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摘要　 目的　 探究消退素 Ｄ１（ＲＶＤ１）对衰老大鼠心肌细胞

自噬与凋亡的调控作用以及对心肌组织线粒体 － 内质网偶

联（ＭＡＭｓ）的影响。 方法　 将 ３０ 只 １８ 月龄 ＳＤ 大鼠按数字

随机表法分为模型组、低剂量 ＲＶＤ１ 组、高剂量 ＲＶＤ１ 组，每
组 １０ 只，另取 １０ 只 ６ 月龄 ＳＤ 大鼠作为对照组，低剂量

ＲＶＤ１ 组和高剂量 ＲＶＤ１ 组分别尾静脉注射 ５０、１００ ｎｇ ／ ｍｌ
ＲＶＤ１，对照组和模型组同时注射等量磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），
持续干预 ２１ ｄ；对 －硝基苯酚法测定大鼠心肌组织 β － 半乳

糖苷酶活性，苏木精 － 伊红（ＨＥ）染色检测大鼠心肌组织病

理形态学变化，Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠心肌组织内胶原沉积

情况，末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ 原位末端标记

（ＴＵＮＥＬ）染色检测大鼠心肌细胞凋亡情况，免疫组化 Ｓ⁃Ｐ 法

检测大鼠心肌组织自噬标志物微管相关蛋白 ３（ＬＣ３）表达，
蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）测定大鼠心肌组织中 ＬＣ３⁃
Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值、自噬效应蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ｐ６２）表达水平，透
射电镜观察大鼠心肌组织内 ＭＡＭｓ 结构变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
测定大鼠心肌组织中葡萄糖调节蛋白 ７５（ＧＲＰ７５）、电压依

赖性阴离子通道 １（ＶＤＡＣ１）及线粒体融合蛋白 ２（Ｍｆｎ２）表
达水平。 结果 　 与模型组比较，低剂量 ＲＶＤ１ 组与高剂量

ＲＶＤ１ 组的大鼠心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性降低 （ Ｐ ＜
０. ０５），心肌纤维断裂与心肌细胞损伤明显减轻，胶原纤维沉

积明显减少，心肌组织内 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例减少（Ｐ ＜
０. ０５），ＬＣ３ 蛋白阳性率增加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值

升高、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白相对表达量上调而 ｐ６２ 蛋白相对表达量

下调（Ｐ ＜ ０. ０５），ＭＡＭｓ 结构较为紧密，占线粒体周长百分比

也增加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１ 及 Ｍｆｎ２ 蛋白相对表达量

均上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与低剂量 ＲＶＤ１ 组比较，高剂量 ＲＶＤ１ 组

大鼠心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性进一步降低（Ｐ ＜ ０. ０５），心
肌组织未见明显损伤，胶原纤维沉积进一步减少，心肌组织

内 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例减少（Ｐ ＜ ０. ０５），ＬＣ３ 蛋白阳性率增

加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值升高且 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白相对

表达量上调、ｐ６２ 蛋白相对表达量下调（Ｐ ＜ ０. ０５），ＭＡＭｓ 结

构更加紧密，其占线粒体周长百分比进一步增加 （Ｐ ＜

０. ０５），同时，ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１ 及 Ｍｆｎ２ 蛋白相对表达量均进

一步上调（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＲＶＤ１ 能够激活衰老大鼠心肌

细胞自噬，减轻心肌细胞凋亡与胶原纤维沉积，并促进线粒

体 －内质网偶联。
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　 　 衰老是一种常见且不可避免的自然现象。 临床

