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[摘要] 目的　探讨组织激肽释放酶 1（KLK1）对心脏缺血/再灌注损伤大鼠线粒体功能的影响及其机制。 

方法　通过 KLK1 重组腺病毒感染实现大鼠心脏 KLK1 过表达，然后采用冠状动脉左前降支结扎和再灌注的方法建

立大鼠心脏缺血/再灌注损伤模型，检测梗死区面积和心脏缺血危险区细胞凋亡情况；分离大鼠心脏缺血危险区心肌

组织线粒体，检测线粒体功能（线粒体过氧化物生成量、线粒体膜电位、线粒体 ATP 生成量）。分离新生大鼠心肌

细胞，通过 KLK1 重组腺病毒感染实现 KLK1 过表达，然后建立心肌细胞缺氧/复氧损伤模型，对心肌细胞缺氧/复氧

损伤模型应用缓激肽 1 型受体（B1R）阻断剂 R715 或缓激肽 2 型受体（B2R）阻断剂 HOE140 处理，利用 MTT 法

检测细胞活力，并观察线粒体功能的变化。结果　在大鼠心脏缺血/再灌注损伤模型中，KLK1 过表达能减轻心肌缺 
血/再灌注损伤，使心肌梗死区面积减小、缺血危险区细胞凋亡减少（P 均＜0.01）；改善心脏缺血/再灌注损伤后线

粒体功能障碍，降低过氧化物生成量、增加线粒体膜电位和线粒体 ATP 生成量（P 均＜0.01）。在离体大鼠心肌细胞

缺氧/复氧模型中，KLK1 过表达能减轻心肌细胞损伤（P＜0.05）、改善线粒体功能障碍（P＜0.05，P＜0.01），并且

其作用可被 B2R 阻断剂 HOE140 抑制。结论　KLK1 能改善心脏缺血/再灌注损伤后线粒体功能障碍，这可能是其具

有心脏保护作用的重要机制。
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[Abstract] Objective To explore the effect of tissue kallikrein 1 (KLK1) on mitochondrial function after cardiac 
ischemia/reperfusion (I/R) injury and its mechanism. Methods After KLK1 overexpression by KLK1 recombinant 
adenovirus infection, the cardiac I/R rat model was established by ligation of left anterior descending coronary artery and 
reperfusion. The cardiac infarction area and the apoptosis of cardiomyocytes were detected. The mitochondria were isolated 
from injured myocardial tissues, and mitochondrial functions (mitochondrial superoxide production, membrane potential and 
ATP production) determined. The neonatal rat cardiomyocytes were isolated and infected with KLK1 recombinant adenovirus 
to achieve KLK1 overexpression, and then hypoxia/reoxygenation (H/R) cell model was established. The H/R cells were 
treated with the media containing bradykinin receptor type 1 (B1R) antagonist R715 or bradykinin receptor type 2 (B2R) 
antagonist HOE140. The cell viability was determined with MTT assay, and the mitochondrial functions were observed. 
Results In I/R rats, KLK1 overexpression could alleviate the cardiac injury, and decrease infarction area and cell apoptosis (all 
P＜0.01) in cardiac ischemic risk area; moreover, KLK1 overexpression could improve mitochondrial dysfunction, decrease 
mitochondrial peroxide production, and increase mitochondrial membrane potential and ATP production (all P＜0.01). In 
vitro cardiomyocyte model, KLK1 overexpression could also attenuate cardiomyocyte injury (P＜0.01) and mitochondrial 
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dysfunction (P＜0.05, P＜0.01), which could be inhibited by B2R antagonist HOE140. Conclusion KLK1 mitigates 
mitochondrial dysfunction after cardiac I/R injury, which may be an important mechanism of its cardioprotective effect. 
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缺血性心脏病是临床最常见的疾病之一。心

