
作者简介:张琼(1983-),主治医师,硕士,主要从事临床麻醉相关工作。 △ 通信作者,E-mail:A15871583801@163.com。

论著·基础研究  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2022.22.006

YAP对糖尿病心肌缺血再灌注损伤大鼠
BNIP3及线粒体自噬的影响

张 琼,舒爱华,陈小波△

(三峡大学人民医院/宜昌市第一人民医院麻醉科/三峡大学老年麻醉医学研究所,湖北宜昌
 

443000)

  [摘要] 目的 探究 Yes相关蛋白(YAP)调控B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)/E1B-19k
 

Da相互作用蛋白3
(BNIP3)在糖尿病大鼠心肌缺血再灌注损伤(MIRI)中的作用。方法 无特定病原体(SPF)级成年雄性SD大

鼠,腹腔注射链脲佐菌素(SZT)法构建1型糖尿病模型,成功造模后继续饲养12周。取非糖尿病大鼠12只和

糖尿病大鼠24只,分为6组:非糖尿病假手术组(NS组)、非糖尿病缺血再灌注组(NIR组)、糖尿病假手术组

(DS组)、糖尿病缺血再灌注组(DIR组)、糖尿病缺血再灌注+YAP抑制剂Super-TDU组(DIR+ST组)、糖尿

病缺血再灌注+YAP抑制剂Super-TDU+自噬抑制剂3-MA组(DIR+ST+3-MA组),每组6只。MIRI模

型通过结扎左冠状动脉前降支30
 

min后再灌注120
 

min的方法建立。Super-TDU和3-MA分别于再灌注前1
 

d和1
 

h注射。再灌注结束后ELISA法检测各组大鼠血清肌酸激酶同工酶(CK-MB)和乳酸脱氢酶(LDH)水

平;2,3,5-三苯基氯化四氮唑(TTC)法检测各组大鼠心肌梗死面积,苏木素-伊红(HE)染色法观察心肌组织病

理变化,蛋白免疫印迹(Western
 

blot)法检测各组大鼠心肌组织YAP、BNIP3和Beclin表达水平。结果 与各

自NS组、DS组比较,NIR组和DIR组大鼠血清CK-MB和LDH表达水平升高,心肌组织YAP、BNIP3和Be-
clin表达水平上升(均P<0.05);与NIR组比较,DIR组血清CK-MB和LDH表达水平升高,心肌梗死面积增

加,心肌病理损伤加重,心肌组织YAP表达水平明显上升,且BNIP3和Beclin表达水平下降(均P<0.05);与

DIR组比较,DIR+ST组血清CK-MB和LDH表达水平和心肌梗死面积明显降低,心肌病理损伤减轻,心肌组

织YAP表达水平明显下调,BNIP3和Beclin表达水平降低(P<0.05);与DIR+ST组比较,DIR+ST+3-MA
组血清CK-MB和LDH表达水平升高,心肌梗死面积增加,心肌病理损伤加重,BNIP3和Beclin表达水平降低

(P<0.05)。结论 YAP介导的BNIP3线粒体自噬可能是调控糖尿病大鼠 MIRI的重要机制。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

Yes-associated
 

protein
 

(YAP)
 

in
 

regulating
 

Bcl-2/ade-
novirus

 

E1B19k
 

Da-interacting
 

protein
 

3
 

(BNIP3)
 

in
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

(MIRI)
 

of
 

diabet-
ic

 

rats.Methods Adult
 

male
 

SD
 

rats
 

of
 

SPF
 

grade
 

were
 

construct
 

the
 

type
 

1
 

diabetes
 

model
 

by
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

SZT,and
 

were
 

continuously
 

raised
 

for
 

12
 

weeks
 

after
 

successful
 

modeling.Twelve
 

non-diabetic
 

rats
 

and
 

24
 

diabetic
 

rats
 

were
 

taken
 

and
 

randomly
 

divided
 

into
 

6
 

groups:the
 

non-diabetic
 

sham
 

operation
 

group
 

(NS
 

group),the
 

non-diabetic
 

ischemia-reperfusion
 

group
 

(NIR
 

group),the
 

diabetic
 

sham
 

operation
 

group
 

(DS
 

group),the
 

diabetic
 

ischemia-reperfusion
 

group
 

(DIR
 

group),the
 

diabetic
 

ischemia-reperfusion+YAP
 

inhibi-
tor

 

