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[摘　 要] 　 目的　 研究 Urocortin-I 通过激活蛋白激酶 B(Akt) / 糖原合成酶激酶 3β(GSK-3β)通路,对缺血再灌注

( I / R)心肌单相动作电位及氧化炎症反应的作用。 方法　 制备离体心肌 Langendorff 灌注模型,并分为对照组、I / R
组、Urocortin-I 组、Urocortin-I+LY 组。 对照组进行常规灌流;I / R 组给予常规预处理、Urocortin-I 组给予 Urocortin-I
预处理、Urocortin-I+LY 组给予 Urocortin-I+LY294002 预处理后,均进行缺血再灌注处理。 比较 4 组间心肌酶、心肌

梗死面积、单相动作电位、炎症因子、氧化应激产物、Akt / GSK-3β 通路分子的差异。 结果　 与对照组比较,I / R 组乳

酸脱氢酶(LDH)、磷酸肌酸激酶同工酶(CK-MB)、肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 6( IL-6)、细胞间黏附分子

1( ICAM-1)、活性氧簇(ROS)、丙二醛(MDA)的含量及心肌梗死面积明显增加,APA、APD50、APD90 的水平及 p-
Akt、p-GSK-3β 的含量明显减少(P<0. 05)。 与 I / R 组比较,Urocortin-I 组 LDH、CK-MB、TNF-α、IL-6、ICAM-1、ROS、
MDA 的含量及心肌梗死面积明显减少,APA、APD50、APD90 的水平及 p-Akt、p-GSK-3β 的含量明显增加(P<
0. 05)。 与 Urocortin-I 组比较,Urocortin-I+LY 组 LDH、CK-MB、TNF-α、IL-6、ICAM-1、ROS、MDA 的含量及心肌梗死

面积明显增加,APA、APD50、APD90 的水平及 p-Akt、p-GSK-3β 的含量明显减少(P<0. 05)。 结论　 Urocortin-I 通过

激活 Akt / GSK-3β 通路改善 I / R 心肌的单相动作电位及氧化炎症反应。
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NIU Huan1, CHEN Manli2, DONG Bo1, HE Zhiyu3, YANG Bo3

(1. Department of Cardiology, General Hospital of Shenzhen University, Shenzhen, Guangdong 518005, China;2. Department
of Cardiology, Shenzhen Futian District Maternal and Child Health Care Physician, Shenzhen, Guangdong 518017, China;
3. Department of Cardiology, Lanzhou University First Hospital, Lanzhou, Gansu 730000, China)
[KEY WORDS]　 Urocortin-I;　 myocardial ischemia-reperfusion;　 monophasic action potential;　 oxidative stress;　
inflammatory response;　 Akt / GSK-3 β pathway
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the improvement effects of Urocortin-I on myocardial monophasic action potential
and oxidative inflammatory response in ischemia-reperfusion (I / R) myocardium by activatingAkt / GSK-3 β pathway. 　 　
Methods　 Langendorff perfusion model of isolated myocardium was prepared and then divided into control group, I / R
group, Urocortin-I group and Urocortin-I+LY group. 　 The control group was given routine perfusion, I / R group was given
routine preconditioning, Urocortin-I group was given Urocortin-I preconditioning, Urocortin-I + LY group was given
Urocortin-I and LY294002 preconditioning before ischemia-reperfusion. 　 The differences of myocardial enzymes, infarct
size, monophasic action potential, inflammatory factors, oxidative stress products and Akt / GSK-3 β pathway molecules a-
mong the four groups were compared. 　 　 Results　 Compared with the control group, the contents of LDH, CK-MB, TNF-
α, IL-6, ICAM-1, ROS, MDA and the size of myocardial infarction significantly increased, while the levels of APA,
APD50, APD90 and the expression of p-Akt, p-GSK-3β significantly decreased in the I / R group (P<0. 05). 　 Compared
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with the I / R group, the contents of LDH, CK-MB, TNF-α, IL-6, ICAM-1, ROS, MDA and the size of myocardial infarc-
tion significantly decreased, while the levels of APA, APD50, APD90 and the expressions of p-Akt, p-GSK-3β significant-
ly increased in the Urocortin-I group (P<0. 05). 　 Compared with the Urocortin-I group, the contents of LDH, CK-MB,
TNF-α, IL-6, ICAM-1, ROS, MDA and the size of myocardial infarction significantly increased, while the levels of APA,
APD50, APD90 and the expressions of p-Akt, p-GSK-3β significantly decreased in the Urocortin-I+LYgroup (P<0. 05).
Conclusion　 Urocortin-I improves monophasic action potential and oxidative inflammation in I / R myocardium by activating
Akt / GSK-3 β pathway.

