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心肌缺血再灌注损伤模型复制方法的研究进展*
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摘要 ：  复制心肌缺血再灌注损伤模型是进行心肌缺血再灌注损伤研究的基础，复制稳定且高效的动物

和细胞模型尤为重要。目前，心肌缺血再灌注损伤模型分为结扎动物冠状动脉左前降支的在体模型、动物心脏

灌流装置及细胞缺氧再灌注的离体模型，但在模型复制过程中仍存在成功率低、重复性差等问题。因此，该文

结合近年研究对该模型的复制和改良方法进行归纳和综述，为复制更为稳定的模型提供新的思路和方向。
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Abstract:  The establishment of myocardial ischemia-reperfusion injury model is the basis of myocardial 

ischemia-reperfusion injury research. It is particularly important to establish stable and efficient animal and cell 

models. At present, myocardial ischemia-reperfusion injury model can be divided into in vivo model of ligation of 

animal anterior descending coronary artery, animal heart perfusion device and in vitro model of cell hypoxia 

reperfusion. However, there are still some problems in model construction, such as low success rate and poor 

repeatability. Consequently, this paper summarizes and reviews the construction and improvement methods of this 

model based on recent studies, providing new ideas and directions for the construction of a more stable model.
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近年来，中国缺血性心脏病的患病率持续上

