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替格瑞洛对急性心肌梗死小鼠心肌的保护作用及机制研究*

宋占春1,陈 亮2,何廉旗1,张 迪1,任智超1,张 建1

(辽宁省抚顺市中心医院:1.心内科;2.普通外科 113006)

  [摘要] 目的 探讨替格瑞洛对急性心肌梗死(AMI)小鼠心肌的保护作用,并阐明其作用机制。方法 
将8周龄雄性C57BL/6小鼠随机分为5组:假手术组(sham组)、AMI组、替格瑞洛治疗组、替格瑞洛预处理

组、替格瑞洛预处理+治疗组。除sham组外,其余各组小鼠均采用结扎左前降支冠状动脉的方法建立AMI小

鼠模型,各实验组(替格瑞洛治疗组、替格瑞洛预处理组、替格瑞洛预处理+治疗组)分别在造模后、造模前和造

模前后灌胃相同剂量替格瑞洛治疗小鼠,超声心动图测定小鼠心脏功能相关指标;采用试剂盒检测小鼠血清肌

钙蛋白(cTn
 

I)水平、肌酸激酶同工酶(CK-MB)和乳酸脱氢酶(LDH)活性;统计并计算各小鼠心脏质量/体重比

值;苏木素-伊红(HE)染色和2,3,5-氯化三苯基四氮唑(TTC)染色检测小鼠心肌组织病理变化;ELISA检测心

肌组织白细胞介素(IL)-18、IL-1β、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平;免疫荧光检测心肌组织CD68、p62表达及分

布情况;Western
 

blot检测心肌组织NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NLRP3)、半胱天冬酶-1前体(pro-
caspase-1)、活化型半胱天冬酶-1(cleaved

 

caspase-1)、IL-1β前体(pro-IL-1β)、活化型IL-1β(cleaved
 

IL-1β)、微

管相关蛋白1轻链3(LC3)、Beclin-1、p62表达;透射电镜观察自噬小体的形成情况。结果 超声心动图结果表

明,与sham组相比,AMI组左心室舒张末期内径(LVIDd)、左心室收缩末期内径(LVIDs)明显增加(P<
0.01),而短轴缩短率(FS)、射血分数(EF)明显降低(P<0.01),但各实验组较 AMI组均呈不同程度恢复。
ELISA结果表明,与sham组相比,AMI组小鼠血清cTn

 

I水平、CK-MB和LDH活性及小鼠心脏质量/体重比

值明显增加(P<0.01),各实验组较AMI组均降低。病理结果提示,与sham组相比,AMI组小鼠心肌组织病

理损伤加重,各实验组损伤程度较AMI组均减轻。ELISA结果表明,与sham组相比,AMI组小鼠心肌组织

IL-18、IL-1β、TNF-α水平均明显升高(P<0.01),各实验组上述炎症因子水平较AMI组均明显降低。此外,与

sham组相比,AMI组小鼠心肌组织CD68、NLRP3、cleaved
 

caspase-1、pro-IL-1β、cleaved
 

IL-1β、p62水平均升

高,各实验组上述蛋白水平呈不同程度降低,而LC3Ⅱ/Ⅰ和Beclin-1水平均升高(P<0.01)。透射电镜结果表

明,各实验组小鼠心肌细胞自噬小体数量较AMI组有所增加。结论 替格瑞洛通过抑制NLRP3炎症小体途

径和促进细胞自噬,减轻巨噬细胞浸润和炎症反应,对小鼠AMI产生治疗作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

ticagrelor
 

on
 

myocardium
 

of
 

the
 

mice
 

with
 

acute
 

myocardial
 

infarction
 

(AMI),and
 

to
 

elucidate
 

its
 

mechanism.Methods Eight-week-old
 

male
 

C57BL/6
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

five
 

groups:sham
 

operation
 

group
 

(sham
 

group),AMI
 

group,ticagrelor
 

treatment
 

group,ticagrelor
 

pretreatment
 

group
 

and
 

ticagrelor
 

pretreatment
 

+
 

treatment
 

group.Except
 

for
 

the
 

sham
 

group,the
 

mice
 

in
 

other
 

groups
 

were
 

established
 

the
 

AMI
 

mouse
 

model
 

by
 

ligating
 

the
 

left
 

anterior
 

de-
scending

 