　 　 心肌缺血再灌注( ischemia-reperfusion,I / R)是

影响心肌缺血后再灌注治疗效果的主要病理因

素[1-2]。 在心肌 I / R 的过程中,一方面 ATP 通道开

放、钾离子大量外流可引起心肌复极化的异常、表
现为单相动作电位幅度及时程的改变,同时增加恶

性心律失常的发生风险;另一方面单核巨噬细胞、
中性粒细胞等在局部心肌大量浸润、释放大量细胞

因子及氧自由基,进而造成心肌发生氧化炎症反应

过度激活并发生损伤[3-4]。 Urocortin-I 是促肾上腺

皮质激素家族中的新成员,在心力衰竭、糖尿病心

肌病的动物模型中能够发挥心肌保护作用。 在心

肌 I / R 过程中,Urocortin-I 已经被证实能够在 Lange-
ndorff 离体心肌灌流系统以及离体心肌细胞中抑制

氧化炎症反应并发挥保护作用,但 Urocortin-I 发挥

上述心肌保护作用的分子机制尚未明确、对心肌细

胞单相动作电位幅度及时程的影响也未见报道。
蛋白激酶 B(Akt) /糖原合成酶激酶 3β(GSK-

3β)通路是目前已知在心肌 I / R 损伤过程中参与炎

症反应、氧化应激反应、动作电位调控的信号通路,
I / R 的刺激能够使 Akt 及 GSK-3β 两种信号分子发

生去磷酸化,进而造成炎症反应、氧化应激反应过

度激活以及动作电位幅度、时程异常。 因此,本实

验将通过离体 Langendorff 灌注系统制备心肌 I / R
模型,分析 Urocortin-I 对 I / R 心肌单相动作电位的

影响以及对 I / R 心肌氧化炎症反应的作用,并探究

Urocortin-I 的保护作用是否与激活 Akt / GSK-3β 通

路有关。

1　 材料和方法

1. 1　 动物、试剂与仪器

成年雄性 SPF 级 SD 大鼠购自浙江维通利华实

验动物技术有限公司,许可证号:SCXK(浙)2018-
0001。 饲养条件为温度 22 ~ 24℃、湿度 50% 、自由

摄食饮水。
Urocortin-I、Akt 抑制剂 LY294002 购自 Sigma 公

司,K-H 液、ST. Thomas 停跳液购自上海索莱宝生物

科技公司,乳酸脱氢酶(LDH)、磷酸肌酸激酶同工

酶(CK-MB)的分光光度检测试剂盒购自上海艾美

捷科技公司,BCA 蛋白定量试剂盒、RIPA 裂解液、
活性氧簇(ROS)购自上海碧云天公司,肿瘤坏死因

子 α(TNF-α)、白细胞介素 6( IL-6)、细胞间黏附分

子 1( ICAM-1)的酶联免疫吸附(ELISA)试剂盒购自

上海酶联公司,丙二醛(MDA)试剂盒购自南京建成

研究所,p-Akt、总 Akt、p-GSK-3β、总 GSK-3β 的一抗

购自 Santa Cruz 公司。 UP-100 型 Langendorff 灌注

系统购自北京自然基因科技公司,化学显影仪购自

ABI 公司。
1. 2　 离体心肌 Langendorff 灌注模型的建立

戊巴比妥钠 50 mg / kg 腹腔注射麻醉,开胸取出

大鼠心脏并放入 4℃预冷 K-H 液中,剥离残留的肺

组织及周围筋膜等其他组织,将主动脉与 Langendorff
灌注装置连接,用 K-H 液进行逆流灌注、维持灌注压

在 70 mmHg,平衡 20 min 后,心率>250 次 / 分、冠状

动脉流量>5 mL / min 为 Langendorff 灌注模型制备

成功。
1. 3　 分组及处理方法

共制备离体 Langendorff 灌注的心肌模型 48
例, 随 机 分 为 对 照 组、 I / R 组、 Urocortin-I 组、
Urocortin-I+LY 组,每组 12 例。 对照组给予 K-H 液

