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脂联素及其受体在ＬＩＰＣ抗 ＭＩＲＩ大鼠心肌细胞凋亡中的作用
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　　摘　要：目的　研究脂联素（ＡＤＰ）及其受体在缺血预适应（ＬＩＰＣ）抗缺血、再灌注（ＭＩＲＩ）大鼠心肌细胞凋亡中的作用。方法

　雄性ＳＤ大鼠分为３组（ｎ＝１０，每组４只备用于细胞凋亡）：假手术（ｓｈａｍ组）：左冠状动脉前降支仅穿线不处理；ＭＩＲＩ组：左前

降支缺血３０ｍｉｎ，再灌注１２０ｍｉｎ；ＬＩＰＣ组：肢体缺血５ｍｉｎ，再灌注５ｍｉｎ，连续预适应３ｄ后实施缺血３０ｍｉｎ，再灌注１２０ｍｉｎ。

采用逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）法和原位末端缺口标记（ＴＵＮＥＬ）法检测各组心肌组织 ＡＤＰ和 ＡＤＰ受体１（ＡＤＰＲ１）的

ｍＲＮＡ表达和心肌细胞的凋亡指数。结果　与ｓｈａｍ组相比，ＭＩＲＩ组 ＡＤＰ和 ＡＤＰＲ１的 ｍＲＮＡ表达明显减少（犘＜０．０５）；与

ＭＩＲＩ组相比，ＬＩＰＣ组ＡＤＰ和ＡＤＰＲ１的ｍＲＮＡ表达上调，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＭＩＲＩ组大鼠心肌细胞的凋亡指数

（ＡＩ）比ｓｈａｍ组增加显著，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；与 ＭＩＲＩ组相比，ＬＩＰＣ组心肌细胞的 ＡＩ明显减少，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。结论　ＬＩＰＣ可能通过ＡＤＰ信号通路减轻心肌再灌注损伤后的细胞凋亡，发挥其心肌保护作用。
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　　近年国内外学者研究发现，心肌缺血再灌注（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ

ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）引起的心肌损伤与心肌细

胞的信号转导通路密切相关。目前临床上许多药物及机械处

理大都是通过这些细胞信号转导通路来实现对心肌的保护作

用。其中脂联素／脂联素受体１（ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ／ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ１，ＡＤＰ／ＡＤＰＲ１）信号转导通路是近期的研究热点，在促进

细胞的生存中发挥着极其重要的作用［１４］。近年来，通过对

ＡＤＰ的研究证实了其在心血管领域的生物学效应，包括调节

促增殖反应、抗凋亡作用和抗感染作用等［５９］。尽管 ＡＤＰ在

ＭＩＲＩ中有抗损伤和抗凋亡的作用，但其是否通过 ＡＤＰ／ＡＤ

ＰＲ１信号通路对损伤的心肌细胞起保护作用及其机制仍不清

楚。本研究旨在探讨在体内状态下，ＡＤＰ／ＡＤＰＲ１信号通路是

否在抗 ＭＩＲＩ大鼠心肌细胞凋亡中发挥作用。
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１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　本研究采用ＳＤ雄性大鼠３０只，体质量

２２０～２８０ｇ，由河南省实验动物中心提供。

１．１．２　主要试剂　ＤＮＡ标记、总ＲＮＡ提取试剂盒和逆转录

聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒均购自北京中杉金桥生物

技术有限公司，原位末端缺口标记细胞凋亡检测试剂盒购自武

汉博士德生物工程有限公司。

１．２　方法

１．２．１　实验分组及处理　实验分为３组，每组１０只。ＭＩＲＩ

组：结扎冠状动脉左前降支３０ｍｉｎ再灌注１２０ｍｉｎ；假手术

ｓｈａｍ组：手术过程与 ＭＩＲＩ组相似，仅穿线不结扎冠状动脉左

前降支；肢体缺血预适应（ｌｉｍｂｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＬＩＰＣ）

组：持续阻断股动脉标志５ｍｉｎ后，持续再灌注５ｍｉｎ，如此反

复３次，连续预适应３ｄ，第４ｄ进行 ＭＩＲＩ实验，手术操作同

ＭＩＲＩ模型。各组实验结束时，迅速摘取每组大鼠心脏缺血区

中心部分的心肌组织作为留存的心肌组织标本并放置在无菌

无热源冻存管内后置入液氮罐中，随后放入－８０℃冰箱中。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测　采用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取各组大鼠心肌