coronary
 

artery.The
 

experimental
 

groups
 

(ticagrelor
 

treatment
 

group,ticagrelor
 

pretreatment
 

group,ticagrelor
 

pretreatment
 

+
 

treatment
 

group)
 

were
 

treated
 

with
 

the
 

same
 

dose
 

of
 

ticagrelor
 

by
 

gavage
 

af-
ter

 

model
 

establish,before
 

model
 

establish,and
 

before
 

and
 

after
 

model
 

establish.The
 

cardiac
 

function
 

related
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indexes
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

measured
 

by
 

echocardiography;the
 

kits
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

activities
 

of
 

serum
 

troponin
 

I
 

(cTnI)
 

levels,creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

(CK-MB)
 

and
 

lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH).The
 

heart
 

mass/body
 

weight
 

ratio
 

of
 

each
 

mouse
 

was
 

counted
 

and
 

calculated.The
 

hematoxylin
 

eosin
 

(HE)
 

staining
 

and
 

2,3,5-triphenyltetrazolium
 

chloride
 

(TTC)
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

mouse
 

myocardial
 

tissue.ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)-18,IL-1β
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-
α

 

(TNF-α)
 

in
 

myocardial
 

tissue.The
 

expression
 

and
 

distribution
 

of
 

CD68
 

and
 

p62
 

were
 

detected
 

by
 

immuno-
fluorescence.Western

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

nod
 

like
 

receptor
 

thermoprotein
 

domain
 

related
 

protein
 

3
 

(NL-
RP3),caspase-1

 

precursor
 

(pro-caspase-1),activated
 

caspase-1
 

(cleaved
 

caspase-1),IL-1β
 

precursor
 

(pro-IL-1
 

β),activated
 

IL-1β
 

(cleaved
 

IL-1
 

β),microtubule
 

associated
 

protein
 

1
 

light
 

chain
 

3
 

(LC3),beclin-1
 

and
 

p62
 

ex-
pression.The

 

formation
 

of
 

autophagosomes
 

was
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.Results The
 

echocardiographic
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,the
 

left
 

ventricular
 

end
 

diastolic
 

diame-
ter

 

(LVIDd)
 

and
 

left
 

ventricular
 

end
 

systolic
 

diameter
 

(LVIDs)
 

in
 

the
 

AMI
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01),while
 

the
 

short
 

axis
 

shortening
 

rate
 

(FS)
 

and
 

ejection
 

fraction
 

(EF)
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01).However,each
 

experimental
 

group
 

recovered
 

to
 

varying
 

degrees
 

compared
 

with
 

the
 

AMI
 

group.
The

 

ELISA
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,the
 

serum
 

cTnⅠ
 

level,CK-MB
 

and
 

LDH
 

ac-
tivities

 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

the
 

heart
 

weight/body
 

weight
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

AMI
 

group
 

were
 

significantly
 

in-
creased

 

(P<0.01),and
 

all
 

experimental
 

groups
 

were
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

AMI
 

group.The
 

patholog-
ical

 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,the
 

myocardial
 

tissue
 

pathological
 

damage
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

AMI
 

group
 

was
 

aggravated,and
 

the
 

degree
 

of
 

damage
 

in
 

each
 

experimental
 

group
 

was
 

less
 

than
 

that
 

in
 

the
 

AMI
 

group.The
 

ELISA
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,the
 

levels
 

of
 

IL-18,IL-1β
 

and
 

TNF-α
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

AMI
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01),and
 

the
 

levels
 

of
 

the
 

above
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

each
 

experimental
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

AMI
 

group
 

(P<0.05).In
 

addition,compared
 

with
 

the
 

sham
 

group,the
 

levels
 

of
 

CD68,NLRP3,
cleaved

 

caspase-1,pro-IL-1β,cleaved
 

IL-1β
 

and
 

p62
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

AMI
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

levels
 

of
 

the
 

above
 

proteins
 

in
 

each
 

experimental
 

group
 

were
 

decreased
 

to
 

varying
 

degrees.
However,the

 

