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[摘　 要] 　 目的　 基于 ｐ３８ ＭＡＰＫ￣ＣＲＹＡＢ 途径探讨 ８￣Ｏ￣乙酰山栀子苷甲酸对急性心肌梗死大鼠的影响及作用机

制ꎮ 方法　 采用结扎冠状动脉左前降支的方法建立急性心肌梗死大鼠模型ꎬ取 ５０ 只造模成功的雄性 ＳＤ 大鼠随机

分为模型组、阳性对照组、８￣Ｏ￣乙酰山栀子苷甲酸低、中、高剂量组ꎬ每组 １０ 只ꎬ另选 １０ 只作为空白对照组ꎮ 空白对

照组与模型组均给予等体积生理盐水ꎬ阳性对照组给予阿司匹林肠溶片[１００ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎬ８￣Ｏ￣乙酰山栀子苷甲

酸低、中、高剂量组分别给予 ８￣Ｏ￣乙酰山栀子苷甲酸[１０、２０ 及 ３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎬ连续给药 １４ 天ꎮ 检测大鼠心功

能ꎻＨＥ 染色法观察大鼠心肌组织病理变化ꎻＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡ꎻＥＬＩＳＡ 检测 ＳＯＤ、ＬＤＨ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 和 ＭＤＡ
水平ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｍＲＮＡ 表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ｐ￣ＣＲＹＡＢ /
ＣＲＹＡＢ 表达ꎮ 结果　 ８￣Ｏ￣乙酰山栀子苷甲酸可显著改善急性心肌梗死大鼠的心功能及心肌组织病理变化(Ｐ<
０.０５)ꎬ降低心肌细胞凋亡率(Ｐ<０.０５)ꎬ减轻氧化应激损伤(Ｐ<０.０５)ꎬ上调抑凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ下调促凋亡基因 Ｂａｘ
和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ促进 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＣＲＹＡＢ 磷酸化(Ｐ<０.０５)ꎬ但各组间 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＣＲＹＡＢ 蛋白表达无

明显变化(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 ８￣Ｏ￣乙酰山栀子苷甲酸可显著改善急性心肌梗死大鼠心肌损伤症状ꎬ上调 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ下
调 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ促进 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＣＲＹＡＢ 磷酸化ꎬ其作用机制可能与 ｐ３８ ＭＡＰＫ￣ＣＲＹＡＢ 途径有关ꎮ
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ８￣Ｏ￣ａｃｅｔｙｌ￣ＳＭ ｏｎ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｒａｔｓ
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ｆａｒｃｔｉｏｎ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ꎬ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８
ＭＡＰＫ ａｎｄ ＣＲＹＡＢ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＣＲＹＡＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ａ￣
ｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ８￣Ｏ￣ａｃｅｔｙｌ￣ＳＭ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｓｙｍｐｔｏｍｓꎬ ｕｐ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅ Ｂｃｌ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＣＲＹＡＢ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬ
ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐ３８ ＭＡＰＫ￣ＣＲＹＡＢ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 急性心肌梗死 ( ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬ
ＡＭＩ)是由心肌组织灌注不足与心肌坏死等引起的

缺血性心肌病ꎬ是最常见的心血管疾病ꎬ具有极高

的发病率和死亡率ꎬ可导致左心室收缩功能障碍、
心律失常和心力衰竭等[１]ꎮ 近几年ꎬＡＭＩ 发生率呈

逐年上升趋势ꎬ其造成的死亡率占心血管疾病的

５０％ꎬ给人类的健康与生命造成了严重的影响[２]ꎮ
研究表明ꎬ冠状动脉粥样硬化斑块破裂是诱导 ＡＭＩ
发生的主要原因ꎬ此外ꎬ过度劳累、情绪激动、暴饮

暴食、气候变化、便秘及吸烟、酗酒等均是 ＡＭＩ 发生

的诱因[３￣４]ꎮ 目前ꎬ对于 ＡＭＩ 的常规疗法有调整血

容量、溶栓、冠状动脉介入、镇静止痛、服用药物(如
β 受体阻滞剂、硝酸盐制剂及钙拮抗剂等)及抗心律

失常等[５]ꎬ但由于其复发率和并发症ꎬＡＭＩ 的治疗

仍然是一个棘手的问题ꎬ而且 ＡＭＩ 病理生理学的潜

在分子机制还有待进一步阐明ꎮ
８￣Ｏ￣乙酰山栀子苷甲酸(８￣Ｏ￣ａｃｅｔｙｌ￣ＳＭꎬ８￣ＯａＳ)

