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热休克蛋白 Ａ１２Ｂ介导 ＣＯＸ２表达调控心肌缺血再灌注损伤中心肌细胞
线粒体自噬的作用研究
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［摘　要］　目的　探讨热休克蛋白Ａ１２Ｂ（ＨＳＰＡ１２Ｂ）对心肌缺血再灌注（ＭＩ／Ｒ）损伤中心肌细胞线粒体自噬的影响及可能的
分子机制。方法　将４０只ＳＤ大鼠随机分为假手术组、模型组、ｐＬＶＸＮＣ组和ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组，每组１０只。其中，假手术组大鼠
仅暴露心脏，不进行ＭＩ／Ｒ处理；模型组大鼠给予心肌内注射０．９％氯化钠注射液２０μＬ，７ｄ后构建ＭＩ／Ｒ模型；ｐＬＶＸＮＣ组大鼠给
予心肌内注射２０μＬｐＬＶＸＮＣ慢病毒液，７ｄ后构建ＭＩ／Ｒ模型；ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠给予心肌内注射２０μＬｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ慢
病毒液，７ｄ后构建ＭＩ／Ｒ模型。ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠血清肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）含量，ＨＥ染色观察各组
大鼠心肌组织病理学形态，ＴＵＮＥＬ染色检测各组大鼠心肌组织内细胞凋亡情况，免疫组织化学染色检测各组大鼠心肌组织内环氧
化酶２（ＣＯＸ２）和微管相关蛋白１轻链３β（ＬＣ３β）表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠心肌组织内 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值及 Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１
蛋白的表达水平。结果　与假手术组比较，模型组大鼠血清中ＣＫＭＢ和ＬＤＨ的含量均升高，心肌组织损伤较为严重，心肌组织内
ＴＵＮＥＬ阳性细胞率升高，ＣＯＸ２阳性表达率上升，而ＬＣ３β阳性表达率下降，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值下降，Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白的表达水平
均下调（Ｐ＜０．０５）；与模型组和ｐＬＶＸＮＣ组比较，ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠血清中ＣＫＭＢ和ＬＤＨ的含量均降低，心肌组织损伤现象
明显减轻，心肌组织内 ＴＵＮＥＬ阳性细胞率降低，ＣＯＸ２阳性表达率下降，同时 ＬＣ３β阳性表达率上升，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高，
Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白的表达水平均上调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＳＰＡ１２Ｂ能够通过增加心肌细胞线粒体自噬途径来缓解ＭＩ／Ｒ模型大鼠
心肌损伤，其作用机制可能与抑制ＣＯＸ２表达有关。
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　　急性心肌梗死是全球范围内常见的心血管疾病，
及时开通梗死相关动脉，恢复缺血心肌的供血，是挽救

垂死心肌及防止梗死范围再次扩大的关键。但有研究

发现，心肌缺血一段时间后恢复血流灌注会加重心肌

结构和功能的损伤，导致心功能下降和恶性心律失常，

这一过程称为心肌缺血再灌注（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＭＩ／Ｒ）损伤［１２］。目前，ＭＩ／Ｒ损伤仍是治
疗心肌缺血所面临的主要难题。因此，如何在早期恢

复冠脉血流的基础上减少甚至消除ＭＩ／Ｒ损伤的发生
具有重要的临床意义。

热休克蛋白 Ａ１２Ｂ（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎＡ１２Ｂ，
ＨＳＰＡ１２Ｂ）于２００３年从动脉粥样硬化病变中克隆出
来，归类为热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）家族的一员，包含
非典型的ＡＴＰａｓｅ结构域［３］。与 ＨＳＰ７０家族其他成员
的普遍性表达不同，ＨＳＰＡ１２Ｂ在内皮细胞中特异性表
达，能够抵御多种有害因素。已有研究表明，ＨＳＰＡ１２Ｂ
能够在心肌梗死和脑缺血后发挥对组织器官的保护作