升，并且超过癌症成为主要死因[1]。急性冠脉综合

征作为最凶险的心血管疾病之一，中国专家共识

建议实现早期血管再通，恢复心肌供血以减少心

肌缺血坏死[2]。然而，缺血再灌注可能导致心肌进

一 步 损 伤 ， 这 种 现 象 被 称 为 心 肌 缺 血 再 灌 注 损

伤[3]。心肌缺血再灌注损伤主要表现为再灌注性心

律失常、心肌顿抑引起的心功能障碍及微血管闭

塞引起的无复流[4]。目前，对心肌缺血再灌注损伤

的防治尚缺乏有效治疗手段。因此，深入研究并

阐明心肌缺血再灌注损伤的发病机制可以为其防

治提供理论依据和研发方向。

心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 的 病 理 机 制 较 为 复 杂 ，

主要涉及氧自由基损伤、钙超载、炎症反应、细

胞凋亡、补体激活、免疫失衡、内质网应激、细

胞自噬、铁自噬、心肌能量代谢紊乱、心肌微血

综述
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管内皮细胞损伤等[5]。首先，缺氧阶段线粒体中腺

苷三磷酸（adenosine triphosphate, ATP）和抗氧化剂产

生减少，无氧代谢导致乳酸堆积引起代谢性酸中

毒。其次，ATP 生成减少，细胞表面钠钾泵和钙泵

功能障碍，离子交换通道失效，细胞中较高水平

的钠会降低钠-氢交换泵的活性，内质网上的钙泵

功能障碍，从而限制钙的再摄取。氢、钠、钙离

子的积累导致细胞内高渗透压，使细胞肿胀，最

终细胞质中的酶活性受损。再灌注阶段，缺血细

胞 中 抗 氧 化 剂 浓 度 降 低 ， 活 性 氧（reactive oxygen 

species, ROS）浓度增加，线粒体损伤和免疫失衡并

通过烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶系统、一

氧化氮合酶系统和黄嘌呤氧化酶系统促进氧化应

激，导致心肌微血管内皮细胞损伤、脱氧核糖核

酸损伤和局部炎症反应。最后，细胞损伤并通过

自噬、凋亡、焦亡、坏死等途径致使细胞死亡[6-7]。

目前，心肌缺血再灌注损伤的具体病理机制仍不

明确，也有学者表明，再灌注阶段由于受到缺血

时期炎症反应的遗留作用导致心肌坏死边缘进一

步扩大[8]。再灌注阶段 NOD 样受体热蛋白结构域相

关 蛋 白 3（NOD-like receptor thermal protein domain 

associated protein 3, NLRP3）的过表达和炎症小体活

化，能促进细胞因子和其他炎症因子释放、破坏

细胞膜、降低细胞渗透压，使细胞肿胀，引起细

胞凋亡。在探究靶向药物的病理机制过程中，通

过Ⅰ、Ⅱ期临床研究发现，白细胞介素-1 受体拮

抗剂——阿那白滞素有望在心肌缺血再灌注损伤中

起积极作用[9]。因此，复制高效且稳定的动物或细

胞缺血再灌注模型，深入探索其病理机制，对进

一步改善临床预后有重要意义。该文结合近 5 年的

研究对心肌缺血再灌注损伤模型复制和改良的方

法进行归纳和综述。

1 动物缺血再灌注损伤模型的复制

1.1　动物种属选择

当前动物模型种属复杂多样。用于心血管疾

病研究的动物主要包括猪、比格犬、小鼠、大鼠

及日本大耳白兔。其中，比格犬和猪因冠状动脉

分布与人类有所不同而不被选择[10]。大鼠因其冠状

动脉分布、血液循环系统与人类较为相似，且其

冠状动脉侧支循环少、心肌坏死表现早，模型复

制的稳定性高、费用较低，常作为此类模型的首

选[11-12]。其中，8～10 周的成年 SD 大鼠肌肉和胸壁

弹 性 较 好 ， 能 提 高 实 验 操 作 成 功 率 ， 被 选 择 最

多[13]。兔因心脏较大，便于手术操作，并且左右胸

腔相互独立，暴露心脏时不需要使用呼吸机，便

于 手 术 操 作 等 优 点 被 广 泛 应 用 于 体 内 及 体 外 模

型[14]。近年来，树鼩因与灵长类动物的遗传关系比

啮齿动物更密切，且体型小，繁殖容易，逐渐成

为复制心血管疾病模型的理想动物[15]。

1.2　方法选择

阻 断 动 物 冠 状 动 脉 左 前 降 支（left anterior 

descending branch, LAD）后又再通是目前模拟人类心

肌缺血再灌注损伤的经典动物模型复制方法。研

究目的和实验条件不同而选择各异。根据是否离

体分为心脏在体结扎模型和心脏离体灌流装置模

型；心脏在体结扎模型从解剖位置上又可分为胸

外结扎法及心脏原位结扎法[13，16]。

胸外结扎法因需要多次牵拉心脏，操作过程

中容易影响心脏的电活动和循环功能，模型成功

率低，因此该方法正被逐步淘汰。常规的原位结

扎可保持心脏处于正常解剖位置，对术后动物的

心脏生理功能影响较小，可延长术后动物的存活

时间，适合用于慢性再灌注的实验研究[11，17]。在

此基础上，具体操作可分为垫管法和推管法。垫

管法是将丝线或乳胶管等物质放置在心脏表面与

LAD 一起结扎，此方法在缺血后不用剪断结扎线，

可直接取出垫物恢复冠状动脉的血供，具有创伤

小、手术时间短、操作相对简单等优点而被广泛

应用[18]。传统的推管法因缺血效果不好，对心肌有

严重的机械损伤，因此逐渐被淘汰。LI 等[13]将塑料

管垫于 LAD 表面，再用丝线穿过一起结扎，此操

作减轻了手术过程中的机械损伤，提高了模型成

功率。但此方法的缺点是手术视野小、心脏不易

固 定 ， 结 扎 LAD 时 进 针 的 位 置 及 深 度 不 易 控 制 ，

对术者的熟练度要求较高。

由于离体心脏不受神经、体液的调节，影响

因素较少，可控性与重复性较强，同时可控灌流

装置可满足复杂缺血模型及药效学实验研究需要，

是心肌缺血再灌注形态、功能及电生理学研究的

重 要 模 型[19]。 1895 年 ， 德 国 生 理 学 家 Oslar 

Langendorff 首次介绍离体心脏灌流实验，其基本原
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理在于主动脉逆行灌流含氧的 Krebs-Henseleit 重碳

