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摘要 ：目的  探讨舒芬太尼后处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤时 Nrf2-ARE 信号通路的影响。方法  30

只健康雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、缺血再灌注组及舒芬太尼后处理组，复制大鼠心肌缺血再灌注损伤

模型，舒芬太尼后处理组于再灌注前 5 min，按 1μg/kg 的剂量将舒芬太尼经股静脉注入，假手术组和缺血再

灌注组则注入等量的生理盐水，检测 3 组大鼠心肌梗死面积以及病理学改变，检测 3 组大鼠心肌细胞凋亡情况，

利用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）和 Western blot 分别检测 3 组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 及 GSTM2 基因和蛋白表达。结果  与假手术组比较，缺血再灌注组和舒芬太尼后处理组大鼠心肌细胞凋

亡指数和梗死面积均增加，与缺血再灌注组比较，舒芬太尼后处理组大鼠心肌细胞凋亡指数和梗死面积均降

低（P  <0.05）；与假手术组比较，缺血再灌注组和舒芬太尼后处理组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 及 GSTM2 基因和蛋白相对表达量均降低（P <0.05）；与缺血再灌注组比较，舒芬太尼后处理组大鼠心肌

组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 及 GSTM2 基因和蛋白相对表达量均升高（P  <0.05）。结论  舒芬太尼

后处理可有效减轻缺血再灌注损伤大鼠心肌梗死面积以及细胞凋亡，其机制可能通过激活 Nrf2/ARE 信号通路

促使其下游Ⅱ相解毒酶及抗氧化酶的表达，从而有效对抗氧化应激损伤。
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Effect of Sufentanil postconditioning on Nrf2-ARE signaling 
pathway during myocardial ischemia-reperfusion injury of rats

Chong Guo1, Xiao Yue2, Da-lin Jia3

(1. Department of Cardiology, 2. Department of Endocrinology, Feicheng Mining Central Hospital, 
Feicheng, Shandong 271600, China; 3. The Fourth Affiliated Hospital of China 

Medical University, Shenyang, Liaoning 110033, China)

Abstract: Objective  To investigate the effect of Sufentanil postconditioning on Nrf2-ARE signaling pathway 
during myocardial ischemia-reperfusion injury of rats.  Methods  Thirty healthy male SD rats were randomly divided 
into sham-operation group, ischemia-reperfusion group and Sufentanil postconditioning group. The rat models of 
myocardial ischemia-reperfusion injury were prepared. In the Sufentanil postconditioning group, Sufentanil was 
injected into femoral vein 5 min before reperfusion at a dose of 1 μg/kg, the rats in the sham operation group and the 
ischemia-reperfusion group were injected with the same amount of normal saline. The myocardial infarct sizes and 
pathologic changes in three groups were detected. The cardiomyocyte apoptosis in the three groups was detected. 
The expressions of Nrf2, HO-1, NQO1, SOD1 and GSTM2 genes and proteins were detected by qRT-PCR and 
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近年来，我国心肌梗死发病率及病死率居高不

