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[摘　 要] 　 目的　 探讨脂联素(ＡＰＮ)对小鼠急性酒精性心肌损伤的影响及相关机制ꎬ为急性酒精性心肌损伤及酒

精性心肌病的预防和治疗提供实验依据及新思路ꎮ 方法　 将 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠随机分为正常对照

组(ｎ＝ １０)和正常模型组(ｎ＝ １５)ꎬ将 ８ 周龄雄性纯合子脂联素基因敲除鼠(ＡＰＮ－ / － )随机分为 ＡＰＮ－ / － 对照组(ｎ ＝
１０)和 ＡＰＮ－ / －模型组(ｎ＝ １５)ꎬ各模型组均给予腹腔注射乙醇 ３ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ各对照组均给予等量生理盐水腹腔注

射ꎮ ４ 组小鼠均正常摄食、饮水ꎬ连续 ３ 天后进行各项指标监测:观察小鼠一般情况ꎻ检测血清乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)、
血浆 Ｎ 末端 Ｂ 型脑钠肽原(ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ)ꎻ用动物心脏超声机测定心脏结构及功能指标ꎻ测定 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性及

ＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡ꎻ制备心肌组织 ＨＥ 染色切片及 Ｍａｓｓｏｎ 染色切片ꎻ制备心肌组织匀浆测定活性氧簇

(ＲＯＳ)、丙二醛(ＭＤＡ)含量及超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌组织 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ２(ＮＯＸ２)蛋

白表达情况ꎮ 结果　 与正常对照组相比ꎬ正常模型组射血分数明显下降(Ｐ<０.０１)ꎻ血清 ＬＤＨ、血浆 ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ 浓

度分别升高 １.９８ 倍、５.１３ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻＨＥ 染色及 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示心肌结构及肌纤维改变、胶原纤维增多ꎬ胶原容

积分数(ＣＶＦ)值升高 ２.６３ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ心肌组织内 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性升高 ２.５８ 倍(Ｐ<０.０１)ꎬＴＵＮＥＬ 法显示阳性凋亡

心肌细胞增加 １２.６７ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ心肌组织内 ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量分别升高 １.６８ 倍、２.８７ 倍(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活性升高

２􀆰 ９２ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻＮＯＸ２ 蛋白表达量升高 １.８７ 倍(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＡＰＮ－ / －对照组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组上述指标均明显

升高(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组小鼠射血分数下降更为明显(Ｐ<０.０１)ꎬ血清 ＬＤＨ、血浆 ＮＴ￣
ｐｒｏＢＮＰ 浓度分别升高 １.３０ 倍、１.２５ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻＨＥ 及 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示心肌结构及肌纤维改变、胶原纤维增多ꎬ
ＣＶＦ 值升高 １.５５ 倍ꎻ心肌组织内 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性升高 １.６６ 倍(Ｐ<０.０１)ꎬＴＵＮＥＬ 法显示阳性凋亡心肌细胞比例升高

１.６４ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ心肌组织内 ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量分别升高 １.４２ 倍、１.３９ 倍(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ 活性降低 ２８％(Ｐ<０.０１)ꎻ
ＮＯＸ２ 蛋白表达量升高 １.４４ 倍(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 脂联素可以减轻小鼠急性酒精性心肌损伤ꎬ其机制与脂联素抑制

ＮＯＸ２ 蛋白表达发挥抗氧化应激作用有关ꎮ
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ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｅｒｕｍ ＬＤＨ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １.３０ ｔｉｍｅｓꎬ １.２５ ｔｉｍｅｓ ｉｎ
ＡＰＮ－ / － ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１)ꎻ ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｃｈａｎｇｅｓꎬ ｃｏｌｌａ￣
ｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＣＶＦ ｖａｌｕｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １.５５ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ＡＰＮ－ / － ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ ３ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １.６６ ｔｉｍｅｓ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｉｏ ｗａｓ １.６４ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＡＰＮ－ / － ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.０１)ꎻ ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １.４２ ｔｉｍｅｓꎬ １.３９ ｔｉｍｅｓ (Ｐ<０.０１)ꎬ ＳＯＤ ａｃ￣
ｔｉｖｉｔｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ２８％ ｉｎ ＡＰＮ－ / － ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １.４４ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ＡＰＮ－ / －

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０. ０１). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ａｃｕｔｅ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ.