资料［１］显示，衰老过程中心脏病的易感性增加，心
脏主要出现左心室肥厚、心肌纤维化增加、心功能不

全等变化，并引起一系列心血管疾病［２ － ３］。 线粒体

－ 内质网偶联 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ， ＭＡＭｓ）是内质网和线粒体外

膜之间的物理连接位点，密切参与从内质网到线粒

体的应激信号转导。 研究［４］ 表明，在衰老过程中心

脏和骨骼肌中 ＭＡＭｓ 结构发生变化，其完整性遭到

破坏，ＭＡＭｓ 相关蛋白表达减少。 由此推测，ＭＡＭｓ
可能是衰老相关心肌损伤的一个关键靶点。
　 　 消退素 Ｄ１（ＲｅｓｏｌｖｉｎＤ１， ＲＶＤ１）是一种源自 ｏ⁃
ｍｅｇａ⁃３ 多不饱和脂肪酸的脂质介质。 研究［５］ 表明，
ＲＶＤ１ 能够减少血管紧张素Ⅱ引发的中性粒细胞和

巨噬细胞浸润，抑制心脏肥大、间质和血管周围纤维

化以及高血压的发生。 然而，ＲＶＤ１ 能否在衰老中

对心肌组织起到保护作用目前尚不明确。 因此，该
研究通过观察 ＲＶＤ１ 对自然衰老大鼠心肌组织的影

响，探讨衰老所致心肌受损的相关机制，以期为衰老

相关心肌损伤的治疗提供新思路。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 实验动物选用 ３０ 只 １８ 月龄 ＳＤ 大

鼠和 １０ 只 ６ 月龄 ＳＤ 大鼠，均为雄性，由海南药物研

究所有限责任公司提供［生产合格证号：ＳＣＸＫ（琼）
２０２０⁃０００７］。 实验期间将大鼠饲养于 ＳＰＦ 级饲养室

［使用合格证号：ＳＹＸＫ（琼）２０２２⁃００１３］，定期更换

垫料，给予充足水源与饲料，温度为 ２２ ～ ２４ ℃，相对
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湿度为 ４５％ ～ ５５％ ，光照 ／黑暗各 １２ ｈ 交替模拟正

常昼 夜。 ＲＶＤ１ （ 美 国 ＣｈｅｍｅＧｅｎ 公 司， 批 号：
ＣＹ１０９３６，纯度：９８％ ），心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性

检测试剂盒（北京索莱宝生物公司），Ｍａｓｓｏｎ 试剂盒

与 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒（北京百奥博莱生

物公司），ＨＥ 染色试剂盒、４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚

（４′，６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染料、二喹啉

甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒、聚
偏氟乙烯（ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜及电化

学发光分析（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显影液

（上海碧云天生物研究所），免疫组化 Ｓ⁃Ｐ 法试剂盒

（武 汉 伊 莱 瑞 特 生 物 公 司 ）， 环 氧 树 脂 ８１２
（ｅｐｏｎａｔｅ８１２，Ｅｐｏｎ８１２）（美国 Ｔｅｄ Ｐｅｌｌａ 公司），醋酸

双氧铀与枸橼酸铅（北京海德创业生物公司），放射

免疫沉淀法（ ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）
蛋白裂解液（上海贝博生物公司），兔抗大鼠微管相

关蛋白 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＬＣ３）多克

隆抗体、兔抗大鼠 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 多克隆抗体、兔抗人 ｐ６２
多克隆抗体、兔抗人葡萄糖调节蛋白 ７５ （ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ７５，ＧＲＰ７５）多克隆抗体、兔抗人电

压依赖性阴离子通道 １（ｖｏｌｔ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ
１，ＶＤＡＣ１）多克隆抗体、兔抗人线粒体融合蛋白 ２
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，Ｍｆｎ２）多克隆抗体、兔
抗人甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）多克隆抗体及辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体（英国 Ａｂｃａｍ 公

司）。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 动物分组、给药与处理 　 将 ３０ 只 １８ 月龄

ＳＤ 大鼠按数字随机表法分为模型组、低剂量 ＲＶＤ１
组、高剂量 ＲＶＤ１ 组，每组 １０ 只，另取 １０ 只 ６ 月龄

ＳＤ 大鼠作为对照组。 参考文献［６］中的给药剂量，低
剂量 ＲＶＤ１ 组和高剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠分别尾静脉注

