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　　摘要：目的　研究大鼠缺血后适应对ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ）及细胞凋亡的影响。方法　将６０只大鼠
随机分为假手术组 （Ｓｈａｍ组）、缺血再灌注组 （Ｒ／Ｉ组）、后适应组 （Ｐｏｓｔ组）、ＳＢ２０３５８０组 （Ｉ＿ｐ３８组）、ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ＋
后适应组 （Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组）和 ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ组 （Ａｎｉ组）６组，每组 １０只。建立急性心肌梗死再灌注模型，抑制剂
（ＳＢ２０３５８０，１ｍｇ／ｋｇ）和激动剂 （ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ，２ｍｇ／ｋｇ）在再灌注开始前５ｍｉｎ经颈静脉注射。再灌注６ｈ后，每组处死
３只大鼠，取心肌组织测定磷酸化ｐ３８（Ｐｐ３８）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ，并提取胞浆测定
细胞色素Ｃ（Ｃｙｔｃ）。再灌注２４ｈ后，各组剩余大鼠测定血流动力学，并抽血测定心肌酶，取心脏进行 ＴＵＮＥＬ凋亡检
测或采用伊文氏蓝三苯基氯化四氮唑法检测心肌梗死面积。结果　再灌注６ｈ后，Ｐｏｓｔ组和Ｉ＿ｐ３８组的Ｐｐ３８ＭＡＰＫＩＯＤ
值明显低于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组明显高于 Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组明显低于 Ｒ／Ｉ组
（Ｐ＜００５）；Ｐｏｓｔ组和Ｉ＿ｐ３８组的ＴＮＦα和Ｃａｓｐａｓｅ８ＩＯＤ值均明显低于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均 ＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组均
明显高于Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组的ＴＮＦαＩＯＤ值明显低于 Ｒ／Ｉ组 （Ｐ＜００５）；Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组的 Ｂｃｌ２
ＩＯＤ值明显高于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组明显低于Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５）；Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组的 Ｂａｘ
ＩＯＤ值明显低于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组明显高于Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均＜００５）；去除线粒体后胞浆中Ｃｙｔ
ｃ的表达，Ｐｏｓｔ组和Ｉ＿ｐ３８组明显低于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组明显高于Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均＜００５）。再灌
注２４ｈ后，Ｒ／Ｉ组的心率血压乘积 （ＲＰＰ）和左心室压力最大上升／下降速度 （±ｄｐ／ｄｔｍａｘ）均明显低于 Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８
组 （Ｐ均＜００５），Ｐｏｓｔ组明显高于Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组 （Ｐ均＜００５）；Ｐｏｓｔ组和Ｉ＿ｐ３８组的ＡＩ明显低于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均＜
００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组明显高于Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５）；Ｐｏｓｔ组、Ｉ＿ｐ３８组和 Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组的 ＣＫ和 ＣＫＭＢ值均明
显低于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组均明显高于Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均＜００５）；Ｐｏｓｔ组和Ｉ＿ｐ３８组的梗死心肌面
积和缺血心肌面积比值 （ＡＮ／ＡＡＲ）明显低于 Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均 ＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组明显高于 Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜
００５）。结论　后适应可抑制ｐ３８ＭＡＰＫ在再灌注损伤中的磷酸化，其可能是通过减少 Ｐｐ３８来抑制 ＴＮＦα细胞受体途
径和Ｂｃｌ２／Ｂａｘ线粒体途径凋亡的发生。
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ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｔｈｅｖａｌｕｅｓｏｆｒａｔｅｐｒｅｓｓｕｒｅｐｒｏｄｕｃｔａｎｄ±ｄｅｌｔａｐｒｅｓｓｕｒｅ／ｄｅｌｔａｔｉｍｅｍａｘｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎＲ／ＩｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎＰｏｓｔａｎｄＩ＿ｐ３８ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜００５）ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＰｏｓｔｇｒｏｕｐ
ｔｈａｎｉｎＡｎｉ＋ｐｏｓｔａｎｄＡｎｉｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ（ＡＩ）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎＰｏｓｔａｎｄ
Ｉ＿ｐ３８ｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｉｎＲ／Ｉｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＡｎｉ＋ｐｏｓｔａｎｄＡｎｉｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｉｎ
Ｐｏｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）ＴｈｅｖａｌｕｅｓｏｆｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅａｎｄｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅＭＢｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎＰｏｓｔ，
Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ，ａｎｄＩ＿ｐ３８ｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｉｎＲ／Ｉｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）ａｎｄｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＡｎｉ＋ｐｏｓｔａｎｄ
ＡｎｉｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎＰｏｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）Ｔｈｅａｒｅａｏｆｎｅｃｒｏｓｉｓ／ａｒｅａａｔｒｉｓｋｒａｔｉｏｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎＰｏｓｔ
ａｎｄＩ＿ｐ３８ｇｒｏｕｐｓｔｈａｎｉｎＲ／Ｉｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＡｎｉ＋ｐｏｓｔａｎｄＡｎｉｇｒｏｕｐｓ
ｔｈａｎｉｎＰｏｓｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫ，
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ｔｈｒｏｕｇｈｗｈｉｃｈｉｔｃａｎａｔｔｅｎｕａｔｅｃａｒｄｉｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｂｏｔｈｅｘｔｒｉｎｓｉｃａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｐａｔｈｗａｙｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ；ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ；ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ

