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Nur77 与 GRP78 在糖尿病大鼠心肌缺血 /再灌注损伤中的作用
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[摘　 要] 　 目的　 研究 GRP78 与 Nur77 在糖尿病大鼠心肌缺血 / 再灌注损伤中的作用。 方法　 选取健康雄性 SD
大鼠,造成糖尿病模型后,部分大鼠结扎冠状动脉前降支建立心脏缺血 / 再灌注模型。 将大鼠分为 I / R50 组(18 只,
再灌注 50 min)、I / R120 组(19 只,再灌注 120 min)、糖尿病组(13 只)、正常组(14 只)。 术前、术后 2 h 行超声心动

图。 术后 5 h 处死大鼠采集心脏标本,用差速离心法进行亚细胞器分离,通过 Western blot 检测细胞核及细胞质中

GRP-78、Nur-77 蛋白表达。 结果　 糖尿病组大鼠血糖明显升高。 超声结果显示:I / R50 组及 I / R120 组术后 LVEF、
LVFS 明显降低,LVEDd 明显增加(P<0. 05);与 I / R50 组比较,I / R120 组 LVEF、LVFS 稍降低,但差异无显著性。 与

糖尿病组比较, I / R50 组和 I / R120 组线粒体中 GRP78、Nur77 含量均明显增高(P<0. 05),细胞核中 Nur77 低表达

(P<0. 05),内质网中 GRP78 低表达(P<0. 05)。 结论　 在糖尿病大鼠缺血 / 再灌注时,GRP78、Nur77 表现出的线粒

体靶向转位,可能参与了心肌细胞凋亡并导致心肌缺血 / 再灌注损伤。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role of GRP78 and Nur77 in myocardial ischemia-reperfusion injury in dia-
betic rats. 　 　 Methods　 Healthy male SD rats were selected and some rats were ligated to the left anterior descending
coronary artery to establish a model of cardiac ischemia-reperfusion. 　 Rats were divided into I / R50 group (18 rats, reper-
fusion for 50 min), I / R120 group (19 rats, reperfusion for 120 min), diabetic group (13 rats), and normal group (14
rats) . 　 Echocardiography was performed 2 hours before and 2 days after surgery. 　 The rats were sacrificed 5 h after oper-
ation, and the heart samples were collected. 　 The subcellular organelles were separated by differential centrifugation. 　
The expression of GRP-78 and Nur-77 protein in the nucleus and cytoplasm was detected by Western blot. 　 　 Results　
The blood glucose of the diabetic group was significantly increased. 　 Ultrasonic results showed that: The LVEF and LVFS
were significantly decreased and the LVEDd was significantly increased in the I / R50 group and the I / R120 group (P<
0. 05);Compared with the I / R50 group, the LVEF and LVFS in the I / R120 group were slightly decreased, but the differ-
ence was not significant. 　 Compared with the diabetic group, the levels of GRP78 and Nur77 in the I / R50 group and I /
R120 group were significantly increased in the mitochondria (P<0. 05). 　 The Nur77 in the I / R50 group and the I / R120
group were lower in the nucleus (P<0. 05). 　 The endoplasmic reticulum I / R50 group and I / R120 group GRP78 were all
low expression (P<0. 05). 　 　 Conclusion 　 In ischemia-reperfusion of diabetic rats, GRP78 and Nur77 exhibit mito-
chondria-targeted translocation, which may be involved in cardiomyocyte apoptosis and lead to myocardial ischemia-reperfu-
sion injury.
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　 　 糖尿病是一个全球健康问题,中国作为一个糖

尿病大国,据估计从 1994 年到 2013 年,中国糖尿病

的总患病率 (确诊和未确诊) 已从 2. 5% 上升到

10. 9% [1-2]。 美国国家胆固醇教育计划报告和欧洲

的指南提出 2 型糖尿病与冠心病(CHD)互为等危

症[3-4],且冠心病是糖尿病患者出现并发症和死亡

的主要原因[5]。
据《中国心血管病报告 2017》称,中国心血管病

患病人数 2. 9 亿,同时 2 型糖尿病并发心血管病发

病率高达 17. 1% [6],其中机制之一是糖尿病人群心

肌缺血 /再灌注损伤(myocardial ischemia-reperfusion
injury,I / R)较非糖尿病人群更加严重、预后更差、死
亡率更高。 因此明确糖尿病 I / R 易感性增加的机制

