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乙醛脱氢酶2对小鼠缺氧心肌细胞的抗凋亡作用*

易春秀,张玄子,周润露,莫金鑫,赵雅静△

(昆明医科大学第二附属医院心内科 650101)

  [摘要] 目的 观察乙醛脱氢酶2(ALDH2)在小鼠缺氧心肌细胞凋亡中所起的作用并探讨其机制。方法 36
只小鼠分为3组,第1组和第2组小鼠离体心脏分别用4-羟壬烯醛(4-HNE)灌流+缺血再灌注组和生理盐水灌

流(缺血再灌注组),两组小鼠均灌流30
 

min后关闭灌流管造成全心缺血30
 

min后再打开灌流管灌流45
 

min,
第3组(4-HNE灌流组)小鼠用4-HNE持续灌流75

 

min,分别测定3组小鼠离体心脏的细胞凋亡指数。接下

来将腺病毒转染法制备的另外36只小鼠野生型、ALDH2基因高表达型及ALDH2基因敲除型3组模型均结

扎左前降支造成小鼠心肌梗死。4周后解剖小鼠,每组随机选取6只小鼠用于测定心梗小鼠心肌梗死面积,每

组剩下的6只小鼠则提取左心室组织测定4-HNE的表达水平。结果 (1)4-HNE灌流+缺血再灌注组小鼠

离体心脏细胞凋亡指数大于4-HNE灌流组(P<0.01)和缺血再灌注组(P<0.01),4-HNE灌流组与缺血再灌

注组小鼠心肌细胞凋亡指数差异无统计学意义(P>0.05)。(2)4-HNE在ALDH2基因敲除型小鼠缺氧心肌

细胞中的表达高于ALDH2基因高表达型(P<0.05),在野生型中的表达介于两者之间(P<0.05)。(3)AL-
DH2基因敲除型小鼠心肌梗死面积高于ALDH2基因高表达型(P<0.01),而野生型的小鼠心肌梗死面积介

于两者之间(P<0.01)。结论 ALDH2通过分解4-HNE减轻小鼠缺氧心肌细胞的凋亡。
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  [Abstract] Objective To

 

evaluate
 

the
 

anti-apoptotic
 

effect
 

of
 

aldehyde
 

dehydrogenase
 

2
 

(ALDH2)
 

in
 

mice
 

hypoxia
 

cardiac
 

cells
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

mechanism.Methods Thirty-six
 

mice
 

were
 

classified
 

into
 

three
 

groups
 

at
 

random.All
 

mice's
 

hearts
 

have
 

been
 

isolated.Those
 

of
 

ischemia/reperfusion(I/R)
 

group
 

were
 

per-
fused

 

with
 

normal
 

saline
 

and
 

those
 

of
 

4-hydroxy
 

nonanel
 

(4-HNE)+I/F
 

group
 

were
 

perfused
 

with
 

4-HNE.
These

 

two
 

groups
 

both
 

experienced
 

a
 

period
 

of
 

30
 

minutes
 

ischemia
 

followed
 

by
 

a
 

perfusion
 

period
 

of
 

45
 

mi-
nutes.While

 

the
 

mice
 

hearts
 

of
 

4-HNE
 

group
 

were
 

perfused
 

with
 

4-HNE
 

persistently
 

for
 

75
 

minutes.The
 

ap-
optosis

 

index
 

of
 

cardiac
 

cells
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

measured.Then
 

the
 

other
 

thirty-six
 

mice
 

were
 

classified
 

as
 

wild
 

type,ALDH2
 

gene
 

over-expression
 

type
 

and
 

ALDH2
 

gene
 

knockout
 

type
 

by
 

adenovirus
 

transfection
 

methods.Mice
 

myocardial
 

ischaemia
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

ligating
 

left
 

anterior
 

descending
 

coronary.Six
 

mice
 

have
 

been
 

chosen
 

at
 

random
 

from
 

each
 

group
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

4-HNE
 

after
 

four
 

weeks.The
 

area
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

(MI)
 

