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摘要 目的：研究间歇性低氧（IH）对心肌梗死（MI）后 C57BL/6小鼠心脏功能的影响及其机制。方法：将 24只小鼠随机划分为
4组：假手术组（SHAM，n=6）、假手术低氧组（SHAM-IH，n=6）、心肌梗死组（MI，n=6）和心肌梗死低氧组（MI-IH，n=6）。超声心动
检测小鼠左心室射血分数（LVEF）和左心室缩短分数（LVFS）。Masson染色检测心肌纤维化程度。Tunel染色检测细胞凋亡。蛋
白印迹检测丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）蛋白及其磷酸化、细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）蛋白及其磷酸化和裂解半胱
氨酸蛋白酶 3（cleaved caspase 3）蛋白的水平。体外实验用 H2O2诱导 H9C2细胞损伤以模拟氧化应激，加入 MEK/ERK抑制剂
（U0126），检测 MEK和 ERK1/2的蛋白及其磷酸化水平、cleaved caspase 3蛋白水平。结果：（1）干预 4周后，与 MI组相比，MI-IH
组 LVEF、LVFS明显增加（t=-15.520、-15.080，均 P约0.001），心肌纤维化减少（t=9.547，P约0.05），MEK、ERK1/2的磷酸化、cleaved
caspase 3水平均减少（t=2.292、3.267、6.399，均 P约0.05），细胞凋亡减少（t=4.341，P约0.001）。（2）与 H2O2组相比，H2O2+U0126组
MEK、ERK1/2的磷酸化减少，caspase 3活化降低（t=3.599、9.692、6.607，均 P约0.05）。结论：IH通过 MEK/ERK信号抑制心肌细胞
凋亡，从而促进 MI小鼠心功能的恢复。
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Intermittent hypoxia improves cardiac function recovery after myocardial infarction in mice via MEK/ERK
signaling
DING Xinyu，WANG Junyi，HUANG Chuan，WAN Chunxiao
（Department of Physical Medicine and Rehabilitation，Tianjin Medical University General Hospital，Tianjin 300052，China）
Abstract Objective：To explore the effects and mechanisms of intermittent hypoxia（IH）on the cardiac functionin C57BL/6 mice af原
ter myocardial infarction（MI）. Methods：Twenty-four mice were classified randomly into four groups：sham group（SHAM，6 mice），
sham operation with IH treatment group（SHAM-IH，6 mice），myocardial infarction group（MI，6 mice）and myocardial infarction with
IH treatment group（MI，6 mice）. Echocardiography was used to detect left ventricular ejection fraction（LVEF）and left ventricular
shortening fraction（LVFS）in mice. Masson staining was used to detect the degree myocardial fibrosis. Tunel staining was used to de原
tect cardiomyocytes apoptosis. Protein immunoblotting was performed to detect mitogen-activated protein kinase kinase（MEK）protein
and its phosphorylation（p-MEK）level，extracellular signal-regulated kinase 1/2（ERK1/2）protein and its phosphorylation（p-ERK1/
2）level，and cleaved cysteine protease 3（cleaved caspase 3）protein level. In vitro experiments，H9C2 cells were induced with H2O2

tomimic oxidative stress，MEK，ERK1/2，p -MEK，p -ERK1/2，and cleaved caspase 3 protein levels were detected after treated with
MEK/ERK inhibitor（U0126）. Results：After 4 weeks of intervention，compared with the MI group，LVEF and LVFS were significantly
increased（t=-15.520，-15.080，both P约0.001），myocardial fibrosis（t=9.547，P约0.05），p-MEK，p-ERK1/2 expression and cleaved
caspase 3（t=2.292，3.267，6.399，all P约0.05）and Tunel-positive cells（t=4.341，P约0.001）were significantly decreased in the MI-
IH group.Compared to the H2O2 group，the H2O2+U0126 group had decreased protein levels of p-MEK，p-ERK1/2 and cleaved
caspase 3（t=3.599，9.692，6.607，all P约0.05）. Conclusion：IH intervention inhibits cardiomyocyte apoptosis through MEK/ERK
signaling，thereby improving the recovery of cardiac function in mice after myocardial infarction.
Key words myocardial infarction；intermittent hypoxia；apoptosis；mitogen-activated protein kinase；extracellular signal-regulated
kinase
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心肌梗死（myocardial infarction，MI）是中国居
民致残和致死的主要心血管疾病之一[1]。尽管 MI后
患者的存活率显著增加，但是 MI后患者的再住院
率依旧很高，因此如何预防 MI后并发症、改善患者
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生活质量显得尤为重要。心脏康复作为一种常用的