从而寻找相应的抑制方法就成为亟待解决的临床

问题。
GRP78 是一种葡萄糖调节蛋白,在生理条件

下,GRP78 存在于内质网中[7]。 有研究发现,在受

到损伤应激诱导下 GRP78 可从内质网转位至线粒

体的同时还伴有 Ca2+的细胞内同路径转移,从而引

起线粒体功能障碍和程序性细胞死亡[8]。 Nur77 是

存在于细胞核中的核孤儿受体蛋白,在多种癌细胞

中观察到 Nur77 通过调节线粒体功能促进癌细胞发

生凋亡,其凋亡机制是通过亚细胞定位的改变而触

发的[9-10]。 Cheng 等[11]报道心肌细胞中 Nur77 受到

I / R 后由细胞核转位至线粒体,通过促进线粒体内

的细胞色素 C 释放,最终引起心肌细胞的凋亡。 因

此,糖尿病时细胞内糖代谢异常,而 GRP78 作为一

种葡萄糖调节蛋白,在细胞受到损伤后出现亚细胞

定位并导致细胞凋亡;而 Nur77 的亚细胞定位也参

与了细胞凋亡过程,且二者最终均通过细胞内转位

至线粒体从而激活线粒体凋亡途径。 由此本文对

在糖尿病心肌 I / R 敏感性增加的机制中,是否可能

有 GRP78-Nur77-线粒体的参与进行了研究,报道

如下。

1　 材料和方法

1. 1　 动物、主要仪器和试剂

选取正常雄性 SD 大鼠 6 ~ 8 周龄,体质量 180
~ 220 g,均购自山西医科大学动物实验室。 血糖仪

(美国强生公司),ALC-V8 型动物呼吸机、BL-410 生

物检测 系 统 ( 成 都 泰 盟 公 司 ), 七 氟 醚 挥 发 罐

(Draeger 公司, 德国), Vamos 麻醉气体 监 测 仪

(Draeger 公司,德国),小动物超声仪(GE 公司),离
心机(Thermo Forma 公司),电泳仪(上海天能科技

有限公司),凝胶成像分析仪(Bio-Rad 公司)。 线粒

体及细胞核制备试剂盒(南京凯基生物科技发展有

限公司),GAPDH 抗体、H3 抗体(Cell Signaling 公

司),VDAC 抗体、Nur77 抗体 ( Santa Cruz 公司),
GRP78 抗体(BD Biosciences,美国)细胞裂解液、蛋
白酶抑制剂、BCA 蛋白浓度测定试剂盒(均为武汉

博士德公司)。
1. 2　 糖尿病大鼠模型的建立

选取健康雄性 SD 大鼠 114 只,适应性饲养 1
周,随机选取 100 只采用化学诱导法建立糖尿病大

鼠模型,其余 14 只作为正常组。 将大鼠均禁食禁饮

12 h,糖尿病组腹腔内注射柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液

(pH=4. 0 ~ 4. 5)溶解的链脲佐菌素 55 mg / kg,连续

5 天,72 h 后剪鼠尾采血测定血糖,每周进行测定,
为期 3 周,血糖维持>16. 7 mmol / L 的大鼠判定为糖

尿病大鼠,本次实验达到血糖标准且存活 55 只。 正

常组大鼠腹腔内注射等量的缓冲溶液,同样测定血

糖,为期 3 周并记录。
1. 3　 大鼠心肌缺血 /再灌注模型的建立

SD 大鼠术前禁食 8 h,不禁饮。 大鼠称重后经

腹腔注射 10% 水合氯醛(3 mL / kg)麻醉,连接肢体

导联心电图、备皮、颈部气管切开、插管、连接 ALC-
V8 型动物呼吸机,参数:潮气量 10 mL,呼吸频率 60
次 / 分,吸呼比 1 ∶ 2,呼吸机进气口连接七氟醚挥发

罐,呼吸机出气口连接 Vamos 麻醉气体监测仪,吸
入氧流量 3 L / min。 以胸骨左侧 4-5 肋间隙开胸,暴
露心脏及左心耳,用 7 / 0 无创缝合线在左心耳下方

0. 5 ~ 1. 0 mm 处穿线,穿线后线的两头穿过硅胶管,
并用止血钳挤压小管,同时造成左前降至缺血,当
心电监护仪显示 ST 段明显抬高(≥1 / 2R 波),结扎

远端心脏变苍白,提示缺血成功[12]。 缺血 30 min
后松开小管恢复灌注,此时心电图抬高的 ST 段回

落,苍白的心脏恢复红润,提示再灌注成功。
1. 4　 实验分组

在 55 只糖尿病模型鼠中随机选取 42 只大鼠,
通过结扎冠状动脉左前降支血管建立心脏缺血 / 再
灌注模型,成功 37 只,其中 I / R50 组 18 只再灌注

