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  [摘要] 目的 探索过氧化物酶体增长因子活化受体δ(PPARδ)激动剂预处理对小鼠心肌缺血/再灌注损

伤(MI/RI)的影响。方法 将小鼠分为对照组(假手术组)、模型组(缺血30
 

min,再灌注24
 

h)、实验1组

(GW501516,3
 

mg·kg-1·d-1)、实验2组(GW501516,10
 

mg·kg-1·d-1)。检测各组小鼠左心室射血分数

(LVEF)、左心室短轴缩短率(LVFS),血清肌酸激酶同工酶 MB(CK-MB)、乳酸脱氢酶(LDH)、肌钙蛋白I(cT-
nI)水平;检测心肌组织湿/干重比值,光镜观察心肌组织形态,原位末端标记法(TUNEL)检测心肌细胞凋亡

率;Western
 

blot检测B淋巴细胞瘤-2基因(Bcl-2)及相关X蛋白(Bax)表达,PCR检测过氧化物酶体增殖物活

化受体γ共活化剂-1(PGC-1)、核呼吸因子(NFR)-1、NFR-2
 

mRNA表达。结果 与对照组比较,模型组湿/干

重比值、心肌细胞凋亡率,CK-MB、LDH、cTnI水平,Bax蛋白表达升高;Bcl-2蛋白表达、LVEF、LVFS,PGC-1、
NFR-1、NFR-2

 

mRNA表达降低(P<0.05)。与模型组比较,实验1、2组湿/干重比值、心肌细胞凋亡率,CK-
MB、LDH、cTnI水平,Bax蛋白表达降低;Bcl-2蛋白表达、LVEF、LVFS,PGC-1、NFR-1、NFR-2

 

mRNA表达

明显升高(P<0.05)。实验1、2组上述指标组间比较差异无统计学意义(P>0.05)。结论 PPARδ激动剂可

能通过PGC-1/NFRs通路降低线粒体损伤,从而降低小鼠心肌细胞凋亡,改善 MI/RI。
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血/再灌注损伤;凋亡
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

PPARδ
 

agonist
 

pretreatment
 

on
 

mice
 

myocardial
 

is-
chemia-reperfusion

 

injury
 

(MI/RI).Methods The
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

(sham
 

operation
 

group),model
 

group
 

(ischemia
 

for
 

30
 

min,reperfusion
 

for
 

24
 

h),experiment
 

group
 

1
 

(GW501516,3
 

mg·
kg-1·d-1)

 

and
 

experiment
 

group
 

2
 

(GW501516,10
 

mg·kg-1·d-1).LVEF,LVFS,serum
 

CK-MB,LDH
 

and
 

cTnI
 

levels
 

in
 

the
 

mice
 

of
 

each
 

group
 

were
 

measured;the
 

wet-dry
 

myocardial
 

tissue
 

weight
 

ratio
 

was
 

de-
tected,the

 

myocardial
 

histomorphology
 

was
 

observed
 

by
 

microscope,the
 

myocardial
 

cellular
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

in
 

situ
 

end
 

labeling
 

(TUNEL);Bax
 

and
 

Bcl-2
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot;the
 

mRNA
 

ex-
pressions

 

of
 

PGC-1,NFR-1
 

and
 

NFR-2
 

were
 

detected
 

by
 

PCR.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

wet-dry
 

weight
 

ratio,myocardial
 

cellular
 

apoptosis
 

rate,CK-MB,LDH,cTnI
 

and
 

Bax
 

protein
 

expressions
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

Bcl-2
 

protein
 

expression,LVEF,LVFS,PGC-1
 

mRNA,NFR-1
 

mR-
NA

 

and
 

NFR-2
 

mRNA
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

wet-dry
 

weight
 

ratio,
myocardial

 

cellular
 

apoptosis
 

rate,CK-MB,LDH,cTnI
 

levels
 

and
 

Bax
 

protein
 

expression
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

1
 

and
 

2
 

were
 

decreased,while
 

the
 

levels
 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

expression,LVEF,LVFS,PGC-1
 

mRNA,NFR-
1

 

mRNA
 

and
 

NFR-2
 

mRNA
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

above
 

indicators
 

between
 

the
 

experimental
 

group
 

1
 

and
 

2
 

(P>0.05).Conclusion PPARδ
 

ag-
onist

 

reduces
 

the
 

mitochondrial
 

damage
 

possibly
 

through
 

PGC-1/NFRs
 

signaling
 

pathway,thereby
 

reduces
 

the
 

8402 重庆医学2025年9月第54卷第9期



myocardial
 

cellular
 

apoptosis
 

in
 

mice
 

and
 

ameliorates
 

MI/RI.
[Key

 

words] PPARδ;mice;PGC-1;myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury;apoptosis