levels
 

of
 

LC3Ⅱ/Ⅰ
 

and
 

Beclin-1
 

were
 

increased
 

(P<0.05).The
 

transmission
 

electron
 

micro-
scopic

 

results
 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

autophagosomes
 

in
 

myocardial
 

cells
 

in
 

each
 

experimental
 

group
 

was
 

increased
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

AMI
 

group.Conclusion Ticagrelor
 

has
 

a
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

AMI
 

mice
 

by
 

inhibiting
 

the
 

NLRP3
 

inflammasome
 

pathway
 

and
 

promoting
 

cellular
 

autophagy,reducing
 

macrophage
 

in-
filtration

 

and
 

inflammatory
 

response.
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  急 性 心 肌 梗 死 (acute
 

myocardial
 

infarction,
AMI)是一种突发严重的缺血性心脏病,严重威胁着

人类生命健康。心肌梗死部位炎症细胞的浸润与活

化在AMI过程中发挥重要作用,尤其以巨噬细胞浸

润为主[1]。替格瑞洛(ticagrelor)是一种新型血小板

抑制剂,通过和P2Y12受体结合,抑制血小板活性,防
止冠心病患者发生血栓事件,但目前对替格瑞洛的其

他药理功能仍知之甚少[2-3]。据报道,替格瑞洛可抑

制巨噬细胞中NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3
(NOD-like

 

receptor
 

family
 

pyrin
 

domain-containing
 

3,NLRP3)炎症小体的激活,进而抑制炎症反应的发

展[4]。在AMI中,通过抑制巨噬细胞浸润和NLRP3
炎症小体激活可明显改善心肌功能,发挥对 AMI的

治疗作用[5-6]。研究表明,P2Y12受体被抑制可促进

血管平滑肌细胞自噬,进而改善动脉粥样硬化进

程[7]。而在 AMI中,促进心肌细胞自噬可缓解疾病

进程[8]。推测替格瑞洛可能通过影响NLRP3炎症小

体激活和细胞自噬作用调节巨噬细胞浸润在AMI中

发挥保护作用。因此,本实验对替格瑞洛在小鼠AMI
模型中的作用开展研究,以期为临床开发治疗 AMI
的有效药物提供新的方向和理论基础。
1 材料与方法

1.1 材料与试剂

8周龄雄性C57BL/6小鼠30只(辽宁长生生物

技术 股 份 有 限 公 司),体 重 22~22
 

g;替 格 瑞 洛

(T125095);小鼠肌钙蛋白(cardiac
 

troponin
 

Ⅰ,cTn
Ⅰ)ELISA 检测试剂盒(武汉菲恩生物科技有限公

司);肌酸激酶同工酶(CK-MB)、乳酸脱氢酶(LDH)
测定试剂盒(南京建成生物工程研究所);肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β、IL-18
 

ELISA试

剂盒[联科集团(中国)有限公司];CD68抗体、P62抗

体、pro-IL-1β(武汉爱博泰克生物科技有限公司);