酸 盐 缓 冲 液 ，使 心 脏 维 持 营 养 保 持 跳 动 。

Langendorff 离体心脏灌流前负荷、后负荷、营养液成

分、温度等均可调节，且对技术的要求相对较低，现

今仍被广泛应用。因不受在体神经、体液调节等影

响，体外模型在监测心脏收缩力、心率及药物效果

评价方面有着显著优势，通过体外左心室插水囊或

气囊，可以更稳定地监测心脏收缩力和心率，将不

同浓度药物溶解于灌流液中可以更为直接地观察

药物对其心脏功能的量-效关系[16]。Langendorff 离

体心脏模型主要通过减少或停止缓冲液灌注和冠

状动脉原位结扎来复制缺血模型[20]。Langendorff 系

统也是分解心脏组织并获得原代心肌细胞的常用

方法。将离体心脏连接到 Lagendorff 灌流装置，通过

左心室灌流胶原酶消化后切碎过滤分离获得心肌

细胞[21]。LI 等[22]优化了此系统，使之与多重自然重

力沉降相结合，进一步用更简便的方法提供更高质

量的心肌细胞，但由于持续冠状动脉灌注导致的组

织水肿及动物细胞与人体细胞形态学的差异等，使

此系统存在一定局限性[23]。

1.3　术前准备与手术操作选择

传统的术前准备包括仪器设备连接、手术器

材准备、备皮、消毒、麻醉后气管插管。气管插

管对于维持呼吸循环稳定及模型稳定性有重要意

义，但气管切开后插管本身属于有创操作，手术

时间长会导致脏器体表降温及脱水，且对实验器

材及手术技能要求较高。有研究者结合先进的临

床经验，使用小型气管内镜辅助气管插管以避免

气管切开，更大程度减少动物损伤[24]。通过面罩供

给异氟烷诱导和维持麻醉方法，避免了气管插管，

并且大鼠术后能快速恢复意识和自主行为，手术

时间短、并发症少、围手术期死亡率低[25]。手术切

口位置也是影响手术成功的重要因素。成年 SD 大

鼠左侧 3、4 肋间正对结扎部位，心脏暴露良好，

是理想的手术切口位置。结扎部位越高，发生恶

性心律失常及心脏骤停可能性越大，因此结扎部

位的选择也至关重要。李言明等[26]以冠状静脉定位

LAD 并在冠状静脉主干动脉圆锥下 2～3 mm 处结

扎，并对比更高结扎位置，发现前者减少了恶性

心律失常等不良反应的发生，提升了模型成功率。

另外，结扎线太细极易损伤心肌甚至导致血管离

断，并且再灌注时缝线不易剪断，容易导致左心

耳撕脱，然而结扎线太粗可导致定位不准确，因

此 6-0 缝线更为合适[25]。

1.4　模型时间窗选择

缺血和再灌注的时间长短均可明显影响模型

的效果。受动物种属、术型选择、实验条件等多因

素影响，模型时间窗也存在差异。首先，缺血时

间不应少于 15 min，研究表明，过短的缺血时间不

会导致细胞死亡和心肌细胞结构的变化[27]。与细胞

模型中时间跨度大不同，大多数文献对动物心肌

缺血时间的选择都控制在 30～60 min[12，28-29]，尤其

是缺血 30 min 后模型动物仍有较高的存活率而被选

择最多[24]。有研究通过结扎大鼠 LAD 复制缺血再灌

注模型时发现，再灌注时间越长再灌注损伤的最

大面积也越大，再灌注时间超过 180 min，大鼠死

亡率明显增高[30]。缺血 30 min 和再灌注 120 min 模

型大鼠的死亡率低、心肌缺血面积大、心肌梗死明

显，是研究心肌缺血再灌注损伤的理想模型[12-13，29]。

这一时间窗同样适用于家兔[14]、树鼩等其他小型动

物。杨天睿等[31] 通过前期大量实验确定选用缺血

30 min、再灌注 30 min 复制树鼩体外心肌缺血再灌

注损伤模型，发现再灌注 30 min 后树鼩的心功能参

数接近了的正常生理状态，且模型组的所有指标

较空白组均有极显著的变化。

1.5　模型成功的判定方法

LAD 结扎成功的标志为左心室顶壁和前壁心

肌变白，结扎线远端心肌颜色发绀，心室壁运动减

弱，心电图表现为Ⅱ导联 R 波增宽，ST 段进行性抬

