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[摘　 要] 　 目的　 探讨肝 Ｘ 受体 β(ＬＸＲβ)对小鼠心肌梗死(ＭＩ)后慢性心力衰竭的影响ꎮ 方法　 野生型(ＷＴ)小

鼠和 ＬＸＲβ 基因敲除(ＬＸＲβ－ / －)小鼠通过结扎左冠状动脉前降支建立 ＭＩ 模型ꎮ ＭＩ 后 ３ 天ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 及 ＴＵＮＥＬ 染色评价心肌细胞凋亡ꎬ定量实时聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测促炎细胞因子肿瘤坏

死因子 α 和白细胞介素 ６ 的表达ꎮ ＭＩ 后 ４ 周ꎬ采用超声心动图评价左心室功能ꎬ氯化三苯四唑染色评价梗死面积ꎬ
心肌组织 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色和 α￣平滑肌肌动蛋白染色观察纤维化程度ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测基质金属蛋白酶 ９ 及Ⅰ型胶

原蛋白进一步评估心肌纤维化ꎮ 结果　 与 ＷＴ 小鼠相比ꎬＭＩ 后 ３ 天 ＬＸＲβ－ / －小鼠在梗死区显示出更多的的心肌细

胞凋亡和炎症ꎻＭＩ 后 ４ 周ꎬＬＸＲβ－ / － 小鼠显示出显著增加的梗死面积、减少的射血分数、加重的左心室扩张和增强

的心肌纤维化ꎮ 结论　 ＬＸＲβ 基因敲除加重了 ＭＩ 后病理损伤和左心室重构ꎬＬＸＲβ 作为靶向药物节点可能有助于

治疗 ＭＩꎮ
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　 　 急性心肌梗死是一种在全球范围内高发病率

和死亡率的疾病ꎬ是引起心力衰竭的最常见原

因[１]ꎮ 心肌梗死(ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬＭＩ)后左心

室经历了从分子到细胞再到细胞外基质的变化ꎬ使
得在器官水平显著改变了其大小、形状以及功

能[２]ꎮ 因此ꎬ致力于找到一种有效的治疗策略来减

少心肌细胞的损失、逆转左心室重构是我们一直以

来努力的方向ꎮ 核受体监管几乎所有的生物稳态

控制的转录过程ꎬ肝 Ｘ 受体(１ｉｖｅｒ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＬＸＲ)
作为一种氧化固醇激活的核受体ꎬ参与机体脂质及

胆固醇代谢等多种生理活动的调节ꎮ ＬＸＲ 包括两

种亚型:ＬＸＲα(ＮＲ１Ｈ３)和 ＬＸＲβ(ＮＲ１Ｈ２)ꎬ二者具

有高度同源性ꎬＬＸＲα 表达于高代谢活动的组织ꎬ包
括肝脏、脂肪、巨噬细胞等ꎬ而 ＬＸＲβ 则广泛表达于

人体各组织中[３]ꎮ 有证据表明 ＬＸＲα 和 ＬＸＲβ 均在

心血管系统中表达ꎬ激活 ＬＸＲ 对心肌肥厚有保护作

用[４]ꎮ 然而 ＬＸＲ 各亚型在调节 ＭＩ 后心室重构的作

用尚不清楚ꎮ 我们课题组通过研究发现 ＬＸＲα 在

ＭＩ 后心室重构过程中发挥着保护作用ꎬ而 ＬＸＲβ 是

否也具有相似的作用成为我们进一步探讨的对象ꎮ
本研究旨在探讨 ＬＸＲβ 基因敲除(ＬＸＲβ－ / －)小鼠相

较于野生型(ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬＷＴ)小鼠对 ＭＩ 后心力衰竭

各生物学指标的影响及其可能机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要实验仪器与试剂

小动物超声系统(Ｖｅｖｏ ２１００ 型ꎬ加拿大 Ｖｉｓｕａｌ
Ｓｏｎｉｃｓ 公司)ꎬ小动物气体麻醉机(ＸＧＩ￣８ 型ꎬＧａｓ Ａｎ￣
ｅｓｔｈｅｓｉａ Ｓｙｓｔｅｍ)ꎬＯＤＹＳＳＥＹ 双色红外激光成像系统