4523 重庆医学2022年10月第51卷第19期



NLRP3抗体、半胱天冬酶-1(caspase-1)抗体、cleaved
 

IL-1β抗体、微管相关蛋白1轻链3(LC3)抗体、Bec-
lin-1抗体、p62抗体、β-actin抗体(沈阳万类生物科技

有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 小鼠AMI模型建立及药物干预

将8周龄雄性C57BL/6小鼠随机分为5组:假手

术组(sham组)、AMI组、替格瑞洛治疗组、替格瑞洛

预处理组、替格瑞洛预处理+治疗组。除sham组外,
其余各组小鼠均采用左前降支冠状动脉结扎的方法

建立AMI模型。小鼠术前禁食禁水12
 

h后,麻醉,剃
胸毛,消毒。切开皮肤,用钝器剥离肌肉,切开心包,
露出心脏。结扎冠状动脉左前降支,观察到结扎端苍

白,表明结扎成功。替格瑞洛治疗组建模成功后每天

同一时间给予替格瑞洛(27
 

mg/kg),灌胃7
 

d;替格瑞

洛预处理组于建模前7
 

d每天同一时间给予替格瑞洛

(27
 

mg/kg),灌胃7
 

d;替格瑞洛预处理+治疗组于建

模前7
 

d至建模后7
 

d持续每天同一时间给予替格瑞

洛(27
 

mg/kg)灌胃。sham组和AMI组为对照组,给
予与实验组等量生理盐水灌胃。到达时间点后取小

鼠血清、心肌组织,并统计心脏质量和小鼠体重。
1.2.2 超声心动图检测

采用美国GE
 

Voluson
 

E8四维彩超仪对各组小

鼠进行超声心动图检测,计算心脏功能相关指标,包
括左心室舒张末期内径(LVIDd)、左心室收缩末期内

径(LVIDs)、短轴缩短率(FS)、射血分数(EF)。
1.2.3 ELISA 检 测cTnⅠ水 平、CK-MB和 LDH
活性

将各组小鼠全血室温放置2
 

h后,1
 

000×g离心

20
 

min,获得血清标本。参考ELISA试剂盒说明书,
检测血清cTnⅠ水平、CK-MB和LDH活性。
1.2.4 苏木素-伊红(HE)染色

对心肌组织切片进行常规 HE染色,梯度乙醇脱

水、二甲苯透明后封片。于显微镜下观察染色效果并

拍照。
1.2.5 心肌组织炎症指标检测

取小鼠心肌组织,冰浴匀浆后,1
 

000×g离心10
 

min,取上清液进行检测。按照ELISA 试剂盒说明

书,检 测 小 鼠 心 肌 组 织 TNF-α、IL-1β、IL-18 表 达

水平。
1.2.6 免疫荧光染色

将心肌组织脱水包埋切片。使用山羊血清室温

封闭15
 

min,加入一抗(1∶100稀释)4
 

℃孵育过夜。
次日,磷酸盐缓冲液(PBS)清洗后,滴加荧光二抗(1∶
200稀释)室温孵育60

 

min,PBS清洗后,晾干,盖玻

片封片。于荧光显微镜下观察染色效果并拍照。
1.2.7 Western

 

blot检测蛋白水平

取小鼠心肌组织,冰上研磨后,于细胞裂解液静

置30
 

min,12
 

000
 

r/min,4
 

℃,离心20
 

min,上清液为

蛋白质抽提物。采用二喹啉甲酸(BCA)法进行蛋白

定量,40
 

μg蛋白上样,进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE)并转印至聚偏氟乙烯(PVDF)
膜。5%脱脂奶粉封闭1

 

h后,放入一抗,4
 

℃孵育过

夜。次日,辣根过氧化物酶标记IgG(IgG-HRP)二抗

室温孵育45
 

min后,电化学发光法(ECL)底物发光,
采用凝胶图像处理系统分析目标条带光密度值。
1.2.8 透射电镜观察

将心肌组织于电镜固定液固定后,依次进行室温

脱水、渗透包埋、聚合、超薄切片。于2%醋酸铀饱和

乙醇溶液避光染色8
 

min,70%乙醇及超纯水各清洗3
次,2.6%枸橼酸铅溶液避二氧化碳染色8

 

min;超纯

水清洗后,室温干燥过夜。于透射电子显微镜下观察

染色效果,镜下采集图像分析。
1.2.9 统计学处理

利用GraphPad
 

Prism8软件进行数据统计分析。
正态分布计量资料以x±s表示,多组间比较采用单

因素方差分析,两组间比较采用t检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 替格瑞洛对AMI小鼠模型心脏功能的影响

