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曲美他嗪预处理对缺血(再灌注大鼠心肌细胞凋亡的
抑制及机制研究
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本文涉及的环磷酸腺苷反应蛋白结合元件

（?TSE<XCB;Q6BC C@C.C6Y `56[56V ;XQYC56R =09>）是

真核细胞内核转录调节因子j&k，受多因素激活，O 蛋

白<环化单磷酸腺苷<蛋白激酶 T 系统（O 蛋白<

?TSE<EUT）途径是 =09> 的经典调节通路，活化的

EUT 转入细胞核，磷酸化激活 =09>；;BCX&DD<

=09> 是 =09> 的活性形式，;<=09> 形成同源二

聚体（有活性）或与其他蛋白形成异源二聚体（无活

性），再与真核生物启动子中的 =09 结合，并在其辅

因子（=09> 结合蛋白J协同作用下，通过调控凋亡
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相关基因（如 !"#$%，&'()'(*+ 等）的表达，调控细胞

凋亡,%$+-。本研究通过构建大鼠缺血.再灌注心肌模型，

旨在探讨曲美他嗪（/012*/'31415*，678）抑制缺血.

再灌注大鼠心肌细胞凋亡的效果及其与 &9:!、

)$&9:!、!"#$% 及 &'()'(*$+ 的相关性。

! !"#$%

;<; !"#$%&' 成年雄性 =>大鼠 ?@只，体

质量 %?@!+@@ A B重庆医科大学实验动物中心提供 C，

随机分成假手术组（=D'2组）、缺血.再灌注组（E.9组），

678预处理缺血.再灌注组（6FE.9组G，+组各 %@只。

;<% #$()*+ 将大鼠固定在手术台上，用

+<HI水合氯醛腹腔注射麻醉（;@ 2J·KA

$;），气管插

管后用小动物专用呼吸机辅助通气（频率 L@次·215$;；

吸呼比 ;M;；潮气量 NOH 2J·KA

$;）；然后在其胸骨左

缘 +、N 肋间打开胸腔暴露心脏，在肺动脉圆锥与左

心耳之间距主动脉根部约 + 22 处用 ?$@ 带针丝线

结扎左前降支（JP>）（垫以 + 22 长橡皮筋），待缺血

NH 215 后松开结扎线，再灌注 ;L@ 215。建模成功的

标准：结扎 JP> 后缺血区立即变苍白，心电图!导

联 =6 段出现弓背样向上抬高，表示心肌缺血；松解

JP>后缺血区由苍白渐变为红润，抬高的 =6 段下降

;.%以上，表示再灌注成功，=D'2组只穿线不结扎。

6FE.9 组大鼠的曲美他嗪预处理方法：本组在

实验模型构建前给予曲美他嗪 ;@ 2A·KA

$;·4

$; 喂

养大鼠 ;N 4，然后按上述办法造模。另外，所有大

鼠喂养相同专用饲料，除 6FE.9 组灌胃曲美他嗪

;@ 2A·KA

$;·4

$; 外，=D'2 组及 E.9 组灌胃等体积的

生理盐水，每天灌胃时间 ;HM+@!;?M@@。

;<+ ,-./%01 各组大鼠均在无菌条件下

被分离出建模成功的心脏，然后以冰焦碳酸二乙酯

B41*/DQ# )Q0R"'0SR5'/*，>:T&G 水灌洗，并剪去大血

管、左右心房及右心室，在结扎线以下将左心室分

离成两部分：一份用 NI多聚甲醛固定 %N D，最后在

U@I乙醇中保存以备石蜡包埋切片；在另一份中取

;@@ 2A 左右心肌组织，用无菌锡箔纸包裹，经液氮

冷冻 %N D 后在$L@ "冰箱保存以备检测逆转录聚合

酶链反应（96$T&9）。

;<N 23456789:;<,=&>?

