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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨再灌注损伤挽救激酶(RISK)信号通路和线粒体 ATP 敏感性钾通道(mKATP)在三磷酸腺

苷(ATP)后处理减轻兔心肌缺血再灌注损伤中的作用。 方法摇 选择 60 只雄性大耳白兔随机为缺血再灌注损伤组

( IRI 组)、ATP 后处理组、 PI3K 抑制剂 Wortmannin + ATP 后处理组 (Wortmannin + ATP 组)、ERK1 / 2 抑制剂

PD98059 + ATP 后处理组(PD98059 + ATP 组)、选择性 mKATP 抑制剂 5鄄HD + ATP 后处理组(5鄄HD + ATP 组),每组

12 只,建立心肌缺血再灌注模型。 采用依文思蓝和四氮唑蓝双重染色测定心肌梗死面积,TUNEL 法检测心肌细胞

凋亡,Western blot 检测心肌 Akt、p鄄Akt、ERK1 / 2 及 p鄄ERK1 / 2 蛋白的表达。 结果摇 ATP 后处理组心肌梗死面积、心
肌细胞凋亡指数明显低于 IRI 组(P < 0郾 01)。 Wortmannin + ATP 组、PD98059 + ATP 组和 5鄄HD + ATP 后处理组心肌

梗死面积、心肌细胞凋亡指数与 IRI 组比较差异无统计学意义。 Western blot 检测显示,ATP 后处理组 p鄄Akt、p鄄
ERK1 / 2 表达水平明显高于 IRI 组(P < 0郾 05)。 结论摇 ATP 后处理可通过缩小心肌梗死面积和减少心肌细胞凋亡

发挥对缺血再灌注心肌的保护作用,其机制可能与 RISK 信号通路及 mKATP 有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the roles of reperfusion injury salvage kinase (RISK) signaling pathway and mi鄄
tochondrial ATP鄄sensitive potassium channels (mKATP) in the postconditioning effect of adenosine triphosphate (ATP) for
rabbits with myocardial ischemia / reperfusion iniury ( IRI). 摇 摇 Methods摇 Sixty white male rabbits were exposed to 40
min of ischemia followed by 180 min of reperfusion. 摇 Rabbits were intravenously injected 3 mg / kg of ATP (ATP group) or
saline ( IRI group) immediately after reperfusion within 30 min. 摇 The Wortmannin + ATP, PD98059 + ATP, and 5鄄
hydroxydecanoic acid sodium salt (5鄄HD) + ATP groups were respectively injected with Wortmannin (PI3K inhibitor, 0郾 6
mg / kg), PD98059 (ERK1 / 2 inhibitor, 0郾 3 mg / kg), and 5鄄HD (a mKATP blocker, 5 mg / kg) 5 min before ATP admin鄄
istration. 摇 Myocardial infarction size was measured by Evans blue and NBT staining. 摇 Myocardial apoptosis index was de鄄
termined by TUNEL methods. 摇 Expressions of myocardial Akt, p鄄Akt, ERK1 / 2 and p鄄ERK1 / 2 were detected by Western
blot. 摇 摇 Results摇 The myocardial infarction size and apoptosis index were significantly lower in ATP group than those in
IRI group, Wortmannin + ATP group, PD98059 + ATP group and 5鄄HD + ATP group (P <0郾 01). 摇 Western blot showed that
the expressions of p鄄Akt and p鄄ERK1 / 2 were significantly higher in ATP group than those in other four groups (P <0郾 05).
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Conclusions摇 ATP postconditioning attenuated IRI by reducing the myocardial infarction size and apoptosis, which is me鄄
diated through activation of RISK signaling pathway and opening of mKATP.