  在心脏外科手术中,心肌缺血/再灌注是必备环

节[1]。延迟再灌注可加重心肌结构与功能损伤,引发

一系列不良后果,诸如心脏收缩功能障碍、心律失常

和细胞死亡等,最终造成心肌缺血/再灌注损伤(myo-
cardial

 

ischemia/reperfusion
 

injury,MI/RI)[2-3]。随

着心脏外科手术的迅速发展,体外循环中对于心肌保

护的要求越来越高,体外循环下的心内直视手术引起

心脏损伤的原因除了手术本身以外,MI/RI也是重要

原因。已有研究表明,MI/RI是临床心肌梗死患者介

入术后冠状动脉再通环节常会出现的一类生理、病理

现象,容易导致心脏功能发生剧烈改变[4]。因此,如
何预防和治疗 MI/RI显得尤为重要。有研究发现,过
氧化物酶体增长因子活化受体δ

 

(peroxisome
 

prolif-
erator-activated

 

receptor
 

δ,PPARδ)通路调节多种炎

症和代谢过程,涉及多种神经精神疾病,包括阿尔茨

海默病、帕金森病、重度抑郁症、创伤后应激障碍,该
通路通过抑制核因子-κB(nuclear

 

factor-κB,NF-κB)
蛋白的活化,进而抑制促炎细胞因子的产生,从而减

少神 经 炎 症 过 程,达 到 神 经 保 护 作 用[5]。然 而

PPARδ激动剂在保护心肌细胞中的功能还尚待挖掘

与证实。有实验证实[6-7],激活过氧化物酶体增殖物

活化受体γ共活化剂-1(peroxisome
 

proliferator
 

acti-
vated

 

receptor
 

gamma
 

coactivator-1,PGC-1)/核呼吸

因子(nuclear
 

respiratory
 

factor,NRFs)通路有利于

线粒体的生物合成,进一步导致心肌细胞凋亡受抑,
进而改善心肌功能,为临床减轻心脏外科手术中 MI/
RI提供了治疗方向。本文对PPARδ激动剂和PGC-
1/NFRs通路之间的联系进行了研究,探讨其在减轻

MI/RI方面的作用机制,为后期药物研究提供新的

方向。
1 材料与方法

1.1 实验动物

28只C57BL/6N健康小鼠,SPF级,雄性,购自

温州医科大学实验动物中心[许可证号为“SYXK(浙)
2021-0017”]。本研究经医院实验动物伦理委员会批

准(审批号:WYYY-AEC-2024-229)。
1.2 主要仪器及试剂

酶标仪(美国Thermo
 

Fisher公司);ELISA试剂

盒(上海西塘生物科技有限公司);PCR仪(日本Bioer
公司);垂直电泳系统(美国BIO-RAD公司);蛋白核

酸分析仪(美国Thermo
 

Fisher公司);兔抗小鼠B淋

巴细胞瘤-2基因(B-cell
 

lymphoma-2
 

gene,Bcl-2)及
相关 X蛋白(Bcl-2-associated

 

X
 

protein,Bax)单抗

(美国CST公司);PCR引物(上海捷瑞生物工程有限

公司);羊抗兔IgG
 

辣根过氧化物酶(horseradish
 

per-
oxidase,HRP)抗体(美国

 

CST
 

公司);原位末端标记

法(TdT-mediated
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling,TUNEL)
 

试剂盒(杭州铂赛生物科技公司);GW501516(美国

MCE公司)。
1.3 方法

1.3.1 建模与分组

将实验小鼠分为对照组(假手术组)、模型组(缺
血30

 

min,再 灌 注24
 

h)、实 验1组(GW501516,
3

 

mg·kg-1·d-1)、实验2组(GW501516,10
 

mg·
kg-1·d-1),每组7只。实验组1、2组小鼠于建模前

1周开始给予PPARδ激动剂(GW501516)灌胃,另外

两组以相同途径进行生理盐水灌胃处理。先对动物

称重,再麻醉(腹腔注射戊巴比妥钠,剂量45
 

mg/
kg),接着气管插管,采用呼吸机进行人工通气;定位

左侧第4、5肋间,切一纵向术口,心脏处在术野内,再
定位左心耳下缘

 

