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摘要 目的  探讨 2∏ 2末端激酶 2∏ 2 在缺血再灌注心肌细胞损伤中的作用 及

紫草酸镁 对缺血再灌注心脏具有保护作用的机制 ∀方法  复制大鼠 心肌缺血Π再灌注损伤模型 用原

位杂交技术检测心肌细胞   的表达 并观察紫草酸镁 对 表达的影响 ∀结果  图像分析显示 心肌

缺血  Π再灌注  时 表达明显高于非灌注组和对照组 ∀1 和  Λ#
紫草酸镁 可以抑制缺

血再灌注时   的表达 ∀结论  紫草酸镁 可通过抑制 的表达以降低 的功能 从而减少心肌细

胞凋亡的发生 对缺血再灌注心脏产生保护作用 ∀
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  2∏ 2末端激酶2∏ 2 

是参与凋亡信号传导的一类重要蛋白激酶≈ ∀

分 和  种亚型 ∀和 广

泛存在于各种组织 而 主要存在于脑组织 在

心脏和睾丸组织中也有少量表达≈ ∀ ∏等≈

发现 阻断 通路可部分抑制缺血再灌注损伤

诱导的心肌细胞凋亡的发生 而关于 在缺血Π

再灌注引发的心肌细胞凋亡过程中的作用目前尚无
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报道 ∀紫草酸镁  ∏ ×

