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论著·基础研究

在体大鼠心肌缺血再灌注损伤中ＮＦκＢｐ６５与ＡｎｇⅡ的关系
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　　摘　要：目的　初步探讨心肌缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）过程中ＮＦκＢｐ６５与血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）的关系。方法　建立在体大

鼠心肌ＩＲＩ模型。以缺血３０ｍｉｎ再灌注６０ｍｉｎ（Ｉ３０ｍｉｎＲ６０ｍｉｎ）为观察点，采用随机数字表法分为ＩＲ组（即Ｉ３０ｍｉｎＲ６０ｍｉｎ后不再经任何

处理）、ＰＤＴＣ预处理组、咪达普利预处理组、ＰＤＴＣ与咪达普利联合预处理组。分别通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）及放射免疫

分析法检测ＮＦκＢｐ６５活性及血浆和心肌组织中的ＡｎｇⅡ含量。通过析因分析观察ＮＦκＢｐ６５与ＡｎｇⅡ的相关性。结果　各药

物预处理组与ＩＲ组比均可抑制ＮＦκＢｐ６５活性及血浆和心肌组织中的ＡｎｇⅡ含量，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　心肌

缺血再灌注损伤过程中ＮＦκＢｐ６５与ＡｎｇⅡ相互激活，形成正反馈，共同加重此损伤病理过程。
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　　随着２０世纪８０年代心脏介入治疗学的推广，心肌缺血再

灌注损伤（ＩＲＩ）成为一大研究热点。其中ＮＦκＢ及ＡｎｇⅡ均参

与了心肌ＩＲＩ的发生发展，在此病理过程中两者的关系也备受

关注。已有研究表明，ＮＦκＢ是ＡｎｇⅡ的前体血管紧张素原再

合成的重要调节因子［１］，ＮＦκＢ激活可增加组织ＡｎｇⅠ及Ａｎｇ

Ⅱ水平，并在转录水平影响ＡＴ１ＲｍＲＮＡ表达
［２］；同时ＡｎｇⅡ

也能激活ＮＦκＢ，且有研究认为ＡｎｇⅡ诱导促炎细胞因子表达

是通过ＮＦκＢ／ＩκＢ信号转导通路实现的。在此，我们将进一

步探讨心肌ＩＲＩ中ＮＦκＢ与 ＡｎｇⅡ的关系。

在前期实验的基础上，我们观察到缺血３０ｍｉｎ再灌注６０

ｍｉｎ（Ｉ３０ｍｉｎＲ６０ｍｉｎ）为ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的高峰点，利用抗氧化

剂四氧吡咯二硫氨基（ＰＤＴＣ）及咪达普利分别作为 ＮＦκＢ和

血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）的特异性抑制剂，探讨ＮＦκＢｐ６５与

ＡｎｇⅡ在心肌ＩＲＩ中的关系及其机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　雄性健康清洁型ＳＤ大鼠３２只，体质

量２５０～３００ｇ，由福建医科大学动物中心提供。许可证号

ＳＣＸＫ（闽）２００４０００２，参照文献报道的方法稍加改进建立动物

模型［３］。按照随机数字表法分为４组：（１）ＩＲ组：缺血３０ｍｉｎ

再灌注６０ｍｉｎ；（２）ＰＤＴＣ＋ＩＲ组：ＰＤＴＣ１２５ｍｇ／ｋｇ，用０．８５％

的生理盐水稀释，于缺血前１５ｍｉｎ腹腔注射；（３）咪达普利＋

ＩＲ组：咪达普利３ｍｇ／ｋｇ，用０．８５％的生理盐水稀释，于缺血

前１５ｍｉｎ颈外静脉缓慢推注；（４）ＰＤＴＣ＋咪达普利＋ＩＲ组：

ＰＤＴＣ１２５ｍｇ／ｋｇ及咪达普利３ｍｇ／ｋｇ分别于缺血前１５ｍｉｎ

腹腔注射及颈外静脉缓慢推注。

１．２　标本的采集与处理　实验结束相应时间点取材。（１）取

血：含蛋白酶抑制剂的真空试管备用，迅速下腔静脉取血２ｍＬ

加入试管，用于血浆 ＡｎｇⅡ水平的检测；（２）取组织：迅速剪取

平行房室沟下２ｍｍ处的左室游离壁心肌，分成２块，一块在

液氮中速冻后保存到－８０℃冰箱用于核蛋白提取；另一块新

鲜组织尽快匀浆用于组织ＡｎｇⅡ水平的检测。

１．３　免疫组织化学分析法　定位和定量检测 ＮＦκＢｐ６５活

性：光学显微镜下观察心肌细胞，如出现棕黄色颗粒为阳性表

达，活化的 ＮＦκＢｐ６５定位于细胞核；在高倍显微镜下（×

２００），每组切片选取１０个视野，细胞总数不少于５００个，计算

阳性细胞数的百分数，用阳性表达率表示ＮＦκＢｐ６５活化蛋白

的核易位表达量。

１．４　ＥＬＩＳＡ法检测心肌组织ＮＦκＢｐ６５蛋白转录活性　提取
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心肌组织细胞核蛋白，按照考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒说明