是从藏药独一味中提取的环烯醚萜苷类成分[６]ꎬ药
理研究表明其具有止血、镇痛、抗炎、改善微循环及

减轻胃溃疡等作用[７]ꎮ 有报道称 ８￣ＯａＳ 可显著改善

神经的病理性疼痛及慢性炎症性疼痛[８]ꎬ也有研究

表明ꎬ８￣ＯａＳ 对于心血管疾病具有一定的疗效[９]ꎬ但
有关这方面的报道较少ꎬ其具体的作用机制尚不清

楚ꎮ 本研究旨在基于 ｐ３８ ＭＡＰＫ￣ＣＲＹＡＢ 信号通路

探讨 ８￣ＯａＳ 对 ＡＭＩ 大鼠氧化应激诱导的心肌细胞

凋亡的影响ꎬ为 ８￣ＯａＳ 治疗 ＡＭＩ 的研究提供理论

依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

选择 ６ ~ ７ 周龄的 ＳＰＦ 级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ６０
只ꎬ由南昌大学实验动物中心提供ꎮ 体质量为 ２００~
２３０ ｇꎬ在恒温(２４±１ ℃)下每笼饲养 ５ 只ꎬ湿度条件

为 ４５％~５５％ꎬ暗 / 光循环 １２ ｈꎮ 所有大鼠自由饮食

和饮水ꎬ适应性喂养 １ 周后开始实验ꎮ
１.２　 主要药品与试剂

８￣ＯａＳ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ阿司匹林肠溶片(拜

耳医药保健有限公司ꎬ国药准字 Ｊ２０１３００７８)ꎻ苏木

素￣伊红染液(北京索莱宝科技有限公司)ꎻＴＵＮＥＬ
试剂盒(美国 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎻ超氧化物歧化酶( ｓｕｐｅｒ￣
ｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)、乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ￣
ｇｅｎａｓｅꎬＬＤＨ)、谷胱甘肽过氧化物酶(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒ￣
ｏｘｉｄａｓｅꎬＧＳＨ￣Ｐｘ)和丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)
试剂盒(南京建成生物工程研究所)ꎻＢｃｌ￣２、Ｂａｘ 和

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 基因(上海生工生物工程股份有限公司)ꎻ
磷酸化 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐ３８ ＭＡＰＫꎬｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ)、ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶

(ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ３８ ＭＡＰＫ)、磷
酸化晶状体蛋白(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＹＡＢꎬｐ￣ＣＲＹ￣
ＡＢ)、晶状体蛋白(αＢ￣ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎꎬＣＲＹＡＢ)和 β￣ａｃｔｉｎ
鼠单克隆抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻＨＲＰ 羊抗鼠 ＩｇＧ
二抗(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ
１.３　 主要仪器

ＢＳ１１０Ｓ 型电子分析天平、ＢＣＤ￣６２９ＷＤＥＹＵ１ 型

冰箱(赛多利斯科学仪器有限公司)ꎻＣＳ￣１５Ｒ 冷冻

离心机(美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司)ꎻ５０１０ 全自动染色机

(德国徕卡公司)ꎻＢＸ５０ 生物显微镜(日本奥林巴斯

公司)ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 仪、凝胶电泳和电转仪(美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司)ꎻ脱水机、包埋机、病理切片机、超声雾化

器(上海斯科茨曼有限公司)ꎻ动物人工呼吸机(上
海恒勤仪器设备有限公司)ꎮ
１.４　 动物模型的建立及分组

将 ６０ 只雄性 ＳＤ 大鼠按体重均衡的原则分组ꎬ
分为空白对照组、模型组、阳性对照组、８￣ＯａＳ 低、
中、高剂量组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 运用结扎冠状动脉左前