ＡｃｔａＡｃａｄＭｅｄＳｉｎ，２０１０，３２（５）：５２６－５３２

　　迅速有效恢复血供是治疗急性心肌梗死的主要
方法，但也可带来再灌注损伤［１］。２００３年，Ｚｈａｏ
等［２］研究发现，缺血后适应可调动内源性心脏保护

机制，显著降低心肌梗死面积，是一种有效减轻再

灌注损伤的治疗策略［３４］。目前认为，后适应可通过

激活再灌注损伤存活激酶，继而激活 ＡＴＰ敏感性钾
通道，最后抑制线粒体通透性转换孔 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ｍＰＴＰ）的开放［５７］。丝裂

原活化蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）是重要的跨膜信号传导通路，可在细胞增
殖、分化和凋亡中发挥重要作用，主要由 ４个家族
成员组成：细胞外信号调节的蛋白激酶 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ１／２）、应激活化蛋白
激酶 （ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、Ｐ３８ＭＡＰＫ和
ＥＲＫ５，其中ｐ３８ＭＡＰＫ可被应激、高渗透压、缺氧、
电离辐射等多种刺激因素所激活，多项研究证实，

ｐ３８ＭＡＰＫ激活后可导致多种器官的细胞凋亡，从而
加重损伤［８９］。目前对 ｐ３８ＭＡＰＫ在后适应中的作用
研究较少，且结论并不一致［１０１１］。本研究采用活体

大鼠心肌梗死再灌注模型，观察了后适应处理后磷

酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ的变化情况，并使用ｐ３８ＭＡＰＫ特异
性抑制剂 （ＳＢ２０３５８０）和激活剂 （ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ）进行
验证，以期探讨其在后适应中的信号传导作用及对

心肌细胞凋亡的影响。

材料和方法

材料与试剂　健康雄性 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ６０只，
购自军事医学科学院实验动物中心，许可证号 ＳＣＸＫ
２（军）２００７００４，体重２００～２５０ｇ。ＳＢ２０３５８０（粉
剂，１ｍｇ／支）和 ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ（粉剂，１０ｍｇ／支）购自
德国默克公司；兔抗小鼠磷酸化 ｐ３８（ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８，
Ｐｐ３８）、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌ
ｐｈａ，ＴＮＦα）、Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、细胞色素 Ｃ
（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ，Ｃｙｔｃ）多克隆抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，相应二抗购自瑞典 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；凋亡
试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司；其余

化学试剂为国产分析纯产品。

大鼠心肌梗死再灌注模型建立　参照赵秀梅等［１２］

的球囊垫扎法建立大鼠在体心肌梗死后再灌注模型，

具体为：大鼠称重，以２％戊巴比妥钠 （０２３ｍｌ／１００
ｇ）行腹腔注射麻醉。仰卧固定，颈部正中切口，插
入气管插管，以 ＨＸ２００型动物呼吸机 （成都泰盟科

技有限公司）辅助呼吸 （潮气量３０ｍｌ／ｋｇ，频率５０～
６０次／ｍｉｎ，吸呼比１∶２）。剪开颈部皮肤，分离右颈静
脉备用。开胸后暴露心脏，剪开心包，在左心耳下缘

