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右美托咪定联合七氟醚对糖尿病小鼠心肌缺血／再灌注损伤的保护作用
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［摘　 要］　 目的　 探讨右美托咪定（Ｄｅｘ）联合七氟醚－后处理（ＳｅｖｐｏｓｔＣ）对糖尿病小鼠心肌缺血／再灌注损伤（ＭＩ ／ ＲＩ）的保
护作用及其分子机制。方法　 体外实验：分别在低糖（ＬＧ）和高糖（ＨＧ）条件下培养Ｈ９ｃ２心肌细胞，并诱导缺氧／复氧（Ｈ ／ Ｒ）损伤
模型，给予细胞七氟醚（Ｓｅｖ）或七氟醚联合右美托咪定（Ｓｅｖ ＋ Ｄｅｘ）处理。ＣＣＫ８检测心肌细胞存活能力；ＥＬＩＳＡ检测细胞乳酸脱氢
酶（ＬＤＨ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）的水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测细胞中缺氧诱导因子１α
（ＨＩＦ１α）和巨噬细胞迁移抑制因子（ＭＩＦ）的表达。在体动物实验：分别使用健康小鼠和２型糖尿病小鼠构建ＭＩ ／ ＲＩ模型，并给予小鼠
ＳｅｖｐｏｓｔＣ或ＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ治疗。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测小鼠心脏组织中ＨＩＦ１α和ＭＩＦ的表达；ＨＥ染色检测小鼠心肌组织损伤情况；
ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清ＬＤＨ和ＣＫＭＢ的水平，以及心肌组织ＳＯＤ和ＭＤＡ的水平。结果　 细胞实验结果显示，与ＬＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，
ＬＧＨ ／ Ｒ组细胞存活能力显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＬＧＨ ／ Ｒ组相比，ＬＧＳｅｖ组细胞存活能力显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相
比，ＨＧＨ／ Ｒ组细胞存活能力显著降低（Ｐ ＜０． ０１）；与ＨＧＨ／ Ｒ组相比，ＨＧＳｅｖ组细胞存活能力无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ
组细胞存活能力则显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）。与ＨＧＨ ／ Ｒ组相比，ＨＧＳｅｖ组ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＳＯＤ和ＭＤＡ水平无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），
ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组上述４项指标均具有显著变化（Ｐ ＜ ０． ０１）。与ＨＧＨ ／ Ｒ组相比，ＨＧＳｅｖ组ＨＩＦ１α和ＭＩＦ的表达无显著变化
（Ｐ ＞ ０． ０５），ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组ＨＩＦ１α的表达显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ＭＩＦ的表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）。小鼠模型研究结果显示，在糖
尿病小鼠中，与ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组相比，ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ组小鼠ＨＩＦ１α和ＭＩＦ的表达无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），而ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ组小
鼠ＨＩＦ１α表达显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ＭＩＦ的表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）。ＨＥ染色结果显示，与ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组相比，ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ组小
鼠心肌损伤无明显缓解，而ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ组小鼠心肌损伤缓解十分显著。与ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组相比，仅ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ组小
鼠ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＭＤＡ和ＳＯＤ的水平有显著变化（Ｐ ＜ ０． ０１）。结论　 Ｄｅｘ联合应用ＳｅｖｐｏｓｔＣ能够明显缓解糖尿病小鼠ＭＩ ／ ＲＩ。
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ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭＭＩ ／ ＲＩ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ１α ａｎｄ ＭＩＦ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ （Ｐ ＞ ０． ０５），ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ１α ｉｎ ｔｈｅ ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ ＜ ０． ０１），ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＩＦ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜０． ０１）． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭＭＩ ／ ＲＩ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｌｉｅｖｅｄ，ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｌｉｅｖｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＤＭＭＩ ／ ＲＩ ｇｒｏｕｐ，ｏｎｌｙ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬＤＨ，ＣＫＭＢ，ＭＤＡ ａｎｄ ＳＯＤ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄｅｘ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＳｅｖｐｏｓｔＣ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ＭＩ ／ ＲＩ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ．
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　 　 近年来，糖尿病的发病率逐年上升，并呈年轻化趋
势，已成为严重威胁人类健康的全球性公共卫生问题。
２０１９年全球６５岁及以上的人群中约有１９３万人患有
糖尿病，预计２０４５年将达到２ ７６２万［１］。心血管疾
病，特别是急性冠状动脉综合征是糖尿病患者的重要
合并症，其危害远大于糖尿病本身。心肌缺血／再灌注
损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＭＩ ／ ＲＩ）是
临床常见的病理生理过程，心肌发生缺血后，应及时行
血液再灌注恢复血液供应以防止心肌死亡，但该过程
也会对心肌造成二次损伤，这种现象被称为ＭＩ ／ ＲＩ［２］。
研究发现，糖尿病患者心肌缺血的发生率比非糖尿病
患者高１． ４５ ～ ２． ９９倍，这对糖尿病患者来说是一个严
重的健康威胁［３］。而且长期患有糖尿病可引发血管
内皮功能障碍，这将加剧缺血／再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎ，Ｉ ／ Ｒ）引起的心肌损伤［４５］。