降支的方法建立 ＡＭＩ 大鼠模型[１０]ꎬ具体方法:大鼠

采取腹腔注射 １０％水合氯醛溶液进行麻醉ꎬ仰卧位

固定大鼠ꎬ将气管插管经口快速插入后ꎬ连接动物

呼吸机ꎬ待大鼠呼吸平稳后ꎬ剪除前胸部皮毛ꎬ切开

皮肤ꎬ分离组织ꎬ暴露心脏ꎬ找到冠状动脉左前降支

并实施结扎ꎬ采用心电图记录仪观察大鼠心脏ꎬ若
ＳＴ 段显著抬高ꎬ左心室苍白ꎬ室壁运动缓慢ꎬ表明

ＡＭＩ 造模成功ꎮ 其中空白对照组大鼠冠状动脉左

前降支只穿线不结扎ꎮ
１.５　 给药剂量及途径

大鼠于造模成功后 ３ ｈ 给予相应的药物ꎮ 参照
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文献[１１]ꎬ８￣ＯａＳ 低、中、高剂量组分别给予 １０、２０ 及

３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ) ８￣ＯａＳ 灌胃ꎻ阳性对照组给予 １００
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)阿司匹林肠溶片灌胃ꎻ模型组和空白对

照组用 ５ ｍＬ / ｋｇ 生理盐水灌胃ꎮ 连续灌胃 １４ 天后

进行后续实验ꎮ
１.６　 大鼠的心功能检测

应用多普勒超声机检测大鼠的心功能ꎬ检测指

标包括左心室射血分数( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃ￣
ｔｉｏｎꎬＬＶＥＦ)、左心室收缩期末内径( ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｅｎｄ￣ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬＬＶＥＳＤ)、左心室短轴缩短率

( ｆｒａｃｔｉｏｎ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇꎬＦＳ)及左心室舒张期末内径( ｌｅｆｔ
ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｎｄ￣ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬＬＶＥＤＤ)ꎮ
１.７　 ＨＥ 染色观察大鼠心肌组织病理变化

麻醉处死大鼠取血后ꎬ迅速取出心脏ꎬ清洗干

净后除去非心脏组织ꎬ取部分心肌组织用 ４％多聚

甲醛溶液固定 ２４ ｈꎬ脱水并用石蜡包埋ꎬ按照步骤处

理切片ꎬ用 ＨＥ 染色法观察大鼠心肌组织病理变化ꎮ
１.８　 ＴＵＮＥＬ 法检测大鼠心肌细胞凋亡

将大鼠的石蜡标本切成 ５ μｍ 薄片后ꎬ附着于

玻片上ꎬ并用 ４％多聚甲醛固定ꎬ严格按照 ＴＵＮＥＬ
试剂盒说明书进行后续操作ꎮ 在荧光显微镜下观

察标本ꎬ每组随机选取 ５ 个视野ꎬ放大 ４００ 倍后统计

凋亡细胞数与总细胞数ꎬ细胞凋亡率 ＝ (凋亡细胞

数 / 总细胞数)×１００％ꎮ
１.９ 　 ＥＬＩＳＡ 检测大鼠血清 ＳＯＤ、ＬＤＨ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 和

ＭＤＡ 水平

麻醉处死大鼠后收集外周血 １０ ｍＬꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上层血清ꎬ置于－２０ ℃冰箱内低温

保存ꎮ 严格按试剂盒说明书采用 ＥＬＩＳＡ 测定大鼠

血清 ＳＯＤ、ＬＤＨ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 和 ＭＤＡ 水平ꎮ
１.１０ 　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测大鼠心肌组织 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｍＲＮＡ 表达

提取大鼠心肌组织总 ＲＮＡꎬ反转录合成 ｃＤＮＡꎬ
根据引物(表 １)进行扩增ꎬ反应条件:９４ ℃预变性 ５
ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃反应 ６０ ｓꎬ共进

