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摘要　 目的　 分析 ｍｉＲ⁃３４６ 缓解心肌缺血再灌注（Ｉ ／ Ｒ）损伤

大鼠心脏功能受损和氧化应激的作用。 方法　 将 ４８ 只大鼠

随机分为对照组、Ｉ ／ Ｒ 组、Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组和 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇ⁃
ｏｍｉＲ⁃３４６ 组，采用结扎左冠状动脉前降支法复制 Ｉ ／ Ｒ 模型，
尾静脉注射重组腺相关病毒 ｍｉＲ⁃３４６ 进行过表达干预。 再

灌注 １２０ ｍｉｎ 后，检测心率（ＨＲ）、左心室射血分数（ＬＶＥＦ）、
短轴缩短率（ＦＳ）和左心室壁厚度（ＬＶＷＴ），检测血清肌酸激

酶同工酶（ＣＫ⁃ＭＢ）、肌红蛋白（Ｍｂ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、心
肌肌钙蛋白 Ｉ（ ｃＴｎＩ）水平，检测心肌组织超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）和丙二醛（ＭＤＡ）水
平，ＴＵＮＥＬ 染色检测心肌组织细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心

肌组织 Ｂ 细胞淋巴瘤 ／白血病（Ｂｃｌ）⁃２ 基因、Ｂｃｌ 相关蛋白

（Ｂａｘ）、半胱氨酸蛋白酶（Ｃａｓ）⁃３、Ｃａｓ⁃９ 表达。 结果　 Ｉ ／ Ｒ 组

大鼠 ＨＲ、ＬＶＥＦ、 ＦＳ 和 ＬＶＷＴ 低于对照组，血清 ＣＫ⁃ＭＢ、
ＬＤＨ、Ｍｂ 和 ｃＴｎＩ 水平高于对照组，心肌组织 ＭＤＡ、Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃
２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ ／ Ｃａｓ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃９ ／ Ｃａｓ⁃９ 蛋白表达高于

对照组，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃ｐｘ 水平低于对照组，心肌组织细胞凋

亡率高于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组大鼠 ＨＲ、
ＬＶＥＦ、ＦＳ 和 ＬＶＷＴ 高于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组，血清 ＣＫ⁃ＭＢ、
ＬＤＨ、Ｍｂ 和 ｃＴｎＩ 低于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组，心肌组织 ＭＤＡ、
Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ ／ Ｃａｓ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃９ ／ Ｃａｓ⁃９ 蛋白

表达低于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃ｐｘ 水平高于 Ｉ ／ Ｒ
＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组，心肌组织细胞凋亡率低于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ
组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达可以降低 Ｉ ／ Ｒ 大鼠

的氧化应激水平，减轻心肌组织损伤，改善心功能。
关键词　 心肌缺血再灌注；ｍｉＲ⁃３４６；氧化应激；心肌组织损

伤；心功能
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　 　 缺血再灌注（ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ ／ Ｒ）是指组

织器官缺血一定时间后恢复血流灌注时，缺血组织

损伤加重的现象，多发于冠状动脉旁路移植术、溶栓

治疗、心脏直视手术等血流供应恢复过程中［１］。 目

前，Ｉ ／ Ｒ 损伤主要采用抗氧化、抗炎、钙通道阻滞剂、
血管活性药物等治疗，尚缺乏治疗的特效药物［２］。
ｍｉＲ⁃３４６ 属于 ｍｉＲＮＡ 家族，在心血管疾病、恶性肿

瘤等多种疾病中均出现差异表达［３ － ４］。 近年来研究

显示，ｍｉＲ⁃３４６ 可以调控凋亡相关基因的表达，调节

心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤参与心肌 Ｉ ／ Ｒ 损伤大鼠的心肌细胞凋

亡［５］，但相关研究报道较少，且其对心脏功能的影

响及作用的具体方式尚不明确。 该研究分析了

ｍｉＲ⁃３４６ 过表达对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠氧化应激和心肌组织细

胞凋亡的作用，旨在为临床新药研发提供科学依据。

１　 材料与方法

１． １　 药物、试剂与仪器　 ｍｉＲ⁃３４６ ａｇｏ 和阴性对照

ｍｉＲ⁃ＮＣ 重组腺相关病毒（ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ＲＶＶＡ）由上海汉恒生物技术有限公司设