Super-TDU
 

group
 

(DIR+ST
 

group),the
 

diabetic
 

ischemia-reperfusion
 

+YAP
 

inhibitor
 

Super-TDU
 

+au-
tophagy

 

inhibitor
 

3-MA
 

group
 

(DIR+ST+3-MA
 

group),6
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

MIRI
 

model
 

was
 

estab-
lished

 

by
 

ligating
 

the
 

left
 

anterior
 

descending
 

coronary
 

artery
 

for
 

30
 

min
 

and
 

then
 

perfusion
 

for
 

120
 

min.The
 

Super-TDU
 

and
 

3-MA
  

were
 

injected
 

before
 

reperfusion,respectively.After
 

reperfusion,ELISA
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

serum
 

CK-MB
 

and
 

LDH
 

levels,the
 

TTC
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

myocardial
 

infarction
 

area,the
 

HE
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staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

myocardial
 

tissue,and
 

the
 

Western
 

blot
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

YAP,BNIP3
 

and
 

Beclin
 

proteins
 

in
 

myocardial
 

tissue.Results Com-
pared

 

with
 

each
 

NS
 

group
 

and
 

DS
 

group,the
 

serum
 

CK-MB
 

and
 

LDH
 

levels
 

in
 

the
 

NIR
 

group
 

and
 

DIR
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

YAP,BNIP3
 

and
 

Beclin
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

increased
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

the
 

NIR
 

group,the
 

levels
 

of
 

serum
 

CK-MB
 

and
 

LDH
 

and
 

the
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

in
 

the
 

DIR
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,the
 

pathological
 

damage
 

was
 

aggravated,the
 

YAP
 

expression
 

level
 

in
 

myocardial
 

tissue
 

was
 

significantly
 

increased,while
 

the
 

BNIP3
 

and
 

Beclin
 

expression
 

levels
 

were
 

de-
creased

 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

DIR
 

group,the
 

levels
 

of
 

serum
 

CK-MB
 

and
 

LDH
 

and
 

the
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

in
 

the
 

DIR+ST
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased,the
 

myocardial
 

pathological
 

injury
 

was
 

alle-
viated,the

 

YAP
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

was
 

significantly
 

down-regulated,the
 

BNIP3
 

and
 

Be-
clin

 

expression
 

levels
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

DIR+ST
 

group,the
 

serum
 

CK-MB
 

and
 

LDH
 

expression
 

levels
 

and
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

in
 

the
 

DIR+ST+3-MA
 

group
 

were
 

increased,myocar-
dial

 

pathological
 

damage
 

was
 

aggravated,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

BNIP3
 

and
 

Beclin
 

were
 

decreased
 

(P<
0.05).Conclusion YAP-mediated

 

BNIP3
 

mitochondrial
 

autophagy
 

might
 

be
 

an
 

important
 

possible
 

mecha-
nism

 

for
 

regulating
 

MIRI
 

in
 

diabetic
 

rats.
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  糖尿病是缺血性心脏病最重要的危险因素之

一[1]。流行病学统计和实验室数据表明糖尿病显著

加剧了心肌缺血再灌注损伤(myocardial
 

ischemia-
reperfusion

 

injury,MIRI)的发生概率,但具体机制尚

未阐 明[2]。Yes相 关 蛋 白(Yes-associated
 

protein,
YAP)是 Hippo信号通路的核心效应因子,与 TEA
结构域转录因子(TEAD)等结合,发挥信号转导和基

因转录调控的作用,并且通过调控炎症、增殖、氧化应

激等参与糖尿病心肌病、糖尿病肾病、糖尿病视网膜

病等糖尿病并发症的发生发展[3-5]。
线粒体自噬是一种高度选择性的自噬,线粒体功

能障碍导致跨线粒体内膜的电位崩溃,同时细胞ATP
浓度不降低,通过使个体线粒体去极化靶向去除功能

失调的线粒体,防止有缺陷的线粒体增殖,在 MIRI过

程中保护心肌[6]。B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)/E1B-19k
 

Da相互作用蛋白3(Bcl-2and
 

adenovirus
 

E1B19k
 

Da-
interacting

 

