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ＡＰ３９通过上调ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬改善尿毒症大鼠心肌纤维化
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　　［摘要］　目的　阐明ＡＰ３９对尿毒症大鼠心肌纤维化的改善作用及机制。方法　取４０只ＳＤ雄性
大鼠按随机数字表法分成４组（ｎ＝１０）：假手术组（Ｓｈａｍ组）、尿毒症心肌病模型组（ＵＣＭ组）、ＡＰ３９干
预组（ＵＣＭ＋ＡＰ３９）组及ＡＰ３９对照组。除Ｓｈａｍ组及ＡＰ３９对照组外，另外两组大鼠采用５／６肾切除的
经典手术方法建立尿毒症心肌病大鼠模型。术后 ＵＣＭ＋ＡＰ３９组及 ＡＰ３９对照组大鼠予以 ＡＰ３９
（１００ｎｍｏｌ／ｋｇ１次／ｄ）腹腔注射，Ｓｈａｍ组及 ＵＣＭ组大鼠予以同等体积生理盐水腹腔注射。超声成像
平台检测各组大鼠左心室缩短分数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）的变化，Ｍａｓｓｏｎ染色观察
各组大鼠心肌间质组织中胶原沉积量，免疫组化观察各组大鼠心肌组织中胶原蛋白Ⅲ（ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ，
ＣｏｌⅢ）蛋白量的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 Ｐ６２（也被称为 ＳＱＳＴＭ１）
等蛋白在各组大鼠心肌组织的表达水平。结果　与Ｓｈａｍ组相比，ＵＣＭ组中大鼠的 ＬＶＦＳ下降，心肌胶
原沉积量明显增多（Ｐ＜０．０５），ＣｏｌⅢ表达增多（Ｐ＜０．０５），心肌组织排列紊乱，并且ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ａｔｇ５、
ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１等蛋白的表达量明显下调 （Ｐ＜０．０５），Ｐ６２蛋白表达明显上调 （Ｐ＜０．０５）；而与ＵＣＭ组
相比，ＵＣＭ＋ＡＰ３９组大鼠的ＬＶＦＳ升高，心肌胶原沉积量明显减少 （Ｐ＜０．０５），ＣｏｌⅢ表达减少 （Ｐ＜０．０５），
并且ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达量明显上调，Ｐ６２蛋白表达明显下调（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＡＰ３９能改善尿毒症大鼠心肌纤维化，其机制可能与上调ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬有关。
　　［关键词］　ＡＰ３９；心肌纤维化；尿毒症心肌病；线粒体自噬；ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ通路
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　　尿毒症心肌病是尿毒症患者晚期由于高容量负
荷、尿毒症毒素及内环境紊乱等造成的特异性心肌病

病变。其典型特征是慢性肾脏病患者出现心脏舒张功

能障碍、左心室肥厚和心肌纤维化，可明显增加终末期

肾衰患者的病死率，其病理机制比较复杂，而心肌纤维

化是其中关键环节［１－２］。心肌纤维化指的是心肌组织

中胶原纤维沉积过多或成分发生改变，从而降低心室

壁的顺应性最终可诱发心功能下降［３－４］，已有研究发

现改善心肌纤维化有助于改善心血管病预后［５－７］；然

而目前尚未发现抗心肌纤维化的针对性治疗策略。

　　硫化氢（Ｈ２Ｓ）是一种新近被发现的内源性气体信
号分子，近期研究表明其可通过抗炎、抗凋亡、抗氧化

应激等对心血管系统有明确的保护作用［８］。而 ＡＰ３９
［即 １０ｏｘｏ１０（４（３ｔｈｉｏｘｏ３Ｈ１，２ｄｉｔｈｉｏｌ５ｙｌ））］是由
ＳＺＣＺＥＳＮＹ等［９］发明的一种靶向线粒体的稳定的 Ｈ２Ｓ
供体，能在氧化应激状态下保护线粒体 ＤＮＡ、线粒体
氧化呼吸链的完整性和细胞活力，也能减轻高糖所导