50 min;I / R120 组 19 只再灌注 120 min。 糖尿病组

13 只,正常组 14 只健康大鼠;糖尿病组与正常组均

在冠状动脉左前降支下穿一根缝合线,不予结扎。
1. 5　 超声心动图心功能检测

所有大鼠均在缺血 / 再灌注术前及术后行超声

心动图检测,取小动物探头(频率 10 MHZ,深度 2. 5
cm)测量左心室舒张末期内径(LVEDd)、左心室射

血分数(LVEF)和左心室短轴收缩率(LVFS),每个
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指标取 3 个心动周期的平均值。
1. 6　 大鼠体质量及血糖的动态测定

测定各组大鼠在糖尿病造模过程中体质量及

血糖的变化,并观察大鼠的一般生活状况。
1. 7　 心肌组织亚细胞器的分离

各组按照线粒体 / 细胞核说明书,采取差速离

心的方法分离出各细胞器,并提取细胞核蛋白、细
胞质蛋白、线粒体蛋白。 选取 0. 125% 胰蛋白酶消

化离心心肌细胞,同时采用小容器玻璃匀浆器破碎

细胞,并利用相差显微镜观察未裂解细胞少于 5% 。
将上述心肌组织置于分离缓冲液(70 mmol / L 蔗糖、
190 mmol / L D-甘露醇、20 mmol / L Hepes、0. 2 mmol /
L EDTA)中摇匀,在 600 g 离心 10 min 分离核等级

分。 通过在 5 000 g 离心 15 min 分离线粒体等级分。
通过以 100 000 g 离心 60 min 分离细胞溶质等

级分[13]。
1. 8　 心肌组织 HE 染色

分别取 4 组大鼠心肌组织,依次通过固定、 脱

水、 包埋、 切片、 脱蜡, 苏木精伊红染色, 中性树脂

封片后,在光镜下观察[14]。
1. 9　 Western blot 法检测 GRP-78、Nur-77 蛋白表达

每组选取 3 只标本检测心肌组织中目标蛋白的

含量。 按照试剂盒说明提取心肌组织,并经 BCA 试

剂盒蛋白浓度测定后,经过蛋白变性、电泳、转膜,
在室温摇床摇动封闭 2 h,孵育 I 抗,4 ℃ 过夜。
TBST 冲洗 10 min×3 次,室温下摇床孵育 II 抗 1 h,
TBST 洗膜 10 min×3 次后通过 ECL 法曝光。
1. 10　 统计学分析

用 SPSS23. 0 统计分析软件进行数据统计处

理,数据以 x±s 表示,两组间比较采用 Student􀆳s t 检
验。 以 P<0. 05 表示差异有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 糖尿病组大鼠血糖较正常组明显升高

与正常组比较,糖尿病组大鼠血糖明显升高,
且糖尿病组体质量较正常组明显降低,并且随着时

间延长,体质量会进一步降低(表 1)。 正常组大鼠

饮食正常,状态正常,而糖尿病各组大鼠多饮多尿

明显,目光呆滞,毛发无光泽。 提示造模成功。

表 1. 两组大鼠血糖、体质量的比较

Table 1. Comparison of blood glucose and body weight of rats

分　 组 n 时间 体质量(g) 血糖(mmol / L)
正常组 14 DM 前 242±10 5. 5±1. 2

3d 256±12 5. 7±0. 9
1w 263±10 5. 5±1. 3
2w 280±9 5. 8±1. 2
3w 292±6 5. 6±1. 0

糖尿病组 55 DM 前 242±10a 5. 3±0. 8a

3d 230±8a 14. 4±1. 5a

1w 221±6a 15. 1±0. 9a

2w 212±7a 16. 3±1. 4a

3w 203±7a 17. 6±0. 8a

a 为 P<0. 05,与正常组比较。

2. 2　 糖尿病大鼠缺血 /再灌注损伤后心功能明显降低

与术前比较,I / R50 组、I / R120 组 LVEF、LVFS
明显降低(P<0. 05),LVEDd 明显增加(P<0. 05)。
术后与正常组、糖尿病组比较,I / R50 组、I / R120 组