与肺动脉圆锥间用５０无创带针缝合线穿过前降支深
部，将充盈后扩张球囊 （Ｇｒｉｐ，３０×１２ｍｍ，瑞士
Ａｃｒｏｓｔａｋ公司，压力调为１０１３２５ｋＰａ）垫于血管与结
扎线之间，用力结扎，而后将压力泵压力调节为

１２１５９ｋＰａ。缺血４０ｍｉｎ时，通过右颈静脉根据分组
注射不同注射药物。缺血４５ｍｉｎ后，将压力泵压力迅
速调为１０１３２５ｋＰａ，根据分组给予不同处理，而后以
３０丝线缝合胸腔和胸部皮肤。待大鼠苏醒后拔除气
管插管，缝合气管和颈部皮肤，给予正常饮食。术后

６ｈ（每组３只）、２４ｈ（每组 ７只），以２０％乌拉坦
（０８ｍｌ／１００ｇ）腹腔注射麻醉，经右颈总动脉插入左
心室导管，采用生物信号及压力测试系统 （ＭＦＬｌａｂ
２００，复旦大学医学院生理教研室研制）监测主动脉
及左心室血流动力学参数。通过颈动脉插管抽取动脉

血３～４ｍｌ，根据所测指标不同给予不同处理： （１）
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：使用术后６ｈ处死者 （３只），取出
心脏后切掉心房和右心室，液氮冷冻后置于 －８０℃冰
箱保存；（２）心肌梗死面积测定：使用术后２４ｈ者
（４只），抽血后经颈动脉插管注入伊文斯蓝染色；
（３）凋亡检测：使用术后 ２４ｈ者 （３只），取出心
脏置于中性甲醛固定２４ｈ。

实验分组　将６０只ＳＤ大鼠随机分为６组，每组
１０只；除假手术组 （Ｓｈａｍ组）外，各组均缺血 ４５
ｍｉｎ，而后根据分组不同给予后处理或持续再灌注：
（１）Ｓｈａｍ组：开胸，分离左冠状动脉并穿线，不结
扎，旷置４５ｍｉｎ，在穿线后４０ｍｉｎ时通过右颈静脉注
射０８ｍｌ１０％ ＤＭＳＯ；（２）缺血再灌注组 （Ｒ／Ｉ组）：
缺血４０ｍｉｎ时通过右颈静脉注射０８ｍｌ１０％ ＤＭＳＯ，
缺血结束后恢复持续再灌注； （３）后适应组 （Ｐｏｓｔ
组）：缺血 ４０ｍｉｎ时通过右颈静脉注射 ０８ｍｌ１０％
ＤＭＳＯ，缺血结束后、再灌注前通过球囊放气充盈实
现２０ｓ再灌注和２０ｓ缺血，反复４轮后，持续再灌注；
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（４）ＳＢ２０３５８０组 （Ｉ＿ｐ３８组）：缺血４０ｍｉｎ时通过右
颈静脉注射ＳＢ２０３５８０（１ｍｇ／ｋｇ，溶于１０％ ＤＭＳＯ０８
ｍｌ），缺血结束后持续再灌注；（５）ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ＋后适
应组 （Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组）：缺血４０ｍｉｎ时，通过右颈静脉
注射ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ（２ｍｇ／ｋｇ，溶于１０％ ＤＭＳＯ０８ｍｌ），
缺血结束后再灌注前通过球囊放气充盈实现２０ｓ再灌
注和２０ｓ缺血，反复４轮后，持续再灌注；（６）ａｎｉｓｏ
ｍｙｃｉｎ组 （Ａｎｉ组）：缺血４０ｍｉｎ时通过右颈静脉注射
ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ（２ｍｇ／ｋｇ，溶于１０％ ＤＭＳＯ０８ｍｌ），缺血
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Ｓｈａｍ：假手术组；Ｒ／Ｉ：缺血再灌注组；Ｐｏｓｔ：后适应组；
Ｉ＿ｐ３８：ＳＢ２０３５８０组；Ａｎｉ＋Ｐｏｓｔ：ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ＋后适应组；
Ａｎｉ：ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ组
Ｓｈａｍ：ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｒ／Ｉ：ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐ；Ｐｏｓｔ：ｐｏｓｔ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｇｒｏｕｐ；Ｉ＿ｐ３８：ＳＢ２０３５８０ｇｒｏｕｐ；Ａｎｉ＋Ｐｏｓｔ：ａｎｉｓｏ
ｍｙｃｉｎ＋ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｇｒｏｕｐ；Ａｎｉ：ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐ
图 １　实验各组处理模式图 （黑色代表缺血，白色代表灌