(美国 ＬＩ￣ＣＯＲ 公司)ꎬＢｉｏ￣Ｒａｄ ＰＣＲ 扩增仪 (美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬ核酸定量分析仪(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆ 公
司)ꎬＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ® ４８０ 即时 ＰＣＲ 系统[罗氏诊断产

品(上海)有限公司]ꎮ 磷酸甘油醛脱氢酶(ｇｌｙｃｅｒａｌ￣
ｄｅｈｙｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)、Ｃａｓｐａｓｅ￣３
兔抗小鼠多克隆抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司ꎬＬＸＲβ 鼠抗小鼠多克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ
ＧＡＰＤＨ、 ＬＸＲβ、 肿瘤坏死因子 α ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ αꎬＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣
６)、Ⅰ型胶原蛋白、基质金属蛋白酶 ９(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌ￣
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣９ꎬＭＭＰ￣９)ＰＣＲ 引物购自上海生工生物

股份有限公司ꎮ
１.２　 实验动物与分组

雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 野生型小鼠和 ＬＸＲβ－ / －小鼠ꎬ鼠

龄 ８~１０ 周ꎬ体重 ２２~２５ ｇꎬ无特定病原体级ꎬ购自中

国科学院上海实验动物中心ꎮ 小鼠均于清洁环境

下昼夜规律喂养ꎬ自由进食、饮水ꎮ 分为 ４ 组:ＷＴ＋
假手术(ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ)组(ＷＴ＋Ｓｈａｍ 组)、ＬＸＲβ－ / －

＋Ｓｈａｍ 组、ＷＴ＋ＭＩ 组、ＬＸＲβ－ / － ＋ＭＩ 组ꎻ各组又随机

分为术后 １ 天组、术后 ３ 天组、术后 ７ 天组、术后 ４
周组ꎮ
１.３　 小鼠 ＭＩ 模型建立

按照参考文献[５]的方法ꎬ２％异氟烷吸入麻

醉ꎬ将小鼠仰卧固定在鼠板上ꎬ在小鼠心脏部位第

３、４ 肋间隙位置沿着腋窝与胸骨下端连线做一 １.５
ｃｍ 切口ꎬ切开皮肤ꎬ用 ３￣０ 丝线打一荷包松结备

用ꎬ钝性分离胸大肌肉与肋骨外肌肉ꎻ于第 ３、４ 肋

间穿破胸膜和心包膜ꎬ左手迅速将心脏挤出ꎬ在左

心耳下缘下 ２ ｍｍ 处以 ６￣０ 丝线结扎冠状动脉ꎬ可
见左心室前壁颜色由鲜红变为暗紫至苍白色ꎻ快
速将心脏推入胸腔ꎬ挤出胸内气体ꎬ打紧荷包关

胸ꎬ摘除麻醉面罩ꎮ 小鼠会在 ３ ~ ５ ｍｉｎ 内苏醒ꎮ
Ｓｈａｍ 组手术时丝线仅穿过左冠状动脉主干而不结

扎冠状动脉ꎮ
１.４　 心功能及 ＭＩ 面积测定

术后 １ 天和 ２８ 天将小鼠以 １.５％异氟烷吸入麻

醉后仰卧位固定ꎬ取胸骨旁长轴和短轴观切面ꎮ Ｍ
型超声模式下记录左心室舒张末期内径( ｌｅｆｔ ｖｅｎ￣
ｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬＬＶＥＤＤ)和左心室收

缩末期内径 ( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ￣ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬ
ＬＶＥＳＤ)ꎬ以及反映左心室收缩功能的左心室射血