　 　 短期大量饮酒可导致急性心肌损伤ꎬ心功能短

期内迅速下降ꎬ甚至危及生命ꎮ 而长期大量饮酒也

可造成酒精性心肌病ꎬ病理改变包括心肌纤维断裂

等ꎬ导致心室收缩功能减低ꎬ射血分数下降ꎬ最终引

起心力衰竭ꎬ甚至危及生命[１￣２]ꎮ 对于酒精性心肌

病的发病机制ꎬ一些研究提出假设ꎬ包括乙醇及其

代谢产物的毒性作用[３]、脂蛋白及载脂蛋白颗粒的

修饰改变、活性氧簇( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)
产物及脂肪酸的堆积[４]ꎮ 近期有研究表明氧化应

激损伤可能参与了急性酒精性心肌损伤及酒精性

心肌病的发生[５￣６]ꎮ 脂联素(ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎꎬＡＰＮ)是一

种脂肪细胞分泌的细胞因子ꎬ对调节代谢、保护血

管与心脏有非常重要的作用ꎮ 有研究指出 ＡＰＮ 的

抗氧化应激作用是其发挥心脏保护作用的主要机

制之一[７]ꎮ ＮＡＤＰＨ 氧化酶家族是心血管系统中

ＲＯＳ 的主要来源之一ꎬ 其 中 ＮＡＤＰＨ 氧 化 酶 ２
(ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ２ꎬＮＯＸ２)亚型广泛表达于心血管

系统ꎬ如心肌细胞、内皮细胞和血管平滑肌细胞ꎬ在
多种心血管疾病病理生理中发挥重要作用[８￣９]ꎮ 研

究表明ꎬＮＯＸ２ 可产生多种 ＲＯＳ 成分ꎬ参与氧化应激

的发生ꎬ从而造成组织损伤[１０]ꎮ 目前对脂联素的研

究颇多ꎬ而脂联素与急性酒精性心肌损伤及酒精性

心肌病之间的研究甚少ꎮ 本研究通过建立小鼠急

性酒精性心肌损伤模型ꎬ探讨 ＡＰＮ 对急性酒精性心

肌损伤的影响及相关机制ꎬ同时也间接研究酒精性

心肌病的发生[１１]ꎬ为急性酒精性心肌损伤及酒精性

心肌病的预防和治疗提供实验依据及新思路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物和试剂

正常 ８ 周龄小鼠( ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊꎬ２５ 只)购

自山西医科大学实验动物中心ꎬ８ 周龄雄性纯合子

ＡＰＮ 基 因 敲 除 ( ＡＰＮ－ / － ) 小 鼠 ( ＳＰＦ 级 近 交 系

Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊꎬ２５ 只)购自山西医科大学第二医院心血

管疾病诊治与临床药理实验室ꎮ 小鼠 Ｎ 末端 Ｂ 型

脑钠肽原(Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｂ ｔｙｐｅ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅꎬＮＴ￣
ｐｒｏＢＮＰ)ＥＬＩＳＡ 试剂盒、乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙ￣
ｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＬＤＨ)、 ＲＯＳ、 丙 二 醛 ( ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ
ＭＤＡ)、 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ)检测试剂盒 (南京建成生物工程研究所)ꎻ
ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡试剂盒、辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔 ＩｇＧ 二抗、组织蛋白提取试剂(武汉博士

德生物工程有限公司)ꎻＮＯＸ２ 一抗(Ａｂｃａｍ 上海贸

易有限公司)ꎮ 动物心脏超声机及专用探头(台湾

Ｓ￣ｓｈａｒｐ 公司)ꎮ
１.２　 模型的建立与实验分组

２５ 只正常小鼠随机分为正常对照组(ｎ ＝ １０)和

８６４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ５ꎬ２０１７



正常模型组( ｎ ＝ １５)ꎬ２５ 只 ＡＰＮ－ / － 小鼠随机分为

ＡＰＮ－ / －对照组(ｎ ＝ １０)和 ＡＰＮ－ / － 模型组(ｎ ＝ １５)ꎮ
各模型组给予腹腔注射乙醇 ３ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ各对照