@6VW:JA 试剂购于武汉博士德公司。把石蜡包埋

的心肌组织切片（% "2），脱蜡至水，然后用 +I双氧

水及甲醇处理，再经 T!= 漂洗 +#H 215，加入蛋白酶

X 工作液常温 %@ 215，再次 T!= 漂洗 +$H 215 后，加

入 6VW:J 反应液 +U "湿盒避光孵育 ; D，又以 T!=

漂洗 +$H 215 后，在 Y9T 抗体 +U "湿盒中避光孵

育+@ 215 后循环进行 T!= 漂洗 +$H 215、>P! 显

色 L 215、T!= 漂洗 +$H 215、苏木素复染 HO;@ (，最

后以流水冲洗后脱水，用透明、中性树胶封片。其

中，上述实验阴性对照用 T!= 代替 Y9T 抗体。

心肌细胞凋亡计数方法：在缺血再灌注损伤区

随机选取 H 个非重叠高倍视野（$N@@），计数凋亡细

胞数和心肌细胞总数，心肌细胞凋亡指数（PE）Z心

肌细胞凋亡数.心肌细胞总数$;@@I。

;<H )$&9:! BCDE8FG'H&>I? 按

照 =T 试剂盒说明书操作（美国 P!&P7 公司）。抗

)$&9:! 抗体稀释度为 ;%%H@，以 T!= 代替一抗作

为阴性对照。其中，棕黄色颗粒即为阳性表达（)$

&9:! 主要在胞核中表达）。在重庆医科大学医学病

理图像分析系统中进行图像分析，用标准灰度校正

后，每个标本随机取 H 个视野，测量平均积分光密

度值（E>T），其均值为该标本所得值。

;<? !"#$% J &'()'(*$+ BCDE8FGKL&>

I? 操作步骤严格按照试剂（='5/' &0[3 公司）说

明书。抗 !"# $% 及 &'()'(* 抗体稀释浓度均为

; %;@@，同时以 T!= 代替一抗作阴性对照。标本中加

入绿色荧光二抗（;%;@@），经 +U "孵育后，加胞核染

色剂，在激光共聚焦显微镜下成像。在北航计算机

医学病理图像分析系统中进行图象分析，标准灰度

校正后，每个标本随机取 H 个视野，测量平均积分

光密度值BE>TG，其均值为该标本所得值。

;<U &9:!M!"#$%M&'()'(*$+ 8 29WP DE8 96$

T&9 &>I? 以异硫氰酸胍$苯酚$氯仿一步法提

取心肌组织总 9WP，并且进行逆转录，以 ">WP 作为

T&9 反应模板，#$'"/15 为内参。引物、目的片段长

度及核酸解链温度（62）见表 ;。

29WP

&9:!

!"#$%

&'()'(*$+

$$'"/15

产物大小.S)

NLH

NN?

+++

%%\

最佳退火温度."

H?

H\

H@

HL<H

& ! "#$%&"'()*+,-+./0123456

#'( ! "#$%&" )*+,-* .-/0-12-.3 245-3 ('.- .+6-. '15 '11-'7+18 9-,)-*'90*-

引物序列BH]$+]C

上：&&P^&&P&P^P66^&&P&P66
下：66^&6&&6&&&6^^^6PP6^^
上：&&&6^^&P6&66&6&&66&&
下：&P6&&&P^&&6&&^66P6&&
上：̂&P^&&P&PP6P&&P6P&&6&

下：̂&6P&P^6^&6&&PP&6&66&

上：&^^P&6 &P6 &^6 P&6 &&6 ^&6

下：&^6PPP^P& &6& 6P6 ^&& PP&P

基因库代码
P=_++UL+

P=_++ULN

P=_++ULH

P=_++UL?

P=_N@L+;

P=_N@L+%

P=_@L@U+

P=_@L@UN

熊 果，等<曲美他嗪预处理对缺血.再灌注大鼠心肌细胞凋亡的抑制及机制研究!
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箭头所指系心肌细胞凋亡

! ! "#$%&"#$%&'()*'!()*+

,-. ! /012-34567 0838639-9 27674672 :5 "#$%;'!<**=

!"# 反应条件：$%! & '()（预变性），$%! &* +

（变性），退火 &* +，,- ! - '()（延伸），,- ! & '()（再

延伸），总共 .& 个循环。取反应产物 /* !0 于 12&"

琼脂糖凝胶电泳，3(45#67 凝胶成像分析系统处

理，目的片段与内参 "5689()吸光度比值为目的片

段 '#:;的相对表达量。

/2< !"#$% 采用 =!==/$2> 统计软件包处

理，数据以 !"# 表达，两组间比较采用 ! 检验，多组

间比较采用单因素方差分析，以 "#>2>& 为差异有统

计学意义。

> +,

-2/ &'()*+,-./ =?6' 组偶见心肌细

胞凋亡，凋亡指数 -2->@（-2->$>21&）；AB# 组可见大

量细胞凋亡，凋亡指数高达 .C2&@（.C2&$-2%&），与

=?6' 组比较差异有显著统计学意义（" D>2>/）；EFAB

# 组细胞凋亡指数 /C2&@（/C2&$/2-&），高于=?6' 组

（" D>2>/），低于 AB# 组（" D>2>&），差异均有统计学

意义（图 /）。

=?6' AB# EGAB#

! > -. 8?@A%B/0.123456C!<**=

D-. > @3E801-93F 3G 6H7 7I81799-3F 3G @A%B 0E3F. .13J89 C-EEJF3H-9634H7E-96315K!<** =

-2- &'() "#H3038I 5-0"6+J6+K 5. 123

'#:; 456 "#H3 蛋白及 '#:; 在 =?6' 组蛋

白有一定量表达，在 AB# 组表达最少，EGAB# 组表达

最高，差异有统计学意义；J5"#H3 蛋白及 '#:;