摇 摇 研究表明,细胞凋亡是导致缺血再灌注损伤的

重要因素,抑制再灌注时诱发的细胞凋亡,即可减

轻心肌缺血再灌注损伤。 研究证实,缺血预处理与

缺血后处理对心肌的保护作用由一系列复杂机制

参与,其中再灌注损伤挽救激酶( reperfusion injury
salvage kinase,RISK)信号通路和线粒体 ATP 敏感

性 钾 通 道 ( mitochondrial ATP鄄sensitive potassium
channel,mKATP) 介导的抗细胞凋亡作用引人注

目[1鄄4]。 我们前期研究证明,ATP 后处理可明显缩

小心肌梗死面积及减少细胞凋亡,从而发挥抗心肌

缺血再灌注损伤的保护作用[5鄄7]。 本研究通过复制

在体兔急性心肌缺血再灌注模型,旨在观察 ATP 后

处理是否通过 RISK 信号通路及 mKATP 发挥心肌

保护作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物、主要药物和试剂

摇 摇 雄性大耳白兔 60 只,体重 2. 0 ~ 2. 5 kg,由山东

农业科学院提供,动物合格证号为 SCXK (鲁)
20100005。 Wortmannin、PD98059、5鄄HD、伊文思蓝、
氯化硝基四氮唑蓝(NBT)购于 Sigma 公司;ATP 二

钠注 射 液 购 于 天 津 药 业 焦 作 有 限 公 司, 批 号

11101241;TUNEL 试剂盒购于德国 Roche 公司;兔
抗 p鄄Akt(Ser473)、抗 Akt、抗 p鄄ERK1 / 2 和抗 ERK1 /
2 均购于北京博奥森生物技术有限公司;辣根过氧

化物酶(HRP)标记羊抗兔 IgG 抗体购于北京中山生

物技术公司。
1郾 2摇 动物模型的制备及分组

采用 25%乌拉坦(5 mL / kg)腹腔注射麻醉大耳

白兔,描记肢体导联心电图,经右颈总动脉插入左

心 室 导 管, 使 用 生 物 信 号 及 压 力 测 试 系 统

(MFLlab200)监测主动脉及左心室血液动力学参

数。 沿胸骨左缘剪断第 3、4 肋骨,无气胸开胸,暴露

心脏,提起心包并剪开,在左心耳下确定冠状动脉

左前支位置,于左心室中上 1 / 3 水平用双股 4鄄0 号

丝线钩绕该血管,以单股线结扎造成缺血(另一股

线再灌注后用),结扎时用细小硬质胶管垫于血管

与结扎线之间,结扎成功后,关闭胸腔,待 40 min 后

重新打开,剪开结扎线,再灌注心肌 180 min。 模型

制作成功的标准:结扎后心电图域导联 ST鄄T 段明显

抬高,再灌注后抬高的 ST鄄T 段下降 1 / 2 以上;结扎

后左心室前壁由红色明显变暗,再灌注成功时恢复

为红色。 将 60 只大耳白兔随机分为 5 组,每组 12
只。 缺血再灌注组( IRI 组):结扎冠状动脉左前降

支 40 min,再灌注 l80 min;ATP 后处理组:方法同

IRI 组,于再灌注开始时自耳缘静脉给予 ATP 3 mg /
kg,共持续 30 min,持续再灌注 180 min;Wortmannin
+ ATP 组、PD98059 + ATP 组和 5鄄HD + ATP 组:方
法同 IRI 组,分别于再灌注开始前 5 min 静脉注射

Wortmannin 0郾 6 mg / kg、PD98059 0郾 3 mg / kg、5鄄HD 5
mg / kg,再灌注开始时静脉给予 ATP 3 mg / kg,共持

续 30 min,持续再灌注 180 min。 IRI 组给予生理

盐水。
1郾 3摇 标本采集及指标测定

灌注结束后,取缺血区左心室前壁全层心肌组

织,4%多聚甲醛固定(24 h 以内),常规脱水,透明,
石蜡包埋,连续切片数张,厚约 4 ~ 5 滋m,供 TUNEL
检测。 缺血区左心室前壁心肌组织 100 mg,液氮冷