LVEF、LVFS 明显降低(P<0. 05),LVEDd 明显增加

(P < 0. 05)。 与 I / R50 组比较, I / R120 组 LVEF、
LVFS 稍降低,但差异无显著性,LVEDd 差异无显著

性(P>0. 05)。 正常组、糖尿病组术前、术后比较差

异均无显著性(P>0. 05,图 1)。

图 1. 大鼠术前、术后超声 LVEDd(mm)、LVEF(%)、LVFS(%)的比较　 　 a 为 P<0. 05,与正常组和糖尿病组比较;b 为 P<0. 05,
与术前比较。

Figure 1. Preoperative and postoperative ultrasound LVEDd (mm), LVEF (%) and LVFS (%) of rats
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2. 3　 HE 染色结果

正常组与糖尿病组心肌纤维排列整齐, 基本无

水肿断裂, 间质无炎症细胞浸润。 I / R50 组及 I /
R120 组心肌纤维排列紊乱, 部分断裂, 间质高度水

肿、 有炎症细胞浸润(图 2)。
2. 4　 心肌缺血 /再灌注损伤后,糖尿病大鼠心肌细

胞线粒体中 GRP-78 表达增加

在内质网中,与正常组和糖尿病组比较,I / R50

组及 I / R 120 组 GRP78 低表达,差异有统计学意义

(P<0. 05);I / R50 组与 I / R 120 组比较,二者差异无

显著性;糖尿病组与正常组比较,GRP78 表达差异

无显著性(图 3)。 在线粒体中,与正常组和糖尿病

组比较,I / R50 组、I / R 120 组 GRP78 表达均明显增

高,差异有统计学意义(P<0. 05);与 I / R50 组比较,
I / R 120 组 GRP78 表达差异无显著性;糖尿病组与

正常组比较,GRP78 表达差异无显著性(图 4)。

图 2. 各组大鼠心肌组织病理学形态变化的比较(苏木精伊红染色,20×)
Figure 2. Comparison of pathological changes of myocardial tissue in each group of rats ( hematoxylin and eosin staining,
20×)

图 3. GRP-78 蛋白在内质网中的表达　 　 a 为 P<0. 05,与正

常组和糖尿病组比较。

Figure 3. Expression of GRP-78 protein in the cytoplasm

图 4. GRP-78 蛋白在线粒体中的表达　 　 a 为 P<0. 05,与正

常组和糖尿病组比较。

Figure 4. GRP-78 protein expression in mitochondria
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2. 5　 心肌缺血 /再灌注损伤后,糖尿病大鼠心肌细