七氟醚（ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅ，Ｓｅｖ）是一种广泛用于临床和
基础研究的吸入麻醉剂。研究证实，七氟醚－后处理
（ｓｅｖｏｆｌｕｒａｎｅｐｏｓｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＳｅｖｐｏｓｔＣ）可以有效减
轻健康心肌的Ｉ ／ Ｒ损伤［６７］；而高血糖可抵消ＳｅｖｐｏｓｔＣ
的心肌保护作用，但其具体机制尚不清楚。有研究显
示，巨噬细胞迁移抑制因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）在ＭＩ ／ ＲＩ过程中发挥着重要作
用，而高血糖能够抑制ＭＩＦ的表达［８９］。右美托咪定
（ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ，Ｄｅｘ）是一种高度选择性的α２受体
激动剂，通常在临床中用作镇静剂。研究证实，Ｄｅｘ能
够有效保护心肌免于Ｉ ／ Ｒ损伤，其保护机制包括上调
缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ｓｕｂｕｎｉｔ
ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）的表达［１０］。ＨＩＦ１α在心肌缺血过程中
被显著诱导表达，其在心肌缺血／缺氧过程中是启动内
源性心肌保护机制的起始因子，是防御ＭＩ ／ ＲＩ的主要
调节因子［１１］。而ＭＩＦ是ＨＩＦ１α的下游效应因子，心
肌组织中ＨＩＦ１α与ＭＩＦ的表达密切相关［９，１１］。因此，
本研究拟通过体外研究和在体构建糖尿病小鼠ＭＩ ／ ＲＩ
模型，探讨Ｄｅｘ联合ＳｅｖｐｏｓｔＣ对糖尿病小鼠ＭＩ ／ ＲＩ的

保护作用及其分子机制。
１　 材料与方法
１． １　 实验材料

６ ～ ８周龄ＳＰＦ级雄性Ｃ５７ ＢＬ ／ ＫＳ ｍ ／ ｍ（Ｌｅｐｒ
ＷＴ ／ ＷＴ）小鼠１５只，体质量（２３ ± ２）ｇ；６ ～ ８周龄ＳＰＦ
级雄性Ｃ５７ ＢＬ ／ ＫＳ ｄｂ ／ ｄｂ（ＬｅｐｒＫＯ ／ ＫＯ）２型糖尿病小
鼠２０只，体质量（４１ ± ３）ｇ，购自海南药物研究所有限
责任公司；Ｈ９ｃ２大鼠胚胎心肌细胞购自武汉普诺赛生
物；ＦＢＳ（批号：１００９１１５５），低葡萄糖ＤＭＥＭ（批号：
１１９６６０２５），高葡萄糖ＤＭＥＭ（葡萄糖３５ μｍｏｌ ／ Ｌ；批
号：１２１０００６１）购自美国Ｇｉｂｃｏ；Ｓｅｖ （批号：ＳＦ
２７８５０１６），Ｄｅｘ（批号：ＹＴ１７３２２３４），戊巴比妥钠（批
号：ＰＺ２４３７１８６）购自北京阳光生物；乳酸脱氢酶（ｌａｃ
ｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）、肌酸激酶同工酶ＭＢ（ｃｒｅａ
ｔｉｖｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ ＭＢ，ＣＫＭＢ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（批
号：ＣＳＢＥ１１７２３ｍ、ＣＳＢＥ１４４０４ｍ），超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性测定试剂盒（批号：
ＣＳＢＥ０８５５６ｍ）购自武汉华美；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）测定试剂盒（批号：Ｓ０１３１Ｓ），ＣＣＫ８细胞
活力测定试剂盒（批号：Ｃ００３７）购自上海碧云天；ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒（批号：７１２８５３），ＥＣＬ化学发光底物
（批号：ＷＢＵＬＳ０５００），蛋白酶抑制剂混合物（批号：
Ｐ２７１４）购自美国ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ；ＲＩＰＡ裂解液（批号：
８９９０１）购自美国Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ；兔抗ＨＩＦ１α单抗（批
号：ａｂ１７９４８３），兔ＭＩＦ单抗（批号：ａｂ１８７０６４），山羊抗
兔ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ）ＨＲＰ二抗（批号：ａｂ３７２１）购自美国
Ａｂｃａｍ；酶标仪（型号：８００ＴＳ）购自美国ＢｉｏＴｅｋ公司；
光学显微镜（型号：ＣｉＥ）购自日本Ｎｉｋｏｎ。
１． ２　 体外和在体实验分组