冻后置于 - 80益冰箱保存备用。 每组 12 只大耳白

兔其中 6 只用于心肌梗死范围测定,另 6 只用于留

取心肌组织进行细胞凋亡检测和蛋白测定。
1郾 3郾 1摇 心肌梗死范围测定 摇 摇 再灌注 180 min 后

再次结扎冠状动脉左前降支,左心室内缓慢推注

3%伊文思蓝 4 mL 以鉴别缺血危险区(无蓝色)和

非缺血区(蓝色)。 处死动物,速取心脏,冰冷生理

盐水冲洗后剪去心房及右心室, - 20益冰冻 20 min,
将左心室自心尖向心底部横切成厚约 2 mm 的组织

切片,放弃心尖和心底部分,以朝向心尖部的切面

作为面积分析切面,放入 0郾 05% NBT 磷酸盐缓冲

液中,37益孵育 20 min,冷生理盐水洗去残余染料,
非梗死心肌呈紫蓝色,梗死心肌不着色,4% 多聚甲

醛固定,各标本用固定焦距数码相机照相。 德国

OPTON VIDAS 图像分析系统测定梗死范围,即以梗

死面积之和占总面积的百分比为心肌梗死范围。
1郾 3郾 2摇 细胞凋亡测定摇 摇 采用 TUNEL 试剂盒检测

各组标本心肌细胞凋亡,按照试剂盒说明书操作。
标记前用 DNA 酶处理切片做阳性对照,用标记液代

替 TdT 酶反应液做阴性对照。 每张切片随机选取

10 个视野( 伊 400),计数凋亡细胞个数和所有细胞

个数,以凋亡细胞个数占所有细胞个数的百分比作

为心肌细胞凋亡指数,反映各组心肌细胞凋亡情况。
1郾 3郾 3摇 心肌组织 Western blot 检测摇 摇 将 - 80益冰

箱保存的左心室肌样品取出,而后提取心肌组织总
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蛋白,取上述蛋白提取液,采用 12% SDS 聚丙烯酰

胺凝胶垂直电泳进行分离,然后转至 PVDF 膜上,室
温摇动封闭(TBS鄄T + 5% 脱脂奶粉)2 h,分别加入

兔抗 p鄄Akt ( Ser473 )、兔抗 Akt ( Ser473 )、兔抗 p鄄
ERK1 / 2 抗体和兔抗 ERK1 / 2 抗体(分别按 1颐 300、1
颐 300、1颐 500、1颐 500 稀释)以及内参兔抗 茁鄄微管蛋白

多克隆抗体(1颐 500 稀释),4益过夜,室温下洗膜后

加入辣根过氧化物酶耦联鼠抗兔抗体(1 颐 3 000 稀

释),最后用化学发光底物进行发光显迹。
1郾 4摇 统计学方法

各项观察指标以x 依 s 表示,多组间比较采用单

因素方差分析,组间两两比较应用 SNK鄄q 检验,以 P

< 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 血液动力学变化

摇 摇 再灌注 3 h 各组间心率和平均动脉压差异无统

计学意义;ATP 后处理组 + dp / dt 和 - dp / dt 与 IRI
组、Wortmannin + ATP 组、PD98059 + ATP 组及 5鄄HD
+ ATP 组比较明显升高(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01),而
IRI 组、Wortmannin + ATP 组、PD98059 + ATP 组及

5鄄HD + ATP 组组间各指标比较差异无统计学意义

(表 1)。

表 1. 再灌注 180 min 各组血液动力学比较(x 依 s, n = 6)
Table 1. Comparison of hemodynamic parameters in each group

分摇 组 心率(次 /分) 平均动脉压(mmHg) + dp / dt(mmHg / s) - dp / dt(mmHg / s)

IRI 组 238郾 8 依 7郾 3 72郾 5 依 4郾 2 2924郾 3 依 157郾 7 2325郾 0 依 374郾 6
ATP 后处理组 240郾 2 依 6郾 7 71郾 0 依 5郾 2 4432郾 2 依 221郾 8b 4129郾 0 依 136郾 9a

Wortmannin + ATP 组 240郾 0 依 6郾 1 72郾 0 依 6郾 9 2872郾 8 依 152郾 6 2162郾 0 依 270郾 3
PD98059 + ATP 组 243郾 2 依 7郾 5 70郾 5 依 6郾 9 2753郾 8 依 178郾 3 2074郾 7 依 279郾 7
5鄄HD + ATP 组 237郾 8 依 7郾 1 72郾 2 依 5郾 9 2783郾 5 依 128郾 9 2206郾 3 依 197郾 5