用［４５］，还能够改善脓毒症引起的心脏功能障碍［６］，但

相关的作用机制尚未明确。

为进一步确定 ＨＳＰＡ１２Ｂ在 ＭＩ／Ｒ损伤中的具体
作用及机制，本研究通过构建 ＭＩ／Ｒ大鼠模型并给予
含ＨＳＰＡ１２Ｂ的慢病毒液预先处理，观察 ＨＳＰＡ１２Ｂ对
ＭＩ／Ｒ心肌组织损伤及心肌组织内环氧化酶２
（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）表达的影响，并检测线粒体
自噬途径的变化情况，旨在揭示 ＨＳＰＡ１２Ｂ调控 ＭＩ／Ｒ
损伤的作用机制，为ＭＩ／Ｒ损伤的治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物
ＳＰＦ级健康ＳＤ大鼠，雄性，４周龄，体质量（２００±

２０）ｇ，购自海南药物研究所有限责任公司，饲养于无
特定病原体屏障环境中，温度（２３±２）℃，相对湿度
（５０±５）％，１２ｈ／１２ｈ明暗周期交替，实验期间自由饮
水、摄食。本实验获得中国科学院阜外医院动物伦理

委员会审核批准（Ｋ２０２１１０２１２０８）。
１．２　主要试剂

空白慢病毒载体ｐＬＶＸＮＣ和含ＨＳＰＡ１２Ｂ慢病毒

载体ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ的合成和包装均由上海吉玛制
药技术有限公司完成。血清肌酸激酶同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ，ＣＫＭＢ）和乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）特异性ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海慧颖生
物公司，ＨＥ染色试剂盒购自北京索莱宝生物公司，
ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购自上海翌圣生物公司，
免疫组织化学染色试剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司，ＤＡＢ显色液、ＲＩＰＡ裂解液、考马斯亮蓝试剂盒和
ＥＣＬ发光试剂液购自上海碧云天生物研究所，兔抗人
ＣＯＸ２多克隆、兔抗人微管相关蛋白１轻链３β（ｍｉｃｒｏ
ｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ，ＬＣ３β）多
克隆、兔抗人 Ｐａｒｋｉｎ多克隆、兔抗人 ＰＩＮＫ１多克隆及
兔抗鼠 ＧＡＰＤＨ多克隆等抗体均购自英国 Ａｂｃａｍ公
司。其他试剂均为国产分析纯。

１．３　分组与处理
将４０只ＳＤ大鼠按照随机数字表法分为４组，每

组１０只。假手术组大鼠仅暴露心脏，不进行 ＭＩ／Ｒ处
理；模型组大鼠心肌内注射 ０．９％氯化钠注射液
２０μＬ，７ｄ后构建 ＭＩ／Ｒ模型；ｐＬＶＸＮＣ组大鼠心肌
内注射２０μＬｐＬＶＸＮＣ慢病毒液，７ｄ后构建ＭＩ／Ｒ模
型；ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠心肌内注射 ２０μＬｐＬＶＸ
ＨＳＰＡ１２Ｂ慢病毒液，７ｄ后构建ＭＩ／Ｒ模型。注射操作
如下：将大鼠消毒后麻醉，仰卧位固定，气管插管并连

接动物呼吸器进行机械通气；在大鼠左胸第４和第５
肋骨之间剪开皮肤，使心脏完全暴露，采用微量注射器

分４点在各组大鼠心肌中注射相应液体，留置注射针
２ｍｉｎ，闭合胸腔，肌内注射１．５ｍＬ／ｋｇ硫酸庆大霉素
抗感染，每日１次，持续３ｄ。
１．４　动物造模

参考文献［７］方法构建 ＭＩ／Ｒ大鼠模型。将大鼠
消毒后，腹腔注射４０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠麻醉，然后固
定在动物实验台上，气管插管并连接动物呼吸器进行

