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对小鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用及可能机制%方法
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组(假手术组!单纯缺血再灌注损伤组"模型组$!缺血再灌注
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腹腔注射
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!缺血再灌注
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蛋白的表达#
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的表达!
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蓝和
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法检测心肌缺血和心肌梗死面积%结果
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与横型组相比!高

剂量治疗组小鼠心肌缺血再灌注损伤后的缺血和梗死面积明显减少!
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对心肌缺血再灌注损伤可以发挥保护作用!

有可能应用于心肌缺血再灌注损伤患者的临床治疗%
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随着我国老龄化人口的加剧#人民生活水平不断提高#冠

状动脉粥样硬化在我国的发病率呈现逐年增加的趋势#严重威

胁患者的生命健康#同时给社会和家庭带来巨大的经济负

担'

$

(

*心肌梗死后的治疗主要有溶栓和介入治疗#心肌缺血再

灌注损伤是治疗中出现的常见现象#是影响患者预后的重要因

素'

1

(

*尽管以往研究对心肌缺血再灌注损伤后的病理机制有

一定了解'

'.0

(

#但是目前临床上尚缺乏有效的防治措施#以往研

究发现热休克蛋白$

UT6-%

&在心肌缺血再灌注损伤中的表达

上调可以发挥抗心肌损伤作用#
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是新近研发出的

UT6-%

的特异性诱导剂#已经证实在脑损伤中发挥神经保护

作用'
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*本研究通过研究
UT6-%

在心肌缺血再灌注损伤中的

心肌保护作用#以期为临床上心肌缺血再灌注损伤的治疗提供

新的思路和方法*
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实验分组及小鼠心肌缺血再灌注损伤模型制作
!

将实

验用小鼠分为以下组!假手术组%心肌缺血再灌注损伤组$模型
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组&%心肌缺血再灌注
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$低剂量治疗组#
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%心肌缺血再灌注损伤模型制作方法!使用苯巴比

妥将小鼠麻醉后#行气管插管呼吸机辅助呼吸#呼吸频率为
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#潮气量
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#同时采用皮下插入针电极描记心电

图#于
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肋间)胸骨左缘开胸#剪断肋骨后逐层剪破胸膜)心

包膜#在左冠状动脉前降支起始部#用
).%

针线穿过心肌浅层#

将丝线穿入直径为
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#
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的聚乙烯管中#稳定
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后抽紧丝

线#将聚乙烯管压向冠状动脉并与丝线一并夹住#阻断冠状动

脉血流#造成心肌缺血
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#然后放松丝线和聚乙烯管#恢复

冠状动脉血流*建模成功判断标准!心电图
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波群增高)增

宽#

T?

段抬高#假手术组只在左冠状动脉前降支下穿线#不结

扎#其余步骤同模型组*
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心肌梗死及缺血面积测定
!

心肌梗死及缺血面积的测

定方法参照文献'
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蓝注入小鼠心腔中#心肌

非缺血部位的心肌被染成蓝色#缺血区不着色#通过颜色差别

用以区分不同部位的心肌#然后用生理盐水将心腔冲洗干净#

游离出左心室#将剩余的血管)双侧心房及右心室部分去除#测

量左心室质量#后将其置于
Z1%n

冰箱中冰冻
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#取出后

将左心室切成厚度约
1;;

的切片#分离蓝色区域与非蓝色区

域*将非蓝色心肌置于
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的
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中
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孵育
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后#非

梗死区染色呈现深红色#梗死区却变为灰白色#区分出梗死区

与缺血区之后#将分离出来的缺血区)梗死区的心肌分别称质

量#心肌缺血区的面积
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缺血区心肌质量"左心室质量#心肌梗

死区面积用梗死区心肌质量"缺血区心肌质量*
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缺血再灌注损伤后
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#将小鼠深

麻醉后#快速打开胸腔)取心脏#取左心尖部组织迅速放入
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冰箱中保存备用#每只小鼠取
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心肌组织进行蛋白的裂

解)提取及变性*电泳)转膜后#
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洗膜#滴加显影液#显影#
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和
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细胞因子的测定!缺

血再灌注损伤后
$1%;#,

#在心肌组织中加入蛋白裂解液#充分

碾磨后使蛋白裂解#离心后取上清液)定量#

5]QT>

操作步骤

严格按照说明书进行*
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统计学处理
!