分数( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＬＶＥＦ)和左心

室 短 轴 缩 短 分 数 ( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇꎬＬＶＦＳ)ꎮ 根据参考文献[６]的方法ꎬ术后

４ 周各组小鼠摘取心脏ꎬ迅速放在 － ２０℃ 冻存 １５
ｍｉｎꎬ自心尖至心底垂直与心脏长轴横切成约 １ ｍｍ
厚组织切片ꎬ将切片置于氯化三苯四唑( ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＴＴＣ)溶液中 ３７℃ 温孵 １５ ｍｉｎꎬ
心脏整体及染色后组织切片应用数码相机拍照ꎮ
１.５　 心肌细胞凋亡测定

小鼠心脏组织石蜡切片以末端脱氧核苷酸转

移酶介导的 ｄＵＴＰ 缺口末端标记 ( ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄＵＴＰ
ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｌｉｎｇꎬＴＵＮＥＬ)法按试剂盒 Ｓ７１１０ 说明进

行细胞凋亡的原位检测ꎮ 荧光显微镜下观察正常

心肌细胞核被 ４’ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４’ꎬ６￣ｄｉａ￣
ｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ)标记呈蓝色ꎬ凋亡的细

胞呈绿色ꎮ 随机选取 ＭＩ 交界区域中 ５ 个非重叠

２００ 高倍镜视野ꎬ计数凋亡心肌细胞数和心肌细胞
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总数ꎬ即心肌细胞凋亡率＝凋亡心肌细胞数 / 心肌细

胞总数×ｌ００％ꎮ
１.６　 组织病理学检查

术后 ４ 周取出心脏ꎬ沿梗死交界区中部垂直于

长轴方向切取厚约 ５ ｍｍ 的心肌组织ꎬ存放于 １０％
多聚甲醛缓冲液中固定ꎬ常规脱水ꎬ透明ꎬ石蜡包

埋ꎬ行 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色和 α￣平滑肌肌动蛋白(α￣
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣ＳＭＡ)染色ꎮ
１.７　 蛋白免疫印迹分析

蛋白制备及浓度测定:取 ３０ ｍｇ 心肌组织经过

匀浆、裂解、超声破碎、高速离心后ꎬ取上清ꎬ采用牛

血清白蛋白法测定蛋白浓度ꎬ将蛋白样品、上样缓

冲液配制成统一浓度后ꎬ１００℃ 加热煮沸 ５ ｍｉｎꎬ
－２０℃保存ꎬ供免疫印迹用ꎮ

免疫印迹法:取上述蛋白提取液 (含蛋白 ６０
μｇ)进行十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳

(１２％分离胶)ꎬ采用半干转法将蛋白质转移至硝酸

纤维素膜上ꎬ室温封闭 ４ ｈꎻ洗脱后分别加入 ＧＡＰＤＨ
一抗( １ ∶ １０００ 稀释)、ＬＸＲβ 一抗 ( １ ∶ ８００ 稀释)、
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 一抗(１ ∶ ８００ 稀释)ꎬ４℃过夜ꎻ洗膜后以相

应的二抗室温孵育 １.５ ｈꎮ Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红外激光成

像系统将膜进行显影ꎬＯｄｙｓｓｅｙ 软件对图像中蛋白条

带进行半定量分析ꎬ并用 ＧＡＰＤＨ 进行校正ꎮ
１.８　 实时定量 ＰＣＲ 分析

总 ＲＮＡ 用 ＴＲＩｚｏｌ(购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｃｏｒｐ 公

司)法根据制造商说明书的步骤来提取ꎮ 将 ＲＮＡ
用反转录酶(购自 Ｔａｋａｒａ 公司)反转录成 ｃＤＮＡꎮ 定

量 实 时 聚 合 酶 链 反 应 ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ) 体 系 包 括

ｃＤＮＡ、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 混合液(购自 Ｔａｋａｒａ 公司)
及引物(购自上海生工生物股份有限公司)ꎮ 引物