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与其余 4 组比较。

2郾 2摇 心肌梗死面积比较

ATP 后处理组心肌梗死面积明显小于 IRI 组、
Wortmannin + ATP 组、PD98059 + ATP 组及 5鄄HD +
ATP 组(P < 0郾 01),但 IRI 组、Wortmannin + ATP 组、
PD98059 + ATP 组及 5鄄HD + ATP 组组间心肌梗死

面积比较差异无统计学意义(表 2)。
2郾 3摇 心肌细胞凋亡比较

IRI 组、Wortmannin + ATP 组、 PD98059 + ATP
组及 5鄄HD + ATP 组均可见较多心肌细胞凋亡;ATP
后处理组心肌细胞凋亡明显减少。 ATP 后处理组

心肌细胞凋亡指数明显低于 IRI 组、Wortmannin +
ATP 组、PD98059 + ATP 组及 5鄄HD + ATP 组(P <
0郾 05);IRI 组、Wortmannin + ATP 组、PD98059 + ATP
组及 5鄄HD + ATP 组心肌细胞凋亡指数比较差异无

统计学意义(表 2 和图 1)。
2郾 4摇 心肌 Akt、p鄄Akt、ERK1 / 2 及 p鄄ERK1 / 2 蛋白的

表达

ATP 后处理组 p鄄Akt、p鄄ERK1 / 2 蛋白表达水平

明显高于 IRI 组、Wortmannin + ATP 组、PD98059 +
ATP 组及 5鄄HD + ATP 组 ( P < 0郾 05),而 IRI 组、
Wortmannin + ATP 组、PD98059 + ATP 组及 5鄄HD +
ATP 组 p鄄Akt、p鄄ERK1 / 2 蛋白表达水平比较差异无

统计学意义;ATP 后处理组 Akt、ERK1 / 2 蛋白表达

水平与 IRI 组、Wortmannin + ATP 组、PD98059 + ATP
组及 5鄄HD + ATP 组比较差异无统计学意义(图 2)。

表 2. 各组心肌梗死面积及凋亡指数比较(x 依 s, n = 6)
Table 2. Comparison of myocardial infarct size and apop鄄
totic index in each group

分摇 组 心肌梗死面积 凋亡指数

IRI 组 29郾 10% 依 2郾 95% 27郾 00% 依 5郾 76%
ATP 后处理组 12郾 79% 依 1郾 87% b 10郾 33% 依 5郾 96% a

Wortmannin + ATP 组 26郾 54% 依 2郾 71% 20郾 67% 依 4郾 32%
PD98059 + ATP 组 27郾 93% 依 3郾 18% 25郾 50% 依 4郾 85%
5鄄HD + ATP 组 26郾 68% 依 4郾 65% 21郾 17% 依 3郾 60%

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与其余 4 组比较。

3摇 讨摇 论

研究显示,有多种机制参与心肌缺血再灌注损

伤,其中线粒体损伤机制受到研究者重视[8]。 缺血

再灌注损伤引起不可逆的细胞凋亡,心肌细胞凋亡

引起的心肌细胞丢失参与梗死灶的发生、发展,加
重心脏泵功能损害。 研究证明,线粒体与心肌缺血

再灌注损伤诱导的细胞凋亡密切相关[9]。
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图 1. TUNEL 法检测凋亡心肌细胞( 伊 400)摇 摇 A 为 IRI 组,B 为 ATP 后处理组,C 为 Wortmannin + ATP 组,D 为 PD98059 + ATP 组,E
为 5鄄HD + ATP 组。

Figure 1. The apoptotic cardiomyocytes were detected with TUNEL method

图 2. Western blot 检测各组心肌组织 Akt、p鄄Akt、ERK1 / 2、p鄄ERK1 / 2 蛋白表达水平摇 摇 1 为 IRI 组,2 为 ATP 后处理组,3 为

Wortmannin + ATP 组,4 为 PD98059 + ATP 组,5 为 5鄄HD + ATP 组。 a 为 P < 0郾 05,与其余 4 组比较。

Figure 2. Western blot analysis of myocardial Akt, p鄄Akt, ERK1 / 2 and p鄄ERK1 / 2 in each group