与sham 组相比,造模成功后 AMI组小鼠心脏

LVIDd、LVIDs均明显增加(P<0.01),FS、EF均明

显降低(P<0.01)。与 AMI组相比,替格瑞洛治疗

组、替格瑞洛预处理组和替格瑞洛预处理+治疗组上

述指标均出现不同程度恢复(P<0.05或P<0.01),
其中,替格瑞洛预处理+治疗组恢复效果优于替格瑞

洛治疗组和替格瑞洛预处理组(P<0.01),见表1。
与sham组相比,AMI组小鼠血清cTnⅠ水平、

CK-MB和LDH活性及心脏质量/体重比值均明显增

加(P<0.01)。与AMI组相比,替格瑞洛预处理组和

替格瑞洛预处理+治疗组上述指标均明显降低(P<
0.05或P<0.01),替格瑞洛治疗组除心脏质量/体重

比值,其余各项指标均明显降低(P<0.05),见表2。
2.2 替格瑞洛对 AMI小鼠模型心肌组织病理变化

的影响

HE染色可见AMI组小鼠心肌组织肌纤维结构

排列紊乱,大量炎症细胞浸润。与AMI组相比,替格

瑞洛治疗组、替格瑞洛预处理组和替格瑞洛预处理+
治疗组小鼠心肌组织炎症细胞减少,结构排列更整

齐,其中替格瑞洛预处理+治疗组变化最明显,见图

1A~E。2,3,5-氯化三苯基四氮唑(TTC)染色结果显

示,与sham组相比,AMI组小鼠心肌组织梗死面积

明显增大;与AMI组相比,替格瑞洛治疗组、替格瑞

洛预处理组和替格瑞洛预处理+治疗组小鼠心肌组

织梗死面积均出现不同程度的减小,其中,替格瑞洛

预处理组和替格瑞洛预处理+治疗组小鼠梗死面积

减少更明显,见图1F。
2.3 替格瑞洛对 AMI小鼠模型心肌组织炎症因子
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的影响

ELISA检测结果显示,与sham组相比,AMI组

小鼠心肌组织炎症因子IL-18、IL-1β和 TNF-α表达

水平明显升高(P<0.01)。与AMI组比较,替格瑞洛

治疗组、替格瑞洛预处理组和替格瑞洛预处理+治疗

组上述指标表达水平均明显降低(P<0.05或P<
0.01),其中,替格瑞洛预处理+治疗组变化最明显,
替格瑞洛预处理组次之,见图2。

2.4 替格瑞洛对 AMI小鼠模型心肌组织巨噬细胞

的影响

免疫荧光结果显示,与sham 组相比,AMI组小

鼠心肌组织CD68阳性细胞数目明显增多。与 AMI
组相比,替格瑞洛治疗组、替格瑞洛预处理组和替格

瑞洛预处理+治疗组CD68阳性细胞数目明显减少,
其中替格瑞洛预处理+治疗组变化最明显,见图3。

表1  小鼠超声心电图各参数结果比较(n=6,x±s)

组别 LVIDd(mm) LVIDs(mm) FS(%) EF(%)

sham组
 

2.37±0.31 1.23±0.25 48.22±3.95 84.93±3.94

AMI组 4.87±0.45a 4.20±0.56a 13.89±3.86a 35.87±4.56a

替格瑞洛治疗组 3.80±0.36b 2.43±0.50c 35.94±12.67b 52.32±6.18b

替格瑞洛预处理组 3.30±0.46cd 2.17±0.21cd 33.59±10.11 56.25±5.01cd

替格瑞洛预处理+治疗组 3.03±0.25cde 1.73±0.21cde 42.95±3.25cd 79.93±3.01cde

  a:P<0.01,与sham组相比;b:P<0.05,c:P<0.01,与AMI组相比;d:P<0.05,与替格瑞洛治疗组相比;e:P<0.05,与替格瑞洛预处理组

相比。

表2  小鼠血清cTn
 

I水平、CK-MB和LDH活性及心脏质量/体重比值比较(n=6,x±s)