行 ４０ 个循环ꎬ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ４ ℃反应 ５ ｍｉｎꎬ每组

进行 ３ 次独立测定ꎬ图像分析仪扫描凝胶密度ꎬ分析

得到 ｍＲＮＡ 的相对表达ꎮ
１.１１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠心肌组织 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ /
ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ｐ￣ＣＲＹＡＢ / ＣＲＹＡＢ 表达

各组大鼠连续灌胃 １４ 天ꎬ麻醉处死取血后ꎬ迅
速取出心脏ꎬ清洗干净后除去非心脏组织ꎬ于液氮

中保存ꎬ将心肌组织在研钵中充分研磨ꎬ加入裂解

液置于冰上充分裂解ꎬ１４０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ吸
取上清液ꎬ即为蛋白质提取物ꎮ 采用 ＢＣＡ 试剂盒测

量蛋白质含量ꎬ取等量蛋白质用上样缓冲液进行处

理ꎬ通过电泳、转膜、封闭、孵育抗体、扫膜等步骤

后ꎬ用 ＥＣＬ 显色后ꎬ化学发光仪成像ꎮ 依次使用 ｐ￣
ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ＣＲＹＡＢ、ＣＲＹＡＢ 和 β￣ａｃｔｉｎ
鼠单克隆抗体作为一抗ꎬＨＲＰ 标记羊抗鼠作为

二抗ꎮ

表 １. ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物 引物序列

β￣ａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧ￣３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ￣３′

Ｂｃｌ￣２ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＣＣＴＴＴＧＴＧＴＡＡＣＴＧＴＡＣＧＧＣＣ￣３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＣＴＴＴＧＧＣＡＧＴＡＡＡＴＡＧＣＴＧＡＴＴＣＧＡＣ￣３′

Ｂａｘ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡ￣３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＴＣＣＣＧＧＡＧＧＡＡＧＴＣＣＡＴＴ￣３′

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＧＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＡＡＴＴＧＴＴＧＡＣ￣３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＴＧＣＴＣＣＧＧＣＴＣＡＡＡＣＣＡＴＣ￣３′

１.１２　 统计学分析

计量资料用 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组数据比较采用单因

素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ 法ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差

异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大鼠心功能的变化

与空白对照组相比ꎬ模型组 ＬＶＥＦ、ＦＳ 明显降低ꎬ
ＬＶＥＳＤ、ＬＶＥＤＤ 明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ
阳性对照组和 ８￣ＯａＳ 低、中、高剂量组 ＬＶＥＦ、ＦＳ 明显

升高ꎬＬＶＥＳＤ、ＬＶＥＤＤ 明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结果表

明ꎬ８￣ＯａＳ 可显著改善 ＡＭＩ 大鼠的心功能(图 １)ꎮ
２.２　 大鼠心肌组织 ＨＥ 染色情况

空白对照组心肌纤维排列整齐、紧密ꎬ结构未

见断裂ꎻ模型组心肌细胞排列较乱ꎬ心肌纤维发生

断裂ꎬ且排列紊乱ꎬ有大量炎性细胞浸润ꎬ且有心肌

细胞被溶解ꎻ阳性对照组和 ８￣ＯａＳ 低、中、高剂量组

心肌细胞溶解现象改善ꎬ炎性细胞明显减少ꎬ且心

肌细胞排列较整齐ꎬ心肌纤维较紧密ꎮ 结果表明ꎬ８￣
ＯａＳ 可显著改善 ＡＭＩ 大鼠心肌细胞与心肌纤维的

排列ꎬ降低炎性细胞对心肌组织的浸润(图 ２)ꎮ
２.３　 大鼠心肌细胞凋亡情况

与空白对照组相比ꎬ模型组心肌细胞凋亡率明

显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ阳性对照组和 ８￣
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ＯａＳ 低、中、高剂量组心肌细胞凋亡率明显降低(Ｐ<
０.０５)ꎮ 结果表明ꎬ８￣ＯａＳ 可显著降低 ＡＭＩ 大鼠心肌

细胞凋亡率(图 ３)ꎮ
２.４　 大鼠血清 ＳＯＤ、ＬＤＨ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 和 ＭＤＡ 水平