机械通气。在大鼠左胸第４和第５肋骨间剪开皮肤，
使心脏完全暴露，用丝线在冠状动脉左前降支下约

２ｍｍ处进行结扎，以阻塞左冠状动脉前降支，心电图
观察ＳＴ段抬高０．１ｍＶ左右，持续结扎４０ｍｉｎ进行缺
血处理，之后释放结扎丝线，再灌注１２０ｍｉｎ，待 ＳＴ段
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下降到缺血时的０．０５ｍＶ，即成功构建大鼠 ＭＩ／Ｒ模
型。随后立即闭合胸腔，缝合切口，消毒，肌内注射

１．５ｍＬ／ｋｇ硫酸庆大霉素抗感染，每日１次，持续３ｄ。
１．５　ＥＬＩＳＡ检测心肌损伤指标

处理结束后，各组大鼠经尾静脉采血２ｍＬ，室温
静置２ｈ，４℃低温以４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，制备血
清。将样品加入各反应孔，使用大鼠特异性 ＥＬＩＳＡ试
剂盒测定各组大鼠血清ＣＫＭＢ和ＬＤＨ含量。
１．６　ＨＥ染色观察心肌组织病理学改变

采血后处死各组大鼠，无菌环境下解剖取各组大

鼠心肌组织，清洗干净，在４％多聚甲醛中固定，然后
经梯度酒精脱水，二甲苯透明，常规石蜡包埋，制备厚

度约为５μｍ的切片。将切片脱蜡水化，苏木素染色
１０ｍｉｎ，流水冲洗多余染液，１％酒精—盐酸分化，水
洗，反蓝，伊红染色１ｍｉｎ，再次经梯度酒精脱水，二甲
苯透明，随后中性树胶封固，光学显微镜下观察各组大

鼠心肌组织病理学变化，并摄取图片。

１．７　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡情况
取制备的各组大鼠心肌组织切片，以梯度酒精脱

水，二甲苯透明，ＰＢＳ清洗，加入２０μｇ蛋白酶Ｋ溶液，
室温水解１５ｍｉｎ，蒸馏水清洗；加入含２％过氧化氢的
ＰＢＳ，室温反应５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，弃掉组织周围多余染
液，滴加ＴｄＴ试剂液，置于湿盒中３７℃孵育６０ｍｉｎ；终
止反应后，ＰＢＳ清洗，使用新鲜配制的 ＤＡＢ溶液室温
显色５ｍｉｎ，脱水透明，随后中性树胶封固，光学显微镜
下随机选择５个２００倍镜视野进行观察。阳性细胞呈
褐色，计数视野下２００个细胞与其中的阳性细胞数，计
算各组大鼠心肌组织内ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞率。
１．８　免疫组织化学染色检测心肌组织中 ＣＯＸ２、

ＬＣ３β表达
　　各组大鼠心肌组织切片以二甲苯脱蜡，梯度酒精
脱水，柠檬酸钠修复抗原，０．３％过氧化氢液室温孵育
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸泡清洗，再以１０％山羊血清进行封闭。
结束后，分别滴加兔抗人 ＣＯＸ２（１∶１００）、ＬＣ３β
（１∶２００）多克隆抗体，４℃孵育过夜。次日，弃掉原液，
ＰＢＳ清洗，滴加对应的二抗（１∶５０００），室温孵育１ｈ
后采用ＤＡＢ溶液室温显色，冲洗干净，随后苏木精复
染，脱水透明，中性树胶封固，光学显微镜观察组织内

着色情况。阳性染色为胞质或胞核呈棕色至深褐色，

随机选择５个视野，利用 ＩｍａｇｅＪ软件进行分析，计算
各组大鼠心肌组织内ＣＯＸ２、ＬＣ３β阳性表达率。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白的表达