protein
 

3,BNIP3)调控线粒体自噬,保护

线粒体功能,研究表明BNIP3在 MIRI中发挥保护作

用,但未表明YAP有调控BNIP3及线粒体自噬中的

作用[7]。因此,本研究旨在讨论YAP调控BNIP3介

导线粒体自噬在D-MIRI中的作用。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物与分组

清洁、健康雄性大鼠,体重200~220
 

g,6~8周

龄,购自北京维通利华实验技术有限公司,饲养于无

特定病原体(SPF)级标准环境,昼夜12
 

h光照节律,
自由饮水进食,适应性饲养1周后进行实验。36只大

鼠通过随机数字表法分为非糖尿病假手术组(NS
组)、非糖尿病缺血再灌注组(NIR组)、糖尿病假手术

组(DS组)、糖尿病缺血再灌注组(DIR组)、糖尿病缺

血再灌注+YAP抑制剂Super-TDU 组(DIR+ST

组)、糖尿病缺血再灌注+YAP抑制剂Super-TDU+
自噬抑制剂3-MA组(DIR+ST+3-MA组),每组6
只。本实验通过三峡大学医学院实验动物福利伦理

委员会批准。
1.1.2 主要仪器与试剂

小动物呼吸机(上海奥尔柯特生物科技有限公

司),CX31正置显微镜(日本Olympus公司),恒压恒

流电泳仪(美国Bio-Rad公司),链脲佐菌素(STZ,美
国Sigma公司),YAP抑制剂Super-TDU(美国BOC

 

Science公司),线粒体自噬抑制剂3-MA(美国 CS-
Npharm公司),肌酸激酶同工酶(CK-MB)测定试剂

盒、乳酸脱氢酶(LDH)测定试剂盒(南京建成生物工

程研究所),BCA 试剂盒(上海碧云天公司),YAP、
BNIP3、Beclin兔抗大鼠一抗(美国CST公司),辣根

过氧化物酶(HRP)标记的多克隆抗兔二抗(武汉谷歌

生物公司)。
1.2 方法

1.2.1 糖尿病模型制备

本研究中糖尿病大鼠均经腹腔注射浓度1%的

STZ-柠檬酸盐缓冲液60
 

mg/kg建立,72
 

h后尾静脉

采血测血糖浓度>16.7
 

mmol/L,且出现多饮、多食、
多尿等症状则表明1型糖尿病大鼠模型制备成功。
非糖尿病大鼠经腹腔注射等体积生理盐水,所有大鼠

继续饲养12周。
1.2.2 MIRI模型制备

大鼠禁食12
 

h后,腹腔注射2%戊巴比妥钠麻醉

并固定于实验台,接心电监测,剃毛后行气管插管,连
接小动物呼吸机进行机械通气。左胸第四肋间开胸

并暴露心脏,用6-0尼龙线结扎冠状动脉左前降支

(LDA),肉眼观察心尖部变白,心室壁运动减弱且心

电监测(成都泰盟,BL420F)显示ST段弓背向上抬高

则心肌缺血成功。松开尼龙线可见心尖部恢复红润,
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ST段回落,表明再灌注成功。NIR、DIR、DIR+ST、
DIR+ST+3-MA 组大鼠结扎30

 

min,再灌注120
 

min,NS组、DS组只穿线不结扎冠状动脉。再灌注前

1
 

d,DIR+ST、DIR+ST+3-MA组大鼠尾静脉注射

Super-TDU
 

300
 

μg/kg,再灌注前1
 

h,DIR+ST+3-
MA组大鼠腹腔注射3-MA

 

10
 

mg/kg。
1.2.3 心肌梗死面积测定

各组取1只大 鼠,于 再 灌 注 结 束 时 重 新 结 扎

LDA,经股静脉注射质量分数1%伊文蓝染色剂1
 

mL,待未梗死心脏区域染蓝后迅速夹闭主动脉摘取

心脏,放入-20
 

℃冰箱冻存30
 

min,心脏冻硬后制作

1
 

mm厚度切片,在37
 

℃下于1%
 

2,3,5-三苯基氯化

四氮唑(TTC)溶液避光孵育15
 

min,4%多聚甲醛固

定15
 

min后用扫描仪扫描图片。蓝色为正常心肌,
红色为缺血心肌,灰白色为梗死心肌,采用Image-J

 