of
 

the
 

rest
 

six
 

mice
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

measured.Results (1)The
 

cardiac
 

cell
 

apoptosis
 

index
 

of
 

4-HNE+I/R
 

group
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

4-HNE
 

group
 

(P<0.01)
 

and
 

I/R
 

group
 

(P<0.01).But
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

4-HNE
 

group
 

and
 

the
 

I/R
 

group
 

in
 

the
 

cardiac
 

cell
 

apoptosis
 

index(P>0.05).(2)The
 

expression
 

of
 

4-HNE
 

group
 

in
 

the
 

infarcted
 

heart
 

was
 

obviously
 

higher
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in
 

ALDH2
 

knockout
 

mice
 

than
 

that
 

of
 

wild
 

type
 

(P<0.05).While
 

there
 

was
 

less
 

expression
 

of
 

the
 

ALDH2
 

over-expression
 

group
 

than
 

that
 

of
 

wild
 

type
 

(P<0.05).(3)The
 

area
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

of
 

ALDH2
 

gene
 

knockout
 

group
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

ALDH2
 

gene
 

over-expression
 

group
 

(P<0.01).While
 

the
 

area
 

of
 

myo-
cardial

 

infarction
 

of
 

wild
 

type
 

is
 

less
 

than
 

that
 

of
 

ALDH2
 

gene
 

over-expression
 

group
 

and
 

more
 

than
 

that
 

of
 

ALDH2
 

gene
 

knockout
 

group
 

(P<0.01).Conclusion ALDH2
 

antagonize
 

the
 

apoptosis
 

from
 

hypoxia
 

injury
 

by
 

the
 

detoxification
 

of
 

4-HNE.
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  缺血性心脏病是世界上发病率和病死率极高的

疾病。由于缺血缺氧,心肌细胞迅速凋亡[1],因此,如
何减轻心肌损伤,保护心功能至关重要,明确心肌损

伤及防治机制成为当务之急。
缺血缺氧可诱导心肌细胞凋亡,缺血缺氧引起心

力衰竭的病理过程非常复杂。活性氧(ROS)损伤作

用是近来被关注的一个学说[2]。缺血缺氧产生大量

ROS,它在心力衰竭的发生、发展机制中起重要的作

用,可以通过攻击多聚不饱和脂肪酸导致膜脂质过氧

化,产生乙醛衍生物4-羟壬烯醛(4-HNE)。这是一种

强的亲电子剂,通过吸收细胞内蛋白、结合谷胱甘肽、
抑制钠-钾-ATP酶磷酸化活性造成细胞凋亡或坏

死[3]。乙醛脱氢酶2(ALDH2)是线粒体内一种重要

的醛类氧化酶。徐丹令等[4]的研究发现,ALDH2有

明显的心脏保护作用。ALDH2体内的高表达能减轻

心功能的恶化[显著增加射血分数(EF)和左心室缩短

分数(FS)],抑制心梗受损区域心肌细胞的凋亡[5]。
ALDH2通过何种机制对缺血缺氧的心肌细胞起保护

作用,ALDH2对缺氧心肌的保护作用与分解4-HNE
是否相关,这方面的研究尚少,具体机制尚不清楚。
本实验拟通过离体小鼠心脏接受4-HNE灌注和生理

盐水灌注后心肌细胞凋亡的比较及建立不同ALDH2
基因型小鼠的心梗模型,测定4-HNE水平及3组小

鼠心肌梗死面积,探讨心肌细胞缺氧与凋亡的相关酶

学机制,为治疗缺氧性心肌损伤提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 动物与药品

  36只健康小鼠,12只ALDH2基因敲除型小鼠,
12只野生型小鼠,12只腺病毒转染后ALDH基因高

表达小鼠(均为8~12周龄雄性小鼠,均由昆明医科

大学实验动物中心提供)。荧光倒置显微镜(德国

Leica公司),Langendorff灌流系统(上海奥尔科特公

司),酶标仪(Bio-TEX,美国BioTek公司),荧光定量
 

PCR
 

仪(StepOnePlus
 

Real-Time
 

PCR
 

System,美国

ABI
 

公司),冷冻高速离心机(Eppendor
 

5810R,德国

产),4-HNE(南京建成生物工程研究所),Annexin-
FITC凋亡检测试剂盒(美国 R&D 公司),4-HNE

 

