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RNA 干扰技术下调 Toll 样受体 4 对急性心肌缺血坏死的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察利用 RNA 干扰(RNAi)技术下调 Toll 样受体 4(TLR4)的表达对异丙肾上腺素( ISO)诱导的

急性缺血坏死心肌细胞的影响。 方法摇 采用大剂量 ISO 注射液连续腹腔注射 3 天,建立小鼠急性心肌缺血坏死模

型,分为正常对照组、心肌缺血组(MI 组)、心肌缺血加阴性质粒处理组(PCN 组)和心肌缺血加 siRNA鄄TLR4 处理

组(siRNA鄄TLR4 组),通过构建好的靶向 TLR4 基因的 siRNA鄄TLR4 质粒来下调小鼠体内 TLR4 基因的表达,取心肌

组织进行 HE 染色,观察各组心肌组织缺血坏死情况,Western blot 检测各组心肌组织 TLR4 的表达变化,利用

TUNEL 法检测各组心肌细胞凋亡率。 结果摇 siRNA鄄TLR4 组心肌细胞 TLR4 的表达水平与正常对照组、MI 组、PCN
组相比明显下调,siRNA鄄TLR4 组心肌缺血损伤较 MI 组和 PCN 组明显减轻,siRNA鄄TLR4 组心肌细胞凋亡率显著低

于 MI 组和 PCN 组(9郾 39% 依 2郾 61%比 61郾 44% 依 2郾 34%和 57郾 21% 依 4郾 40% )。 结论摇 利用 RNAi 可有效下调小鼠

体内 TLR4 的表达,改善 ISO 诱导的急性心肌缺血坏死,提示 RNAi 可为急性心肌缺血坏死治疗提供新的思路。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of RNA interference (RNAi) downregulating TLR4 of mice with isopro鄄
terenol (ISO) induced myocardial ischemic necrosis. 摇 摇 Methods摇 A myocardial ischemic necrosis model of mice was es鄄
tablished by abdominal cavity injection of ISO for 3 days. 摇 The rats were divided into four groups: control group, myocardial
ischemic group (MI group) and myocardial ischemic treated with negative plasmid group (PCN group), myocardial ischemic
treated with siRNA鄄TLR4 plasmid group (siRNA鄄TLR4 group). 摇 Inhibition of TLR4 by siRNA鄄TLR4 plasmid was construc鄄
ted. 摇 Pathological changes of myocardial ischemic were observed through myocardial tissue stained with HE. 摇 The expres鄄
sion level of TLR4 was detected by Western blot. 摇 The variation of cardiomyocytes apoptosis was measured with TUNEL.
Results摇 The expressions of protein of TLR4 in siRNA鄄TLR4 group were significantly decreased compared with those of con鄄
trol group, PCN group, and MI group. 摇 Compared to MI group and PCN group, myocardial ischemic necrosis was relieved in
the siRNA鄄TLR4 group. 摇 And numbers of apoptosis cardiomyocytes in siRNA鄄TLR4 group were lower than those in MI group
and PCN group (9郾 39% 依 2郾 61% vs郾 61郾 44% 依 2郾 34% and 57郾 21% 依 4郾 40%). 摇 摇 Conclusions摇 RNAi can inhibit
TLR4 expression and ameliorat myocardial ischemic necrosis induced by ISO efficiently. 摇 It may be promising as a new treat鄄
ment of acute myocardial ischemic necrosis.

摇 摇 急性心肌缺血坏死影响了心肌的收缩及舒张

功能,可导致心律失常、心力衰竭、猝死等心血管事

件的发生,严重危害人类健康。 近年来研究证实,

在急性心肌缺血坏死的发生发展过程中,Toll 样受

体 4(Toll like receptor 4,TLR4)能够通过激活内源

性及外源性配体、参与心肌组织的损伤,如果抑制
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TLR4 的作用,可使心肌梗死面积减少[1]。 目前通