将各组大鼠心肌组织在无菌环境下剪碎，加入液

氮研磨，添加适量 ＲＩＰＡ裂解液，置于冰上裂解，以提

取组织总蛋白，考马斯亮蓝法测定。取各组蛋白样品，

９８℃水浴加热，并制备１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，取等量的蛋白
样品进行上样后，经电泳分离蛋白，８０Ｖ恒压电泳
２０ｍｉｎ，１１０Ｖ再电泳６０ｍｉｎ，恒压１００Ｖ处理９０ｍｉｎ，
将分离的蛋白转至 ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉室温封闭
１ｈ，加入相应一抗工作液，４℃孵育过夜。次日，弃掉
原液，ＴＢＳＴ洗膜后加入相应的二抗，室温孵育 ２ｈ，
ＴＢＳＴ再次洗膜，ＥＣＬ显色，凝胶成像系统拍照，以
ＧＡＰＤＨ作为内参蛋白，ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰
度值，计算ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ、Ｐａｒｋｉｎ及ＰＩＮＫ１蛋白的相对
表达水平。

１．１０　统计学分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．３０软件进行数据统计分

析，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间数据
比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ
检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠血清心肌损伤标志物水平
与假手术组比较，模型组大鼠血清 ＣＫＭＢ和

ＬＤＨ的含量均明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组和
ｐＬＶＸＮＣ组比较，ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠血清 ＣＫＭＢ
和ＬＤＨ的含量均明显降低（Ｐ＜０．０５），见表１。
表１　各组大鼠血清心肌损伤指标水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，Ｕ／Ｌ）

组别 ＣＫＭＢ ＬＤＨ
假手术组 ４２３．２３±４０．０２ １６０．３９±１５．２３
模型组 ７８３．４５±７２．３７ ３３１．６７±３０．８２

ｐＬＶＸＮＣ组 ７８６．０４±７２．４９ ３２９．８５±３０．４０
ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组 ６６３．７１±６２．７６＃△ ２３６．９１±２１．７３＃△

：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；
△：与ｐＬＶＸＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　各组大鼠心肌组织病理变化
假手术组大鼠心肌组织结构正常，组织内细胞排

列较为整齐，心肌纤维紧密，无明显的肿胀及紊乱现

象；模型组和ｐＬＶＸＮＣ组大鼠心肌纤维肿胀变大，出
现断裂，并伴大量炎性细胞浸润；与模型组和 ｐＬＶＸ
ＮＣ组比较，ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠心肌组织病理损伤
现象得到缓解，心肌纤维断裂现象减少，心肌细胞排列

较为整齐（图１）。
２．３　各组大鼠心肌组织细胞凋亡情况

ＴＵＮＥＬ染色结果显示，模型组大鼠心肌组织内
ＴＵＮＥＬ阳性细胞率较假手术组明显升高（Ｐ＜０．０５），
表明凋亡细胞增加；ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠心肌组织
内ＴＵＮＥＬ阳性细胞率较模型组和ｐＬＶＸＮＣ组明显下
降（Ｐ＜０．０５），表明凋亡细胞减少（图２）。
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图１　各组大鼠心肌组织病理学形态（ＨＥ染色×１００）

ａ：ＴＵＮＥＬ染色（×２００）；ｂ：ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞率　 ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｐＬＶＸＮＣ组
比较，Ｐ＜０．０５

图２　ＴＵＮＥＬ染色观察各组大鼠心肌细胞凋亡情况

２．４　各组大鼠心肌组织ＣＯＸ２表达
与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织内染色加

深，ＣＯＸ２阳性表达率明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组

和ｐＬＶＸＮＣ组比较，ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠心肌组织内
染色明显变浅，ＣＯＸ２阳性表达率明显降低（Ｐ＜０．０５），
见图３。

ａ：免疫组织化学染色（×１００）；ｂ：ＣＯＸ２阳性表达率　 ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与 ｐＬＶＸＮＣ
组比较，Ｐ＜０．０５

图３　免疫组织化学染色观察各组大鼠心肌组织ＣＯＸ２表达

２．５　各组大鼠心肌细胞线粒体自噬水平
与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织内染色较少，

且颜色变浅，ＬＣ３β阳性表达率明显下降（Ｐ＜０．０５）；而

相较于模型组和ｐＬＶＸＮＣ组，ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠
心肌组织内染色加深，ＬＣ３β阳性表达率明显上升
（Ｐ＜０．０５），见图４。
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ａ：免疫组织化学染色（×１００）；ｂ：ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值；ｃ：Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对表达；ｄ：ＰＩＮＫ１蛋白相对表达　 ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；
＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｐＬＶＸＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　免疫组织化学染色观察各组大鼠心肌组织ＬＣ３Ｂ表达

