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信号通路中对改善心肌缺血再灌注损伤的作用研究"
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"摘要#
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目的
!

探讨糖原合成激酶
'

'

"

M;8'

'

%的活性在肝细胞生长因子"

HMT

%信号通路中对改善心肌缺

血再灌注损伤的作用及机制&方法
!

研究大鼠离体心肌细胞
H(61

!用不同类型的
M;8'

'

腺病毒(不表达

M;8'

'

的重组腺病毒
N!.MTK

#野生型
M;8'

'

腺病毒
M;8'

'

.N!.D3

#表达
M;8'

'

不可磷酸化的组成型活性突

变体!其第
(

位丝氨酸残基突变"

;7?(

%为丙氨酸!从而不能再被磷酸化失活而具有固有活性的
M;8'

'

腺病毒

M;8'

'

.N!.;(N

#表达催化失活的
M;8'

'

复制缺陷型腺病毒载体!其第
/>

位赖氨酸残基突变为甲硫氨酸!从而

持续失活的
M;8'

'

腺病毒
M;8'

'

.N!.8/>N

)感染细胞和
HMT

激活剂刺激细胞!分为对照组'缺血再灌注"

Q

$

O

%组'

Q
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OfHMT

组'

Q
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OfHMTfN!.MTK

组'

Q
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OfHMTfM;8'
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.N!.D3

组'

Q
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OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组和
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组&

c7+37?,X="3

检测
M;8'
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!下游通路蛋白肝激酶
P$

"

I8P$

%!腺苷单

磷酸激活蛋白激酶"

N:K8

%!自噬相关蛋白
P76=#,.$

'

I9'

#

及上游通路蛋白激酶
P

"

N53

%的表达水平&结果
!

与对照组和
Q

$

O

组比较!

HMT

激活剂能促进
4

M;8'

'

!下游通路蛋白
I8P$

'

N:K8

!自噬相关蛋白
I9'

#

'

P76.

=#,.$

!上游蛋白
4

N53

的表达!差异有统计学意义"

"

$

%&%>

%#而在
HMT

激活剂的作用下!

M;8'

'

的失活"

N!.

D3

和
N!.8/>N

腺病毒感染组%使下游通路蛋白
I8P$

'

N:K8

和自噬相关蛋白
P76=#,.$

'

I9'

#

的表达量明显

升高!而在
Q

$

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组则明显降低!差异有统计学意义"

"
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%&结论
!

HMT

通路通过

激活磷脂酰肌醇
'

激酶"
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N53
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N:K8

信号通路促进细胞自噬并改善心肌细胞缺血再灌注损伤&
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心血管疾病#
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$仍是

世界范围内导致患者死亡的主要原因%包括冠状动脉

疾病*冠心病和缺血性心脏疾病%已成为全球性公共

健康问题)随着经济的发展和生活水平的提高%人们

生活作息和饮食习惯的改变%心肌梗死#

@

E

"6<?!#<=

#,W<?63#",

%

:Q

$的发病率呈上升趋势'

$

(

)临床上以改

善缺血%尽早恢复心肌血流灌注%减少
:Q

面积为治疗

的首要原则'

1

(

)大量研究表明%在缺血期除了细胞凋

亡*坏死等促细胞死亡的机制外%还存在着细胞自噬

#

<C3"

4

2<

BE

$等促细胞存活机制'

'

(

)自噬是一种进化

上保守的细胞内自我保护机制%细胞内多余的蛋白质

聚集体和受损细胞器被隔离到自噬小泡中%随后与溶

酶体融合降解'

0

(

)在缺血状态下%心肌细胞可以通过

不同的信号通路调控自噬系统%自噬的发生可促进对

受损蛋白*脂质和细胞器等废物的清除'

'

(

)因此%自

噬被认为是心肌细胞对抗缺血性损伤的主要保护机

制)既往研究表明%肝细胞生长因子#

HMT

$与其受体

#

:73

$的结合可以激活下游信号通路促进自噬%与多

种组织疾病自噬密切相关%如肺癌*结肠直肠癌*高糖

性肾足细胞损伤等'

>

(

)糖原合成激酶
'

'

#

M;8'

'

$是

HMT

下游通路中的一个重要通路蛋白%其活性的抑

制可以激活多种下游通路对抗心肌缺血再灌注损伤

引起的炎性反应%钙超载和氧化应激反应等'

)

(

)有研

究发现抑制
M;8'