体外实验分组：①ＬＧＣｏｎｔｒｏｌ组，低糖（ＬＧ）培养
条件下培养Ｈ９ｃ２心肌细胞；②ＬＧＨ ／ Ｒ组，低糖培养
条件下对Ｈ９ｃ２心肌细胞进行缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ ／
ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ ／ Ｒ）处理；③ＬＧＳｅｖ组，低糖培养条件
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下对Ｈ９ｃ２心肌细胞进行Ｈ ／ Ｒ处理后，加入Ｓｅｖ处理
细胞；④ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组，高糖（ＨＧ）培养条件下培养
Ｈ９ｃ２心肌细胞；⑤ＨＧＨ ／ Ｒ组，高糖培养条件下对
Ｈ９ｃ２心肌细胞进行Ｈ ／ Ｒ处理后，在常氧条件下继续
培养１２ ｈ；⑥ＨＧＳｅｖ组，高糖培养条件下对Ｈ９ｃ２心肌
细胞进行Ｈ ／ Ｒ处理后，加入Ｓｅｖ处理细胞，在常氧条
件下继续培养６ ｈ；⑦ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组，高糖培养条件
下对Ｈ９ｃ２心肌细胞进行Ｈ ／ Ｒ处理后，在对细胞进行
Ｓｅｖ处理的同时加入Ｄｅｘ处理细胞，然后收获细胞。

在体实验分组（ｎ ＝ ５）：①Ｓｈａｍ组，正常小鼠ＭＩ ／ ＲＩ
模型假手术；②ＭＩ ／ ＲＩ组，正常小鼠构建ＭＩ ／ ＲＩ模型；
③ＳｅｖｐｏｓｔＣ组，对正常小鼠构建ＭＩ ／ ＲＩ模型时，在再
灌注前持续吸入２． ５％ Ｓｅｖ １５ ｍｉｎ［１２］；④ＤＭＳｈａｍ组，
糖尿病小鼠ＭＩ ／ ＲＩ模型假手术；⑤ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组，糖尿
病小鼠构建ＭＩ ／ ＲＩ模型；⑥ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ组，对糖尿病
小鼠构建ＭＩ ／ ＲＩ模型时，在再灌注前持续吸入２． ５％
Ｓｅｖ １５ ｍｉｎ［１２］；⑦ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ组，对糖尿病小
鼠构建ＭＩ ／ ＲＩ模型时，在再灌注前持续吸入２． ５％ Ｓｅｖ
１５ ｍｉｎ，再灌注结束后腹腔注射１０ μｇ ／ ｋｇ Ｄｅｘ［１３］。
１． ３　 细胞培养与药物处理

高糖培养：Ｈ９ｃ２心肌细胞置于含１０％ ＦＢＳ的高
葡萄糖ＤＭＥＭ培养液中，培养于５％ＣＯ２、３７ ℃恒温孵
育箱中。低糖培养：在高糖培养条件下细胞生长汇合
度达９０％，且生长状态良好时，消化细胞，并以
４ × １０６个／皿的密度接种于６孔板中，继续培养２４ ｈ；
第２天当细胞生长汇合度达８０％时，弃去细胞培养
液，贴壁细胞用３７ ℃预热的ＰＢＳ洗涤３次后，加入无
血清低葡萄糖ＤＭＥＭ培养液继续培养。Ｓｅｖ处理：向
细胞中加入３． ４％的Ｓｅｖ处理６ ｈ［１４］。Ｓｅｖ ＋ Ｄｅｘ处
理：向细胞中加入３． ４％的Ｓｅｖ处理６ ｈ，同时加入
１ μｍｏｌ ／ Ｌ的Ｄｅｘ处理１２ ｈ［１５］。
１． ４　 体外诱导Ｈ９ｃ２心肌细胞Ｈ ／ Ｒ损伤模型

Ｈ ／ Ｒ损伤模型：取２ × １０６个细胞接种于６孔板中，
待细胞生长汇合度达５０％，适应性贴壁后，将细胞培
养液更换为无血清ＤＭＥＭ（高糖或低糖）培养液，置于
含０． １％Ｏ２、５％ＣＯ２和９５％Ｎ２的低氧室中，在３７ ℃恒
温、湿润的条件下缺氧培养７ ｈ。随后更换为含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ（高糖或低糖）完全培养液，置于常氧条
件下正常培养２ ｈ，收获细胞检测下游指标。Ｃｏｎｔｒｏｌ
组细胞于含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ（高糖或低糖）完全培
养液的常氧条件下培养。
１． ５　 ＭＩ ／ ＲＩ小鼠模型

