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蛋白酶体抑制剂对急性心肌缺血再灌注大鼠心脏结构及功能 

的影响 
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【摘 要】目的：观察蛋白酶体抑制剂MG一132对急性缺血／再灌注大鼠心肌结构及功能的影响。方法：44只sD大鼠随机分为假 

手术(Sham)组 12只、缺血再灌注(I／R)组 l6只及缺血再灌注治疗(f，R+T)组 16只；根据再灌注时间不同，各组大鼠又被分为 24 

h及 7 d亚组。结扎左冠状动脉前降支 30 min制作心肌缺血再灌注模型，I／R+T组于再灌注前 5 min静脉注射 MG一132(0．75 

mg／kg)，I／R组及 Sham组注射生理盐水，观察各组恶性心律失常的发生率、血流动力学参数、心肌组织结构改变及脑钠肽水平。结 

果：与I，R组相比，I／R+T组室性心动过速发生率明显降低(34％vs 67％，P<O．05)，心律失常起始时间比 IR组显著延迟f(102．0± 

11．0)s vs(406．0±36．7)s，P<0．011；心功能检测显示，7 d后左心室收缩压(Left ventricular systolic pressure，IⅣsP)及左心室等容收 

缩期内压最大上升速率(Themaximum rate ofleft ventricularpressure rise，+dp／dtmax)增加显著，『分别为(126．45±13．41)mmHg vs 

(108．64±15．61)mmHg，P<0．05；5 355±754 mmHg／s vs 4 860±680 mmHg／s，P<0．051，左心室舒张未压(Left ventricular end—diastolic 

pressure，LVEDP)明显降低【(15．50±6．94)mmHg／s vs(20．66±8．80)mmHg／s，P<0．05】，脑钠肽水平由I，R组的(1 486±142)pg／ml 

降低至(231±134)pg／ml(P<0．o1)。病理形态学发现，MG一132能显著减少心肌缺血再灌注后心肌细胞坏死、炎症细胞浸润和纤维 

结缔组织增生，改善心肌组织重塑。结论：蛋白酶体抑制剂能够改善缺血再灌注后的心肌结构和功能，具有心脏保护作用。 
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The influence of myocardial structure and function bV MG一1 32 on acute 

myocardiaIischemia reperfusion rats 
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(Department ofCardiology，the Affiliated Hospital，Zunyi Medical College) 

【Abstract】Objective：To investigate the influence of proteasome inhibitor MG一132 prior to reperfusion in rat acute myocardial 

ischemia—reperfusion model whether MG一1 32 could improve myocardial structure and its function．Methods：44 Aduh Sprague—Dawley 

rats were randomly divided into 3 groups：left anterior descending(LAD)coronary artery ligation for 30 minutes with subsequent 24 hours 

and 7 days reperfusion (I／R groups)，LAD ligation for 30 minutes with subsequent 24 hours and 7 days reperfusion with treatment by 

MG-132(I／R+T groups)，and Sham group．After LAD was ligatedfor25 min，5 min before reperfusion，MG-132(0．75 ms／ks)was ven 

by vein injection in I／R+T groups，and other groups were given by the same capacity of sterile saline．The incidence of malignant 

arrhythmia，hemodynamic parameters，the structure of myocardial tissue and the level of B-type natriuretic peptide were measured． 

Results：Compared with I／R group，the incidence of malignant arrhythmia was decreased (34％ vs 67％ ，P<0．05)，the initiate of 

ventricular arrhythmia was delayed (102．0±11．0)s vs(406．0±36．7)s，P<0．01，the left ventricular systolic pressure(LVSP)and 

+dp／dtmax were significantly raised in I／R+T group (126．45±13．41)mmHg vs (108．64±15．61)mmHg，P<0．05；(5 355±754) 

mmHg／s vs(4 860±680)mmH[g，s，P<0．05，respectively)．Inthe sametime，we alsofoundthatB-type natriuretic peptideweredecreased 

in I／R+T group than in I／R group(231±134)pg／ml vs(1 486±142)pg／ml，P<0．【)l and MG-132 can improve the myocardial structure 

injury and inhibit the ventricular remodeling as wel1．Conclusion：Our results demonstrate that MG-132 could improve the myocardial 

structure and function，and play a very important role in myocardial protection． 
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心肌梗死后再血管化所致的心肌缺血再灌注损伤越来 