治疗方法，可以帮助患者恢复健康，并通过运动等

训练手段改善患者心功能，已被美国心脏病学会推

荐为玉A级指南[2]。近年来，间歇性低氧（intermittent
hypoxia，IH）在心血管疾病中得到了广泛研究，被证
明有多种生物效应。本课题组前期研究发现 IH干
预可通过增加 MI大鼠 啄-阿片类受体表达[3]，调控MI
大鼠 AMP活化蛋白激酶（AMPK）琢1/SIRT3通路 [4]，

改善线粒体结构，调节心肌脂肪酸代谢，从而对心

脏产生保护作用。

IH在缺血-再灌注的心肌模型中具有调控细胞
凋亡的作用[5-6]。心肌细胞损伤主要由心肌细胞的不

可逆凋亡引起[7]。此外，细胞凋亡被认为是 MI后心
肌细胞丢失的主要来源，也是心室重塑和心力衰竭

发展的重要因素[8-9]。Caspase依赖的细胞凋亡已被
证明在缺血性心肌损伤中发挥重要作用[10]，通过观

察 caspase家族的活跃程度，可以深入地了解细胞
凋亡情况。越来越多的证据表明，细胞凋亡会导致

严重的左心室功能障碍[11-12]。Z-VAD是经典 caspase
抑制剂，Liao等[13]研究发现，Z-VAD下调了缺血-再
灌注诱导的细胞凋亡，增加了心脏收缩功能的保护

作用。因此，制定调节细胞凋亡的策略，对于预防 MI
后心功能障碍是必要的。

研究发现，丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）/细
胞外信号调节激酶（ERK）1/2信号通路能调节心血
管疾病的细胞凋亡过程[14]。在人结肠癌细胞中，抑制

MEK/ERK通路可以缓解因轻度缺氧导致的细胞增
殖过程[15]。此外，MEK/ERK通路可以减轻缺氧诱导
的 H9C2细胞损伤[16]。目前，MI后早期 IH干预能否
抑制 MEK/ERK信号转导和 MI后心肌细胞凋亡及
其内在的机制尚不清楚。因此，本研究旨在通过体

内、外研究，探讨 IH对 MI小鼠心肌组织的影响，进
一步探讨细胞凋亡在 IH影响心脏损伤中的作用。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF 级 C57BL/6 成年雄性小鼠
24只，8周龄，体重 18耀22 g，购自北京华阜康生物
科技股份有限公司，予（21依2）益、（50依10）%的相对
湿度下，12 h的光照和黑暗循环中饲养，自由取水。
本实验由天津医科大学总医院实验动物伦理委员

会批准（伦理批准号：TMUaMEC2018037）。
1.1.2 试剂 MEK抗体、p-MEK抗体、ERK抗体、
p -ERK 抗体和 cleaved caspase 3 抗体购自美国
affinity公司；GAPDH 抗体购自中国爱博泰克生物
科技有限公司；Masson试剂盒购自中国北京索莱宝

科技有限公司；Tunel试剂盒购自中国塞维尔生物
科技有限公司；DMEM、胎牛血清、链霉素购自美国
Gibco公司；大鼠心肌细胞 H9C2购自上海中乔新舟
生物科技有限公司。