与空白对照组相比ꎬ模型组 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 明显

降低ꎬＬＤＨ、ＭＤＡ 明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相

比ꎬ阳性对照组和 ８￣ＯａＳ 低、中、高剂量组 ＳＯＤ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ 明显升高ꎬＬＤＨ、ＭＤＡ 明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
结果表明ꎬ８￣ＯａＳ 可通过抗氧化应激保护 ＡＭＩ 大鼠

心肌细胞(图 ４)ꎮ

图 １. 各组大鼠心功能的变化(ｎ＝ １０)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｔ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ １０)

图 ２. 各组大鼠心肌组织 ＨＥ 染色结果(ｎ＝ １０ꎬ ４００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ １０ꎬ ４００×)
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图 ３. 各组大鼠心肌细胞凋亡情况(ｎ＝ １０)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ １０)

图 ４. 各组大鼠血清 ＳＯＤ、ＬＤＨ、ＧＳＨ￣Ｐｘ和ＭＤＡ水平(ｎ＝１０)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＳＯＤꎬ ＬＤＨꎬ ＧＳＨ￣Ｐｘ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ １０)
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２.５　 大鼠心肌组织 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的 ｍＲＮＡ
表达

与空白对照组相比ꎬ模型组 Ｂｃｌ￣２ 的 ｍＲＮＡ 表

达明显降低ꎬＢａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的 ｍＲＮＡ 表达明显升高

(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ阳性对照组和 ８￣ＯａＳ 低、
中、高剂量组 Ｂｃｌ￣２ 的 ｍＲＮＡ 表达明显升高ꎬＢａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的 ｍＲＮＡ 表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结果

表明ꎬ８￣ＯａＳ 可增加抑制细胞凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ降
低促进细胞凋亡基因 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达(图 ５)ꎮ

图 ５. 各组大鼠心肌组织 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的 ｍＲＮＡ
表达(ｎ＝ １０) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｍＲＮＡ
ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ＝ １０)

２.６　 大鼠心肌组织 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ｐ￣
ＣＲＹＡＢ / ＣＲＹＡＢ 的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ各组间 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和

ＣＲＹＡＢ 蛋白表达无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎻ与空白对

照组相比ꎬ模型组大鼠心肌组织 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ｐ￣
ＣＲＹＡＢ 表达明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比ꎬ阳
性对照组和 ８￣ＯａＳ 低、中、高剂量组大鼠心肌组织 ｐ￣
ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ｐ￣ＣＲＹＡＢ 表达明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ
结果表明ꎬ８￣ＯａＳ 可促进 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＣＲＹＡＢ 的磷

酸化ꎬ进而保护心肌细胞(图 ６)ꎮ

３　 讨　 论

ＡＭＩ 是一种严重心血管疾病ꎬ大量研究表明ꎬ
氧化应激诱导的心肌细胞凋亡是促使 ＡＭＩ 产生的

关键因素ꎬ机体发生急性缺血或缺氧时ꎬ氧化系统

图 ６. 各组大鼠心肌组织 ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ｐ￣
ＣＲＹＡＢ/ ＣＲＹＡＢ 的表达(ｎ＝ １０)　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为

模型组ꎬＣ 为阳性对照组ꎬＤ 为 ８￣ＯａＳ 低剂量组ꎬＥ 为 ８￣ＯａＳ
中剂量组ꎬＦ 为 ８￣ＯａＳ 高剂量组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白对照组

比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ / ｐ３８ ＭＡＰＫ ａｎｄ ｐ￣
ＣＲＹＡＢ / ＣＲＹＡＢ ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｎ
＝ １０)

与抗氧化系统动态平衡遭到破坏ꎬ致使大量活性氧

(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ) 聚集[１２]ꎮ 线粒体是

ＲＯＳ 主要细胞内来源ꎬＲＯＳ 作为机体细胞内调节氧

化还原反应的主要活性分子ꎬ其浓度增加可损伤机

体线粒体ꎬ进而影响线粒体通透性[１３]ꎬ故与线粒体

凋亡途径相关基因 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 及Ｃａｓｐａｓｅ￣９
均被激活ꎬ而 Ｂｃｌ￣２ 具有抗细胞凋亡作用ꎬ可抑制线