灌注、持续 130 min;I / R 组给予 K-H 液续灌 30 min,
换为 32 ℃ ST. Thomas 停跳液灌注、使全心缺血 40
min,而后再换为 K-H 液复灌 60 min;Urocortin-I 组

给予含有 10-8 mol / L Urocortin-I 的 K-H 液续灌 30
min,而后按照 I / R 组相同的方法进行缺血和复灌;
Urocortin-I+LY 组给予含有 10-8mol / L Urocortin-I 和

15 μmol / L LY294002 的 K-H 液续灌 30 min,而后按

照 I / R 组相同的方法进行缺血和复灌。
1. 4　 心肌流出液中 LDH、CK-MB 含量的测定

每组随机选择 6 例心脏,在干预完成后收集心

肌流出液,采用试剂盒检测 LDH、CK-MB 的含量,操
作均按试剂盒说明书进行。
1. 5　 TTC 染色测心肌梗死面积

完成心肌流出液收集后, - 20℃ 冷冻心脏 20
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min,沿心脏短轴将心脏切为 1 ~ 2 mm 切片,用 1%
TTC 溶液对心脏切片进行染色,37 ℃ 15 min、10%
多聚甲醛固定过夜,第二天用相机拍照记录。 染红

色的为正常心肌、染白色或灰色的为梗死心肌,计
算梗死心肌占全部心肌的百分比。
1. 6　 心肌单相动作电位的测定

取每组剩余的 6 例心脏,将记录电极放置在左

心室前壁表面、参考电极放置在主动脉根部,记录

心肌的动作电位幅度(APA)、复极化 50%的动作电

位时程 (APD50)、复极化 90% 的动作电位时程

(APD90)。
1. 7　 炎症因子及氧化应激产物的测定

完成单相动作电位测定后,用 RIPA 裂解液提

取心肌组织中的总蛋白,采用试剂盒测定总蛋白、
TNF-α、IL-6、ICAM-1、ROS、MDA 的含量,计算每毫

克总蛋白中 TNF-α、 IL-6、 ICAM-1、 ROS、 MDA 的

含量。
1. 8　 信号通路分子含量的测定

取 RIPA 裂解液抽提得到心肌蛋白样本 30 μg、
加入 SDS-聚丙烯酰胺凝胶中,100 V 电泳至上层胶

与下层胶分界处、120 V 电泳至下层胶的下缘,电转

移至 NC 膜,5%脱脂牛奶封闭 NC 膜 1 h,p-Akt、总
Akt、p-GSK-3β、总 GSK-3β、β-actin 的一抗 4℃ 孵育

过夜,二抗室温孵育 2 h,最后加入 ECL 显影液并在

显影仪中曝光得到蛋白条带,根据条带灰度值计算

蛋白含量。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS22. 0 软件录入数据,以 x± s 表示,4
组间计量资料经方差齐性检验符合方差齐性后,进
行单因素方差分析,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 4 组心肌流出液中 LDH、CK-MB 含量的比较

