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蛋白激酶C和蛋白酪氨酸激酶活性对 
缺血再灌注心肌细胞凋亡影响的实验研究 

避 堕兰 
《重庆医科大学临床学院心内科 400016) 

摘 要 为探讨缺血颈适应(Ischemlc Preconditioning，IP)早期以及蛋白激酶C(Protein kinaseC，PKC)及蛋白酪氮酸激酶 

(Protein Tyrosine Kinase。PVK)激动剂和抑制剂对缺血再灌注(吣 心肌细胞凋亡的影响以及lP效能发挥通路中PKC和PTK的关 

系。J{}TUNEL法检测l／RI 肌细胞掏 ：。结果显示：1、IP早期能显著降低FR,15肌细胞掏亡(P<0．O1)；2、PKC激动剂PMA及 

PTK激动剂aI1is0HIycin均能显著降低m 0肌细胞凋1l-(P<0 01)；3、PKc抑制剂灯盏花素不能阻断aI1is0mycin降低l肥 肌细胞 
．  

凋r：的作用，而PTK抑制剂lavendustin A则能阻断PMA的效麻。匕述研究显示：PMA和anisomycin能模拟IP早期的抗I／R,O肌细胞 

捌l’：的作用；并提示在IPl~n息传递通路中PTK位于PKC的下游。 

关t词 蛋白激酶c：酪氨酸激酶；缺血再 
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Abstract：Th e purpose of this study was to use the TUNEL method for detecting I／R eardiomyucyte apoptosis to 

investigate the effect of ischemic preconditioning(IP)，the activators of protein kinase C(PKC)and protein tyrosine 

kinase(PTK)on ischemia／reperfusion0／R)cardiomyocyte apoptosis，and the relationship between PKC and PTK for 

IPs anti—apoptosis effect in rat hearts．The results showed that：(1)IP could reduce I／R cardiomyucyte apoptosis 

significantly cP<0．01)；(2)PMA，the activator of PKC，and anisomycin,the activator of PTK,could also reduce I／R 

cardiomyoeyte apoptosis significantly(P<0．01)；(3)Scutellarein，the inhibitor ofPKC．could not block the effect of 

anisomyeins anti·apoptosis duringI／R，andlavendustinA,theinhibitorofPTK，could blockthe effectofPMAs anti 

·apoptosis during VILTh ese data suggest both PMA and anisomycin could mimic IPs anti—apoptosis effect during I／ 

R；PTK seems to be downstream of PKC for IPs anti．apoptosis effect during I／R injury in rat hearts． 

Key Words：Protein kinase C；Protein tymsine kinase；[schemia／reperfusion cardiomyocyte apoptosis 

缺血预适应 (Isehemic Preconditionin~．IP)是重 

要的内源性保护机制．除减少缺血再灌注 (1schemia 

／ReDerfusion，[／R)心律失常，延缓心肌坏死和改 

善心功能外，其早期还具有减少I／R心肌细胞凋亡的 

作用 。已有许多研究证实蛋白激酶C(PKC)抑制 

剂能够阻断鼠、兔及人等IP的保护效能．表明PKC 

在【P保护效能中起重要作用。另有学者报道 酪氨 

酸激酶抑制剂aenisfin亦能阻断大鼠IP的抗心肌坏死 

作用，提示酪氨酸激酶在介导IP保护效能中也占重 

作者介蠼：刘 德 (1964-08~生) 上研究生 

要位置。然而，该两种激酶在IP心肌细胞凋亡中的 

作用罕见报道，且两者在IP信息传递通路中的关系 

尚存在争议。本文拟对PKC和酪氨酸激酶的活性对 

大鼠I／R心肌细胞凋亡的影响及其相互关系进行探 

讨。 

1材料与方法 

I,I实验动物与分组 

Wismr太鼠．体重l50~250g，雌雄不拘，随机分为6组 

(每组6只)。I／R组：心肌缺血45rain后．再灌注lg0mln；IP 

组：一tl,肌蛱~5min．再灌注5min，反复3扶。其后操作同I／R 
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组；PMA组： 经股静脉缓慢注射PMA(PKC激动剂)1 rlrn0 2 