过 RNA 干扰(RNA interference,RNAi)抑制 TLR4 的

表达从而减少心肌细胞凋亡,缓解心肌缺血损伤的

相关研究尚不多。 故本研究拟应用 RNAi 技术来下

调小鼠心肌中 TLR4 的表达,观察其对心肌缺血坏

死后的心肌细胞凋亡产生的影响,以探索该方法能

否缓解急性心肌缺血坏死。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物和试剂

摇 摇 健康雌性 6 ~ 8 周龄 BALB / c 小鼠 30 只,体重

18 ~ 20 g。 RIPA 蛋白裂解液、BCA 蛋白浓度测定试

剂盒、细胞凋亡检测试剂盒(江苏碧云天公司),兔
抗 TLR4 蛋白多克隆抗体(美国 Santa Cruze 公司)。
1郾 2摇 重组质粒的构建

前期实验已成功构建了 siRNA 质粒,并进行

BALB / c 小鼠原代心肌细胞的培养及质粒转染[2],
通过类似方法构建、检测和筛选出了沉默效果最明

显的 siRNA鄄TLR4 质粒。
1郾 3摇 动物模型的制备及分组

BALB / c 小鼠连续 3 天腹腔注射异丙肾上腺素

(isoproterenol,ISO)注射液 20 mg / (kg·d),建立小鼠

心肌缺血坏死模型。 健康6 ~8 周龄BALB / c 小鼠随机

分为正常对照组(n =6)、心肌缺血组(MI 组,n =8)、心
肌缺血加阴性质粒处理组(PCN 组,n =8)和心肌缺血

加 siRNA鄄TLR4 处理组(siRNA鄄TLR4 组,n =8),正常对

照组:每只小鼠给予总体积为 1 mL 的 0. 9%氯化钠溶

液,通过尾静脉快速注入小鼠体内,5 天后给予 1 mL 的

0. 9%氯化钠溶液腹腔注射,连续 3 天。 MI 组:每只小

鼠给予总体积为 1 mL 的 0. 9%氯化钠溶液,通过尾静

脉快速注入小鼠体内,5 天后给予 ISO 注射液腹腔注

射,连续 3 天。 PCN 组:每只小鼠给予阴性质粒 PCN,
加入总体积为 1 mL 的 0. 9%氯化钠溶液,通过尾静脉

快速注入小鼠体内,5 天后给予 ISO 注射液腹腔注射,
连续3 天。 siRNA鄄TLR4 组:每只小鼠给予 siRNA鄄TLR4
质粒,加入总体积为 1 mL 的 0. 9%氯化钠溶液,通过尾