致的细胞毒性。有研究显示ＡＰ３９可减轻缺血再灌注
对心脏、肾脏和大脑的损伤，减轻其所致的线粒体

ＲＯＳ的产生［１０］；并能够延缓内皮细胞衰老［１１］，也能改

善小鼠心脏移植后心肌纤维化［１２］；但 ＡＰ３９是否能延
缓尿毒症所致的大鼠心肌纤维化尚不清楚。

　　线粒体自噬是一种选择性的自噬，其通过降解细
胞内受损或衰老的线粒体维持线粒体稳态及细胞内环

境稳态，对线粒体质量和数量的控制有着重要的意

义［１３］。有研究显示激活 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体
自噬可延缓糖尿病心肌纤维化［１４］，而且外源性Ｈ２Ｓ供

体硫氢化钠（ｓｏｄｉｎｍｈｙｄｒｏｓｎｌｆｉｄｅ，ＮａＨＳ）能通过激活
ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ所介导的线粒体自噬改善线粒体稳态，
进一步改善高糖所致的大鼠主动脉内皮损伤［１５］。前期

本课题组也证实ＮａＨＳ能改善尿毒症大鼠的心肌纤维
化［１６］，但目前ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬是否参
与尿毒症大鼠心肌纤维化发生机制尚不清楚。故本研

究拟探讨线粒体靶向性Ｈ２Ｓ供体ＡＰ３９是否通过调控
ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬延缓尿毒症大鼠心肌
纤维化。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　所有抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司（美国），５×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ、ＲＩＰＡ裂解液购自上海碧云天生物技术有限公
司，蛋白酶抑制剂、ＥＣＬ显影液购自沈阳万类生物科技
有限公司，ＰＶＤＦ膜购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司（美国），ＡＰ３９
购自ＡＰＥｘＢＩＯ公司（美国）。恒温箱购自北京六一仪
器厂，切片刀购自徕卡有限公司（Ｌｅｉｃａ，美国），切片
机购自浙江金华益迪试验器材有限公司，包埋机购自

常州中威电子仪器有限公司，精密 ＰＨ计购自上海仪
电科学仪器股份有限公司，显微镜购自中国厦门Ｍｏｔｉｃ
实业集团有限公司，石蜡、中性树胶购自美国Ｓｉｇｍａ公
司，Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒购自Ｗｅｌｌｂｉｏ公司（中国江苏）。
１．２　动物模型建立
　　８周龄雄性ＳＤ大鼠４０只（购自南华大学实验动
物学部），饲养于ＳＰＦ级环境，１２ｈ交替灯光环境和黑
夜环境。根据文献尿毒性心肌病造模方法［１７］，５％水

４３６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



合氯醛０．０６ｍＬ／ｋｇ腹腔注射入大鼠体内麻醉大鼠后，
常规固定大鼠于手术操作台、备皮、消毒铺巾；首先取

大鼠左侧腹部切口１ｃｍ左右，逐层分离后取出左肾并
结扎肾动、静脉，待整个肾脏颜色变成深紫色后表示肾

脏已停止血供，此时切除左肾，然后常规缝合组织及皮

肤，继续喂养。１周后，同样进行上述操作结扎右肾上
下两端各１／３，待两端肾脏变成深紫色后将肾脏轻轻
还纳入腹腔，缝合后继续饲养。

１．３　实验动物分组
　　大鼠按随机数字表法分成 ４组：假手术组（Ｓｈａｍ
组，仅肾脏游离，不结扎及切除肾脏，术后腹腔注射同

等体积的生理盐水）、ＵＣＭ组（尿毒症心肌病模型组，
结扎及切除肾脏，仅保留１／６肾脏功能，术后腹腔注射
同等体积的生理盐水）、ＵＣＭ＋ＡＰ３９组（模型组动物术
后予以１００ｎｍｏｌ／ｋｇ·ｄＡＰ３９腹腔注射［１０，１８］，１次／ｄ，
共４周）、ＡＰ３９对照组（Ｓｈａｍ组大鼠予以１００ｎｍｏｌ／ｋｇ·ｄ
ＡＰ３９腹腔注射，１次／ｄ，共４周），每组１０只。当ＵＣＭ
＋ＡＰ３９组大鼠和ＡＰ３９组大鼠给予 ＡＰ３９腹腔注射时
间满４周后，经５％水合氯醛腹腔注射０．０６ｍＬ／ｋｇ麻
醉大鼠后，完成超声检测，之后通过大静脉抽血进行血

