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TTX通J~JAK2／STAT3通路活化 SOD减轻心肌细胞凋亡 

刘胜中 -，杨双强 z 

(1．四川省医学科学院·四川省人民医院胸 t~4,b科，成都 610072；2．重庆医科大学附属第一医院胸心外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究JAK2／STAT3信号通路在河豚毒素(Tetrodotoxin，rITx)心脏停搏液心肌保护中的作用。方法：24只Wistar大 

鼠随机均分为对照组、TTx组和TFX+AG490组，每组 8只。对照组：开胸取左心室肌作为缺血前对照。Trx组：建立离体心脏 

Langendorff-Neely灌注模型，预灌注K—H缓冲液30min后，灌注4~C 盯x心脏停搏液，停搏心脏并低温维持 60 rain，复灌 K—H 

缓冲液60 min后，取左心室肌备用。TI'X+AG490组：操作同TFX组，但预灌和复灌时均在K—H缓冲液中加入JAK2抑制剂 

AG490(5 mol／L)。分别采用免疫组化法、比色法和TUNEL法测定心肌组织中p-STAT3、SOD活性和 MDA含量，以及心肌细胞 

凋亡指数(Apoptosisindex，AI)，并比较组问的变化。结果：与对照组相比， n、X组和 Tl'X+AG490组 p-STAT3表达量均明显增加 

(P<O．05)；予以AG490处理后，p-STAT3表达量较TTx组明显下降(P<0．05)。与对照组相比， I11x组和TTX+AG490组SOD活 

性和MDA含量均明显增加(尸<0．05)；予以AG490处理后，SOD活性较qq'X组显著降低(尸<O．05)，MDA含量却明显增加(尸<0．05 o 

经历缺血再灌注后，TI'X组和Tl~+AG490组心肌细胞AI明显高于对照组(P<0．05)；与TYX组相比，TFX+AG490组AI显著增 

加(氏0．05 o结论：JAK2／STAT3信号通路通过增强SOD活性，减轻膜脂质过氧化损伤，减少心肌细胞凋亡，介导，IT】1x心脏停搏 

液对缺血心肌的保护作用。 
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的降低作用。SFI对MIRI具有保护作用，这可能是SFI治疗 

缺血性心脏病的药理学基础，为其临床应用提供了进一步的 

实验室依据。 
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Tetrodotoxin cardiaoplegia decreases cardiomyocytes apoptosis through 

JAK2／STAT3 pathway inducing the activation of S0D 

LIu Sheng-zhong．et al 

(Department ofCardiothoracic Surgery，SichuanAcademyofMedical Sciences&Sichuan People’s Hospita1) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of JAK2／STAT3 pathway on myocardial protection of tetrodotoxin(TI'X)cardioplegia in rat 

hea~s．Methods：24wistar ratswere randomly dividedinto group control，groupTFX andgroupTFX+AG490 (n=8)．Theleft ventricular 

samples in group control were collected as pre—ischemia control through thoracotomy．After isolated heart langendorff and neely models 

were established the rat hearts in group Trx were continuously perfused with krebs—henseleit (K—H)buffer solution for 30 minutes， 

arrested by 1_I1x cardioplegia (4 oC)for 60 minutes，underwent reperfusion with K—H buffer solution for 60 minutes，and then the left 

ventricular samples were collected for detection．The rat hea~s in group Trx+AG490 were perfused and repeffused with JAK2 inhibitor 

AG490 (5~mol／L)and K—H buffer solution under the same procedur~ group 兀1x．The protein expression indexes (PEI)0f 

phosphorylated-STAT3(p-STAT3)in myocardium were detected by immunohistochemical assay(IHC)．Both the activity of superoxide 

dismutase(SOD)and the content ofmaleic dialdehyde(MDA)in myocardial tissue homogenate were detected by colorimetry．The apoptosis 

index(AI)of cardiomyocyte was detected by terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated dUTP nick—end labeling (TUNEL)．The 

changes of these indexes in three groups were used for comparison．Results：Compared with group control，the PEI of p-STAT3 in group 

兀1)(and group TFX+AG490 increased significantly(P<0．05)．Treated with AG490．the PEI ofp-STAT3 in group TFX+AG490 was lower 

than that in group 111X (P<O．05)．Compared with group contro1．the activity of SOD and the content of MDA in Group rrx and group 