序列如下: ＧＡＰＤＨ 上游引物: ５’ ￣ＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣ￣
ＣＣＡＧＡＡＧＡ￣３’ꎬ 下游引物: ５ ’ ￣ＧＡＣＧＧＡＣＡＣＡＴＴ￣
ＧＧＧＧＧＴＡＧ￣３’ꎻＬＸＲβ 上游引物:５’ ￣ＴＧＣＣＡＧＧＧＴ￣
ＴＣＴＴＧＣＡＧＴＴＧ￣３’ꎬ 下 游 引 物: ５ ’ ￣ＡＡＣＧＴＧＡＴＧ￣
ＣＡＴＴＣＴＧＴＣＴＣＧＴＧ￣３’ꎻＴＮＦ￣α 上游引物:５’ ￣ＴＣＧ￣
ＴＡＧＣＡＡＡＣＣＡＣＣＡＡＧＴＧ – ３’ꎬ下游引物:５’ ￣ＡＧ￣
ＡＴＡＧＣＡＡＡＴＣＧＧＣＴＧＡＣＧ￣３’ꎻ ＩＬ￣６ 上游引物: ５’ ￣
ＧＴＣＡＣＡＧＡＡＧＧＡＧＴＧＧＣＴＡＡＧ￣３’ꎬ下游引物: ５’ ￣
ＴＴＣＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＧＡＧＧＡＡＴＧ￣３’ꎻⅠ型胶原蛋白上

游引物:５’ ￣ＡＡＧＧＴＴＣＴＣＣＴＧＧＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴ￣３’ꎬ下
游 引 物: ５ ’ ￣ＣＴＧＡＧＣＴＣＣＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＴＣＴＴ￣３ ’ꎻ
ＭＭＰ￣９ 上游引物:５’ ￣ＧＣＴＧＡＣＴＡＣＧＡＴＡＡＧＧＡＣＧ￣
ＧＣＡ￣３’ꎬ 下游引 物: ５ ’ ￣ＴＡＧＴＧＧＴＧＣＡＧＧＣＡＧＡＧ￣

ＴＡＧＧＡ￣３’ꎮ 由计算机自动计算得出 Ｃｔ 值ꎬ用 ２－ΔΔＣｔ

相对定量法计算样品 ｍＲＮＡ 表达的相对水平ꎬ数据

均以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ
１.９　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计、处理数据ꎬ数据均采用ｘ±
ｓ 表示ꎬ手术前后心功能比较使用非配对 ｔ 检验ꎬ多
组间比较采用单因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异

具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 梗死区域 ＬＸＲβ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达水平

变化

应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测了 ＷＴ
小鼠 ＭＩ 后梗死区域 ＬＸＲβ 基因表达变化ꎮ 与 Ｓｈａｍ
组相比ꎬ两种检测方法均显示梗死区域 ＬＸＲβ 表达

上调(Ｐ<０.０５)ꎮ ＬＸＲβ 表达水平在 ＭＩ 后 ７ 天达到

高峰ꎬ然后逐渐下降并持续表达至术后 ４ 周(图 １)ꎮ

图 １. 梗死区域 ＬＸＲβ蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达水平 　 　 Ａ 为

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＷＴ 小鼠 ＭＩ 后不同时间点梗死区域内 ＬＸＲβ 蛋白

的表达ꎻＢ 为定量分析 ＬＸＲβ 蛋白表达情况ꎻＣ 为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＭＩ
后不同时间点梗死区域内 ＬＸＲβ ｍＲＮＡ 表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＷＴ＋

Ｓｈａｍ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＸＲβ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｉｎｆａｒｃｔ ｒｅｇｉｏｎ

