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缺血预适应通过抑制 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路
保护大鼠心肌缺血再灌注损伤
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（１．中南大学药学院药理学系，长沙 ４１００７８；２．郑州大学第一附属医院药剂科，郑州 ４５００５２）

［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）／

ＮＦκＢ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ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ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
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５ｍｉｎ，复灌５ｍｉｎ，共４个周期。ＲＴＰＣＲ分析心肌 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达。免疫组织化学法分析心肌 ＴＬＲ４和
ＮＦκＢ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 ＮＦκＢ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／ＮＦκＢ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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ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＧＡＰＤＨ；ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ．ＮＭ＿０１７００８）ｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄ：５′ＣＡＧＣＴＣＴ
ＣＡＡＣＣＴＴＧＧＴＡＣＴ３′ａｎｄ ５′ＧＡＴＧＧＡＣＡＴＧＴＡ
ＡＡＣＣＡＧＴＣ３′（ＴＬＲ４）；５′ＡＡＣＴＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴ
ＧＴＣＡＧＣ３′ａｎｄ５′ＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡ
ＣＡ３′（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
ｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＧｒａｙｓｃａｌｅｉｍａｇｅａｎａｌ
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
℃：ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔＴＬＲ４ａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶１００，ＳＣ
３０００２，ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｃ．，ＵＳＡ）ａｎｄ
ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔＮＦκＢａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶１００，１５５９１，
Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ）．Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄａｎｔｉｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒ１５
ｍｉｎ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉ
ｄａｓｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｗｉｔｈ３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ．Ｔｏｅｘｃｌｕｄｅｕｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅ
ＨＲＰｌａｂｅｌｅｄｐｏｌｙｍｅｒ，ａｎｔｉｂｏｄｙｄｉｌｕｅｎｔｓｗｉｔｈｏｕｔｐｒｉ
ｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｓｅｃ
ｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，ｄｅｈｙｄｒａ
ｔｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｔｈａｎｏｌ，ｒｉｎｓｅｄ
ｉｎｘｙｌｅｎｅａｎｄｍｏｕｎｔｅｄｗｉｔｈｎｅｕｔｒａｌｒｅｓｉｎ．Ｆｉｎａｌｌｙ，
ｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｗｉｔｈｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，

４７９



ＩｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇａｎｄＴＬＲ４／ＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ　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℃）．ＰｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＧＲＰｌｉｋｅｉｍｍｕ
ｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ（ＣＧＲＰＬＩ）ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒａｄｉｏｉｍ
ｍｕｏａｓｓａｙｋｉｔｓｕｓｉｎｇａｎｔｉｓｅｒａｒａｉｓｅｄ ａｇａｉｎｓｔｒａｔ
ＣＧＲＰ，１２５ＩｌａｂｅｌｌｅｄＣＧＲＰａｎｄｒａｔＣＧＲＰｓｔａｎｄａｒｄ．
ＣＧＲＰｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｐｇ／ｍＬ）ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｃ
ｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ．

１．９　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ
Ｄａｔａｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｅａｎｓ±ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒ

ａｎｄｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈＳＰＳＳ１２．０ｓｏｆｔｗａｒｅ．Ａｌｌｖａｌ
ｕｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｕｓｉｎｇｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉ
ａｎｃｅ（ＡＮＯＶＡ） ａｎｄｔｈｅＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ
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：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｉ／Ｒ：Ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ；＋ＩＰＣ：Ｉ／Ｒｗｉｔｈｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｉｎｇｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，＃＃
Ｐ＜０．０１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＩ／Ｒｇｒｏｕｐ，Ｐ＜
０．０１．

２．３　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ
Ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ

ｇｒｏｕｐｓ，ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｉｂｅｒｓｗｅｒｅｒｅｇｕｌａｒｌｙａｒ
ｒａｎｇｅｄ，ｔｈｅｃｅｌｌｂｏｒｄｅｒｗａｓｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ，ａｎｄｎｏｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄ．Ｉ／Ｒｃａｕｓｅｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｅｒｓｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｔｗｉｓｔａｎｄｂｒｏｋｅｎ，ｍｙｏ
ｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
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