注）

Ｆｉｇ１　Ｔｉｍｅｌｉｎｅｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（ｂｌａｃｋｍｅａｎｓｉｓ
ｃｈｅｍｉａａｎｄｗｈｉｔｅｍｅａｎｓｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ）

结束后持续再灌注 （图１）。
凋亡检测　再灌注 ２４ｈ麻醉经颈动脉取血后，

取出心脏，将缺血区心肌组织 （左心室前壁中间段）

剪下，１０％中性甲醛固定２４ｈ，常规石蜡包埋，采
用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标
记 （ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）
法，按照试剂盒说明进行心肌组织切片细胞凋亡的

原位检测。光镜下正常心肌细胞核呈蓝绿色，凋亡

细胞核呈深浅不一的棕褐色。每张切片于凋亡细胞

分布区域各取５个高倍视野，计算出平均每 １００个
细胞中的凋亡细胞数，并以百分数 （％）表示凋亡
指数 （ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。

心肌酶测定　经动脉插管抽取动脉血，３０００ｒ／
ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后分离留上清，液氮冷冻后 －８０℃
冰箱保存，而后送中国人民解放军总医院生化科以

全自动生化分析仪 （日本日立公司）测定肌酸激酶

（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）和肌酸激酶ＭＢ（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉ
ｎａｓｅＭＢ，ＣＫＭＢ）活性。

心肌梗死面积测定　再灌注２４ｈ麻醉经颈动脉
取血后，将颈动脉插管回抽 （从左心室回撤约 ５
ｍｍ）至主动脉，开胸将制作心肌梗死模型时的原结
扎丝线再次结扎，经颈动脉插管缓慢注入１％伊文
氏蓝３～５ｍｌ，将非缺血心肌染成蓝色，从而显示缺
血区心肌。染色１０ｍｉｎ后，取出心脏置于 －２０℃冰
箱约２０ｍｉｎ，冷冻后按垂直于左心室长轴方向切片
（厚约２ｍｍ），置入 ２％ＴＴＣ磷酸缓冲液 （ｐＨ７４）
中，３７℃孵育 ２０ｍｉｎ。此时梗死区呈灰白色，即为
梗死心肌面积 （ａｒｅａｏｆｎｅｃｒｏｓｉｓ，ＡＮ）；缺血非梗死
区呈砖红色，缺血心肌面积 （ａｒｅａａｔｒｉｓｋ，ＡＡＲ）为
灰白色和砖红色之和，置于图像采集系统扫描后，

采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件 （Ｖｅｒｓｉｏｎ４１，
ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，ＬＰ，ＵＳＡ）分别计算各部分面积。
缺血心肌用 ＡＡＲ与左心室 （ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ，ＬＶ）面
积之比表示，梗死范围以 ＡＮ与 ＡＡＲ之比表示。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　再灌注６ｈ后取出心脏冷冻，提
取心肌组织总蛋白，蛋白提取液上清 （含蛋白 １００
μｇ）进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，将电泳分离后的蛋
白质电转移至硝酸纤维素膜上，经封闭、洗脱后分别

加入 Ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ＴＮＦα、Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
βａｃｔｉｎ多克隆抗体 （均为１∶２００），室温孵育 ４ｈ，洗
膜后以相应的二抗室温孵育１ｈ。抗原抗体复合物用
ＥＣＬ法显示，暗室Ｘ光胶片曝光，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
图像分析软件分析蛋白条带的积分光密度值 （ｉｎｔｅｇｒａｔ
ｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ），ＩＯＤ＝平均光密度值×面积，
以靶蛋白 ＩＯＤ／βａｃｔｉｎＩＯＤ的比值反映靶蛋白相对水
平。Ｃｙｔｃ的测定参照 Ｌｉ等［１３］的方法，首先采用心肌

组织差速离心法去除组织线粒体，上清液即为胞浆，

胞浆进行蛋白定量后按上述组织Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法进行
电泳、转膜、免疫反应、显色和分析。