1.1.2 仪器 小动物麻醉机购自中国广东海利集

团有限公司；化学发光凝胶成像仪购自中国上海天

能科技有限公司；荧光显微镜购自日本 OLYM-PUS
公司。

1.2 实验方法

1.2.1 动物分组及 MI造模 24只雄性小鼠随机划
分为 4组，分别为假手术组（SHAM）、假手术低氧组
（SHAM-IH）、心肌梗死组（MI）以及心肌梗死低氧组
（MI-IH），每组 6只。依据本课题组先前研究方案[17]，

采用结扎左冠状动脉前降支构建心梗模型。异氟烷

麻醉小鼠并固定，于第 3、4肋间做一个斜切口，进行
肌肉钝性分离后，充分暴露心脏，于左心耳下 2 mm
处结扎左冠状动脉前降支。SHAM 组和SHAM-IH
组仅接受胸腔开放手术，未对左冠状动脉前降支进

行结扎。模型构建成功后，所有小鼠休息 1周。
1.2.2 低氧训练及干预方式 SHAM-IH组和 MI-
IH组于造模 1周后放于低压氧舱内，关闭舱门逐渐
升高负压直至形成海拔 5 000 m、13%氧浓度状态。
4 h/d，5 d/周[4，18]，其余两组放于常氧环境下，干预时

间 4 h/d，5 d/周。
1.2.3 超声心动图 在干预前、干预 4 周后，分别
对小鼠进行超声心动图检查，采用 M型超声测量法
测得左心室射血分数（left ventricular ejection frac原
tion，LVEF）、缩短分数（left ventricular shortening
fraction，LVFS）。每次测量至少超过 5个心动周期，
每个周期至少拍摄 3耀5个图像来测量心功能参数。
1.2.4 心肌纤维化检测 4周干预后，将小鼠注射
戊巴比妥钠处死，将小鼠心脏组织完整取出，浸泡

在 4%多聚甲醛中，进行固定 2 d左右，在梯度酒精
（75%、80%、95%、100%）中分别脱水 2 h，随后浸
泡于二甲苯中使其透明化。用石蜡包埋组织，冷却。

用自动切片机将包埋好的蜡块切片，每张厚度约为

5 滋m。根据试剂说明，将石蜡切片脱水后，用
Weigert 铁苏木素染色溶液染色 8 min、酸性乙醇分
化液分化 10 s、试剂 C蓝化液反蓝 4min、丽春红洋红
溶液染色 10 min、磷钼酸溶液清洗 1 min、苯胺蓝
染色液染色 1 min。冲洗后脱水、透明、封片、镜下
观察拍照。

1.2.5 心肌组织 Tunel检测 心脏石蜡包埋后，放

入不同的乙醇浓度（100%、90%、80%、70%）中脱蜡。
按照 1 颐 9的比例将 PBS溶液稀释蛋白酶 K，每个样
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品滴加 100 滋L的蛋白酶 K溶液。随后滴加试剂盒
中的 Equilibration Buffer溶液 50 滋L到每个样本，室
温下孵育 15 min。加入 56 滋L标记液，在 37益恒温
箱中孵育 1 h。洗涤样本后，滴加 DAPI试剂 20 滋L
于样本，室温放置 7 min。最后中性树脂封片，荧光
显微镜下观察拍照。

1.2.6 细胞培养及分组 大鼠心肌细胞 H9C2在添
加 50 滋g/mL链霉素和 10%胎牛血清的 DMEM中培
养，37益下在 5%CO2的培养箱中培养。在六孔板上

培养 H9C2细胞，按照实验要求并将其分为 3组，即
Control 组（Con 组）、过氧化氢组（H2O2组）、过氧化

氢+MEK抑制剂组（H2O2+U0126组）。Con组不做任
何处理，H2O2组和 H2O2+U0126组首先用 200 滋mol
H2O2处理心肌细胞，诱导氧化应激模型。后 H2O2+
U0126组中加入 10 滋mol U0126干预 16 h[19]。

