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冠心丹参制剂通过ｍｉＲ３３０３ｐ／ＡＬＤＨ２保护大鼠心脏免受缺血／再灌注损伤
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　　［摘要］　目的　探讨冠心丹参（ＧｕａｎｘｉｎＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ，ＧＸＤＳ）的心脏保护作用与肥大细胞脱
粒抑制是否有关及其机制。方法　使用ｍｉＲ３３０３ｐｍｉｍｉｃｓ、ＡＬＤＨ２Ｖｅｃｔｏｒ转染或者肥大细胞促分泌素
化合物４８／８０（Ｃ４８／８０）处理心肌细胞，采用 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ３３０３ｐ和 ＡＬＤＨ２的表达，
ＭＴＴ和流式细胞仪检测细胞增殖和凋亡，ＥＬＩＳＡ检测肥大细胞脱粒和类胰蛋白酶释放，双荧光素酶报告
基因检测两者的靶向结合。通过结扎大鼠左前降支冠状动脉３０ｍｉｎ并再灌注１２０ｍｉｎ建立缺血再灌注
（Ｉ／Ｒ）损伤模型，使用肥大细胞促分泌素化合物４８／８０（Ｃ４８／８０）、ＧＸＤＳ治疗，通过免疫组化检测不同处
理组小鼠心肌组织损伤。结果　Ｃ４８／８０抑制心肌细胞Ｈ９Ｃ２（２１）和肥大细胞ＲＢＬ２Ｈ３的活力并促进
其凋亡（Ｐ＜０．０５），增加ｃＴｎＩ和类胰蛋白酶的释放（Ｐ＜０．０５），而 ＧＸＤＳ处理可通过 ｍｉＲ３３０３ｐ／ＡＬＤＨ２
促进心肌细胞的活力并抑制其凋亡，同时抑制肥大细胞脱粒（Ｐ＜０．０５）；进一步的体内实验结果显示：与
假手术组相比，Ｉ／Ｒ组血流动力学异常，心律不齐，心脏水肿，梗死面积、组织病理学损伤以及 ｃＴｎＩ和
ｍｉＲ３３０３ｐ的水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），ＡＬＤＨ２表达水平下调（Ｐ＜０．０５），而 ＧＸＤＳ预处理可以通过
抑制肥大细胞脱粒和类胰蛋白酶释放发挥心肌保护作用。结论　ＧＸＤＳ通过 ｍｉＲ３３０３ｐ／ＡＬＤＨ２抑制
大鼠心脏肥大细胞脱粒，从而改善缺血／再灌注引起的损伤。
　　［关键词］　 冠心丹参；类胰蛋白酶；肥大细胞；缺血／再灌注；醛脱氢酶２
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　　急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）
是一种常见的严重心血管疾病，死亡率很高。大约

３０％接受介入治疗的 ＡＭＩ患者会经历心肌缺血／再灌
注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ），
其并发症会引发一系列不良后果，例如恶性心律不齐、

心力衰竭，甚至猝死［１］。Ｉ／Ｒ损伤可引起氧化应激、炎
症反应、免疫功能障碍并诱发先天免疫。心脏肥大细

胞（ｃａｒｄｉａｃｍａｓｔｃｅｌｌ，ＣＭＣ）位于微脉管周围，在 Ｉ／Ｒ
发病早期阶段通过脱颗粒和释放介体（包括类胰蛋白

酶、肾素、组胺和肝素等）起直接作用，并进行快速内

吞以回收颗粒，以在反复损伤刺激期间维持脱粒反

应［２］。长期的心肌缺血介导肥大细胞的脱粒和肾素

的过度释放，从而激活局部心脏的肾素血管紧张素系
统，导致去甲肾上腺素释放和心律不齐，而缺血预处理

（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）可以通过肥大细胞上的
Ｇ蛋白偶联受体触发蛋白激酶 Ｃε／醛脱氢酶 ２型
（ＰＫＣ／ＡＬＤＨ２）途径减轻损伤［３－４］。ＡＬＤＨ２基因中的
错义单核苷酸多态性（ＳＮＰ）ｒｓ６７１导致 ＡＬＤＨ２蛋白的
显性负型表达，携带ｒｓ６７１突变的人表现出过量的乙醛
积聚，导致饮酒后出现潮红综合征［５］，此外，据报道，