越引起重视，如何抑制再灌注损伤已经成为一个急需解决的 

问题。近期研究表明，蛋白酶体抑制剂能够抑制炎症损伤 ， 

减少心肌细胞凋亡1]1，具有心肌保护作用H,51，但其对缺血再灌 

注大鼠心肌的结构和功能有何影响目前还不清楚，本实验将 

进一步对其进行深入研究。 

1 材料和方法 

1．1 动物模型的建立和分组 

成熟sD大鼠44只，体重(220±50)g，雌雄各半(第三 

军医大学动物中心提供)。模型建立方法参照文献【6]。以3．5％ 

水合氯醛(10 ml／kg)腹腔注射麻醉后将大鼠接心 电图机 ，气 

管插管后接小动物呼吸机。于胸骨左缘 0．5 em逐层打开胸腔， 

剪开心包，于左冠状动脉前降支(Leftanteriordescending，LAD) 

发出约 2 mm处穿线 ，打活结以阻断其血流 30 min，造成急性 

心肌梗死后，松开结扎线则形成再灌注。以心电图改变及心 

肌颜色变化作为心肌缺血，再灌注模型成功的标志。 

根据缺血再灌注时间和是否给予 MG一132干预，将大鼠 

分为：①缺血／再灌注 +MG一132(I，R+T)组 ：结扎大鼠 LAD， 

30 min后再灌注，于再灌注前 5 min将溶于 5 ml生理盐水中 

的蛋白酶体抑制剂 MG一132以0．75 mg，l(g(购于 Calbiochem公 

司)静脉注人 ，并根据取材时间点的不同，将该组分为 I／R 24 

h及 IfR 7 d 2个亚组 ，每个亚组 8只大鼠；②I／R组 ，缺血和 

再灌注时间以及分组的情况完全同I／R+T组，于再灌注前 5min 

静脉注入5 ml生理盐水；③假手术(Sham)组，手术过程、分 

组及给药情况同 I／R组，但只穿线不打结，每亚组 6只大鼠。 

术后均予长效青霉素 4O万 u腹腔内注射。 

1．2 采集标本及检测指标 

1．2．1 心律失常发生情况数据采集 监测所有大鼠手术前、 

结扎 LAD及再灌注 2 h的心电图，计算并分析心律失常发生 

情况。 

1．2．2 血流动力学检测 在完成前述实验步骤后在各个时 

间点再次予大鼠3．5％水合氯醛腹腔内注射麻醉，接呼吸机 

后原切口进胸，显露心尖，将含肝素液导管 自心尖向心底方 

向插入左心室腔内，导管另一头连接于压力换能器 ，导人医 

学图象分析系统(BL一410生物机能实验系统，成都泰盟科技 

有限公司)测得左心室收缩压(feltventrieular systolicpressure， 

LVSP)、左心室舒张末压(Left ventricular end—diastolic pressure， 

LVEDP)、心率(Heart rate，HR)，同时同步输入微分器描记曲 

线，测得左心室等容收缩期室内压最大上升速率(The maxi— 

mum rate of left ventricular pressure rise．+dp／dtmax)、左心室等 

容舒张期室内压最大下降速率(The maximum rate ofleft yen— 

tricular pressure decrease，-dp／dtmax)。 

1．2．3 脑钠肽水平 完成心功能检测后右心室取血，分离血 

清，ELISA法检测脑钠肽水平，严格按照说明书操作(试剂盒 

购于美国 PhoenixPeptide公司)。 

1．2．4 心肌超微结构变化 于大鼠心脏停跳前摘取心脏，迅 

速分离出左心室，取梗死周围心肌组织 ，1 mm 大小共 5块用 

于电镜检查，尽量在同一部位取材。将用于电镜检查的组织在 

1 min内置于 2．5％戊二醛前固定，1％锇酸后固定，丙酮逐级脱 

水，环氧树脂 Epon812包埋，LKBHI型超薄切片机切片，1％醋 

酸双氧铀及构椽酸铅双重染色，JEM一1400型透射电镜观察。 

1．3 统计学处理 

用 SPSS 13．0软件进行统计学分析，所有计量资料数据以 

均数 ±标准差表示。两组问比较计量资料采用 t检验，计数 

资料采用卡方检验，以P<0．05为有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 各组大鼠生存及死亡分析 

