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缺血再灌注对大鼠心脏 MCP一1和 Ho一1表达的影响及 

促红细胞生成素的心肌保护作用 

程希富，肖祥彬，马康华 

(重庆医科 大学 附属第一医院心血管内科 ．重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨缺血再灌注(Ischemic reperfusion，I-R)对单核细胞趋化蛋白一1(Monocyte chemoattractant protein一1，MCP一 

1)和血红素氧和酶一1(Heme oxygenase一1 protein，H0—1)基因和蛋白表达的影响及促红细胞生成素(Erythropoietin，EPO)对I—R 

损伤的保护作用。方法：建立24只在体大鼠I—R模型，随机分成3组：假手术组(F组)、缺血再灌注组(O组)、促红细胞生成素组(E 

组)，缺血45 min，再灌注180 min，E组在手术前24 h腹腔注射EPO(4 000 U／kg)。用免疫组织化学及逆转录聚合酶联反应(RT— 

PCR)分别测定3组大鼠心肌组织MCP一1和HO一1蛋 白和mRNA的表达 结果 ：与F组 比较 ．O及E组大 鼠心肌组织 内MCP一1和HO一1 

蛋白和mRNA表达显著增高(P<0．01)，E组心肌组织内MCP一1蛋白和mRNA表达水平介于其它2组之间(P<0．05)．而HO一1蛋白和 

mRNA表达水平又显著高 于O组 (P<0．叭 ，P<0．05)。结论 ：EPO预处理可能通过增加H0—1蛋 白和mRNA表达及抑制MCP一1蛋 白和 

mRNA的表达．从而起到抗心脏I—R损伤的作用 
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Effects 0f ischemic reperfusion on the expression 0f MCP一1 and H0—1 

and the cardio-protective role of erythropoietin 

CHENG Xi-f．，et al 

(Department of Cardiology,the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of ischemic reperfusion(I—R)on the expression of Monocyte chemoattractant 

protein—I(MCP一1)and heine oxygenase一1 protein(HO一1)and mRNA of myocardial tissue and the protective role of erythropoi— 

etin(EPO)．Methods：Ischemic reperfusion rat model was established in the experiments．24 animals were randomly divided into 

sham operation(F)，I-R group(O)and EPO group(E)and subjected to 45 min of myocardial ischemia by ligation of left anteri— 

or descending coronary artery followed by 1 80 min of reperfusion．The animals in EPO group were intraperitoneal by injec— 

tioned with EPO(4 000 U／Kg)24 hours before the operation．The expression of MCP一1 and HO-1 protein and mRNA was de— 

termined by immunohist0chemistry and RT—PCR．Results：Campared with F group，the expression of myocardial MCP-1 and 

HO一1 protein and mRNA increased significantly in O group and E group(P<0．01)；The expression of MCP-1 protein and 

mRNA was significantly higher in E group than that in O group(P<0．05)；The expression of HO一1 protein and mRNA was 

significantly higher in O group than that in E group(P<0．01 and P<0．05、．Conclusion：The pretreatment of EPO could protect 

cardiomyocyte against IRI through upregulating HO一1 expression and downregulating MCP-1． 

[Key words】Ischemia—reperfusion；Myocardial ischemia—reperfusion injury；Erythropoietin；Monocyte chemoattractant protein一1； 

Heme oxygenase一1 

随着静脉溶栓、经皮冠状动脉腔内成形术等技 

术治疗急性心肌梗死的广泛开展．心肌缺血再灌注损 
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伤(Ischemic reperfusion，I—R)Et益成为人们关注的 

热点。促红细胞生成素(Erythropoietin，EPO)N@N 

的保护作用在大脑及。肾脏缺血再灌注损伤中已有较 

多报道．但有关EPO预处理对心肌保护作用的研究较 
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少。因此本研究建立大鼠心肌缺血再灌注模型，观察 

EPO预处理对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用。 

l 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 动物 健康雄性SD大鼠24只．体重在220～280 g．由重 