２．６　各组大鼠心肌组织自噬相关蛋白表达
与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织内ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ比值下降（Ｐ＜０．０５），Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白的表达
水平明显下调（Ｐ＜０．０５）；与模型组和 ｐＬＶＸＮＣ组比

较，ｐＬＶＸＨＳＰＡ１２Ｂ组大鼠心肌组织内 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
比值上升（Ｐ＜０．０５），Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白的表达水平
明显上调（Ｐ＜０．０５），见图５。

ａ：各蛋白条带；ｂ：ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值；ｃ：Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对表达水平；ｄ：ＰＩＮＫ１蛋白相对表达水平　：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：
与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｐＬＶＸＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠心肌组织内相关蛋白表达

３　讨论

ＭＩ／Ｒ诱导的心肌细胞死亡是导致冠心病患者死
亡的主要病理因素之一。ＭＩ／Ｒ会引发一系列复杂的
炎症反应及严重的组织损伤和心律失常，阻止心脏收

缩功能恢复，并导致缺血组织中细胞死亡［２，８］。目前，

ＭＩ／Ｒ引发的一系列复杂性损伤已成为全球范围内致
残和致死的主要因素，也是心血管疾病患者死亡的主

要原因［９］。而且没有切实可行的解决方案能够彻底避

免ＭＩ／Ｒ损伤，迫切需要制定出针对治疗ＭＩ／Ｒ损伤的
新策略。因此，本研究通过使用含ＨＳＰＡ１２Ｂ的慢病毒液
预先处理大鼠后构建ＭＩ／Ｒ模型，了解其对ＭＩ／Ｒ损伤
的潜在作用机制，以期为ＭＩ／Ｒ的治疗策略提供参考。

ＨＳＰＡ１２Ｂ作为内皮细胞中特异性表达的热休克

蛋白，参与内皮细胞的增殖和迁移，能够促进血管生

成，现已证明ＨＳＰＡ１２Ｂ在一些疾病中发挥重要的治疗
作用。Ｚｈａｏ等［１０］研究表明，ＨＳＰＡ１２Ｂ过表达可通过
ｅＮＯＳ依赖性机制促进缺血性中风慢性期小鼠的神经
功能恢复并提高其存活率；Ｚｈａｎｇ等［６］研究发现，

ＨＳＰＡ１２Ｂ可通过调节靶向黏附分子的ｍｉＲ１２６表达来
预防败血症诱导的严重心肌病，从而减少心肌中免疫

细胞的积累；Ｔｈｉｒｕｎａｖｕｋｋａｒａｓｕ等［１１］的研究指出，

ＨＳＰＡ１２Ｂ基因疗法可以改善后肢缺血小鼠的运动功
能，促进新生血管形成，并减少组织纤维化。本研究结

果显示，与模型组和 ｐＬＶＸＮＣ组比较，在经 ＨＳＰＡ１２Ｂ
预处理的 ＭＩ／Ｒ大鼠模型中，血清中损伤标志物
ＣＫＭＢ和ＬＤＨ的含量均下降，心肌组织损伤现象明显
减轻，进一步说明了ＨＳＰＡ１２Ｂ对ＭＩ／Ｒ损伤具有良好
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的缓解作用。

ＣＯＸ是前列腺素生物合成的限速酶，其有 ＣＯＸ１
和ＣＯＸ２两种异构体。ＣＯＸ１在许多组织中表达，主
要在组织稳态中发挥作用；相比之下，ＣＯＸ２作为一种
诱导性酶，是各种炎症过程的中心环节，负责在炎症和