静脉快速注入小鼠体内,5 天后给予 ISO 注射液腹腔注

射连续 3 天。 利用小动物活体荧光成像系统观察小鼠

体内绿色荧光表达情况。
1郾 4摇 病理组织学检测

四组小鼠予以 1% 戊巴比妥钠溶液 0. 01 mL / g
腹腔注射麻醉,取下心脏,用生理盐水清洗,取一部

分浸入 10%甲醛固定 24 h,将固定好的心肌组织经

乙醇脱水,二甲苯透明,石蜡浸透、包埋、切片,然后

将标本切片常规脱蜡、水化、苏木素鄄伊红(HE)染

色,在显微镜下形态学观察,以控制染色时间,中性

树胶封片,光镜下观察各组小鼠心肌缺血坏死情况。
1郾 5摇 Western blot 检测心肌组织 TLR4 蛋白的表达

按照说明书操作步骤进行心肌组织蛋白质提

取,BCA 法进行蛋白定量,取约 20 滋L 蛋白质用于

10% SDS鄄PAGE 凝胶电泳,转移至 PVDF 膜,然后用

含 5%脱脂奶粉溶液的 TBST 缓冲液室温封闭 2 h,
TLR4 抗体 4益孵育过夜,TBST 溶液洗膜 3 次,室温

下加入羊抗兔 IgG 抗体孵育 2 h,同法洗膜 4 次,用
增强型化学发光试剂显色,X 线片曝光显影,用凝胶

成像分析系统进行灰度扫描,Quantity one 软件对结

果进行定量分析,目的基因蛋白表达量以其与内参

照 茁鄄actin 条带的灰度比值(相对光密度值)表示。
1郾 6摇 TUNEL 法检测心肌细胞凋亡率

将心肌组织切片常规脱蜡、水化,严格按照

TUNEL 试剂盒提供的实验步骤进行操作,DAB 显

色,苏木精复染,光镜下观察细胞核呈深棕色的为

阳性细胞,细胞核呈蓝色的为阴性细胞,未发生凋

亡。 每只动物选取 3 张切片,每张切片随机选取 5
个不相互重叠的视野,光镜下观察并照相,分别计

数阳性细胞和细胞总数,计算心肌细胞凋亡率,细
胞凋亡率 =凋亡细胞 / 细胞总数 伊 100% ,取平均值。
1郾 7摇 统计学方法

采用 SPSS13. 0 统计软件对数据进行分析,计量

资料以x 依 s 表示,组间比较采用方差分析,以 P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 绿色荧光表达情况

摇 摇 siRNA鄄TLR4 质粒注入小鼠体内后,经小动物活

体荧光成像系统观察显示,小鼠体内绿色荧光表达

良好(图 1)。

图 1. 质粒注入后小鼠体内绿色荧光的表达

Figure 1. Green fluorescent expressions in the mice after
plasmid injection
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2郾 2摇 心肌组织病理学改变

小鼠心肌组织 HE 染色后光镜下显示,正常对

照组心肌纤维排列整齐,无心肌坏死发生; MI 组、
PCN 组可见片状心肌缺血坏死改变,病变区可见嗜

伊红染色增强,肌纤维排列紊乱、断裂、坏死甚至融

合成片状,可见心肌细胞肿胀,部分心肌细胞出现

空泡变性,炎症细胞浸润等,证实本实验通过腹腔

注射大剂量 ISO 注射液,成功建立了小鼠心肌缺血

坏死模型;siRNA鄄TLR4 组可见心肌缺血坏死改变,
较 MI 组和 PCN 组明显减轻(图 2)。

图 2. 心肌组织 HE 染色( 伊 200)摇 摇 A 为正常对照组,B 为 MI 组,C 为 PCN 组,D 为 siRNA鄄TLR4 组。

Figure 2. HE staining of the myocardial tissue( 伊 200)

2郾 3摇 心肌组织内 TLR4 蛋白的表达

siRNA鄄TLR4 组 TLR4 的表达明显低于正常对照

组、MI 组和 PCN 组(P < 0. 01),表明给予 siRNA鄄
TLR4 质粒后可下调心肌组织 TLR4 表达水平(图 3)。

图 3. 心肌组织 TLR4 蛋白的表达摇 摇 a 为 P < 0. 01,与正常对照组、PCN 组和 MI 组比较。

Figure 3. Expression of TLR4 protein in cardiac tissue

2郾 4摇 心肌细胞凋亡率

siRNA鄄TLR4 组小鼠心肌细胞凋亡率显著低于

MI 组和 PCN 组,存在显著性差异(9郾 39% 依 2郾 61%
比 61郾 44% 依 2郾 34% 和 57郾 21% 依 4郾 40% , P <
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0郾 01),证实通过下调心肌组织 TLR4 蛋白表达水平 可降低缺血心肌组织内的细胞凋亡率(图 4)。

图 4. TUNEL 显示各组心肌细胞凋亡情况( 伊 400)摇 摇 A 为正常对照组,B 为 MI 组,C 为 PCN 组,D 为 siRNA鄄TLR4 组。

Figure 4. The variation of cardiomyocytes apoptosis was measured with TUNEL( 伊 400)

