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缺血再灌注损伤诱导心肌细胞自噬相关基因过表达
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　　［摘要］　目的　探讨缺血再灌注（ＩＲ）损伤对心肌细胞自噬相关基因（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ，Ａｔｇ）表达的影响。方
法　成年雄性ＳＤ大鼠随机分为２组：对照组（假手术组），于左前降支（ｌｅｆｔａｎｔｅｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ，ＬＡＤ）下方穿过５０丝线，不结
扎；缺血再灌注损伤组：结扎ＬＡＤ，４５ｍｉｎ后松结扎线再灌注１２０ｍｉｎ。利用ＲＴＰＣＲ方法，检测各组心肌Ｂｅｃｌｉｎ１和 Ａｔｇ５

ｍＲＮＡ表达；应用蛋白质印迹分析法检测心肌ＬＣ３蛋白表达变化。结果　缺血再灌注损伤后心肌Ｂｅｃｌｉｎ１和 Ａｔｇ５ｍＲＮＡ
表达较对照组升高，分别达到对照组的２．４５和１．６倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＬＣ３Ⅱ蛋白表达增加，ＩＲ后ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ比值较对照组升高（１．４ｖｓ０．２，Ｐ＜０．０１）。结论　缺血再灌注损伤可以诱导心肌细胞 Ａｔｇ家族表达增加，促进自噬
的发生，导致心肌损害。

　　［关键词］　心肌再灌注损伤；心肌细胞；自噬
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　　临床上应用的溶栓、介入以及搭桥手术能够有
效治疗心肌梗死，但在血管化治疗后引起的缺血再
灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤严重影响患者
的预后［１］。以往的研究大多集中在心肌ＩＲ后的细
胞凋亡。有研究发现，抑制细胞凋亡的发生后，细胞
还会通过自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ，即Ⅱ型程序性细胞死亡）
而死亡，并且凋亡的发生可能还需要自噬的参与［２］。

自噬能够被各种损伤及氧化应激等诱发，广泛参与
心血管系统的各种生理和病理过程，如心肌肥厚、心
力衰竭、扩张型心肌病及ＩＲ等［３４］，但是其在心肌ＩＲ
中的作用还存在争论。

　　自噬小体的发生、发展过程中受到多种自噬相
关基因（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ，Ａｔｇ）的调控，以往
对于ＩＲ心肌细胞自噬相关基因的研究大多在离体
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心肌细胞水平进行研究［５６］。本研究采用在体心肌
细胞ＩＲ模型，通过比较ＩＲ后自噬相关基因的变化，
研究ＩＲ对心肌细胞自噬的影响，以期明确ＩＲ对自
噬的调控，为临床的心肌保护提供新的思路和理论
依据。

１　材料和方法

１．１　动物　成年健康雄性ＳＤ大鼠２０只，体质量为

２５０～３００ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供［实
验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３，使用许
可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３］。

１．２　试剂及仪器 　ＲＮＡ提取ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、二步
法ＲＴＰＣＲ试剂盒均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司，ＬＣ３抗体购自Ｓｉｇｍａ公司，ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００
定量ＰＣＲ仪购自ＣｏｒｂｅｔｔＲｅｓｅａｒｃｈ公司，蛋白电泳
仪购自ＢｉｏＲａｄ公司，ＡＬＣＶ８Ｓ型小动物呼吸机购
自上海奥尔科特生物科技有限公司。

１．３　引物扩增　扩增引物由上海生工生物工程技
术服务有限公司合成。Ｂｅｃｌｉｎ１（ＮＭ＿００１０３４１１７．
１）：５′ＧＧＣ ＡＧＴ ＧＧＣ ＴＣＣ ＴＡＴ Ｔ３′，５′ＧＧＣ
ＧＴＧＣＴＧＴＧＣＴＣＴＧＡＡ ＡＡ３′。Ａｔｇ５ （ＮＭ＿

