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重组人促红细胞生成素对缺血后处理大鼠心脏保护作用 

及对PI3K／Akt信号通路的影响 
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【摘 要】目的：研究重组人促红细胞生成素(Erythropoietin，rhEPO)对大鼠心肌再灌注损伤心脏功能的影响及对PI3K／Akt信号 

通路影响。方法：将42只sD雄性大鼠随机分为7组：①假手术组(Sham组)；②缺血／再灌注组(I／R组)；③缺血后处理组 

I-PostC组：④渥曼青霉素+缺血后处理组(Wort+I—PostC)组；~rhEPO组；@Wort+rhEPO组；(~rhEPO+l—PostC组。术中监测心电 

变化，于再灌注结束后采用“伊文氏蓝一TFC”法测定心肌梗塞面积，逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)和免疫组织化学法检测各组 

心肌组织中Akt mRNA、p70s6k mRNA水平，Akt、p70s6k蛋白表达水平。结果：(1)心肌梗塞面积：I-PostC组、rhEPO组和rhEPO+ 

l-PostC组心肌梗塞面积较 I／R组明显减少 (P<0．05)，组间无统计差别；I-PostC+Wort组和 rhEPO+Wort组较 I-PostC组和 

rhEPO组心肌梗塞面积显著增大(P<0．05)。(2)心肌组织中Akt mRNA、p70s6k mRNA、Akt、p70s6k蛋白表达：各组大鼠心肌组织 

均有 Akt mRNA、p70s6k mRNA，Akt、p70s6k蛋白的表达，以 Sham组表达最低。I-PostC组、rhEPO组、rhEPO+I-PostC组较 I／R 

组显著增高(P<0．05)；I-PostC+Wort组、rhEPO+Wort组较I-PostC组、rhEPO组明显降低(P<O．05)；而I-PostC组、rhEPO组、I— 

PostC+rhEPO组组间、I／R组、I-PostC+Wort组、rhEPO+Wort组组问差异均无统计学意义。结论 ：rhEPO能明显改善缺血再灌注 

所致的心肌组织损伤，发挥与I—PostC相似的心脏保护作用。保护作用与激活PI3K—Akt信号通路及其下游的靶 ~p70s6k有关。 
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【Abstract]Objective：To investigate the influence of rhEPO on myocardial function in rats with myocardial isehemia／Reperfusion and 

PI3K／Akt pathway．Methods：42 rats were randomly divided into(~)Sham operation group(Sham grou)，(~)Ischemia／Repeffusion group 

(I／R group)，⑧Ischemia-Posteonditioning group(I-postC group)，④I—postC+Wortmannin group(I—postC+Wort group)，⑤rhErythro- 

poietin group(rhEPO group)，@rhEPO+Wort group，(Z)rhEPO+I—postC group．ECG changes were monitored during the procedure．Is- 

chemic and infarct areas were measured by Evans blue and TYC staining respectively．The mRNA and protein expression of Akt and 

p70S6K in myocardium were tested by RT—PCR and immunohistochemistry．Results：(1)Areas of myocardial infarction：I-PostC 

group，rhEPO group and rhEPO+I—PostC group had smaller areas of myocardial infarction compared with I／R group(P<0．05)，while I— 

PostC+Wort group and rhEPO+Wort group had bigger areas of myocardial infarction than I-PostC group and rhEPO group(P<0．05)．There 

were no significant differences among I-PostC group，rhEPO group and rhEPO+I—Post group．(2)The expressions of Akt mRNA， 

p70s6k mRNA，Akt，p70s6k protein in myocardium：Akt mRNA，p70s6k mRNA and Akt，p7Os6k protein expressed in myocardium in 

each group．with the lowest expression in Sham group．I-PostC group，rhEPO group and rhEPO +I-PostC group had higher expres— 

sion than I／R group(P<0．05)：the expressions in I-PostC+Wort group and rl1EP0+w0It ground were lower than rhEPO group the ex— 

pressions in rhEPO group．I—PostC group and rhEPO+I-PostC group(P<O．05)．There were no significant differences among I-PostC 

group．rhEPO group and rhEPO+I—Post group．Conclusion：rhEPO can significantly protect the myocardial tissues，and exert similar 

Drotective effects on myocardial tissues to I-Post．the protective effects of rhEPO on myocardial tissues may be related to the activation 