ELISA检测试剂盒(江苏江莱生物科技有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 分离小鼠心脏

  (1)配制灌流液,配方为 NaCl
 

118.0
 

mmol/L,

KCl
 

4.7
 

mmol/L,CaCl2 22.5
 

mmol/L,MgSO4 1.2
 

mmol/L,KH2PO4 1.2
 

mmol/L,NaHCO3 24.0
 

mmol/L,Glucose
 

11.0
 

mmol/L,Pyruvate-Na
 

5.0
 

mmol/L,EDTANa2 0.5
 

mmol/L,灌流液混匀。O2
和CO2 混合气体充分饱和30

 

min。充满Langendor-
ff灌流系统并预热。(2)麻醉动物血液肝素化称重,
按照10

 

mg/kg氯胺酮腹腔注射麻醉,打开腹腔,暴露

下腔静脉,注入肝素1
 

mL,肝素化约l
 

min。心脏逆

行插管提起剑突,剪开膈肌,向胸腔内注入冰水混合

灌流液。暴露主动脉弓及其颈部3个分支。将主动

脉剪开小口,用灌流针插管,结扎灌流针,将心脏从小

鼠体内分离出来,接Langendorff灌流系统。
1.2.2 离体心脏逆行灌流

  36只雄性健康小鼠分为3组:4-HNE灌流组。
缺血再灌注组和4-HNE灌流加缺血再灌注组,缺血

再灌注组用生理盐水灌流心脏,4-HNE灌流加缺血

再灌注组用4-HNE(10
 

nmol/L)灌流心脏。两组均

先灌注30
 

min稳定状态,关闭灌流管,心脏全缺血

30
 

min,然后重新打开灌流管,再灌注45
 

min。4-
HNE 灌 流 组 用 4-HNE(10

 

nmol/L)灌 流 心 脏

75
 

min,在此期间未关闭灌流管致全心缺血。
1.2.3 检测3组小鼠离体心脏的细胞凋亡指数

  用TUNEL荧光标记测定细胞凋亡染色。将各

组的心肌细胞爬片,以4%甲醛磷酸盐缓冲液(PBS)
于4

 

℃固定25
 

min,再用0.1%Triton-X-100/PBS
液,使细胞通透性增强,加用异硫氰酸荧光素(FITC)
标记的核苷酸和脱氧核苷酸末端转移酶(TDT)混合

液,于37
 

℃作用60
 

min。在荧光显微镜下观察,以核

呈绿色为阳性结果判定的标准。阴性对照为不加

TDT液处理的细胞。显微镜下每张片随机取6个视

野。计数凋亡阳性细胞数和阴性细胞数,计算凋亡指

数(阳性细胞数与总细胞数比值)。
1.2.4 小鼠心肌梗死模型的制备

  将野生型、ALDH2基因敲除型及 ALDH2基因

高表达型3组小鼠乙醚麻醉固定后,气管插管,呼吸

机维持呼吸,正中切开胸腔,分离冠状动脉左前降支,
用10号医用缝合线结扎。重新缝合切口。术后送至

实验动物房饲养4周。
1.2.5 免疫组织化学观察心肌梗死小鼠心肌组织中

4-HNE的表达

  心肌梗死小鼠每组随机选取6只处死,解剖小
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鼠,分离出心肌组织,心肌组织固定、切片后经二甲苯

脱蜡,乙醇脱水,3%过氧化氢孵育,抗原修复,封闭,
加入兔抗小鼠4-HNE抗体,4

 

℃过夜,加二抗孵育,
DAB显色,复染后封片观察,用

 