下，且呈逐年上升趋势，已成为威胁人们健康的重要

因素 [1]。再灌注作为减少心肌损伤、挽救患者生命的

重要手段，已被广泛应用于临床，但某些情况下，再

灌注治疗过程中也可能会导致心肌发生再灌注损伤

而加剧心肌坏死 [2]。研究表明 [3]，缺血后处理可减少

缺血再灌注损伤，保护心肌，减小梗死面积。舒芬太

尼作为高选择性阿片类激动剂，具有较强的镇痛作

用，且对血流动力学影响较小，是心血管系统手术麻

醉常用药物 [4]。研究表明 [5]，舒芬太尼后处理能够减

轻心肌缺血再灌注损伤，具有心肌保护作用。但其具

体作用机制尚未完全清楚。有研究指出 [6]，氧化应激

是心肌缺血再灌注损伤的重要病理基础。核转录因子

E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 

2, Nrf2）作为一种重要的转录因子，与细胞自我保护

作用密切相关，是调控氧化应激反应的关键性因子，

与抗氧化物反应元件（antioxidant response elements, 

ARE）结合形成体内重要的抗氧化应激 Nrf2/ARE 通

路而启动的抗氧化应激反应 [7]。本研究通过复制大鼠

心肌缺血再灌注损伤模型，探讨舒芬太尼后处理对再

灌注时 Nrf2-ARE 信号通路的影响，以期为心肌缺血

再灌注损伤机制研究提供基础资料。

1    材料与方法

1.1    主要试剂和设备

舒芬太尼购自宜昌人福药业有限责任公司（批

号：1140712，批准文号：国药准字 H20054172），2、3、5-

三 苯 基 氯 化 四 氮 唑（2,3,5-triphenylchloride tetrazole, 

TTC）购自美国 Sigma 公司，TUNEL 细胞凋亡检测试

剂盒购自美国 Roche 公司，Trizol 总 RNA 提取试剂

盒购自上海吉玛制药技术有限公司，逆转录试剂盒

和 PCR 试剂盒均购自日本 TaKaRa 公司，Nrf2、血红

素加氧酶 1（heme oxygenase 1, HO-1）、醌氧化还原

酶 1（quinone oxidoreductase 1, NQO1）、 超 氧 化 物 歧

化酶 1（superoxide dismutase 1, SOD1）、谷胱甘肽 -S-

转移酶 μ2（glutathione-S-transferase μ2, GSTμ2）及

内参引物均由上海生工生物工程有限公司设计合成，

兔抗 Nrf2 多克隆抗体购自美国 Abcam 公司，兔抗鼠 

HO-1 多克隆抗体和小鼠 GSTμ2 单克隆抗体均购自

美国 Cell Signaling 公司，NQO1 和 SOD1 多克隆抗体

均购自美国 Santa Crutz 公司，Notocord 多道生理记录

仪购自北京拜安吉科技有限公司，动物呼吸机购自上

海欣曼科教设备有限公司，实时荧光定量聚合酶链反

应（qRT-PCR）仪购自美国 ABI 公司，凝胶电泳系统

购自美国 Bio-Rad 公司。

1.2    方法

1.2.1    实验动物及分组    30只健康雄性SD大鼠购自河

南实验动物中心 [ 合格证号 ：SCXK（豫）2010-0002]， 

4 ～ 5 月龄，体重（250±20）g，自由饮水、进食，饲

养于标准环境中。采用随机数字表法将大鼠分为假手

术组、缺血再灌注组和舒芬太尼后处理组，每组 10 只。

1.2.2      复制大鼠心肌缺血再灌注损伤模型    所有大

鼠利用 5% 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，剂量 40 mg/kg， 

固定，右颈内静脉置管进行给药、补液，行颈动脉穿

刺置管，连接 Notocord 多道生理记录仪对心电图、心

率、血压、血流动力学指标进行检测，行气管切开

并置入导管，连接动物呼吸机，进行机械通气，频率

70 ～ 80 次 /min，氧流量 3 L/min，浓度 21%，维持动脉

Western blot, respectively.  Results  Compared with the sham-operation group, the cell apoptotic indexes and the 
myocardial infarct sizes in the ischemia-reperfusion group and the Sufentanil postconditioning group were increased 
(P < 0.05). Compared with the ischemia-reperfusion group, the cell apoptotic index and the myocardial infarct size 
in the Sufentanil postconditioning group were significantly decreased (P < 0.05). Compared with the sham-operation 
group, the relative expression levels of Nrf2, HO-1, NQO1, SOD1 and GSTM2 genes and proteins in the ischemia-
reperfusion group and the Sufentanil postconditioning group were significantly decreased (P < 0.05). Compared 
with the ischemia-reperfusion group, the relative expression levels of Nrf2, HO-1, NQO1, SOD1 and GSTM2 genes 
and proteins in the Sufentanil postconditioning group were increased, the differences were statistically significant 
(P < 0.05).  Conclusions  Sufentanil postconditioning could effectively reduce the myocardial infarct size and cell 
apoptosis in the rats with ischemia-reperfusion injury. The mechanism might be through the activation of Nrf2/ARE 
signaling pathway to promote the expressions of the downstream phase II detoxification enzymes and antioxidant 
enzymes, and thus effectively resist oxidative stress injury.

Keywords:  Sufentanil; ischemic postconditioning; myocardial ischemia-reperfusion injury; Nrf2-ARE 
signaling pathway; rat
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血二氧化碳分压（PaCO2）在 35 ～ 45 mmHg，pH 在