是从丹参Σαλϖια µιλτιορρηιζα中提取的一种有效成分

结构如图 所示 可以抑制缺血再灌注损伤后

心肌细胞凋亡的发生≈
但其作用机制尚不清楚 ∀

研究证明 ×有清除羟自由基的功能≈ ∀氧应激

可通过激活 诱导凋亡 并介导心肌缺血Π再灌

注损伤≈ ∀据此 本文探讨 在缺血再灌注心

肌细胞凋亡中的作用 及 ×能否通过抑制 

以减少凋亡的发生 ∀

ƒ∏  ≥∏∏ ∏

材料和方法

ΜΤΒ的提取和纯化  用色谱法≈从丹参中提

取 ×经高效液相色谱法测定纯度大于   ∀

心肌缺血Π再灌注损伤模型的复制  据文献≈

所述 选用  ∗  ⎯ ≥∏2⁄≥⁄大鼠 

戊巴比妥钠 #
和肝素 ∏#

 ∀

待动物麻醉后 取出心脏 将心脏以其主动脉断端

悬挂于 装置上 并灌注 2

缓冲液#Β≤ ≤  葡萄糖  

≤ 1 硫酸镁 1 ° 1  ≤≤ 1 

2缓冲液内通入    和   ≤ 温

度维持在 ε ∀ 后 加入含或不含 ×的

新鲜配置的 2缓冲液 行心脏灌流

 ∀然后停止灌流 温度仍保持在 ε 

使整个心脏处于相当于整体条件下的缺血状态 最

后再灌注一定时间 ∀

心肌缺血Π再灌注损伤诱导 的表达实验共

分为 组 非灌注组仅用灌注液冲洗心脏 缺血组

缺血   缺血再灌注  组缺血  

再灌注   缺血再灌注   组缺血

 再灌注   缺血再灌注  组缺

血  再灌注   ∀

×对表达的抑制作用共分 组 非灌注

组仅用灌注液冲洗心脏 对照组与以下各组同步

进行 连续灌注   缺血再灌注组 缺血

 再灌注   1 Λ#


×组缺

血    再灌注  灌注液内含 1

Λ#


× 1 Λ#
×组缺血  

再灌注  灌注液内含 1 Λ#
× 

 Λ#


×组缺血  再灌注  灌

注液内含 Λ#


×和  Λ#
×组

缺血    再灌注  灌注液内含

 Λ#


× ∀每组用  ∗ 只大鼠 取每只

大鼠心室的 ∗ 张切片用于原位杂交检测 ∀

原位杂交  根据文献≈报道 选用含 个碱基

的脱氧寡核苷酸探针 公司合成 以德国

公司的寡核苷酸 χ2末端地高辛

加尾试剂盒⁄ ∏×≤

进行标记 探针的标记效率为大于   ∀

将心脏于心室处横切成  厚的薄片 以  多聚

甲醛固定 行冰冻切片切片厚度为  Λ ∀切片

经酸水解 !蛋白酶 消化后 于 ε 进行预杂交  

预杂交液   去离子甲酰胺  ≅ ≥≥≤   ≅

⁄. 溶液 1 #
变性鲑精 ⁄ 1

#酵母  1 #
°   硫酸葡聚

糖 ∀然后滴加杂交液预杂交液以 Β稀释标记

探针 即为杂交液 于  ε 杂交过夜 ∀再分别以 

≅ ≥≥≤室温   ≅   ≅ ≥≥≤室温   ≅ 

和 1 ≅ ≥≥≤室温   ≅ 洗涤后用于显色 ∀用

公司的地高辛检测试剂盒 以

≤°Π×显色液于  ε 显色  ∗  ∀为确保杂交

信号的特异性 分别设探针阴性对照杂交液内不含

标记探针 !抗体阴性对照显色时不加抗地高辛抗

体 ! 酶消化对照在预杂交前将一部分切片以

 #
 酶于  ε 消化   !未标记探针竞

争性对照在杂交液内加入 倍于标记探针的未标

记探针和阳性对照根据文献≈报道 以脑组织冰

冻切片作阳性对照 ∀

结果分析  对于每次实验的染色切片 用记号

笔沿左心室周围均匀标记 个点 沿右心室周围标

记  个点 ∀ ±• 型图像分析系统 

≤分析每个点下视野内心肌细胞的显色情

况 ∀选择合适的分析标准 包括阳性信号的色调 !饱

和度和强度范围 以排除背景的影响 ∀在相同分析

标准下 测定每个视野阳性信号面积占总视野面积

的百分比 即为每个视野的信号强度 ∀每张切片

左 !右心室共 个视野 可得到 个数据 取其平

均值 即为每张切片的信号强度 ∀每次实验均设有

非灌注组 计算其他各组信号强度相对于非灌注组

信号强度的百分数 对所得数据以单因素 ∂ 

## 药学学报 °∏≥    



和 ≥进行统计学处理 以 Π 1作为差异有显

著性的标准 ∀

结果

1  缺血Π再灌注心肌细胞 ϑΝΚ3 µ ΡΝΑ的表达

经原位杂交显色后   为分布于心肌

细胞胞浆的紫蓝色颗粒 且在心肌细胞横纹处分布

较密集 ∀不同心肌细胞的染色强度不一致 ∀阳性对

照采用大鼠脑海马组织冠状切面所得切片 

 在海马 ≤区和 ≤区的锥体细胞以及齿状

回的颗粒细胞均有表达 与文献≈报道相符合 ∀心

肌组织切片在预杂交前经  酶消化后 杂交信号

消失图  ∀在杂交液内加入过量的未标记 

探针后 杂交信号明显减弱 ∀探针阴性对照和抗体

阴性对照的杂交信号消失 ∀从而证明原位杂交实验

的特异性 ∀图像分析结果表明 非灌注组心肌细胞

有少量   表达 ∀心脏缺血Π再灌注  

时 心肌细胞胞浆内    表达明显增加 与

非灌注组和对照组相比有显著性差异 Π 1 ∀

单纯缺血组 !缺血Π再灌注  组和缺血Π再灌注

 组   的表达与非灌注组相比 均无

显著性差异 Π 1表  ∀

 ∏  ∏ ∏√°  ≤  ≤ ∏

∏  ∞≥∏ 2∏  ∏ 

≥Π ∞ 2 2∏ ≥Π ∞  × ∏ ∏ Λ#
 ×    

∏× √  ≥ ≥Π ∞ ∏∏≥Π
 ∞  ×ƒ √

ƒ∏  Ιν σιτυ   ⁄22∏ 2   ∏ 

∏ ≥ 2⁄    ∏  ∏

≤°Π× ∏ ∏  ∏  ×       2
  ≅   ƒ  ≅ 

##杨丽敏等 紫草酸镁 抑制缺血Π再灌注心肌细胞 2∏ 2末端激酶   的表达



Ταβλε 1  Σεµι2θυαντιτατιϖε αναλψσισ οφ ιν σιτυ

ηψβριδιζατιον σιγναλσ οφ ϑΝΚ3 µ ΡΝΑ ιν ισχηεµιχΠ
ρεπερφυσεδ ρατ ηεαρτ

∏ ≥Π   ν

≤  ?  