高和/或 T 波高耸和/或 QRS 波群增宽，或可出现心

律 失 常 。 再 灌 注 后 ，心 肌 缺 血 部 位 紫 绀 消 失 或 减

轻，左心室心尖和前壁恢复红色，局部炎症引起水

肿、渗出，心电图表现为心电图 ST 段回落，一般以

回 落 50％ 以 上 为 判 断 标 准[12]，QRS 波 形 态 趋 于 术

前。模型复制后，小鼠心排血量降低 30%，射血分

数少于 50%，则认为模型复制成功[32]。TTC 染色法

观察梗死心肌面积、HE 染色观察心肌损伤程度是

动物模型中对单个暴露因素研究最常用的两种方

法，特别是对时间窗的选择有重要意义，因其稳定

性高、操作简单被广大研究者使用[11，29]。

近 5 年心肌缺血再灌注损伤动物模型复制情况

见表 1。
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2 细胞缺血再灌注损伤模型的复制

心肌细胞缺血再灌注模型有助于在细胞层面

对缺血再灌注损伤的机制进行探讨。氧糖剥夺/复

氧 复 糖 （oxygen-glucose deprivation/reoxygenation, 

OGD/R）模型是目前较为成熟的一种缺氧/复氧细胞

模型，让细胞维持在无葡萄糖无血清达尔伯克改良

伊 格 尔 培 养 基（Dulbecco's modified Eagle medium, 

DMEM）及缺氧环境中，离开缺氧环境后并更换完全

培养基模拟再灌注，以复制缺血再灌注细胞模型[11]，

这种模型同样适用于心肌细胞缺血再灌注损伤研

究[29]。不同细胞对缺氧的耐受性不同，其时间窗也

不同，需要通过大量预实验确定其合适时间窗。

2.1　细胞种属及方法选择

目前细胞选取大致分为两种类型：①原代心

肌细胞：其中包括新生心肌细胞、成年心肌细胞、

心脏祖细胞（cardiac progenitor cell, CPC）、诱导多能

干 细 胞 衍 生 的 心 肌 细 胞（induced pluripotent stem 

cell-derived cardiomyocytes, iPSC-CMs）； ② 细 胞 系 ：

人心肌细胞（HCM）、小鼠心房肌细胞（HL-1）和大鼠

心室肌细胞（H9C2）。

原代心肌细胞具有保持心肌细胞原有结构和

功能特点的优势。原代心肌细胞中，尽管成年心

肌细胞最贴合临床，但较难分离纯化，存在混杂

因素较多的缺点，新生心肌细胞更容易纯化、对

缺氧的抵抗力更强而更为常用。iPSC-CMs 因为有

缺氧抵抗和较低细胞死亡率的特性，是药理学领

域致力于药物研究的又一绝佳选择[35]。有研究通过

胶原纤维蛋白原水凝胶包裹 iPSC-CMs 复制了一种

体外心肌缺血再灌注损伤模型，这一人体组织工

程模型可以更为准确地在体外条件下模拟体内心

肌缺血再灌注损伤环境[36]。培养细胞系可以无限期

地传代，同时保持其表型特征，因此在使用性方

面具有优势[11]。

大鼠心室肌细胞 H9C2 在能量代谢特征方面更

接近正常的原代心肌细胞，且相较于 HL-1 对缺氧/

复氧（hypoxia /reoxygenation, H/R）刺激更为敏感，是

复 制 心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 模 型 更 为 合 适 的 细 胞

系[37]。通过 OGD/R 方式复制模型仍然是最常见方法

选择，缺氧前置换不同缺氧液并置入不同缺氧装

置，缺氧后将缺氧液换成完全培养基在常氧条件

下（21% 氧气）进行复氧[25]。也有研究者在复氧阶段

使用高氧条件（95% 氧气）来构建复氧环境，但有相

表1　近5年心肌缺血再灌注损伤动物模型复制一览表 

作者

WANG 等[11]

LI 等[13]

WU 等[12]

ZHANG 等[29]

LEE 等[14]

CHOU 等[17]

PENG 等[33]

ZHANG 等[16]

MUESSIG 等[34]