采用分光光度检测试剂盒检测心肌流出液中

LDH、CK-MB 的含量,结果见表 1。 与对照组比较,
I / R 组心肌流出液中 LDH、CK-MB 的含量明显增加

(P<0. 05);与 I / R 组比较,Urocortin-I 组心肌流出液

中 LDH、CK-MB 的含量明显减少(P<0. 05);与 Uro-
cortin-I 组比较, Urocortin-I + LY 组心肌流出液中

LDH、CK-MB 的含量明显增加(P<0. 05)。
2. 2　 4 组心肌梗死面积的比较

采用 TTC 染色检测心肌梗死面积,结果见图 1。
与对照组比较,I / R 组的心肌梗死面积明显增加(P

<0. 05);与 I / R 组比较,Urocortin-I 组的心肌梗死面

积明显减少(P<0. 05);与 Urocortin-I 组比较,Uro-
cortin-I+LY 组的心肌梗死面积明显增加(P<0. 05)。

表 1. 4 组心肌流出液中 LDH、CK-MB 含量的比较

Table 1. Comparison of LDH, CK-MB contents in myocar-
dial effluent among 4 groups

分组 n LDH(U / L) CK-MB(U / L)

对照组 6 13. 21±2. 99 3. 59±0. 68

I / R 组 6 72. 39±11. 95a 32. 45±6. 71a

Urocortin-I 组 6 32. 12±5. 68b 9. 19±1. 42b

Urocortin-I+LY 组 6 60. 19±9. 12c 24. 23±5. 61c

a 为 P<0. 05,与对照组比较; b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较; c 为 P<
0. 05,与 Urocortin-I 组比较。

图 1. 4 组心肌梗死面积的比较(TTC 染色) 　 　 a 为 P<0. 05,
与对照组比较; b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较; c 为 P<0. 05,与 Urocor-
tin-I 组比较。

Figure 1. Comparison of myocardial infarct size among 4
groups (TTC staining)

2. 3　 4 组心肌单相动作电位的比较

与对照组比较,I / R 组心室肌的 APA、APD50、
APD90 水平明显降低(P <0. 05);与 I / R 组比较,
Urocortin-I 组心室肌的 APA、APD50、APD90 水平明

显增加(P<0. 05);与 Urocortin-I 组比较,Urocortin-I
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+LY 组心室肌的 APA、APD50、APD90 水平明显降

低(P<0. 05,表 2)。

表 2. 4 组心室肌单相动作电位的比较

Table 2. Comparison of ventricular monophasic action po-
tential among 4 groups

分组 n APA(mV) APD50(ms) APD90(ms)

对照组 6 65. 12±9. 23 16. 51±2. 62 76. 21±11. 37

I / R 组 6 54. 03±8. 68a 12. 77±2. 15a 62. 56±9. 26a

Urocortin-I 组 6 61. 36±7. 82b 15. 36±2. 31b 71. 44±10. 38b

Urocortin-I+LY 组 6 57. 23±9. 71c 11. 76±2. 44c 63. 14±8. 24c

a 为 P<0. 05,与对照组比较; b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较; c 为 P<
0. 05,与 Urocortin-I 组比较。

2. 4　 4 组心肌中炎症因子含量的比较

采用 ELISA 试剂盒检测心肌中炎症因子 TNF-
α、IL-6、ICAM-1 的含量,结果见表 3。 与对照组比

较,I / R 组心肌中 TNF-α、IL-6、ICAM-1 的含量明显

增加(P<0. 05);与 I / R 组比较,Urocortin-I 组心肌中

TNF-α、IL-6、ICAM-1 的含量明显减少(P<0. 05);与
Urocortin-I 组比较,Urocortin-I+LY 组心肌中 TNF-α、
IL-6、ICAM-1 的含量明显增加(P<0. 05)。

表 3. 4 组心肌中 TNF-α、IL-6、ICAM-1含量的比较

Table 3. Comparison of TNF-α, IL-6, ICAM-1 contents in
myocardium among 4 groups

分组 n TNF-α(μg / g) IL-6(ng / g) ICAM-1(μg / g)

对照组 6 0. 78±0. 12 26. 31±5. 28 11. 38±1. 96

I / R 组 6 3. 25±0. 72a 131. 44±20. 36a 72. 31±11. 74a

Urocortin-I 组 6 1. 36±0. 23b 43. 12±8. 97b 23. 53±5. 58b

Urocortin-I+LY 组 6 2. 51±0. 48c 103. 66±21. 39c 51. 32±7. 33c

a 为 P<0. 05,与对照组比较; b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较; c 为 P<
0. 05,与 Urocortin-I 组比较。