组给予等量生理盐水腹腔注射ꎮ 小鼠饲养于 ＳＰＦ
级环境内ꎬ温度控制在 (２２ ± ２)℃ꎬ保持相对湿度

(５５±５)％ꎬ明暗交替各 １２ ｈꎮ ４ 组小鼠均自由摄食

和饮水ꎮ ３ 天后ꎬ各组小鼠麻醉后处死 (氯胺酮

８０ ｍｇ / ｋｇꎬ甲苯噻嗪 １２ ｍｇ / ｋｇꎬ腹腔注射)ꎮ 期间观

察小鼠一般状况及死亡情况ꎮ
１.３　 小鼠心功能、ＬＤＨ 及 ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ 测定

实验 ３ 天后ꎬ使用动物心脏超声机及小鼠专用

超声探头测定各组小鼠室壁厚度、左心室舒张期末

内径( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬＬＶＥＤＤ)、
左心室收缩期末内径( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉ￣
ａｍｅｔｅｒꎬＬＶＥＳＤ)及射血分数ꎮ 各组小鼠麻醉后ꎬ摘
取眼球采血 ２ ｍＬꎬ４℃、３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取
上清置于－８０℃保存ꎮ 按 ＬＤＨ 试剂盒说明操作检测

血清 ＬＤＨ 活性ꎬ按小鼠 ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明采用生物素双抗体夹心技术检测 ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰꎮ
１.４　 标本留取

麻醉采血后ꎬ开胸取出小鼠心脏ꎬ以 ４℃生理盐

水冲洗ꎬ无菌纱布吸干ꎬ由左心室游离壁切取心肌

组织ꎬ放入干燥无菌 ＥＰ 管中ꎬ置于－８０℃冰箱保存ꎬ
用于制备心肌组织匀浆及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 取左

心室中段横截面心肌组织数块ꎬ置于 ４％多聚甲醛

溶液中固定 ２４ ｈꎬ脱水ꎬ石蜡包埋ꎬ切片待检ꎮ
１.５　 心肌组织 ＨＥ 染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色及纤维化指标

测定

每只小鼠随机选取 ２ 张组织切片ꎬ脱蜡后行 ＨＥ
染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎬ逐级乙醇脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ中
性树脂包埋ꎬ光镜下观察心肌细胞形态、结构、胶原

分布状态ꎮ 采用 ＩＰＰ ６.０ 软件进行图像分析ꎬ心肌

组织胶原容积分数(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＣＶＦ)＝
胶原面积 / 所测视野面积×１００％ꎬ每张切片均取 ６ 个

视野范围ꎬ取平均值ꎮ
１.６　 ＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡

心肌组织切片石蜡包埋后ꎬ进行脱蜡及水合ꎬ
ＰＢＳ 漂洗后加 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 工作液于 ３７℃ 消化

０.５ ｈꎬＰＢＳ 漂洗 ２ 次ꎬ每个样本加封闭液ꎬ室温封闭

１０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 再次漂洗 ２ 次后进入标记反应ꎮ 滴加

５０ μＬ ＴＤＴ 酶反应液于每个样本ꎬ加盖玻片ꎬ避光ꎬ
置于湿盒中 ３７℃ 反应 １ ｈꎬ之后每片滴加 ５０ μＬ
Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ￣ＨＲＰ 工作液ꎬ加盖玻片ꎬ避光ꎬ置于湿盒

中 ３７℃反应 ０.５ ｈꎬ再经 ３ 次 ＰＢＳ 漂洗后ꎬ每个样本

滴加 ５０ μＬ ＤＡＢ 工作液ꎬ室温反应 １０ ｍｉｎꎮ 苏木素

轻度复染后ꎬ漂洗、脱水ꎬ光学显微镜下观察ꎮ
１.７　 ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量及 Ｃａｓｐａｓｅ ３、ＳＯＤ 活性检测