作者介绍：朱建峰(1985一)男，硕士， 

研究方向：心脏缺血后处理方面研究。 

通信作者：秦 俭，女，副教授，Emial：hjqj2001@yahoo．coin．cn。 

of PI3 ．Akt signaling pathways and its downstream target p70s6k． 

【Key words]ischemia／reperfusion；ischemia—posteonditioning； 

PI3K／Akt pathway；erythropoietin 



重庆医科大学学报 2011年第36卷第7期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．Vo1．36 NO．7) 一 823一 

有人在狗缺血再灌注(Ischemia reperfusion，I／R)研究中 

发现，在心肌较长时间缺血后开始再灌注前对心脏进行短周 

期的再灌、停灌处理，可以产生心脏保护作用，并称之为缺血 

后处理(Ischemia—postconditioning，I-postC)t”。其机理可能与 

激活再灌注损伤补救激酶途径的激活 有关。已有研究提示 

重组促红细胞生成素(Erythropoietin，rhEPO)可以改善缺血 

心肌预后，具有类似 I-PostC效应口l。本课题通过制作 SD大 

鼠心肌I／R模型，应用PI3K阻滞剂渥曼青霉素(Wortmannin， 

Wort)，给予 rhEPO干预后。探讨 rhEPO对心肌 I／R引起的心 

肌损伤的改善以及 PI3K／Akt信号通路在其中的作用 ．并设 

缺血后处理组对照，了解 2种处理之间和 2种处理联合应用 

有无差异。为临床应用 I-post C、rhEPO防治缺血再灌注引起 

的心脏功能损伤提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 药品与试剂 

重组人红细胞生成素注射液(益比奥)(批号：20090207V， 

沈阳三生制药有限公司)；渥漫青霉素(批号：126k4029，美国 

Sigma公司)；戊巴比妥钠(批号：F20030816，中国医药(集团) 