统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件，实验数
据以 ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，
组间两两比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

结　　果

Ｐｐ３８的表达情况　再灌注 ６ｈ后，Ｓｈａｍ组、
Ｒ／Ｉ组、Ｐｏｓｔ组、Ｉ＿ｐ３８组、Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组 Ｐ
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ｐ３８ＭＡＰＫ的 ＩＯＤ值分别为 ０８０±０２３、１７０±
０３７、１１０±０１２、１１２±０１８、１４０±０２２和
１９０±０２６，其中Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组明显低于 Ｒ／Ｉ组
（Ｐ均＜００５）；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和Ａｎｉ组明显高于Ｐｏｓｔ组
（Ｐ均 ＜００５）；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组明显低于 Ｒ／Ｉ组 （Ｐ＜
００５），而 Ａｎｉ组与 Ｒ／Ｉ组相比差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。

ＴＮＦαａｎｄＣａｓｐａｓｅ８的表达情况　再灌注 ６ｈ
后，Ｓｈａｍ组、Ｒ／Ｉ组、Ｐｏｓｔ组、Ｉ＿ｐ３８组、Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ
组和Ａｎｉ组的ＴＮＦα和Ｃａｓｐａｓｅ８ＩＯＤ值分别为０７０±
０１０和 ０７０±０１０、３００±０３０和 ２３０±０３０、
１００±０３０和 １００±０３０、０８９±０２１和 １０２±
０２１、２００±０１０和 ２４０±０１０、３００±０１０和
２６０±０１０，其中，Ｐｏｓｔ组和Ｉ＿ｐ３８组均明显低于Ｒ／Ｉ
组 （Ｐ均＜００５）；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组均明显高于
Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５）；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组的 ＴＮＦαＩＯＤ值
明显低于 Ｒ／Ｉ组 （Ｐ＜００５），其 Ｃａｓｐａｓｅ８ＩＯＤ值与
Ｒ／Ｉ组相比差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ和 Ｃｙｔｃ的表达情况　再灌注６ｈ后，
Ｓｈａｍ组、Ｒ／Ｉ组、Ｐｏｓｔ组、Ｉ＿ｐ３８组、Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和
Ａｎｉ组的 Ｂｃｌ２和 ＢａｘＩＯＤ值分别为 ０４３±０１０和
０３９±０１０、０８０±０３和 １００±０３０、１４０±
０３０和 ０５０±０３０、１２０±０２１和 ０４５±０２１、
０６７±０１０和 １２３±０１０、０７８±０１０和 １２０±
０１０，其中，Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组的 Ｂｃｌ２ＩＯＤ值明显
高于 Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均 ＜００５）；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组明
显低于 Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５），与 Ｒ／Ｉ组相比则差异
无统计学意义 （Ｐ均 ＞００５）。Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组的
ＢａｘＩＯＤ值明显低于 Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均 ＜００５）；Ａｎｉ＋
ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组明显高于 Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５）。去
除线粒体后胞浆中 Ｃｙｔｃ的表达，Ｓｈａｍ组、Ｒ／Ｉ组、

Ｐｏｓｔ组、Ｉ＿ｐ３８组、Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组的的 ＩＯＤ值
分别为 ０１２±００２、１００±０１１、０３３±００４、
０４８±０２０、０７６±０１１和 １１２±０２０，其中 Ｐｏｓｔ
组和Ｉ＿ｐ３８组明显低于Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均 ＜００５），Ａｎｉ＋
ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组均明显高于 Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５）。

血流动力学检测结果　各组大鼠再灌注２４ｈ后
的心率和平均动脉压 （ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）
差异无统计学意义 （Ｐ均 ＞００５）；Ｒ／Ｉ组的心率血
压乘积 （ｒａｔｅｐｒｅｓｓｕｒｅｐｒｏｄｕｃｔ，ＲＰＰ）、压力最大上升
速率 （＋ｄｅｌｔａｐｒｅｓｓｕｒｅ／ｄｅｌｔａｔｉｍｅｍａｘ， ＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ）
和压 力 最 大 下 降 速 率 （ｄｅｌｔａｐｒｅｓｓｕｒｅ／ｄｅｌｔａｔｉｍｅ
ｍａｘ，ｄｐ／ｄｔｍａｘ）均明显低于 Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组 （Ｐ
均 ＜００５），Ｐｏｓｔ组明显高于 Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组
（Ｐ均 ＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组与 Ｒ／Ｉ组间差
异无统计学意义 （Ｐ均 ＞００５）（表１）。