射 ５０、１００ ｎｇ ／ ｍｌ ＲＶＤ１，剂量为 ２ μｌ，每日 １ 次，对照

组和模型组同时注射等量 ＰＢＳ，持续干预 ２１ ｄ。 末

次给药 １２ ｈ 后，处死各组大鼠并快速取出心脏组

织，预冷的生理盐水洗涤后，一部分置于 ４％多聚甲

醛中固定，另一部分置于液氮中冷冻后存于 － ８０ ℃
冰箱备用。
１． ２． ２　 对 － 硝基苯酚法测定大鼠心肌组织 β⁃半乳

糖苷酶活性　 取适量各组大鼠的心肌组织，按照组

织质量（ｇ） ∶ 提取液体积（ｍｌ）为 １ ∶ １０ 的比例加入

提取液，置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，离心机 ４ ℃ １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取上清液，使用 β⁃半乳糖苷酶

活性检测试剂盒测定各组样本内 β⁃半乳糖苷酶活

性，建立标准曲线，按照样本蛋白浓度计算酶活性。
１． ２． ３ 　 ＨＥ 染色检测大鼠心肌组织病理形态学变

化　 将置于 ４％多聚甲醛固定好的各组大鼠心肌组

织取出，浸入梯度乙醇中脱水，二甲苯中透明，并包

埋在融化的石蜡中。 将包埋好的蜡块切成 ５ μｍ 厚

的组织切片，放于 ６０ ℃烤箱烤干 ３０ ｍｉｎ，脱蜡水化，
进行 ＨＥ 染色。 染色结束后，滴加中性树胶封固，室
温晾干，光学显微镜下观察心肌组织变化并拍照。
１． ２． ４　 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠心肌组织内胶原沉积

　 取制备好的各组大鼠心肌组织切片，常规脱水透

明，按照 Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒说明书步骤，加入 Ｍａｓ⁃
ｓｏｎ 染色工作液室温染色，浸洗干净，滴加中性树胶

封固，室温晾干，光学显微镜下观察心肌组织胶原纤

维沉积情况并拍照，镜下蓝染为胶原纤维沉积区域。
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析胶原纤维沉积情况，计算心肌组织

胶原容积分数（ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ），ＣＶＦ
＝胶原蓝染面积 ／组织总面积 × １００％ 。
１． ２． ５　 ＴＵＮＥＬ 染色检测大鼠心肌细胞凋亡　 取制

备好的各组大鼠心肌组织切片，常规脱水透明，加入

蛋白酶 Ｋ 修复，破膜处理，采用 ＴＵＮＥＬ 试剂盒检测

心肌细胞凋亡，加入 ＴＵＮＥＬ 工作液染色，ＰＢＳ 清洗

后，加入 ＤＡＰＩ 染细胞核，滴加抗荧光淬灭封片剂封

固，室温晾干，置于荧光显微镜下观察心肌细胞凋亡

情况并拍照，镜下绿色荧光标记的细胞为 ＴＵＮＥＬ 阳

性，代表细胞凋亡，蓝色荧光标记的为细胞核，随机

选择 ６ 个视野计数，以 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数目与总细

胞数目之比记为 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例。
１． ２． ６　 免疫组化 Ｓ⁃Ｐ 法检测大鼠心肌组织自噬标

志物 ＬＣ３ 表达 　 各组大鼠心肌组织切片经脱水透

明后，浸入修复液中微波炉加热原修复，３％ 过氧化

氢阻断内源性过氧化物酶，破膜处理后，双蒸水清洗

切片，以山羊血清室温封闭 ３０ ｍｉｎ，加入稀释后的兔

抗大鼠 ＬＣ３ 多克隆抗体（１ ∶ ２００），４ ℃孵育过夜。
弃一抗液，ＰＢＳ 清洗后甩干切片，加入稀释后的辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体（１ ∶ ２００），３７
℃孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗，使用即用型 ＤＡＢ 显色，苏
木精复染，再次脱水透明，滴加中性树胶封固，室温