Ｒｓ６７１还与多种疾病有关［６］，例如肌肉萎缩、骨质疏松

症、髋部骨折、阿尔茨海默病和食道癌。

　　中药用于治疗和预防疾病已有数千年的历史，被
证明对治疗心血管疾病有效且安全。《中国药典》记

载的中药“冠心丹参”（ＧｕａｎｘｉｎＳａｌｖｉａＭｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ，
ＧＸＤＳ）配方是中国缺血性心脏病临床治疗的主要处
方之一，配方由丹参、三七和黄檀组成［７］。研究表明

ＧＸＤＳ制剂可通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导上调雌激素受
体β来防止心肌缺血再灌注损伤引起的心肌重塑［８］。

此外，研究显示ＧＸＤＳ的心脏保护作用与其抗炎、抗氧
化、抑制压力、负性变力和变时作用以及通过中枢和外

周靶点引起的副交感神经调节有关［９］，但是其对于

ＣＭＣ的作用和机制尚少见研究。因此，本研究旨在探
讨ＧＸＤＳ对于ＣＭＣ的作用及其潜在机制。

１　材料与方法

１．１　大鼠冠状动脉结扎ＭＩＲＩ模型
　　７２只健康成年雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，体质量
（３００±２０）ｇ，１０～１２周龄，购自湖南省ＳＪＡ实验动物有
限公司 （编号 ＳＹＸＫ２０２０００４，伦理审批号 ＪＮ．
Ｎｏ２０１９１０３０），并饲养在温度 ２５～２８℃、湿度 ４０％～
５０％的ＳＰＦ级环境中。
　　通过结扎冠状动脉左前降支（ＬＡＤ）缺血处理
３０ｍｉｎ，然后释放结扎再灌注１２０ｍｉｎ，建立大鼠 ＭＩＲＩ
模型：将大鼠用 １％的戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ，腹膜内
注射；ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）麻醉，在气管切开术后通过
导管通气，进行开胸手术，使用６０丝线（科辉医疗技
术有限公司，中国）结扎 ＬＡＤ冠状动脉，通过
ＲＭ６２４０ＢＤ多通道生理信号系统（成都仪器厂）记录
视紫绀、壁运动异常和 ＳＴ段抬高以验证心肌缺血损
伤，３０ｍｉｎ后松开结扎，然后缝合胸腔并再灌注
１２０ｍｉｎ。ＭＩＲＩ模型标准：视紫绀、壁运动减少且 ＳＴ
段恢复５０％以上。
１．２　大鼠处理与分组
　　将７２大鼠分为６组，每组１２只：①对照组，进行
假手术；②Ｉ／Ｒ组（按照 １．１说明建立 ＭＩＲＩ模型）；
③ＧＸＤＳ组，ＭＩＲＩ手术前 ３０ｍｉｎ，使 用 ５ｍｇ／ｋｇ
ＧＸＤＳ［１０］腹腔注射预处理；④肥大细胞脱粒剂组（ＭＣＤ
组），假手术前 ３０ｍｉｎ，使用肥大细胞脱粒剂 Ｃ４８／８０
（０．５ｍｇ／ｋｇ，静脉内注射，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，８３８５６１３７，
美国）预处理；⑤ＭＣＤＩ／Ｒ组，ＭＩＲＩ造模前３０ｍｉｎ，使
用 Ｃ４８／８０预处理；⑥ＧＸＤＳＭＣＤ组，ＭＩＲＩ造模前
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３０ｍｉｎ，使用ＧＸＤＳ和Ｃ４８／８０处理。
１．３　ＨＥ染色
　　石蜡包埋后，将大鼠心脏的左心室标本切成４μｍ
的切片，用苏木精、碳酸锂和曙红染色，以梯度酒精系