ＭＩ ／ ＲＩ造模前，对小鼠进行为期１周的适应性饲
养。每４只小鼠１笼，饲养于ＳＰＦ级鼠房，１２ ｈ光照／
１２ ｈ黑暗周期循环，可自由进食和饮水。

整个手术期间都将小鼠放置在３０ ℃恒温加热垫
上。于小鼠腹腔注射２％戊巴比妥钠（６０ ｍｇ ／ ｋｇ）进行
麻醉，监测小鼠肢体张力、自主呼吸和心率。麻醉后进
行气管插管，连接到动物呼吸机进行机械通气。术前
开始记录小鼠心电图。ＭＩ ／ ＲＩ组：小鼠开胸后，暴露心
脏，用７ ／ ０无创缝合线结扎冠状动脉左前降支；通过心
电图识别ＳＴ段，２０ ｍｉｎ后松开结扎线进行再灌注。
Ｓｈａｍ组：小鼠仅开胸，将７ ／ ０无创缝合线放置于冠状动
脉左前降支部位，但并不进行结扎；手术后，继续监测小
鼠心电图，缝合胸腔，并肌肉注射青霉素（４００ ｋＵ ／ ｋｇ）。
对于ＭＩ ／ ＲＩ组和Ｓｈａｍ组小鼠，均在麻醉条件下［２％戊
巴比妥（６０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射］采集小鼠腹主动脉血样。
待小鼠苏醒后，继续进行再灌注２４ ｈ，然后对小鼠进行
安乐死［２％戊巴比妥（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射］［１３］。随
后立即采集小鼠心脏样本，用于下游指标的检测。
１． ６　 心肌细胞存活能力测定

使用ＣＣＫ８细胞活力测定试剂盒测定心肌细胞
存活能力。将Ｈ９ｃ２心肌细胞接种于９６孔板中，细胞
贴壁后，按照各组的要求处理细胞。处理结束后，向每
孔细胞中加入试剂盒自带的１０％ ＣＣＫ８溶液１００ μＬ，
在３７ ℃培养箱中孵育２ ｈ。然后使用ＢｉｏＴｅｋ酶标仪在
４５０ ｎｍ波长下测量光密度值。细胞存活率（％）＝各组
细胞光密度值／ ＬＧＣｏｎｔｒｏｌ组细胞光密度值×１００％。
１． ７　 ＨＥ染色

新鲜小鼠心脏首先浸没于１０％中性福尔马林中，
在４ ℃下固定４８ ｈ，然后进行石蜡包埋并切片（５ μｍ）。
切片经２次二甲苯彻底脱蜡和梯度乙醇脱水，然后使用
苏木精染色液染色５ ｍｉｎ；分化液分化３ ｓ；切片复蓝约
３ ｓ。再用８５％和９５％乙醇脱水，每次４ ｍｉｎ。然后对
切片进行伊红染色５ ｍｉｎ；无水乙醇脱水３次，每次
５ ｍｉｎ；二甲苯透明化２次，每次２ ｍｉｎ；最后，中性树胶
封片。在Ｎｉｋｏｎ光学显微镜下观察和拍照。
１． ８　 ＥＬＩＳＡ检测

全血样先进行离心（３ ０００ × ｇ，５ ｍｉｎ），获得血清
样本。然后按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书检测ＬＤＨ和
ＣＫＭＢ水平。按照成品试剂盒操作说明书检测ＳＯＤ
活性和ＭＤＡ水平。使用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测组
织或细胞总蛋白浓度。使用ＢｉｏＴｅｋ酶标仪在４５０ ｎｍ
波长处读取吸光值。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测

于心脏组织或心肌细胞中加入含有蛋白酶抑制剂
混合物的ＲＩＰＡ裂解液，在液氮中研磨组织为组织匀浆；
或使用超声破碎机在冰浴中破碎心肌细胞。使用ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒检测总蛋白浓度。取１０ μｇ总蛋白／样
本进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳；采用半干法电转印（恒流
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１００ ｍＡ），将凝胶中的蛋白电转印至ＰＶＤＦ膜上。使用
含１０％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ对ＰＶＤＦ膜进行封闭，室温
条件下封闭１ ｈ。然后将ＰＶＤＦ膜与兔抗ＨＩＦ１α单抗
（稀释度１∶ １ ０００）或兔ＭＩＦ单抗（稀释度１∶ １ ０００）一
抗于４ ℃共同孵育过夜；第２天使用ＴＢＳＴ洗膜３次，
每次５ ｍｉｎ，然后将ＰＶＤＦ膜与山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ）
ＨＲＰ二抗（稀释度１ ∶ １０ ０００）于３７ ℃共同孵育１ ｈ。
使用ＥＣＬ化学发光底物进行化学发光和条带显色。
１． １０　 统计学分析