TrX+AG490 increased significantly(P<0．05)．Treated with AG490，the activity ofSOD in group TTX+AG490 was lower than that in group 

几x (P<0．05)，but the content of MDA was hi曲er than that in group 1TI’x(P<0．05)．After isehemia／reperfusion，AI in group，ITI1)(and 

group TI~+AG490 was significantly higher than that in group control(P<0．05)；compared with group rrI1x，AI in group TFX+AG490 

increased significantly (P<0．05)．Conclusions：JAK2／STAT3 pathway could mediate myocardial protection of rrX cardioplegia in rat 

hearts via inducing the activity of SOD to alleviate membrane lipid peroxidation injury and decreasing cardiomyocytes apoptosis． 

【Key words】Signal transducer and activator of transcription 3；Superoxide dismutase；Apoptosis；Tetrodotoxin；Myocardial protection 

国外及我们前期实验证实 ，河豚毒素(Tetrodotoxin， 

rrx)心脏停搏液用于离体鼠心保护和保存，在诸多方面均 

明显优于传统的 St．Thomas液，显示出良好的心肌保护作用， 

但其具体机制尚待阐明，推测与细胞信号转导有关。本研究 

应用JAK2特异性抑制剂 AG490阻断Janus激酶 2／信号转导 

及转录激活因子 3(Janus kinase 2／signal transducer and activa— 

toroftranscription 3，JAK2／STAT3)信号通路 ，检测心肌组织中 

p-STAT3(磷酸化 STAT3)、SOD活性和 MDA含量以及心肌 

细胞凋亡指数，探讨 JAK2／STAT3信号通路在 I rX心脏停搏 

液保护缺血再灌注心肌中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物和分组 

体重250—300 g的健康Wistar大鼠24只，随机均分为 

对照组、TFX组和TFX+AG490组，每组 8只。对照组 ：仅开胸 

取左心室肌作为缺血前对照。Trx组：建立离体心脏Lan— 

gendorff-Neely灌注模型，预灌注 K—H缓冲液30 min后，灌 

注4~C rrI1x心脏停搏液(20 Ixmol／L 1TIx+K—H缓冲液 )，停 

搏心脏并低温维持 60 min，复灌 K—H缓冲液 60 rain后，取左 

心室肌备用。TrX+AG490组：操作同，ITI’)(组，但预灌和复灌 

时均在 K—H缓冲液中加入 JAK2抑制剂 AG490(5~mol／L)。 

1．2 试剂和灌注液成分 

rrI1)(购自Sigma公司，AG490购自Biosource公司，兔抗 

大鼠p—sTAT3(Tyr705)单克隆抗体购自CST公司，ABC法免 

疫组化试剂盒购自上海晶美生物工程有限公司，DAB显色试 

剂盒购自北京中山生物公司，SOD和 MDA试剂盒均购 自南 

京建成生物工程研究所 ，TUNEL试剂盒购自南京凯基生物 

科技发展有限公司。 

K—H缓冲液成分(质量浓度为 mmo1]L)：NaC1 119，NaH— 

CO3 25，KC1 4．75，MgSO4 1．2，KH2PO4 1．18，CaCI2 1．4，Glucose 

11，pH 7．8。 

1．3 实验模型的建立 

腹腔注射肝素钠 200 U，20 min后脱颈处死大鼠，迅速取 

下心脏。建立离体鼠心 Langendorff灌注模型，主动脉根部灌 

注37~C，体积分数95％O +体积分数5％CO 混合气持续氧 

合的K—H缓冲液，压力 60 mmHg(1 mmHg=0．133 kPa)。稳定 

后经左心耳插管，灌注液转流建立Neely左心室工作灌注模 

型，灌注压 15 mmHg，后负荷 50 mmHg。稳定 30 rain后，采用 

1TI1)(心脏停搏液从主动脉根部缓慢灌注(2min，压力 60mmHg) 

使心脏停搏。停搏后用冰盐水纱布包裹心脏，维持低温状态， 

30 min后主动脉根部再次灌注rIrrX心脏停搏液。停搏 60 min 
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2I3 心肌 细胞凋亡测定结果 