晾干，光学显微镜下观察心肌组织染色情况并拍照，
镜下棕色至棕褐色染色为 ＬＣ３ 蛋白阳性表达，Ｉｍ⁃
ａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析蛋白阳性表达区域占总区域

比例，记为 ＬＣ３ 蛋白阳性率。
１． ２． ７　 透射电镜观察大鼠心肌组织内 ＭＡＭｓ 形成

　 收集的各组大鼠心肌组织用 ３％戊二醛固定，１％
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锇酸再固定，使用梯度酒精和丙酮对样品进行脱水，
Ｅｐｏｎ８１２ 包埋，切成超薄切片，固定至铜网，进行醋

酸双氧铀与枸橼酸铅染色，室温下干燥过夜，透射电

镜下进行成像并拍照，Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件测量线粒

体 －内质网偶联与线粒体周长，分析线粒体 － 内质

网偶联长度占线粒体周长比例。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定大鼠心肌组织自噬相关

蛋白与 ＭＡＭｓ 相关蛋白表达 　 从 － ８０ ℃冰箱中取

出各组大鼠心肌组织样品，加入 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液，
研磨匀浆后，冰上静置 ３０ ｍｉｎ，离心机 ４ ℃ １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清液即为样本总蛋白，ＢＣＡ
法蛋白定量，获得蛋白浓度。 将蛋白煮沸变性，制备

１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶并待其凝固后，取等量 ３０ μｇ 蛋

白加样，电泳分离后切下目的条带，电转至 ＰＶＤＦ
膜。 浸入 ５％脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ，以减少非特异

性结合。 加入稀释后的各一抗（１ ∶ １ ０００），４ ℃孵

育过夜。 弃一抗液，ＴＢＳＴ 洗膜，加入稀释后的对应

二抗（１ ∶ ５ ０００），室温孵育 １ ｈ。 ＴＢＳＴ 再次洗膜，采
用 ＥＣＬ 显影，凝胶成像显影仪中成像并保存图像，
Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析目的条带灰度值，以目的蛋

白与内参蛋白 ＧＡＰＤＨ 的灰度比值来表示目的蛋白

相对表达量。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ３０ 软件

进行数据分析并绘制统计图。 符合正态分布的计量

资料以均数 ±标准差（�ｘ ± ｓ）表示。 采用单因素方差

分析法进行多组间数据统计分析，采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验

进行组间两两数据比较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 各组大鼠心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性比较　
各组大鼠心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性之间差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ２６４. １２７，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与对照组比

较，模型组大鼠心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性升高（Ｐ
＜ ０. ０５）；与模型组比较，低剂量 ＲＶＤ１ 组与高剂量

ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性降低（Ｐ
＜ ０. ０５），且高剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织 β⁃半乳

糖苷酶活性低于低剂量 ＲＶＤ１ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图

１。

图 １　 各组大鼠心肌组织 β⁃半乳糖苷酶活性检测结果

　 　 １：对照组；２：模型组；３：低剂量 ＲＶＤ１ 组；４：高剂量 ＲＶＤ１ 组；与

对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与低剂量 ＲＶＤ１
组比较：＾Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 各组大鼠心肌组织病理形态学变化情况比较

　 ＨＥ 染色结果显示，对照组大鼠心肌组织结构清

晰，心肌细胞整齐排列，染色均匀；模型组大鼠心肌

组织发生明显损伤，心肌纤维排列紊乱且有断裂，心
肌细胞出现坏死、水肿现象；与模型组比较，低剂量

ＲＶＤ１ 组与高剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠心肌纤维与心肌细

胞形态明显得到改善，此外，高剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠心

肌组织趋于对照组，未见明显损伤。 见图 ２。
２． ３　 各组大鼠心肌组织胶原纤维沉积情况比较　
Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示，各组大鼠心肌组织 ＣＶＦ 之间

