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　　［摘要］　目的　研究ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ（ＵＣＮ）对缺血再灌注诱导的心肌细胞自噬的影响，探讨 ＵＣＮ 的心肌保护机制。

方法　构建大鼠在体心脏缺血再灌注损伤和离体新生大鼠心肌细胞的缺氧复氧模型，进行缺血／缺氧１ｈ再灌注／复氧２ｈ的
损伤，在缺血／缺氧前１ｈ给予ＵＣＮ预处理；在再灌注／复氧２ｈ后观察ＵＣＮ对缺血再灌注／缺氧复氧诱导的心肌损伤、细胞自

噬和自噬相关基因表达的影响。结果　ＵＣＮ预处理可以显著降低缺血再灌注损伤导致的心肌损害，使梗死面积降低，血清
肌酸激酶（ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）降低；增加缺氧复氧离体心肌细胞活力、减少培养上清的ＬＤＨ水平。与上述心肌保护作用

相伴随的是ＵＣＮ预处理还能抑制缺氧复氧导致的心肌细胞自噬，使ＬＣ３ＢⅡ／ＬＣ３ＢⅠ的比值显著降低，并且抑制自噬相关基

因Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｂｎｉｐ３的ｍＲＮＡ表达。结论　ＵＣＮ可以抑制缺血再灌注诱导的心肌细胞自噬，可能在抗缺血再灌注损伤中起重
要作用。
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　　心肌缺血再灌注损伤是临床常见的心脏损

害［１４］，如何减轻缺血再灌注对心脏的损伤一直是生

物医学研究的热点。心脏在缺血再灌注期间可产生

多种具有内源性心肌保护作用的心血管活性物质，

其中ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ（ＵＣＮ）近年来受到广泛关注［５］。研

究发现，在心肌缺血时心脏会产生内源性 ＵＣＮ，保

护心肌细胞［６７］；并且无论在缺血前或再灌注期间给

予外源性ＵＣＮ，都具有抗心肌缺血再灌注损伤的作
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用［８１１］。鉴于 ＵＣＮ显著的心肌保护作用，已有学者

将其作为一种心血管活性药物开展临床前研

究［１２１３］。然而ＵＣＮ的作用机制尚未完全阐明，它最

终能否应用于临床还有待进一步研究。

　　以往认为心肌细胞死亡主要包括坏死和凋亡，

近年研究发现，细胞自噬也是心肌细胞死亡的重要

机制［１４］。自噬是细胞内普遍存在的一种降解机制，

细胞内基础状态下的自噬可以清除细胞内损伤的细

胞器，从而对维持细胞稳态有重要意义［１５１６］。但是

过度的自噬可以导致细胞死亡，并且对坏死和凋亡

都有促进作用［１７］。研究发现心脏在缺血期间自噬是

增强的，而适度增强的自噬对心脏有保护作用，可以

在缺血期间维持细胞的能量代谢，如果阻断缺血期

间的细胞自噬反而使缺血损伤加重；但是再灌注期

间自噬又进一步增强，从而导致细胞损伤、死

亡［１８１９］。Ｍａｔｓｕｉ等［２０］发现，心肌在缺血再灌注期

间，Ｂｅｃｌｉｎ１在介导自噬体形成的过程中起了关键的

作用。此外，ＨａｍｍａｃｈｅｒＢｒａｄｙ等［２１］发现Ｂｎｉｐ３也

是介导再灌注期间自噬增强的重要途径。

　　鉴于以上研究背景，我们推测调节再灌注期间

的心肌细胞自噬，可能是 ＵＣＮ减少心肌细胞损伤、

抗缺血再灌注损伤的一种重要机制，本研究主要针

对ＵＣＮ预处理对缺血再灌注后的心肌细胞自噬及

其相关信号分子 Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 Ｂｎｉｐ３ 的影响展开

研究。　　　　

１　材料和方法

１．１　大鼠缺血再灌注损伤模型制备［２２］　本研究动

物实验经第二军医大学动物伦理委员会批准。成年

雄性ＳＤ大鼠（２５０～３００ｇ），购自第二军医大学实验

动物中心，饲养环境维持２５℃、黑暗与照明各１２ｈ
交替。随机分为ＵＣＮ干预组和对照组，每组１０只。

ＵＣＮ干预组在缺血前１ｈ静脉注射 ＵＣＮ （Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ）３０μｇ／ｋｇ预处理，对照组给予等量的溶剂