使用ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ｖ８软件对数据进行统计学
分析。计量数据以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，多组间
比较采用单因素方差分析（ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），Ｐ ＜ ０． ０５
为差异具有统计学意义。
２　 结果
２． １　 高糖抑制ＭＩＦ表达抵消Ｓｅｖ对心肌细胞Ｈ ／ Ｒ损

伤的保护作用
　 　 与ＬＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＧＨ ／ Ｒ组细胞存活能力
显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＬＧＨ ／ Ｒ组相比，ＬＧＳｅｖ组细
胞存活能力显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相
比，ＨＧＨ ／ Ｒ组细胞存活能力显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；
ＨＧＳｅｖ组与ＨＧＨ ／ Ｒ组细胞存活能力比较差异无统
计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见图１ａ。与ＬＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，
ＬＧＨ ／ Ｒ组细胞ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ＬＤＨ、
ＣＫＭＢ、ＭＤＡ水平均显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＬＧＨ ／ Ｒ
组相比，ＬＧＳｅｖ组ＳＯＤ水平显著上升（Ｐ ＜ ０． ０１），
ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＭＤＡ水平均显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）。与

ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧＨ ／ Ｒ组细胞ＳＯＤ水平显著降
低（Ｐ ＜ ０． ０１），ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＭＤＡ水平均显著升高
（Ｐ ＜ ０． ０１）；ＨＧＳｅｖ 组与ＨＧＨ ／ Ｒ 组ＳＯＤ、ＬＤＨ、
ＣＫＭＢ、ＭＤＡ 水平比较差异均无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５），见图１ｂ ～ ｅ。与ＬＧＣｏｎｔｒｏｌ 组相比，
ＬＧＨ ／ Ｒ组细胞ＨＩＦ１α表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；与
ＬＧＨ ／ Ｒ组相比，ＬＧＳｅｖ组ＨＩＦ１α 表达显著降低
（Ｐ ＜ ０． ０１）。与ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧＨ ／ Ｒ组细胞
ＨＩＦ１α表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；而ＨＧＨ ／ Ｒ组与
ＨＧＳｅｖ组ＨＩＦ１α 表达比较差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５）。与ＬＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＬＧＨ ／ Ｒ组ＭＩＦ表
达显著上调（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＬＧＨ ／ Ｒ组相比，ＬＧＳｅｖ组
ＭＩＦ表达显著下调（Ｐ ＜ ０． ０１）。ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ 组、
ＨＧＨ ／ Ｒ组、ＨＧＳｅｖ组ＭＩＦ表达比较差异均无统计学
意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。与ＬＧＨ ／ Ｒ组相比，ＨＧＨ ／ Ｒ组细
胞ＭＩＦ表达显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１），见图１ｆ。
２． ２ 　 Ｄｅｘ通过上调ＭＩＦ增强Ｓｅｖ处理对心肌细胞

Ｈ ／ Ｒ损伤的保护作用
　 　 与ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧＨ ／ Ｒ组细胞存活能力显
著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＨＧＨ ／ Ｒ组相比，ＨＧＳｅｖ组细胞
存活能力无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），而ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组细
胞存活能力显著提高（Ｐ ＜ ０． ０１），见图２ａ。与
ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧＨ ／ Ｒ组细胞ＳＯＤ显著降低
（Ｐ ＜０． ０１），ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＭＤＡ显著升高（Ｐ ＜０． ０１）；与
ＨＧＨ ／ Ｒ相比，ＨＧＳｅｖ组ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＭＤＡ、ＳＯＤ水平
无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），而ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组ＬＤＨ、
ＣＫＭＢ、ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ ＜０． ０１），ＳＯＤ水平升高

ａ：细胞存活率；ｂ：ＬＤＨ水平；ｃ：ＣＫＭＢ水平；ｄ：ＳＯＤ水平；ｅ：ＭＤＡ水平；ｆ：ＨＩＦ１α和ＭＩＦ蛋白表达　 ：Ｐ ＜ ０． ０５；＃：Ｐ ＜ ０． ０１
图１　 低糖和高糖培养条件下Ｓｅｖ对心肌细胞Ｈ ／ Ｒ损伤的保护能力测定
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（Ｐ ＜ ０． ０１），见图２ｂ ～ ｅ。与ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，
ＨＧＨ ／ Ｒ组细胞ＨＩＦ１α的表达显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；
与ＨＧＨ ／ Ｒ组相比，ＨＧＳｅｖ组ＨＩＦ１α的表达无显著
变化（Ｐ ＞ ０． ０５），而ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组ＨＩＦ１α的表达显
著下调（Ｐ ＜０． ０１）。与ＨＧＣｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧＨ ／ Ｒ组、