心肌细胞凋亡情况　再灌注２４ｈ后，Ｓｈａｍ组很
少见到ＴＵＮＥＬ染色阳性的凋亡细胞，Ｒ／Ｉ组的凋亡细
胞则明显增多 （图２）。Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组的 ＡＩ分别
为 （５５６±１１２）％和 （８３３±４１２）％，明显低于
Ｒ／Ｉ组的 （１８２２±５１０）％ （Ｐ均＜００５）；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ
组和 Ａｎｉ组分别为 （１４１２±２００）％和 （１８１０±
４００）％，明显高于Ｐｏｓｔ组 （５５６±１１２）％ （Ｐ均 ＜
００５），与Ｒ／Ｉ组相比差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。

Ｐｏｓｔ组、Ｉ＿ｐ３８组和 Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组的 ＣＫ值分别为
（３２８５６±１３２００）、（４７３０３±１７８０１）和 （９８６９６±
１９８０２）Ｕ／Ｌ，明显低于 Ｒ／Ｉ组的 （１３２７１６±２４３０９）
Ｕ／Ｌ（Ｐ均 ＜００５）；ＣＫＭＢ值分别为 （２０１１６±
１１２４１）、 （２８５５３±１０４３５）和 （６９３３６±１０２３５）
Ｕ／Ｌ，也明显低于 Ｒ／Ｉ组的 （９２８０３±２７６００）Ｕ／Ｌ
（Ｐ均＜００５）。Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组的 ＣＫ值分别为
（９８６９６±１９８０２）和 （１３８９３６±１９０００）Ｕ／Ｌ，明

表 １　各组再灌注２４ｈ血流动力学比较 （ｘ±ｓ，ｎ＝７）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｄａｔａ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎａｍｏｎｇａｌｌｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝７）

分组 Ｇｒｏｕｐ ＨＲ（ｂｐｍ） ＭＡＰ（ｍｍＨｇ） ＲＰＰ（１０００·ｂｐｍ·ｍｍＨｇ） ＋ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ） ｄｐ／ｄｔｍａｘ（ｍｍＨｇ／ｓ）

Ｓｈａｍ ４８８１５±２０９０ １２３２３±１３３４ ６０１５±０２８ａ １０１９０９±３１８６５ａ ７５２３１±２３１０５ａ

Ｒ／Ｉ ４２５９４±６９６０ １０３３３±１４２３ ４４０１±０９９ｂ ５２６３７±１２３９９ｂ ４４５４４±７９５８ｂ

Ｐｏｓｔ ４２５９４±２５９７ １３３８９±２０７６ ５７０３±０５４ａ ８５５４２±１５０５４ａ ６４５９０±１３２２４ａ

Ｉ＿Ｐ３８ ４２９００±６５９３ １２３３３±１１２１ ５２９１±０７４ａ ８２９５１±８７７９ａ ６２５２３±１４１３９ａ

Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ ３８９８５±３１２３ １２６２０±１４５６ ４９１９±０４５ｂ ５６４４１±１０１１９ｂ ４７０８５±５４８５ｂ