PBS代替一抗作阴性

对照。光镜下每张切片随机选择
 

5
 

个视野以免疫组

织化学染色积分反映4-HNE的表达水平。免疫组织

化学评分=A×B,A为阳性细胞百分率评分,B为染

色强度。
1.2.6 3组小鼠心肌梗死面积测定

  每组剩余6只小鼠,予处死解剖,取出心脏,心脏

标本用中性甲醛固定,给予脱水、透明、浸蜡、包埋、切
片等过程。切片为沿心尖到心底的长轴的垂直方向

断面,片厚1
 

mm,4
 

℃保存。置于避光的1%
 

TTC染

液中。置入37
 

℃恒温箱20
 

min,使均匀染色,去离子

水冲洗干净,非梗死区心肌染色呈深红色,心肌梗死

区为灰白色。应用Image
 

J软件测量并统计每块梗死

心肌占全部左心室心肌面积的百分比。
1.3 统计学处理

  SPSS17.0软件进行统计处理,计量数据以x±s
表示,组间采用单因素方差分析(One-

 

way
 

ANO-
VA),两两比较采用t检验。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 3组小鼠心肌细胞凋亡指数比较

  4-HNE灌流+缺血再灌注组小鼠心肌细胞凋亡

指数明显大于4-HNE灌流组(P<0.01)和缺血再灌

注组(P<0.01),4-HNE灌流组与缺血再灌注组小鼠

心肌细胞凋亡指数差异无统计学意义(P>0.05),见
图1。
2.2 心 肌 梗 死 小 鼠 心 肌 组 织 中4-HNE表 达 情 况

比较

  ALDH2基因敲除型小鼠心肌组织中4-HNE表

达高于ALDH2基因高表达型小鼠(P<0.05)。野生

型小鼠心肌组织中4-HNE表达水平介于两者之间

(P<0.05),见图2。
2.3 小鼠心肌梗死面积比较

  ALDH2基因敲除型小鼠心肌梗死面积远高于

ALDH2基因高表达型小鼠(P<0.01),野生型小鼠

的心肌梗死面积介于两者之间(P<0.01),见图3。

  a:P<0.01,与4-HNE灌流加缺血再灌注组比较。

图1  三组小鼠离体心脏灌流后心肌细胞凋亡率比较

  a:P<0.05,与野生型比较;b:P<0.05,与 ALDH2基因敲除型

比较。

图2  心肌梗死小鼠心肌组织中4-HNE表达比较

  a:P<0.01
 

与野生型比较;b:P<0.01与 ALDH2基因敲除型

比较。

图3  小鼠心肌细胞梗死面积比较

3 讨  论

  心肌细胞凋亡是心肌梗死后发生的重要生理病

理现象,心肌细胞凋亡的机制已逐渐成 为 研 究 热

点[6-8]。现有的研究显示,心脏在缺血后,ROS显著增

加。增加的ROS导致脂质过氧化,醛类增加[9],这包

括乙醛、4-HNE等。4-HNE是脂质过氧化反应醛基

产物中最具代表性的物质。4-HNE在心肌中导致主

要代谢酶抑制,引起破坏性蛋白在细胞中进一步蓄

积,破坏线粒体内ATP
 

的生成能力,诱导线粒体通透

性转换孔的开放[9];破坏线粒体活性导致线粒体功能

障碍,从而减少细胞修复大分子损伤的能力。作为强

的细胞毒素,4-HNE可以直接抑制心肌收缩力,在离

体心肌损伤实验中显示其诱导心律失常,心肌缺血后

又可导致组织损伤[10]。因此,需要线粒体产生一些有

益的保护因子清除这些毒性醛类有害物质,以减少或

对抗膜脂质过氧化及ROS的升高。
ALDH2是线粒体内一种重要的醛类氧化酶,已

有研究表明它不仅是乙醇代谢过程中的关键酶,而且

是体内重要的氧化应激分子[11]。通过对心力衰竭大

鼠的心肌线粒体进行蛋白质组学分析,发现 ALDH2
表达水平明显下调,在 mRNA和蛋白质水平均得到