l参照文 折算剂量，下同)15 rain，间隔15 min，其后操作 

同I 组；PMA+LAV组：经股静脉缓慢注射PMA和酪氨酸激 

酶抑制剂 IavcndustinA(LAv)10 u mol,．'kg15rain，间隔15 

rain，其后操作同I／R组；ANISO组：经股静脉缓慢注射酪氨酸 

激酶微动剂anlsomyci nIANISO)0．2 u~cg15 rain，间隔15 

min，其后操作同I／R组 ANISO+SCU组：经股静脉缓慢注 

射ANISO和PKc抑制剂灯盏花素(SCL~40mg／kgl5 rain，间隔 

15 min，其后操作同I／R组。 

1-2主要化学试剂 

蛋白酶 K(Boehrin~ Mannheim，BM)，掏亡检测试剂盘( 

BM)， anisomycin(Si．zc~a)， PMA (Si留ma)， lavendustin At 

Sigma)，灯盏花素(云南生物制药』)，DAB显色试剂盒(福建迈 

新)。 

13在件大鼠局部心且』LI，R模型制作 

动物以20％乌拉坦腹腔注射 (5rail )，行气管切开j{5 

呼吸机(DH-30,浙江医科大学医学仪器厂)进行机械通气，通 

气频率60b：／rain，潮气量4～6mI。左胸正巾旁切口开胸，暴 

露心脏， 左心耳与肺动脉圆推处稍下方穿线结扎冠状动脉 

左支并 结扎线根部两侧埋置结扎松解线，将结扎和松解线 

引出胸壁外后关胸。￡上收紧结扎线后与肢体联接的心电圈标 

准导联的sT-T段抬高，放松后抬高的sT．丁段下降I／2以，卜为 

模型成功。 

1．4心肌凋亡细胞的检测 

I 4．I心肌组织石蜡切片的制备 

实验大鼠达到设定的I／R时限时，立即从左心室灌注生 

理盐水30ml后，再以4％多聚甲醛60mI进行活体再灌注迅速 

取出心脏置于4％多聚甲醛中24h，随后进千亍常规石蜡包埋并 

作心肌切片(5 m)。 

1．4．2捌亡细胞原位检测 

采用枷 L法 原位检测凋亡细胞，主要操作步骤如 

下：心肌组织石蜡切片一二甲苯脱蜡及梯度己醇入水--PBS 

(pH：7．2’下同)冲洗(5 min×3，下同)一蛋白酶K(20 ．p．／m1)消 

化30mln(37℃)--PBS冲洗一含0．I％tritonX-1呻 的 0 1％拘 

橼酸钠溶液 (冰上，4rain)一阻断内源性过氧化物酶 (POD1 

活性 (0．3％ 室温下处理5 rain)--PBS冲洗--／in50 I 

TUNEL反应混合液．包括脱氧核苷酸转移酶~(enzyme液1和带 

荧光的标记波 (1abd液)，37"C孵育70 min--PBS冲洗一加 

POD液37"C孵育40 min--PBS冲洗一二氨基鞋苯氨(DAB)显 

色一光镜观察。 

1．4．3设立对照实验 

以已知的阳性片作阳性对照；阴性对照操作：仅用Iabel液 

而 加cr1 哦E，余步骤同上。 ‘ 

I 4．4凋亡细胞记数分析 

常心肌细胞核呈兰色，而捅亡细胞核为棕黄色。在光 

学显微镜下于心肌梗塞周边区计数5个高倍视野(}【PF．400×) 

中的阳性细胞核数r求其均值。 

I．5统计学分析 

所有数据均以 ±稼 示，组闻比较采用璀￡验 P<0．05认为 

有统计学差异 P<0．01认为具有显著性差异。 

2 结 果 

． 21． 

IP早期及PKC、酪氨酸激酶的激动剂和抑制剂 

对lfR心肌细胞凋亡的影响见表。结果显示：①与I／ 

R组比较，IP早期、PMA和ANISO组TUNEL法检测 

的阳性细胞和阳性细胞核百分比均明显不同 (P<0． 

01)，提示JP早期、PMA和ANlSO均能够显著降低I 

瓜心肌细胞凋亡的数量；②与PMA组比较，PMA+ 

LAV组的I瓜心肌细胞凋亡数量较PMA组的明显增 

加 (P<0．05)：而ANISO与ANISo+SCU两组间的I， 

R心肌细胞凋亡数量无明显变化。 

囊 IP及PKC、膏氯酸麓■的激动剂瓤押一剂对I／R 

一 —  蔓 曼 ．⋯ 

组别 鑫 阳性核 阻性 胞核 
fIR 6 53．00±13．46 I6．17±4．54 

IP 6 30．83± 6．49̈  9．75±2、65’ 