2
 

mm
 

区域,于此处穿针结扎(对照

组只穿线,无须结扎),显示左心室前壁光泽度下降,
呈苍白色;建立心肌缺血模型,0.5

 

h后将结扎线去

除,恢复血流,关闭胸腔,24
 

h后采集血清与心肌组织

备用。
1.3.2 超声心动图检测

血流恢复灌注1
 

d后,先对小鼠胸部行脱毛备皮

处理,再实施心脏超声检测。对小鼠采取氧气与七氟

醚混合吸入麻醉处理,移至恒温检测台,温度40
 

℃,
胶布固定四肢。将电溶胶涂抹于胸前与超声探头上,
实施超声测定,观察指标为左心室短轴缩短率(left

 

ventricular
 

fractional
 

shortening,LVFS)、左心室射

血分数(left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,LVEF)。
1.3.3 心肌组织湿/干重比值测定

提取部分心肌组织,并即刻对其湿重进行称定,
再移至55

 

℃恒温干燥箱内行干燥处理,称定干重,通
过湿/干重比值了解心肌水肿程度。
1.3.4 HE染色观察心肌形态

通过10%多聚甲醛(polyoxymethylene,POM)对
心肌组织行24

 

h固定处理;常规脱水,透明,制石蜡切

片,再切片,经 HE 染 色,光 镜 观 察 心 肌 组 织 形 态

变化。
1.3.5 血 清 肌 酸 激 酶 同 工 酶 MB(creatine

 

kinase
 

isoenzymes
 

MB,CK-MB)、乳酸脱氢酶(lactate
 

dehy-
drogenase,LDH)、肌钙蛋白I(cardiac

 

troponin
 

I,cT-
nI)检测

对小鼠血清行37
 

℃
 

5
 

min水浴处理,4
 

℃
 

3
 

000
 

r/min离心处理,提取上清液,参考试剂盒说明书方法

检测CK-MB、LDH、cTnI水平。
1.3.6 缺血区心肌组织细胞凋亡检测

采用PBS溶液冲洗心肌组织,石蜡包埋后切成4
 

μm的切片。采用TUNEL试剂盒检测心肌切片组织
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的凋亡细胞数,对于每张切片皆随机定位5个视野,
统计凋亡细胞占比,再获取均值。在荧光显微镜下进

行染色,细胞核呈蓝色荧光,阳性细胞呈绿色荧光。
1.3.7 Western

 

blot检测相关凋亡蛋白表达

采集左心室心肌组织并行匀浆操作,再进行总蛋

白的提取,BCA
 

法对其浓度展开检测。各组取10
 

μL
蛋白上样后,进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳,电泳结束后将蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜上,在
TBST(内含50

 

g/L脱脂奶粉)
 

中过夜封闭,温度

4
 

℃,滴加稀释比为1∶200的Bcl-2及Bax(一抗),洗
涤,再滴加羊抗兔IgG

 

HRP抗体(二抗),待孵育结

束,通过ECL试剂盒显色,采集图像并加以分析。
1.3.8 PCR检测相关mRNA表达

采集部分左心室心肌组织,随即行匀浆处理,提
取总RNA(Trizol法),再对其纯度与浓度展开检测

(紫外分光光度法),将
 

RNA
 

逆转录成cDNA,加入引

物,启动扩增程序,94
 

℃
 

3
 

min预变性,94
 

℃
 

15
 

s、
60

 

℃
 

15
 

s、72
 

℃
 

20
 

s,循环45
 

次;72
 

℃
 

10
 

min,经
PCR

 

IQ5TM完成信号的采集,并对循环阈值求解,最
后采 用 2-ΔΔCt 法 进 行 分 析。β-actin上 游 引 物 5'-
CCCATCTATGAGGGTTACGC-3',下 游 引 物

 

5'-
TTTAATGTCACGCACGATTTC-3';PGC-1上游引

物5'-AGGCGGTGCTCGCTTGTG-3',下游引物5'-
GGGATAGATAAAACAGGATGGGA-3';NFR-1 上

游引物5'-
 

AATGTCCGCAGTGATGTCC-3',下游引

物5'-GCCTGAGTTTGTGTTTGCTC-3';NFR-2上

游引物5'-AGTGCACAGAAGAAAGCA-3',下游引

物5'-AACCACCCAATGCAGGAC-3'。
1.4 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行统计分析。计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析(ANO-
VA),两两比较方差齐性时采用LSD-t法,方差不齐