'

可以激活不同的信号通路%如腺

苷单磷酸激活蛋白激酶#

N:K8

$通路*

P76=#,.$

通路%

可以调控多种疾病自噬'

-./

(

)然而%

M;8'

'

在
HMT

促进自噬对抗缺心肌血再灌注损伤中的作用少见报

道)本研究通过建立立体大鼠心肌细胞缺血再灌注

模型%观察内源性
HMT

和磷酸化
M;8'

'

#

4

M;8'

'

$

的表达情况及下游通路蛋白和自噬相关蛋白的表达

水平%研究
HMT

通过促进
M;8'

'

的磷酸化调控自噬

在减轻大鼠心肌细胞缺血再灌注损伤中的相关作用)

A

!

材料与方法

A&A

!

主要材料
!

N:K8

*肝激酶
P$

#

I8P$

$*

HMT

抗体#美国
NWW#,#3

E

P#"+6#7,67+

公司$&

I9'

#

抗体#美

国
NX6<@

公司$&

HOK.

羊抗小鼠
Q

B

M

*

HOK.

羊抗兔

Q

B

M

*

'

.<63#,

*蛋白激酶
P

#

N53

$抗体#上海
P#"++

公

司$&腺病毒#上海
H<,X#"

生物科技有限公司$&超敏

型
L9I

发光液#美国
N!V<,+3<

公司$&胎牛血清#上

海双洳生物科技有限公司$)

A&B

!

方法

A&B&A

!

细胞系的选择及培养
!

选用大鼠离体心肌细

胞
H(61

细胞系%

(%]

高糖培养基#

A:L:

$*

$%]

小

牛血清及
$]

双抗#青霉素*链霉素$配成的培养基置

于
'-^>]9R

1

环境下的细胞培养箱中进行培养%取

生长良好的细胞种植于
)

孔细胞培养板%继续培养

备用)

A&B&B

!

实验模型制备
!

实验分为正常对照组和实验

组%实验组分别为缺血再灌注#

Q

"

O

$组*

Q

"

OfHMT

组*

Q

"

OfHMTfN!.MTK

组#不表达
M;8'

'

的重组

腺病毒
N!.MTK

$*

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组#野

生型
M;8'

'

腺病毒
M;8'

'

.N!.D3

$*

Q

"

OfHMTf

M;8'

'

.N!.;(N

组'表达
M;8'

'

不可磷酸化的组成

型活性突变体%其第
(

位丝氨酸残基突变#

;7?(

$为丙

氨酸%从而不能再被磷酸化失活而具有固有活性的

M;8'

'

腺病毒
M;8'

'

.N!.;(N

(和
Q

"

Of HMTf

M;8'

'

.N!.8/>N

组#表达催化失活的
M;8'

'

复制缺

陷型腺病毒载体%其第
/>

位赖氨酸残基突变为甲硫

氨酸%从而持续失活的
M;8'

'

腺病毒
M;8'

'

.N!.

8/>N

$)腺病毒感染方法为细胞贴壁于
)

孔细胞培

养板%吸去原有培养基%加入
$@I

新鲜培养基%选定

多重感染#

:RQ

$为
$%%

单位对应的病毒原液体积加

入细胞中%摇匀)放入
'-^

培养箱中感染
12

%吸去

含病毒的培养液%

KP;

清洗
1

次%加入新鲜的培养液)

HMT

激活剂组加入
HMT

激活剂#

1%,

B

"

@I

$%放入

培养箱中培养
$2

后更换新鲜培养液
1@I

%继续培养

102

后制备
Q

"

O

模型)分别吸出
)

组实验组中的完

全培养基%加入
1@I

缺血模拟液#

F<9=(/&>@@"=

"

I

%

89=$%@@"=

"

I

%

F<H

1

KR

0

%&(@@"=

"

I

%

F<H9R

'

)&%@@"=

"

I

%

9<9=

1

$&/@@"=

"

I

%

:

B

;R

0

$&1@@"=

"

I

%乳酸钠
0%@@"=

"

I

%

HLKL;1%@@"=

"

I

$并置于低

氧细胞培养箱#

(>] F

1

%

>] 9R

1

%

'-^

$中培养
$12

%

吸出缺血模拟液%加入
1@I

完全培养基于普通培养

箱中继续培养
$2

)

A&B&C

!

检测指标
!