Ａｎｉ ３９７２１±３６０３ １０１５７±１０３６ ４０３４±０３７ｂ ５０７３６±６２５５ｂ ４２５８９±４０６７ｂ

Ｓｈａｍ：假手术组；Ｒ／Ｉ：缺血再灌注组；Ｐｏｓｔ：后适应组；Ｉ＿ｐ３８：ＳＢ２０３５８０组；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ：ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ＋后适应组；Ａｎｉ：ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ组；ＨＲ：心率；
ＭＡＰ：平均动脉压；ＲＰＰ：心率血压乘积；＋ｄｐ／ｄｔ：压力最大上升速率；ｄｐ／ｄｔ：压力最大下降速率；１ｍｍＨｇ＝０１３３ｋＰａ；与Ｒ／Ｉ组比较，ａＰ＜００５；与
Ｐｏｓｔ组比较，ｂＰ＜００５
Ｓｈａｍ：ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｒ／Ｉ：ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐ；Ｐｏｓｔ：ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｇｒｏｕｐ；Ｉ＿ｐ３８：ＳＢ２０３５８０ｇｒｏｕｐ；Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ：ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ＋ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｇｒｏｕｐ；
Ａｎｉ：ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐ；ＨＲ：ｈｅａｒｔｒａｔｅ；ＭＡＰ：ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ；ＲＰＰ：ｒａｔｅｐｒｅｓｓｕｒｅｐｒｏｄｕｃｔ； ＋ｄｐ／ｄｔ：＋ｄｅｌｔａｐｒｅｓｓｕｒｅ／ｄｅｌｔａｔｉｍｅ；ｄｐ／ｄｔ：ｄｅｌｔａ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ／ｄｅｌｔａｔｉｍｅ；１ｍｍＨｇ＝０１３３ｋＰａ；ａＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＲ／Ｉｇｒｏｕｐ；ｂＰ＜００５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰｏｓｔｇｒｏｕｐ
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显高于 Ｐｏｓｔ组的 （３２８５６±１３２００）Ｕ／Ｌ（Ｐ均 ＜
００５）；ＣＫＭＢ值分别为 （６９３３６±１０２３５）和
（９９７０８±２５３２１）Ｕ／Ｌ，也均明显高于 Ｐｏｓｔ组的
（２０１１６±１１２４１）Ｕ／Ｌ（Ｐ均 ＜００５）。

心肌梗死面积　Ｒ／Ｉ组、Ｐｏｓｔ组、Ｉ＿ｐ３８组、Ａｎｉ＋
ｐｏｓｔ组和 Ａｎｉ组的 ＡＡＲ／ＬＶ值分别为 ５２３８±９２１、
５１７５±８６７、５１０１±７８２、５１３０±７８９和５２２５±
８２１，各组间差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）；ＡＮ／
ＡＡＲ值分别为 ４２３１±８２１、１８５７±６３２、２２６１±
８１２、３５２７±５２３和４０２３±８１０，其中 Ｐｏｓｔ组和
Ｉ＿ｐ３８组明显低于 Ｒ／Ｉ组 （Ｐ均 ＜００５），Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ
组和 Ａｎｉ组明显高于 Ｐｏｓｔ组 （Ｐ均 ＜００５）。

讨　　论

多项研究证实，缺血后适应能有效减轻再灌注

损伤；凋亡是再灌注损伤的重要原因，而 ｐ３８ＭＡＰＫ
激活后可导致多种器官的细胞凋亡，所以本研究从

细胞凋亡及其影响途径和 Ｐｐ３８ＭＡＰＫ的表达入手，
探讨了后适应对 ｐ３８ＭＡＰＫ活化的影响。结果发现，
Ｐｏｓｔ组较 Ｒ／Ｉ组心肌凋亡显著减少，同时 Ｐｐ３８
ＭＡＰＫ表达显著降低。为进一步确认后适应中 ｐ３８
ＭＡＰＫ的变化及其作用，本研究使用了特异性抑制
剂 ＳＢ２０３５８０和 激 活 剂 ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ，结 果 发 现，
ＳＢ２０３５８０可以模拟后适应的心脏保护作用，而 ｐ３８
激活剂 ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ则可部分抵消后适应带来的保护效
应；如果单纯给予 ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ而不进行后适应干预，
则其损伤作用与 Ｒ／Ｉ组类似。这也从侧面证实了再
灌注损伤作为一种应激可以激活 ｐ３８ＭＡＰＫ，而后适
应则可有效抑制这一过程，继而减轻细胞凋亡的发

生。

已知后适应能减轻再灌注损伤，而再灌注损伤

中心肌梗死由坏死和凋亡两种形式组成。Ｋｕｎａｐｕｌｉ
等［１４］研究显示，后适应可在减轻心肌酶释放的同

时，有效减轻心肌细胞凋亡，凋亡的发生主要是通

过细胞受体途径和线粒体途径所激活。本研究结果

显示，Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组细胞凋亡指数较 Ｒ／Ｉ组明显
降低，且同凋亡途径信号分子的激活表现出较为一

致的同步变化，进一步证实了 Ｋｕｎａｐｕｌｉ等［１４］的结

果。ＴＮＦα是主要的细胞受体途径之一，可以通过
激活细胞膜上相应受体，进一步激活核因子κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）等细胞因子，从而激活
凋亡信号瀑布，最后通过Ｃａｓｐａｓｅ８和Ｃａｓｐａｓｅ３的活