２.２　 ＭＩ 前后心脏的形态学变化

整体观ꎬ在术后 ４ 周 ＷＴ 和 ＬＸＲβ－ / －两组 ＭＩ 小
鼠与各自的 Ｓｈａｍ 组比较ꎬ均显示出显著增大的心

脏体积ꎬ而 ＬＸＲβ－ / － 小鼠比 ＷＴ 小鼠的心脏更膨出

０７３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ４ꎬ２０１６



(图 ２Ａ)ꎻＭＩ 后 ４ 周经 ＴＴＣ 染色后 ＬＸＲβ－ / －小鼠显

示出更大的梗死面积(图 ２Ｂ)ꎮ

图 ２. ＭＩ 前后心脏的形态学变化　 　 Ａ 为 ＭＩ 后 ４ 周心脏整体

观ꎻＢ 为垂直于心脏长轴切面 ＴＴＣ 染色ꎬ可见缺血坏死区(苍白色区

域)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆ￣
ｔｅｒ ＭＩ

２.３　 心功能检测结果

术后 １ 天 ＷＴ 和 ＬＸＲβ－ / －心肌梗死小鼠与各自

Ｓｈａｍ 组对比ꎬ左心功能均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ但两

组 ＭＩ 小鼠之间心功能无统计学差异(表 １)ꎮ 在 ＭＩ
术后 ４ 周再次行超声心动图检查ꎬ发现 ＬＸＲβ－ / － 小

鼠 ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ 均低于 ＷＴ 小鼠 (Ｐ < ０. ０５)ꎬ提示

ＬＸＲβ－ / －可加重 ＭＩ 后左心室收缩功能损害ꎻ同时

ＬＸＲβ－ / －小鼠 ＬＶＥＳＤ、ＬＶＥＤＤ 均大于 ＷＴ 组小鼠(Ｐ
<０.０５ꎻ表 ２)ꎬ提示 ＬＸＲβ－ / －可加剧ＭＩ 后左心室膨胀

及左心室重构ꎮ
２.４　 ＬＸＲβ－ / －对 ＭＩ 介导的心肌细胞凋亡和炎症的

影响

心肌 梗 死 术 后 ３ 天ꎬ 应 用 ＴＵＮＥＬ 染 色 及

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达水平来

评价心肌细胞凋亡ꎮ ＬＸＲβ－ / － 小鼠梗死边缘区

ＴＵＮＥＬ 阳性的心肌细胞(绿色)比 ＷＴ 小鼠明显增

多(图 ３Ａ)ꎬ凋亡率显著增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ｂ)ꎬ且
Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的蛋白表达水平较 ＷＴ 小鼠明显

上调(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ｃ、Ｄ)ꎮ 同时我们应用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
技术检测了 ＭＩ 后 ３ 天促炎细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６
ｍＲＮＡ 的表达ꎬ结果显示这些因子比 Ｓｈａｍ 组明显

增加ꎬ而 ＬＸＲβ－ / －小鼠 ＭＩ 后 ３ 天比 ＷＴ 小鼠产生了

更多的促炎因子(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３Ｅ、Ｆ)ꎮ

表 １. ＭＩ 后 １ 天 ＷＴ 和 ＬＸＲβ－ / －小鼠心脏超声结果比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＬＸＲβ－ / － ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ １ ｄａｙ ｏｆ ＭＩ

项　 目
ＷＴ＋Ｓｈａｍ 组

(ｎ＝ １０)
ＬＸＲβ－ / －＋Ｓｈａｍ 组

(ｎ＝ １０) ＷＴ＋ＭＩ 组(ｎ＝ ２０) ＬＸＲβ－ / －＋ＭＩ 组
(ｎ＝ １２)