书，定量细胞核蛋白数量，按ＴｒａｎｓＡＭ ＮＦκＢｐ６５蛋白活性检

测试剂盒说明书进行ＥＬＩＳＡ。

１．５　放射免疫分析法测定血浆和心肌组织ＡｎｇⅡ含量　按试

剂盒说明书，采用均相竞争放射免疫分析法直接测定血浆和心

肌中的ＡｎｇⅡ含量。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计量

资料以狓±狊表示，各组间比较采用两因素两水平的析因分析，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组ＮＦκＢｐ６５蛋白核易位变化及 ＮＦκＢｐ６５蛋白转录

活性比较　由图１、表１可见：ＰＤＴＣ＋ＩＲ组、咪达普利＋ＩＲ组

及ＰＤＴＣ＋咪达普利＋ＩＲ 与ＩＲ 组相比，均显著抑制 ＮＦ

κＢｐ６５蛋白核易位变化，两药联合效果更明显，各组之间差异

均有统计学意义（均犘＜０．０５）；进一步检测 ＮＦκＢｐ６５ＤＮＡ

转录活性，同样，各药物预处理组与ＩＲ组相比也可显著抑制

ＮＦκＢｐ６５蛋白的ＤＮＡ转录活性，两药联合效果更明显，各组

之间差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。

　　Ａ：ＩＲ组；Ｂ：ＰＤＴＣ＋ＩＲ组；Ｃ：咪达普利＋ＩＲ组；Ｄ：ＰＤＴＣ＋咪达普利＋ＩＲ组。

图１　　免疫组织化学分析法测定各组ＮＦκＢｐ６５蛋白核易位变化（×４００）

表１　　药物预处理对ＮＦκＢｐ６５蛋白核易位的

　　　　　影响（狓±狊，狀＝８，％）

组别 核阳性表达率

ＩＲ组 ５３．８２±６．２２

ＰＤＴＣ＋ＩＲ组 ３０．３７±３．４４

咪达普利＋ＩＲ组 ４３．２０±４．５８

ＰＤＴＣ＋咪达普利＋ＩＲ组 １２．２６±１．０３

　　：犘＜０．０５，与ＩＲ组比较。

２．２　各组血浆及心肌组织 ＡｎｇⅡ水平的变化　由表２可见，

各药物处理组与ＩＲ组相比，血浆及组织ＡｎｇⅡ水平显著下降，

两药联合效果更明显，各组之间差异均有统计学意义（均犘＜

０．０５）。

表２　　药物预处理对血浆及组织ＡｎｇⅡ水平的

　　　　影响（狓±狊，狀＝８）

组别
血浆ＡｎｇⅡ

（ｐｇ／ｍＬ）

组织ＡｎｇⅡ

（ｐｇ／１００ｍｇ）

ＩＲ组 ４７１．００±４８．６１ ９４．２４±１３．０８

ＰＤＴＣ＋ＩＲ组 ３７８．３３±３１．８３ ６３．１７±６．１１

咪达普利＋ＩＲ组 ３０６．００±４２．１４ ５５．７３±７．３１

ＰＤＴＣ＋咪达普利＋ＩＲ组 ２８４．８３±２６．７２ ４４．９０±７．０４

　　：犘＜０．０５，与ＩＲ组比较。

３　讨　　论

ＰＤＴＣ是ＮＦκＢ的特异性抑制剂，主要作用是：（１）具有

抗氧化性，体外研究证实它可直接清除反应性氧中介物或与其

相关酶的金属离子发生螯合作用，抑制酶活性［４］，从而抑制

ＮＦκＢ激活；（２）通过阻止ＩκＢ与 ＮＦκＢ分离、阻碍 ＮＦκＢ核

易位等途径阻断ＮＦκＢ激活的信号转导通路
［５］；（３）具有促氧

化作用，通过螯合Ｃｕ２＋产生的复合物能氧化 ＮＦκＢ的巯基而

抑制其活性［６］。

血管紧张素转化酶抑制剂（ＡＣＥＩ）中的咪达普利是新一

代、长效 ＡＣＥＩ类药物，其活性代谢产物咪达普利拉与体内

ＡＣＥ结合，降低 ＡＣＥ活性，高选择性作用于肾素血管紧张素

醛固酮系统（ＲＡＳ），从而强效而持久的抑制ＡｎｇⅡ的生成
［７］。

从实验中笔者不难发现，与ＩＲ组比较咪达普利预处理在

显著降低血浆及组织 ＡｎｇⅡ含量的同时也伴随着 ＮＦκＢｐ６５

蛋白活性的下降，提示咪达普利可能通过抑制ＡｎｇⅡ的表达在

一定程度上抑制 ＮＦκＢｐ６５活性。已有多项研究表明 ＡＣＥＩ

和／或ＡｎｇⅡ受体阻滞剂可通过抑制ＮＦκＢ激活对心肌ＩＲＩ的

病理过程有所改善［８９］。ＡｎｇⅡ可以作为一个内源性促炎症因

子激活ＮＦκＢ从而增加氧化应激等作用
［１０］。Ｄｏｓｔａｌ等

［１１］指

出ＡｎｇⅡ可作为一个生长调节因子，促进多种细胞生长因子的

合成和释放包括 ＮＦκＢ。Ｍｕｌｌｅｒ等
［１２］报道转肾素、血管紧张

素原双基因大鼠心肌细胞、血管内皮细胞和平滑肌细胞 ＮＦ

κＢｐ６５蛋白表达增加，提示 ＡｎｇⅡ介导的心血管损害与 ＮＦ

κＢｐ６５活性有关。Ｍａｒｔａ等
［１３］发现 ＡｎｇⅡ可提高培养的大鼠

血管平滑肌细胞中ＮＦκＢ的结合活性，ＡｎｇⅡ受体阻滞剂可阻

断这一作用并呈剂量依赖性。因此笔者推测在心肌ＩＲＩ中，激