伤口愈合部位产生前列腺素［１２］。ＣＯＸ２在炎症血管
中表达上调，并在动脉粥样硬化、动脉瘤和动脉球囊损

伤中对病程发展起到促进作用［１３］。另外，Ｙｉｎ等［１４］通

过将主动脉血管内皮细胞暴露在 ＰＭ２．５环境中后发
现，ＣＯＸ２的表达水平明显上调，而在暴露于 ＰＭ２．５
环境前用特定ＣＯＸ２抑制剂处理血管内皮细胞后，不
仅完全阻止了细胞凋亡，而且还减轻了炎症反应。越

来越多的研究表明，ＣＯＸ２与心肌梗死疾病的进展有
关，Ａｂｂａｔｅ等［１５］研究表明，ＣＯＸ２在心肌梗死患者的心
肌细胞中高表达，并与细胞凋亡呈正相关；贾丹等［１６］指

出，抑制ＣＯＸ２活性能够降低体外缺氧／复氧实验模拟
的ＭＩ／Ｒ中促炎因子的转录，并对Ｈ９Ｃ２心肌细胞具有
保护作用。鉴于此，本研究通过检测各组ＭＩ／Ｒ大鼠心
肌组织内ＣＯＸ２表达发现，与模型组和ｐＬＶＸＮＣ组比
较，经ＨＳＰＡ１２Ｂ预处理的ＭＩ／Ｒ大鼠心肌组织内ＣＯＸ２
阳性表达率明显降低。由此推测，ＨＳＰＡ１２Ｂ可能通过介
导ＣＯＸ２在ＭＩ／Ｒ损伤中发挥作用。

终末分化心肌细胞的死亡是各种心脏疾病发生的

主要原因，包括心力衰竭、心肌梗死及 ＭＩ／Ｒ损伤。在
心脏病发病过程中，细胞凋亡和坏死都能够导致心肌

细胞死亡，而心肌细胞死亡是 ＭＩ／Ｒ损伤中心脏功能
衰竭的核心特征［１７］。心肌细胞死亡是不可逆的，并伴

细胞膜电位的快速丧失，从而导致细胞肿胀、破裂、溶

解及后续炎症的发生。线粒体自噬指细胞降解自身线

粒体的过程，该途径可以清除 ＭＩ／Ｒ损伤下心脏中功
能失调的线粒体，以减轻病理损伤［１８］。研究表明，心

肌细胞中线粒体自噬的机制是由胞质 Ｅ３泛素连接酶
Ｐａｒｋｉｎ和线粒体膜激酶 ＰＴＥＮ诱导的推定激酶 ＰＩＮＫ１
介导，ＰＩＮＫ１在线粒体中选择性稳定，其内膜上的电位
降低，并将Ｐａｒｋｉｎ募集到线粒体以激活其 Ｅ３泛素连
接酶活性，导致线粒体自噬并通过自噬机制去除受损

的线粒体［１９］。此外，Ｐａｒｋｉｎ非依赖性线粒体自噬途径
由Ｂｃｌ２、ＢＮＩＰ３或ＢＮＩＰ３Ｌ介导，这些受体激活后可直
接与ＬＣ３β结合，促进缺氧条件下的线粒体自噬发生。
本研究经检测发现，与模型组和 ｐＬＶＸＮＣ组比较，经
ＨＳＰＡ１２Ｂ预处理的ＭＩ／Ｒ大鼠模型心肌组织内 ＬＣ３β
阳性表达率上升，Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白的表达水平明显
上调，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值也升高。由此推测，ＨＳＰＡ１２Ｂ
作用下增加了 ＭＩ／Ｒ大鼠心肌细胞线粒体自噬，从而

发挥对心脏组织的保护作用。

综上，大鼠ＭＩ／Ｒ损伤会导致ＣＯＸ２表达升高，线
粒体自噬功能降低，心肌组织损伤，而 ＨＳＰＡ１２Ｂ能够
抑制ＣＯＸ２表达，并增加线粒体自噬，从而逆转 ＭＩ／Ｒ
损伤。本研究从线粒体自噬入手，为探究以 ＨＳＰＡ１２Ｂ
为靶点改善ＭＩ／Ｒ损伤提供了实验依据。
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ＴＨＢＳ１基因编辑 ＢＭＳＣｓ对变应性鼻炎模型小鼠鼻黏膜屏障功能及炎症反
应的影响