ＬＶＥＦ ６２.２８％±１.３１％ ６１.１４％±１.５９％ ４０.５６％±１.４６％ ａ ３８.５１％±２.０７％ ｂ

ＬＶＦＳ ３１.９３％±１.３３％ ３０.２１％±１.３３％ ２２.８０％±０.９８％ ａ ２２.１８％±１.２３％ ｂ

ＬＶＥＤＤ(ｍｍ) ３.１６±０.１１ ３.２３±０.１３ ３.５４±０.０９ａ ３.６２±０.１０ｂ

ＬＶＥＳＤ(ｍｍ) ２.１３±０.１１ ２.３１±０.１２ ２.６３±０.０８ａ ２.８０±０.１２ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＷＴ＋Ｓｈａｍ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＸＲβ－ / －＋Ｓｈａｍ 组比较ꎮ

表 ２. ＭＩ 后 ４ 周 ＷＴ 和 ＬＸＲβ－ / －小鼠心脏超声结果比较

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ ＬＸＲβ－ / － ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ４ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ＭＩ

项　 目
ＷＴ＋Ｓｈａｍ 组

(ｎ＝ １０)
ＬＸＲβ－ / －＋Ｓｈａｍ 组

(ｎ＝ １０) ＷＴ＋ＭＩ 组(ｎ＝ １６) ＬＸＲβ－ / －＋ＭＩ 组
(ｎ＝ １０)

ＬＶＥＦ ６８.２３％±１.１１％ ６７.０２％±１.２６％ ３４.３８％±１.４６％ ２９.０４％±１.７７％ ａ

ＬＶＦＳ ３８.０９％±０.９３％ ３６.８５％±１.００％ １７.６６％±０.７１％ １５.０７％±０.７２％ ａ

ＬＶＥＤＤ(ｍｍ) ３.５１±０.１０ ３.６７±０.１１ ４.６５±０.１０ ５.１１±０.１２ａ

ＬＶＥＳＤ(ｍｍ) ２.２８±０.１２ ２.４４±０.１２ ４.１５±０.０８ ４.５９±０.１０ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＷＴ＋ＭＩ 组比较ꎮ
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图 ３. ＬＸＲβ基因敲除对 ＭＩ 后心肌细胞凋亡和炎症的影响　 　 Ａ 为 ＭＩ 后 ３ 天 ＴＵＮＥＬ 染色( ×２００):正常心肌细胞核被 ＤＡＰＩ 标记呈

蓝色(左图)ꎬＴＵＮＥＬ 阳性的心肌细胞呈绿色(中图)ꎬＤＡＰＩ 与 ＴＵＮＥＬ 双染(右图)ꎻＢ 为心肌细胞凋亡率ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＩ 后 ３ 天两组

小鼠 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达ꎻＤ 为定量分析 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达情况ꎻＥ、Ｆ 为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＭＩ 后 ３ 天促炎细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６
ｍＲＮＡ 表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＷＴ＋ＭＩ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＸＲβ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ＭＩ

２.５　 ＬＸＲβ－ / －对 ＭＩ 后心肌纤维化的影响

心肌梗死术后 ４ 周应用 Ｍａｓｓｏｎ 染色和 α￣ＳＭＡ
染色评价心肌纤维化ꎬＭａｓｓｏｎ 染色结果显示 ＬＸＲβ－ / －

小鼠心肌纤维化面积比 ＷＴ 小鼠明显增加(图 ４Ａ)ꎮ
同时在梗死灶周围 ＬＸＲβ－ / － 小鼠显示出更多的 α￣
ＳＭＡ 阳性的肌成纤维细胞(图 ４Ｂ)ꎮ 我们还应用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测了Ⅰ型胶原蛋白和 ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ
的表达ꎬ术后 ４ 周Ⅰ型胶原蛋白和 ＭＭＰ￣９ 的 ｍＲＮＡ 表