在 =?6' 组少量表达，在 AB# 组表达适当增加，在 EG

AB# 组表达最多（"#>2>&）。=?6' 组的 38I5- 在蛋白

与基因水平均高表达，在 AB# 组呈低表达，在 EGAB#

组表达水平较 AB# 组显著增加（"#>2>&），仍明显少

于 =?6' 组（"#>2>&）。=?6' 组的 "6+J6+K5. 在基因

及蛋白水平少量表达，在 AB# 组呈高表达，在 EGAB#

组表达水平较 AB# 组低，但仍高于 =?6' 组（"D>2>&）

（图 -%&，表 -，.）

! L 7. B4M?>/089:3456C!<**=

,-. L @3E801-93F 3G 6H7 7I81799-3F 3G B4M?> 0E3F. .13J89 C -EEJF3GMJ317947F47K!<** =

=?6' AB# EGAB#

=?6' AB# EGAB#
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! !"

!"# !"#$%&'()*+,()$-./&0

1234567 曲美他嗪是临床上用于缺血性

心肌病的一种改善心肌能量代谢的药物，主要机制

是通过抑制脂肪酸 ! 氧化，促进葡萄糖氧化代谢，

提高心肌细胞产能效率，从而缓解心肌缺血，减少

心肌细胞凋亡%&'()。在心肌缺血再灌注损伤时细胞发

生凋亡的机制%*)主要包括氧化损伤、影响线粒体功

能和能量代谢、钙稳态失衡等，而曲美他嗪抗心肌

缺血具体环节是选择性的作用于线粒体酶'长链 !'

酮酰辅酶 +'硫解酶（!',+-）、增进葡萄糖氧化（低

耗氧产能途径），提高心肌细胞氧的利用率，从而增

加 +-. 的合成%/)，与此同时还能显著减轻细胞内酸

中毒、减轻 01

23超载、减少自由基损害、减少细胞凋

亡以及抑制白介素的抗炎效应，从而起到保护心肌

细胞的作用%4)。

本实验的短期曲美他嗪预处理对照发现，

# " $%&'()*+#$%&'$(),*+#$%&-./012,!"#3-.

/01 " %2*3455678 79 #$%&'$() 08: *+#$%& *37;468 68 30;5

<03:67<=;4 0'78> ;?344 >37@*5 ,!"$4-.

组别 !! 0567（859+） :'0567 蛋白

;<18 2= 2*>?!2>=

1

2=>/!2>&

1

@A5 2B 2&>?!C>( &>C!2>!

@A53- 2B !B>?!2>?

1D

2/>(!2>B

1D

"# @A5 EFGH:，1

$I=>=?，D

$I=>=?

5 A 6% #05*054+!789:/0;12,!ABB.

C6> A %2*3455678 79 #05*054+! 0'78> >37@*5 , 6''@879D@7345<48<4E!ABB.

J 为 81KLF，条带长度MD:N自上而下分别为 (BBO ?BBO &BBO !BBO2BBO CBBO !'1PQRS 为内参

5 F 6% #$%&<&<D+",#05*054+!;'$()/0=>

C6> F #7'*036578 79 ;?4 '$() 42*3455678 79 #$%&E &<D+" 08: #05*054+! 0'78> >37@*5,$/+G#$.
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!"#$% 法检测 &'() 组有少量心肌细胞凋亡，缺血

再灌注组心肌细胞凋亡明显，而曲美他嗪预处理组

心肌细胞凋亡明显减少，但仍显著高于 &'() 组，证

实曲美他嗪预处理能明显抑制缺血再灌注损伤所

致的心肌细胞凋亡，与 *( 等+,-.、!&/01"23 等+4.、%56 等+,,.