1.2.7 蛋白印迹检测 用裂解液从组织和细胞中

提取蛋白质，通过 BCA测定蛋白浓度，根据分子量，
用 10%的浓缩胶和分离胶进行电泳，电泳 90 min，
转膜 90 min，5%牛血清白蛋白溶液室温封闭 1 h。添
加稀释后的 ERK1/2（1 颐 1 000）、MEK（1 颐 1 000）、p-
MEK（1 颐 1 000）、p-ERK1/2（1 颐 1 000）、cleaved cas原
pase 3（1 颐 1 000）、GAPDH（1 颐 1 000）抗体 4益下孵育

过夜，GAPDH作为内参。添加二抗（1 颐 2 000）37益
孵育 1 h，电化学发光液检查特定的蛋白条带，Image
J软件测定灰度值。
1.3 统计学处理 采用 SPSS 27.0 和 Graph Pad
Prism 9.0软件对所有数据进行处理，符合正态分布
的资料以 x依s 表示，当数据满足正态分布和方差齐
性，多组间比较采用单因素方差分析。方差不齐采

用非参数检验。P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 IH对小鼠生存活动的影响 4周干预过程中
4组小鼠均无死亡。但 MI组小鼠活动较少，食欲较
差，生长缓慢，MI-IH组小鼠活动逐渐恢复正常。
2.2 各组小鼠心脏超声结果比较 超声心动结果

显示，MI组和 MI-IH组左心室前壁运动幅度降低
呈平坦状，提示左心室出现梗死。干预前，与 SHAM
组相比，MI组和 MI-IH组 LVEF和 LVFS均明显下
降（均 P约0.001）；SHAM组和 SHAM-IH组间比较无
差异，MI组和 MI-IH组间比较无差异（均 P>0.05）。
干预 4 周后，与 MI 组相比，MI-IH 组的 LVEF 和
LVFS 显著增加（t=-15.520、-15.080，均 P约0.001）；
比较干预前、后发现，干预后 MI-IH组的 LVEF 和
LVFS较干预前显著增加（均 P约0.001），见图 1。

注：LVEF：左心室射血分数；LVFS：左心室射血分数；SHAM：假手术组；SHAM-IH组：假手术低氧组；MI：心肌梗死组；MI-IH：心肌梗死低氧
组；A：心脏超声心动图；B：心脏 LVEF水平；C：心脏 LVFS水平；***P约0.001

图 1 小鼠心脏 LVEF及 LVFS水平
Fig.1 LVEF and LVFS levels in mouse heart
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2.3 IH对心肌组织纤维化的影响 Masson染色结
果显示，红色区域代表正常心肌范围，蓝色代表心

肌纤维化范围。与 SHAM组相比，MI组及 MI-IH组
心肌纤维化明显增加（t=-29 .682、-19 .682，均

P约0.001）；与MI组相比，MI-IH组心肌纤维化显著降
低，差异具有统计学意义（t=9.547，P约0.001）；SHAM-
IH组和 SHAM组比较差异无统计学意义（P>0.05），
见图 2。

C
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A SHAM SHAM-IH MI MI-IH

注：SHAM：假手术组；SHAM-IH组：假手术低氧组；MI：心肌梗死组；MI-IH：心肌梗死低氧组；A：心肌组织 Masson染色（比例尺=1 mm）；B：
心肌纤维化指数比较；***P约0.001

图 2 心脏组织Masson染色
Fig.2 Masson staining of heart tissue
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注：MEK：丝裂原活化蛋白激酶激酶；p-MEK：磷酸化丝裂原活化蛋白激酶激酶；ERK1/2：细胞外信号调节激酶；p-ERK1/2：磷酸化细胞外信
号调节激酶；cleaved caspase 3：裂解半胱氨酸蛋白酶 3；SHAM：假手术组；SHAM-IH组：假手术低氧组；MI：心肌梗死组；MI-IH：心肌梗死低氧
组；A：蛋白印迹图；B：cleaved caspase 3表达水平；C：p-ERK表达水平；D：p-MEK表达水平；*P约0.05