脏缺血/再灌注（ischemia/reperfusion，I/R）损伤会

导致心肌细胞死亡、心脏泵血功能下降，最终发展

为心力衰竭[1]。目前认为，心脏 I/R 过程中能生成

大量活性氧（reactive oxygen species，ROS），进

而激活氧化应激，加重心脏损伤[2]。心肌细胞内存

在大量线粒体，线粒体不仅发挥能量供应作用，其

电子传递系统也是 ROS 的主要来源[3]。当心脏 I/R 
损伤时，线粒体产生的过氧化物导致线粒体应激，

破坏线粒体的结构和功能，使线粒体通透性增加、

ATP 供应减少并释放凋亡相关蛋白，促进心肌细胞

功能异常和凋亡[4-6]。

在众多心血管活性物质中，组织激肽释放酶

（kallikrein，KLK）的作用日益受到关注。KLK 
是广泛存在于细胞中的一种蛋白酶，其经典作用是

分解激肽原生成激肽类物质，后者通过与其受体

结合在组织局部发挥广泛的生物学作用[7]。KLK 包
括 15 个亚型（KLK1～15），不同亚型 KLK 在结

构和功能上非常相似[8]。目前对心血管系统中 KLK 
的研究主要集中在 KLK1，研究发现 KLK1 具有抗

心脏 I/R 损伤作用，其机制与抗心肌细胞凋亡、促

进心脏血管生成、抑制心肌细胞肥大和纤维化等有

关[9-14]。但关于 KLK1 抗心脏 I/R 损伤的作用是否

与其调节心肌细胞线粒体功能有关尚未见报道。本

研究旨在探讨心脏 I/R 损伤中 KLK1 对线粒体功能

的影响及相关分子机制。

1　材料和方法

1.1　实验动物　成年雄性  SD 大鼠（8 周龄，

250～300 g）和新生 SD 大鼠（出生 1～2 d）均购

自海军军医大学（第二军医大学）实验动物中心 
[动物生产许可证号：SCXK（沪）2017-0002]。本

研究中动物实验经海军军医大学（第二军医大学）

动物伦理委员会批准。

1.2　大鼠心脏 KLK1 基因重组腺病毒感染效果 
鉴定　参照文献[15]的方法进行 KLK1 基因重组腺

病毒的构建、扩增、纯化、鉴定。将 16 只大鼠随

机分为重组腺病毒组和对照组（n＝8），重组腺

病毒组大鼠通过在心脏左心室前壁注射纯化 KLK1 

基因重组腺病毒 [1×1011 PFU，PFU 为噬菌斑形成

单位（plaque forming unit）] 实现 KLK1 过表达，

对照组大鼠注射对照病毒（1×1011 PFU）；共  
5 个注射部位，每个部位注射 50 μL。1 周后处死大鼠

取心脏组织，参照文献[16]方法提取心脏组织蛋白。

通过蛋白质印迹法检测 KLK1 蛋白表达量。KLK1 
一抗购自英国 Abcam 公司，稀释比例为 1∶2 000； 
内参照 β-actin 一抗购自美国 Sigma 公司，稀释比例