庆医科大学实验动物中心提供 

1．1．2 药品及试剂 重组人促红素注射液。商品名：宁红欣． 

批号991283．山西威奇达药业有限公司生产 兔抗大鼠HO一 

1、MCP一1多克隆抗体、免疫组化检测试剂盒均购 自武汉博士 

德生物工程有限公司。 ~,RNA提取试剂BIOZOL、二步法RT— 

PCR试剂盒均购自杭州博 13科技有限公司 

1．1-3扩增引物 扩增引物分别为大鼠MCP一1、H0—1及内参 

照13-actin的部分cDNA序列．Drimer 5．0软件设计引物如表1 

所示．引物由北京赛百胜基因技术有限公司合成 

1．2 试验方 法 

1．2．1 动物分组及用药 动物适应性喂养1周后随机分为3 

组。假手术组(F，n=8，仅穿线不结扎)；手术组(0，n=8)；促红细 

胞生成素组(E，n=8，手术前24 h腹腔注射EP04 000 U／kg， 

手术 同模型组1： 

1．2．2 缺血一再灌注模型制备 大鼠称重后以3．5％水合氯醛 

作腹腔注射麻醉(10 m ，背位 固定于手术 台上 。颈胸部去 

毛并消毒．气管插管接人工呼吸机作机械通气 ．潮气量2～3 

ml／100 g，频率80次／min。沿胸骨左缘1 cm处剪开皮肤 ，钝性 

分离皮下、肌层，剪断2～4肋骨，自制拉钩拉开肋骨，剪开心包 

膜，在左心耳及肺动脉圆锥间找到左前降支(LAD1，在距其起 

始部3 5 mm处用6-0带线缝合针穿过．于心肌上放一4号丝线． 

用单活结结~LLAD，观察45 rain后，松线再灌注，逐层关胸， 

再灌注180 min。成功标准：结~LLAD后心电图Ⅱ导联ST段出 

现弓背向上抬高．T波高耸等为缺血成功，放松结扎线后．抬 

高的ST段下降1／2以上为再灌注成功 

1．2_3 标本的留取 实验结束后开胸摘取心脏．剪去心房及 

右心室．0．1％DEPC处理的无菌生理盐水冲洗左心室．用锐利 

刀片取左心室结扎线 以下与心尖部 中点附近心肌 约3 mm． 

置于4％多聚甲醛中固定．余心肌切成约100 mg左右的小块 

包于锡纸立即放人液氮中保存 

1．2．4 心肌的免疫组织化学染色 心肌MCP一1和H0—1的检 

测用sABC法，按试剂盒说明书操作。抗体稀释浓度为1／100， 

空白对照实验用PBS代替一抗。阳性细胞胞浆被染成棕黄色。 

免疫组化图像分析应用北航CM2000B型生物医学图像分析 

系统．每张标本在高倍(x400)光镜下随机取5个视野，测定平 

均积分光密度值(IDP)。 

1．2．5 RT—PCR法测定大 鼠心肌mRNA表达 采 用B10Z0L一 

步法提取总RNA．RT—PCR操作步骤依照试剂盒说明书进行 ． 

MCP反应条件：预变性94℃，3 min；变性94℃，30 S，退火53℃， 

30 s，延伸72℃，30 S，35个循环 ，最后延伸5 rain；HO一1反应 

条件 ：预变性94~C，3 min；变性94℃，45 S，退火59qC，45 S，延 

伸72℃，1 min，35个循环，最后延伸5 rain；13-actin反应条件： 

预变性94℃．3 min；变性94℃，45 s，退火55℃，45 S，延伸72℃． 

1．5 rain．35个循环，最后延伸10 min。反应结束后取PCR产物 

5 l，与l l上样缓冲液混匀，于2％琼脂糖凝胶电泳，Bio—Rad 

凝胶成像分析系统处理，各反应体系以B—actinmRNA的RT— 

PCR产物为内参照．计算待~lJmRNA的RT—PCR产物与它的灰 

度比值．作为待~iJmRNA的表达值 

1I3 统计 学处理 

采用SPSS统计软件包．实验数据以 +j表示．多组问比较 

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用口检验，P<0．05表 

示统计学上有差异 ．P<0．01表示统计学上有显著性差异 

2 结 果 

2．1 缺血 再灌 注及EPO预 处理 对 心肌 MCP一1和 

H0—1蛋 白表达的影响 

免疫组化检测结果(图l、2)显示，假手术组心肌 

细胞胞浆呈均匀浅褐色．几乎没有MCP一1或HO—l蛋 

白表达：缺血再灌注后心肌细胞胞浆内可见片状深 

褐色，MCP一1及HO一1表达均显著增多(P<0．01)：经 

EPO预处理24 h后．大鼠心肌MCP一1的表达较单纯 

缺血再灌注组有所减少(P<0．05)，而HO一1的表达较 

单纯缺血再灌注组则有所增多(P<0．01)．数据见 
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F 组 0 组 E 组

图 1 3 组 心 肌 细 胞 内 M C P 一 1 蛋 白 的 表 达 (x 4 0 0 )

F 组 0 组 E 组

图 2 3 组 心 肌 细 胞 内 H O 一 1 蛋 白 的 表 达 ( x 4 0 0 )

表 2 。

2 ． 2 缺 血 再 灌 注 及 E P O 预 处 理 对 心 肌 M C P — l 和

H O 一 1 m R N A 表 达 的 影 响

R T — P C R 产 物 电 泳 结 果 ( 图 3 ) 显 示 ． 假 手 术 组

M C P 一 1 m R N A ~1：1H O 一 1 m R N A 表 达 极 少 ：缺 血 再 灌 注

后 大 鼠心 肌 组 织 中M C P 一 1 和 H O — l m R N A 水 平 均 明

显 增 高 (P < 0 ． 0 1 ) ；经 E P O 预 处 理 2 4 h 后 ． 大 鼠 心 肌 组

织 中M C P — l m R N A 水 平 较 单 纯 缺 血 再 灌 注 组 有 所 降

低 (P < 0 ． 0 5 ) ， 但 H 0 — 1 m R N A 水 平 则 较 单 纯 缺 血 再 灌

注 组 有 所 增 高 (P < 0 ． 0 5 ) ， 数 据 见 表 3 。

A

B

图 3 R T — P C R 显 示 M C P — l 和 H O 一 1 m R N A 表 达

的 变 化

表 2 各 组 心 肌 细 胞 内 M C P 一 1 、 H O 一 1 蛋 白 的 表 达 (I D P
，
；± s )

