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ＰＤＴＣ对大鼠心肌梗死后ＮＦκＢ与 ＭＭＰ２表达及心肌胶原重塑的影响
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（１．大理学院附属医院心内科，云南大理６７１０００；２．重庆医科大学第二附属医院心内科　４０００１０；

３．重庆医科大学第一附属医院心内科　４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨二硫代氨基甲酸吡咯烷（ＰＤＴＣ）对大鼠心肌梗死后核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）、基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）

的表达及胶原重塑的影响。方法　制作大鼠心肌梗死模型，分为ＰＤＴＣ干预（ＰＤ）组和心肌梗死对照（ＭＩ）组，另设假手术（ＳＨ）

组，每组大鼠６只。ＰＤ组于术后２４ｈ腹腔注射ＰＤＴＣ８０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，连续给药２８ｄ后行超声心动图检查评定心功能，处死

动物，计算总胶原、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原含量和梗死面积，实时荧光定量逆转录聚合酶链反应和免疫印迹法分别检测ＮＦκＢｐ６５及

ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ和蛋白质表达量。结果　与ＳＨ 组比较，ＭＩ组和ＰＤ组的总胶原、Ⅰ型胶原、Ⅰ／Ⅲ胶原比值明显增大，ＮＦ

κＢｐ６５和 ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ及蛋白质表达量明显增加 ，差异均具有统计学意义（犘＜０．０１）。与 ＭＩ组比较，ＰＤ组总胶原、Ⅰ型胶

原、Ⅰ／Ⅲ胶原比值改变明显减轻，ＮＦκＢｐ６５和 ＭＭＰ２的 ｍＲＮＡ及蛋白质表达量明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

结论　ＰＤＴＣ在一定程度上能改善大鼠心肌梗死后心肌胶原重塑，其机制可能与抑制 ＮＦκＢ激活，下调基质金属蛋白酶（如

ＭＭＰ２）表达有关。
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　　心肌梗死后胶原含量增多和成分的改变等胶原重塑参与

了心衰的发生发展，防治病理性胶原重塑成为研究热点。心肌

间质胶原重塑过程受基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）控制。在

ＭＭＰｓ的转录调节中，核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路的激

活起重要作用，抑制 ＮＦκＢ活化有可能改善间质胶原重

塑［１２］。二硫代氨基甲酸吡咯烷（ＰＤＴＣ）是一种 ＮＦκＢ抑制

剂，其能有效地抑制 ＮＦκＢ激活
［３］。Ｋｕｍａｒ等

［４］用转基因小

鼠进行试验发现：ＰＤＴＣ通过抑制 ＮＦκＢ活性，减轻细胞外基

质沉积，改善了心肌重塑。因此，ＰＤＴＣ有可能通过抑制 ＮＦ

κＢ活性而改善心肌梗死后间质胶原重塑，本研究将对此进行

探讨，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　动物模型的建立及给药方法　动物模型制作参照文献

［５］的方法，以３．５％水合氯醛腹腔内注射（１０ｍＬ／ｋｇ）麻醉，气

管插管，经胸骨左缘第２～４肋开胸，以左冠状动脉主干为标

志，在左心耳下方２ｍｍ处进针，６／０号丝线结扎左前降支，制

作心肌梗死模型。心电图观察两个以上肢体导联上出现ＳＴ

段上抬大于或等于０．２ｍＶ并伴有对应导联变化，同时肉眼观
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结扎区域变白为造模成功。选择造模成功、术后２４ｈ仍存活

的大鼠，分为心肌梗死对照（ＭＩ）组和ＰＤＴＣ干预（ＰＤ）组。另

设假手术（ＳＨ）组，在相同冠状动脉部位只穿线不结扎。每组

动物均为６只，如死亡则补充。ＰＤ组手术后２４ｈ给予ＰＤＴＣ

（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司，美国）８０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１腹腔内注射

［６］，连

续２８ｄ；ＭＩ组及ＳＨ组给生理盐水对照。

１．２　超声心动图　术后２８ｄ大鼠在处死前均行超声心动图

（ＨＰ／ＳＯＮＯＳ５５００多普勒超声仪，探头频率４～１０ＭＨｚ），测

定左室舒张末径（ＬＶＥＤＤ）、左室舒张末容积（ＬＶＥＤＶ）、左室

短轴缩短率（ＦＳ）、射血分数（ＥＦ）。

１．３　标本留取、梗死面积计算、心肌胶原染色及定量分析　处

死动物，分离左心室，然后沿左心室长轴分为３份，心底部及心

尖部用液氮速冻后置－７０℃保存用于逆转录聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）及蛋白免疫印迹法检测。中间部分切成３ｍｍ的薄