生化检测，最后摘除心脏，一部分甲醛固定后用于

Ｍａｓｓｏｎ染色及免疫组化检测，一部分直接冻存于
－８０℃冰箱用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．４　血生化检测
　　处死大鼠前抽取血液后离心机离心（４０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ），取上清，然后用全自动血清自动生物化学仪
（ＢｅｃｋｍａｎＣＸ７，美国）检测血清肌酐值（Ｓｃｒ）和尿素
氮（ＢＵＮ）。
１．５　心脏超声检测
　　腹腔注射ＡＰ３９大鼠治疗４周后，经５％水合氯醛
０．０６ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉大鼠，固定于检测台上，用
脱毛膏涂抹胸部皮肤进行脱毛，采用Ｍ型超声检测左
心室的运动情况并记录各组大鼠的左心室缩短分数

（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）值，评价各
组大鼠的心功能变化。

１．６　Ｍａｓｓｏｎ染色
　　取甲醛固定的心室肌组织，浓度梯度酒精脱水，石
蜡包埋、切片、脱蜡至水化，核染液染色后流动水冲洗，

再次滴加浆染液染色，流动水冲洗，最后滴加复染液无

水乙醇冲洗，再次梯度酒精脱水，待吹干、透明、封片后

在１００倍显微镜下观察并拍照，每个切片随机选３个
视野并用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析，计算组织胶原体积分
数（ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ）。
１．７　免疫组化检测
　　取上述石蜡包埋后脱蜡至水化，然后进行抗原修
复，封闭，孵育胶原蛋白Ⅲ（ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ，ＣｏｌⅢ）一抗

（１∶１００）过夜（４℃），次日经漂洗后孵二抗、漂洗、显
色，再次复染、返蓝、脱水，最后中性树胶封片并于１００
倍显微镜下观察。每个切片随机选取 ３个视野，用
ＩｍａｇｅＪ图像分析软件对 Ｍａｓｓｏｎ染色图片及免疫组化
进行分析，计算染色部分面积与整个视野面积的比值

（ＩＯＤ／ａｒｅａ）。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　从－８０℃冰箱取出心脏组织待冰融化，称量０．１ｇ
心肌组织后加入９００μＬＲＩＰＡ裂解液和９μＬ蛋白酶
抑制剂，于冰上充分研磨后离心取上清液，定量、煮沸。

每次取２０μｇ蛋白样品上样、电泳、转膜、封闭后于４℃
孵育一抗（稀释比例１∶１０００）过夜，次日ＴＢＳＴ洗膜后
孵育二抗（稀释比例１∶５０００）１ｈ，再次漂洗 ＰＶＤＦ膜
后均匀洒上ＥＣＬ显影液，于显影仪下显影，用 ＩｍａｇｅＪ
分析蛋白条带灰度值，以ＧＡＰＤＨ为内参。
１．９　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，各组
间总体比较采用单因素方差分析，各组间两两比较采

用最小显著性差异分析法（ＬＳＤ）。Ｐ＜０．０５为差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠血生化指标的变化
　　如表１所示，与Ｓｈａｍ组相比，ＵＣＭ组大鼠血液中
的肌酐值和尿素氮水平明显升高（Ｐ＜０．０５），而 ＵＣＭ＋
ＡＰ３９组明显下降（Ｐ＜０．０５），结果提示 ＡＰ３９可减轻
尿毒症大鼠体内的毒素水平。