列脱水，用二甲苯透明，并用中性胶密封。用光子显微

镜（ＢＨＺ，奥林巴斯公司，日本）对切片进行观察和拍
照。心肌组织学评分的严重程度如下：正常（０），轻度
（１），中度（２），重度（３）和极重度损伤（４）。
１．４　透射电子显微镜观察
　　从大鼠心脏中分离出ＬＡＤ冠状动脉（２ｍｍ）和左
心室心肌（１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ），分别在室温下于
２．５％戊二醛中保存１ｈ，在４℃中保存１２ｈ。将心脏
标本包埋在树脂中，制作５０～８０ｎｍ切片，然后用醋酸
铀和柠檬酸铅双重染色。在透射电子显微镜（ＴＥＭ，
ＭＯＲＡＤＡＧ２，德国）下评价冠状动脉和心肌的形态特征。
１．５　甲苯胺蓝染色
　　制作心肌和冠状动脉切片后，使用甲苯胺蓝染色
观察切片中完整（ＩＭＣ）和脱粒（ＤＭＣ）肥大细胞的数
目，并在 ＢＨＺ显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，日本）下
计数，然后计算肥大细胞脱粒率：ＭＣＤ＝ＤＭＣｓ／（ＩＭＣｓ）＋
ＤＭＣｓ×１００％。
１．６　ＲＮＡ分离和ｑＲＴＰＣＲ检测
　　通过ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（ＧｅｎＳｔａｒ，北京）从心脏组织中
提取总 ＲＮＡ，并通过反转录合成 ｃＤＮＡ。使用一步
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ定量实时聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）试剂
盒（ＧｅｎＳｔａｒ，中国）进行定量分析，每个反应进行３次。
引物序列由ＳａｎｇｏｎＢｉＧＸＤＳｅｃｈ（中国）合成，通过比较
阈值循环（Ｃｔ）方法以 ２－ΔΔＣｔ计算倍数变化，靶基因的
相对水平通过管家基因ＧＡＰＤＨ进行标准化。ＧＡＰＤＨ
正向：５′ＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，反向 ５′
ＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡＧ３′；ｍｉＲ３３０３ｐ 正
向：５′ＡＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＡＡＣＡＴＣＡＴＴ３′，反向 ５′
ＡＧＧＡＧＣＡＡＧＴＡＧＧＣＡＣＣＴＣＡＣＡＣ３′；ＡＬＤＨ２正向：５′
ＣＡＡＧＣＡＡＡＣＣＴＴＣＧＡＴＴＧＡＴＣＴＣＴ３′，反向 ５′ＡＴＡＧ
ＧＣＴＣＡＡＴＣＣＣＧＴＣＣＴＴＡＡＡＡ３′。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　通过商业试剂盒（默克蛋白快速提取试剂盒，中
国）从心脏组织中提取蛋白质，并使用 ＢＣＡ试剂盒
（ＧｅｎＳｔａｒ，中国）测定蛋白质含量，将提取的蛋白质通
过１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离，并转移至 ＰＶＤＦ膜
（苏州康润）。抗 ＡＬＤＨ２抗体（稀释度 １∶２０００，
Ａｂｃａｍ，美国）和抗 ＧＡＰＤＨ抗体（稀释度 １∶５０００，
Ａｂｃａｍ，美国）在４℃下孵育膜过夜，然后将山羊抗小
鼠多克隆抗体（稀释度１∶５０００，Ａｆｆｉｎｉｔｙ，美国）室温孵

育１ｈ，通过 ＥＣＬ化学发光法（ＧｅｎＳｔａｒ，中国）可视化，
并通过凝胶分析系统（ＢｉｏＲａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，美国）成像。
ＡＬＤＨ２的相对表达通过 ＩｍａｇｅＪ２Ｘ（ＮＩＨ，美国）进行
分析，通过目的蛋白条带与内参 ＧＡＰＤＨ条带光密度
值比值量化。