准确称取小鼠心肌组织重量ꎬ按重量( ｇ) ∶ 体

积(ｍＬ) ＝ １ ∶ ９ 的比例加入 ９ 倍体积的匀浆介质

(０􀆰 ９％生理盐水)ꎬ冰水浴条件下ꎬ用玻璃组织匀浆

器机械匀浆ꎬ制备 １０％心肌组织匀浆ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
４℃离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液按各试剂盒说明操作进行

ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量及 Ｃａｓｐａｓｅ ３、ＳＯＤ 活性测定ꎮ 另取

少许上清液 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＯＸ２ 蛋白表达

从－８０℃冰箱取出心肌组织ꎬ每组称取 １００ ｍｇꎬ
融化后冰水浴条件下ꎬ用手术小剪刀在玻璃皿内将

心肌组织尽量减碎ꎬ之后转移到玻璃组织匀浆器中

机械匀浆ꎬ加入 ＲＩＰＡ＋１％ＰＭＳＦ 冰水浴下裂解 ３０
ｍｉｎꎮ 之后 ４℃、１４０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ取少许上

清液 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度后制成蛋白含量相等的

样品ꎬ所提蛋白经热变性处理ꎬ每孔上样 ２５ μＬꎬ行
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离ꎻ转膜后ꎬ将膜浸入 ５％脱脂奶

粉中ꎬ室温摇床封闭 ２ ｈꎮ 随后加入 １ ∶ ２０００ 稀释的

ＮＯＸ２ 一抗ꎬ４℃摇床过夜ꎮ 次日ꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗膜 １０ ｍｉｎ
×３ 次ꎬ之后加入 １ ∶ ２０００ 稀释的羊抗兔二抗ꎬ室温

孵育 １ ｈꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗膜 １５ ｍｉｎ×３ 次ꎮ 超敏 ＥＣＬ 化学

显色及曝光后ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带进行半定量

分析ꎮ
１.９　 统计学分析

计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素方

差分析ꎬ组间多重比较采用 ＬＳＤ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差

异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 小鼠的一般情况

对照组小鼠反应、活动、饮食均正常ꎬ且均存

活ꎻ模型组小鼠反应迟钝、活动减少、饮食量下降ꎬ
其中 ＡＰＮ－ / －模型组小鼠较正常模型组更明显ꎮ 实

验过程中 ＡＰＮ－ / －模型组和正常模型组小鼠各死亡 ３
只ꎬ实验结束时剩余 ４４ 只ꎮ
２.２ 　 小鼠心肌组织 ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活性

比较

与正常对照组相比ꎬ正常模型组 ＲＯＳ 含量升高

１.６８ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / －对照组相比ꎬＡＰＮ－ / －模

型组 ＲＯＳ 含量升高 ２.４５ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与正常模型

组相比ꎬＡＰＮ－ / － 模型组 ＲＯＳ 含量升高更明显ꎬ达
１􀆰 ４２ 倍(Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常对照组相比ꎬ正常模型组
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ＭＤＡ 含量升高 ２.８７ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / －对照组

相比ꎬＡＰＮ－ / － 模型组 ＭＤＡ 含量升高 ２. ５２ 倍 (Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / － 模型组 ＭＤＡ 含

量升高更明显ꎬ达 １.３９ 倍(Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常对照组

相比ꎬ正常模型组 ＳＯＤ 活性升高 ２.９２ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ
与 ＡＰＮ－ / －对照组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组 ＳＯＤ 活性升高

２.５１ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型

组 ＳＯＤ 活性下降了 ２８％(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ

图 １. 各组小鼠心肌组织内 ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活性

Ａ 为正常对照组(ｎ＝ １０)ꎬＢ 为正常模型组( ｎ ＝ １２)ꎬＣ 为 ＡＰＮ－ / － 对

照组(ｎ＝ １０)ꎬＤ 为 ＡＰＮ－ / －模型组( ｎ ＝ １２)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对

照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常

模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＲＯＳꎬ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍｙｏｃａｒ￣
ｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

２.３　 小鼠心肌组织 ＮＯＸ２ 蛋白表达

与正常对照组相比ꎬ正常模型组 ＮＯＸ２ 蛋白表

达量升高 １.８７ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎬ
ＡＰＮ－ / －模型组 ＮＯＸ２ 蛋白表达量升高 ２.３６ 倍(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎻ与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组 ＮＯＸ２ 蛋