7.35 ～ 7.45。消毒后，于左侧第 3 和第 4 肋间行开胸术，

逐层钝性分离肌肉，将胸膜和心包膜剥离，使心脏充分

暴露后，将 6-0 无损伤缝合线从左冠状动脉前降支下

穿过，平衡 30 min，将缝合线拉紧，使冠状动脉血流

阻断 30 min，成功标志是冠状动脉结扎处以下心外膜

呈发绀苍白，出现一过性心律失常，心电图 ST 段抬高

明显 ；将缝合线松开，使心肌恢复再灌注 4 h，成功标

志是心外膜重新充血，呈红润状，心电图 ST 段明显下

降。假手术组大鼠仅将 6-0 无损伤缝合线从左冠状动

脉前降支下穿过而不拉紧，其余步骤同缺血再灌注组

和舒芬太尼后处理组大鼠。舒芬太尼后处理组大鼠于

再灌注前 5 min 按 1μg/kg 的剂量经股静脉注入舒芬

太尼，假手术组和缺血再灌注组则注入等量的生理盐

水。3 组大鼠均成功复制心肌缺血再灌注损伤模型，

未出现死亡。

1.2.3    3 组大鼠心肌梗死面积检测    3 组大鼠于心肌

恢复再灌注 4 h 时，每组随机取 5 只大鼠，经颈静脉

将 2% 伊文思蓝 2 ml 快速推注，迅速将心脏摘除，将

左心室沿垂直于心脏纵轴方向从心底向心尖部切片，

厚度约 2 mm。置于 TTC 液中，于 37℃避光恒温孵育

15 min，取出后，磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffered 

saline solution, PBS） 冲 洗 3 次， 用 10% 甲 酸 固 定

60 min，自然光下拍照，染色结果：缺血组织呈砖红色，

梗死组织呈灰白色。利用 Image J 图像分析软件对心

肌梗死范围进行分析，心肌梗死面积 = 心肌梗死区面

积 / 缺血区面积 ×100%。

1.2.4    3 组大鼠心脏组织病理学检查    3 组大鼠于心

肌恢复再灌注 4 h 时，每组随机取 5 只大鼠，处死后，

取各组大鼠心尖部心脏组织，甲醛固定 24 h，脱水、

透明、石蜡包埋、切片，HE 染色后，于高倍镜下对各

组大鼠心肌组织进行观察。

1.2.5    3 组大鼠心肌细胞凋亡检测    3 组大鼠于心肌

恢复再灌注 4 h 时，每组随机取 5 只大鼠，处死后，取

各组大鼠左心室前壁心肌组织，按照 1.2.4 中的方法制

备石蜡标本，按照 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒说明

书完成操作，于高倍镜下进行观察 ：正常心肌细胞核

呈深蓝色，凋亡细胞核中出现棕黄色或棕褐色颗粒且

有凋亡细胞形态学改变。于高倍镜下各取 10 个视野，

计数凋亡细胞数，凋亡指数（apoptosis index, AI）= 

凋亡细胞数 / 总细胞数 ×100%。

1.2.6    qRT-PCR技术检测3组大鼠心肌组织中Nrf2、 

HO-1、NQO1、SOD1 和 GSTM2 基因表达    3 组大鼠

于心肌恢复再灌注 4 h 时，每组随机取 5 只大鼠，处

死后，取各组大鼠左心室心肌组织，研磨后，加入细

胞裂解液，用 Trizol 总 RNA 提取试剂盒对总 RNA 进

行提取并检测浓度。用逆转录试剂盒逆转录为模板单

链 cDNA，以 cDNA 为模板进行 PCR。引物序列见表

1，PCR 反应条件 ：95℃ 1 min，92℃ 30 s，60℃ 30 s，

75℃ 30 s，连续进行 40 次循环，每个样品均设 3 个平

行反应复孔。用 2- △△ Ct 法对心肌组织中 Nrf2、HO-1、

NQO1、SOD1 和 GSTM2 基因相对表达量进行计算。

1.2.7      3 组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 和 GSTM2 蛋白表达    3 组大鼠于心肌恢复再

灌注 4 h 时，每组随机取 5 只大鼠，处死后，取各组大

鼠左心室心肌组织，研磨后，加入细胞裂解液，用总

蛋白提取试剂盒对总蛋白进行提取，利用 BCA 蛋白

检测试剂盒检测蛋白纯度。取 30μg 总蛋白，用十二

烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移至聚偏氟

乙烯膜上，用 5% 脱脂牛奶封闭 60 min，TBST 洗膜 3

次，分别将一抗兔抗 Nrf2 多克隆抗体、兔抗鼠 HO-1

多克隆抗体、NQO1 多克隆抗体、SOD1 多克隆抗体

和小鼠 GSTM2 单克隆抗体（稀释比例为 ：1 ︰ 600、

1 ︰ 800、1 ︰ 1 200、1 ︰ 1 500 和 1 ︰ 2 000）加入，

4℃过夜孵育，TBST 洗膜 3 次，加入二抗，37℃恒温

孵育 120 min，TBST 洗膜 3 次，加入 ECL 暗室下反应 

20 min，拍照，利用 Image J 图像分析软件对条带进

行分析，获得大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 和 GSTM2 蛋白相对表达量。

表 1    基因序列

基因 序列

Nrf2
正向引物：5'-TGCTTTATAGCGTGCAAACCTCGC-3'