采用
c7+37?,X="3

检测
N53

*

M;8'

'

*

I8P$

*

N:K8

*

I9'

#

*

P76=#,.$

表达)模型

制备完后%将培养板置于冰盒上%用预冷的
KP;

清洗

1

次%吸尽
KP;

%加入裂解液摇床上裂解
'%@#,

%用细

胞刮刮至
$&>@I

的
LK

管中%

0^$1%%%?

"

@#,

离心

'%@#,

%轻轻吸取上清液加入其
$

"

0

的
;A;

上样缓冲

液%沸水中煮
$%@#,

%进行十二烷基磺酸钠
.

聚丙烯酰

胺#

;A;.KNML

$凝胶电泳%之后将蛋白转于聚偏氟乙

烯#

KdAT

$膜上)聚偏氟乙烯#

KdAT

$膜用含
>%

B

"

I

脱脂奶粉的
JP;J

溶液封闭
'2

)将含有蛋白的聚偏

>/$1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$'

期



氟乙烯#

KdAT

$膜置于
$l$%%%

或
$l'%%

的目标蛋

白抗体的一抗稀释液中
0^

过夜孵育%

JP;J

冲洗
'

次%每次
$>@#,

%分别使用对应的
$l$%%%%

二抗孵育

$2

%

JP;J

冲洗
'

次%每次
$>@#,

)最后用超敏型

L9I

发光液进行曝光显影%显影仪
P#".O<!

成像系统

拍照%

Q@<

B

7b

软件分析蛋白的相对表达量)

A&C

!

统计学处理
!

采用
;K;;$(&%

统计软件进行分

析)计量资料以
I 3̀

表示%多组间采用单因素方差

分析%两两比较采用
I;A.<

检验%以
"

$

%&%>

为差异

有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

各组
M;8'

'

*

4

M;8'

'

表达情况
!

与对照组和

Q

"

O

组比较%

Q

"

OfHMT

组
M;8'

'

的总表达量差异有

统计学意义#

"

$

%&%>

$%而
4

M;8'

'

的表达量明显增

加#

"

$

%&%>

$)在
HMT

激活剂的刺激下%各
M;8'

'

感染组的
M;8'

'

的总表达量差异有统计学意义#

"

$

%&%>

$%

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组的
M;8'

'

总表

达量较低#

"

$

%&%>

$)

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组

和
Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.8/>N

组的
4

M;8'

'

明显

升高#

"

$

%&%>

$%而
Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组

降低#

"

$

%&%>

$%见图
$

)

!!

$

!对照组&

1

!

Q

"

O

组&

'

!

Q

"

OfHMT

组&

0

!

Q

"

OfHMTfN!.MTK

组&

>

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组&

)

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组&

-

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.8/>N

组&

<

!

"

$

%&%>

与对照组比较&

X

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

O

组比较&

6

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

OfHMT

组比较

图
$

!!

各组
M;8'

'

'

4

M;8'

'

表达情况

B&B

!

各组
I8P$

*

N:K8

表达情况
!

与对照组比较%

Q

"

O

组的
I8P$

和
N:K8

的表达量明显升高#

"

$

%&%>

$)与
Q

"

O

组相比%

Q

"

Of HMT

组
I8P$

和

N:K8

的表达量明显升高#

"

$

%&%>

$)在
HMT

激活

剂的作用下%

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组和
Q

"

Of

HMTfM;8'

'

.N!.8/>N

组的
I8P$

和
N:K8

明显

升高#

"

$

%&%>

$%而
Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组

降低#

"

$

%&%>

$%见图
1

)

B&C

!

各组
I9'

#

*

P76=#,.$

表达情况
!

与对照组比

较%

Q

"

O

组
I9'

#

*

P76=#,.$

的表达量明显升高#

"

$

%&%>

$)与
Q

"

O

组相比%

Q

"

OfHMT

组
I9'

#

*

P76=#,.

$

的表达量明显升高#

"

$

%&%>

$)在
HMT

激活剂的

作用下%

Q

"

Of HMTfM;8'

'

.N!.D3

组和
Q

"

Of

HMTfM;8'

'

.N!.8/>N

组的
I9'

#

*

P76=#,.$

明显

升高#

"

$

%&%>

$%而
Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组

降低#

"

$

%&%>

$%见图
'

)

!!

$

!对照组&

1

!

Q

"

O

组&

'

!

Q

"

OfHMT

组&

0

!

Q

"

OfHMTfN!.MTK

组&

>

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组&

)

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组&

-

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.8/>N

组&

<

!