年份

2022

2020

2021

2019

2021

2020

2019

2020

2020

动物种属

SD 大鼠（8～10 周龄，180～200 g）

SD 大鼠（8 周，250～300 g）/新生

SD 大鼠（2 d）

SD 大鼠

成年 SD 大鼠（约 200～250 g）

家兔

新西兰大白兔（2.8～3.8 kg）

新西兰大白兔（2.9～3.3 kg）

SD 大鼠（8～10 周龄，180～230 g）

C57/BL6 小鼠（9～15 周龄）

方法及位置选择

原位结扎法，肺动脉锥和

左心耳之间 LAD

原位垫扎法，用塑料管垫

扎大鼠 LAD

原位结扎法，结扎大鼠

LAD

原位结扎法，结扎大鼠

LAD

原位结扎法，结扎左回旋

动脉钝缘支（房室沟和心

尖之间）

原位结扎法，结扎左回旋

动脉钝缘支（房室沟和心

尖之间）

建立动静脉体外循环、

夹闭主动脉根部

Langendorff 离体心脏灌流

Langendorff 离体心脏灌流

时间窗（H/R）

30 min/180 min

30 min/120 min

30 min/120 min

30 min/120 min

60 min/15 min

30 min/15 min

60 min/120 min

30 min/120 min

40 min/120 min

模型成功标准

模型复制中（H/R）

心电图 ST 段抬高/ST

段回落

文章未提及

左心室顶壁和前壁变

白/左心室心尖和前壁

恢复并变红

文章未提及

心肌颜色发绀/心肌颜

色恢复

心肌颜色发绀/心肌颜

色恢复

文章未提及

文章未提及

文章未提及

模型复制后

HE 染色、TTC

染色

HE 染色、CK、

LDH

文章未提及

HE 染色、TTC

染色、LDH

离体电生理

检测

NO 水平

HE 染色

TTC 染色

TTC 染色
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关实验研究表明，高氧会加重再灌注心肌氧化应