性时采用Dunnet’t检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 各组小鼠心功能指标比较

与对照组比较,模型组LVEF、LVFS降低(P<
0.05);与模型组比较,实验1、2组LVEF、LVFS升高

(P<0.05),实验1、2组组间比较差异无统计学意义

(P>0.05),见表1。
2.2 各组小鼠心肌组织湿/干重比值比较

与对照组比较,模型组湿/干重比值明显升高

(P<0.05);与模型组比较,实验1、2组湿/干重比值

明显降低(P<0.05),实验1、2组组间比较差异无统

计学意义(P>0.05),见表1。
2.3 各组小鼠心肌形态变化

对照组心肌有序分布,间质结构正常,在血管附

近无明显炎症细胞;模型组心肌无序分布,界限模糊,
有红细胞于间质处弥散分布,且有一定数量炎症细

胞;实验1、2组心肌无序分布,界限稍显模糊,极小部

分红细胞处在间质处,同时有少量炎症细胞,但两组

对比基本接近,见图1。

表1  各组小鼠湿/干重比值、LVEF、LVFS、凋亡率比较(x±s)

组别 n 湿/干重比值 LVEF(%) LVFS(%) 凋亡率(%)

对照组 7 3.88±0.21 71.73±5.22 60.82±1.74 6.84±0.40

模型组 7 5.04±0.30a 48.90±2.43a 40.68±1.28a 30.45±2.68a

实验1组 7 4.44±0.38b 60.74±3.08b 46.96±1.82b 18.07±2.48b

实验2组 7 4.35±0.28b 60.58±2.56b 45.44±1.38b 17.29±1.87b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

  A:对照组;B:模型组;C:实验1组;D:实验2组。

图1  各组小鼠心肌形态变化(HE染色,400×)

2.4 各组血清CK-MB、LDH、cTnI水平比较

与对照组比较,模型组CK-MB、LDH、cTnI水平

明显升高(P<0.05);与模型组比较,实验1、2组CK-
MB、LDH、cTnI水平明显降低(P<0.05),实验1、2
组组间比较差异无统计学意义(P>0.05),见表2。

2.5 各组小鼠心肌细胞凋亡率比较

与对照组比较,模型组TUNEL阳性细胞增多,
细胞凋亡率明显升高(P<0.05);与模型组比较,实验

1、2组TUNEL阳性细胞减少,细胞凋亡率降低(P<
0.05),实验1、2组组间比较差异无统计学意义(P>
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0.05),见表1、图2。
 

2.6 各组小鼠心肌组织Bax、Bcl-2蛋白表达比较

与对照组比较,模型组Bax、Bcl-2蛋白表达分别

呈上调、下调表现(P<0.05);与模型组比较,实验1、
2组Bax、Bcl-2蛋白表达分别呈下调、上调表现(P<
0.05),实验1、2组组间比较差异无统计学意义(P>
0.05),见图3。
2.7 各组小鼠心肌组织PGC-1、NFR-1、NFR-2

 

mR-
NA表达比较

与对照组比较,模型组 PGC-1、NFR-1、NFR-2
 

mRNA表达降低(P<0.05);与模型组比较,实验1、

2组PGC-1、NFR-1与NFR-2
 

mRNA表达升高(P<
0.05),实验1、2组组间比较差异无统计学意义(P>
0.05),见图4。

表2  各组血清CK-MB、LDH、cTnI水平比较(x±s)

组别 n cTnI(pg/mL) LDH(U/L) CK-MB(U/L)

对照组 7 125.23±6.45 3
 

485.86±267.92 19.54±2.77

模型组 7 240.06±8.46a 5
 

345.82±218.03a 46.21±4.29a

实验1组 7 135.11±4.45b 4
 

382.50±219.11b 35.33±4.83b

实验2组 7 132.39±6.09b 4
 

405.36±195.78b 32.84±3.23b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

  A:对照组;B:模型组;C:实验1组;D:实验2组。

图2  各组小鼠心肌细胞凋亡率(400×)