胞线粒体中 Nur-77 表达增加

在线粒体中,与糖尿病组和正常组比较,I / R50
组、I / R120 组 Nur-77 表达明显偏高,差异具有统计

学意义(P<0. 05);与 I / R50 组比较,I / R120 组 Nur-
77 表达略偏高,不具统计学意义;正常组与糖尿病

组之间差异无显著性(图 5)。 在细胞核中,与糖尿

病组和正常组比较,I / R50 组、I / R120 组 Nur-77 表

达显著偏低,具有统计学意义(P<0. 05);与正常组

比较,糖尿病组 Nur-77 表达稍偏高但不具有统计学

意义;I / R50 组与 I / R120 组比较差异无统计学意义

(图 6)。

图 5. Nur-77 蛋白在线粒体中表达　 　 a 为 P<0. 05,与正常组

和糖尿病组比较。

Figure 5. Nur-77 protein expressed in mitochondria

图 6. Nur-77 蛋白在细胞核中表达　 　 a 为 P<0. 05,与正常组

和糖尿病组比较。

Figure 6. Nur-77 protein expressed in the nucleus

3　 讨　 论

急性心肌梗死是心肌损伤和缺血 /再灌注损伤

的结果。 再灌注治疗虽然能及时恢复缺血心肌的

血供,限制梗死面积,然而矛盾的是,血供的恢复还

可造成额外的心脏损伤和并发症,称为再灌注损

伤[15-17]。 尽管对这种损伤的病理生理学有了进一

步的认识,但其具体机制仍未明确,随之导致大多

数临床试验预防再灌注损伤的结果都令人失望[18]。
在糖尿病所有并发症中,心血管并发症是最为严重

的并发症并能导致高死亡率[19],Kannel 等[20] 进行

的 Framingham 研究发现,存在糖尿病使同年龄男性

的心血管疾病风险增至 2 倍,女性增至 3 倍。 即使

在校正了高龄、高血压、吸烟、高胆固醇血症及左心

室肥厚后,糖尿病仍是主要的、独立的心血管危险

因素。 与非糖尿病患者比较,糖尿病患者的冠状动

脉多支病变发病率显著较高,且病变血管数目更

多[21]。 此外,糖尿病人急性心肌梗死死亡率更高、
发生心肌梗死后心源性休克也更多[22]。 还有研究

发现 2 型糖尿病患者的心肌血流储备较非糖尿病人

群明显下降[23-24]。 这可能是造成糖尿病患者心肌

对缺血 /再灌注损伤易感性增加的原因之一。
当冠状动脉急性闭塞后会因缺血导致心肌细

胞损伤或死亡,在这一过程中心肌细胞因产能减

少,导致细胞内 ATP 水平下降、耗能方式从有氧型

转变为无氧型,而无氧代谢产物的堆积会导致心肌

细胞的生理和结构明显异常:包括线粒体损伤、肌
膜损伤和细胞内钙调控改变[25]。 在初期紧急恢复

血流可使心肌的结构和功能恢复正常。 然而,如果

缺血持续太久,即使缺血的心肌细胞仍然存活,但
如果恢复血供会很容易发生进一步的损伤,即缺

血 /再灌注损伤。 缺血性心肌损伤主要是由心肌细

胞坏死及细胞凋亡组成,其中细胞凋亡是一种程序

性细胞死亡,可进行干预及调控[26]。 如何明确细胞

凋亡在再灌注损伤中的机制有助于发现新的治疗

策略[27]。
经研究发现,糖尿病时 I / R 易感性增加的机制

可能与 GRP78、Nur77 的细胞内定位改变有关。 在

正常情况下,GRP78 主要存在于内质网中,而 Nur77
作为核受体,主要存在于细胞核中。 当细胞接受到

损伤刺激后,GRP78 从内质网转位至线粒体[28],
Nur77 从细胞核也转位至线粒体,均可导致细胞凋

亡。 细胞凋亡包括线粒体途径、死亡受体途径和内

质网途径[29]。 GRP78 涉及线粒体能量平衡的监管,
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同时 GRP78 在内质网应激下定位到线粒体同时伴

有 Ca2+从内质网转移到线粒体,引起线粒体功能障

碍和程序性细胞死亡。 所以,猜测 GRP78 可能是

Nur77 导致细胞凋亡的重要下游分子。 因此 Nur77
在细胞受到刺激时由细胞核向线粒体转位是触发

线粒体凋亡的必要步骤。 当细胞受到凋亡相关的

刺激时,细胞核内的 Nur77 经过适当修饰(可能是

磷酸化或去磷酸化)后进入胞质,进而与线粒体表

面的 Bcl-2 结合而铆定在线粒体上,发挥致凋亡

作用[30]。
本实验成功建立糖尿病大鼠缺血 /再灌注模

型。 本实验发现, 在线粒体中, 缺血 /再灌注组

GRP78 与 Nur77 均表达增高,而正常组与糖尿病组

低表达;在细胞核中,正常组与糖尿病组 Nur77 高表

达,缺血 /再灌注组低表达;在细胞质中,正常组与

糖尿病组 GRP78 高表达,缺血 /再灌注组低表达。
这首先验证了在正常情况下 Nur77 定位于细胞核,
GRP78 定位于内质网,同时验证了在缺血 /再灌注

损伤情况下,GRP78 与 Nur77 均转位于线粒体中,
均发生了线粒体的靶向转位。 故推测,当凋亡信号

触发后,上述两种蛋白同时定位于线粒体,启动

Caspase 级联反应并最终导致细胞凋亡。 这提示在

缺血 /再灌注损伤后,阻断 GRP78 与 Nur77 的线粒

体转位可随之阻止其触发的线粒体凋亡途径,进而

减少缺血 /再灌注损伤。
但临床研究发现,在男性糖尿病患者中,既往

有心肌梗死是冠心病死亡的一个更强的危险因素,
而在女性糖尿病患者中,相较既往是否有心肌梗死

而言,糖尿病本身则是一个更强的危险因素[31]。 与

男性糖尿病患者比较,女性糖尿病患者的冠心病风

险更高[32-33]。 但本实验中未加入性别差异,全部采

用雄性 SD 大鼠造模,因此得出的结论可能无法全

面代表糖尿病中 I / R 的可能机制。
在心血管介入治疗过程中,缺血 /再灌注损伤

一直是治疗研究方向,如果能够切实减少心肌细胞

凋亡的数量,对于病人的预后是大有进益的。 所以

进一步研究 GRP78 与 Nur77 的作用途径,探索能够

阻断及减少 GRP78 与 Nur77 亚细胞位移的药物,对
减少心肌细胞凋亡、降低患者的死亡率具有十分重

要的临床意义。
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