差异有统计学意义（Ｆ ＝ ３１４. ２５９，Ｐ ＜ ０. ００１）。 对照

组大鼠心肌组织内未见明显蓝染的胶原纤维沉积，
而模型组大鼠心肌组织内有大量蓝染的胶原纤维沉

积，ＣＶＦ 升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型组比较，低剂量

ＲＶＤ１组与高剂量ＲＶＤ１组大鼠心肌组织内蓝染的

图 ２　 各组大鼠心肌组织病理形态学变化　 ＨＥ ×１００
黑色箭头：坏死、肿胀心肌细胞
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胶原纤维沉积均明显减少，ＣＶＦ 降低（Ｐ ＜ ０. ０５），且
高剂量 ＲＶＤ１ 组要 ＣＶＦ 低于低剂量 ＲＶＤ１ 组（Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ３。
２． ４　 各组大鼠心肌细胞凋亡比较　 ＴＵＮＥＬ 染色结

果显示，各组大鼠心肌组织 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例之

间差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４７８. ８４１，Ｐ ＜ ０. ００１）。 模

型组大鼠心肌组织内 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例（６４. ２８
± ６. ０４）％多于对照组（２. １６ ± ０. ２２）％ （Ｐ ＜ ０. ０５），

心肌细胞凋亡明显；与模型组比较，低剂量 ＲＶＤ１ 组

与高剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织内 ＴＵＮＥＬ 阳性细

胞比例（１９. ８７ ± １. ７９）％ 、（１２. ３０ ± １. １６）％均减少

（Ｐ ＜ ０. ０５），心肌细胞凋亡受到抑制；与低剂量

ＲＶＤ１ 组比较，高剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织内

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞比例进一步减少（Ｐ ＜ ０. ０５），心肌

细胞凋亡更少。 见图 ４。
２ ． ５　 各组大鼠心肌组织内自噬水平比较　 免疫组

图 ３　 各组大鼠心肌组织胶原沉积染色结果　 Ｍａｓｓｏｎ × １００
　 　 Ａ：Ｍａｓｓｏｎ 染色检测各组大鼠心肌组织纤维化，黑色箭头代表胶原

纤维沉积；Ｂ：各组大鼠心肌组织 ＣＶＦ 统计结果；１：对照组；２：模型组；
３：低剂量 ＲＶＤ１ 组；４：高剂量 ＲＶＤ１ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模

型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与低剂量 ＲＶＤ１ 组比较：＾Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 各组大鼠心肌细胞凋亡检测结果　 ＴＵＮＥＬ × １００
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图 ５　 各组大鼠心肌组织自噬标志物 ＬＣ３ 表达检测结果　 Ｓ⁃Ｐ × １００
　 　 Ａ：Ｓ⁃Ｐ 染色检测各组大鼠心肌组织 ＬＣ３ 阳性表达；Ｂ：各组大鼠心

肌组织 ＬＣ３ 蛋白阳性率统计结果；１：对照组；２：模型组；３：低剂量 ＲＶＤ１
组；４：高剂量 ＲＶＤ１ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜
０. ０５；与低剂量 ＲＶＤ１ 组比较：＾Ｐ ＜ ０. ０５

化 Ｓ⁃Ｐ 法结果显示，各组大鼠心肌组织内自噬标志

物 ＬＣ３ 蛋白阳性率之间差异有统计学意义（Ｆ ＝
２８８. ６４５，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与对照组比较，模型组大鼠

心肌组织内 ＬＣ３ 蛋白阳性率下降（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模

型组比较，低剂量 ＲＶＤ１ 组与高剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠

心肌组织内 ＬＣ３ 蛋白阳性率增加（Ｐ ＜ ０. ０５），且高

剂量 ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织内 ＬＣ３ 蛋白阳性率高

于低剂量 ＲＶＤ１ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。
　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，各组大鼠心肌组织