的动物实验和 *78(21'9 等 +,:.、;'(0< 等 +,=.报道的患

者临床研究结果一致。国内仅见个别曲美他嗪预处

理对大鼠+,>?,4.、家兔+,@.心肌酶学保护及提高体内自由

基清除能力、减轻脂质过氧化等机制从而减轻缺血

再灌注损伤的作用报道，但是还罕见涉及曲美他嗪

抗凋亡的问题。

=A: !"#$%&'(B)*+,-./0123

4567& 尽管已经有不少研究明确了曲美他

嗪预处理具有抑制缺血再灌注损伤所致的心肌细

胞凋亡作用，但曲美他嗪抗凋亡的确切机制目前仍

未完全释清，8C$D 和 E?8C$D 是否参与曲美他嗪

对心肌细胞的保护作用，目前少见报道。

本实验发现，&'() 组 8C$D 及 E?8C$D 均有

一定量表达，FBC 组 8C$D 表达减少，E?8C$D 表达

明显减少，而曲美他嗪组 8C$D 及 E?8C$D 表达则

明显增加，提示曲美他嗪预处理上调了 8C$D 和 E?

8C$D 表达水平，这可能是其减少心肌细胞凋亡的

主要作用机制之一。因为基础研究已经发现 E?

8C$D 与真核生物启动子中的 8C$ 结合后在其辅

因子（8C$D 结合蛋白G协同作用下，能够调控凋亡

相关基因（如 D7HI:，8(JE(J/K= 等）的表达，发挥调

控细胞凋亡的作用；而本实验同时研究看到了曲美

他嗪预处理组下游环节发生了 D7H?: 上调（产生抗

凋亡作用）、8(JE(J/?=（具有致凋亡作用）下调的相

应效应改变，再加上上述曲美他嗪预处理组心肌凋

亡明显减少的直接结果，初步说明了曲美他嗪对

8C$D 和 E?8C$D 表达水平的影响就是其抗凋亡机

制或者环节的假设；而 FBC 组心肌细胞 8C$D 表达

减少可能与该区域心肌细胞坏死或凋亡增加有关，

这一组缺乏曲美他嗪预处理保护的结果就是上述

结论的强有力的阴性对照说明。

上述机制可用基础研究结果解释：组织缺血再

灌注后氧化应激增加主要归因于线粒体功能的损

害+,L.，导致细胞损伤和死亡，而死亡的主要形式有肿

胀坏死、坏死性凋亡、细胞凋亡和自噬；关于凋亡，

线粒体功能受损时，线粒体膜肿胀，膜通透性增高，

使线粒体内促凋亡分子如抑制细胞色素 8、凋亡诱

导因子（MFN）、凋亡蛋白酶激活因子（ME(O）等释放，

启动细胞凋亡机制+,L.。细胞凋亡过程受多种基因的

调控，其中最重要的是 D7HK: 与 8(JE(J/K=。D7HK: 也

可通过干扰细胞色素 8 的释放而阻断上游 8(JE(J/

蛋白酶的激活，抑制细胞凋亡+,P.，D7HK: 基因家族是

目前公认与凋亡密切相关的基因+,Q.，D7HK: 基因产物

主要位于线粒体膜、核膜及内质网膜上，D7HK: 基因

可抑制许多因素引起的细胞凋亡，成为抗凋亡主要

蛋白+,Q.。这与本实验 &'() 组细胞凋亡最少，但是

D7HK: 表达最高；缺血再灌注组细胞凋亡最多，但是

D7HK: 呈低水平表达；而曲美他嗪预处理组 D7HK:

表达虽低于 &'() 组，但明显高于缺血再灌注组的

结果完全契合，这是曲美他嗪预处理减少凋亡的机

制环节之二，也与 8RR3 等 +:-. 报道相似。另外，

8(JE(J/K= 是细胞凋亡的最终执行者，一旦被激活

便激发下游的级联反应，启动细胞凋亡+:,.。本研究异

曲同工地发现曲美他嗪预处理能显著下调8(JE(J/K

= 的蛋白及基因表达水平，从而使心肌细胞凋亡显

著减少，强烈提示曲美他嗪抑制缺血再灌注大鼠心

肌细胞凋亡机制之三是抑制 8(JE(J/K= 活化，下调

8(JE(J/K= 表达。

=A= 89:4;<=>?@ABC 本研究仅仅

是一个横断面的初步、短期预处理的实验研究，其

价值具有初步阐明曲美他嗪预处理对心肌缺血再

灌注损伤之心肌凋亡有抑制作用及其具有分子水

平的可能机制的意义，但是因为本实验样本量偏

小，尚需大样本的动物实验及基础、临床研究，进一

步研究他们之间是否确切存在上下游调控关系，以

及相关的具体信号通路之间是如何更加细致地实

现调控的；今后还需要中长期的研究、随访进一步

证明该作用是否具有持久性。临床上可以观察冠心

病患者分成常规治疗组及加用曲美他嗪治疗组发

生急性心肌梗死后相同处理方法的不同心肌存活、

临床转归差异来加以诠释。
!"#$%
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