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图3  各组小鼠心肌组织Bax、Bcl-2蛋白表达比较

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图4  各组小鼠心肌组织PGC-1、NFR-1、NFR-2
 

mRNA
表达比较

3 讨  论

  本研究显示,PPARδ激动剂对 MI/RI具有保护

效能。此外,PPARδ激动剂可以上调 MI/RI后的

PGC-1、NFRs
 

mRNA表达,降低心肌细胞凋亡,从而

减轻 MI/RI,同时较低剂量的 GW501516即可发挥

作用。
MI/RI过程复杂,涉及多种机制,包括炎症反应、

氧化应激反应、细胞凋亡等,这些均会导致心肌损伤,
其中细胞凋亡起重要作用[8-11]。出现 MI/RI时,线粒

体功能变差,反映为线粒体减少、代谢障碍、线粒体信

号异常、线粒体DNA突变与拷贝数减少、线粒体形态

异常、氧化应激、线粒体蛋白表达下调等[12]。
 

MI/RI
造成的线粒体Ca2+ 超载、释放过多活性氧(reactive

 

oxygen
 

species,ROS)及线粒体膜通透性转孔(mito-
chondrial

 

permeability
 

transition
 

pore,MPTP),并导致

线粒体严重的结构和功能破坏,是 MI/RI发生的主要

原因[13-14]。本研究结果显示,模型组心肌湿/干重比值

升高,光镜显示心肌排列紊乱、有炎性细胞分布于间质,
同时心肌细胞中CK-MB、LDH、cTnI水平较高。

在 MI/RI的病理机制中,心肌细胞凋亡扮演重要

角色,其主要由线粒体介导,若抑制线粒体生物合成,
会对细胞凋亡进行诱导[15-16]。受MI/RI影响,线粒体

无法正常代谢,造成心肌能量障碍,导致细胞凋亡与

坏死,当线粒体处于缺血缺氧环境时,因心肌ATP生

成量下降,涌入大量Ca2+,引发功能障碍、功能损伤及

数量减少,进一步导致氧自由基受损、Ca2+ 超载与再

灌注心律失常[17]。PGC-1因在协调线粒体方面起着

核心作用,故在极大程度上增强线粒体功能,PGC-1
的表达变化与线粒体生物合成功能直接相关,对于心
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脏能量代谢起着核心调节作用,能够对生物刺激调控

线粒体的合成与表达给予直接反应[18-19]。NRFs是

PGC-1下游转录因子靶标,在连接核编码基因与线粒

体生物合成中作为转录调节因子发挥重要作用[20-21]。
线粒体生物合成同凋亡有着紧密联系,前者增强会使

后者受抑,反之,前者受抑会诱导后者,在细胞凋亡机

制中线粒体介导途径具有关键作用[22]。有研究结果

显示[23-24],
 

PGC-1/NFRs通路可增强线粒体生物合

成而抑制心肌细胞凋亡,使得心功能得以改善,上调
 

PGC-1/NFRs通路可改善 MI/RI小鼠心肌细胞凋

亡。天然PPARδ广泛分布在全身组织器官中,在巨

噬细胞介导的炎症反应、脂质代谢、改善血管内皮细

胞功能中发挥生理作用[25-27]。既往研究证实[28-29],对
于骨骼肌线粒体生物合成及骨骼肌肌纤维的代谢型

变化,PPARδ起着关键性的调节作用。有报道指

出[30],在PPARδ转基因鼠体内,骨骼肌从Ⅱ型转变

为Ⅰ型,相关线粒体标志性蛋白(COXⅡ、COXⅣ等)
水平大幅升高,表明PPARδ参与骨骼肌线粒体生物

合成 过 程。研 究 发 现,伴 随 PPARδ受 体 的 激 活,
PGC-1蛋白表达明显升高,同时诱导了小鼠骨骼肌的

线粒体生物合成,推测PPARδ激动剂可促进线粒体

生物合成,在细胞凋亡过程中可能发挥保护作用[31]。
本研究也发现,当发生MI/RI时,心肌组织中PGC-1、
NFRs

 

mRNA表达降低,并且发现使用PPARδ激动

剂后可以大幅度上调PGC-1/NFRs
 

mRNA表达,从
而降 低 心 肌 细 胞 凋 亡,减 轻 小 鼠 心 肌 损 伤。但

PPARδ激动剂对于该通路的具体作用还没有明确,
同时缺少药物拮抗剂组,以后需加以完善。

综上所述,PPARδ激动剂可有效保护 MI/RI,且
此保护效能的实现途径与PGC-1/NFRs通路有关。
本研究指出了PPARδ激动剂治疗 MI/RI的新思路,
也为药物研发提供新的方向。
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