计和合成；肌酸激酶同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ＭＢ，ＣＫ⁃
ＭＢ）、肌红蛋白 （ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ，Ｍｂ）、心肌肌钙蛋白 Ｉ
（ｃａｒｄｉａｃ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ，ｃＴｎＩ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘ⁃
ｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔｉｃ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ⁃
ａｓｅ，ＬＤＨ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎ ｐｅｒｏｘｉ⁃
ｄａｓｅ，ＧＳＨ⁃Ｐｘ）和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检

测试剂盒，均购自南京森贝伽生物科技有限公司；
ＴＵＮＥＬ 组织细胞凋亡检测试剂盒，购自深圳市拓普

生物科技有限公司；兔抗鼠 Ｂ 细胞淋巴瘤 ／白血病

（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ／ ｌｅｕｋｅｍｉａ，Ｂｃｌ）⁃２ 基因、Ｂｃｌ 相关蛋

白（Ｂｃｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、半胱氨酸蛋白酶 ３
（ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， Ｃａｓ⁃３ ）、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３、 Ｃａｓ⁃９、 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓ⁃９、β⁃ａｃｔｉｎ 单克隆抗体和辣根过氧化酶（ ｈｏｒｓｅ⁃
ｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗均购于美国 ＣＳＴ
公司；ＢＸ６０ 型光学显微镜购自日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公

司；Ｖｉｖｉｄ ７. ０ 彩色超声仪购自美国 ＧＥ 公司；ＦＰ⁃
ＭＯＵＳ⁃ＥＣＧｅｎｉｅ 小动物心电图监测仪购自孚光精仪

（中国）有限公司；ＲＴ⁃ＰＣＲ 仪（ＩＱＴＭ５ 型）购自美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ ＨＰ 凝胶成像分析系统购

自美国 Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ 公司。
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１． ２　 实验动物 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ４８ 只，６ ～ ８
周龄，体质量为 ２６０ ～ ２８０ ｇ，由北京维通利华实验动

物技术有限公司提供，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１７ －
００２２，饲养于南华大学动物中心实验室，许可证号：
ＳＹＸＫ（湘） ２０２０ － ０００２。 研究经动物实验伦理委员

会审 核 批 准， 动 物 实 验 伦 理 批 号 为 ＮＨＤＸＦ⁃
ＳＮＨＹＹ２０２００６０３。
１． ３　 动物分组与 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达　 ４８ 只大鼠预饲

养 ７ ｄ 后，采用简单随机分组将其随机分为对照组、
Ｉ ／ Ｒ组、Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组和 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组，１２
只 ／组。 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组经尾静脉注射 ＲＡＡＶ⁃
ｍｉＲ⁃ＮＣ，Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组经尾静脉注射 ＲＡＡＶ⁃
ｍｉＲ⁃３４６，１ 次 ／ ｄ，连续注射 ２ 周。 对照组和 Ｉ ／ Ｒ 组经

尾静脉注射等体积 ０. ９％ＮａＣｌ 溶液，连续注射 ２ 周。
１． ４　 动物造模　 末次干预后，除对照组外所有大鼠

均采用参考已有文献复制心肌 Ｉ ／ Ｒ 模型［６］，常规麻

醉，结扎左冠状动脉前降支，缺血 ３０ ｍｉｎ 后，恢复血

流灌注 １２０ ｍｉｎ。 对照组只插入线栓，不结扎。
１． ５　 心功能检测和标本采集　 再灌注 １２０ ｍｉｎ 后，
使用小动物心电图监测仪检测大鼠心率（ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ，
ＨＲ），彩色超声仪检测大鼠左心室射血分数（ｌｅｆｔ ｖｅｎ⁃
ｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）、短轴缩短率（ｆｒａｃｔｉｏｎ⁃
ａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＦＳ）和左心室壁厚度（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｗａｌｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＬＶＷＴ）。 检测后，常规麻醉，分离腹主动脉