白表达量升高更明显ꎬ达 １.４４ 倍(Ｐ<０.０１ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. 各组小鼠心肌组织 ＮＯＸ２ 的蛋白表达 　 　 Ａ 为正常对

照组(ｎ＝ １０)ꎬＢ 为正常模型组( ｎ ＝ １２)ꎬＣ 为 ＡＰＮ－ / － 对照组( ｎ ＝

１０)ꎬＤ 为 ＡＰＮ－ / －模型组(ｎ＝ １２)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻ

ｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / － 对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ < ０. ０１ꎬ与正常模型组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ
ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.４　 小鼠心功能指标变化

各组小鼠心率、室壁厚度、ＬＶＥＤＤ 及 ＬＶＥＳＤ 基

本正常ꎬ且组间无显著性差异ꎮ 与正常对照组相

比ꎬ正常模型组射血分数明显下降(Ｐ < ０. ０１)ꎻ与
ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎬＡＰＮ－ / －模型组射血分数明显下

降(Ｐ<０.０１)ꎻ与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / － 模型组射

血分数下降更明显(Ｐ<０.０１ꎻ表 １)ꎮ
２.５　 小鼠 ＬＤＨ、ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ 浓度变化

与正常对照组相比ꎬ正常模型组 ＬＤＨ 浓度升高

１.９８ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / －对照组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型

组 ＬＤＨ 浓度升高 ２.５６ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与正常模型组相

比ꎬＡＰＮ－ / －模型组 ＬＤＨ 活性升高更明显ꎬ达 １.３ 倍

(Ｐ<０. ０１)ꎮ 与正常对照组相比ꎬ正常模型组 ＮＴ￣
ｐｒｏＢＮＰ 浓度升高 ５.１３ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / －对照组

相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ 浓度升高 ５.５８ 倍(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎻ与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组 ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ
浓度升高更明显ꎬ达 １.２５ 倍(Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ图 ３)ꎮ

０７４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ５ꎬ２０１７



表 １. 各组小鼠心功能指标比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

指标 正常对照组(ｎ＝ １０) 正常模型组(ｎ＝ １２) ＡＰＮ－ / －对照组(ｎ＝ １０) ＡＰＮ－ / －模型组(ｎ＝ １２)
心率(次 /分) ４７６±２８ ４８７±３２ ４６３±３０ ４９１±３８
室壁厚度(ｍｍ) ０.７６±０.０５ ０.８１±０.０４ ０.７８±０.０４ ０.７９±０.０６
ＬＶＥＤＤ(ｍｍ) ２.４１±０.３６ ２.４５±０.２３ ２.６１±０.１９ ２.６５±０.２２
ＬＶＥＳＤ(ｍｍ) １.４１±０.１３ １.４３±０.１７ １.５２±０.２１ １.４６±０.１５
射血分数(％) ５２.６±３.２ ３８.８±２.７ａ ５０.４±３.８ ２８.３±１.８ｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常模型组比较ꎮ

图 ３. 各组小鼠 ＬＤＨ 和 ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ 浓度比较　 　 Ａ 为正常对照组(ｎ＝ １０)ꎬＢ 为正常模型组(ｎ＝ １２)ꎬＣ 为 ＡＰＮ－ / －对照组(ｎ ＝ １０)ꎬＤ 为

ＡＰＮ－ / －模型组(ｎ＝ １２)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＬＤＨ ａｎｄ ＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.６　 心肌组织 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色情况

ＨＥ 染色显示ꎬ各对照组心肌细胞排列致密均

匀ꎬ心肌纤维走向连续顺滑ꎻ各模型组心肌细胞水

肿肥大ꎬ胞核皱缩变小ꎬ心肌纤维断裂ꎬ排列曲折紊

乱ꎮ 与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组损伤更为明

显(图 ４)ꎮ Ｍａｓｓｏｎ 染色显示ꎬ心肌纤维呈红色ꎬ胶
原纤维呈蓝色ꎮ 与相应对照组相比ꎬ各模型组心肌

间质胶原纤维增多ꎬ且排列紊乱ꎬ分布不均ꎮ 与正

常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组心肌纤维损伤及纤维

化更明显ꎮ 与正常对照组相比ꎬ正常模型组 ＣＶＦ 值

升高 ２. ６３ 倍 (Ｐ < ０. ０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / － 对照组相比ꎬ
ＡＰＮ－ / －模型组 ＣＶＦ 值升高 ２.９０ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与正