PMA 6 29．50±9．09̈  9．66±3．0 

PMA+LAV 6 50．83+ I6．22 15．41±5．36 

ANISO 6 30．67±7．36 7．97±2．44* 

ANISO+SCU 6 28．32；±1 0．67̈  7．18±2．64 

与面R组比较：．P(0m5．̈ P<0．0l：☆与PM̂ 组比较：P(oos 

3 讨 论 

本文显示：IP早期能显著减少I／R心肌细胞橱亡 

的数量 (P<0．01)，同时，PKC激动剂PMA亦能够 

显著减少大鼠I，1 肌细胞凋亡 ( l<0．01)。从而证 

实了PKC的活化具有模拟IP减少大鼠I／R心肌细胞凋 

亡的作用。 

PKC在 效能发挥中占重要地位，研究发现， 

在多种动物中心肌 产生保护效能时，PKC的括化 

是必需的。选择性抑制PKC的活性可消除IP的保护 

作用 。本实验提示PKC参与介导了IP减少I，R 

心肌细胞凋亡的作用。 

本研究还显示：酪氨酸激酶激动剂~bomvcin 

显著减少肼0 肌细胞凋亡 (P(0．0I)．表明酪氨酸 

激酶的活化亦能模拟IP减少I／R心肌细胞凋亡。提示 

酪氨酸激酶也参与了IP效能的信息传递 国外学者 

憎报道酪氨酸激酶抑制剂咖 iSten能够抑制大鼠IP 

的保护作用．而该酶的激动剂anisomvcin能够模拟 
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IP抗心肌坏死的作用 ，认为酪氨酸澈酶在IP效能发 

挥中起关键作用，本实验结果与上述结论相符。 

关于PKC和酪氨酸激酶在IP效能发挥时细胞内 

信 号传递中的关系目前存在两种观点。一种是 

Maulik[21等人的观点，他们给心肌I／R的大鼠注射酪 

氢酸澈酶抑制剂~enistein，发现磷脂酶D (PLD)和 

PKC的活性均受到抑制，认为在IP效能发挥时细胞 

内信号传递中酪氨酸澈酶可能位于PKC的上游。然 

而其 在实 验 中采 用 的 酪氨 酸 激 酶抑 制剂 为 

~enistein。有学者曾报道，~enistein具有抑SUPKC的 

效应 ．因此 ，Maulik的实验 结果并不能除外 

genistein同时作用于酪氨酸激酶和PKC所致。另一 

种观点认为．IP效能发挥时细胞内信号传递中酪氨 

酸激酶可能位于PKC的下游 。 

有研究发现，PKC[t~够诱导数种细胞中相关蛋 

闩的磷酸化。抑SUPKC能阻断成纤维瘤细胞 、星 

性细胞 丝裂原澈活的蛋白激酶 (MAPK)的酪氨 

酸磷酸化。肾上腺诱导的主动脉平滑肌细胞酪氨酸 

磷酸化能被PKC抑制剂 (CalDhostin c)阻断⋯ 。因 

此，在lP发挥效能的信息传递通路中酪氨酸的活化 

有可能位于PKC之后。本研究显示选择性酪氨酸撤 

酶抑制剂lavendustin A阻断了PMA激活PKC引起的 

减少I／R心肌细胞凋亡的作用，而PKC抑制剂灯盏花 

素不能阻断anisomvcin澈活酪氨酸激酶所产生的抗【， 

R． 肌细胞凋亡效应，提示 减少I／R心肌细胞凋亡 

的信号传递顺序为从PKC到醅氨酸激酶，即酪氨酸 

激酶位于PKC的下游。此与Baincsp]韵结果相符。 

本实验还显示，PKC抑制剂灯盏花素未能阻断 

anisomvcin减少FR心肌细胞凋亡的作用．也支持酪氢 

酸激酶位于PKC的下游 。但本研究尚不能除外PKC 

和酪氨酸激酶分属两条信息通路，只有当两条通路 

同时被激活才能显示其保护效能的可能性。 

4 结 论 

PMA~IIanisomvcin均能模拟IP减少大鼠I／P．心肌 

细胞凋亡。在模拟IP效能的胞内信息传递通路中， 

提示酪氨酸激酶位于PKC的下游。 
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