１．８　细胞培养
　　心肌细胞 Ｈ９Ｃ２（２１）和肥大细胞 ＲＢＬ２Ｈ３购自
国家细胞资源中心（中国科学院，上海），用添加 １０％
胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ，美国）和含乙醇的 ＤＭＥＭ
（ＢｉｏＩｎｄ，以色列）中培养。培养条件为５％ＣＯ２和９５％
湿度的恒温箱中。

　　将１×１０６／ｍＬ的Ｈ９Ｃ２与相等数量的ＲＢＬ２Ｈ３在
９６孔板中共培养（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）１２ｈ。用 ＧＸＤＳ
（２μｍｏｌ／Ｌ）或Ｃ４８／８０（１μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，并分为：
①对照组，未经处理的培养基培养；②ＭＣＤ组，
１μｍｏｌ／ＬＣ４８／８０处理３０ｍｉｎ；③ＧＸＤＳ组，以２μｍｏｌ／Ｌ
ＧＸＤＳ预处理６０ｍｉｎ后，以 １μｍｏｌ／ＬＣ４８／８０预处理
３０ｍｉｎ；④ＡＬＤＨ２ｖｅｃｔｏｒ组，使用 ＡＬＤＨ２ｖｅｃｔｏｒ转染
２４ｈ后，以１μｍｏｌ／ＬＣ４８／８０预处理３０ｍｉｎ。
１．９　双重荧光素酶报告基因实验
　　克隆 ｍｉＲ３３０３ｐ与 ＡＬＤＨ２基因 ３’ＵＴＲ的结合
序列，同时由睿凯细胞生物科技有限公司（中国）合成

结合位点的突变序列，并将两种序列各自剪接至 ｐＹｒ
ＭｉｒＴａｒｇｅｔ载体中海肾荧光素酶基因下游的 ＸｈｏⅠ和
ＮＧＸＤＳＩ限制位点。
　　将 ＲＢＬ２Ｈ３细胞以每孔 ２×１０５个细胞接种到
１２孔板中。使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美
国），将细胞与 ２μｇｐＹｒＭｉｒＴａｒｇｅｔＡＬＤＨ２３′ＵＴＲ（野
生型或突变体）和５０ｎｍｏｌ／ＬｍｉＲ３３０３ｐｍｉｍｉｃｓ（模拟
物）／ｍｉｍｉｃｓＮＣ共转染，４８ｈ后收获细胞，使用双重荧
光素酶报告基因检测试剂盒（ＢｅｙＧＸＤＳｉｍｅ，中国）进行
检测，用化学发光免疫分析仪（Ｋｐｓｏｎｔｅｃｈ，中国）检测
相对光单位（ＲＬＵ），通过萤火虫荧光素酶与海肾荧光
素酶（Ｒｌｕｖ／Ｆｌｕｃ）活性荧光单位比值量化。
１．１０　流式细胞仪分析
　　在室温下，将各组心肌细胞或肥大细胞悬液（１００μＬ
中４×１０５个细胞）与１０μＬ的ＡｎｎｅｘｉｎＶ和５μＬ的ＰＩ
孵育１５ｍｉｎ，然后通过 Ｆｌｏｗｊｏ１０（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美
国）检测和分析细胞凋亡率。

１．１１　ＭＴＴ测定
　　将每组心肌细胞或肥大细胞分别接种于９６孔板
（１×１０３／孔），将１０μＬ噻唑基蓝（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）
添加到每个孔中，并在３７℃下孵育４ｈ，然后用１５０μＬ
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）置换溶液，用
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多光谱微板分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）在
４９０ｎｍ处测量光密度值Ｄ（４９０）。
１．１２　酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）
　　收集每组细胞上清液和大鼠血清，通过 ＥＬＩＳＡ试
剂盒检测ｃＴｎＩ和类胰蛋白酶的浓度。
１．１３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件，所有数据表示为 珋ｘ±ｓ。
通过单向方差分析和χ２检验比较平均值和百分比值。
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验和 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验用于组间比较，
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＧＸＤＳ通过ｍｉＲ３３０３ｐ／ＡＬＤＨ２抑制肥大细胞脱
粒和心肌细胞凋亡