内 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ｐ６２ 蛋白相对表

达量之间差异有统计学意义（Ｆ ＝ ５６. ２４１、８９. ４７２、
１３２. ４１８，均 Ｐ ＜ ０. ００１）。 与对照组比较，模型组大

鼠心肌组织内 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值下降，Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋

白相对表达量下调而 ｐ６２ 蛋白相对表达量上调（Ｐ
＜ ０. ０５）；与模型组比较，低剂量 ＲＶＤ１ 组与高剂量

ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织内 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值升高，
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白相对表达量上调而 ｐ６２ 蛋白相对表达

量下调（Ｐ ＜ ０. ０５）；与低剂量 ＲＶＤ１ 组比较，高剂量

ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织内 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值进一

步升高，且 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白相对表达量上调、ｐ６２ 蛋白

相对表达量下调（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ６。
２． ６　 各组大鼠心肌组织内 ＭＡＭｓ 变化情况比较　
透射电镜观察结果显示，与对照组比较，模型组大鼠

心肌组织 ＭＡＭｓ 结构疏松，占线粒体周长百分比减

少（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型组比较，低剂量 ＲＶＤ１ 组与高

剂量 ＲＶＤ１ 组 ＭＡＭｓ 结构较为紧密，占线粒体周长

百分比增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与低剂量 ＲＶＤ１ 组比较，高
剂量 ＲＶＤ１ 组 ＭＡＭｓ 结构更加紧密，占线粒体周长

百分比也增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ７。

图 ６　 各组大鼠心肌组织内自噬相关蛋白表达检测结果

　 　 Ａ：各组大鼠心肌组织中 ＬＣ３⁃Ⅰ、ＬＣ３⁃Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ｐ６２ 蛋白电

泳条带；Ｂ：各组大鼠心肌组织 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ｐ６２

蛋白相对表达量统计结果；１：对照组；２：模型组；３：低剂量 ＲＶＤ１ 组；

４：高剂量 ＲＶＤ１ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜

０. ０５；与低剂量 ＲＶＤ１ 组比较：＾Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ７　 各组大鼠心肌组织内 ＭＡＭｓ结构变化观察结果

　 　 Ａ：各组大鼠心肌组织心肌组织 ＭＡＭｓ 结构图，上图 × １０ ０００，下图

× ２０ ０００；Ｂ：各组大鼠心肌组织 ＭＡＭｓ 占线粒体周长百分比统计结果；
１：对照组；２：模型组；３：低剂量 ＲＶＤ１ 组；４：高剂量 ＲＶＤ１ 组；与对照组

比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与低剂量 ＲＶＤ１ 组比较：＾Ｐ
＜ ０. ０５

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，各组大鼠心肌组织

内 ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１、Ｍｆｎ２ 蛋白相对表达量之间差异

有统计学意义（Ｆ ＝ １１２. ４５７、６４. １９３、４５. ２０８，均 Ｐ ＜
０. ００１）。 与对照组比较，模型组大鼠心肌组织中

ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１ 及 Ｍｆｎ２ 蛋白相对表达量下调（Ｐ ＜
０. ０５）；与模型组比较，低剂量 ＲＶＤ１ 组与高剂量

ＲＶＤ１ 组大鼠心肌组织中 ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１ 及 Ｍｆｎ２
蛋白相对表达量上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；高剂量 ＲＶＤ１ 组