血液，离心（３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），取血清，暂存于

－２０ ℃冰箱保存，分离心脏，一部分置于 ４％多聚甲

醛中固定，另一部分暂存于 －８０ ℃冰箱保存。
１． ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测心肌组织 ｍｉＲ⁃３４６ 水平　 取暂

存于 － ８０ ℃冰箱的心肌组织，匀浆后，根据试剂盒

操作说明，依次进行总 ＲＮＡ 提取，确定 ＲＮＡ 纯度和

浓度，反转录合成 ｃＤＮＡ，上机进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应。
ｍｉＲ⁃３４６ 上游引物为 ５′⁃ＧＡＧＴＧＣＣＴＧＣＣＴＣＴＣＴＧＴ⁃
ＴＧ⁃３′，下游引物为 ５′⁃ＧＡＧＣＡＧＣＴＣＴＧＣＣＣＡＧＧ⁃３′，
以 Ｕ６ 为内参，采用 ２ － ΔΔＣｔ法检测各基因的相对表达

量。
１． ７　 ＨＥ 染色检测心肌组织损伤 　 取甲醛固定的

大鼠心肌组织，进行常规的切片制作和 ＨＥ 染色，另
一份进行 ＴＵＮＥＬ 染色，严格按照试剂盒说明操作，
光镜下观察心肌组织病理变化，参考已有文献［５］ 评

估心肌组织病理积分。
１． ８　 血清和心肌组织中相关因子的测定　 免疫标

记法检测血清 ＣＫ⁃ＭＢ、Ｍｂ、ＬＤＨ、ｃＴｎＩ 水平，ＥＬＩＳＡ
法检测心肌组织 ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 和ＭＤＡ 水平，严格按

试剂盒说明书进行测定。

１． ９　 ＴＵＮＥＬ 检测心肌组织细胞凋亡　 取甲醛固定

的大鼠心肌组织，严格按照试剂盒说明进行切片制作

和 ＴＵＮＥＬ 染色，光镜下观察心肌组织细胞凋亡。
１． １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌组织 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓ⁃
３ 和 Ｃａｓ⁃９ 表达 　 取暂存于 － ８０ ℃冰箱的心肌组

织，匀浆后，提取总蛋白，进行凝胶电泳、转膜，５％脱

脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，加一抗（Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓ⁃３ 和

Ｃａｓ⁃９，稀释比例均为 １ ∶ ５００），４ ℃ 孵育过夜，加
ＨＲＰ 标记的二抗，室温孵育 ２ ｈ，显影，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参分析对比条带强弱。
１． １１　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件对实验所

得数据进行统计学处理，符合正态分布的计量资料

均以 �ｘ ± ｓ 表示，采用单因素方差分析比较四组间差

异，ＳＮＫ⁃ｑ 比较四组两两间差异，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织 ｍｉＲ⁃３４６ 水平 　 Ｉ ／ Ｒ
＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组大鼠心肌组织 ｍｉＲ⁃３４６ 水平高于

Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组（ ｑ 值 ＝ １３. ３５２，Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ
组心肌组织 ｍｉＲ⁃３４６ 水平低于对照组 （ ｑ 值 ＝
１５. ７９６，Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 Ｉ ／ Ｒ 组心

肌组织 ｍｉＲ⁃３４６ 水平差异无统计学意义。 见图 １。

图 １　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织 ｍｉＲ⁃３４６ 水平

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：Ｉ ／ Ｒ 组；Ｃ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组；Ｄ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃

３４６ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜
０. ０５

２． ２　 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心功能的影响　
Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组大鼠 ＨＲ、ＬＶＥＦ、ＦＳ 和 ＬＶＷＴ 高