2. 5　 4 组心肌中氧化应激产物含量的比较

采用 TBA 试剂盒检测心肌中氧化应激产物

MDA 的含量,采用 ROS 试剂盒检测心肌中氧化应

激产物 ROS 的含量,结果见表 4。 与对照组比较,I /
R 组心肌中 ROS、MDA 的含量明显增加(P<0. 05);
与 I / R 组比较,Urocortin-I 组心肌中 ROS、MDA 的含

量明显减少(P<0. 05);与 Urocortin-I 组比较,Uro-
cortin-I+LY 组心肌中 ROS、MDA 的含量明显增加

(P<0. 05)。
2. 6　 4 组心肌中 Akt / GSK-3β 通路分子含量的比较

采用 Western blot 检测心肌中 p-Akt、p-GSK-3β
的含量,结果见图 2、表 5。 与对照组比较,I / R 组心

肌中 p-Akt、p-GSK-3β 的含量明显减少(P<0. 05);
与 I / R 组比较,Urocortin-I 组心肌中 p-Akt、p-GSK-
3β 的含量明显增加(P<0. 05);与 Urocortin-I 组比

较,Urocortin-I+LY 组心肌中 p-Akt、p-GSK-3β 的含

量明显减少(P<0. 05)。

表 4. 4 组心肌中 ROS、MDA 含量的比较

Table 4. Comparison of ROS, MDA contents in myocardium
among 4 groups

分组 n ROS(MFI) MDA(μmol / mg)

对照组 6 0. 32±0. 07 2. 65±0. 52

I / R 组 6 5. 61±0. 95a 13. 28±2. 35a

Urocortin-I 组 6 1. 46±0. 25b 5. 12±0. 83b

Urocortin-I+LY 组 6 4. 82±0. 77c 11. 56±2. 14c

a 为 P<0. 05,与对照组比较; b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较; c 为 P<
0. 05,与 Urocortin-I 组比较。

图 2. 4 组心肌中 p-Akt、p-GSK-3β的蛋白条带

Figure 2. Protein bands of p-Akt, p-GSK-3β in myocardium
of 4 groups

表 5. 4 组心肌中 p-Akt、p-GSK-3β含量的比较

Table 5. Comparison of p-Akt, p-GSK-3β expression in
myocardium among 4 groups
分组 n p-Akt / 总 Akt p-GSK-3β / 总 GSK-3β

对照组 6 0. 92±0. 14 1. 04±0. 22

I / R 组 6 0. 36±0. 07a 0. 24±0. 06a

Urocortin-I 组 6 0. 86±0. 15b 0. 81±0. 14b

Urocortin-I+LY 组 6 0. 45±0. 08c 0. 40±0. 08c

a 为 P<0. 05,与对照组比较; b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较; c 为 P<
0. 05,与 Urocortin-I 组比较。

3　 讨　 论

在心肌经历 I / R 的过程中,在多种病理生理机

制的作用下心肌会出现损伤。 心肌 I / R 损伤也是目
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前临床治疗中遇到的难点,心肌梗死患者接受 PCI
治疗能够及时再通冠状动脉、恢复缺血心肌的血