采用
T6TT$-&%

软件进行数据处理#计量

数据以
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表示#多组数据间的比较采用单因素方差分析#以
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为差异有统计学意义*
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结
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果
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心肌缺血和心肌梗死面积比较
!

本组研究中缺血再灌注

损伤
$1%;#,

前未出现死亡#假手术组小鼠心肌组织中未见心

肌缺血及心肌梗死区#模型组小鼠的心肌中出现大面积的心肌

缺血和心肌梗死$

!

$
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&*与模型组比较#高剂量治疗组中

小鼠的心肌梗死和心肌缺血面积明显减少$
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$
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&#低剂量

治疗组与模型组相比差异无统计学意义$

!

%

%&%:

&*见表
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对心肌缺血再灌注损伤后
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表达的影

响
!

与假手术组相比#模型组小鼠心肌组织中的凋亡蛋白
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的表达量显著增加$
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明显增加
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蛋白的表达量且呈剂量依赖性$
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各组小鼠心肌缺血再灌注后心肌缺血
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与梗死面积的比较$
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UT6-%

表达

影响的
hA+BAG,FJ"B

检测结果
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与假手术组相比#模型组小鼠中心肌组
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的表达量显著$

!

$

%&%:

&#

总蛋白中
Q

)

[

的表达量显著降低 $
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&%高剂量治疗组可

以显著增加抑制
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&#降低核内
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的表达
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&#同时显著抑制凋亡关键执行蛋白
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!假手术组%
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!模型组%
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!高剂量治疗组*

图
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缺血再灌注心肌损伤组织中
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'
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表达水平
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!假手术组%
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!模型组%
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图
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缺血再灌注心肌损伤组织中
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的表达水平
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显著抑制炎性因子
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和
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的

表达
!

与假手术组相比#模型组小鼠心肌组织中的
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和
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F

!

!

$

%&%:

#与模型组比较*

表
'

!!

心肌组织中炎性因子
?MS.

+

'

Q].$

*

和
Q].)

表达的水平$

E9;

(

KC

)

;

C

%

组别
) ?MS.

+

Q].$

*

Q].)

假手术组
/ $)&(91&)( (&:9'&%$ $/&(90&1'

模型组
/ ')&(9-&):

4

'-&/9/&(:

F
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4

高剂量治疗组
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F
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F
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#与模型组比较*
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论

UT6-%

是机体内重要的应激蛋白#在所有的热休克家族

蛋白中表达量最高'

-

(

#以往研究发现缺血再灌注的应激反应可

以显著诱导心肌细胞中
UT6-%

的表达#

UT6-%

在维护细胞的

正常结构与功能上发挥+分子伴侣,作用#它与新合成的)未折

叠以及错误折叠或者发生聚集的蛋白质相结合发挥作用#不仅

可以解离某些蛋白质#减少不溶性聚集物的危险性#同时还能

促进变性蛋白的降解和清除#保持酶的动力学特征#以维护细

胞的功能#促进心肌缺血再灌注损伤的修复'

/

(

*此外#

UT6-%

还可以主动释放至细胞外#在心肌缺血再灌注损伤的动物模型

和临床心肌损伤的患者血清中均检测到
UT6-%

的高表

达'

(.$%

(

#并且其表达量与患者的病情严重程度密切相关'

$$

(

*

以往研究证实#在心肌缺血再灌注损伤模型中诱导
UT6-%

的

表达可以发挥显著的心肌保护作用'

$%

#

$1

(

#本研究结果表明

?=3%:$'/0

可以显著诱导
UT6-%

的表达#并显著抑制心肌缺

血和心肌损伤的面积#发挥显著的心肌保护作用*

在证实
?=3%:$'/0

可以在心肌缺血再灌注损伤中发心肌

保护作用后#本文作者进一步进行了相关机制的探讨*以往研

究证实在心肌缺血再灌注损伤中
UT6-%

过表达可以显著抑制

MS.

