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缺血预适应通过抑制 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路
保护大鼠心肌缺血再灌注损伤
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［摘要］　目的：研究缺血预适应对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用是否由 ｔｏｌｌ样受体 ４（ＴＬＲ４）／

ＮＦκＢ途径所介导，以及是否与促进降钙素基因相关肽（ＣＧＲＰ）释放有关。方法：结扎ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠左

冠状动脉前降支６０ｍｉｎ，复灌３ｈ造成心肌缺血再灌注损伤。缺血预适应为结扎大鼠左冠状动脉前降支

２７９
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５ｍｉｎ，复灌５ｍｉｎ，共４个周期。ＲＴＰＣＲ分析心肌 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达。免疫组织化学法分析心肌 ＴＬＲ４和
ＮＦκＢ蛋白表达。同时，测定心肌梗死面积、血浆ＣＧＲＰ浓度和血清肌酸激酶活性。结果：缺血预适应显著减
少心肌梗死面积，降低肌酸激酶活性，增高血浆ＣＧＲＰ水平。心肌缺血再灌注可显著上调 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ表
达，缺血预适应可抑制其作用。结论：缺血预适应通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路保护大鼠心肌缺血再灌注
损伤，其作用与促进ＣＧＲＰ释放有关。
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ｔｉｏｎｏｆＴＬＲｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［１４］．Ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ，ｗｅ
ｔｈｅｒｅｆｏｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩＰＣａ
ｇａｉｎｓｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌＩ／ＲｉｎｊｕｒｙｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＴＬＲ４／

ＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｓｅｅｆｆｅｃｔｓａｒｅｒｅｌａｔ
ｅｄｔｏｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＣＧＲＰ．

１　ＭＡＴＥＲＩＡＬＳＡＮＤＭＥＴＨＯＤＳ

１．１　Ａｎｉｍａｌｓａｎｄｒｅａｇｅｎｔｓ
ＭａｌｅＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓ（ＬａｂｏｒａｔｏｒｙＡｎｉｍａｌ

Ｃｅｎｔｅｒ，ＸｉａｎｇｙａＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ，Ｃｈｉｎａ）ｗｅｉｇｈｉｎｇ２２０－２９０ｇ
ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：ａｎｏｒｍａｌｃｏｎ
ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝５），ａｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ（ｎ＝５），
ａｎＩ／Ｒｇｒｏｕｐ（ｎ＝６），ａｎｄａｎＩ／Ｒ＋ＩＰＣｇｒｏｕｐ
（ｎ＝７）．Ａｌｌａｎｉｍａｌｓｒｅｃｅｉｖｅｄｈｕｍａｎｅｃａｒｅｉｎｃｏｍ
ｐｌｉａｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈＳｅｒｖｉｃｅＰｏｌｉｃｙｏｎＨｕ
ｍａｎｅＣａｒｅａｎｄＵｓｅｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙＡｎｉｍａｌｓｐｕｂｌｉｓｈｅｄ
ｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ（ＰｕｂｌｉｃＬａｗ９９
１５８，ｒｅｖｉｓｅｄ１９８６，ｒｅｐｒｉｎｔｅｄ２０００）．

ＴｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄＥｖａｎｓｂｌｕｅ
ｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ， ＭＯ，
ＵＳＡ）．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｋｉｔ，ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ
ａｓｓａｙｋｉｔｓａｎｄｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｋｉｔｓｆｏｒｍｅａｓｕｒｅ
ｍｅｎｔｏｆＣＧＲＰｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＪｉｎｇｍｅｉＢｉｏｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ（Ｓｈｅｎｚｈｅｎ，Ｃｈｉｎａ），ＢｅｉｊｉｎｇＺｈｏｎｇｓｈｅｎｇ
ＨｉｇｈｔｅｃｈＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ（Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ） ａｎｄ
ＤｏｎｇｙａＩｍｍｕｎｉｔｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ（Ｂｅｉｊｉｎｇ，
Ｃｈｉｎａ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
１．２　Ｓｕｒｇｉｃａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