流,但 I / R 损伤却会影响治疗效果及病情转归。 因

此,近年来心肌 I / R 损伤的防治成为了心血管领域

的研究热点。 本实验在离体 Langendorff 灌注系统

中建立了心肌 I / R 模型,通过心肌酶 LDH、CK-MB
含量的检测及心肌梗死面积的计算来评价心肌损

害的程度。 本研究发现,离体心肌经历 I / R 后的

LDH、CK-MB 含量及心肌梗死面积均明显增加,说
明 Langendorff 灌注系统中的 I / R 过程引起了离体

心肌 发 生 损 害。 在 此 基 础 上, 本 实 验 将 探 究

Urocortin-I 对心肌 I / R 损伤的保护作用。 Urocortin-I
的心肌保护作用以及在心力衰竭及糖尿病心肌病

的动物模型中被证实[5-6],其发挥心肌保护作用的

有效浓度是 10-8 mol / L[7],因此本实验选择 10-8

mol / L 的 Urocortin-I 在心肌 I / R 前进行预处理,通
过观察心肌损伤程度发现,Urocortin-I 预处理能够

明显减少 LDH、CK-MB 含量及心肌梗死面积,说明

Urocortin-I 对心肌 I / R 损伤具有保护作用。
心肌 I / R 损伤的过程涉及多个病理生理环节,

包括 ATP 通道开放、钾离子外流所造成的动作电位

改变,单核巨噬细胞、中性粒细胞浸润所造成的氧

化炎症反应激活。 单相动作电位是反应局部组织

综合心电向量的指标,钾离子的大量外流会使心肌

细胞的复极化加速[8-9],本实验中 I / R 心肌单相动

作电位的 APA、APD50、APD90 均明显减少,说明 I /
R 心肌的动作电位时程变短、幅度变小,进而可影响

心肌收缩力、增加心律失常发生风险。 在单核巨噬

细胞、中性粒细胞引起氧化炎症反应激活的过程

中,TNF-α、IL-6、ICAM-1 等细胞因子的大量分泌能

够介导炎症反应的级联放大,ROS 的大量生成则能

引起脂质发生氧化反应、产生氧化产物 MDA,在炎

症氧化反应的共同作用下、心肌损伤加剧[10-13];本
实验在 I / R 心肌的 TNF-α、IL-6、ICAM-1、ROS、MDA
含量均明显增加,说明 I / R 心肌的氧化炎症反应均

明显激活。 在 I / R 前用 Urocortin-I 进行预处理后,
心肌单相动作电位的 APA、APD50、APD90 均明显

增加,而心肌中 TNF-α、IL-6、ICAM-1、ROS、MDA 的

含量均明显减少,说明 Urocortin-I 能够同时改善 I /
R 心肌的单相动作电位及氧化炎症反应。

在明确了 Urocortin-I 上述的心肌保护作用后,
本实验进一步对介导该作用的可能分子机制进行

了探究。 丝苏氨酸蛋白激酶 GSK-3β 是细胞内一种

能够抑制糖原合成的激酶,新近的越来越多研究发

现 GSK-3β 对线粒体通透性转变孔、核因子 κB 等具

有调控作用[14-15]。 Akt 是 GSK-3β 的上游调控分子,
Akt 发生磷酸化后能够催化 GSK-3β 也发生磷酸化,
p-GSK-3β 失去了增加 ATP 释放、激活核因子 κB 的

作用;而当 Akt 发生去磷酸化后,GSK-3β 的磷酸化

程度下降、活性增强,进而通过对线粒体通透性转

变孔的调控能够影响 ATP 的释放、改变动作电位的

时程和幅度,通过对核因子 κB 的调控能够影响氧

化炎症反应的激活[16-17]。 在本实验中,I / R 心肌中

p-Akt、p-GSK-3β 的含量明显减少,Urocortin-I 预处

理能够增加 p-Akt、p-GSK-3β 的含量,说明心肌 I / R
能够使 Akt / GSK-3β 通路发生抑制、而 Urocortin-I 则
能使 I / R 心肌中的 Akt / GSK-3β 通路发生激活,这
也可能是 Urocortin-I 发挥心肌保护作用的机制。 为

了验证这一机制,Akt 的抑制剂 LY294002 与 Urocor-
tin-I 联合用于 I / R 预处理,在加用 LY294002 后,
Urocortin-I 减轻 I / R 心肌损伤、改善 I / R 心肌单相

动作电位及氧化炎症反应的作用被削弱,由此证实

Akt / GSK-3β 通路的激活介导了 Urocortin-I 减轻 I / R
心肌损伤的作用。

综上所述,Urocortin-I 能够减轻 I / R 心肌损伤、
改善 I / R 心肌的单相动作电位及氧化炎症反应、激
活 I / R 心肌的 Akt / GSK-3β 通路,Akt / GSK-3β 通路

的激活部分介导了 Urocortin-I 对 I / R 心肌的保护

作用。
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