3摇 讨摇 论

研究证实,ISO 能够通过干扰线粒体能量代谢、
诱导氧化应激反应、活化凋亡基因等方式诱导心肌

缺血损伤[3]。 由于该方法操作简单,实验动物损伤

小、病死率低,已被广泛应用于各种实验研究。 本

研究采用大剂量 ISO 注射液连续腹腔注射 3 天,建
立小鼠心肌缺血坏死模型,HE 染色示病变区嗜伊

红染色增强,肌纤维排列紊乱、断裂、坏死甚至融合

成片状,可见心肌细胞肿胀,部分心肌细胞出现空

泡变性,炎症细胞浸润等病理改变,证实成功建立

小鼠急性心肌缺血模型。
Toll 样受体(Toll like receptor,TLR)是免疫系统

中一类关键的的模式识别受体[4],其中 TLR4 作为

Toll 样受体家族中的重要成员,在天然免疫与获得

性免疫中均发挥重要作用[5]。 TLR4 与配体结合

后,就可以激活细胞内几条信号传导途径,其中最

重要的就是 NF鄄资B 的激活,当 TLR4 发生二聚化,其
胞质区通过 TIR 结构域募集连接蛋白 MyD88,通过

一系列级联反应,激活 NF鄄资B,可导致 NF鄄资B 控制

的一些细胞活性因子的产生,如白细胞介素 6、肿瘤

坏死因子等基因转录,这些炎症因子参与了细胞损

伤的炎症反应,并且在细胞增殖、分化和凋亡的过

程中起到重要的调节作用[6],该机制在急性心肌缺

血坏死过程中也发挥了重要作用[7]。 有研究显示,
当 TLR4 表达量低时,可减轻心肌缺血损伤所致的

心功能障碍,降低心肌细胞凋亡率[8];另外,研究表

明抑制心肌组织 TLR4 表达后,能够减少通过结扎

小鼠左前降支冠状动脉诱导的心肌梗死面积,并使

心肌梗死区域促炎因子的释放减少[9]。 目前通过

RNAi 技术下调 TLR4 表达来发挥以上作用的研究

较少,RNAi 是具有高度特异性、高效性的转录后基

因沉默技术,siRNA 只有与靶基因的编码区严格配

对的 siRNA 才能产生 RNAi,微量的 siRNA 就可使

目的基因表达显著下降,RNAi 技术在心肌缺血损伤

的基 因 治 疗 中 能 否 发 挥 重 要 的 作 用, 值 得

探索[10鄄12]。
在本研究的前期实验中已设计合成并成功构

建了抑制小鼠 TLR4 基因的 siRNA 质粒,通过体外

转染小鼠原代心肌细胞,筛选出抑制 TLR4 基因效
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率最高、沉默效果较好 siRNA鄄TLR4 质粒,本研究中

将该质粒快速注入小鼠体内后,经过小动物活体荧

光成像系统观察,小鼠体内绿色荧光表达良好,表
明 siRNA鄄TLR4 质粒在体内表达良好。 从各组心肌

组织提取蛋白,采用 Western blot 检测,结果显示,
siRNA鄄TLR4 组 TLR4 蛋白表达水平明显低于正常

对照组、MI 组和 PCN 组,表明质粒 siRNA鄄TLR4 可

下调心肌组织 TLR4 表达水平。 本研究中发现

TLR4 的表达水平下调后, siRNA鄄TLR4 组心肌组织

缺血坏死的病理学变化较 MI 组和 PCN 组明显减

轻,表明下调 TLR4 蛋白表达后可缓解由 ISO 诱导

的急性心肌缺血损伤。 由于在急性心肌缺血损伤

和心室重构的发展过程中,细胞凋亡发挥了重要的

作用[1,13],故本研究应用 TUNEL 法检测了各组心肌

细胞凋亡情况,发现在下调心肌组织 TLR4 表达的

siRNA鄄TLR4 组,心肌细胞凋亡率显著低于 MI 组和

PCN 组,证实通过下调 TLR4 的表达水平,可降低缺

血损伤的心肌细胞凋亡率,这可能是 siRNA鄄TLR4
组心肌缺血损伤明显减轻的原因之一,本研究结果

与 Zhao 等[8]报道的 TLR4 表达明显降低后,小鼠心

肌缺血损伤的心肌细胞凋亡情况相类似,关于其信

号通路及相关机制有待进一步研究。
综上所述,本研究证实了通过应用 RNAi 技术

可以下调小鼠心肌组织内 TLR4 的表达,可减轻由

ISO 诱导的急性心肌缺血损伤,其机制可能与心肌

细胞的凋亡减少有关,可为心肌缺血坏死的研究提

供新的思路。
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