图 3 蛋白质免疫印迹检测 p-MEK、p-ERK1/2、cleaved caspase 3蛋白表达
Fig.3 Expression of p-MEK，p-ERK1/2 and cleaved caspase 3 detected by Western blotting

2.4 IH对 MEK/ERK通路的影响 心肌组织蛋白

质免疫印迹结果显示，MI 组和 MI-IH组 ERK1/2、
MEK蛋白与 SHAM组相比没有差异（均 P>0.05）；与
SHAM组相比，MI的 p-MEK、cleaved caspase 3蛋白

表达增加（t=-3.729、-4.595，均 P约0.05）；与 MI组相
比，MI-IH 组 p-ERK1/2、p-MEK、cleaved caspase 3
蛋白表达降低（t=2.292、3.267、6.399，均 P约0.05），见
图 3。

注：DAPI：4，6-联脒-2-苯基吲哚；SHAM：假手术组；SHAM-IH组：假手术低氧组；MI：心肌梗死组；MI-IH：心肌梗死低氧组；A：Tunel染色
图（比例尺=200 滋m）；B：细胞凋亡水平；***P约0.001

图 4 心脏组织 Tunel染色
Fig.4 Tunel staining of heart tissue
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2.5 IH对细胞凋亡的影响 心肌组织 Tunel染色
结果显示，SHAM组和 SHAM-IH 组间的细胞凋亡
水平差异无统计学意义（P>0.05）。与 SHAM 组相

比，MI组凋亡阳性细胞数明显增多（t=-8.997，P约
0.001）。与 MI组相比，MI-IH组凋亡阳性细胞数明
显减少（t=4.341，P约0.001），见图 4。
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2.6 抑制 MEK/ERK对 H9C2细胞凋亡的影响 蛋

白质印迹结果显示：H2O2 组和 H2O2+U0126 组的
ERK1/2、MEK蛋白与 Con组相比，差异无统计学意
义（均 P>0.05）；与 Con 组相比，H2O2 组 p-MEK、

cleavedcaspase3蛋白表达明显增加（t=-4.489、-3.606，
均 P约0.05）；与 H2O2组相比，H2O2+U0126 组的 p-
ERK1/2、p-MEK、cleaved caspase 3蛋白表达明显降
低（t=3.599、9.692、6.607，均 P约0.05），见图 5。
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注：MEK：丝裂原活化蛋白激酶激酶；p-MEK：磷酸化丝裂原活化蛋白激酶激酶；ERK1/2：细胞外信号调节激酶；p-ERK1/2：磷酸化细胞外信
号调节激酶；cleaved caspase 3：裂解半胱氨酸蛋白酶 3；Con：对照组；H2O2：过氧化氢组；H2O2+U0126：过氧化氢抑制剂组；A：蛋白免疫印迹图；B：
cleaved caspase 3表达水平；C：p-ERK表达水平；D：p-MEK表达水平；*P约0.05，***P约0.001

图 5 蛋白质免疫印迹检测 p-MEK、p-ERK1/2、cleaved caspase 3蛋白表达
Fig.5 Expression of p-MEK，p-ERK1/2 and cleaved caspase 3 detected by Western blotting
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3 讨论