ＨＧＳｅｖ组细胞ＭＩＦ的表达无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），
ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组ＭＩＦ的表达显著上调（Ｐ ＜ ０． ０１）。与
ＨＧＨ ／ Ｒ组相比，ＨＧＳｅｖ组ＭＩＦ的表达无显著变化
（Ｐ ＞ ０． ０５），ＨＧＳｅｖ ＋ Ｄｅｘ组ＭＩＦ的表达显著上调
（Ｐ ＜ ０． ０１），见图２ｆ。

ａ：细胞存活率；ｂ：ＬＤＨ水平；ｃ：ＣＫＭＢ水平；ｄ：ＳＯＤ水平；ｅ：ＭＤＡ水平；ｆ：ＨＩＦ１α和ＭＩＦ蛋白表达　 ：Ｐ ＜ ０． ０５；＃：Ｐ ＜ ０． ０１
图２　 高糖培养条件下Ｓｅｖ联合Ｄｅｘ对心肌细胞Ｈ ／ Ｒ损伤的保护能力测定

２． ３　 Ｄｅｘ通过上调ＭＩＦ增强ＳｅｖｐｏｓｔＣ对糖尿病小鼠
ＭＩ ／ ＲＩ的心肌保护作用

　 　 小鼠在体实验结果显示，与Ｓｈａｍ组相比，ＭＩ ／ ＲＩ
组、ＤＭＳｈａｍ组小鼠心肌ＨＩＦ１α表达水平显著升高
（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＭＩ ／ ＲＩ组相比，ＳｅｖｐｏｓｔＣ组ＨＩＦ１α表
达水平明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与ＤＭＳｈａｍ组相比，
ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组ＨＩＦ１α表达水平明显升高（Ｐ ＜ ０． ０１）；
与ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组相比，ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ组ＨＩＦ１α表达水
平无显著变化（Ｐ ＞ ０． ０５），ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ组
ＨＩＦ１α表达水平明显下调（Ｐ ＜ ０． ０１）。与Ｓｈａｍ组相
比，ＭＩ ／ ＲＩ组ＭＩＦ表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１），
ＤＭＳｈａｍ组ＭＩＦ表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０ ． ０１）；与
ＭＩ ／ ＲＩ组相比，ＳｅｖｐｏｓｔＣ组ＭＩＦ表达水平显著降低
（Ｐ ＜０． ０１）；与ＤＭＭＩ ／ ＲＩ 组相比，ＤＭＳｈａｍ 组和
ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ组ＭＩＦ表达水平无显著变化（Ｐ ＞０． ０５），而
ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ 组ＭＩＦ 表达水平显著升高
（Ｐ ＜ ０． ０１），见图３ａ。ＨＥ染色结果显示，ＤＭＳｈａｍ组
小鼠心肌细胞排列整齐有序，心肌纤维无断裂及结构
破坏；ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组小鼠心肌细胞排列杂乱，心肌纤维

断裂和结构破坏严重；与ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组小鼠相比，
ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ组小鼠心肌损伤无明显缓解，而ＤＭＳｅｖ
ｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ组小鼠心肌损伤明显缓解，心肌细胞排列
较为整齐有序，心肌纤维无断裂，结构破坏不明显
（图３ｂ）。与ＤＭＳｈａｍ组相比，ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组ＬＤＨ、
ＣＫＭＢ和ＭＤＡ水平显著升高（Ｐ ＜ ０． ０１），ＳＯＤ水平
显著降低（Ｐ ＜ ０． ０１）；与ＤＭＭＩ ／ ＲＩ组相比，ＤＭＳｅｖ
ｐｏｓｔＣ组ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＭＤＡ、ＳＯＤ水平无显著变化
（Ｐ ＞ ０． ０５），ＤＭＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ组ＬＤＨ、ＣＫＭＢ和
ＭＤＡ水平明显降低（Ｐ ＜ ０． ０１），ＳＯＤ水平明显升高
（Ｐ ＜ ０． ０１），见图３ｃ。
３　 讨论

对于ＳＴ段抬高型心肌梗死患者，通过直接经皮冠
状动脉介入治疗（ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，
ＰＣＩ）进行快速再灌注是目前限制梗死面积的最佳干
预措施［１６］，然而缺血和再灌注会引起Ｉ ／ Ｒ损伤。在动
物实验和临床研究中，氧气和血液供应恢复导致的再
灌注损伤面积可占最终心肌梗死面积的５０％ ［１６］。
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ａ：心肌组织中ＨＩＦ１α和ＭＩＦ蛋白表达；ｂ：心肌组织ＨＥ染色；ｃ：心肌组织中ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＳＯＤ和ＭＤＡ水平　 ：Ｐ ＜０． ０５；＃：Ｐ ＜０． ０１
图３　 Ｄｅｘ联合ＳｅｖｐｏｓｔＣ对ＭＩ ／ ＲＩ的保护能力测定