反向引物：5'-ATCCATGTCCCTTGACAGCACAGA-3'

HO-1
正向引物：5'-ACGCGTTGTAATTAAGCCTCGCAC-3'

反向引物：5'-TTCCGCTGGTCATTAAGGCTGAGT-3'

NQO1
正向引物：5'-AAGGATGGAAGAAACGCCTGGAGA-3'

反向引物：5'-GGCCCACAGAAAGGCCAAATTTCT-3'

SOD1
正向引物：5'-GCAGGGCATCATCAATTTCGAGCA-3'

反向引物：5'-TGCAGGCCTTCAGTCAGTCCTTTA-3'

GSTM2
正向引物：5'-ACTAAAGCCAGCCTGACCTTCCTT-3'

反向引物：5'-AATGCTGCTCCTTCATGCAACACG-3'

GAPDH
正向引物：5'-TCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTT-3'

反向引物：5'-ACCAAATCCGTTGACTCCGACCTT-3'

郭冲，等 ：舒芬太尼后处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤时 Nrf2-ARE 信号通路的影响
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1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计软件，计量资料采用

均数 ± 标准差（x±s）表示，经正态性检验，资料符

合正态分布，方差齐，两组间比较采用 t 检验，多组间

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t

检验，计数资料以率（%）表示，比较采用 χ2 检验，

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    3 组大鼠心脏组织病理学比较

免疫组织化学结果显示，假手术组大鼠心肌细胞

排列整齐、规则 ；缺血再灌注组大鼠心肌细胞出现肿

胀、破裂，出现大量炎症细胞浸润 ；相比于缺血再灌

注组，舒芬太尼后处理组大鼠心肌细胞排列较好，炎

症细胞减少。见图 1。

2.2    3 组大鼠心肌梗死面积和心肌细胞凋亡比较

与假手术组比较，缺血再灌注组和舒芬太尼后

处理组大鼠心肌细胞凋亡指数和梗死面积均增加，与

缺血再灌注组比较，舒芬太尼后处理组大鼠心肌细胞

凋亡指数和梗死面积均降低，差异均有统计学意义

（P <0.05）。见表 2 和图 2。

2.3    3 组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 和 GSTM2 基因表达比较

与假手术组比较，缺血再灌注组和舒芬太尼后处

理组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和

GSTM2 mRNA 相对表达量降低，差异均有统计学意

义（P  <0.05）；与缺血再灌注组比较，舒芬太尼后处

理组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和

GSTM2 mRNA 相对表达量升高，差异均有统计学意义

（P <0.05）。见表 3。

2.4    3 组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 和 GSTM2 蛋白表达比较

与假手术组比较，缺血再灌注组和舒芬太尼后处

理组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和

GSTM2 蛋白相对表达量均降低，差异均有统计学意

义（P  <0.05）；与缺血再灌注组比较，舒芬太尼后处

理组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和

GSTM2 蛋白相对表达量升高，差异均有统计学意义

（P <0.05）。见表 4 和图 3。

表 2    3 组大鼠心肌梗死面积和心肌细胞凋亡比较    

（n =5，%，x±s）

组别 细胞凋亡指数 心肌梗死面积

假手术组 9.1±2.0 1.6±0.6

缺血再灌注组 49.3±6.41) 63.4±5.91)

舒芬太尼后处理组 24.6±5.11)2) 27.6±4.71)2)

F 值 37.182 291.799

P 值 0.000 0.000

注：1）与假手术组比较，P <0.05；2）与缺血再灌注组比较，

P <0.05

图 1    3 组大鼠心脏组织病理检查结果    （×400）

假手术组                                               缺血再灌注组                                            舒芬太尼后处理组

图 2    3 组大鼠心肌梗死面积

假手术组

缺血再灌注组

舒芬太尼后处理组
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心肌缺血再灌注损伤作为心肌梗死重要的致死