表１　各组大鼠血生化结果比较 （ｎ＝８，ｍｍｏｌ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 肌酐值 尿素氮

Ｓｈａｍ组 ３１．７５±１．６５ １１．２１±０．８４
ＵＣＭ组 ７２．１１±２．４２ａ １９．６２±１．２３ａ

ＵＣＭ＋ＡＰ３９组 ６１．５０±３．１３ｂ １４．６５±１．２８ｂ

ＡＰ３９组 ３３．００±１．９２ １１．０８±０．８０

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＵＣＭ组比较

２．２　各组大鼠心功能的变化
　　如表２及图１所示，与Ｓｈａｍ组相比，ＵＣＭ组大鼠
的ＬＶＦＳ值明显下降（Ｐ＜０．０５），而ＵＣＭ＋ＡＰ３９组大鼠
的ＬＶＦＳ值明显上升（Ｐ＜０．０５），结果提示 ＡＰ３９可以
改善尿毒症心肌病大鼠的心功能。

表２　各组大鼠心功能比较 （ｎ＝８，％，珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＶＦＳ
Ｓｈａｍ组 ４９．２５±３．５１
ＵＣＭ组 ４１．７０±２．４５ａ

ＵＣＭ＋ＡＰ３９组 ４８．６６±５．３０ｂ

ＡＰ３９组 ４８．４３±３．９２

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＵＣＭ组比较
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２．３　各组大鼠心肌间质组织胶原沉积及ＣｏｌⅢ的变化
　　如图２、３所示，与Ｓｈａｍ组相比，ＵＣＭ组大鼠中心
肌间质胶原纤维沉积量（蓝染部分）及 ＣｏｌⅢ（棕色部
分）量明显增多（Ｐ＜０．０５），且心肌组织排列紊乱；而

ＵＣＭ＋ＡＰ３９组心肌间质胶原沉积量及ＣｏｌⅢ明显减少
（Ｐ＜０．０５），提示ＡＰ３９可以改善尿毒症心肌病大鼠的
心肌纤维化。

! " # $

Ａ：Ｓｈａｍ组；Ｂ：ＵＣＭ组；Ｃ：ＵＣＭ＋ＡＰ３９组；Ｄ：ＡＰ３９组

图１　各组大鼠心功能超声图像表现
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图２　ＡＰ３９对尿毒症心肌病大鼠心肌组织中胶原纤维沉积量的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
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图３　ＡＰ３９对尿毒症心肌病大鼠心肌组织中ＣｏｌⅢ表达的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
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组别
! $ 8 A

组别
! $ 8 A

组别

１：Ｓｈａｍ组；２：ＵＣＭ组；３：ＵＣＭ＋ＡＰ３９组；４：ＡＰ３９组　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＵＣＭ组比较
Ａ、Ｃ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织中蛋白的表达；Ｂ、Ｄ、Ｅ：半定量分析

图４　ＡＰ３９对尿毒症心肌病大鼠心肌组织中线粒体自噬相关蛋白表达的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．４　各组大鼠心肌组织中 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ａｔｇ５、ＬＣ３
Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和Ｐ６２的蛋白表达水平

　　如图４所示，与Ｓｈａｍ组相比，ＵＣＭ组大鼠心肌组
织ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白表
达水平明显下降（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２蛋白表达水平明显上
升（Ｐ＜０．０５）。与 ＵＣＭ组大鼠相比，ＵＣＭ＋ＡＰ３９组大
鼠心肌组织ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１的
蛋白表达水平明显上调（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２蛋白表达水平
明显下调（Ｐ＜０．０５），结果提示 ＡＰ３９可以上调尿毒症
大鼠心肌组织的线粒体自噬水平。