Ａｎｉｍａｌｓｗｅｒｅａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄｗｉｔｈｃｈｌｏｒａｌｈｙｄｒａｔｅ
（３００ｍｇ／ｋｇ，ｉ．ｐ．），ａｎｄｔｈｅｎｍｅｃｈａｎｉｃａｌｌｙｖｅｎｔｉｌａ
ｔｅｄｗｉｔｈｒｏｏｍａｉｒｕｓｉｎｇａｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｅｓｓｕｒｅｖｅｎｔｉｌａｔｏｒ．
Ｔｈｅｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄａｔ３０－３５
ｓｔｒｏｋｅｓ／ｍｉｎｗｉｔｈａｔｉｄａｌｖｏｌｕｍｅｏｆａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ１５
ｍＬ／ｋｇｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ．Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈ（ＥＣＧ）
ｌｅａｄｓｗｅｒｅｃｏｎｎｅｃｔｅｄｔｏｔｈｅｃｈｅｓｔａｎｄｌｉｍｂｓｆｏｒｃｏｎ
ｔｉｎｕｏｕｓＥＣＧｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．
Ａｌｅｆｔｔｈｏｒａｃｏｔｏｍｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｈｅｆｏｕｒｔｈｉｎｔｅｒ
ｃｏｓｔａｌｓｐａｃｅａｎｄｔｈｅｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍｏｐｅｎｅｄｔｏｅｘｐｏｓｅ
ｔｈｅｈｅａｒｔ．Ａ４０ｓｉｌｋｓｕｔｕｒｅｗａｓｐａｓｓｅｄａｒｏｕｎｄｔｈｅ
ｌｅｆｔｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙａｔａｐｏｉｎｔｔｗｏｔｈｉｒｄｓｏｆｔｈｅｗａｙ
ｂｅｔｗｅｅｎｉｔｓｏｒｉｇｉｎｎｅａｒｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｃｏｎｕｓａｎｄｔｈｅ
ｃａｒｄｉａｃａｐｅｘａｎｄａｓｎａｒｅｗａｓｆｏｒｍｅｄｂｙｐａｓｓｉｎｇｂｏｔｈ

３７９



中南大学学报（医学版），２０１１，３６（１０）　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｕｍｅｄ．ｏｒｇ；ｈｔｔｐ：／／ｘｂｙｘ．ｘｙｓｍ．ｎｅｔ

ｅｎｄｓｏｆｔｈｅｓｕｔｕｒｅｔｈｒｏｕｇｈａｐｉｅｃｅｏｆｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｔｕｂｉｎｇ．Ｏｃｃｌｕｓｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ，ｂｙｃｌａｍ
ｐｉｎｇｔｈｅｓｎａｒｅａｇａｉｎｓｔｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅｈｅａｒｔ，
ｃａｕｓｅｄａｎａｒｅａｏｆｅｐｉｃａｒｄｉａｌｃｙａｎｏｓｉｓｗｉｔｈｒｅｇｉｏｎａｌ
ｈｙｐｏｋｉｎｅｓｉｓａｎｄＥＣＧｃｈａｎｇｅｓ．Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｗａｓａ
ｃｈｉｅｖｅｄｂｙｒｅｌｅａｓｉｎｇｔｈｅｓｎａｒｅａｎｄｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙ
ｃｏｎｓｐｉｃｕｏｕｓｈｙｐｅｒａｅｍｉｃｂｌｕｓｈｉｎｇｏｆｔｈｅｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ
ｉｓｃｈｅｍｉｃｍｙｏｃａｒｄｉｕｍａｎｄｇｒａｄｕａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅＥＣＧｓｉｇｎａｌ．Ｔｈｅｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄ
ｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｗｅｎｔｔｈｅｓａｍｅｐｒｏｃｅｄｕｒｅｂｕｔｗｉｔｈｏｕｔ
ｃｌｉｐｐｉｎｇｏｆｔｈｅｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ．
１．３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｒｏｔｏｃｏｌｓ

Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｄｏｎｅｗｉｔｈｔｈｅａｎｉｍａｌｓｒａｎ
ｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ．Ａｌｌａｎｉｍａｌｓｗｅｒｅｓｕｂ
ｊｅｃｔｅｄｔｏ６０ｍｉｎｏｆｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｂｙ１８０ｍｉｎｏｆｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｅｘｃｅｐｔｔｈｅｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｅｄ
ｇｒｏｕｐ．ＦｏｒＩＰＣ，ｒａｔｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ４ｃｙｃｌｅｓｏｆ３
ｍｉｎｌｅｆｔｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙ５ｍｉｎ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｂｅｆｏｒｅｔｈｅＩ／Ｒ．
１．４　Ｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅａｎｄａｒｅａａｔｒｉｓｋ

Ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆ３ｈｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ
ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ．Ｔｈｅｌｅｆｔｃｏｒｏ
ｎａｒｙｗａｓｒｅｏｃｃｌｕｄｅｄ，ａｎｄ１ｍＬＥｖａｎｓｂｌｕｅ（１％）
ｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｃａｖｉｔｙｉｎｖｉｖｏ
ａｎｄａｌｌｏｗｅｄｔｏｐｅｒｆｕｓｅｔｈｅｎｏｎｉｓｃｈｅｍｉｃｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆ
ｔｈｅｈｅａｒｔ．Ｔｈｅｅｎｔｉｒｅｈｅａｒｔｗａｓｅｘｃｉｓｅｄ，ｗｅｉｇｈｅｄ，
ｒｉｎｓｅｄｏｆｅｘｃｅｓｓｂｌｕｅｄｙｅ，ｔｒｉｍｍｅｄｏｆｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕ
ｌａｒａｎｄａｔｒｉａｌｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｓｌｉｃｅｄｉｎｔｏ１ｍｍｔｈｉｃｋｓｅｃ
ｔｉｏｎｓｆｒｏｍｔｈｅａｐｅｘｔｏｂａｓｅ．Ｔｈｅｓｌｉｃｅｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａ
ｔｅｄｉｎ１％ ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｔ
３７℃ ｆｏｒ２０ｍｉｎｔｏｓｔａｉｎｔｈｅｖｉａｂｌｅｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ
ｂｒｉｃｋｒｅｄ．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｔｈｅｎｆｉｘｅｄｉｎａ１０％
ｆｏｒｍａｌｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ．Ｓｅｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｔｒａｃｅｄｏｎｔｏ
ａｃｅｔａｔｅｓｈｅｅｔｓａｎｄｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄ．Ｔｈｅａｒｅａｏｆｉｎｆａｒｃｔ
ａｎｄｒｉｓｋｚｏｎｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｐｌａｎｉｍｅｔｒｙｏｆｔｈｅ
ｔｒａｃｉｎｇｓ（ＩｍａｇｅＪ１．３８）．Ｉｎｆａｒｃｔａｎｄｒｉｓｋａｒｅａｖｏｌ
ｕｍｅｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｍ３ａｎｄｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅｗａｓｃａｌ
ｃｕｌａｔｅｄａｓａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｈｅｒｉｓｋｚｏｎｅ．
１．５　Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅａｓｓａｙ

Ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆ３ｈｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｔｈｅｓｅｒｕｍｃｒｅａ
ｔｉｎｅｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔ
ｒｉｃａｌｌｙ．
１．６　Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ

ＴｏｔａｌＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ’ｓｉｎｓｔｒｕｃ
ｔｉｏｎｓ．ＲＮＡｉｎｔｅｇｒｉｔｙｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅ
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ａｎｄＲＮＡｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｂｙｓｐｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓ．ｃＤＮＡｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｆｒｏｍ４