达均较 Ｓｈａｍ 组明显增加ꎬ而且在梗死区域 ＬＸＲβ－ / －

小鼠比 ＷＴ 小鼠Ⅰ型胶原蛋白和 ＭＭＰ￣９ 的 ｍＲＮＡ 表

达增加更多(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４Ｃ、Ｄ)ꎮ

３　 讨　 论

本研究发现 ＬＸＲβ 基因敲除小鼠相比较 ＷＴ 小

鼠显示出 ＭＩ 后加重的心力衰竭和左心室重构ꎬ直
接证明 ＬＸＲβ 在缺血性心脏病中发挥着保护作用ꎻ
其通过抑制心肌细胞凋亡、炎症及心肌纤维化等发

挥着保护作用ꎮ 减少 ＭＩ 后心室重构在现代心脏病

学中是一项重大的挑战ꎬ特异性激动 ＬＸＲ 的药物可

期用来治疗缺血性心脏病ꎮ
ＬＸＲ 是细胞核受体超家族成员之一ꎬ最初由

Ｗｉｌｌｙ 等于 １９９５ 年从肝 ｃＤＮＡ 文库分离得到ꎬ因其

在肝中表达丰富而命名ꎮ ＬＸＲ 包括两种亚型:
ＬＸＲα(ＮＲ１Ｈ３)和 ＬＸＲβ(ＮＲ１Ｈ２)ꎬ二者具有高度

同源性且由相同的配体所激活[７]ꎮ 此前有研究显

示 ＬＸＲ 在心脏中表达ꎬ心肌缺血后 ＬＸＲ 靶基因的

表达增加ꎬ给予 ＬＸＲ 激动剂 ＧＷ３９６５ 可增加小鼠心

肌细胞脂滴的形成ꎬ并减弱心肌缺血再灌注损

伤[８]ꎮ 另一项动物实验研究显示ꎬ联合应用 ＬＸＲ 激

动剂 Ｔ０９０１３１７ 和脂肪间质干细胞通过抑制 Ｔｏｌｌ 样
受体 ４ /核因子 κＢ 信号通路以及上调 Ｋｅａｐ￣１ / Ｎｒｆ￣２
信号通路协同改善梗死后的心脏功能[９]ꎮ 这些研

究从反面部分验证了我们的实验结果ꎮ 但不论

ＧＷ３９６５ 还是 Ｔ０９０１３１７ 均为非特异性 ＬＸＲ 激动

剂ꎬＬＸＲβ 在 ＭＩ 后心室重构的作用及其机制仍未可

２７３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ４ꎬ２０１６



图 ４. ＬＸＲβ基因敲除对 ＭＩ 后心肌纤维化的影响　 　 Ａ 为 ＭＩ 后 ４ 周 Ｍａｓｓｏｎ 染色(左图ꎬ×４０ꎻ右图ꎬ×１００)ꎻＢ 为 ＭＩ 后 ４ 周 α￣ＳＭＡ 染色

(左图ꎬ×４０ꎻ右图ꎬ×１００)ꎻＣ、Ｄ 为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＭＩ 后 ４ 周两组小鼠梗死区域内Ⅰ型胶原蛋白和 ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ 的表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＷＴ＋

ＭＩ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＸＲβ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ ＭＩ