7.0软件分析心脏梗死面积。
1.2.4 心肌组织病理检测

再灌注结束后取大鼠左心室心肌组织用4%多聚

甲醛溶液固定,石蜡包埋后于切片机切片,苏木素-伊红

(HE)染色后于正置显微镜下观察心肌组织病理结构。
1.2.5 血清CK-MB及LDH检测

各组大鼠 MIRI模型制备完毕后立即经左心室取

血5
 

mL,离心半径8.5
 

cm,12
 

000
 

r/min离心5
 

min
后取血清,使用 ELISA 法测定各组大鼠血清 CK-
MB、LDH水平,实验过程严格遵循试剂盒说明书。
1.2.6 心肌组织YAP、BNIP3、Beclin检测

采用蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)取各组大鼠

心肌组织,清洗经液氮研磨后加入RIPA裂解液裂解

30
 

min,4
 

℃下离心半径8.5
 

cm,12
 

000
 

r/min离心5
 

min后取上清液即为心脏组织总蛋白,经BCA试剂

盒测定蛋白浓度。聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)分离

蛋白,湿转法将蛋白转至聚偏氟乙烯(PVDF)膜,5%
脱脂牛奶室温封闭1

 

h,加入YAP(1∶1
 

000)、BNIP3
(1∶1

 

000)、Beclin(1∶1
 

000)一抗,4
 

℃下摇床孵育

过夜。TBST洗涤3次后加入 HRP标记的二抗(1∶

10
 

000)室温孵育1
 

h后TBST洗涤3次。经显影仪

扫描 分 析 蛋 白 条 带,将 GAPDH 作 为 内 参,计 算

YAP、BNIP3、Beclin表达水平。
1.3 统计学处理

使用GraphPad
 

Prism
 

8.0软件进行统计学分析,
均行方差齐性及正态性分布检验。正态分布的计量

资料以x±s表示,组间比较采用独立样本t检验、单
因素方差分析。非正态分布资料以中位数和四分位

数表示[M(P25,P75)],组间比较用秩和检验(U 检

验),以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠心肌梗死面积及CK-MB、LDH 水平

比较

与各自NS组、DS组假手术大鼠比较,NIR组和

DIR组CK-MB、LDH 表达水平升高(P<0.05);与
NIR组比较,DIR 组心肌梗死面积增加,CK-MB、
LDH表达水平升高(P<0.05),心肌病理损伤加重;
与DIR组比较,DIR+ST组心肌梗死面积减少,CK-
MB、LDH表达水平降低(P<0.05),心肌病理损伤减

轻;与DIR+ST组比较,DIR+ST+3-MA组心肌梗

死面 积 增 加,CK-MB、LDH 表 达 水 平 升 高 (P<
0.05),心肌病理损伤加重。见图1、表1。

图1  各组大鼠梗死心肌

2.2 各组大鼠心肌组织病理改变

NS组心肌组织正常,纤维排列整齐;DS组心肌

组织较为完整,心肌纤维排列稍乱;NIR组出现心肌

纤维水肿及增生;DIR组心肌组织坏死断裂,大量炎

性反应;与DIR组比较,DIR+ST组心肌组织损伤减

轻;DIR+ST+3-MA组心肌组织损伤最为严重。见

图2。

表1  各组大鼠心肌梗死面积百分比、CK-MB和LDH水平(x±s,n=6)

组别 心肌梗死面积百分比(%) CK-MB(pg/mL) LDH(U/L)

NS组 - 694±240 270±34
NIR组 25±5 1

 

324±155a 397±54a

DS组 - 985±117 324±46
DIR组 44±3c 2

 

217±137bc 548±43bc

DIR+ST组 34±6d 1
 

475±264d 452±36d

DIR+ST+3-MA组 50±4de 2
 

580±375de 614±45de

  a:P<0.05,与NS组比较;b:P<0.05,与DS组比较;c:P<0.05,与 NIR组比较;d:P<0.05,与DIR组比较;e:P<0.05,与DIR+ST组比

较;-:未测定,NS与DS组无法进行心肌梗死面积检测,无需进行比较与标注。

2.3 各组大鼠YAP、BNIP3和Beclin表达水平比较

与各自NS组、DS组假手术大鼠比较,NIR组和

DIR组心肌组织 YAP、BNIP3和Beclin表达水平上

升(P<0.05);与各自NS组、NIR组非糖尿病大鼠比

较,DS组、DIR组糖尿病大鼠心肌组织 YAP表达水

平上升,BNIP3和Beclin表达水平降低(P<0.05);
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与DIR组比较,DIR+ST 组 YAP表达水平下降,
BNIP3和Beclin表达水平上升(P<0.05);与DIR+