为 1∶10 000。以 KLK1 与 β-actin 表达量的比值计算 
KLK1 相对表达量，验证感染效果。

1.3　大鼠心脏 I/R 损伤模型制备　将 24 只大鼠随

机分为假手术组、模型对照组和 KLK1 过表达组

（n＝8）。模型对照组和 KLK1 过表达组大鼠分

别注射对照病毒和 KLK1 基因重组腺病毒，1 周后

制备心脏 I/R 损伤模型。心脏 I/R 损伤通过结扎冠

状动脉左前降支 1 h、再灌注 2 h 的方法实现[16]，

假手术组不进行结扎和再灌注操作。

1.4　大鼠心肌梗死区面积检测　大鼠心脏再灌注

结束后，再次结扎冠状动脉，并由股静脉注射 2% 
伊文思蓝染料（0.4 mL/100 g 体质量）以明确心肌

缺血范围。非缺血区由于灌注了含有染料的血液

而染成蓝色，未被染色的区域则为心肌缺血区。

随后，从大鼠胸腔取出心脏，并从心尖至心房切

成 5 个 2 mm 厚的横切片，通过 TTC 染色（37 ℃，

15 min）观察心肌梗死区面积，未梗死心肌组织染

成红色，而梗死心肌组织呈苍白色。以心肌梗死

区面积与心肌缺血区面积的比值计算心肌相对梗

死区面积。

1.5　大鼠心脏缺血危险区细胞凋亡检测　取大鼠

心脏缺血危险区的心肌组织，用多聚甲醛溶液固

定，石蜡包埋切片，并进行 TUNEL 染色[16]，同时

对全部细胞核进行 DAPI 染色。显微镜下，凋亡细

胞核被染成红色，全部细胞核被染成蓝色，以凋亡

细胞核占全部细胞核的比值（TUNEL/DAPI）计算

心肌细胞凋亡率。
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1.6　大鼠心脏线粒体分离及线粒体功能检测　取大

鼠心脏缺血危险区心肌组织，采用线粒体分离试剂盒

（上海碧云天生物技术公司）分离线粒体。（1）线

粒体过氧化物生成量检测：将 MitoSOX（终浓度为  
5 μmol/L）以 二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）
溶解后加入线粒体悬液，30 min 后以 100 μL HEPES 
缓冲液（10 mmol/L HEPES，pH 7.4，150 mmol/L 
NaCl，5 mmol/L KCl，1 mmol/L MgCl2，1.8 mmol/L 
CaCl2）重悬，检测荧光值。（2）线粒体膜电位检测：

向线粒体悬液内加入 2 μmol/L JC-1，孵育 15  min，检

测荧光值，以绿色荧光与红色荧光的比值估计线粒

体的损伤程度。（3）线粒体 ATP 生成量检测：向线粒

体悬液中加入蛋白提取液并匀浆，离心（10 000×g，
10 min）取上清，使用 ATP 生物发光试剂盒（上海碧

云天生物技术公司）检测上清液中 ATP 浓度[17]。

1.7　新生大鼠心肌细胞培养与处理　从新生 SD 
大鼠（出生 1～2 d）心室组织分离心肌细胞[17]。

在组织裂解液中将心室剪成小块（1 mm3）。随

后在  37 ℃  水浴摇床中以组织消化液处理心脏

组织块，每次  10 min，并收集消化后的上清液

（细胞悬液）；对未被消化的组织块进行下一

轮消化，重复 4～5 次。将收集的细胞悬液离心 
（3 000×g，5 min）取沉淀；随后以细胞培养液

重悬，并移至培养瓶中培养 1 h（37 ℃），使非心

肌细胞贴壁。取培养瓶中的上清，即为纯化的心肌

细胞。以 1×105/cm2 的密度将心肌细胞接种于培

养板进行后续实验。组织裂解液（pH 7.35）成分：

116 mmol/L NaCl，20 mmol/L HEPES，0.8 mmol/L 
Na2HPO4，5.6 mmol/L 葡萄糖，5.4 mmol/L KCl， 
0.8 mmol/L MgSO4；组织消化液成分：裂解液、

0.1% 胰蛋白酶、0.05% Ⅱ型胶原酶；细胞培

养液成分：10% 胎牛血清，DMEM 培养液， 
15 mmol/L HEPES，0.1 mmol/L BrdU。

1.8　 KLK1 过表达对大鼠心肌细胞缺氧/复氧（hypoxia/
reoxygenation，H/R）损伤后线粒体功能的影响及

受体机制分析　新生大鼠心肌细胞培养 48 h 后，

加入 KLK1 基因重组腺病毒（感染复数为 10）
感染 24 h 实现 KLK1 过表达[15]；对照组细胞感染

对照病毒。病毒感染完成后，诱导大鼠心肌细胞  
H/R 损伤。在低氧培养箱（94% N2，5% CO2 ， 
1% O2）中培养 24 h 以实现缺氧，随后在正常培

养条件下培养 2 h 进行复氧。通过 MTT 法检测细

胞活力 [18]。为探讨 H/R 处理后 KLK1 调节心肌细

胞线粒体功能的受体机制，在细胞缺氧开始时加

入缓激肽 1 型受体（bradykinin receptor type 1，
B1R）阻断剂 R715 或缓激肽 2 型受体（bradykinin 
receptor type 2，B2R）阻断剂 HOE140，观察线粒