大鼠总生存率为 88．6％，其中I／R组存活 13只，存活：率 

为 81％；I／R+T组存活 14只，存活率为 88％；Sham组均存活。 

死亡原因分别为：恶性心律失常占60％( 组 2只，I／R+T组 

1只)，大出血占40％(I／R组及 I／R+T组各 1只)。心律失常结 

果分析发现，I／R+T组在缺血／再灌注过程中，发生心律失常起 

始时间(406．0±36．7)S VS IR组(102．0±1 1．0)S显著延迟(P_( 

0．01)；室速持续时间比IR组短f分别为：I／R组(19．6 4-4．0)s， 

I／R+T组 (6．1±3．0)S，P<0．011；I／R组的室性心动过速的发生 

率为67％，I／R+T组为34％，两者差异有统计学意义(P<O．05)。 

2．3 血流动力学检测 

结果见表 1。与I／R组比较，I／R+T组 LYEDP减低，LVSP、 

+dp／dt明显升高 ，差异均具有统计学意义(P<O．05)；一dp／dt 

变化虽然没有统计学意义，但有升高。 

2．4 脑钠肽水平 

各组的脑钠肽水结果显示，缺血再灌注 24 h后，l，R+ 且 

的脑钠肽水平(1 080±138)pg／ml低于 I／R组(1 208±146) 

pg／ml，但差异无统计学意义(P>0．05)，而在缺血再灌注 l周 

后 ，I／R+T组的脑钠肽水平(231±134)pg／ml则明显低于 I／R 

组(1 486 4-142)p#ml，差异有统计学意义(P<0．01)。 

表 1 各项血流动力学检测结果 

与I／R组相应亚组比较 P<0．05 
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2．5 HE染色 

光镜下 ，假手术组动物心脏 3层结构清晰 ，心肌纤维排 

列整齐 ，未见断裂，变性及坏死 ：间质内未见炎细胞浸润 ；心 

内膜 、心外膜亦未见异常改变(图 I)。I／R 24 h亚组，心肌肌 

浆红染，梗死区炎症反应明显(图 lA)。I／R+T 24 h亚组，心肌 

肌浆红染 、炎症反应较 I／R组明显减轻(图 IC)。I／R 7 d亚组 ， 

见大片心肌组织坏死溶解，被增生的肉芽组织所替代，其间 

可见散在分布呈岛状或细带状的存活心肌组织，横纹消失， 

肌丝断裂溶解，核固缩或溶解(图 l B)。I／B+T7 d亚组坏死心 

肌明显减少(图 ID)。 

2．6 电镜 

透射电镜检查结果显示 ：I／R组 电镜下可见肌丝排列紊 

乱 、分离及崩解 ，肌丝分离、溶解或消失，局部肌丝与闰盘分 

离，肌纤维明暗带模糊 ；心肌细胞线粒体普遍损伤严重，嵴不 

清楚，水肿明显；细胞核多切迹凹陷，染色质分布以及排列异 

常，部分心肌纤维细胞核浓缩，电子密度均匀增高。I／R+T组 

较 IR组肌丝、线粒体 、细胞核破坏均有明显改善(图 2)。 

3 讨 论 

缺血再灌注后心肌细胞的结构及功能状态严重影响了 

患者的预后，缺血再灌注损伤所致的电不稳定性是导致恶性 

心律失常的主要原因，由此增加了死亡。本实验结果显示，蛋 

白酶体抑制剂能够显著减少心肌缺血再灌注后恶性心律失 

常的发生率 、缩短其持续时间，并能降低急性心肌缺血再灌 

注后大鼠的死亡率，这与Huang的研究结果相似 。Huang在 

狗的心梗模型上发现 ，缺血后 1 h内抑制泛素蛋白酶体系统 

能减少恶性心律失常和心源性猝死发作 ，并减少心肌梗死面 

积，进一步研究发现，蛋白酶体抑制剂通过在心外膜心律失 

常易发区(Arrhythmia—prone epicardial borderz0ne，EBZ)稳定 

G蛋白偶联受体激酶 2(G protein—coupled receptorkinase一2， 

GRK2)，降低心肌组织对 13一受体激动剂的敏感性 ．从而减 

少室性心律失常以及心源性猝死的发生；而蛋白酶体抑制剂 

稳定 GRK2可能是通过热休克蛋白途径实现的 。 

病理形态学检测显示，MG一132处理纽与对照组相比，显 

E．sham 24 h组 

图 1 各组心肌 HE染色结果(X200) 