μｇｏｆｔｈｅｔｏｔａｌＲＮＡｕｓｉｎｇＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ（ＭＢＩ）ｉｎａｔｏｔａｌｒｅａｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ
ｏｆ２０μＬ．Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｂａｓｅｄｏｎ
ｔｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｒａｔＴＬＲ４（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓ
ｓｉｏｎＮｏ．ＮＭ＿０１９１７８）ａｎｄｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＧＡＰＤＨ；ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ．ＮＭ＿０１７００８）ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄ：５′ＣＡＧＣＴＣＴ
ＣＡＡＣＣＴＴＧＧＴＡＣＴ３′ａｎｄ ５′ＧＡＴＧＧＡＣＡＴＧＴＡ
ＡＡＣＣＡＧＴＣ３′（ＴＬＲ４）；５′ＡＡＣＴＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴ
ＧＴＣＡＧＣ３′ａｎｄ５′ＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡ
ＣＡ３′（ＧＡＰＤＨ）．Ａｆｔｅｒｉｎｉｔｉａｌｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｃＤＮＡａｔ９４℃ ｆｏｒ５ｍｉｎ，３７ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｙｃｌｅｓ
（ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎａｔ９４℃ ｆｏｒ４５ｓ，ａｎｎｅａｌｉｎｇａｔ６４℃
ｆｏｒ３０ｓ，ａｎｄｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎａｔ７２℃ ｆｏｒ１ｍｉｎ）
ｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａｆｉｎａｌｅｘｔｅｎｓｉｏｎａｔ
７２℃ ｆｏｒ１０ｍｉｎ．ＦｏｒＧＡＰＤＨ，ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅｗａｓ５８℃，ａｎｄ２５ｃｙｃｌｅｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｎａ１％
ａｇａｒｏｓｅｇｅｌ，ｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅａｎｄｐｈｏ
ｔｏｇｒａｐｈｅｄｕｎｄｅｒＵＶｌｉｇｈｔ．Ｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅａｍ
ｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＧｒａｙｓｃａｌｅｉｍａｇｅａｎａｌ
ｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍａｎｄｇｅｎｅｌｅｖｅｌｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙＴＬＲ４／
ＧＡＰＤＨｒａｔｉｏ．
１．７　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

Ｈｅａｒｔｓｗｅｒｅｐｅｒｆｕｓｅｄｗｉｔｈ４％ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ｆｉｘｅｄｗｉｔｈ４％ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅａｔ４℃ ｆｏｒ２４
ｈ，ｅｍｂｅｄｅｄｉｎｐａｒａｆｆｉｎａｎｄｔｈｅｎｃｕｔｉｎｔｏ８μｍｓｅｃ
ｔｉｏｎｓ．Ｐｒｉｏｒｔｏｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｘｙｌｅｎｅｔｏｒｅｍｏｖｅｔｈｅｐａｒａｆｆｉｎａｎｄ
ｒｅｈｙｄｒａｔｅｄｕｓｉｎｇｅｔｈａｎｏｌ．Ｓｅｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ
ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎｔｏａｓｓｅｓｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｅｖｉ
ｄｅｎｃｅｏｆｉｎｊｕｒｙ．Ｔｏｑｕｅｎｃｈｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｓｅｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎ３％ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｅｒｏｘｉｄｅｆｏｒ１０ｍｉｎ．Ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙｓ
ｗｅｒｅｕｓｅｄ，ａｎｄａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒ２４ｈａｔ４
℃：ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔＴＬＲ４ａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶１００，ＳＣ
３０００２，ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｃ．，ＵＳＡ）ａｎｄ
ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔＮＦκＢａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶１００，１５５９１，
Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ）．Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄａｎｔｉｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒ１５
ｍｉｎ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｗｉｔｈ３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ．Ｔｏｅｘｃｌｕｄｅｕｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅ
ＨＲＰｌａｂｅｌｅｄｐｏｌｙｍｅｒ，ａｎｔｉｂｏｄｙｄｉｌｕｅｎｔｓｗｉｔｈｏｕｔｐｒｉ
ｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｓｅｃ
ｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，ｄｅｈｙｄｒａ
ｔｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｔｈａｎｏｌ，ｒｉｎｓｅｄ
ｉｎｘｙｌｅｎｅａｎｄｍｏｕｎｔｅｄｗｉｔｈｎｅｕｔｒａｌｒｅｓｉｎ．Ｆｉｎａｌｌｙ，
ｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｗｉｔｈｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，

４７９



ＩｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇａｎｄＴＬＲ４／ＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ　ＹＡＮＧＪｉｎｇ，ｅｔａｌ．

ａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｍｉｃｒｏａｒｒａｙｉｍａｇｅａｎａｌｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍ．
Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ．
１．８　ＭｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｐｌａｓｍａＣＧＲＰｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎ

Ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙ， ａｎｄ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ｔｕｂｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０％
Ｎａ２ＥＤＴＡ３０μＬａｎｄａｐｒｏｔｉｎｉｎ４００ｍＵ／Ｌ．Ｐｌａｓｍａ
ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｔ１３００ｇｆｏｒ２０ｍｉｎ
（４℃）．ＰｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＧＲＰｌｉｋｅｉｍｍｕ
ｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ（ＣＧＲＰＬＩ）ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒａｄｉｏｉｍ
ｍｕｏａｓｓａｙｋｉｔｓｕｓｉｎｇａｎｔｉｓｅｒａｒａｉｓｅｄ ａｇａｉｎｓｔｒａｔ
ＣＧＲＰ，１２５ＩｌａｂｅｌｌｅｄＣＧＲＰａｎｄｒａｔＣＧＲＰｓｔａｎｄａｒｄ．
ＣＧＲＰｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｐｇ／ｍＬ）ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｃ
ｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ．

１．９　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ
Ｄａｔａｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｅａｎｓ±ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒ

ａｎｄｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈＳＰＳＳ１２．０ｓｏｆｔｗａｒｅ．Ａｌｌｖａｌ
ｕｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｕｓｉｎｇｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉ
ａｎｃｅ（ＡＮＯＶＡ） ａｎｄｔｈｅＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ
ｔｅｓｔ．ＴｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｌｅｖｅｌｗａｓＰ＜０．０５．

２　ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１　Ｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ
Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｈｅａｒｔｗｅｔｗｅｉｇｈｔｓ

ａｎｄｒｉｓｋｚｏｎｅ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｓｉｚｅｏｆｔｈｅｒｉｓｋ
ｚｏｎｅｗａｓｃｏｍｐａｒａｂｌｅｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ．Ｉ／Ｒｃａｕｓｅｄａ
（４０．３９±２．４０）％ ｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｔｈｅａｒｅａａｔｒｉｓｋ．
ＩＰＣｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ（Ｔａｂ．１）．
Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ．

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｈｅａｒｔｗｅｔｗｅｉｇｈｔ，ａｒｅａａｔｒｉｓｋａｎｄｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ

Ｇｒｏｕｐｓ ｎ Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ／ｇ Ｈｅａｒｔｗｅｔｗｅｉｇｈｔ／ｇ Ａｒｅａａｔｒｉｓｋ／ｍｍ３ Ｉｎｆａｒｃｔｖｏｌｕｍｅ／ｍｍ３ Ｉｎｆａｒｃｔｓｉｚｅ／％

Ｉ／Ｒｇｒｏｕｐ ６ ２５５．４±３．３ ０．８５±０．０１ ２９３．０±１６．６ １１４．３±１４．３ ４０．４±２．４

Ｉ／Ｒ＋ＩＰＣｇｒｏｕｐ ７ ２５１．２±５．１ ０．８５±０．０２ ３８１．５±６５．７ ８３．３±１９．９ ２１．８±１．８

　　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＩ／Ｒｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５．

２．２　Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｒｅｌｅａｓｅ
Ｉ／Ｒｃａｕｓｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍ

ｌｅｖｅｌｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ．ＩＰＣｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ
ｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ（Ｆｉｇ．１）．Ｓｈａｍｏｐｅｒ
ａｔｉｏｎｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ．
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Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｄｉａｃｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｏｎ
ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
Ｓｈａｍ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；＋ＩＰＣ：Ｉ／Ｒｗｉｔｈｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｉｎｇｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，＃＃
Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＩ／Ｒｇｒｏｕｐ，Ｐ＜
０．０１．

２．３　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
Ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ

ｇｒｏｕｐｓ，ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｉｂｅｒｓｗｅｒｅｒｅｇｕｌａｒｌｙａｒ
ｒａｎｇｅｄ，ｔｈｅｃｅｌｌｂｏｒｄｅｒｗａｓｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ，ａｎｄｎｏｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄ．Ｉ／Ｒｃａｕｓｅｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｅｒｓｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｔｗｉｓｔａｎｄｂｒｏｋｅｎ，ｍｙｏ
ｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｒｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｎｆｉｌｔｒａ
ｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｗａｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄｂｙＩＰＣ（Ｆｉｇ．２）．
２．４　ＴＬＲ４ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎＴＬＲ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｉ／ＲｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＴＬＲ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ
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