ST组比较,DIR+ST+3-MA组BNIP3和Beclin表

达水平下降(P<0.05)。见表2、图3。

图2  各组大鼠心肌组织病理改变情况(HE染色)

表2  各组大鼠心肌组织YAP、BNIP3和Beclin表达情况(x±s,n=6)

组别 YAP BNIP3 Beclin
NS组 0.35±0.17 0.64±0.15 0.84±0.09
NIR组 0.76±0.14a 1.38±0.15a 2.02±0.26a

DS组 0.42±0.11a 0.42±0.11a 0.51±0.11a

DIR组 1.05±0.15bc 0.89±0.12bc 1.15±0.21bc

DIR+ST组 0.61±0.11d 1.37±0.7d 1.77±0.12d

DIR+ST+3-MA组 0.62±0.12d 1.03±0.13de 0.68±0.14de

  a:P<0.05,与NS组比较;b:P<0.05,与DS组比较;c:P<0.05,与 NIR组比较;d:P<0.05,与DIR组比较;e:P<0.05,与DIR+ST组

比较。

图3  各组大鼠心肌组织YAP、BNIP3和Beclin的

Western
 

blot

3 讨  论

本研究参照文献[8]采用STZ腹腔注射的方式制

备1型糖尿病大鼠模型,以出现多饮、多食、多尿等典

型症状并检测空腹血糖>16.7
 

mmol/L证明模型制

备成功。依据文献[9]采用结扎 LAD 的方式制备

MIRI模型,NIR组大鼠心脏梗死面积增加,血清CK-
MB与LDH水平升高,心肌病理结构改变,组织破坏

加重,证明模型制备成功。
YAP是 Hippo信号通路的核心成分,通过与

TEAD结合促进靶基因表达,调控多种细胞功能,参
与机体的各种生理及病理过程[10]。YAP与糖尿病及

高糖状态息息相关,YAP在糖尿病小鼠体内表达水

平增高,并参与了多种糖尿病并发症的发生发展,但
目前尚无关于YAP作用于D-MIRI的报道。BNIP3
是线粒体外膜蛋白,在自噬体-溶酶体融合的调控中起

重要作用,是功能性线粒体自噬必需的蛋白[11]。Beclin
是细胞自噬的经典标志物之一,其表达水平增高一般提

示自噬增强[12]。研究报道通过激活BNIP3介导线粒体

自噬,可促进 MIRI后的心肌细胞存活,而YAP通过

JNK通路抑制BNIP3表达[13-14]。
本次研究结果显示,与假手术大鼠(NS组、DS

组)比较,手术大鼠(NIR组、DIR组)心肌组织BNIP3
和Beclin表达上升,其机制可能是 MIRI后机体触发

线粒体自噬上调并发挥保护性作用,进而减轻心肌损

伤。与非糖尿病大鼠(NS组、NIR组)比较,糖尿病大

鼠(DS组、DIR组)MIRI后YAP表达水平上升,同时

BNIP3和Beclin表达降低,心肌梗死面积增大,血清

CK-MB与LDH表达水平增加,心肌损伤加重。有研

究显示 YAP被抑制后,YAP表达水平下调,同时

BNIP3和Beclin表达水平上升,心肌梗死面积减小,

1183重庆医学2022年11月第51卷第22期



血清 CK-MB与 LDH 表达水平降低,心肌损伤减

轻[15]。本研究同时使用YAP抑制剂与自噬抑制剂,
BNIP3和Beclin表达水平下调,心肌梗死面积增大,
血清CK-MB与LDH 表达水平增加,心肌损伤再次

加重。值得关注的是,相关研究表明缺氧诱导因子-1α
(HIF-1α)/BNIP3信号通路诱导的自噬在 MIRI中同

样发挥关键保护作用,结合本实验结果,笔者推测在

糖尿病状态下通过抑制YAP并协同 MIRI时激活的

HIF-1α/BNIP3等线粒体自噬保护途径可进一步增加

心肌的耐受性,但具体机制仍有待进一步研究,确切

结论仍需进一步验证[7]。
综上 所 述,本 研 究 提 示 YAP 可 能 通 过 抑 制

BNIP3介导的线粒体自噬参与D-MIRI。
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