王　丽，黄永阳，张　义，綦　彬，万　龙，杜炎平，陈才盛　（黄冈市中心医院耳鼻喉头颈外科，湖北 黄冈 ４３８０００）

［摘　要］　目的　探究血小板反应蛋白１（ＴＨＢＳ１）基因编辑骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）对变应性鼻炎（ＡＲ）小鼠的鼻黏膜屏
障功能与炎症反应的影响。方法　分离培养小鼠ＢＭＳＣｓ，流式细胞仪测定细胞表面标记物表达，茜素红染色和油红 Ｏ染色检测细
胞成骨与成脂分化能力，鉴定分离的结果；使用含ＴＨＢＳ１基因的慢病毒感染ＢＭＳＣｓ，荧光显微镜观察细胞内绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ表
达，并以实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋白表达情况，鉴定感染效果。实验分为对照组、模型组、
ＢＭＳＣｓ组、ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组，每组１５只，除对照组外的其余３组小鼠均构建 ＡＲ模型，对照组和模型组小鼠均尾静脉注射０．１ｍＬ
ＰＢＳ，ＢＭＳＣｓ组和ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠分别尾静脉注射０．１ｍＬＢＭＳＣｓ、０．１ｍＬ经ＴＨＢＳ１基因编辑的ＢＭＳＣｓ。处理结束后，对各组
小鼠流涕、挠鼻及喷嚏情况进行统计，ＥＬＩＳＡ法检测血清ＩＦＮγ、ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４及ＩＬ６的含量，ＨＥ染色和ＰＡＳ染色观察鼻黏膜病
理形态学变化，免疫荧光染色检测鼻黏膜内ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测鼻黏膜内紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ的水平。结果　分离的细胞表面ＣＤ１０５、ＣＤ９０和ＣＤ７３为阳性表达，ＣＤ３４和 ＣＤ４５为阴性表达，并具备良好的成骨与成脂分化
能力，说明成功分离到ＢＭＳＣｓ。经含ＴＨＢＳ１基因的慢病毒感染后的ＢＭＳＣｓ出现明显绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ表达，ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋
白相对表达均上调（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，模型组小鼠精神萎靡，伴有连续性喷嚏和挠鼻次数增加（Ｐ＜０．０５），血清 ＩＦＮγ含
量降低，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ６含量均升高（Ｐ＜０．０５），鼻黏膜结构受损，有大量嗜酸性粒细胞浸润，且杯状细胞数目也明显增加
（Ｐ＜０．０５），ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ的荧光强度均减弱（Ｐ＜０．０５），Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白相对表达均下调（Ｐ＜０．０５）；与模型组比
较，ＢＭＳＣｓ组和ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠精神状态有所好转，喷嚏和挠鼻次数减少（Ｐ＜０．０５），血清ＩＦＮγ含量升高，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、
ＩＬ６含量均降低（Ｐ＜０．０５），鼻黏膜内嗜酸性粒细胞与杯状细胞数目均减少（Ｐ＜０．０５），ＣＫ５与 βｔｕｂｕｌｉｎ的荧光强度增强
（Ｐ＜０．０５），Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白相对表达量均上调（Ｐ＜０．０５）；与ＢＭＳＣｓ组比较，ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠喷嚏和挠鼻次数减少
（Ｐ＜０．０５），血清ＩＦＮγ含量升高，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ６含量均降低（Ｐ＜０．０５），鼻黏膜嗜酸性粒细胞与杯状细胞数目均进一步减
少（Ｐ＜０．０５），ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ荧光强度显著增强（Ｐ＜０．０５），Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白相对表达均上调（Ｐ＜０．０５）。结论　经
ＴＨＢＳ１基因编辑的ＢＭＳＣｓ可明显增强ＡＲ小鼠的鼻黏膜屏障功能，降低炎症反应，从而减轻鼻部症状。
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