　　双荧光素酶报告基因和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示：
ｍｉＲ３３０３ｐ可通过靶向ＡＬＤＨ２的３’ＵＴＲ而抑制其表
达，ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示：与对照组相比，
ＭＣＤ组 ｍｉＲ３３０３ｐ转录水平明显降低（Ｐ＜０．０５），
ＡＬＤＨ２的ｍＲＮＡ和蛋白水平显著升高；ＧＸＤＳ预处理
则能明显上调ｍｉＲ３３０３ｐ水平（Ｐ＜０．０５），促进ＡＬＤＨ２
的表达（Ｐ＜０．０５），且呈现剂量依赖性（图１）。
　　流式细胞仪分析显示：与对照组相比，ＭＣＤ组
Ｈ９Ｃ２（２１）和 ＲＢＬ２Ｈ３细胞的凋亡率明显升高（Ｐ＜
０．０５），细胞活力被显著抑制（Ｐ＜０．０５），而ＧＸＤＳ预处
理或ＡＬＤＨ２Ｖｅｃｔｏｒ转染可抑制Ｃ４８／８０诱导的细胞凋

亡，促进细胞活力（Ｐ＜０．０５，图２Ａ～Ｃ）；ＥＬＩＳＡ分析显
示：与对照组相比，ＭＣＤ组 ｃＴｎＩ和类胰蛋白酶水平明
显升高（Ｐ＜０．０５），而 ＧＸＤＳ和 ＡＬＤＨ２Ｖｅｃｔｏｒ组 ｃＴｎＩ
和类胰蛋白酶水平与ＭＣＤ组相比显著降低（Ｐ＜０．０５，
图２Ｄ、Ｅ）。
２．２　ＧＸＤＳ通过抑制肥大细胞脱粒缓解心脏损伤
　　与对照组相比，ＭＣＤ和 Ｉ／Ｒ组大鼠的收缩压
（ＳＢＰ）、舒张压（ＤＢＰ）、平均动脉压（ＭＡＰ）、心率
（ＨＲ）、心率收缩压乘积（ＲＰＰ）、左室射血分数
（ＬＶＥＦ）和左室缩短分数（ＬＶＦＳ）降低（Ｐ＜０．０５），与
Ｉ／Ｒ组相比，ＭＣＤＩ／Ｒ组中ＳＢＰ、ＤＢＰ、ＭＡＰ、ＨＲ、ＲＰＰ、
ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ明显更低（Ｐ＜０．０５）；与Ｉ／Ｒ组或ＭＣＤ
Ｉ／Ｒ组相比，ＧＸＤＳ组与 ＧＸＤＳＭＣＤ组大鼠 ＳＢＰ、
ＤＢＰ、ＭＡＰ、ＨＲ、ＲＰＰ、每搏输出量指数（ＳＩ）、ＬＶＥＦ和
ＬＶＦＳ值均显著升高（Ｐ＜０．０５），而 ＨＲ水平差异无统
计学意义（图３、图４Ａ～Ｃ）。
　　与对照组相比，Ｉ／Ｒ组的心律失常严重程度评分、
心脏含水量和梗死面积显著增加（Ｐ＜０．０５），ＭＣＤ组
的心律失常严重程度评分和心脏含水量明显增加（Ｐ＜
０．０５），但两组之间的梗死面积无明显变化；与 Ｉ／Ｒ组
相比，ＭＣＤＩ／Ｒ组心律失常严重程度评分、心脏含水
量和梗死面积明显加重（Ｐ＜０．０５），与 Ｉ／Ｒ组或 ＭＣＤ
Ｉ／Ｒ组相比，ＧＸＤＳ组与 ＧＸＤＳＭＣＤ组大鼠心律失常
严重程度评分、心脏含水量和梗死面积明显降低（Ｐ＜
０．０５，图４Ｄ～Ｆ）。
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后各组细胞ＡＬＤＨ２和ｍｉＲ３３０３ｐ转录水平；Ｄ：不同浓度ＧＸＤＳ处理后各组细胞ＡＬＤＨ２表达水平