激及炎症损伤[33]。

考虑到现实中无法捕获再灌注期间缺血区域

的实际氧气分布，有学者构建了一种心脏计算模

型，这种氧扩散三维模型也证明了再灌注早期高

浓度氧会增加 ROS 的产生，导致心肌组织进一步

损伤[38]。结合目前临床环境的局限性，为深入了解

人体模型相关的疾病形成过程，心脏计算模型作

为一种新型工具正被广泛应用[39]。有研究[40]将组织

工程技术与心血管疾病模型相结合，把新型心脏

芯片置入含有 iPSC-CMs 细胞的胶原基水凝胶中，

实现了三维结构的模拟，为复制人细胞体外模型

开拓了新的方向。由于经典动物及细胞模型的局

限，三维培养系统可以使人类心肌细胞功能在体

外更好地成熟，同时提高细胞-细胞和细胞-基质

相互作用的水平，为探究旁分泌等更为复杂的生

理 机 制 提 供 新 的 方 法 。 但 目 前 该 技 术 未 标 准 化 ，

仍然需要大量证据来证明模型的准确性、相关性

和可重复性。不可否认的是，三维心脏细胞培养

技术在组织工程、药物开发、心脏毒理学和疾病

模型复制方面具有巨大的应用潜力[41]。

缺氧可以通过化学或物理方法实现。化学诱

导因副作用太多，无法排除多因素影响复氧阶段

的损伤，因此现在很少应用。物理方法通过将培

养 的 细 胞 更 换 缺 氧 液 后 放 入 缺 氧 装 置 模 拟 缺 氧 ，

根据预实验缺氧一段时间后，将细胞更换完全培

养基，离开缺氧环境模拟复氧[42]。三气培养箱是精

密可控的缺氧设备，但仪器价格昂贵，不利于前

期实验[43]。通常，缺氧过程中使用含 5% 二氧化碳

和 95% 氮气的气体成分、37 ℃的箱内环境来实现

缺氧[13，44-45]。心肌缺血再灌注损伤模型大都采用更

换无血清、无葡萄糖有机溶剂模拟缺血环境[11，44，46]。

然而，实际临床中无血清并不符合缺血的自然结

果，因为在短暂的缺血损伤期间，血清往往不会

耗尽，此外，无血清会加剧细胞活性氧的生成引

起细胞进一步死亡[47]。通过对缺氧溶剂的预缺氧处

理可以更大程度地减少溶于液体中的氧气，使缺

氧环境更为稳定[11]。

2.2　细胞模型的检测方法

常见的细胞模型检测方法是通过检测心肌缺

血再灌注损伤模型中目的细胞的活力、氧化应激、

炎症因子（IL-1β、TNF-α 等）[11]、ROS 和凋亡等来评

估暴露因素对心肌缺血再灌注损伤的影响。细胞

活力是确立细胞模型合适时间窗及模型是否成功

的重要标准之一。CCK-8 法和 MTT 法是检测细胞

活力常用方法，操作便捷、简单，被广泛应用于

模 型 复 制 前 研 究[48-49]。 肌 酸 激 酶（creatine kinase, 

CK）和乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase, LDH）是心

肌细胞中具有稳定细胞作用的溶质酶，缺血再灌

注会诱导心肌细胞产生氧化应激反应使细胞膜受

损，CK 和 LDH 迅速从细胞释放到细胞培养基中，

是心肌损伤的标志物。CK 和 LDH 的细胞毒性检测

试剂盒使用方便、操作简单，也可作为细胞模型

复制过程中重要检测工具之一[47，50]。细胞凋亡检

测常用于模型成熟后暴露因素对蛋白水平的影响，

因价格昂贵及时间成本高，不利于前期实验[51-52]。

近 5 年 心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 细 胞 模 型 复 制 情 况

见表 2。

3 小结

理想的动物和细胞缺血再灌注损伤模型是研

究心肌缺血再灌注损伤的前提条件，在此基础上

深入研究其病理机制，探寻目标靶点精准治疗以

减轻缺血再灌注造成的组织和功能损伤，具有非

常重要的临床意义。该模型需要研究者以实验目

的为基础，综合考虑经济、稳定、可复制、实验

室条件等因素进行选择，提高模型复制的稳定性，

缩短手术时间，提高动物存活率及成功率，重在

优化步骤及细节。细胞模型时间窗及缺氧复氧条

件不固定，需要前期大量预实验，本文就这一问

题也给出参考。目前，临床对于心肌缺血再灌注

损伤治疗方法有限且其有效性还未在大型临床试

验中得到证实，因此临床前模型还亟待优化。考

虑到动物及细胞模型的局限性，三维数字计算模

型也正被广泛应用。组织工程与心血管疾病模型

相结合是未来发展趋势，三维培养系统模型是常

规体外模型的又一替代。综上所述，随着对缺血

再灌注损伤病理生理机制研究的逐步深入，缺氧

再灌注模型将得到持续优化，稳定的模型为缺血

再灌注损伤病理生理机制研究提供保障。可以预

见，随着越来越多的靶点被发现，临床防治缺血

性心脏病将有更加广阔光明的前景。
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表 2　近五年心肌缺血再灌注损伤细胞模型构建一览表 

作者

ZHENG

等[50]

WANG

等[11]

WANG

等[44]

LIU 等[47]

GUO 等[48]

CHENG

等[45]

LU 等[49]

CHEN

等[51]

LANG

等[43]

QIU 等[42]

GONG

等[52]

ZHU 等[53]

XIANG

等[54]

LI 等[13]

WANG

等[55]

DALAL

等[56]

ZHOU

等[57]

WU 等[12]

TONG

等[58]

LU 等[59]