（生理盐水）。所有动物均经１％戊巴比妥钠麻醉并

气管插管，小动物呼吸机机械通气，开胸后于左心耳

和肺动脉根部下方２ｍｍ处缝扎阻断左冠状动脉前

降支（ｌｅｆｔａｎｔｅｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇａｒｔｅｒｙ，ＬＡＤ）造成左

室前壁心肌缺血１ｈ，然后开放ＬＡＤ恢复血供再灌

注２ｈ，造成心肌急性缺血再灌注损伤。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波高耸等表现，为缺血模型成功；放松结扎线

后，抬高的ＳＴ段下降１／２以上为再灌注成功。完成

后检测心肌损伤情况。

１．２　大鼠心脏缺血再灌注损伤的检测　（１）心肌梗

死面积检测：在心脏缺血再灌注后，经大鼠颈内静脉

插管，缓慢推注２％伊文思蓝（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）１ｍＬ，

待心肌蓝染后，取心肌组织，由心尖至结扎水平平均

切片（约２ｍｍ×５片），用１％２，３，５氯化三苯基四

氮唑（ＴＴＣ）于３７℃孵育１５ｍｉｎ，４％多聚甲醛固定。

苍白区为梗死区、红染区为危险区、蓝染区为非梗死

区，以梗死区／危险区的比值评价相对梗死面积大

小。（２）血清肌酸激酶（ＣＫ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）检

测：在心脏缺血再灌注后，经股动脉插管取血，４℃静

置３０ｍｉｎ后离心取血清。利用全自动生化分析仪

检测各组血清ＣＫ、ＬＤＨ。

１．３　新生大鼠心肌细胞缺氧复氧培养［２３］　取出生

３ｄ以内ＳＤ乳鼠（购自第二军医大学实验动物中心）

的心脏，用胰蛋白酶和胶原酶联合消化的方法，获得

心肌细胞。采用差速贴壁法纯化心肌细胞，并培养

于２０％ 胎 牛 血 清、０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＢｒｄＵ（Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ，抑制成纤维细胞生长）的 ＤＭＥＭ 培养液

（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）中。培养７２ｈ后更换为无血清

ＤＭＥＭ培养液培养，经 ＵＣＮ（终浓度０、０．１、１．０、

１０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）预处理１ｈ，随后在含１％Ｏ２、５％

ＣＯ２、９４％Ｎ２混合气体的三气培养箱内，采用低糖无

血清ＤＭＥＭ培养液培养２４ｈ，然后恢复正常培养条

件培养２ｈ，造成离体心肌细胞缺氧复氧损伤。完成

后检测细胞的损伤程度和相关分子 ｍＲＮＡ和蛋白

的表达。

１．４　心肌细胞缺氧复氧损伤的检测　采用 ＭＴＴ
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）法检测细胞存活率，全自动生化分析仪