尽管及时再灌注，仍然会导致明显的心肌坏死，这种
Ｉ ／ Ｒ损伤的程度是ＰＣＩ后预后的主要决定因素。已有
不同的心脏保护方法来限制ＳＴ段抬高型心肌梗死患
者在直接ＰＣＩ期间的梗死面积，其中通过向静脉或冠
状动脉内注射药物或细胞已被证明是安全有效的，但
仍需要进一步的研究以获得满意的临床结果。

多数临床前和临床数据表明，糖尿病是急性冠状
动脉综合征患者的重要合并症；糖尿病患者的心脏最
容易受到Ｉ ／ Ｒ损伤；有糖尿病存在的情况下，缺血预处
理和药物等对心脏的保护作用会削弱。因此糖尿病患
者发生急性心血管事件的可能性更大，而且心脏保护
措施减少梗死面积的可能性更有限［１６］。本研究也显
示，高糖培养条件下对细胞进行Ｈ ／ Ｒ处理后，给予Ｓｅｖ
治疗的效果没有低糖培养条件下对细胞进行相同处理
时明显。

糖尿病患者对Ｉ ／ Ｒ损伤的易感性增加是由多种机
制引发的，包括心肌细胞促存活信号通路的激活不足、
心肌细胞线粒体能量代谢的改变、活性氧自由基的异
常产生以及各种胞内和胞外位点抗氧化能力受损，而
且持续的高血糖还会减少一氧化氮的产生和释放［１６］。
有研究显示，无论是在缺血前还是在再灌注前给予
Ｄｅｘ，都能够提高肾细胞的存活能力，Ｄｅｘ通过抑制
ＰＩ３ＫＡｋｔ通路和ＥＲＫ通路的磷酸化和活化，实现促缺
血缺氧细胞存活能力的功效［１７１９］。同时，Ｄｅｘ还能通
过抑制缺氧细胞的氧化应激保护肾组织［２０］。但是对
于Ｄｅｘ作用于心肌细胞是否有类似的效果，目前尚不
清楚。本研究结果显示，在高糖培养条件下，对心肌细
胞仅给予Ｓｅｖ治疗无明显效果，而给予Ｓｅｖ ＋ Ｄｅｘ后，
可显著提高ＨＧＨ ／ Ｒ 处理后心肌细胞的ＬＤＨ、
ＣＫＭＢ、ＳＯＤ和ＭＤＡ水平；同时，还可降低ＨＧＨ ／ Ｒ
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处理后心肌细胞中ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ＳＯＤ和ＭＤＡ水平，
从而减轻氧化应激。

ＨＩＦ１α是一种氧敏感转录因子，可通过转录激活
２００多个基因使生物体适应缺氧，被认为是缺氧和缺
血信号转导激活的主要开关，其通过调节细胞内氧稳
态、血管生成、心脏干细胞分化发挥保护作用［７］。研
究发现ＨＩＦ１α可上调ＭＩＦ的表达，而ＭＩＦ可激活促
存活信号通路（如ＡＭＰＫ磷酸化）以发挥心脏保护作
用；缺血预处理通过ＭＩＦ激活ＲＩＳＫ和ＡＭＰＫ信号通
路，减少心肌梗死面积和心肌细胞凋亡，抑制活性氧自
由基产生和细胞的炎症浸润，维持内皮细胞功能，改善
由ＭＩ ／ ＲＩ引起的心功能障碍，在心肌保护中发挥关键
作用［８］。还有研究表明，ＭＩＦ能抑制ＪＮＫ介导的细胞
凋亡，并通过其抗氧化能力在ＭＩ ／ ＲＩ期间发挥心肌保
护作用［９］。但是ＭＩＦ的表达是否受高血糖的影响仍
未可知。本研究结果显示，ＭＩＦ的表达在高糖条件下
被抑制；同时，ＳｅｖｐｏｓｔＣ无法发挥心肌保护作用；在
ＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ治疗后，能够上调ＭＩＦ，并且发挥心肌
保护作用。由此可以看出，高糖抑制了ＭＩＦ的表达，
ＳｅｖｐｏｓｔＣ对糖尿病小鼠的心肌保护作用消失，说明
ＭＩＦ很可能在其中发挥关键的作用。进一步研究发
现，Ｄｅｘ在高血糖情况下依然能够上调ＭＩＦ的表达，抵
消高血糖抑制ＭＩＦ表达的作用。对这一结果可能的
解释有：①Ｄｅｘ能够稳定糖尿病小鼠的血糖波动［２１］；
②Ｄｅｘ具有在高血糖情况下显著抑制ＭＩ ／ ＲＩ引起的氧
化应激的能力［２２］。后者在本研究结果中也得到了证
实，ＳｅｖｐｏｓｔＣ ＋ Ｄｅｘ处理能够显著抑制ＤＭＭＩ ／ ＲＩ引
起的氧化应激水平。