证实[12]。心力衰竭大鼠线粒体蛋白中 ALDH2表达

与正常大鼠比较有显著差异,正常大鼠左心室心肌组

织中高表达,心力衰竭大鼠心肌组织中表达显著下

降,并随着时间延迟逐渐下降。心肌细胞过度表达

ALDH2
 

基因能够减轻心肌肥厚及收缩功能障碍[13]。
ALDH2 激 活 能 够 减 轻 心 肌 损 伤。PEREZ-

MILLER等[14]通过动物实验证实,在心脏缺血前给

予ALDH2
 

的激动剂 ALDA1
 

直接激活 ALDH2,显
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著降低大鼠心肌梗死面积,抑制 ALDH2
 

的活性,心
肌细胞凋亡明显增加。BUDAS等[15]也研究证实,外
源性ALDH2

 

激动剂ALDA1
 

可产生心肌保护作用,
抑制心肌细胞的凋亡。CHEN等[16]通过制作大鼠心

梗和离体心肌模型,在缺血事件发生前用ALDH2的

激活因子 ALDA1的小分子物质预处理大鼠心肌

10
 

min,发现其心肌梗死面积较对照组减少。有研究

发现,ALDH2突变型(缺乏 ALDH2基因)易发生冠

状动脉 慢 血 流,形 成 血 栓,增 加 急 性 心 肌 梗 死 患

病率[17]。
ALDH2的心肌保护作用与分解4-HNE相关。

LI
 

等[18]通过实验得出结论:特异性上调心脏ALDH2
表达,能够降低4-HNE水平来阻止慢性疼痛诱导的

心脏SIRT1羰基化失活,并且能够对心脏I/R进行保

护。其他实验同样证实了 ALDH2通过醛的解毒作

用来提供抗缺血再灌注损伤效应,可能是通过对

LKB1/PTEN 介 导 的 AMPK 和 Akt的 调 节 来 介

导[19-20]。ALDH2不仅可以去除脂质过氧化产物4-
HNE、丙二醛等毒性醛,还可以去除乙醛,从而保护组

织和细胞免受氧化损伤[21]。有研究结果表明,AL-
DH2转基因过表达可能通过ERK1/2和SPAK/JNK
依赖 性 机 制 有 效 缓 解 乙 醛 诱 导 的 细 胞 损 伤[22]。
EBERT等[23]通过使用诱导性多能干细胞(iPSC)衍
生的人心肌细胞的研究表明,突变型人ALDH2*1/2
心肌细胞中4-HNE、ROS和细胞凋亡的水平要比野

生型心肌细胞高得多,尤其是在缺血条件下。当给予

ALDH2激活剂 ALDA1时,4-HNE、ROS和细胞凋

亡水平显著降低。进一步实验证实 ALDH2保护心

脏同4-HNE的解毒作用相关。
本研究首先用4-HNE及生理盐水灌流小鼠离体

心脏,并测定小鼠心肌细胞凋亡指数,发现4-HNE持

续灌流小鼠离体心脏后小鼠心肌细胞凋亡指数与生

理盐水灌流且断流再灌注后的小鼠心肌细胞凋亡指

数相仿,均远远小于用4-HNE灌流且断流再灌注后

的小鼠心肌细胞凋亡指数。进一步证实了4-HNE具

有心肌毒性,可促进小鼠心肌细胞凋亡。本研究用结

扎不同基因型小鼠冠状动脉左前降支的方法制造小

鼠心肌梗死模型,并测定小鼠心肌组织中4-HNE表

达水平,发现 ALDH2基因高表达型4-HNE表达水

平远远低于ALDH2基因敲除型,证明ALDH2可影

响4-HNE代谢。同时测定不同分型小鼠的心肌梗死

面积,发现ALDH2基因高表达型心肌梗死面积低于

ALDH2基 因 敲 除 型。证 实 ALDH2通 过 促 进4-
HNE代谢起到对小鼠缺氧心肌细胞的抗凋亡作用。
ALDH2是否还通过其他机制起到抗凋亡作用尚需进

一步研究。
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