片，行苦味酸天狼猩红染色。普通光镜下梗死区疤痕组织染成

红色为主，非梗死区染成黄色为主。佳能 Ａ５３０摄影后用Ｉｍ

ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４．５软件行图像分析，计算梗死面积
［７］。计算公

式：梗死面积＝（疤痕内弧长＋疤痕外弧长）／（外周长＋内周

长）×１００％。取天狼猩红染色切片在普通显微镜下随机取５

个视野采集非梗死区图像，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４．５图像分析软

件测定红色胶原所占组织学面积百分比，取平均值得到总胶原

含量。用相同方法在偏振光显微镜下采集非梗死区图像，测定

红色和橙黄色的Ⅰ型胶原、绿色的Ⅲ型胶原得到Ⅰ、Ⅲ型胶原

含量，计算Ⅰ／Ⅲ型胶原比值。

１．４　半定量ＲＴＰＣＲ检测ＮＦκＢ及 ＭＭＰ２表达水平　ＴＲ

Ｉｚｏｌ法提取大鼠心肌组织总ＲＮＡ。引物由上海博尚生物公司

合成，各引物序列见表１。ＲＴＰＣＲ反应体系为５０μＬ，按试剂

盒（日本Ｔｏｙｏｂｏ公司）说明进行操作。

１．５　蛋白免疫印迹法检测 ＮＦκＢ蛋白表达　取大鼠心肌组

织，按ＲＩＰＡ试剂说明提取心肌总蛋白，ＢＣＡ１００测定蛋白含

量。取４０μｇ蛋白经１０％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）

后转至ＰＶＤＦ膜上，用含５％脱脂奶封闭１ｈ后分别与兔抗鼠

ＮＦκＢ、ＭＭＰ２、βａｃｔｉｎ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，以ＴＢＳ稀

释，浓度分别为１∶７５０、１∶５００、１∶５００）室温孵育２ｈ；洗膜后

与二抗（羊抗兔ＩｇＧ）室温孵育１ｈ后化学发光显影，凝胶成像

系统拍照、扫描分析。

表１　　ＮＦκＢ、ＭＭＰ２和βａｃｔｉｎ的ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列

ＮＦκＢｐ６５（４８０ｂｐ） 上 游５′ＣＡＧＣＡＣＡＴＣＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡＣＣＡ３′

下游５′ＧＣＴＧＣＴＡＡＡＡＧＡＡＴＣＣＴＣＡＡＡＡＣＣ３′

ＭＭＰ２（３０５ｂｐ） 上游５′ＣＴＡＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣＴＴＣＣＧＡＣＴＡＴＣ３′

下游５′ＣＣＴＣＧＴＡＣＡＣＧＧＣＡＴＣＡＡＴＣ３′

βａｃｔｉｎ（２１９ｂｐ） 上游５′ＣＡＧＣＴＴＣＴＴＣＴＡＧＴＧＣＣＧＴＴＣＣ３′

下游５′ＧＧＡＧＴＣＡＧＧＴＧＴＴＴＣＴＧＧＴＧＧＡＧ３′

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件统计进行分析，计量

资料以狓±狊表示，两组之间的比较采用狋检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　超声心动图　与ＳＨ组相比，ＭＩ组和ＰＤ组的ＬＶＥＤＤ、