本研究初步证明了Ｄｅｘ联合ＳｅｖｐｏｓｔＣ能够明显
缓解糖尿病小鼠心肌Ｉ ／ Ｒ引起的损伤。然而，本研究
尚未对Ｄｅｘ通过何种途径提高ＭＩＦ的表达进行深入
探讨，Ｄｅｘ是否能够通过影响ｍｉＲＮＡｓ发挥上调ＭＩＦ保
护心肌的作用，这是我们今后将要深入开展的研究方
向，从而为深入理解Ｄｅｘ保护心肌免受Ｉ ／ Ｒ损伤的机制
和临床上安全应用Ｄｅｘ进行针对性的治疗提供参考。
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１１５５ ／ ２０１９ ／ ７８６９３１８．

［１６］Ｒｕｓｓｏ Ｉ，Ｐｅｎｎａ Ｃ，Ｍｕｓｓｏ Ｔ，ｅｔ ａｌ． Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ，ｄｉａｂｅｔｅｓ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］． Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｄｉａｂｅｔｏｌ，２０１７，１６（１）：
７１． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ ｓ１２９３３ － ０１７ － ０５５０ － ６．
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ｄｏｉ：１０． １１６５９ ／ ｊｊｓｓｘ． ０５Ｅ０２２００９ ·基础研究·
ＬｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１影响骨关节炎软骨细胞增殖和凋亡的机制研究
吴　 昊１，黄　 震２，李　 磊２ 　 （１．恩施州中心医院关节外科，湖北恩施４４５０００；２．恩施慧宜中西医结合风湿医院骨与关节外科，
湖北恩施４４５０００）

［摘　 要］　 目的　 探讨长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）锌指蛋白反义链１（ＺＦＡＳ１）在骨关节炎（ＯＡ）中的作用及其潜在分子机制。
方法　 将于恩施州中心医院进行膝关节置换术的ＯＡ患者软骨组织样本作为ＯＡ组，将同期外伤急诊截肢患者的正常膝关节组织
样本作为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组，ＲＴｑＰＣＲ实验检测ＯＡ软骨组织中ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１和ｍｉＲ５９０的表达。将Ｖｅｃｔｏｒ和ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１转染
到原代软骨细胞后，ＭＴＴ实验和流式细胞术分别检测ＯＡ软骨细胞增殖和凋亡情况。双荧光素酶报告基因实验分别验证ＺＦＡＳ１和
ｍｉＲ５９０以及ｍｉＲ５９０和转化生长因子β受体２（ＴＧＦβＲ２）的靶向关系。将ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ或ＮＣ ｍｉｍｉｃ与Ｖｅｃｔｏｒ和ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１
共转染到原代软骨细胞，检测细胞增殖和凋亡，ＲＴｑＰＣＲ实验检测软骨细胞中ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测软骨细胞
中ＴＧＦβＲ２蛋白的表达。结果　 与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＡ组软骨组织中的ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１表达显著下调（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍｉＲ５９０表达显著
上调（Ｐ ＜ ０． ０５）。与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１组软骨细胞中ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１表达水平显著升高，ｍｉＲ５９０表达水平显著降低，软
骨细胞增殖能力增强，细胞凋亡率降低，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。ＭｉＲ５９０与ＺＦＡＳ１存在互补的结合位点，ＴＧＦβＲ２与
ｍｉＲ５９０也存在互补的结合位点。与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＷＴ共转染组的细胞荧光素酶活性显著降低
（Ｐ ＜ ０． ０５），而ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＭＵＴ共转染组的细胞荧光素酶活性无统计学差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。此外，与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组
比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＴＧＦβＲ２ＷＴ共转染组的细胞荧光素酶活性显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ
组细胞中ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。与ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ｍｉＲ５９０
ｍｉｍｉｃ组软骨细胞中ｍｉＲ５９０表达水平显著升高，软骨细胞增殖能力减弱，细胞凋亡率升高，ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平显著
降低，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 ＬｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１通过调控ｍｉＲ５９０ ／ ＴＧＦβＲ２轴促进ＯＡ中软骨细胞增殖，并抑制细
胞凋亡。

［关键词］骨关节炎；软骨细胞；ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１；凋亡；增殖
［中图分类号］Ｒ６８４． ３　 ［文献标识码］Ａ　 ［收稿日期］２０２２０５０５
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