原因，目前越来越受到临床的重视。研究表明 [8]，某

些药物后处理可通过激发或模拟自身内源性保护物质

或激活某些信号通路而保护心肌。舒芬太尼作为心血

管手术常用的麻醉药物，具有良好的镇痛效果，且对

血流动力学影响较小，动物实验表明 [9]，舒芬太尼可

有效减轻心肌缺血再灌注损伤大鼠心肌损伤。本研

究复制了大鼠心肌缺血再灌注损伤模型，结果显示，

与假手术组比较，缺血再灌注组大鼠心肌细胞出现肿

胀、破裂，出现大量炎症细胞浸润，心肌细胞凋亡指

数和梗死面积均显著增加，提示大鼠缺血再灌注模型

复制成功。本研究参考有关文献 [10]，于心肌再灌注前

5 min 按 1μg/kg 的剂量将舒芬太尼经股静脉注入，结

果显示，相比于缺血再灌注组，舒芬太尼后处理组大

鼠心肌细胞排列较好，炎症细胞减少，心肌细胞凋亡

指数和梗死面积均降低，说明舒芬太尼后处理可有效

保护大鼠心肌细胞，减轻缺血再灌注损伤。

Nrf2 作为一种转录相关因子，在细胞自我保护中

发挥重要的作用，是机体氧化应激反应中关键性调控

因子 [11]。研究表明 [12]，当细胞受外界不良刺激时，胞

外的 Nrf2 可转移至胞核，与 ARE 形成 Nrf2/ARE 通路

而启动下游一系列蛋白表达，包括Ⅱ相解毒酶及抗氧

化酶的表达。HO-1、NQO1 和 GSTM2 是受 Nrf2/ARE

通路调控的重要的Ⅱ相解毒酶，是重要的内源性抗氧

化物质 [13]，SOD1 作为重要的抗氧化酶，在清除细胞毒

性的超氧化物自由基、抗氧化应激反应中发挥关键性

作用 [14]。本研究显示，与假手术组比较，缺血再灌注

组和舒芬太尼后处理组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、

NQO1、SOD1 和 GSTM2 基因和蛋白相对表达量均降

低，说明 Nrf2/ARE 信号通路异常，导致其下游抗氧化

表 3    3 组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和 GSTM2 基因表达比较    （n =5，x±s）

组别 Nrf2 mRNA HO-1 mRNA NQO1 mRNA SOD1 mRNA GSTM2 mRNA

假手术组 1.95±0.18 2.37±0.13 2.19±0.21 2.07±0.25 1.85±0.16

缺血再灌注组 0.83±0.121） 0.91±0.111） 0.62±0.151） 0.74±0.091） 0.53±0.101）

舒芬太尼后处理组 1.43±0.161）2） 1.68±0.151）2） 1.52±0.181）2） 1.39±0.211）2） 1.28±0.141）2）

F 值 28.717 38.249 24.173 33.291 19.832

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：1）与假手术组比较，P <0.05；2）与缺血再灌注组比较，P <0.05

表 4    3 组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和 GSTM2 蛋白表达比较    （n =5，x±s）

组别 Nrf2 HO-1 NQO1 SOD1 GSTM2

假手术组 0.84±0.09 0.92±0.10 0.87±0.08 0.85±0.11 0.79±0.12

缺血再灌注组 0.39±0.061） 0.46±0.081） 0.33±0.071） 0.41±0.091） 0.28±0.061）

舒芬太尼后处理组 0.63±0.081）2） 0.70±0.111）2） 0.58±0.091）2） 0.61±0.121）2） 0.57±0.101）2）

F 值 39.829 32.192 51.482 28.173 45.384

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：1）与假手术组比较，P <0.05；2）与缺血再灌注组比较，P <0.05

图 3    3 组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、 

SOD1 和 GSTM2 蛋白表达

假手术组         缺血再灌注组   舒芬太尼后处理组

Nrf2

HO-1

NQO1

SOD1

GSTM2

GAPDH

郭冲，等 ：舒芬太尼后处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤时 Nrf2-ARE 信号通路的影响
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应激反应基因表达异常可能是发生缺血再灌注损伤的

重要原因。本研究显示，与缺血再灌注组比较，舒芬

太尼后处理组大鼠心肌组织中 Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 和 GSTM2 基因和蛋白相对表达量均升高，说明

舒芬太尼后处理可促使 Nrf2 以及其下游Ⅱ相解毒酶及

抗氧化酶的表达，从而发挥内源性的抗氧化应激作用。

综上所述，舒芬太尼后处理可有效减轻缺血再灌

注损伤大鼠心肌梗死面积及细胞凋亡，其机制可能通

过激活 Nrf2/ARE 信号通路促使其下游Ⅱ相解毒酶及

抗氧化酶的表达，从而有效对抗氧化应激损伤。
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