图2 电镜图 
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著改善了心肌缺血再灌注后心肌细胞坏死、炎症细胞浸润和 

纤维结缔组织增生，减少肌丝断裂溶解及线粒体损伤 ，故改 

善了心肌的组织重塑。Stangl等【 研究同样发现，在培养的心 

肌细胞中，低剂量蛋白酶体抑制剂 MG一132能减少心肌细胞 

坏死和凋亡 、增加心肌细胞存活，具有心肌保护作用。其可能 

机制与诱导热休克蛋白表达相关，Hsp70可通过结合因缺血 

而受损的蛋白质，修复并维持其结构的稳定性 ，从而减轻受 

损蛋白质的破坏，达到心肌保护作用。 

本研究还对血流动力学进行了监测，结果发现，心肌缺 

血再灌注后 24 h即出现 LVSP、+dp／dt降低、LVDP增高，与其 

相比，7 d后上述指标仍降低 ，但是较 24 h略有所改善，可能 

与部分心肌细胞功能代偿有关。当用 MG一132治疗后明显提 

高心肌缺血再灌注后左室收缩压和左室最大收缩速率 ，减低 

了左室舒张末压，改善了血流动力学异常。但 van Hees与本 

研究结果不一致[91，该作者认为蛋白酶体抑制剂的心脏保护 

作用在于改善了膈肌功能 ，而非血流动力学指标。其在结 

扎 LAD导致的心衰大鼠中，静脉注射了另一种蛋白酶体抑 

制~1]bortezomib后，显著抑制了与心肌肥大相关的 MuRF一1 

和 MAFbx的表达，增加了膈肌肌球蛋白的含量。分析结果不 

同的可能的原因是，不同的蛋白酶体抑制剂针对不同的心脏 

蛋白酶体亚型具有不同的抑制作用，不同的蛋白酶体亚型用 

同种相同剂量的蛋白酶体抑制剂达到的作用不同l】01。 

近年研究发现，N端脑钠肽前体与心力衰竭的严重程度 

相关，可反映左心室功能。动物实验表明，脑钠肽水平在健康 

大鼠、无症状的心脏病大鼠以及心衰大鼠中显著不同⋯1，心 

肌病大鼠㈦及心肌梗死后心衰大鼠⋯I，其脑钠肽水平均显著 

增加。新近的人群实验也发现 ，脑钠肽在左心室质量增加 、心 

脏功能异常者显著增加 1。B型脑钠肽对于住院的急性冠脉 

综合征患者的心血管事件具有预测价值[141，而且脑钠肽能够 

准确区分大鼠的呼吸困难是心衰所致还是非心脏病所致ll5】。 

因此 ，各项实验均表明，脑钠肽对心力衰竭具有很好的预测 

价值，故本实验将脑钠肽作为检测心衰的指标。结果显示 ，脑 

钠肽水平在心肌缺血再灌注 24 h即开始升高，至第 7 d呈持 

续升高趋势 ，但是蛋白酶体抑制剂治疗组则明显下降，且在 

7 d后达到假手术组水平。本实验从血流动力学数据及脑钠 

肽水平均证明了蛋白酶体抑制剂能够改善心功能。 

注素蛋白酶体系统(Ubiquitin—proteasome system，UPS)心 

肌细胞最重要的蛋白质质量控制系统，不适当的蛋白质质量 

控制在 I／R损伤及慢性心力衰竭发展中起着重要作用【I6】，由 

于冠心病的严重程度与泛素的表达水平呈正相关【】7】，故冠心 

病患者存在 UPS的功能失调。如何适时适度地调节 UPS是 

近年心脏保护的研究热点，本研究表明于心脏缺血再灌注前 

静脉注射 MG一132(0．75 m舄／kg)能减少恶性心律失常，降低死 

亡率，改善心肌结构及心功能，具心脏保护作用，此为抑制心 

肌损伤提供了新的治疗方法。 
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