RISK 信号通路(PI3K / Akt 和 ERK1 / 2)通过激活下

游效应器,减少再灌注导致的细胞凋亡[10,11],其中

mKATP 通道是目前公认发挥心脏保护作用多条传

导通路的终末效应器。 mKATP 激动剂预处理限制

心肌细胞凋亡已在不同动物种属的活体、离体及心

脑细胞的实验研究中得到证实[12]。 Yang 等[13] 发

现,缺血后处理缩小心梗面积的效应可能与 PI3K、

鸟苷酸环化酶的激活以及与腺苷受体的结合率有

关。 Kin 等[14] 发现缺血后处理时冠状动脉内腺苷

滞留时间延长,非选择性腺苷受体(adenosine recep鄄
tor,AR)及 A2AR 和 A3AR 阻断剂可取消其缩小心

肌梗死面积的作用,提示内源性 A2A 和 A3A 亚基

可能是 RISK 通路上游刺激因子,推测延迟洗脱腺

苷可能与 AR 结合,在再灌注期通过 G 蛋白耦联受
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体激活 RISK 通路。 我们前期研究证实,ATP 后处

理通过激活 AR 发挥心肌保护作用[5]。 ATP 后处理

通过抑制核因子 资注 在细胞核中的结合活性,防止

细胞质中 KB鄄a 蛋白丢失,下调肿瘤坏死因子 琢 表

达,减少心肌细胞凋亡[6,7]。 但 ATP 后处理是否通

过 RISK 信号传导通路及其下游靶点 mKATP 介导

抗缺血再灌注诱导的细胞凋亡而发挥心肌保护作

用未有研究。
本研究发现,给予 PI3K 抑制剂、ERK 抑制剂

后,与 ATP 后处理组比较,心肌梗死面积明显扩大,
心肌凋亡指数明显增多,提示 PI3K / Akt 和 ERK1 / 2
信号通路的激活参与 ATP 后处理心肌保护机制。
研究证实,再灌注时 PI3K / Akt 和 ERK1 / 2 其中任何

一条通路被阻断,其保护作用消失,而只有同时激

活两条通路才能介导心肌保护作用。
心肌缺血首先出现心肌酶漏出、收缩耦联障碍,

进一步则可导致不可逆的细胞损伤和死亡,因此线粒

体损伤与抗损伤机制受到重视,而 mKATP 是一组将

细胞膜电活动与细胞代谢联系在一起的重要通道,在
调节细胞功能中起关键作用。 当线粒体基质 ATP 不

足时,此通道开放,线粒体产生内向钾离子电流,线粒

体基质体积短时增大,呼吸链活性显著增强,开放

mKATP 通道介导抑制心肌细胞凋亡对缺血心肌细胞

起保护作用。 研究证明,给予 mKATP 通道特异性拮

抗剂 5鄄HD 后抵消了药物后处理的保护作用[3]。 本

研究结果也表明,在心肌缺血再灌注之前给予

mKATP 特异性抑制剂 5鄄HD 后,ATP 后处理的心肌保

护作用消除,5鄄HD + ATP 组心肌梗死面积及心肌凋

亡指数改变类似 IRI 组,提示 ATP 后处理的心肌保护

作用与 mKATP 的激活有关。
本研究证明,ATP 后处理的心肌保护作用可能与

RISK 信号通路及其下游靶点 mKATP 介导的抗缺血

再灌注诱导的细胞凋亡并促进心肌细胞存活有关,且
ATP 作为临床常用药,经静脉注入体内后可在短时间

内(0郾 6 ~10 s)代谢为腺苷,腺苷能迅速透过细胞膜

进入细胞外液,导致局部腺苷聚集发挥作用,推测

ATP 在再灌注期通过腺苷介导的 G 蛋白耦联受体激

活 RISK 通路及其下游靶点 mKATP 发挥保护作用。
综上所述,ATP 后处理通过腺苷介导的 G 蛋白

耦联受体激活 RISK 通路及其下游靶点 mKATP 减

轻缺血区心肌细胞凋亡,但其如何通过 mKATP 调

节线粒体功能的具体机制有待进一步研究。
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