检测细胞培养上清中ＬＤＨ含量。

１．５　心肌细胞自噬检测　提取心肌细胞总蛋白，应

用蛋白质印迹法检测各组心肌细胞的自噬特异性标

志蛋白ＬＣ３Ｂ（ＬＣ３Ｂ抗体购自Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ）的表

达变化，以ＬＣ３ＢⅡ／ＬＣ３ＢⅠ的比值反映心肌细胞自

噬率的变化。

１．６　基因表达的检测　使用ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）方

法提取心肌细胞总ＲＮＡ，用紫外分光光度计测定样品

中总ＲＮＡ 的浓度，根据Ｄ２６０／Ｄ２８０比值判断其纯度。

取２μｇ总ＲＮＡ，加入１μｇＯｌｉｇｏ（ｄＴ），７０℃５ｍｉｎ后

立即冰浴，并加入５×扩增缓冲液、ｄＮＴＰｓ、ＲＮＡ酶抑

制剂、反转录酶和ＤＥＰＣ处理过的蒸馏水，４２℃１ｈ，

７２℃１０ｍｉｎ合成ｃＤＮＡ。利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软

件设计大鼠βａｃｔｉｎ（ＮＭ＿０３１１４４）、Ｂｅｃｌｉｎ１（ＮＭ＿
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０５３７３９）、Ｂｎｉｐ３（ＮＭ＿０５３４２０）基因特异性引物，交由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。应用ＲＧ

３０００实时荧光定量ＰＣＲ仪，以ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ作荧光标

记染料进行ＰＣＲ扩增。应用Ｒｏｔｅｒｇｅｎｅ６．０软件绘

制标准曲线，用标准曲线法定量样本中特异ｃＤＮＡ的

相对浓度，用目的基因与βａｃｔｉｎ的相对ｃＤＮＡ浓度表

示目的基因ｍＲＮＡ的表达量。

１．７　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，两组

间比较采用ｔ检验；多组间比较采用ＡＮＯＶＡ，并通

过ＬＳＤ法进行两两比较。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＵＣＮ抑制心肌缺血再灌注损伤　通过ＳＤ大

鼠缺血再灌注损伤模型，我们发现在心肌缺血前１ｈ
静脉注射ＵＣＮ（３０μｇ／ｋｇ），能够降低心肌梗死面积

（图１），降低血清ＣＫ、ＬＤＨ水平（Ｐ＜０．０５；图２），提

示ＵＣＮ在本实验条件下具有抗心肌缺血再灌注损

伤作用。

图１　ＵＣＮ减少大鼠心肌缺血再灌注损伤梗死面积

Ｆｉｇ１　ＵＣＮｒｅｄｕｃｅｄｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅｏｆｒａｔｈｅａｒｔｃａｕｓｅｄｂｙＨ／Ｒｉｎｊｕｒｙ
ＵＣＮ：Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．ＵＣＮ （３０μｇ／ｋｇ，ｉｖ）ｗａｓｇｉｖｅｎ１ｈｂｅｆｏｒｅＩ／Ｒ．Ａ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｅｃｔｉｏｎｓ

ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｉｎｆａｒｃｔａｒｅａ（ｐａｌｅ）ａｎｄｔｈｅｒｉｓｋａｒｅａ（ｒｅｄ）；Ｂ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅｏｆｒａｔｈｅａｒｔｓ．Ｐ＜０．０５．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图２　ＵＣＮ降低心肌缺血再灌注损伤大鼠血清ＣＫ、ＬＤＨ水平

Ｆｉｇ２　ＵＣＮｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＣＫａｎｄＬＤＨｏｆｃａｒｄｉａｃＩ／Ｒｉｎｊｕｒｙｒａｔｓ

ＵＣＮ：Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；ＣＫ：Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ＬＤＨ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．ＵＣＮ （３０μｇ／ｋｇ，ｉｖ）ｗａｓ

ｇｉｖｅｎ１ｈｂｅｆｏｒｅＩ／Ｒ．Ａ：ＳｅｒｕｍＣＫｌｅｖｅｌ；Ｂ：ＳｅｒｕｍＬＤＨｌｅｖｅｌ．Ｐ＜０．０５．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