组别 cTn
 

I(ng/mL) CK-MB(U/L) LDH(U/L) 心脏质量/体重(mg/g)

sham组
 

11.87±1.12 216.12±44.90 81.86±12.48 4.09±0.37

AMI组 39.11±6.58a 908.14±195.96a 328.74±35.32a 5.52±0.22a

替格瑞洛治疗组 28.22±4.40b 615.85±95.24b 228.62±45.58b 4.80±0.29

替格瑞洛预处理组 26.21±3.22b 583.96±74.06b 184.92±27.49c 4.55±0.05c

替格瑞洛预处理+治疗组 15.41±1.65c 287.96±34.37c 122.61±21.63c 4.43±0.30c

  a:P<0.01,与sham组相比;b:P<0.05,c:P<0.01,与AMI组相比。

  A:sham组小鼠心肌组织 HE染色(200×);B:AMI组小鼠心肌组织 HE染色(200×);C:替格瑞洛治疗组小鼠心肌组织 HE染色(200×);D:

替格瑞洛预处理组小鼠心肌组织 HE染色(200×);E组:替格瑞洛预处理+治疗组小鼠心肌组织染色(200×);F:小鼠心肌组织TTC染色。

图1  各组小鼠心肌组织病理变化情况
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  A:IL-18水平;B:IL-1β水平;C:TNF-α水平;a:P<0.01,与sham组相比;b:P<0.05,c:P<0.01,与AMI组相比;d:P<0.05,e:P<0.01,与

替格瑞洛治疗组相比;f:P<0.01,与替格瑞洛预处理组相比。

图2  各组小鼠心肌组织炎症因子的变化情况

图3  各组小鼠心肌组织CD68表达情况(IF,400×)

2.5 替格瑞洛对AMI小鼠模型心肌组织NLRP3炎

症小体通路相关蛋白的影响

Western
 

blot结果显示,与sham组相比,AMI组

小鼠心肌组织 NLRP3、cleaved
 

caspase-1、pro-IL-1β
和cleaved

 

IL-1β表达水平明显增加(P<0.01)。与

AMI组相比,替格瑞洛治疗组、替格瑞洛预处理组和

替格瑞洛预处理+治疗组上述蛋白表达水平均呈不

同程度降低(P<0.05或P<0.01),其中替格瑞洛预

处理+治疗组变化最明显,替格瑞洛预处理组次之,
见图4。
2.6 替 格 瑞 洛 对 AMI小 鼠 模 型 心 脏 组 织 自 噬 的

影响

免疫荧光结果显示,与sham组相比,AMI组p62
阳性细胞数目明显增多;与AMI组相比,替格瑞洛治

疗组、替格瑞洛预处理组和替格瑞洛预处理+治疗组

p62阳性细胞数目明显减少,其中替格瑞洛预处理+
治疗组变化最明显,见图5。
  Western

 

blot检测结果显示,与sham 组相比,
AMI组p62表达水平明显增加(P<0.01),而LC3
Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1表达水平有所增加,差异均无统计学

意义(P>0.05);与AMI组相比,替格瑞洛治疗组、替
格瑞洛预处理组和替格瑞洛预处理+治疗组 LC3
Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1表达水平均明显增加(P<0.01),而
p62表达水平明显降低(P<0.01),其中替格瑞洛预

处理+治疗组变化最明显,替格瑞洛预处理组次之,
见图6。
  电镜结果显示,与 AMI组比较,替格瑞洛治疗

组、替格瑞洛预处理组和替格瑞洛预处理+治疗组小

鼠心肌细胞自噬小体数量均呈不同程度的增加,见
图7。
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  A:蛋白条带图;B:蛋白相对表达水平柱状图;a:P<0.01,与sham组相比;b:P<0.05,c:P<0.01,与AMI组相比;d:P<0.01,与替格瑞洛治

疗组相比;e:P<0.01,与替格瑞洛预处理组相比。

图4  各组小鼠心肌组织NLRP3炎症小体通路相关蛋白表达情况

图5  各组小鼠心肌组织p62表达情况(IF,400×)

  A:蛋白条带图;B:蛋白相对表达水平柱状图;a:P<0.01,与sham组相比;b:P<0.01,与AMI组相比;c:P<0.05,d:P<0.01,与替格瑞洛治

疗组相比;e:P<0.05,f:P<0.01,与替格瑞洛预处理组相比。

图6  各组小鼠心肌组织自噬相关蛋白表达情况
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图7  各组小鼠心肌细胞自噬小体数量的变化情况(电镜,40
 

000×)