≥  ?  3 

≥Π ∞   ?  3 

≥Π ∞   ? ϖ 

≥Π ∞   ?  3 

≤   2∏  ≥      ∞

∏ ∏        

√ξ ? σϖ Π 1 ϖσ 
3 Π 1 ϖσ≥Π ∞ 

2  不同浓度 ΜΤΒ对心肌细胞 ϑΝΚ3 µ ΡΝΑ表达的

抑制作用

如表 所示 心脏缺血Π再灌注  时 心肌

细胞    表达明显增加 与对照组相比 具

差异显著性 Π  1 ∀加入 1 Λ#
×

后 对缺血Π再灌注  心肌细胞 的表达无

明显影响 ∀而加入 1 和  Λ#


×后 缺

血Π再灌注  心肌细胞的表达均受到明显

抑制 与不加 ×的单纯缺血Π再灌注  组相

比 具显著性差异 Π 1 与对照组相比无显著

性差异 Π 1 ∀从而说明 一定浓度的 ×可

以抑制缺血Π再灌注损伤诱导的心肌细胞 

 的表达 ∀

Ταβλε 2  Σεµι2θυαντιτατιϖε αναλψσισ οφ ιν σιτυ

ηψβριδιζατιον σιγναλσ οφ ϑΝΚ3 µ ΡΝΑ ιν ΜΤΒ τρεατεδ

ισχηεµιχΠρεπερφυσεδ ηεαρτ

∏ ≥Π   ν

≤  ?  

≥Π ∞  ?  3 

≥Π ∞ ×   ?  3 

≥Π ∞ ×   ? ϖ 

≥Π ∞ ×   ? ϖ 

≥Π ∞ ×   ? ϖ 
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∏     × ∏ ∏ 1 

1   Λ#
× √ξ ? σ3 Π  1 ϖσ

 
ϖ Π 1 ϖσ≥Π ∞

讨论

用本文的心肌缺血Π再灌注模型复制方法 离体

大鼠心脏在连续灌注下可持续平稳跳动  以

上 缺血Π再灌注后心肌受损的表现为心率减慢 !心

率失常和心室纤维颤动≈ ∀心肌受损的机制是什

么 近年来 人们已经认识到凋亡在心血管系统疾

病过程中的重要作用≈ ∀凋亡是大鼠和兔心肌缺血

Π再灌注损伤模型中心肌细胞数量减少的重要原因

之一≈  ∀本实验室也通过检测 ×∞阳性细胞和

° °裂解程度两种方法 在离体大鼠缺血Π再灌注

模型中验证了这一点≈ ∀由于凋亡是由基因控制的

程序性过程 通过药物对凋亡的信号传导通路进行

调节 就可能达到治疗疾病的目的≈ ∀已发现 药

物可以抑制心肌缺血Π再灌注损伤动物模型中心肌

细胞的凋亡≈
丹参的提取成分 ×具有这种作

用≈ ∀

是位于凋亡信号传导通路上游的一个重要

的蛋白激酶≈
参与心肌缺血再灌注损伤≈ ∀本

文的前期实验发现 1 和  #
×均可抑

制缺血Π再灌注心肌细胞内 对核转录因子2∏

的磷酸化作用 ×对 酶活性的抑制作用具有

浓度依赖性 且这种抑制作用与心肌细胞凋亡数目

呈负相关 由此认为 ×通过影响 的功能来阻

断凋亡的信号传导通路 ∀由于 分为  

和 种亚型 虽然它们都可以将 2∏磷酸化 

但不同亚型 的激活具有细胞特异性 且不同类

型的刺激可激活不同类型的
≈ ∀例如电刺激心

肌细胞可以激活  和   但不能激活


≈

而心肌缺血再灌注损伤可以激活 而

不是 
≈ ∀本研究发现 心肌缺血再灌注损伤

也可以诱导心肌细胞内   表达增加 1 

和  Λ#
×均可以对此产生抑制作用 ∀

结合前期实验 得出结论 可能参与缺血再灌

注损伤诱导的心肌细胞凋亡过程 ∀ ×可能通过

抑制 的表达来降低 的功能 从而减少心

肌细胞凋亡 对缺血再灌注心脏产生保护作用 ∀
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2∏ 2∏ 2
  2√   ≈ 

Βιοχηεµ ϑ 338° 2 

≈ ≥≥  2  ≤

 2∏ 2  √  

∏    √∏ 

≈  ϑ Μολ Χελλ Χαρδιολ 32    

##杨丽敏等 紫草酸镁 抑制缺血Π再灌注心肌细胞 2∏ 2末端激酶   的表达