　　通过新生大鼠心肌细胞缺氧复氧模型，我们发

现在缺氧前１ｈ给予０．１～１００ｎｍｏｌ／ＬＵＣＮ预处

理，与单纯缺氧复氧损伤对照（０ｎｍｏｌ／ＬＵＣＮ）相

比，ＵＣＮ可剂量依赖地提高心肌细胞活力，减少培

养上清ＬＤＨ水平（图３）。进一步提示ＵＣＮ能够发

挥抗心肌缺血再灌注损伤作用。

２．２　ＵＣＮ抑制缺氧复氧损伤诱导的心肌细胞自

噬　在新生大鼠心肌细胞缺氧复氧模型中，通过蛋

白质印迹法检测细胞ＬＣ３ＢⅡ和ＬＣ３ＢⅠ的表达比

例，判断细胞自噬情况。我们发现缺氧复氧损伤可

以使心肌细胞的自噬作用显著增强；而在缺氧前给

予０．１～１００ｎｍｏｌ／ＬＵＣＮ预处理１ｈ，与单纯缺氧

复氧损伤相比，ＵＣＮ可降低细胞自噬水平，并呈现

出剂量依赖性（图４）。提示缺氧前给予 ＵＣＮ能够

抑制缺氧复氧损伤诱导的心肌细胞自噬。

２．３　ＵＣＮ抑制缺氧复氧损伤诱导的心肌细胞自噬

相关分子Ｂｅｃｌｉｎ１和Ｂｎｉｐ３ｍＲＮＡ表达　在新生大

鼠心肌细胞缺氧复氧模型中，通过实时荧光定量

ＰＣＲ法检测细胞Ｂｅｃｌｉｎ１和Ｂｎｉｐ３ｍＲＮＡ 表达。

我们发现在缺氧前给予０．１～１００ｎｍｏｌ／ＬＵＣＮ预
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处理１ｈ，与单纯缺氧复氧损伤对照相比，ＵＣＮ可下

调Ｂｅｃｌｉｎ１和Ｂｎｉｐ３ｍＲＮＡ表达，并呈现剂量依赖

性（图５）。提示缺血前给予 ＵＣＮ抑制缺氧复氧损

伤诱导的心肌细胞自噬其机制可能与调节细胞自噬

相关分子的表达有关。

图３　ＵＣＮ抗新生大鼠心肌细胞缺氧复氧损伤

Ｆｉｇ３　ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＵＣＮａｇａｉｎｓｔＨ／Ｒｉｎｊｕｒｙｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ

ＵＣＮ：Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ；Ｈ／Ｒ：Ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ；ＬＤＨ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．ＵＣＮ （０，０．１，１．０，１０，ａｎｄ１００ｎｍｏｌ／Ｌ）

ｗａｓｇｉｖｅｎ１ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ．Ａ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｚｅｄｂｙＭＴＴｍｅｔｈｏｄ；Ｂ：ＬＤＨｌｅｖｅｌｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．Ｐ＜０．０５．ｎ＝

５，珚ｘ±ｓ

图４　ＵＣＮ抑制缺氧复氧诱导的心肌细胞自噬

Ｆｉｇ４　ＵＣＮｉｎｈｉｂｉｔｅｄＨ／Ｒｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉｕｍａｕｔｏｐｈａｇｙ

ＵＣＮ：Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ；Ｈ／Ｒ：Ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ．ＵＣＮ （０，

０．１，１．０，１０，ａｎｄ１００ｎｍｏｌ／Ｌ）ｗａｓｇｉｖｅｎ１ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ．

ＴｈｅｅｘｔｅｎｔｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＬＣ３Ｂ

Ⅱ／ＬＣ３ＢⅠｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ．Ｐ＜０．０５．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　关于 ＵＣＮ抗缺血再灌注损伤的机制，以往研