总ＲＮＡ进行逆转录。βａｃｔｉｎ：上游引物：５′ＣＡＧＴＡＡＣＡＧ

ＴＣＣＧＣＣＴＡＧ ＡＡ３′，下游引物：５′ＧＡＴＴＡＣＴＧＣＴＣＴ

ＧＧＣＴＣＣＴＡ３′３７９ｂｐ；ＡＤＰ：上游引物：５′ＣＴＴＣＣＡＧＡＡ

ＡＣＧＴＧＡＴＣＣＧＡＡ３′２３８ｂｐ，下游引物５′ＡＧＴＣＣＴＴＧＣ

ＡＧＧＡＡＧＡＧＴＧＡＣＣ３′；ＡＤＰＲ１：上游引物５′ＧＧＴＧＡＡ

ＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧ３′２１５ｂｐ，下游引物５′ＧＧＴＣＡＴ

ＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴ３′。ＰＣＲ扩增产物用１．５％琼脂糖

凝胶进行电离观察，成像。

１．２．３　原位末端缺口标记（ＴＵＮＥＬ）法检测心肌细胞凋

亡　具体操作步骤完全按照试剂盒说明书进行，以磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）代替反应液做阴性对照。凋亡的细胞核呈棕黑色或

棕色。每只大鼠观察４张切片，每张切片计数５个视野（×

４００），计算每个视野内凋亡阳性细胞核数占细胞总数百分比，

取其平均值为心肌细胞凋亡指数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件处理数据，计量资料

以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，检验水准α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组 ＡＤＰ和 ＡＤＰＲ１ｍＲＮＡ检测结果　ＲＴＰＣＲ法测