ＬＶＥＤＶ显著增加，ＦＳ和ＥＦ显著降低，差异有统计学意义（犘

＜０．０１）；与 ＭＩ组相比，ＭＩ组和ＰＤ组的ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＤＶ显

著降低，ＦＳ和ＥＦ显著增加，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见

表２。

２．２　非梗死区胶原含量　心肌梗死面积在 ＭＩ组及ＰＤ组无

显著性差异。与ＳＨ 组比较，ＭＩ组和ＰＤ组总胶原、Ⅰ型胶

原、Ⅲ型胶原Ⅰ／Ⅲ比值显著增加，差异均有统计学意义（犘＜

０．０１）；与 ＭＩ组相比，ＰＤ组的总胶原、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原Ⅰ／

Ⅲ比值明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表３和

图１。

２．３　ＮＦκＢ及 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ水平表达　与ＳＨ组相比，ＭＩ

组和ＰＤ组ＮＦκＢ、ＭＭＰ２的 ｍＲＮＡ表达量明显增加，差异

有统计学意义（犘＜０．０１），与 ＭＩ组相比，ＰＤ组的 ｍＲＮＡ表达

明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１），结果见表４和图２。

２．４　ＮＦκＢ及 ＭＭＰ２蛋白质水平表达　ＭＩ组和ＰＤ组ＮＦ

κＢ、ＩＬ１β的蛋白质表达量相对于ＳＨ组明显增加，差异有统计

学意义（犘＜０．０１），ＰＤ组与 ＭＩ组相比，其蛋白质表达量明显

降低，差异有统计学意义（犘＜０．０１），结果表５和图３。

　　Ａ：ＭＩ组；Ｂ：ＰＤ组；Ｃ：ＳＨ组。

图１　　大鼠非梗死区胶原含量
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表２　　各组超声心动图相关指标比较

组别 狀 ＬＶＥＤＤ（ｍｍ） ＬＶＥＤＶ（μＬ） ＦＳ（％） ＥＦ（％）

ＳＨ组 ６ ５．３６±０．４２ ２５８．２３±１５．３２ ３５．６５±５．１９ ６４．５７±５．２６

ＭＩ组 ６ ７．９５±０．４３ａ ５２３．４５±３５．２４ａ ２０．７２±３．６４ａ ３１．４２±４．３２ａ

ＰＤ组 ６ ５．８６±０．３６ａｂ ４４６．４３±２７．７６ａｂ ２７．３９±４．２８ａｂ ４１．３１±５．３７ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＳＨ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＩ组比较。

表３　　各组胶原含量比较

组别 狀 总胶原 Ⅰ型胶原 Ⅲ型胶原 Ⅰ／Ⅲ胶原比值 梗死面积

ＳＨ组 ６ ４．３９±０．０９ ２．７５±０．０６ １．６４±０．０５ １．５７±０．０４ －

ＭＩ组 ６ ６．２９±０．０５ａ ４．３６±０．０８ａ １．８９±０．０７ａ ２．３８±０．０８ａ ３９．５２±３．６８

ＰＤ组 ６ ５．２４±０．０８ａｂ ３．３７±０．０９ａｂ １．７７±０．０４ａｂ １．９０±０．０６ａｂ ４０．１６±４．１４

　　ａ：犘＜０．０１，与ＳＨ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＩ组比较，－：表示无数据。

　　 Ｍ：标志物；１：ＭＩ组；２：ＰＤ组；３：ＳＨ组。

图２　　大鼠心肌ＮＦκＢ、ＭＭＰ２的ＲＴＰＣＲ结果

　　１：ＭＩ组；２：ＰＤ组；３：ＳＨ组。

图３　　大鼠心肌ＮＦκＢ、ＭＭＰ２的蛋白质表达

表４　　ＮＦκＢ、ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ表达量

组别 狀 ＮＦＢκ／βａｃｔｉｎ ＭＭＰ２／βａｃｔｉｎ

ＳＨ组 ６ ０．７２±０．０４ ０．４６±０．０３

ＭＩ组 ６ １．２５±０．０５ａ １．１６±０．０４ａ

ＰＤ组 ６ ０．８８±０．０５ａｂ ０．６８±０．０３ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＳＨ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＩ组比较。

表５　　ＮＦκＢ、ＭＭＰ２蛋白表达量

组别 狀 ＮＦκＢ／βａｃｔｉｎ ＭＭＰ２／βａｃｔｉｎ

ＳＨ组 ６ ０．４５±０．０４ ０．３５±０．０３

ＭＩ组 ６ ２．２１±０．０６ａ １．８８±０．０４ａ

ＰＤ组 ６ １．３６±０．０７ａｂ １．１２±０．０４ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＳＨ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＩ组比较。