年份

2021

2022

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2020

2020

2018

2020

2021

2021

2021

2019

细胞种属

大鼠细胞系

大鼠细胞系

大鼠细胞系

大鼠细胞系

大鼠细胞系

大鼠细胞系

大鼠细胞系

大鼠细胞系

小鼠细胞系

小鼠细胞系

新生 SD 大鼠

（1～3 d）

新生 SD 大鼠

（1～3 d）

新生 SD 大鼠

（1～3 d）

新生 SD 大鼠（2 d）/

大鼠细胞系

新生 C57/BL6 小鼠

（1 d）

雄性 SD 大鼠（8 周）/

雄性 C57/BL6 小鼠

（8～10 周龄）

人类细胞系

人类细胞系

人类细胞系

人类细胞系

细胞选择

H9C2

H9C2

H9C2

H9C2

H9C2

H9C2

H9C2

H9C2

HL-1

HL-1

NRVMs

NRVMs

NRVMs

NRVMs、

H9C2

NRVMs

ARVM

HCM

HCM

HCM

（AC16）

iPSC-

CMs

溶剂条件（H/R）

600 μmol/L CoCl2/完全培养基

无糖 D-Hank 液（预缺氧

30 min）/完全培养基

无糖台式液/DMEM F12

无葡萄糖 DMEM/完全培养基

0.5%FBS DMEM/完全培养基

无葡萄糖无血清 DMEM/完全

培养基

无葡萄糖 DMEM/完全培养基

完全培养基/完全培养基

完全培养基/完全培养基

（无血清 RPMI-1640 预适应

24 h）无糖无血清缺氧模拟

液/含糖无血清 DMEM

完全培养基/完全培养基

低糖 DMEM/完全培养基

PBS/完全培养基

无血清 DMEM/完全培养基

完全培养基/完全培养基

完全培养基/完全培养基

无血清心肌细胞培养基/含

10%FBS 心肌细胞培养基

无血清心肌细胞培养基（预

适应 12 h）/含 10%FBS 心肌细

胞培养基

无血清 DMEM/完全培养基

完全培养基/完全培养基

环境条

件（H/R）

化学法

缺氧箱 A

缺氧箱 A

缺氧箱 A

缺氧箱 A

缺氧箱 A

缺氧箱 A

缺氧箱 A

三气培

养箱 B

三气培

养箱 B

缺氧箱 C

三气培

养箱 B

缺氧箱 A

缺氧箱 A

三气培

养箱 B

缺氧箱 A

三气培

养箱 B

三气培

养箱 B

缺氧箱 C

缺氧箱 C

时间窗

（H/R）

24 h/3 h

4 h/-

5 h/12 h

4 h/24 h

2 h/1 h

6 h/6 h

4 h/24 h

3 h/12 h

6 h/24 h

5 h/12 h

6 h/6 h

12 h/

12 h

3 h/3 h

6 h/6 h

6 h/24 h

2.5 h/

18 h

4 h/4 h

4 h/8 h

6 h/24 h

24 h/

24 h

检测指标

CCK-8、氧化应激指标（CK、LDH、

SOD、CAT、GSH、MDA）

CCK-8、氧化应激指标（CK、LDH）、炎

症因子（LI-1β、IL-6、IL-8 和 TNF-α）

CCK-8、氧化应激指标（CK、LDH）、凋

亡蛋白（Caspase-3）

CCK-8、氧化应激指标（LDH、SOD、

CAT、MDA）、ROS

CCK-8、氧化应激指标（LDH）

凋亡蛋白（caspase-3）

MTT、凋亡蛋白（caspase-3、caspase-9）

凋亡检测（AnnexinV-FITCPI）

CCK-8、氧化应激指标（LDH）、凋亡蛋

白（Bcl-2、Bax、Caspase-3）

MTS、氧化应激指标（LDH）、凋亡检测

（AnnexinV-FITCPI）、ROS

凋亡蛋白（Bcl-2、Bax、Caspase-3）

MTT、氧化应激指标（LDH、SOD、

MDA）、凋亡蛋白（Bcl-2、Bax、

Caspase-3、C-casapse-3）

CCK-8、氧化应激指标（LDH、MDA）、

凋亡检测（AnnexinV-FITCPI）

凋亡蛋白（Bcl-2、Bax、Caspase-3）

CCK-8、氧化应激指标（LDH）、ROS、

凋亡蛋白（Caspase-3）

凋亡检测（TUNEL）、ROS

MTT、凋亡检测（AnnexinV-FITCPI）、

凋亡蛋白（Bcl-2、Bax）

MTT、凋亡检测（AnnexinV-FITCPI）、

凋亡蛋白（Bax、Caspase-3、Caspase-9）

CCK-8、凋亡检测（AnnexinV-

FITCPI）、凋亡蛋白（Bax、Caspase-3、

Caspase-9）

凋亡检测（TUNEL）、ROS

注 ： NRVMs：新生大鼠心室肌细胞； ARVM：成年大鼠心室肌细胞； SOD：超氧化物歧化酶、CAT：过氧化氢酶、GSH：谷胱甘肽、MDA：丙二

醛；完全培养基：高糖（4 500 mg/L）、10% FBS的DMEM培养基；所有环境温度均为37 ℃。A：缺氧条件 95%N2和5% CO2，复氧条件 95%空气和

5% CO2； B：缺氧条件 94% N2、5% CO2、1% O2，复氧条件 95%空气和5% CO2； C：缺氧条件 95% N2和5% CO2，复氧条件 95% O2和5% CO2。
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