知ꎮ 我们的研究对此做出了进一步的探讨ꎮ 最近

也有报道称激活 ＬＸＲα 而非 ＬＸＲβꎬ可以减轻心肌

缺血再灌注损伤ꎬ其机制可能为抑制氧化和硝化应

激ꎬ以及减少由内质网应激和线粒体所介导的细胞

凋亡[１０]ꎮ 心肌缺血再灌注损伤与 ＭＩ 为两种不同的

病理生理损害ꎬ故而 ＬＸＲβ 可能在其中起到不同的

作用ꎮ
我们的研究表明ꎬ无论是蛋白层面还是分子层

面ꎬ均显示出在梗死区域 ＬＸＲβ 基因表达的上调ꎬ这
表明在 ＭＩ 后心脏修复的过程中 ＬＸＲβ 可能发挥着

重要作用ꎮ 梗死面积是衡量 ＭＩ 后心力衰竭的一个

关键变量ꎬＬＸＲβ－ / － 小鼠显示出增加的梗死面积很

可能与加重的左心室重构相关ꎮ 左心室重构在 ＭＩ
早期有助于保护心脏的输出ꎬ但是从长远来看这一

过程将导致增加的氧耗、心脏舒缩功能的损害以及

心律失常的发生ꎮ 归因于左心室扩张在心力衰竭

进展中的重要性ꎬ左心室收缩末容积和舒张末容积

比 ＬＶＥＦ 能更好的预测远期死亡率[１１]ꎮ 我们的研

究中ꎬ在 ＭＩ 后 ４ 周 ＬＸＲβ－ / －小鼠不仅显示出 ＬＶＥＦ
的减低ꎬ而且 ＬＶＥＳＤ、ＬＶＥＤＤ 均大于 ＷＴ 小鼠ꎬ证明

了 ＬＸＲβ 对 ＭＩ 后心功能的保护作用ꎮ
凋亡在 ＭＩ 的进展中发挥着重要作用ꎬ凋亡使

心肌细胞绝对数量减少ꎬ而导致心肌收缩力下降ꎬ
早期抗凋亡治疗可以减少梗死面积ꎮ ＬＸＲβ 基因缺

陷小鼠 ＭＩ 后 ３ 天心肌细胞凋亡增加提示 ＬＸＲβ 发

挥着抗凋亡作用ꎮ 炎症反应是 ＭＩ 后心脏修复的第

一阶段ꎬ炎症因子可以诱导心肌细胞凋亡[１２]ꎬ有报

道称 ＬＸＲ 发挥着抗炎作用[３]ꎮ 我们研究发现在 ＭＩ
后 ３ 天 ＬＸＲβ－ / －小鼠比 ＷＴ 小鼠产生了更多的促炎

因子ꎻＬＸＲβ 的抗凋亡作用可能部分归功于其抗炎

作用ꎮ
心脏纤维母细胞可增殖为梗死疤痕ꎬ分化为心

肌成纤维细胞ꎬ沉积形成大量的细胞外基质( ｅｘｔｒａ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ) [１３]ꎮ α￣ＳＭＡ 的表达被认为是

纤维母细胞分化为肌成纤维细胞的标志[１４]ꎬ如果激

活的心肌成纤维细胞在心肌存在的时间太久将导

致广泛的疤痕和纤维化ꎮ 我们研究发现 ＬＸＲβ－ / －小

鼠加重了 ＭＩ 后心肌纤维化ꎮ ＥＣＭ 重构是心肌纤维

化的一部分ꎬ并被认为是心力衰竭进展中一个独立

的危险因素[１５]ꎮ Ⅰ型胶原蛋白是心脏 ＥＣＭ 的主要

组成部分ꎬ它的合成和沉积将导致心肌僵硬度的增

加ꎬ最终导致心脏收缩和舒张功能不全ꎮ ＭＭＰ 是心

肌内的肽链内切酶ꎻＭＭＰ￣９ 表达的提高与增加的胶

原形成相关[１６]ꎮ 我们的研究显示ꎬＭＩ 后 ４ 周梗死

区域 ＬＸＲβ－ / － 小鼠比 ＷＴ 小鼠Ⅰ型胶原蛋白和

ＭＭＰ￣９ 的 ｍＲＮＡ 表达增加更多ꎮ
本研究仍有一些缺陷ꎬ我们所用的小鼠是系统

性敲除 ＬＸＲβ 基因ꎬＬＸＲβ－ / －小鼠在慢性心力衰竭中
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所表现出的一些特性有可能由 ＬＸＲα 隐匿性激活所

引起ꎮ 而我们前期的研究中发现 ＬＸＲα 在 ＭＩ 后心

室重构过程中发挥着保护作用ꎮ 目前的 ＬＸＲ 激动

剂几乎均为非特异性ꎬ未来研发特异性 ＬＸＲβ 激动

剂或许可以进一步验证本研究ꎮ
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