于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ 组大鼠 ＨＲ、
ＬＶＥＦ、ＦＳ 和 ＬＶＷＴ 低于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ ＋
ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 Ｉ ／ Ｒ 组大鼠 ＨＲ、ＬＶＥＦ、ＦＳ 和 ＬＶＷＴ
差异无统计学意义。 见表 １。

·１９·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊａｎ；５７（１）



表 １　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心功能（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别 ＨＲ（次 ／ ｍｉｎ） ＬＶＥＦ（％ ） ＦＳ（％ ） ＬＶＷＴ（ｍｍ）
对照 ３８４． ２１ ± ３５． ３３ ５７． １５ ± ８． ２８ ２９． １２ ± ５． ９３ ０． ８１ ± ０． ０６
Ｉ ／ Ｒ ２０９． ５４ ± ２９． ３８∗ ２０． ８１ ± ５． ２７∗ ８． ６８ ± １． ８９∗ ０． ４７ ± ０． ０６∗

Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ ２１１． ６２ ± ３８． ２５ ２１． ０２ ± ５． ４３ ９． ０１ ± １． ２６ ０． ５０ ± ０． ０７
Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ ３２９． ０８ ± ３０． ６７＃ ４６． ２９ ± ７． ４８＃ ２２． ４１ ± ５． ３２＃ ０． ７３ ± ０． １１＃

Ｆ 值 ８２． ２２５ ８６． １４２ ７３． ２３８ ５１． １１６
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

表 ２　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织损伤标志物水平（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别 ＣＫ⁃Ｍｂ （Ｕ ／ Ｌ） ＬＤＨ （Ｕ ／ Ｌ） Ｍｂ （ｎｇ ／ ｍｌ） ｃＴｎＩ （ｎｇ ／ ｍｌ）
对照 ２５． ４７ ± ５． ２９ ８１９． ３１ ± １６５． ３４ ２５． ０８ ± ５． ４４ ０． １１ ± ０． ０３
Ｉ ／ Ｒ １３１． ４２ ± １８． ８３∗ ２２０６． ４２ ± ２３１． ９９∗ １３８． ５３ ± ３４． ４９∗ ０． ６９ ± ０． ０８∗

Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ １２９． ７３ ± ２１． ７４ ２１９９． ８７ ± ２０４． ４８ １３９． ２６ ± ２７． ５４ ０． ６７ ± ０． ０９
Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ ４１． ５８ ± １０． ６７＃ １０６３． ７２ ± １７７． ４６＃ ５８． ７８ ± ９． ０５＃ ０． １８ ± ０． ０５＃

Ｆ 值 １５８． ０４７ ８６． ３４２ １６８． １２４ ２５８． ２１２
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织损伤的

影响　 对照组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠 ＨＥ 染色显示心肌组织细胞

未见异常；Ｉ ／ Ｒ 组和 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组显示心肌纤

维断裂，细胞出现变性、坏死，且伴随大量炎性细胞

浸润；Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组显示心肌组织细胞病理

变化减轻。 见图 ２。

图 ２　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织病理变化　 ＨＥ ×２００

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：Ｉ ／ Ｒ 组；Ｃ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组；Ｄ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃

３４６ 组

２． ４　 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织损伤标

志物的影响 　 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组大鼠血清 ＣＫ⁃
ＭＢ、ＬＤＨ、Ｍｂ 和 ｃＴｎＩ 水平低于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组

（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ 组血清 ＣＫ⁃ＭＢ、ＬＤＨ、Ｍｂ 和 ｃＴｎＩ 水
平高于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 Ｉ ／

Ｒ 组大鼠血清 ＣＫ⁃ＭＢ、ＬＤＨ、Ｍｂ 和 ｃＴｎＩ 水平差异无

统计学意义。 见表 ２。
２． ５　 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠氧化应激的影响

　 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组大鼠心肌组织 ＭＤＡ 水平低

于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃ｐｘ 水平高于

Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组 （Ｐ ＜ ０. ０５）； Ｉ ／ Ｒ 组心肌组织

ＭＤＡ 水平高于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃ｐｘ
水平低于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇ⁃
ｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 Ｉ ／ Ｒ 组心肌组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃
ｐｘ 水平差异无统计学意义。 见表 ３。