常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / － 模型组 ＣＶＦ 值升高更明显ꎬ
达 １.５５ 倍(Ｐ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ

图 ４. ＨＥ 染色结果(１００×)　 　 Ａ 为正常对照组(ｎ＝ １０)ꎬＢ 为正常模型组( ｎ ＝ １２)ꎬＣ 为 ＡＰＮ－ / － 对照组(ｎ ＝ １０)ꎬＤ 为 ＡＰＮ－ / － 模型组( ｎ ＝

１２)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ(１００×)
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图 ５. Ｍａｓｓｏｎ 染色结果(１００×)及 ＣＶＦ 值比较　 　 Ａ 为正常对照组(ｎ＝ １０)ꎬＢ 为正常模型组(ｎ＝ １２)ꎬＣ 为 ＡＰＮ－ / －对照组(ｎ ＝ １０)ꎬＤ 为

ＡＰＮ－ / －模型组(ｎ＝ １２)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ(１００×)ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＶＦ ｖａｌｕｅｓ

２.７　 心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性比较

与正常对照组相比ꎬ正常模型组 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性

升高 ２. ５８ 倍 (Ｐ < ０. ０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / － 对照组比较ꎬ
ＡＰＮ－ / －模型组 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性升高 ３. ４５ 倍 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / －模型组 Ｃａｓｐａｓｅ ３
活性升高更明显ꎬ达 １.６６ 倍(Ｐ<０.０１ꎻ图 ６)ꎮ

图 ６. 各组小鼠心肌组织 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性　 　 Ａ 为正常对照组

(ｎ＝ １０)ꎬＢ 为正常模型组(ｎ ＝ １２)ꎬＣ 为 ＡＰＮ－ / － 对照组(ｎ ＝ １０)ꎬＤ

为 ＡＰＮ－ / －模型组(ｎ＝ １２)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<

０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / －对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｃａｓｐａｓｅ ３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.８　 心肌细胞凋亡情况

ＴＵＮＥＬ 染色显示ꎬ各对照组心肌组织均少见明

显细胞凋亡现象ꎬ各模型组心肌组织可见凋亡细

胞ꎮ 与正常对照组相比ꎬ正常模型组 ＴＵＮＥＬ 阳性细

胞比例升高 １２.６７ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＡＰＮ－ / －对照组相

比ꎬＡＰＮ－ / －模型组 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例升高 １９.８
倍(Ｐ < ０. ０１)ꎻ与正常模型组相比ꎬＡＰＮ－ / － 模型组

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例升高更明显ꎬ达 １.６４ 倍(Ｐ<
０􀆰 ０１ꎻ图 ７)ꎮ

３　 讨　 论

当今社会ꎬ酒精消费日趋增多ꎬ与其相关的疾

病也越来越常见ꎮ 短期大量饮酒会造成急性心肌

损伤ꎬ引起心功能下降ꎬ甚至危及生命ꎮ 慢性长期

饮酒ꎬ也会导致酒精性心肌病ꎬ主要表现为心肌肥

大及收缩功能障碍[１２]ꎮ 本研究通过给予小鼠短期

大量酒精冲击ꎬ造成急性酒精性心肌损伤模型ꎬ从
而进行进一步研究[１１]ꎮ 本研究发现ꎬ短期给予小鼠

大量酒精冲击后ꎬ小鼠血清 ＬＤＨ 明显升高ꎬ间接说

明心肌细胞受损ꎻＮＴ￣ｐｒｏＢＮＰ 明显升高ꎬ射血分数明

２７４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ５ꎬ２０１７



图 ７. ＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡(４００×)及阳性细胞比例　 　 Ａ 为正常对照组(ｎ ＝ １０)ꎬＢ 为正常模型组(ｎ ＝ １２)ꎬＣ 为 ＡＰＮ－ / －对照