活的ＡｎｇⅡ甚至ＲＡＳ可激活ＮＦκＢ转录系统，两者共同参与

此病理过程。

其次笔者发现，与ＩＲ组比较ＰＤＴＣ预处理在显著抑制

ＮＦκＢｐ６５蛋白ＤＮＡ转录活性的同时也伴随血浆及组织 Ａｎｇ

Ⅱ含量的降低，提示ＰＤＴＣ可通过抑制ＮＦκＢｐ６５的激活在一

定程度上抑制 ＡｎｇⅡ。Ｍｕｌｌｅｒ等
［１２］曾指出，ＰＤＴＣ可通过抑

制ＮＦκＢ激活保护ＡｎｇⅡ诱导的炎性反应及器官损伤。Ｂｒａ

ｓｉｅｒ等
［１４］发现，ＮＦκＢ是 ＡｎｇⅡ前体血管紧张素原再合成的

重要调节因子，因此ＡｎｇⅡ的致炎作用在一定程度上依赖ＮＦ

κＢ的调节。对ＡＴ１受体基因序列分析也发现其启动序列含

有ＮＦκＢ的结合序列，提示 ＮＦκＢ可能会诱导 ＡＴ１受体表

达［１５］。因此，笔者推测在心肌ＩＲＩ中，ＮＦκＢｐ６５转录系统的

激活对ＡｎｇⅡ甚或ＲＡＳ的激活有影响，两者共同参与此病理

过程。

最后，从药物预处理的角度上，笔者发现咪达普利、ＰＤＴＣ

或两药联合预处理均抑制ＡｎｇⅡ与ＮＦκＢｐ６５活性，ＡＣＥＩ类药

物对心脏的保护已毋庸置疑，ＰＤＴＣ的使用仍处于实验室阶段，
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以此为新的靶点，可能为临床防治心肌ＩＲＩ提供更多的途径。

综上所述，心肌ＩＲＩ是多种生物活性因子参与的复杂病理

过程，涉及多种复杂细胞信号转导机制，其中 ＡｎｇⅡ或ＲＡＳ与

ＮＦκＢｐ６５可相互激活，并在多层次和诸多环节存在交互作用。
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《重庆医学》杂志对运用统计学方法的有关要求

１．统计学符号：按ＧＢ３３５８－１９８２《统计学名词及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

２．研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或是横断面调查研究），实验设计

（应告知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等），临床试验设计（应告知属于第几期

临床试验，采用了何种盲法措施等）；主要做法应围绕４个基本原则（重复、随机、对照、均衡）概要说明，尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响。

３．资料的表达与描述：用狓±狊表达近似服从正态分布的定量资料，用 Ｍ（ＱＲ）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表

时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于２０，要清楚区分百分率和百分比。

４．统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计

学分析方法，不应盲目套用狋检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用χ
２ 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选

用合适的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对于具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多

因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面、合理的解释和评价。

５．统计结果的解释和表达：应写明采用统计学方法的具体名称（如：成组设计资料的狋检验、两因素析因设计资料的方

差分析、多个均数之间两两比较的狇检验等），统计量的具体指（如：狋＝３．４５，χ
２＝４．６８，犉＝６．７９等）；在用不等式表示犘值的

情况下，一般情况下选用犘＞０．０５、犘＜０．０５和犘＜０．０１３种表达方式，无须再细分为犘＜０．００１或犘＜０．０００１．当涉及总体

参数（如总体均数、总体率）时，再给出显著性检验结果的同时，应再给出９５％可信区间（犆犐）。
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