表 ３　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠氧化应激水平（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别 ＭＤＡ （ｎｍｏｌ ／ ｍｌ） ＳＯＤ （Ｕ ／ ｍｌ） ＧＳＨ⁃ｐｘ （Ｕ ／ ｍｌ）
对照 ２． １１ ± ０． ３８ １３４． ８３ ± １５． ５７ ４２． ８４ ± ６． ５７
Ｉ ／ Ｒ ５． １２ ± ０． ５７∗ ７２． ０４ ± １０． ３８∗ １８． ２５ ± ４． ２１∗

Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ ５． １８ ± ０． ７６ ７２． １１ ± １０． １６ ２０． ０４ ± ６． ８３
Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ ２． ６３ ± ０． ３２＃ ９８． ２６ ± １０． ２９＃ ２９． ３９ ± ７． ８１＃

Ｆ 值 １０９． ４９８ ７３． ９２４ ３６． ０７９
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ６　 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织细胞凋

亡的影响　 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃３４６ 组大鼠心肌组织细胞

凋亡 率 低 于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ［ （ １８. ２２ ±
３. ７６）％ ｖｓ （ ２７. ９３ ± ５. ４８ ）％ ， ｑ ＝ ７. ８５８， Ｐ ＜
０. ０５］，Ｉ ／ Ｒ 组大鼠心肌组织细胞凋亡率高于对照组

［（２８. ３３ ± ５. ２１）％ ｖｓ （７. ２２ ± １. ４１）％ ，ｑ ＝ １７. ０８３，
Ｐ ＜ ０. ０５］，Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 Ｉ ／ Ｒ 组心肌组织细

胞凋亡率差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 ３。
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图 ３　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织细胞凋亡　 ＴＵＮＥＬ × ２００
　 　 Ａ：对照组；Ｂ：Ｉ ／ Ｒ 组；Ｃ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组；Ｄ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃
３４６ 组

２． ７ 　 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达对 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织 Ｂａｘ ／
Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓ⁃３ 和 Ｃａｓ⁃９ 表达的影响 　 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃
３４６ 组大鼠心肌组织 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ ／ Ｃａｓ⁃３
和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃９ ／ Ｃａｓ⁃９ 蛋白表达低于 Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃
ＮＣ 组（ｑ ＝ ２１. ３２４、１４. ５９６、９. ８７２；Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ 组

心肌组织 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ ／ Ｃａｓ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓ⁃９ ／ Ｃａｓ⁃９ 蛋白表达高于对照组（ ｑ 值 ＝ １９. ６８１、
１３. ２４３、８. ５７０；Ｐ ＜ ０. ０５），Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 Ｉ ／
Ｒ 组心肌组织 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ ／ Ｃａｓ⁃３ 和

ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃９ ／ Ｃａｓ⁃９ 蛋白表达差异无统计学意义。
见图 ４。

图 ４　 各组 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓ⁃３ 和 Ｃａｓ⁃９ 表达

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：Ｉ ／ Ｒ 组；Ｃ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃ＮＣ 组；Ｄ：Ｉ ／ Ｒ ＋ ａｇｏｍｉＲ⁃
３４６ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｉ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 Ｉ ／ Ｒ 损伤是组织缺血后，恢复血流供应时组织