"

$

%&%>

与对照组比较&

X

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

O

组比较&

6

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

OfHMT

组比较

图
1

!!

各组
I8P$

'

N:K8

表达情况

!!

$

!对照组&

1

!

Q

"

O

组&

'

!

Q

"

OfHMT

组&

0

!

Q

"

OfHMTfN!.MTK

组&

>

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组&

)

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组&

-

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.8/>N

组&

<

!

"

$

%&%>

与对照组比较&

X

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

O

组比较&

6

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

OfHMT

组比较

图
'

!!

各组
I9'

#

'

P76=#,.$

表达情况

B&D

!

各组
N53

表达情况
!

与对照组比较%

Q

"

O

组的

4

N53

#

N53

的
;7?0-'

位点磷酸化$的表达量明显升高

#

"

$

%&%>

$)与
Q

"

O

组比较%

Q

"

OfHMT

组
4

N53

明

显升高#

"

$

%&%>

$)而在
HMT

激活剂的作用下%各

感染组的
4

N53

表达量差异有统计学意义#

"

$

%&%>

$%见图
0

)

!!

$

!对照组&

1

!

Q

"

O

组&

'

!

Q

"

OfHMT

组&

0

!

Q

"

OfHMTfN!.MTK

组&

>

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.D3

组&

)

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.;(N

组&

-

!

Q

"

OfHMTfM;8'

'

.N!.8/>N

组&

<

!

"

$

%&%>

与对照组比较&

X

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

O

组比较&

6

!

"

$

%&%>

%与
Q

"

OfHMT

组比较

图
0

!!

各组
N53

表达情况

C

!

讨
!

论

!!

M;8'

'

是一种高度保守的丝氨酸"苏氨酸酶)

M;8'

'

已被证明作用于多种信号蛋白和转录因子%调

节细胞的分化*增殖*存活和凋亡'

(

(

)既往研究表明%

M;8'

'

在
;7?(

位点磷酸化从而失去活性在心肌缺血

)/$1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$'

期



再灌注引起的炎性反应%钙超载和氧化应激反应等中

具有抗炎和抗凋亡作用%从而保护心肌细胞%其机制

可能与其提高线粒体的通透性转换孔#

@KJK

$开放阈

值%减少线粒体损伤%细 胞 凋 亡 和 坏 死 相 关'

)

(

)

M;8'

'

作为
HMT

"

:73

信号通路中的一个下游信号

蛋白%在
HMT

"

:73

的抗炎*抗凋亡等多种组织保护

机制中起着关键性作用'

-./

(

)而
M;8'

'

在心肌细胞

发生缺血再灌注时
HMT

"

:73

信号通路促进自噬%保

护心肌细胞中的作用%缺乏相关报道)

当心肌发生缺血再灌注时%除心肌细胞的坏死和

凋亡程度影响预后%自噬的发生同样也影响心肌的梗

死面积和存活'

'

(

)其机制可能是当心肌发生缺血时%

细胞的能量缺乏促进
N:K8

的激活%导致自噬基因

P76=#,.$

的苏氨酸
'//

位点产生磷酸化%促使自噬基

因
P76=#,.$

与
P6=.1

解离%促进自噬相关蛋白
P76=#,.$

和
dK;'0

及
N3

B

$0

的结合形成三聚体复合物%三聚

体再不断地招募相关的核心蛋白%作为自噬起始&在

自噬体的延长阶段%

I9'

+

会被包括
N3

B

-

和
N3

B

'

在

内的泛素样体系所修饰和加工%产生相对分子质量为

$0a$%

' 的
I9'

#

%并定位到自噬小体中)这样%自噬

小体中存在的
I9'

和低分子量的
I9'

#

都被当作细

胞发生自噬的分子标志%并且
I9'

#

的含量和发生自

噬的程度成正比)因此这两个蛋白可以作为自噬水

平的检测指标'

$%

(

)本实验通过腺病毒转染大鼠离体

心肌细胞的方法使
M;8'

'

不同的位点发生突变从而

使
M;8'

'

处于持续失活或激活状态%并通过建立缺

血再灌注模型%以
M;8'

'

下游通路蛋白和自噬相关

蛋白为指标研究在
HMT

激活剂的作用下%

M;8'

'

的

失活对促进细胞自噬%减轻细胞损伤的相关作用'

$$

(

)