体功能的变化。R715 和 HOE140 购自美国 Tocris 
公司，工作浓度为 10－6 mol/L。
1.9　统计学处理　应用 SPSS 13.0 软件进行统计

学分析。数据用 x±s 表示。多组数据之间的比较

采用单因素方差分析，多重比较采用最小显著差

异（least significant difference，LSD）检验；两组

数据之间的比较采用独立样本 t 检验。检验水准

（α）为  0.05。

2 结 果

2.1　KLK1 过表达减轻大鼠心脏 I/R 损伤　通过

重组腺病毒心脏局部注射的方式实现了大鼠心脏 
KLK1 蛋白过表达，结果见图 1。

图 1　KLK1 重组腺病毒感染后大鼠

心脏 KLK1 蛋白表达结果

Fig 1　Cardiac KLK1 protein expression 
of rats infected with KLK1-Ad

KLK1: Kallikrein 1; KLK1-Ad: KLK1 recombinant adenovirus. 
**P＜0.01 vs control group. n＝8, x±s

通过结扎冠状动脉左前降支 1 h、再灌注 2 h 
的方法造成大鼠急性心脏 I/R 损伤，并立即检测心

脏损伤情况。与 I/R 组相比，KLK1 过表达组大鼠

心肌梗死区面积减少、心脏缺血危险区心肌细胞凋

亡率降低（P 均＜0.01，图 2）。提示 KLK1 过表

达具有抗心脏 I/R 损伤作用。
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2.2　KLK1 过表达减轻大鼠心脏  I/R 损伤后线

粒体功能障碍　大鼠心脏  I /R 损伤后，在心脏

缺血危险区分离线粒体，检测线粒体功能相关

指标。结果显示，与  I /R 组相比，KLK1 过表

达组心脏线粒体过氧化物生成量降低、膜电位

增加、ATP 生成量增加（P 均＜0.01，图 3）。

提示  KLK1  过表达能减轻大鼠心脏  I/R 损伤后

线粒体功能障碍。

图 2　KLK1 过表达减轻大鼠心脏 I/R 损伤

Fig 2　KLK1 overexpression mitigating cardiac I/R injury in vivo in rats
A: Representative sections showing the injured heart: remote area (non-ischemic area, stained blue), ischemic risk area (stained red) 

and infarct area (pale); B: Quantified data of the relative infarct size (infarct area/ischemic area); C: Representative TUNEL staining 

images showing the apoptotic nuclei (TUNEL positive, red) and total nuclei (DAPI, blue) in ischemic risk area; D: Percentage of 

TUNEL positive nuclei (TUNEL/DAPI). KLK1: Kallikrein 1; I/R: Ischemia/reperfusion; KLK1-Ad: KLK1 recombinant adenovirus 

infection; TUNEL: Terminal dexynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling; DAPI: 4’, 6-Diamidino-2-phenylindole. 
**P＜0.01 vs I/R group. n＝8, x±s

图 3　KLK1 过表达减轻大鼠心脏 I/R 损伤后线粒体功能障碍

Fig 3　KLK1 overexpression mitigating mitochondrial dysfunction induced by cardiac I/R injury in vivo in rats
A: Mitochondrial superoxide production; B: Mitochondrial membrane potential; C: Mitochondrial ATP production. KLK1: 

Kallikrein 1; I/R: Ischemia/reperfusion; KLK1-Ad: KLK1 recombinant adenovirus infection; ATP: Adenosine triphosphate.  
**P＜0.01 vs sham group; △△P＜0.01 vs I/R group. n＝8, x±s

2.3　KLK1 过表达减轻大鼠离体心肌细胞 H/R 损
伤和改善线粒体功能障碍　为进一步明确 KLK1 

是否直接作用于心肌细胞发挥效应，分离新生大

鼠心肌细胞，通过腺病毒感染细胞 24 h 实现心肌
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细胞 KLK1 过表达，随后进行 H/R 造成心肌细胞