３　讨论

　　尿毒症心肌病是尿毒症晚期的主要并发症之一，
也是尿毒症患者死亡的主要原因，其病理特征包括心

肌间质纤维化、心肌细胞肥大变性和心室重塑等［１９］。

而在我们前期研究中已发现 Ｈ２Ｓ能有效改善高同型

半胱酸血症所致的大鼠心肌纤维化［２０］；也有研究表明

Ｈ２Ｓ缓释剂供体 ＧＹＹ４１３７能明显缓解高血压和血管

紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）所致的大鼠心肌纤维化［２１］。同样，

本研究也发现ＡＰ３９能改善尿毒症大鼠心肌纤维化。
　　在５／６肾脏切除所致尿毒症心肌病大鼠的模型
中，发现线粒体活性氧（ＲＯＳ）生成和促炎症因子水平
明显增加，从而导致线粒体功能障碍。而 ＰＩＮＫ１／
Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬的激活有助于保护线粒体免
受ＲＯＳ、炎症、Ｃａ２＋超载等的损伤；并且清除过度损伤

的线粒体，维持线粒体的质量水平与功能的正常，从而

维持细胞内的稳态，进一步改善心肌损伤和心肌纤维

化［２２－２３］。也有研究发现 ＡｎｇⅡ所诱发小鼠心肌纤维
化模型中，ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬水平明显
上调［２４］，并且 Ｂｅｃｌｉｎ１所依赖的自噬可改善脓毒血症
所诱发的心肌功能障碍及纤维化，其机制可能是通过

上调ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ所介导的线粒体自噬［２５］。另一方

面，ＰＩＮＫ１基因敲除小鼠中，发现线粒体凋亡数目增
多，ＲＯＳ水平增加，从而线粒体功能损伤，进一步促进
心肌细胞肥大和心肌纤维化［２６］。本研究也发现尿毒

症大鼠伴随明显的心肌纤维化，同时心肌组织中

ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎｇ所介导的线粒体自噬水平明显下调，
由此合理推导尿毒症心肌纤维化的发生与 ＰＩＮＫ１／
Ｐａｒｉｎ所介导的线粒体自噬明显相关，并且线粒体自噬
很可能成为延缓尿毒症心肌病进展的干预靶点。

　　Ｈ２Ｓ作为一种新发现的内源性气体信号分子，具
有很强的抗氧化能力，目前已发现其具有心肌保护作

用，但机制并不十分清楚。有研究显示在 ｄｂ／ｄｂ高糖
高脂小鼠模型中，外源性 Ｈ２Ｓ供体 ＮａＨＳ能通过硫巯
基化修饰ＵＳＰ８从而促进与 Ｐａｒｋｉｎ蛋白的相互作用，
上调线粒体自噬水平，进一步改善线粒体功能，减少

ＲＯＳ的产生，从而改善心肌细胞损伤，延缓糖尿病心
肌病的进展［２７］。并且 ＮａＨＳ能有效改善高糖高脂所
导致的大鼠主动脉内皮细胞损伤，其机制是通过上调

线粒体自噬水平，减少线粒体ＲＯＳ水平从而减少细胞

７３６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）



凋亡［１５］。本研究发现 ＡＰ３９同样可以改善尿毒症心
肌纤维化，并且同时也可改善心功能。为进一步探讨

其是否通过 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬改善尿
毒症心肌纤维化，本研究观察各组大鼠心肌组织中线

粒体自噬通路蛋白 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ和自噬相关蛋白
Ａｔｇ５、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和Ｐ６２的变化，结果发现ＡＰ３９
能明显上调尿毒症大鼠心肌组织中 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介
导的线粒体自噬水平。由此推测 ＡＰ３９改善尿毒症所
致的心肌纤维化，其机制可能是通过激活 ＰＩＮＫ１／
Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬，进而维持并改善尿毒症损
伤应激性下的心肌细胞稳态。

　　综上所述，本研究发现线粒体靶向性 Ｈ２Ｓ供体
ＡＰ３９能有效改善尿毒症大鼠心肌纤维化，其机制可能
是通过上调ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的线粒体自噬，该发现
有望为尿毒症心肌病的治疗提供新的靶点和潜在药物

成分。
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