3.1 IH干预改善 MI小鼠的心功能及心肌纤维化
MI是由于动脉内壁斑块生成，心肌缺血缺氧产生的
血管损伤、炎症等一系列反应的一种心血管疾病[20]。MI
后的心肌胶原持续纤维化会严重损害心脏功能，最

终发展为心力衰竭。研究表明，间歇性低氧可以减

少 MI面积，缓解心肌纤维化，增强运动能力[21]。在本

研究中同样发现 MI 组心肌纤维化程度明显高于
Sham组，而 IH干预后，心肌纤维化程度明显降低，
提示 IH可改善心肌纤维化。

MI后胶原纤维增多导致的纤维化增多会影响
心脏的收缩功能。LVEF是评估 MI后左室收缩功能
的重要指标，如 LVEF<40%可预测急性 MI的死亡
率[22-23]。有研究证明 IH作为一种无创的干预方式，
可以改善心肌组织的舒缩功能[24]。为了探究 IH对心
脏功能的积极作用，本研究采用超声观察心脏功

能，发现 MI-IH组与 MI组相比，LVEF、LVFS 的升
高具有统计学意义，提示 IH干预 4周可显著改善MI
小鼠的左室收缩功能。

3.2 IH干预抑制 MI小鼠的细胞凋亡 MI后心肌
长期缺血缺氧会诱导细胞凋亡，而细胞凋亡则会影

响心脏功能。在临床上，由于心肌细胞丢失是患者

死亡率的主要决定因素，因此减少细胞凋亡是拯救

心血管疾病的关键因素[25]。Caspases家族是细胞凋
亡的启动者[26]，其中 caspase3是细胞凋亡的主要蛋
白酶之一。观察 caspase 3活化水平可以反映细胞凋
亡水平。本研究采用 Tunel染色和蛋白免疫印迹检

测细胞凋亡水平，MI后心肌细胞凋亡蛋白 caspase 3
活化增多，Tunel阳性凋亡细胞数增加，而在IH干预 4
周后 caspase 3活化明显减少，Tunel阳性凋亡细胞
数降低。这些变化表明 IH干预可以抑制心梗心脏
的细胞凋亡水平，从而改善心脏结构和功能。

3.3 IH干预通过 MEK/ERK通路改善抑制细胞凋
亡 本课题组前期研究已证实，一定参数的 IH对
MI心脏的保护作用[3-4]，可以减少心肌纤维化，改善

心功能。研究表明，MEK/ERK通路在丝裂原活化蛋
白激酶（MAPK）信号通路中扮演着至关重要的角
色，它们可以调控细胞增殖、分化、凋亡等不同的生

理过程[27]。而细胞凋亡是由 MAPK信号通路介导的
最显着的表型之一。研究表明，RGS5基因敲除小鼠
MI后出现明显细胞凋亡，可能因为部分激活 MAPK
信号通路 [28]。M1 巨噬细胞衍生的细胞外囊泡激
活MEK/ERK通路，增加了 MI区域的凋亡细胞，降
低了血管生长因子的表达，抑制 MI后的血管生成
和心肌再生[29]。橄榄苦苷通过抑制 MEK磷酸化，显
著抑制缺血再灌注大鼠的 caspase 3的表达[30]。上述

研究提示抑制 MEK/ERK通路可以抑制细胞凋亡。
蛋白印迹结果显示，与 MI组相比，MI-IH组 MEK、
ERK 磷酸化蛋白、cleaved caspase 3 蛋白表达显著
减少。但是 MEK、ERK 总蛋白水平未有统计学差
异，表明 IH通过下调 MEK、ERK的表达，抑制细胞
凋亡。U0126明显抑制了 MEK、ERK的活化状态。在
体外实验中，发现 MEK/ERK抑制剂的使用可明显
减少受损心肌细胞的 caspase 3活化。这也证实了抑
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制 MEK/ERK信号转导的激活会抑制细胞凋亡，从
而加快 MI的恢复。

综上所述，本研究通过体外和体内实验，发现

小鼠MI后采用 IH干预通过抑制心肌 MEK、ERK1/2
蛋白磷酸化，抑制细胞凋亡，改善心肌纤维化，从而

产生心肌保护作用。本研究有望为临床 MI后患者
的心脏康复提供理论基础与分子机制。但 MEK/
ERK所调控的表型众多，充分认识 MEK/ERK还需
要进一步探索。
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