粒体凋亡[１４]ꎮ ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路与慢性心力衰

竭密切相关ꎬ参与抗心肌梗死过程ꎬ保护心脏组

织[１５]ꎮ ＣＲＹＡＢ 是小热休克蛋白家族中的一员ꎬ可
编码 αＢ 晶状体蛋白ꎬ起初被认为是细胞骨架的基

础结构[１６]ꎮ 近些年ꎬ有研究表明ꎬＣＲＹＡＢ 在机体发

生 ＡＭＩ 后具有显著抗氧化应激诱导的细胞凋亡作

用ꎬ且 ＣＲＹＡＢ 磷酸化可保护心肌细胞免受损伤[１７]ꎬ
也有报道称ꎬＣＲＹＡＢ 通过调节经 Ｈ２Ｏ２ 诱导损伤

Ｈ９ｃ２ 细胞中 Ｂｃｌ￣２ 的表达而起到抗心肌细胞凋亡

的作用[１８]ꎮ
本研究采用结扎冠状动脉左前降支的方法建

立 ＡＭＩ 大鼠模型ꎬ术后发现大鼠心功能发生变化ꎬ

０５２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



经 ８￣ＯａＳ 干预后症状减轻ꎬ表明 ８￣ＯａＳ 可显著改善

ＡＭＩ 大鼠的心功能及心肌细胞与心肌纤维的排列ꎬ
降低炎性细胞对心肌组织的浸润ꎮ 细胞凋亡是细

胞主动“自杀”的过程ꎬＡＭＩ 后心肌组织内外环境发

生了一定的变化ꎬ为更好地适应生存环境心肌细胞

主动争取死亡ꎬ凋亡基因 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 等受多种因

素影响被激活ꎬ促进心肌细胞凋亡ꎬ故模型组细胞

凋亡率明显高于空白对照组ꎬ经 ８￣ＯａＳ 干预后ꎬ心肌

细胞凋亡率明显下降ꎬ且凋亡基因 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表

达下调ꎬ抑凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 表达上调ꎬ表明 ８￣ＯａＳ 可

通过调节细胞凋亡相关基因的表达进而抑制心肌

细胞凋亡ꎮ 氧化应激是造成细胞结构和功能损伤

的主要原因ꎬ本研究发现 ＡＭＩ 大鼠血清中 ＳＯＤ、
ＧＳＨ￣Ｐｘ 明显降低ꎬＬＤＨ、ＭＤＡ 明显升高ꎬ经 ８￣ＯａＳ
干预后ꎬ血清 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 明显升高ꎬＬＤＨ、ＭＤＡ 明

显降低ꎬ表明 ８￣ＯａＳ 可通过抗氧化应激保护 ＡＭＩ 大
鼠心肌细胞ꎮ ＣＲＹＡＢ 被认为是一种关键的抗凋亡

蛋白ꎬ其可调节由局部缺血引起的心肌细胞凋亡ꎮ
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现 ＡＭＩ 大鼠心肌组织中 ｐ￣
ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ＣＲＹＡＢ 表达明显降低ꎬ经 ８￣ＯａＳ 干预

后ꎬｐ￣ｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐ￣ＣＲＹＡＢ 表达明显升高ꎬ表明 ８￣
ＯａＳ 可激活 ｐ３８ ＭＡＰＫꎬ使 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＣＲＹＡＢ 磷

酸化增加ꎬ进而影响心肌细胞凋亡ꎮ
综上所述ꎬ８￣ＯａＳ 可显著改善 ＡＭＩ 大鼠的心功

能、心肌组织病理变化ꎬ降低心肌细胞凋亡ꎬ减轻氧

化应激损伤ꎬ上调抑凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ下调促凋

亡基因 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ促进 ｐ３８ ＭＡＰＫ 和

ＣＲＹＡＢ 磷酸化ꎬ进而保护心肌细胞ꎬ其作用机制可

能与 ｐ３８ ＭＡＰＫ￣ＣＲＹＡＢ 信号通路相关ꎮ
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