化启动凋亡执行程序［１５］。Ｓｕｎ等［１１］认为，Ｐｐ３８
ＭＡＰＫ可上调 ＴＮＦα的合成，而 ＴＮＦα反过来又可
促进 ｐ３８ＭＡＰＫ的合成和活化，从而形成一个恶性
循环使其效应进一步放大。本研究结果显示，Ｐｏｓｔ
组和Ｉ＿ｐ３８组ＴＮＦα及Ｃａｓｐａｓｅ８较Ｒ／Ｉ组明显降低，
提示后适应可减少 Ｐｐ３８ＭＡＰＫ的生成，同时伴随
ＴＮＦα及 Ｃａｓｐａｓｅ８的降低；ＳＢ２０３５８０可抑制 Ｐｐ３８
ＭＡＰＫ，部分模拟这种保护作用，ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ则可减
弱后适应对 ｐ３８ＭＡＰＫ的这种抑制作用，从侧面证
明后适应可以通过 ｐ３８ＭＡＰＫ抑制细胞受体途径的
激活。

线粒体途径也是细胞凋亡的重要途径，多种细

胞因子可以影响此途径，其中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ是一对重
要的平衡因子，其作用相反，Ｂｃｌ２能抑制 ｍＰＴＰ的
开放，从而阻止线粒体膜间隙的前凋亡因子进入胞

浆，但 Ｂａｘ作 用 恰 恰 相 反，可 促 进 ｍＰＴＰ的 开
放［１６１８］。本研究显示，Ｐｐ３８ＭＡＰＫ的生成受到抑制
时，Ｂｃｌ２表达升高，Ｂａｘ表达降低，说明 ｐ３８ＭＡＰＫ
的活化会抑制 Ｂｃｌ２而促进 Ｂａｘ的表达；后适应和
ＳＢ２０３５８０可以通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ途径，进而升高
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值，从而减轻 ｍＰＴＰ的开放。Ｃｙｔｃ是线
粒体特异性表达蛋白，正常状态下胞浆中几乎检测

不到，但当线粒体 ｍＰＴＰ开放后，Ｃｙｔｃ便从线粒体
膜间隙转移到胞浆中，进一步激活各种凋亡酶，最

后激活 Ｃａｓｐａｓｅ３执行凋亡程序，所以胞浆中 Ｃｙｔｃ
浓度的高低可侧面反映线粒体ｍＰＴＰ的开放程度。本
研究结果显示，Ｐｏｓｔ组和 Ｉ＿ｐ３８组胞浆中的 Ｃｙｔｃ明
显低于其他各组，说明上述两组线粒体凋亡途径激

活较弱，即后适应和 ＳＢ２０３５８０可以抑制线粒体途径
凋亡的发生，提示 ｐ３８ＭＡＰＫ可通过细胞受体和线
粒体两条途径影响细胞凋亡，在后适应减轻细胞凋

亡中发挥重要作用。

本研究中，Ａｎｉ＋ｐｏｓｔ组并没有完全抵消后适应
的保护作用，在凋亡和坏死两方面均为部分抵消，

这说明虽然 ｐ３８ＭＡＰＫ通过上述两条凋亡途径在后
适应中发挥重要作用，但其只是后适应复杂作用机

制中一条可能途径。本研究与 Ｓｕｎ等［１１］在乳鼠心肌

细胞中的研究结果一致，均认为后适应可抑制 ｐ３８
ＭＡＰＫ的活化，从而进一步抑制细胞凋亡发生。但
也有研究认为某些促凋亡因子能激活 ｐ３８ＭＡＰＫ，而
ｐ３８ＭＡＰＫ可反过来抑制凋亡发生，起到减轻凋亡的
代偿作用，从而与 ＪＮＫ形成一对作用相反的平衡因
子，但本研究中使用抑制剂和激动剂并未发现上述
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作用，推测可能与检测的 ｐ３８ＭＡＰＫ时间不同或亚
型不同有关。

综上所述，本研究结果显示，ｐ３８ＭＡＰＫ信号途
径的激活在缺血后适应中具有重要意义，通过对

ＴＮＦα细胞受体途径和 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ线粒体途径的影
响，可减轻细胞凋亡发生。

（本文图２见插图第２页）
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