损伤。结果显示，与 H/R 组相比，KLK1 过表达

组心肌细胞活力提高（P＜0.05，图 4A），同时

线粒体过氧化物生成量减少（P＜0.05）、膜电位

增加（P＜0.01）、ATP 生成量增加（P＜0.05，图 
4B～4D）。提示 KLK1 可直接作用于大鼠心肌细

胞改善线粒体功能障碍。

图 4　KLK1 过表达减轻新生大鼠离体心肌细胞 H/R 损伤和改善线粒体功能障碍

Fig 4　KLK1 overexpression mitigating cardiomyocytes injury and mitochondrial 

dysfunction induced by H/R injury in vitro in neonatal rats

A: Cell viability evaluated by MTT analysis; B: Mitochondrial superoxide production; C: Mitochondrial membrane potential; 

D: Mitochondrial ATP production. KLK1: Kallikrein 1; H/R: Hypoxia/reoxygenation; KLK1-Ad: KLK1 recombinant adenovirus 

infection; ATP: Adenosine triphosphate; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 

normal group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs H/R group. n＝5, x±s

2.4　KLK1 过表达改善心肌细胞 H/R 损伤后线粒

体功能障碍的受体机制　为探讨 KLK1 调节心肌

细胞线粒体功能的受体机制，观察了缓激肽受体阻

断剂对 KLK1 作用的影响。结果显示，B2R 阻断剂 
HOE140 能完全抑制 KLK1 抗心肌细胞损伤的作用

（图 5A），并完全阻断 KLK1 抗线粒体损伤的作用

（图 5B～5D）；而 B1R 阻断剂 R715 对 KLK1 抗心

肌细胞损伤的作用没有影响（图 5A），也无法阻断

其对线粒体功能的调节作用（图 5B～5D）。

3　讨　论

本研究结果显示 KLK1 能改善大鼠心脏 I/R 损
伤后的线粒体功能障碍，并且其作用能被 B2R 受
体阻断剂抑制，提示 KLK1 通过作用于心肌细胞

的 B2R 进而抑制心脏 I/R 损伤、改善线粒体功能

障碍。本研究结果进一步拓展了对 KLK1 心脏保

护机制的认识。在心脏 I/R 损伤中，线粒体产生的

过氧化物能导致线粒体应激，破坏线粒体结构和

功能，最终促进心肌细胞功能异常和凋亡[4-6]。因

此，其改善心脏 I/R 后的线粒体功能障碍可能是其

减轻 I/R 后心脏损伤、抑制心肌细胞凋亡的重要机

制。此外，有研究发现 KLK1 具有改善心脏 I/R 损
伤后心脏重构的作用[19]。本研究发现 KLK1 可减轻

大鼠心脏 I/R 损伤、增加存活的心肌组织，我们推

测 KLK1 还可能通过其自身的抗 I/R 损伤作用减轻

心脏损伤后期的心脏重构程度，提高心脏功能。

既往研究发现，KLK1 抗心脏 I/R 损伤作用

主要通过 B2R 实现，B2R 阻断剂 HOE140 能完

全阻断 KLK1 的心肌保护作用[9-11]，本研究结果

与此一致。KLK1 可能通过 2 种机制激活 B2R： 
（1）KLK1 可通过分解激肽原生成激肽，进而激

活 B2R[8,11,20]；（2）KLK1 自身能通过其酶活性作
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此外，I/R 后线粒体损伤的调节可能还存在其

他机制。过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因

子 1α（peroxisome proliferator-activated receptor γ 
coactivator 1α，PGC1α）是调节线粒体生成、能量代

谢的重要调控因子[22-23]。组蛋白去乙酰化酶 sirtuin  1
（SIRT1）能与 PGC1α 上多个赖氨酸位点发生作用

使之去乙酰化，进而增强 PGC1α 活性[24]，两者共同

抑制 I/R 导致的线粒体损伤、维持线粒体功能的稳

定[18,25-26]。KLK1 对心肌细胞线粒体功能的调节是

否最终通过影响 SIRT1 和 PGC1α 实现，是我们后

续的研究方向。
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