图１　ＧＸＤＳ通过ｍｉＲ３３０３ｐ抑制ＡＬＤＨ２的表达
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１：对照组；２：ＭＣＤ组；３：ＧＸＤＳ组；４：ＡＬＤＨ２Ｖｅｃｔｏｒ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＭＣＤ组比较
Ａ：流式细胞仪分析 Ｈ９Ｃ２（２１）和 ＲＢＬ２Ｈ３细胞凋亡率；Ｂ、Ｃ：ＭＴＴ检测 Ｈ９Ｃ２（２１）和 ＲＢＬ２Ｈ３细胞活力；
Ｄ、Ｅ：ＥＬＩＳＡ检测ｃＴｎＩ和类胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｔａｓｅ）的释放

图２　ＧＸＤＳ改善Ｃ４８／８０诱导的细胞损伤
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图３　各组大鼠心肌损伤相关指标的比较
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１：对照组；２：Ｉ／Ｒ组；３：ＧＸＤＳ组；４：ＭＣＤ组；５：ＭＣＤＩ／Ｒ组；６：ＧＸＤＳＭＣＤ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与ＭＣＤＩ／Ｒ或Ｉ／Ｒ组比较
Ａ：各组大鼠经胸超声心动图表现；Ｂ～Ｆ：各组大鼠 ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ、心律失常严重程度评分、心脏含水量和梗死面积

图４　ＧＸＤＳ通过抑制大鼠心脏肥大细胞脱粒而改善Ｉ／Ｒ诱导的损伤

２．３　ＧＸＤＳ通过抑制肥大细胞脱粒缓解心血管损伤
　　Ｉ／Ｒ损伤或 Ｃ４８／８０预处理可以导致大鼠心肌水
肿、心肌间质中胶原蛋白含量增加、肌纤维破坏和少量

炎性细胞浸润，ＧＸＤＳ预处理可缓解Ｃ４８／８０或 Ｉ／Ｒ损
伤引起心肌水肿、肌纤维损伤和炎性细胞浸润（图５）；
此外，ＴＥＭ观察显示Ｉ／Ｒ组大鼠冠状动脉和左心室心
肌的肌原纤维和内皮明显破坏，细胞膜和内皮完整性

丧失，Ｃ４８／８０预处理则引起线粒体超微结构变化和大

量胞质液泡的出现，而 ＧＸＤＳ治疗后可观察到少量肌
原纤维和内皮细胞破坏，并且心肌和动脉损伤得到明

缓解（图５）。
　　与对照组中正常的肥大细胞完整颗粒相比，
Ｉ／Ｒ组中肥大细胞脱粒并分散在心肌中，部分聚集在
血管周围；在ＭＣＤ组中 Ｃ４８／８０的预处理导致肥大细
胞的脱颗粒，并且在ＭＣＤＩ／Ｒ组中肥大细胞脱颗粒显
著增强而形成弥漫性星云状颗粒；在 ＧＸＤＳ和 ＧＸＤＳ

８４２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＭＣＤ组中，ＧＸＤＳ预处理可以显著抑制肥大细胞的脱
粒和星云状颗粒的形成（图５）。定量分析结果显示：
与对照组相比，Ｉ／Ｒ组的心肌组织病理学评分和肥大

细胞脱颗粒率显著增加（Ｐ＜０．０５），而ＧＸＤＳ的预处理
可显著降低心肌组织病理学评分和肥大细胞脱颗粒程

度（Ｐ＜０．０５，图５）。
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２．４　ＧＸＤＳ通过ｍｉＲ３３０３ｐ／ＡＬＤＨ２抑制体内肥大细
胞脱粒