００１０１４２５０．１）：５′ＡＧＴ ＧＧＡ ＧＧＣ ＡＡＣ ＡＧＡ
ＡＣＣ３′，５′ＧＡＣＡＣＧＡＡＣＴＧＧＣＡＣＡＴＴ３′。β
ａｃｔｉｎ（ＮＭ ＿０３１１４４）：５′ＡＴＧ ＧＴＧ ＧＧＴ ＡＴＧ
ＧＧＴＣＡＧ ＡＡＧ Ｇ３′，５′ＴＧＧ ＣＴＧ ＧＧＧ ＴＧＴ
ＴＧＡＡＧＧＴＣ３′。

１．４　心肌ＩＲ模型的制备　大鼠称质量后以１０％水
合氯醛腹腔注射麻醉（３５０ｍｇ／ｋｇ）。切开气管，插管
接人工呼吸机作机械通气，潮气量５～６ｍｌ，频率７０
次／分。银针电极插于四肢皮下并固定，接奥尔科特

ＭＳ４ＯＯＯＵ生物信号定量记录分析系统记录标准肢
体Ⅱ导联心电图。在胸骨左侧第３～４肋间开胸，暴
露心脏，在左心耳及肺动脉圆锥间找到左前降支
（ｌｅｆｔａｎｔｅｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ，ＬＡＤ），在距其起始部２
ｍｍ处用５０带线缝合针穿过。于心肌上置一垫片，
用单活结结扎ＬＡＤ，观察４５ｍｉｎ后松线再灌注，逐
层关胸，再灌注１２０ｍｉｎ。制模成功标准：结扎ＬＡＤ
后心电图Ⅱ导联ＳＴ段出现弓背向上抬高，Ｔ波高耸
等为缺血成功；放松结扎线后，抬高的ＳＴ段下降１／

２以上为再灌注成功。

１．５　动物分组 　动物适应性喂养１周后随机分为

２组（ｎ＝１０）。对照组（假手术组）：仅穿线不结扎；

ＩＲ组：阻断ＬＡＤ４５ｍｉｎ，再灌注１２０ｍｉｎ。

１．６　标本采集　实验结束后，断头法处死实验大
鼠，开胸摘取心脏，剪去心房及右心室，留取左室前

壁心肌，切成约１００ｍｇ的小块包于锡纸并立即放入
液氮中保存。

１．７　ＲＴＰＣＲ法测定大鼠心肌Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５ｍＲＮＡ
表达水平　ＴＲＩｚｏｌ法抽取总ＲＮＡ，依据ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书行ＲＴＰＣＲ。

１．８　蛋白质印迹法检测大鼠心肌ＬＣ３蛋白表达水
平　取大鼠左室前壁心肌组织，加入蛋白裂解液、

ＰＭＳＦ、亮肽素，匀浆后，冰上静置３０ｍｉｎ，１２０００×ｇ
离心１０ｍｉｎ，取上清。ＢＣＡ法测总蛋白浓度后加入
上样缓冲液和ＤＴＴ，１００℃蛋白变性１０ｍｉｎ。各取

５０μｌ样品，电泳、转膜及封闭后，一抗４℃孵育过夜，
漂洗后二抗（抗兔）摇床孵育１ｈ，漂洗后荧光成像、
拍照、分析。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计
分析，数据均以珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立样
本ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　模型制备结果　结扎大鼠ＬＡＤ，导致大鼠心电
图ＳＴ段明显抬高（图１Ｂ），说明建立ＩＲ模型成功。

图１　大鼠左前降支结扎前后心电图变化
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ＥＣＧ：Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈ．Ａ：ＢｅｆｏｒｅＬＡＤｌｉｇａｔｉｏｎ；Ｂ：ＡｆｔｅｒＬＡＤ

ｌｉｇａｔｉｏｎ．ＴｈｅＳＴｓｅｇｍｅｎｔｗａｓｅｎｈａｎｃｅｄａｆｔｅｒＬＡＤｌｉｇａｔｉｏｎ（ａｒｒｏｗ）

２．２　ＩＲ对Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达的影响　结果显示，

ＩＲ上调心肌细胞Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达水平，是对照
组的２．４５倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＩＲ对 Ａｔｇ５ｍＲＮＡ表达的影响　结果显示，