3 讨  论

AMI是冠心病常见的急重病,严重危害患者生命

健康[9]。P2Y12受体拮抗剂替格瑞洛是AMI中抗血

栓治疗的一线用药[10]。CHEN等[11]发现,替格瑞洛

通过抑制NLRP3炎症小体途径而不依赖P2Y12受

体在糖尿病心肌病小鼠中发挥抗炎作用。NLRP3炎

症小体途径是机体先天免疫系统的重要组成部分,当
该途径被激活时,NLRP3与其他蛋白相互作用精细

调节 caspase-1 激 活,而 活 化 的 caspase-1(cleaved
 

caspase-1)通过剪切pro-IL-1β和pro-IL-18,产生具有

致炎活性的IL-1β和IL-18,进而激活其他免疫细胞,
诱导更多的趋化因子和炎症因子的合成,放大炎症反

应[12]。自噬是体内重要的细胞内过程,用于回收和去

除受损蛋白质和细胞器,以及破坏细胞内病原体[13]。
研究表明,自噬可通过多种机制调节 NLRP3小体途

径的激活,是炎症小体的主要调节因子[14-16]。因此,
自噬功能障碍可导致炎症小体过度激活,包括 NL-
RP3。研究证实,心肌细胞炎症反应和细胞自噬在

AMI发病机制中占重要地位[17-20]。
为了探究替格瑞洛在 AMI中潜在的作用,本研

究采用结扎左前降支冠状动脉的方法建立AMI小鼠

模型,分别在造模前后不同时间给予替格瑞洛治疗。
结果发现,替格瑞洛可保护心肌免受损伤,使LVIDd、
LVIDs明显降低,FS、EF明显增加,血清cTnⅠ水平

降低,CK-MB和LDH活性降低,心脏的脏器系数(心
脏质量/体重)降低,心肌组织炎症细胞浸润明显减

少,心脏梗死面积明显减小。同时,本研究发现替格

瑞洛可明显降低心肌组织中促炎细胞因子IL-18、IL-
1β和TNF-α表达,抑制CD68蛋白(巨噬细胞蛋白标

志物)表达,表明替格瑞洛可能通过抑制促炎细胞因

子释放和巨噬细胞浸润在AMI中发挥抗炎作用。进

一步对NLRP3途径相关蛋白进行检测发现,替格瑞

洛可明显降低 NLRP3、cleaved
 

caspase-1、pro-IL-1β
和cleaved

 

IL-1β表达,表明替格瑞洛可通过抑制NL-
RP3炎症小体途径的激活进而抑制心肌组织炎症反

应。同时,为探究替格瑞洛是否干预 AMI模型中心

肌细胞自噬水平,本研究通过免疫荧光实验检测发现

AMI模型小鼠心肌组织中有大量的p62分布,而应用

替格瑞洛干预后发现,替格瑞洛抑制p62在心肌组织

的分布,同时 Western
 

blot定量结果也显示了替格瑞

洛可促进LC3Ⅱ/Ⅰ和Beclin-1表达,抑制p62表达。
最后,通过透射电镜观察发现替格瑞洛干预后自噬小

体明显增多,结果均表明替格瑞洛可通过促进 AMI
模型心肌细胞自噬而发挥保护作用。此外,在上述全

部实验结果中,替格瑞洛预处理+治疗组干预 AMI
效果最好,替格瑞洛预处理组次之,表明替格瑞洛对

AMI的防治意义重大。
综上所述,本研究初步验证了替格瑞洛具有抗

炎、促进自噬、改善梗死心脏功能和形态的作用,为
AMI疾病的预防和治疗提供了理论基础和治疗见解。
本研究的不足之处在于:(1)未进行细胞水平实验探

究替格瑞洛作用于心肌细胞的具体分子机制;(2)未
设立NLRP3激动剂组及自噬抑制剂组进行挽救实

验,进一步探究替格瑞洛的防治效果;(3)未阐明NL-
RP3炎症小体途径和细胞自噬之间的crosstalk机

制。今后可在此基础上进一步深入实验,以探索和阐

明替格瑞洛对AMI的保护作用机制。
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