　　与对照组相比，Ｉ／Ｒ和ＭＣＤ组ｍｉＲ３３０３ｐ的转录
水平明显上调而 ＡＬＤＨ２表达显著降低（Ｐ＜０．０５），
ＭＣＤＩＲ组ｍｉＲ３３０３ｐ的转录水平相较于Ｉ／Ｒ组明显
更高 （Ｐ＜０．０５），而 ＡＬＤＨ２水 平 则 明 显 更 低
（Ｐ＜０．０５），ＧＸＤＳ预处理则可下调ｍｉＲ３３０３ｐ的转录
水平，促进ＡＬＤＨ２的表达（Ｐ＜０．０５，图６Ａ、Ｂ）。此外，
ＥＬＩＳＡ分析显示：与对照组相比，Ｉ／Ｒ组的 ｃＴｎＩ（Ｐ＜
０．０５）、类胰蛋白酶水平（Ｐ＜０．０５）显著增加，ＧＸＤＳ预
处理可有效抑制 ｃＴｎＩ、类胰蛋白酶释放（Ｐ＜０．０５，
图６Ｃ、Ｄ）。

３　讨论

　　在心肌梗死之前进行 ＧＸＤＳ预处理或在 ＭＩ之后
及时给予ＧＸＤＳ可以改善猪模型中Ｉ／Ｒ损伤的长期预
后，减少心室功能障碍和不良后果，并且不会下调

ＡＬＤＨ２受体蛋白的表达［１１］。ＧＸＤＳ治疗 １２周后，糖

尿病小鼠的心脏ＡＬＤＨ２受体和５′单磷酸腺苷（ＡＭＰ）
激活的信号通路正常化，心脏炎症和氧化应激以及心

肌细胞的凋亡、肥大和纤维化被明显抑制。近期文献

则表明：运动和 ＧＸＤＳ均对去卵巢雌性大鼠 Ｉ／Ｒ诱发
的心肌损伤具有有效的保护作用，这与改善心室收缩

和舒张功能、抑制炎症因子的释放有关，并且减少心肌

纤维的紊乱，从而降低大鼠血压［１２－１３］。但是 ＧＸＤＳ对
于心脏的保护作用是否与肥大细胞脱粒有关及其分子

机制尚未可知。

　　本研究结果显示：ＧＸＤＳ以及 ＡＬＤＨ２过表达质粒
预处理均可显著减少心律不齐、心脏含水量和梗死面

积组，部分恢复 Ｉ／Ｒ损伤引起的 ＳＢＰ、ＤＢＰ、ＭＡＰ、
ＲＰＰ、ＬＶＥＦ和 ＬＶＦＳ的下降，使得这些伤害效应得到
明显改善。大鼠中ＣＭＣ的分布和密度接近人类，可以
作为研究ＣＭＣ的理想模型。大鼠中ＣＭＣ主要分布在
心内膜（５％）、心外膜（５０％）和心肌（４５％，其中 ３１％
位于脉管系统周围）［１４］。肥大细胞可以被 Ｃ４８／８０激
活并促进介质的释放，而Ｃ４８／８０可以加速Ｉ／Ｒ损伤诱
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１：对照组；２：Ｉ／Ｒ组；３：ＧＸＤＳ组；４：ＭＣＤ组；５：ＭＣＤＩＲ组；６：ＧＸＤＳＭＣＤ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ＭＣＤＩ／Ｒ或Ｉ／Ｒ组比较
Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测不同组小鼠组织中ＡＬＤＨ２和ｍｉＲ３３０３ｐ水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同组小鼠组织中 ＡＬＤＨ２
水平；Ｃ：ＥＬＩＳＡ检测ｃＴｎＩ的释放；Ｄ：ＥＬＩＳＡ检测类胰蛋白酶的释放

图６　ＧＸＤＳ通过ｍｉＲ３３０３ｐ／ＡＬＤＨ２抑制肥大细胞脱粒
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导的肥大细胞的募集和脱粒［１５］。在本研究中，Ｃ４８／８０
处理可以促进肥大细胞脱粒和类胰蛋白酶释放，并加