ＩＲ上调Ａｔｇ５ｍＲＮＡ的表达，为对照组的１．６倍，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．４　ＩＲ对ＬＣ３蛋白表达的影响　正常大鼠心肌

ＬＣ３蛋白以Ⅰ型为主，Ⅱ型含量极少；ＩＲ后ＬＣ３Ⅱ
增加，ＬＣ３Ⅰ减少。因此，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的比值由
对照组的０．２±０．０３升高到ＩＲ组的１．４±０．３６，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２）。
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图２　ＩＲ后大鼠心肌ＬＣ３蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒＩＲ
Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　长久以来，凋亡被认为是ＩＲ的主要病理表现。
随着研究的深入，自噬作为新的程序性细胞死亡的
方式，在心肌ＩＲ中的作用越来越得到重视［７］。自噬
分为３种类型：微自噬（ｍｉｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ）、巨自噬
（ｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ）和分子伴侣介导的自噬（ｃｈａｐｅｒ
ｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ，ＣＭＡ），巨自噬即通常所指
的自噬［８］。自噬的发生首先是在胞质内形成分隔
膜，包绕在受损的细胞器周围形成自噬体，自噬体与
溶酶体融合形成自噬溶酶体并降解其包绕的成分，
其中自噬体的形成是自噬发生的中心环节［９］。

　　自噬的发生受到多种自噬相关基因的调控，如

Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５和 Ａｔｇ８（ＬＣ３是酵母菌自噬基因

Ａｔｇ８在哺乳动物中的同源物）等［１０１１］。其中Ｂｅｃｌｉｎ
１能与分隔膜结合，募集Ａｔｇ家族蛋白Ａｔｇ１２Ａｔｇ５
Ａｔｇ１６复合物，形成前自噬泡，并进一步募集ＬＣ３Ⅱ
结合到分隔膜，促进自噬体外膜的延展扩张，同时

Ａｔｇ１２Ａｔｇ５Ａｔｇ１６复合物脱落，形成成熟的自噬
体［１２］。ＬＣ３具有２种亚型，自噬激活时ＬＣ３Ⅰ型迅
速转化为Ⅱ型，定位于前自噬体和自噬体，在其他

Ａｔｇ脱落后，成为自噬体形成的标志性分子［６，１０］。
一旦自噬体与溶酶体融合，自噬体内的ＬＣ３Ⅱ即被
溶酶体中的水解酶降解。胞质可溶性ＬＣ３Ⅰ和膜
结合型ＬＣ３Ⅱ的比例在不同组织和细胞类型中变
化很大［１２１３］，因此，大部分研究将ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的
比值作为定量比较自噬率的方法。

　　Ｂｅｃｌｉｎ１、Ａｔｇ５以及ＬＣ３在自噬小体的形成过
程中均发挥着不可或缺的重要作用，它们表达水平
的上调可以促进自噬的发生，一旦自噬过度发生则
导致细胞的死亡。以往的研究多采用体外培养乳鼠
心肌细胞给予低糖和复糖培养，模拟体外ＩＲ或体外
给予药物干预离体心肌细胞，进而研究心肌细胞自
噬的变化［５６，１４］。本研究证实，在体ＩＲ亦可导致Ｂｅ
ｃｌｉｎ１升高，进而诱导心肌细胞损伤，与 Ｍａｔｓｕｉ等［５］

的结果一致。但与其不同的是，本研究发现ＩＲ不仅
导致Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达升高，还促进其后续环节

中的 Ａｔｇ５以及ＬＣ３Ⅱ的表达上调，进一步促进自
噬的发生，提示ＩＲ可以从多个环节诱导自噬的发
生，导致ＩＲ后的心肌损伤。

　　总之，适度的自噬是细胞完成自身代谢和细胞
器更新的重要方式，对维持机体内环境稳定以及调
控细胞损伤和老化具有重要意义；而非生理性的、过
度的自噬则会导致细胞过多死亡，从而引起组织器
官产生病理性变化［１３］。如果能够早期、有效地抑制

ＩＲ后细胞自噬的发生，将能够更好地减轻心肌再血
管化治疗中的再灌注性损伤，改善患者预后。
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