注 ： 同 假 手 术 组 比 较 ， 其 它 2 组 M C P — l 、 H O 一 1 的 表 达 均 增

加
，

差 别 有 显 著 统 计 学 意 义 (尸< 0 ． 0 1 ) ；☆ ：与 手 术 组 比 较 ， 尸<

0 ． 0 1 ；★ ：与 手 术 组 比 较 ，
P < O． 0 5 。

表 3 3 组 心 肌 细 胞 内 M C P — l
、 H O — I m R N A 的 灰 度 ( 目 的 片

r~ ／13 一

a c t i n
， x + s )

注 ： 同 假 手 术 组 比 较 ， 其 它 2 组 M C P — l 、 H O 一 1 的 表 达 均 增

加
，

差 别 有 显 著 统 计 学 意 义 (尸< 0 ． 0 1 ) ；☆ ：与 手 术 组 比 较 ， P <

0 ． () 1 ；★ ：与 手 术 组 比 较
，

P < 0 ． 0 5 。

3 讨 论

目前 认 为 ，
I R I 的发 生 与 氧 自由基

、 钙 超 载 、 白细

胞 侵 润 等 有 关 。 缺 血 再 灌 注 时 ， 循 环 中 白细 胞 、 单 核

细 胞 及 血 小 板 粘 附 于 血 管 内皮 细 胞 ． 释 放 多 种 炎 症

介 质 和 细 胞 因 子 损 伤 心 肌 组 织 。 在 缺 血 后 再 灌 注 所
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致的氧化应激刺激下，心脏、主动脉和肾脏均高度 

表达MCP一1和HO—lmRNA及其蛋[~[1-31。本研究发现． 

正常心肌组织内几乎无MCP一1和HO—l蛋白的表达． 

而在心肌缺血45 min再灌注3 h后MCP一1和HO一1表 

达显著增高 本研究与上述研究结果相一致．提示 

上述各因子相互作用．共同参与心肌缺血再灌注损 

伤。 

心肌缺血再灌注损伤释放多种炎症介质和细 

胞因子，严重地影响了缺血心肌的结构和功能 ．因 

而寻求抑制炎症介质和细胞因子释放的方法和药 

物成为缺血再灌注研究的热点 近年来研究表明 

EPO在细胞及组织的多种原因所致损伤中具有抑制 

细胞凋亡．减小梗死面积 ．促进功能恢复等保护效 

应。该效应可能与上调抗凋亡基因，抑制炎症反应． 

减轻NO介导的损伤及直接的抗过氧化效应等有 

关[4-5]。Cai等目的研究发现以重组人促红细细胞生成素 

(RHuEPO)预处理大鼠．能够明显抑制24 h后离体 

灌注心脏缺血再灌注损伤所致的心肌细胞凋亡．并 

促进心功能恢复 另有研究[71显示长期治疗能降低 

血液透析病人包括MCP一1在内的C—C家族趋化因子 

和血管内膜厚度(IMT) 而且用EPO的长期血透病人 

的HO一1 mRNA水平和抗氧化作用增高．其作用与促 

红细胞生成作用无关嗍 

HO一1是一个应激蛋白．能被各种引起细胞内氧 

化还原失衡的理化因素显著诱导．HO一1及其产物有 

抗氧化应激、抗凋亡、抗炎症及改善微循环等作用[91。 

研究表明HO一1高表达对IRI具有明显保护作用．表 

现为白细胞如多形核中性粒细胞、T淋巴细胞 、巨噬 

细胞在心脏移植器官中的侵润明显减轻．促炎因子 

如IL一1、IL一6、MCP一1及MIP一2水平显著下降【l0，l1]。而 

在离体灌流的兔子心脏实验中．在灌流液中加用MCP_ 

1的抑制剂可显著抑制单核巨噬细胞的激活．缓解心肌 

再灌注损伤并改善缺血后的心功能『l2_ 

基于上述研究．推测EPO的心脏保护作用可能 

与改变HO—l和MCP一1蛋白的表达也有关系 本实验 

结果显示与单纯缺血再灌注组相比较．经EPO预处 

理的大鼠心肌在缺血再灌注后H0一l mRNA及其蛋 

白表达水平均增加．而MCP一1 mRNA及其蛋白表达 

水平则减少 提示EPO可能通过增加H0—1基因的表 

达．进而抑制MCP一1的表达 ．从而减轻心肌缺血再 

灌注损伤，起到心脏保护作用 但在心肌缺血再灌 

注中EPO通过何种机制改变HO一1和MCP一1基因及 

蛋白尚需进一步研究。 
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