损伤加重的病理过程，与缺血低氧刺激生成的大量

氧自由基，及其引起的心肌细胞能量代谢障碍、细胞

凋亡等有关，严重影响了组织缺血后的恢复；临床尚

缺乏治疗其特效药物。 ｍｉＲ⁃３４６ 是近年来研究中发

现的与多种疾病相关的小 ＲＮＡ，可以靶向调节凋亡

蛋白 Ｂａｘ 表达，抑制心肌细胞凋亡。 该研究探讨了

ｍｉＲ⁃３４６ 在心肌 Ｉ ／ Ｒ 大鼠中的表达和作用，结果显

示 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌组织中 ｍｉＲ⁃３４６ 表达较对照组降

低，说明 ｍｉＲ⁃３４６ 可能参与 Ｉ ／ Ｒ 损伤的病理过程。
该研究中，Ｉ ／ Ｒ 大鼠的 ＨＲ、ＬＶＥＦ、ＦＳ 和 ＬＶＷＴ 较对

照组下降， ｍｉＲ⁃３４６ 过表达后， ＨＲ、 ＬＶＥＦ、 ＦＳ 和

ＬＶＷＴ 升高，表明 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达可以改善 Ｉ ／ Ｒ 大

鼠的心功能。 该研究表明，Ｉ ／ Ｒ 大鼠血清 ＣＫ⁃ＭＢ、
ＬＤＨ、Ｍｂ 和 ｃＴｎＩ 水平相较于对照组升高，且心肌组

织表现出病理变化，而 ｍｉＲ⁃３４６ 过表达后，血清 ＣＫ⁃
ＭＢ、ＬＤＨ、Ｍｂ 和 ｃＴｎＩ 水平下降，心肌组织病理变化

减轻。 ＣＫ⁃ＭＢ、ＬＤＨ、Ｍｂ、ｃＴｎＩ 均为临床较为常用的

指标，广泛存在于心肌组织细胞中，在细胞受损时可

以释放进入血清，其在血清中的水平变化可以反映

心肌细胞损伤。 研究结果表明，ｍｉＲ⁃３４６ 过表达可

以减轻心肌 Ｉ ／ Ｒ 大鼠的心肌组织损伤，改善心功能，
有望成为 Ｉ ／ Ｒ 治疗的新靶点。
　 　 该研究表明，Ｉ ／ Ｒ 大鼠的心肌组织 ＭＤＡ 水平较

对照组升高，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃ｐｘ 较对照组下降，而 ｍｉＲ⁃
３４６ 过表达后，ＭＤＡ 下降， ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃ｐｘ 升高。
ＳＯＤ 是生物体内最主要的抗氧化酶之一，广泛分布

于心肌细胞质内，可以通过氧化还原反应，抑制多种

过氧化物的作用，清除体内过多的活性氧自由基

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｉｄｅ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）并将其转化为其它物

质［７］。 ＧＳＨ⁃ｐｘ 是广泛分布于心肌组织细胞的过氧

化物分解酶，可以抑制 ＲＯＳ 产生，降低心肌细胞内

的氧化应激水平［８］。 ＭＤＡ 是 ＲＯＳ 代谢过程中产生

的中间产物，是临床常用的反映心肌细胞氧化应激

水平的指标［９］。 既往多项研究［１０ － １１］ 显示，Ｉ ／ Ｒ 过程

中产生的大量 ＲＯＳ 是导致心肌组织细胞死亡，导致

Ｉ ／ Ｒ 损伤的主要因素。 上述研究表明 ｍｉＲ⁃３４６ 过表

达可能通过抗氧化作用，清除过量的 ＲＯＳ，减轻 Ｉ ／ Ｒ
大鼠的心肌组织损伤。
　 　 该研究表明，Ｉ ／ Ｒ 大鼠的心肌组织 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ ／ Ｃａｓ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃９ ／ Ｃａｓ⁃９ 蛋白表

达较对照组升高，细胞凋亡率升高，而 ｍｉＲ⁃３４６ 过表
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达后，Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２、ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ ／ Ｃａｓ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃
９ ／ Ｃａｓ⁃９ 蛋白表达下降，细胞凋亡率下降。 Ｂｃｌ⁃２ ／
Ｂａｘ 是一组可以调控细胞凋亡的蛋白，生理状态下，
Ｂｃｌ⁃２ 定位于线粒体膜表面，Ｂａｘ 主要位于胞质中，
在凋亡信号作用下，Ｂａｘ 可以与 Ｂｃｌ⁃２ 相结合，在线

粒体膜上形成孔道，破坏膜完整性，使线粒体释放细

胞色素 Ｃ 入胞质，激活 Ｃａｓｐａｓｅ 凋亡级联反应［１２］。
Ｃａｓｐａｓｅ 家族是调控内源性细胞凋亡的蛋白酶系统，
其中 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃９ 为始动因子，ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓ⁃３ 为凋