大鼠心肌组织中 ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１ 及 Ｍｆｎ２ 蛋白相对

表达量均要高于低剂量 ＲＶＤ１ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图

８。

３　 讨论

　 　 关于 ＲＶＤ１ 在心血管疾病中的保护作用已有报

道，例如，Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［７］ 研究表明 ＲＶＤ１ 改善了阿霉

素诱导的小鼠心脏毒性，减少心肌细胞凋亡，其机制

可能与抑制炎症、氧化应激和内质网应激有关；Ｓａ⁃
ｌａｓ⁃Ｈｅｒｎáｎｄｅｚ ｅｔ ａｌ［８］指出 ＲＶＤ１ 能够抑制血管紧张

素 ＩＩ 诱导的心脏成纤维细胞分泌细胞炎症因子与

细胞黏附蛋白，减轻心脏组织重塑，并有助于受损心

脏组织的修复。 该研究通过使用 ＲＶＤ１ 处理衰老大

鼠后，检测结果显示，心肌组织内β⁃半乳糖苷酶活

图 ８　 各组大鼠心肌组织内 ＭＡＭｓ相关蛋白表达检测结果

　 　 Ａ：各组大鼠心肌组织中 ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１、Ｍｆｎ２ 蛋白电泳条带；
Ｂ：各组大鼠心肌组织 ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１、Ｍｆｎ２ 蛋白相对表达量统计结

果；１：对照组；２：模型组；３：低剂量 ＲＶＤ１ 组；４：高剂量 ＲＶＤ１ 组；与
对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与低剂量 ＲＶＤ１
组比较：＾Ｐ ＜ ０. ０５
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性降低，心肌纤维与心肌细胞受损得到改善，蓝染的

胶原纤维沉积减少，由此说明，ＲＶＤ１ 能够有效改善

衰老大鼠心肌受损现象。
　 　 自噬是一种广泛存在于真核细胞中的代谢途

径，通过溶酶体机制降解受损的细胞器和蛋白质。
已知自噬在衰老的心肌组织中受到抑制，会导致心

肌细胞稳态降低，促使心肌细胞凋亡，相反，增强自

噬有助于减缓衰老相关心肌细胞凋亡、心脏肥大及

纤维化，延缓心脏衰老［９］。 一旦自噬被激活，可溶

性 ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白通过磷脂酰乙醇胺的共价偶联形成

ＬＣ３⁃Ⅱ，这对于自噬体的生成和伸长至关重要，因
此，ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值降低则表明自噬受限［１０］。
该研究通过对衰老大鼠心肌组织进行检测显示，
ＬＣ３ 蛋白阳性率下降，ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值下降，Ｂｅ⁃
ｃｌｉｎ⁃１ 蛋白相对表达量下调，ｐ６２ 蛋白相对表达量上

调，ＴＵＮＥＬ 标记的心肌细胞凋亡增加，以上结果说

明衰老大鼠心肌组织内自噬功能障碍，增加了心肌

细胞凋亡。 而 ＲＶＤ１ 处理的衰老大鼠心肌组织中

ＬＣ３ 蛋白阳性率增加，ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ比值升高，Ｂｅ⁃
ｃｌｉｎ⁃１ 蛋白相对表达量上调而 ｐ６２ 蛋白相对表达量

下调，ＴＵＮＥＬ 标记的心肌细胞凋亡明显减少，该结

果显示 ＲＶＤ１ 能够提高衰老大鼠心肌组织内自噬水

平，抑制心肌细胞凋亡。
　 　 ＭＡＭｓ 介导多种细胞功能，包括钙稳态调节、脂
质代谢、未折叠蛋白反应、线粒体动力学、自噬等，这
些都是心血管疾病的关键危险因素。 此外，ＭＡＭｓ
与衰老或衰老过程密切相关，已知衰老性肌萎缩的

发生与 ＭＡＭｓ 处钙离子转移异常、内质网应激等有

关，通过运动调节 ＭＡＭｓ 能够缓解衰老性肌萎

缩［１１］。 有研究［１２］ 表明，ＨＩＶ⁃１ 病毒 ＴＡＴ 蛋白诱导

神经元细胞会破坏 ＭＡＭｓ 结构，引起活性氧（ ｒｅａｃ⁃
ｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）积累及线粒体应激，并改变