上海化学试剂公司)。兔抗鼠p70s6k抗体 兔抗鼠Akt抗体 

(美国 Sigma公司)；Akt、p70s6k、B—actin cDNA引物(上海生 

工生物技术公司)：免疫组化试剂盒(北京中山生物有限公 

司)；TI'C，伊文氏蓝(美国Amresco公司)；Trizol RNA提取试 

剂盒(北京天根科技有限公司)；RT—PCR试剂盒(日本 Toy— 

obo公司)；TAE液，Goldview核酸染料(北京赛百盛基因技术 

有限公司)；琼脂糖，DNAmarker(宝生物工程有限公司)。 

1．2 动物及缺血再灌注模型制作 

成年 SD大鼠 42只 ，雄性 ，体重 200～300 g，重庆医科大 

学实验动物中心提供(合格证号：SCXK渝20020003)。 

取sD大鼠42只。腹腔注射3％戊巴比妥钠 25 mg／kg麻 

醉，以针状电极插人右前肢和左后肢皮下 ，连续监测标准 Ⅱ 

导联心电图；气管插管，连接动物呼吸机行人工通气(潮气量 

8 10 ml，频率60～70次／ITlin)：分离颈外静脉并插入导管以备 

给药。沿胸骨左缘旁0．5 cm切开皮肤，剪断第 3、4、5根肋 

骨，进入胸腔 ，暴露心脏 ，在左心耳根部下缘 2 mm处进针， 

用 6／0无损伤缝合针穿过左冠状动脉前降支 (Left anterior 

descending branch，LAD)下方的心肌表层 ，待心 电图恢复稳 

定 10 min后记录正常参数，然后在缝线两端穿过一塑料管 

形成血管松合器。结扎时用一细小硅胶垫于血管与结扎线之 

间，以造成左心室前壁缺血 30 min，然后松开活结 ，恢复左冠 

状动脉血液灌注 180 min[a。 

大鼠随机分为 7组 ，每组 6只，假手术组(Sham组)只穿 

线而不结扎冠状动脉，观察210 rain，其余各组均于冠脉结扎 

后停灌 30 min和复灌 180 min(缺血，再灌注，I／R)；I／R组只 

给予I／R处理；缺血后处理组(I-PostC组)在复灌 180 min前 

给予3次 10 S的再灌注／缺血(R／t)循环：缺血后处理+wort— 

mannin组(I-PostC+W组)在 3次 10 S的 R／I循环前 5 min经 

颈外静脉注射Wortmannin(15 trg／kg)[31；rhEPO组在复灌 180 

min前经腹腔注射rhEPO(5 000 U／kg)[ 】：rhEPO+Wortmannin 

组(rhEPO+W组)在复灌 180 min前先后给予Wortmannin(15 

tzg／kg)和 rhEPO(5 000 U／kg)；rhEPO+缺血后处理组在复灌 

180 min前给予3次 10 S R／I循环，并腹腔注射rhEPO(5 000 

U／kg)。 

1-3 心肌缺血 范围和梗死范 围测定 

每组随机选取6只sD大鼠。于取血后，原位结扎冠状动 

脉，经右侧颈动脉插管注入 1-2 ml伊文氏蓝染色心肌，剪去 

左心室外心脏的其余部分，将左心室先用滤纸吸干、称重，后 

用剪刀分为非缺血心肌(染成蓝色)和缺血区心肌(不被染 

色)，将左心室缺血心肌用滤纸吸干、称重后按垂直于左心室 

长轴方向进行切片(厚 1-2 mm)，将切片置入 1％TFC磷酸缓 

冲液(pn 7．4)中，37℃孵育20 min，此时梗死区呈灰白色，非 

梗死区呈砖红色，用滤纸吸干、称重，缺血面积以缺血区重量 

与左心室重量之比表示 ，梗死面积以梗死区重量与缺血区重 

量之比．单位为％。 

1．4 心肌 组织 Akt、p70s6k蛋 白免疫组化检 测 

经过取材、固定液固定 24 h、乙醇脱水、石蜡包埋制成样 

品表面积小于 0．5 mm x 0．5 mill的石蜡块 。再经过切片、35℃ 

水浴中展切、捞片后在 30~C恒温干燥箱中干燥 48 h．干燥后 

的切片再经过常规脱蜡、灭活内源性酶后，分别滴加滴加兔 

抗鼠Akt或 p70s6k抗体生物素标记的山羊抗兔抗体．经显 

色、复染、再脱水再透明，中性树脂封片。 

观察拍照。Akt、p70s6k均定位于心肌细胞的胞浆，其阳 

性染色均呈棕黄色。用生物医学图像分析系统进行图像分 

析。标准灰度值校正后，每张图片随机选取5个视野，测定阳 

性细胞的胞浆中Akt、p70s6k的平均光密度(OO)值与阳性细 

胞的百分比，计算阳性蛋白表达指数(PEI)。 

PEI(％)=OD值×(阳性细胞数 总心肌细胞数)x100％。 

1．5 心肌组织中AktmRNA、p70s6kmRNA的表达 

引物：AKT上游引物 5 GAGGAGCGGGAAGAGTG一3’， 

下游引物 ：5’一GAGACAGGTGGAAGAAGAGC一3’扩增产物 

672 bp；p70s6k上游弓I物 ：5’一ATGCTGCTTCTCGTCTFG一3’ 

下游引物：5’一GTCCTATFCCACTYG]TFCC一3’扩增产物 400 

bp；B—actin上游引物 ：5’一C GTGCCTI'GATAGTYC一3’下 

游引物 5，_GAGTCCTFCTGACCCATAC一3’扩增产物 265 bp 

所有引物均由上海生物工程公司合成。 

取 50～100 mg标本匀浆后，Trizol试剂提取总RNA，琼 

脂糖凝胶电泳鉴定 RNA完整性．紫外分光光度计检测法测 

定 RNA含量。取等量RNA逆转录合成 cDNA以B—actin为 

内参照扩增。AKT基因扩增条件为：95％变性 5 min，然后94~C 

l min，55％30 S，72~C1 rain，35个循环 ，最后 72~C延伸 5 rain； 

p70s6k基因扩增条件为；94℃变性 3 rain，然后 94℃ 30 s， 

55℃ 30 S，72℃ 1 rain，35个循环，最后 72℃延伸 5 rain。用 

TAE溶解琼脂糖配制成 20 m1，微波炉完全溶解后，加入 1 txl 

Goldenview染料，加入TAE电泳缓冲液。取 PCR产物 5 l 

上样。在80 V恒压中电泳 30 min。凝胶成像分析系统扫描的 

电泳结果，用Quantity One分析软件进行产物的灰度值分析。 

以扩增目的片段与[3-actin的灰度比值表示所扩增的目的基 

因片段的相对表达水平 