亡效应因子，胞浆中的细胞色素 Ｃ 可以与相应的蛋

白结合，激活 Ｃａｓ⁃９，从而激活 Ｃａｓ⁃３，启动细胞凋亡

程序，降解多种重要蛋白，导致细胞裂解死亡［１３］。
该研究结果表明，ｍｉＲ⁃３４６ 过表达可以抑制线粒体

凋亡途径，抑制 Ｉ ／ Ｒ 大鼠心肌细胞凋亡，减轻心肌组

织损伤。 既往研究［１４］显示，Ｉ ／ Ｒ 过程中产生的大量

ＲＯＳ 可以激活线粒体凋亡途径，诱导心肌组织细胞

死亡，导致 Ｉ ／ Ｒ 损伤。 该研究结果表明，ｍｉＲ⁃３４６ 过

表达可能通过抗氧化作用，抑制心肌细胞凋亡，降低

Ｉ ／ Ｒ 大鼠的心肌组织损伤。
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ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
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６⁃姜酚通过调节 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对 Ａβ诱导的
ＡＤ 大鼠细胞凋亡、氧化应激和神经炎症的影响

李　 交１，肖友元１，谢　 沁１，马天蓉１，李剑萍１，段　 俊１，苏　 懋２

摘要　 目的　 探究 ６⁃姜酚通过调节 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

对 β⁃淀粉样蛋白（Ａβ）诱导的阿尔茨海默病（ＡＤ）大鼠细胞

凋亡、氧化应激和神经炎症的影响。 方法　 通过在大鼠双侧

大脑的海马体注射 Ａβ 构建 ＡＤ 大鼠模型。 大鼠被随机分为

６ 组：对照组、模型组、低剂量 ６⁃姜酚组（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、中剂量

６⁃姜酚组（７５ ｍｇ ／ ｋｇ）、高剂量 ６⁃姜酚组（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）和阳性

对照组（盐酸多尼哌齐 ０. ９ ｍｇ ／ ｋｇ）。 通过神经损伤评分评

估大鼠神经损伤程度，干 ／湿法检测脑含水量，ＨＥ 染色检测

海马体组织学损伤程度。 流式细胞术和 ＴＵＮＥＬ 染色检测海

马体细胞凋亡。 ＥＬＩＳＡ 检测 ｉＮＯＳ、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ
和 ＭＤＡ 的蛋白水平。 其中 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｗｎｔ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达量。 结果　 与模

型组相比，在 ６⁃姜酚治疗后，神经损伤评分降低，脑含水量减

少，细胞凋亡率降低，促炎细胞因子 ｉＮＯＳ、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的
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表达量下调，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 的蛋白含量上调，而 ＭＤＡ 蛋白

含量下调。 Ｗｎｔ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达量均

上调。 结论　 ６⁃姜酚通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路缓解

ＡＤ 大鼠细胞凋亡、氧化应激和神经炎症。
关键词　 ６⁃姜酚；ＡＤ 大鼠模型；细胞凋亡；氧化应激；神经炎

症；Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
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　 　 阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ）是世

界范围内导致痴呆的最常见原因，部分原因是世界

人口老龄化。 这种神经退行性疾病有两个典型的临

床特征：记忆丧失和认知障碍。 ＡＤ 的主要病理特

征是淀粉样蛋白斑块沉积和过度磷酸化的 ｔａｕ 蛋白

神经原纤维缠结、细胞凋亡、自噬功能障碍、神经炎

症、氧化应激和线粒体功能障碍［１］。 尽管 ＡＤ 带来

了重大的公共健康问题，但目前仅有 ５ 种药物被批

准用于治疗 ＡＤ，而这些药物的作用是控制症状、延
缓痴呆症的发作，从而减慢病程加剧的速率［２］。 研

究［３］表明Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的持续缺失是 ＡＤ
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