光镜下观察，对照组心肌细胞未见明显凋亡 ，TFX组可 

见散在分布的凋亡心肌细胞 ，TYX+AG490组可见到凋亡心 

肌细胞弥漫分布 ，见图 1。与对照组相比，TFX组和 + 

AG490组心肌细胞 AI均有明显增加(P<O．05)；与 1-I’)(组相 

比，TrX+AG490组心肌细胞 AI则明显增加(P<0．05)，见表 1。 

3 讨 论 

JAK2／STAT3信号通路是 目前研究得较为深人和透彻的 

一 个信号转导途径，参与了多种细胞因子和生长因子介导的 

信号传递。有文献报道，心肌缺m缺氧及再灌注等可以作为 

应激原刺激多种细胞因子产生，激活 JAK2，启动 JAK2／STAT3 

信号通路，介导心肌保护作用[3-51。rrI1X是细胞膜上的一种Na+ 

通道阻断剂，能迅速停搏心脏，使心脏缺血，从而建立缺血 

再灌注模型。那么，在 rITI1)(心脏停搏液停搏状态下，是否有 

JAK2／STAT3信号通路激活 ，并增强 SOD活性 ，从而介导 

ITrX的心肌保护作用呢? 

STAT3作为JAK2的靶蛋白，正常情况下位于细胞浆内。 

当JAK2被激活后，信号经 JAK2／STAT3通路传导 ，使 STAT3 

磷酸化而活化 ，即 p-STAT3表达增加，然后转入核内，与靶 

基因启动子结合，诱导基因表达，转录合成效应底物[63。所以， 

当组织中 p-STAT3及效应底物表达增加，可推知有 JAK2／ 

STAT3信号通路的存在且被激活。本实验通过免疫组化发 

现，经r丌IX心脏停搏液停搏后，心肌组织中p-STAT3表达明 

显增加，提示在 I rX心脏停搏液停搏条件下，JAK2／STAT3信 

号通路被激活，活化 STAT3，增加 p-STAT3表达 ，亦表明有 

JAK2／STAT3信号通路的存在。 

引起心肌缺血／再灌注损伤的机制复杂 ，氧 自由基的爆 

发生成是其主要机制之一n。氧自由基作用于细胞外基质，使 

胶原和透明质酸崩解，促使膜磷脂结构内的多聚不饱和脂肪 

酸过氧化而直接损伤细胞膜，造成肌浆网和线粒体破裂，最 

终导致心肌细胞损伤。MDA是脂质过氧化反应的代谢产物， 

其浓度是膜脂质过氧化损害程度的标志，测定心肌匀浆液中 

MDA浓度可以间接反映出氧 自由基对心肌细胞的损伤程 

度。SOD是体内清除氧自由基的一种特异酶，能保护细胞免 

受损伤，SOD活性可间接反映出机体清除氧自由基的能力is]。 

Negoro等[91研究发现，STAT3活化后，可以诱导 MnSOD的表 

达来减轻心肌细胞缺氧／复氧损伤。在体实验证实，特异性表 

达活化STAT3的转基因小鼠，在经历缺血再灌注后，心肌梗 

死面积较同窝出生者减少60．3％，活性氧物质也明显减少㈣。 

本研究发现，运用 I’I1)(停搏后，心肌匀浆液中 SOD活性明显 

升高；加用AG490阻断JAK2／STAT3信号通路后，SOD活性 

明显降低，MDA含量显著增加，膜脂质过氧化损伤加重，细 

胞凋亡显著增加 ；提示 TYX心脏停搏液可 以通过 JAK2／ 

STAT3信号通路，激活STAT3，促进 p-STAT3表达，增强心 

肌 SOD的活性 ，清除大量氧自由基，减轻膜脂质过氧化损 

伤 ，减少 MDA产生，减少心肌细胞凋亡，使心肌细胞得到较 

好的保护。 

综上所述，JAK2／STAT3信号通路在qTX心脏停搏液心 

肌保护中具有重要作用；其激活后，可以增强SOD活性，清 

除大量氧自由基，减轻膜脂质过氧化损伤，减少心肌细胞凋 

亡，减轻心肌缺血，再灌注损伤。该结论为TFX的在体动物实 

验以及临床应用提供了理论依据。 
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