既往研究结果显示%在缺血状态下%

HMT

的激活可以

激活下游
KQ'8

"

N53

"

P6=.1

信号通路从而抑制细胞凋

亡%保护心肌细胞'

$1

(

)

M;8'

'

作为
KQ'8

"

N53

的下

游信号蛋白在缺血时同样发挥着重要的作用)研究

发现%抑制
M;8'

'

的活性#

M;8'

'

的
;7?(

位点磷酸

化$能有效提高线粒体
@KJK

的开放阈值%减少线粒

体损伤*细胞凋亡和坏死的发生'

$'

(

)本实验结果显

示%与对照组相比%

Q

"

O

组
N:K8

的表达量明显升高%

验证了心肌细胞在发生缺血时会产生一定量的自噬)

N:K8

的激活与其上游基因
I8P$

的活性有关)在

之前的报道中表明%

M;8'

'

去磷酸化将会抑制
I8P$

的活性)本实验结果显示%

HMT

促进了
4

N53

*

4

M.

;8'

'

的表达%以及下游通路蛋白
I8P$

*

N:K8

和自

噬相关蛋白
P76=#,.$

*

I9'

#

的表达)证实了在缺血

状态下%

HMT

对心肌细胞自噬的促进作用及
M;8'

'

在
HMT

促进自噬中的可能性的潜在性作用)而在

HMT

激活剂的作用下%

M;8'

'

的失活#

N!.D3

和
N!.

8/>N

腺病毒感染组$使下游通路蛋白
I8P$

*

N:K8

和自噬相关蛋白
P76=#,.$

*

I9'

#

的表达量明显升高)

表明了
HMT

"

:73

信号通路在心肌缺血再灌注损伤

中通过抑制
M;8'

'

的活性%促进细胞自噬到达保护

作用)而持续激活
M;8'

'

的
N!.;(N

腺病毒感染组

中自噬呈减弱趋势%可能导致心肌细胞加速损伤)

既往研究发现%

HMT

与其受体的结合可以激活

下游信号蛋白
KQ'8

"

N53

%而
KQ'8

"

N53

的激活可以

促进下游信号蛋白
M;8'

'

在
;7?(

位点发生磷酸化%

失去活性'

)

(

)在心血管系统中%

M;8'

'

在葡萄糖代

谢*心肌肥厚和细胞死亡等病理过程中起着关键性作

用'

$0

(

)在慢性脑缺血性疾病中%增加
M;8'

'

的磷酸

化会导致
4

@JRO

的水平增加及
P76=#,.$

水平的降

低%从而抑制细胞破坏性自噬的活性)在对高糖血症

和血脂异常的人主动脉内皮细胞的研究中发现%抑制

M;8'

'

的活性可以通过增加
N:K8

的活性增加自噬

体的形成%从而减少内皮细胞的死亡及动脉粥样硬化

的形成'

$>

(

)结合本实验结果%表明
M;8'

'

在
HMT

保护心肌对抗缺血再灌注损伤中起着重要的作用)

本实验从蛋白水平证实了
HMT

通路的激活可以通过

促进细胞自噬保护心肌细胞在缺血再灌注中的损伤%

其可能机制是
KQ'8

"

N53

"

M;8'

'

"

N:K8

信号通路

的激活%但其是否存在其他可能的分子机制及作用靶

点尚不明确%仍待进一步完善)

心肌细胞是一种高度分化的永久性细胞%其损伤

往往是不可逆的%会引起致命性损伤)故减少心肌细

胞的损伤和死亡对保护心脏极为重要)自噬在缺血

再灌注中对心肌细胞起保护作用的同时也会引起细

胞自噬性死亡%进一步加重心肌细胞的受损)因此%

避免或尽最大程度地降低自噬在缺血再灌注损伤引

起的细胞死亡将可能成为未来治疗冠心病的重要
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的%但模型有一定的自我修复能力%并未形成卵巢衰

竭的状态%符合
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的疾病发病特点)众所周知%卵

巢功能一旦到了衰竭状态%治疗难度很大%目前尚未

发现有药物能逆转已经衰竭的卵巢功能%但如果在疾

病发生的早期就给予药物干预%卵巢功能衰竭的速度

可减慢%甚至有逆转可能)

综上所述%采用
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单次腹腔注射能

成功制造
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大鼠
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模型)该法操作简便易行*

造模时间短*成功率高%模型有一定的自我修复能力%

值得推广应用)
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