究主要关注于抑制坏死和凋亡，而对自噬的影响鲜

有报道。自噬是细胞死亡的一种重要机制［１４］。心

脏缺血再灌注造成的营养物质匮乏、氧化应激等损

伤可以诱发细胞过度的自噬，进而导致细胞死亡，并

且自噬本身还可能对细胞的坏死和凋亡具有促进作

用［１７］。我们在本研究中主要发现，ＵＣＮ预处理可

以显著降低缺血再灌注损伤导致的心肌损害，并抑

制缺血再灌注损伤导致的心肌细胞自噬。我们的研

究阐述了 ＵＣＮ可能通过抑制自噬，进而抑制心肌

缺血再灌注损伤。然而，我们的结果仅仅提示一种

可能性，关于 ＵＣＮ抑制自噬和抗缺血再灌注损伤

的直接联系还有待进一步研究。

　　Ｍａｔｓｕｉ等［２０］研究发现心肌在缺血再灌注发生

以后，活性氧（ＲＯＳ）大量生成，进而诱导Ｂｅｃｌｉｎ１表

达增加，而Ｂｅｃｌｉｎ１在自噬体形成的过程中起了关键

的作用。我们在研究中发现，与 ＵＣＮ抑制心肌细

胞自噬现象相伴随的是，ＵＣＮ抑制心肌自噬相关基

因Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达，由此可能阻断ＲＯＳ引发的
过度自噬发生。不仅如此，我们还发现 ＵＣＮ还可

以抑制Ｂｎｉｐ３ｍＲＮＡ表达，而Ｂｎｉｐ３也是介导再灌

注期间自噬增强的重要途径［２１］。因此，我们推测，

ＵＣＮ可能通过多条途径阻断缺血再灌注诱导的心

肌细胞自噬，进而实现心肌保护作用。

　　目前认为，ＵＣＮ的心肌保护作用是通过与心肌

细胞膜的ＣＲＨＲ２结合而实现的［５］。ＣＲＨＲ２是一

种Ｇ蛋白偶联受体，ＵＣＮ与ＣＲＨＲ２结合后可以激

活受体后的ＰＩ３ＫＡｋｔ、ｐ４２／４４ＭＡＰＫ等信号通路，

发挥抗缺血再灌注损伤作用［２３２５］。ＵＣＮ对缺血再

灌注损伤的抑制作用以及对自噬相关基因Ｂｅｃｌｉｎ１
和Ｂｎｉｐ３ｍＲＮＡ的抑制作用是否也有ＰＩ３ＫＡｋｔ、

ｐ４２／４４ＭＡＰＫ等信号通路的参与还有待进一步

研究。
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图５　ＵＣＮ抑制缺氧复氧诱导的Ｂｅｃｌｉｎ１和Ｂｎｉｐ３ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ５　ＵＣＮｉｎｈｉｂｉｔｅｄＨ／ＲｉｎｄｕｃｅｄＢｅｃｌｉｎ１ａｎｄＢｎｉｐ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ

ＵＣＮ：Ｕｒｏｃｏｒｔｉｎ；Ｈ／Ｒ：Ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ．ＵＣＮ（０，０．１，１．０，１０，ａｎｄ１００ｎｍｏｌ／Ｌ）ｗａｓｇｉｖｅｎ１ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ．Ｂｅｃ

ｌｉｎ１（Ａ）ａｎｄＢｎｉｐ３（Ｂ）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｐ＜０．０５．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

　　对于自噬来说，一个非常有趣的现象是自噬对

细胞的存活和死亡具有双重作用。研究发现心脏在

缺血期间自噬是增强的，此时增强的自噬对心脏有

保护作用；再灌注期间自噬会进一步增强，但过度增

强的自噬会导致细胞损伤、死亡［１８１９］。我们在本实

验中只关注了 ＵＣＮ对再灌注诱导的自噬的影响，

而ＵＣＮ对单纯缺血诱导的自噬具有怎样的作用是

我们今后需要关注的问题。

　　我们在本研究中主要发现了 ＵＣＮ能抑制缺血

再灌注诱导的细胞自噬，并抑制自噬相关基因Ｂｅｃ

ｌｉｎ１和 Ｂｎｉｐ３ ｍＲＮＡ 的表达，上述作用可能在

ＵＣＮ抗缺血再灌注损伤中具有重要意义。然而，

ＵＣＮ抑制缺血再灌注诱导的细胞自噬具体的分子

机制还有待进一步阐明。
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