 项俞瑜，刘绪明，许加峻，等． 肾透明细胞癌的 MRI 诊断［J］． 医学

影像学杂志，2010，20( 1) : 83 － 86

2 Kim JK，Kim TK，Ahn HJ，et al． Differentiation of subtypes of renal cell

carcinoma on helical CT scans［J］． AJR，2002，178( 6) : 1499 － 1506

3 Herts BR，Coll DM，Novick AC，et al． Enhancement characteristics of

papillary renal neoplasms revealed on triphasic helical CT of the kidneys

［J］． AJR Am J Roentgenol，2002，178( 2) : 367 － 372

4 Cohen HT，McGovern FJ． Renal － cell carcinoma［J］． N Engl J Med，

2005，353( 23) : 2477 － 2499

5 Fujimoto H，Wakao F，Moriyama N，et al． Alveolar architecture of clear

cell renal carcinomas ( ＜ or = 5． 0 cm) show high attenuation on dy-

namic CT scanning［J］． Jpn J Clin Oncol，1999，29( 4) : 198 － 203

6 罗辉，张斌，顾钱峰，等．多层螺旋 CT 多期扫描对小肾癌亚型的诊

断价值初探［J］．中国全科医学，2010，13( 8C) : 2717 － 2719

7 Jinzaki M，Tanimoto A，Mukai M，et al． Double － phase helical CT of

small renal parenchymal neoplasms: correlation with pathologic findings

and tumor angiogenesis［J］． J Comput Assist Tomogr，2000( 6) ，24: 835

－ 842

8 Amin MB，Amin MB，Tamboli P，et al． Prognostic impact of histologic

subtyping of adult renal epithelial neoplasms: an experience of 405 cases

［J］． Am J Surg Pathol，2002，26( 3) : 281 － 291

9 Ortiz Gorraiz M，Rosales Leal JL，Tallada Bunuel M，et al． Collecting

duct carcinoma of the kidney with retroperitoneal lymph mass［J］． Arch

Esp Urol，2004，57( 2) : 179 － 182 ( 收稿日期: 2012 － 09 － 14)

( 修回日期: 2012 － 11 － 23)

( 上接第 116 页)
6 Xie J，Zeng Q，Wang L，et al． The protective effect of L － carnitine on

ischemia － reperfusion heart［J］． Huazhong Univ，2006，26 ( 2 ) : 188

－ 191

7 Najafi M，Javidnia A，Ghorbani HA，et al． Pharmacological precon-

ditioning with l － carnitine: relevance to myocardial hemodynamic

function and glycogen and lactate content． ［J］． Pak J Pharm，2006，

23( 3) : 250 － 255

8 de Oliveira FC，Feitosa － Filho GS，Ritt Luiz EF，et al． Use of beta

－ blockers for the treatment of cardiac arrest due to ventricular fibril-

lation /pulseless ventricular tachycardia: a systematic review［J］． Re-

suscitation，2012，83( 6) : 674 － 683

9 Rau T，Düngen HD，Edelmann F，et al． Impact of the β1 － adreno-

ceptor Arg389Gly polymorphism on heart － rate responses to bisoprolol

and carvedilol in heart － failure patients［J］． Clin Pharmacol Ther，

2012，92( 1) : 21 － 28

10 Yang YL，Yu LT，Wu ZT，et al． Synergic effects of levamlodipine

and bisoprolol on blood pressure reduction and organ protection in

spontaneously hypertensive rats［J］． CNS neuroscience ＆ therapeu-

tics，2012，18( 6) : 471 － 474

11 Zhang S，He B，Goldstein S，et al． Changes in adiponectin expres-

sion in acute myocardial infarction rats and the significance of bisopro-

lol intervention［J］． Can J Physiol，Pharmacol，2012，89 ( 2 ) : 109 －

115

12 Funck BC，van Veldhuisen DJ，van de Ven Louis LM，et al． Influ-

ence of order and type of drug ( bisoprolol vs． enalapril) on outcome

and adverse events in patients with chronic heart failure: a post hoc a-

nalysis of the CIBIS － III tria l［J］． Eur J Heart Fail，2012，13 ( 7 ) :

765 － 772

13 Chi NH，Yang MC，Chung TW，et al． Cardiac repair achieved by

bone marrow mesenchymal stem cells / silk fibroin /hyaluronic acid pat-

ches in a rat of myocardial infarction model［J］． Biomaterials，2012，

33( 22) : 5541 － 5551

14 Ryu SW，Choi K，Park JH，et al． Mitofusin 1 inhibits an apoptosis －

associated amino － terminal conformational change in Bax，but not its

mitochondrial translocation，in a GTPase － dependent manner［J］．

Cancer Lett，2012，323( 1) : 62 － 68

15 Skemiene K，Rakauskaite G，Trumbeckaite S，et al． Anthocyanins

block ischaemia － induced apoptosis in the perfused heart and support

mitochondrial respiration potentially by reducing cytosolic cytochrome

c［J］． Int J Biochem Cell Biol，2012，3( 2) : 51 － 53

( 收稿日期: 2012 － 10 － 15)

( 修回日期: 2012 － 11 － 23)

·381·

医学研究杂志 2013 年 5 月 第 42 卷 第 5 期 ·论 著·