)

[

的活性'

$'

(

#从而减少心肌细胞的损伤#发挥心肌保护作

用'

$0

(

*

MS.

)

[

是炎性反应和凋亡的重要调节因子#在静息状

态下#

MS.

)

[

的主要功能亚单位
K

):

与
Q

)

[

结合#抑制其核内

转移#缺血再灌注损伤可以使
Q

)

[

迅速发生降解#脱离
Q

)

[

束

缚的
K

):

蛋白将从细胞质内转移到细胞核内#与特异性的序列

结合#从而调节下游相关目的基因的表达'

$:.$)

(

*本研究结果

发现
?=3%:$'/0

可以显著增加缺血再灌注损伤导致的
Q

)

[

的

降解#同时抑制
K

):

的核内转移*此外#

MS.

)

[

下游的靶蛋白

炎性因子
?MS.

+

和
Q].$

*

的表达量也得到显著抑制#这与

?=3%:$'/0

在缺血再灌注损伤模型中发现的作用具有一致

性#这可能是其发挥心肌保护作用的主要机制之一*此外#本

研究结果发现
?=3%:$'/0

可以抑制凋亡执行蛋白
IJA4@A!.

I4+

K

4+A.'

的表达#这可能是其发挥心肌保护作用的另一个

机制*

综上所述#

UT6-%

的诱导剂
?=3%:$'/0

可以发挥显著的

心肌保护作用#其机制主要与通过抑制
MS.

)

[

的活性相关*

本研究结果提示
?=3%:$'/0

具有治疗心肌缺血再灌注损伤的

潜质#未来需要在临床
,

期实验中去证实*
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髓质变化亦不如木犀草素组严重#在肾脏功能保护上地塞米松

明显优于木犀草素#该组大鼠肾脏功能较
TD4;

组无明显异常

变化#在肾小管间质损伤上地塞米松组大鼠肾小管变形)间质

炎性反应)管型等变化较木犀草素组轻#肾小管间质损伤指数

亦低于木犀草素组#两组胶原纤维大都沉积在肾小球周围#其

间质纤维化积分较木犀草素组低*

综上所述#木犀草素不能够完全阻止或逆转单侧输尿管结

扎后引起的肾脏功能和结构损伤#但是木犀草素能够较大程度

地改善单侧输尿管结扎大鼠的肾脏功能)减轻炎性反应和间质

纤维化改变#但是其效果与地塞米松有一定的差距#其作用机

制可能与地塞米松抑制
MS.

)

[

基因的表达和炎症因子的释放

相似%亦有可能通过其抗氧化的作用保护肾脏间质细胞#减轻

炎性反应#这需更进一步的研究*木犀草素存在于多种常见食

用植物和多种中草药中#具有价格便宜)原料易得等特点#其天

然品已应用于临床止咳)平喘)祛痰)消炎)止痛#如白毛夏枯

草)独一活等'

$'.$:

(

*由于临床上多用木犀草素天然品#而木犀

草素几乎没有单独应用#所以对其梗阻性肾病间质纤维化的保

护和治疗时的安全度)有效度和规范度等指标有待进一步的研

究*虽然目前糖皮质激素类药物是作用最强)应用最广泛的治

疗肾病的药物#但其存在不良反应大#并可形成激素依赖或激

素抵抗#因此#寻求一种替代药物具有重要的临床意义#待木犀

草素单独治疗梗阻性肾病的安全度)有效度和规范度研究清楚

后#其有望成为延缓慢性肾脏疾病向终末期发展的糖皮质激素

类辅助药物*
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