剧血流动力学异常、心律不齐和心脏水肿。ＴＥＭ结果
表明：Ｃ４８／８０加剧 ＬＡＤ冠状动脉中细胞膜的丧失和
内皮完整性，并严重破坏左心室心肌的肌原纤维和线

粒体。另外，在 Ｃ４８／８０处理组中，心肌水肿、肌纤维
不良和炎性细胞浸润明显增加。但是，ＧＸＤＳ预处理
可减轻Ｃ４８／８０干预和 Ｉ／Ｒ损伤下肥大细胞脱颗粒和
类胰蛋白酶的释放，从而改善心脏功能障碍和有害反

应，并保留内皮完整性和线粒体功能。类胰蛋白酶是

实验室诊断的潜在标志物，也是临床治疗的潜在靶

标［１６］。肥大细胞对各种炎性环境的影响与类胰蛋白

酶的酶学特性密切相关，后者直接介导过敏、免疫失调

和组织器官的重塑［１７］。最近的研究表明：心肌Ｉ／Ｒ损
伤通过调节 ＡＬＤＨ２通路而促进肥大细胞标志物（类
胰蛋白酶和糜酶）的分泌以及促炎因子的产生［１８－１９］。

本研究结果显示：Ｉ／Ｒ损伤可促进肥大细胞脱粒，并表
现为类胰蛋白酶和糜酶的释放增加，Ｃ４８／８０处理可加
剧肥大细胞脱粒程度，而 ＧＸＤＳ预处理则能逆转 Ｉ／Ｒ
损伤或Ｃ４８／８０处理诱导的肥大细胞脱粒。ｍｉＲ３３０
３ｐ可促进心肌细胞的凋亡，并加速心肌纤维化和肥
大。近期研究则指出：ｍｉＲ３３０３ｐ通过激活 ＴＬＲ４／
ＭｙＤ８８／ＮＦκＢ信号通路来介导心肌细胞凋亡，并促进
炎症细胞因子的级联释放［２０］。本研究结果表明：Ｉ／Ｒ
损伤后，心肌中ｍｉＲ３３０３ｐ的水平显著增加而ＡＬＤＨ２
表达下降，Ｃ４８／８０可促进 ｍｉＲ３３０３ｐ表达而下调
ＡＬＤＨ２表达，但 ＧＸＤＳ预处理可逆转 ｍｉＲ３３０３ｐ／
ＡＬＤＨ２的表达改变。组织蛋白酶Ｇ（中性粒细胞来源
的蛋白酶）和糜蛋白酶（肥大细胞来源的蛋白酶）的双

重抑制剂可阻断小鼠梗死心脏的免疫反应，减少心肌

胶原蛋白的沉积，并改善心室功能通过局部粘着信号

传导调节，抑制心肌细胞凋亡、肌原纤维变性和心脏成

纤维细胞分化为成纤维细胞［２１－２２］。体外实验证实：

ｍｉＲ３３０３ｐ通过与ＡＬＤＨ２的３′ＵＴＲ结合而抑制其表
达，最终促进心肌细胞凋亡和肥大细胞脱粒，而 ＧＸＤＳ
处理可以有效抑制ｍｉＲ３３０３ｐ表达，通过上调ＡＬＤＨ２
水平而促进心肌细胞存活并抑制肥大细胞脱粒。

　　总之，Ｉ／Ｒ损伤会导致大鼠心脏功能障碍、严重的
心律失常、明显的水肿、梗死和组织病理学损害，而

ＧＸＤＳ预处理可显著减轻这些变化，从而证实 ＧＸＤＳ
的心脏保护作用。肥大细胞促分泌素 Ｃ４８／８０加剧 Ｉ／
Ｒ损伤诱导的肥大细胞脱粒和类胰蛋白酶释放，而
ＧＸＤＳ的早期干预则显著降低Ｃ４８／８０的负性作用，机
制分析显示：ＧＸＤＳ预处理可通过 ｍｉＲ３３０３ｐ／ＡＬＤＨ２
抑制Ｉ／Ｒ损伤诱导的心肌肥大细胞脱颗粒，从而下调
糜蛋白酶和类胰蛋白酶的表达，抑制心肌细胞的凋亡。
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