组(ｎ＝ １０)ꎬＤ 为 ＡＰＮ－ / －模型组(ｎ＝ １２)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＡＰＮ－ / － 对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常模型组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ

显下降ꎬ提示小鼠心功能下降ꎻＨＥ 染色显示心肌细

胞水肿肥大ꎬ胞核皱缩变小ꎬ心肌纤维断裂ꎬ排列曲

折紊乱ꎻＭａｓｓｏｎ 染色及纤维化指标 ＶＣＦ 提示心肌纤

维化加重ꎻＣａｓｐａｓｅ ３ 活性升高及 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞

比例增多ꎬ表明心肌细胞凋亡增多ꎮ 上述结果均提

示ꎬ急性酒精性心肌损伤模型复制成功ꎮ
氧化应激损伤可以诱发生物膜脂质过氧化增

强ꎬ引起基因突变、ＤＮＡ 断裂和染色体畸变[１３]ꎬ参
与多种心血管疾病的发生、发展ꎮ 有研究表明ꎬ氧
化应激损伤可能参与了急性酒精性心肌损伤及酒

精性心肌病的发生、发展[５￣６]ꎮ 本研究通过检测心

肌组织 ＲＯＳ、ＭＤＡ 及 ＳＯＤ 值以反应小鼠的氧化应

激水平ꎬ结果表明氧化应激过程参与了急性酒精性

心肌损伤的发生ꎮ
在心血管系统中ꎬ ＲＯＳ 的主要来源之一是

ＮＡＤＰＨ 氧化酶系ꎬ且其介导的氧化应激损伤参与

多种心血管疾病的发生[１４]ꎮ ＮＯＸ２ 是心血管系统

ＮＡＤＰＨ 氧化酶系的主要亚型之一ꎬ是 ＲＯＳ 的主要

供体之一ꎬＮＯＸ２ 在多种心血管疾病包括心肌损伤

中发挥重要作用[１５￣１６]ꎮ
ＡＰＮ 是由脂肪细胞分泌的一种生物活性因子ꎮ

研究表明ꎬＡＰＮ 具有调节胰岛素抵抗ꎬ调节糖脂代

谢ꎬ抗炎ꎬ抗动脉粥样硬化等多种生理功能[１７]ꎮ 多

项研究结果表明ꎬＡＰＮ 的抗氧化应激作用是保护心

血管的主要机制之一[７ꎬ１８]ꎮ
目前对于脂联素的研究较多ꎬ对急性酒精性心

肌损伤的研究也不少ꎬ而鲜有对于二者之间的研

究ꎮ 本研究根据上述文献结果ꎬ大胆提出“ＡＰＮ 可

通过下调 ＮＯＸ２ 表达ꎬ减少 ＲＯＳ 产生ꎬ发挥抗氧化

应激作用ꎬ进而减轻小鼠急性酒精性心肌损伤”的

假设ꎬ用动物实验模型进行验证ꎮ
本研究结果表明:①短期大量酒精冲击可造成

小鼠急性酒精性心肌损伤ꎻ②氧化应激损伤参与了

急性酒精性心肌损伤的发生ꎻ③ＡＰＮ 可通过下调

ＮＯＸ２ 蛋白表达减轻氧化应激损伤ꎮ 总之ꎬ验证了

我们提出的假设ꎬＡＰＮ 可通过下调 ＮＯＸ２ 的表达发

３７４ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１７ 年第 ２５ 卷第 ５ 期



挥抗氧化应激作用进而减轻小鼠急性酒精性心肌

损伤ꎮ 本研究拓宽了 ＡＰＮ 的研究范畴ꎬ为急性酒精

性心肌损伤及酒精性心肌病的研究提供新的思路

及研究方法ꎮ 当然ꎬ本研究也有局限之处ꎬ比如对

于 ＡＰＮ 下调 ＮＯＸ２ 蛋白表达的信号转导通路等ꎬ需
要进一步深入研究ꎮ
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