３　讨　　论

本研究中超声心动图结果表明 ＭＩ组和ＰＤ组的ＬＶＥＤＤ

和ＬＶＥＤＶ较ＳＨ组增加，ＦＳ和ＥＦ降低；说明心肌梗死后大

鼠心功能指标恶化，大鼠心功能恶化可能与胶原重塑有关。心

肌梗死后心肌间质重塑主要胶原沉积，胶原沉积是心肌重塑的

重要内容，减少胶原沉积可改善心功能［８］。胶原重塑表现为总

胶原、Ⅰ型胶原含量的增多和Ⅰ／Ⅲ型胶原比值增加。本研究

通过结扎冠状动脉左前降支制作大鼠心肌梗死模型，采用天狼

猩红染色观察心肌非梗死区总胶原、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原的变

化。结果显示 ＭＩ组非梗死区总胶原和Ⅰ／Ⅲ型胶原比值增多

较ＳＨ组多，说明心肌梗死后发生胶原重塑。Ⅰ型胶原含量的

增多含量增多增加了心肌僵硬度，参与心衰发展。

ＭＭＰｓ是降解细胞外基质成分的最主要蛋白水解系统，

与心肌间质胶原重塑有密切关系［９１０］。研究表明 ＭＭＰｓ在心

肌梗死发生后即开始激活，并且重塑期间，ＭＭＰ２活性和表达

均显著增高［１１］。陈昭?等［１２］研究也表明，心肌梗死后 ＭＭＰ２

表达增加，并与胶原重塑密切相关。本实验中在 ＭＩ组和ＰＤ

组 ＭＭＰ２增加，同样证实了在心肌重塑过程中存在表达

ＭＭＰｓ增高。在 ＭＭＰｓ的转录调节中，ＮＦκＢ信号通路的激

活起重要作用。本研究发现 ＭＩ组大鼠的ＮＦκＢｐ６５的表达在

心肌梗死后４周就已有增加，最近的研究也证明了心肌梗死后

存在ＮＦκＢ的激活
［１３］。Ｘｉｅ等

［１４］研究表明激活的 ＮＦκＢ能

直接刺激 ＭＭＰ２表达。本研究中 ＭＩ组 ＭＭＰ２表达增加与

ＮＦκＢｐ６５变化一致，再次说明ＮＦκＢｐ６５调节 ＭＭＰ２表达。

既然心肌梗死后存在 ＮＦκＢ 激活，ＮＦκＢ 通过促进

ＭＭＰｓ表达引起胶原重塑是心肌间质重塑的一个重要机制，

那么应用ＮＦκＢ抑制剂有可能通过此途径改善胶原重塑，改

善心功能。为此，本研究应用 ＮＦκＢ的特异性抑制剂ＰＤＴＣ

进行实验，结果显示ＰＤＴＣ干预后心肌梗死大鼠的总胶原、Ⅰ

型胶原、Ⅲ型胶原较 ＭＩ组下降，ＬＶＥＤＤ和ＬＶＥＤＶ较 ＭＩ组

降低，ＦＳ和ＥＦ增加，说明ＰＤＴＣ改善了大鼠心肌梗死后间质

重塑，改善了心功能。Ｋｕｍａｒ等
［４］用转基因小鼠进行试验发

现：ＰＤＴＣ通过抑制 ＮＦκＢ活性，减轻细胞外基质沉积，改善

了心肌重塑。ＰＤＴＣ抑制ＮＦκＢ机制为：ＰＤＴＣ能特异性抑制

ＮＦκＢ亚单位表达或抑制ＩκＢ的降解，减少 ＮＦκＢ的核转为

有关［１５］。本研究中应用ＰＤＴＣ后 ＮＦκＢ表达降低，且其下游

ＭＭＰ２表达相应下降，因此推测ＰＤＴＣ改善大鼠心肌梗死后

间质胶原重塑可能与ＰＤＴＣ抑制 ＮＦκＢ活性，下调 ＭＭＰｓ的

表达的表达有关。刘晓黎等［１６］应用ＰＤＴＣ通过抑制 ＮＦκＢ

活性改善了大鼠的肺血管重塑，降低了肺动脉压。Ｃａｕ等
［１］研

究表明，在中应用ＰＤＴＣ通过抑制，下调 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表

达改善了肾性高血压大鼠的血管重塑，改善了血管功能。

总之，本研究表明 ＰＤＴＣ 通过抑制 ＮＦκＢ激活，降低

ＭＭＰ２表达，改善心肌梗死后间质后重塑，改善心功能，

ＰＤＴＣ治疗心肌梗死可能成为一个新的研究方向。但是，由于

心肌梗死后心肌间质重塑的机制较复杂，ＰＤＴＣ是否具有还有

其他通路改善重塑，其安全如何等尚未评价，尚待进一步研究。
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２０１２，１２（１０）：１１１３１１３１．

［１０］杨永健，张鑫，朱文玲，等．基质金属蛋白酶参与心力衰竭

患者心肌细胞外基质的调控［Ｊ］．中华医学杂志，２００６，８６

（２４）：１６９３１６９６．
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［１６］刘晓黎，王昌明，蒋明，等．核转录因子κＢ抑制剂对慢性
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激活裸鼠腹腔巨噬细胞的影响［Ｊ］．中华微生物学和免疫
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［１２］杜富滢，黄卫华，吴文展，等．新型微盘传感器的研制及用
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