ＡＤＰ和 ＡＤＰＲ１的 ｍＲＮＡ表达结果显示，以βａｃｔｉｎ为内参，

用ＡＤＰ和 ＡＤＰＲ１与βａｃｔｉｎ比值代表目的条带强度的相对

值，与ｓｈａｍ组ＡＤＰ（０．７４±０．０８）和ＡＤＰＲ１（０．７２±０．０４１）相

比，ＭＩＲＩ组ＡＤＰ（０．５３±０．０７）和 ＡＤＰＲ１（０．５２±０．０１６）的

ｍＲＮＡ表达明显减少（犘＜０．０５）；与 ＭＩＲＩ组相比，ＬＩＰＣ组上

调ＡＤＰ（０．７２±０．２１）和ＡＤＰＲ１（０．８０±０．０２３）的ｍＲＮＡ表达

（犘＜０．０５），见图１。

　　ａ：各组大鼠心肌组织ＡＤＰｍＲＮＡ的表达情况；ｂ：各组大鼠心肌

组织ＡＤＰＲ１ｍＲＮＡ的表达情况；ｃ：各组大鼠心肌组织βａｃｔｉｎｍＲＮＡ

的表达情况。Ａ：ｓｈａｍ组；Ｂ：ＭＩＲＩ组；Ｃ：ＬＩＰＣ组。

图１　　各组大鼠心肌组织ＡＤＰ、ＡＤＰＲ１ｍＲＮＡ的表达情况

２．２　ＴＵＮＥＬ法检测各组心肌细胞凋亡的情况　棕色核为凋

亡细胞核，计算凋亡指数（ＡＩ），结果显示ｓｈａｍ组大鼠凋亡心

肌细胞较少见；ＭＩＲＩ组大鼠凋亡阳性细胞数目（１８．６８±２．８１）

比ｓｈａｍ组（２．０１±０．４４）明显增加（犘＜０．０５）；与 ＭＩＲＩ组相

比，ＬＩＰＣ组的心肌细胞ＡＩ（８．１７±１．９３）明显减少（犘＜０．０５），

提示ＬＩＰＣ可以减轻 ＭＩＲＩ损伤诱导的心肌细胞凋亡，见图２。

　　Ａ：ｓｈａｍ组；Ｂ：ＭＩＲＩ组；Ｃ：ＬＩＰＣ组。

图２　　各组大鼠心肌细胞凋亡情况的比较（×４００）

３　讨　　论

研究表明ＡＤＰ／ＡＤＰＲ１信号通路参与了抑制炎性反应和

抑制细胞凋亡的过程［１０１１］。近年又发现 ＭＩＲＩ损伤后，ＡＤＰ

也参与了损伤心肌的修复，增加ＡＤＰ水平或增加心肌对ＡＤＰ

的敏感性可减轻心肌梗死后左心室的功能障碍［１２］。

血清ＡＤＰ通过血液循环到达心肌组织与 ＡＤＰＲ１结合发

挥心肌保护作用。至今共发现３种 ＡＤＰ受体：ＡＤＰＲ１、ＡＤ

ＰＲ２和Ｔ钙粘蛋白，其分布呈高度组织特异性
［１３］，其中 ＡＤ
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ＰＲ１主要分布在心肌。心肌局部ＡＤＰ统与心肌细胞能量代谢

及功能状态密切相关［１４］。也有研究表明，血清 ＡＤＰ与 ＡＤ

ＰＲ１结合可发挥心肌保护作用，如可以减轻 ＭＩＲＩ损伤、心肌

重塑和左心室收缩功能障碍［１５］。

近年来通过离体结扎冠状动脉前降支造成 ＭＩＲＩ模型发

现，与野生鼠比较，ＡＤＰ基因敲除鼠的心脏明显扩大，心肌细

胞凋亡数量和心肌纤维化程度明显增加，而新生毛细血管密度

显著降低［１６］。

肢体ＬＩＰＣ可以合成释放内源性保护物质，然后经复杂的

细胞信号转导途径发挥 ＭＩＲＩ保护作用。心肌细胞ＡＤＰ／ＡＤ

ＰＲ１途径的激活就是此保护作用的具体机制之一，可以引起下

游一系列靶蛋白的磷酸化，抑制线粒体通透性转换孔（ｍＰＴＰ）

的开放，最终减少心肌细胞凋亡［１７］。

本实验结果显示，ＭＩＲＩ大鼠心肌 ＡＤＰＲ１表达水平下降，

限制了 ＡＤＰ发挥其生物学作用，尤其是对 ＭＩＲＩ大鼠心肌细

胞凋亡的过程起促进作用。ＭＩＲＩ大鼠 ＡＤＰ和 ＡＤＰＲ１ｍＲ

ＮＡ的表达明显低于ｓｈａｍ组，ＬＩＰＣ组较 ＭＩＲＩ组心肌组织

ＡＤＰ和ＡＤＰＲ１ｍＲＮＡ的表达明显增高，以上各组心肌组织

ＡＤＰｍＲＮＡ的表达水平与 ＡＤＰＲ１ｍＲＮＡ表达水平呈正相

关，提示ＡＤＰ与其受体的结合对心肌组织的保护作用以及

ＬＩＰＣ的心脏保护效应是通过上调ＡＤＰ的水平实现的。

在本实验中ＬＩＰＣ明显抑制了再灌注损伤后的细胞凋亡，

且ＬＩＰＣ组中ＡＤＰ和ＡＤＰＲ１ｍＲＮＡ的表达高于 ＭＩＲＩ组，提

示ＬＩＰＣ具有抑制细胞凋亡的作用并且可能通过 ＡＤＰ／ＡＤ

ＰＲ１信号通路来抑制心肌细胞凋亡。
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（收稿日期：２０１３０９０８　修回日期：２０１３１０１２）
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欢迎投稿　欢迎订阅
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