ＭＡＭｓ 相关蛋白表达，从而导致大脑过早衰老。
ＭＡＭｓ 的形成依赖于内质网和线粒体上的互补膜蛋

白将两个细胞器在特定位置连接在一起。 因此，
ＭＡＭｓ 上某些蛋白质的缺失或某些蛋白之间相互作

用的 中 断 会 导 致 ＭＡＭｓ 结 构 和 功 能 的 破 坏。
ＶＤＡＣ１ 通过 ＧＲＰ７５ 与内质网上的肌醇 １，４，５⁃三磷

酸 １ 型受体相互作用，介导钙离子从内质网转移到

线粒体上，这对于维持 ＭＡＭｓ 结构与功能至关重

要［１３］。 Ｍｆｎ２ 在 ＭＡＭｓ 有定位，通过形成同源或异

源二聚体将 ２ 个相邻的线粒体与 Ｍｆｎ１ 连接起来来

介导外线粒体膜融合，其功能丧失会降低线粒体融

合效率并诱导线粒体碎裂，破坏 ＭＡＭｓ［１４］。 该研究

经检测显示，衰老大鼠心肌组织 ＭＡＭｓ 结构疏松，
占线粒体周长百分比减少，ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１ 及 Ｍｆｎ２
蛋白相对表达量也下调，说明心肌组织内 ＭＡＭｓ 结

构与功能受损。 此外，经过 ＲＶＤ１ 处理的衰老大鼠

心肌组织 ＭＡＭｓ 结构较为紧密，占线粒体周长百分

比增加，同时，ＧＲＰ７５、ＶＤＡＣ１ 及 Ｍｆｎ２ 蛋白相对表

达量也上调，由此推测，ＲＶＤ１ 能够调节衰老大鼠心

肌组织内 ＭＡＭｓ，从而对心肌组织起到保护作用。
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ａｎｄ １００ ｎｇ ／ ｍｌ ＲＶＤ１ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｖｅｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ （ＰＢＳ） ｆｏｒ ２１ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｐ⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ （ＨＥ） ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄＵＴＰ ｉｎ ｓｉｔｕ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅ⁃
ｏｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＴＵＮＥＬ）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍａｒｋｅｒ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ＬＣ３） ｗａｓ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓ⁃Ｐ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ｐ６２ ｉｎ ｒａｔ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＡＭｓ ｉｎ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ７５ （ＧＲＰ７５）， ｖｏｌｔ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ １ （ＶＤＡＣ１） ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （Ｍｆｎ２） ｉｎ ｒａｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｏｗ⁃
ｄｏｓｅ ＲＶＤ１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ＲＶＤ１ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｆｉｂｅｒ ｂｒｅａｋａｇｅ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＴＵＮＥＬ ｐｏｓｉ⁃
ｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＬＣ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ
ｒａｔｉｏ ｏｆ ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａ⁃
ｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＡＭｓ ｗａｓ ｔｉｇｈｔｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＭＡＭｓ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＧＲＰ７５， ＶＤＡＣ１ ａｎｄ Ｍｆｎ２ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ＲＶＤ１ ｇｒｏｕｐ， β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ＲＶＤ１ ｇｒｏｕｐ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｔｉｓｓｕｅ， ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＴＵＮＥＬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＬＣ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ＬＣ３⁃Ⅱ ／ ＬＣ３⁃Ⅰ ｒａｔｉｏ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｐ６２ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
（Ｐ ＜ ０. ０５），ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭＡＭｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐａｃｔ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧＲＰ７５， ＶＤＡＣ１ ａｎｄ Ｍｆｎ２ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜
０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＲＶＤ１ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ，
ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｉｎ ａｇｉｎｇ ｒａｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ａｇｉｎｇ； ＲｅｓｏｌｖｉｎＤ１； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ； ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ； ａｕ⁃
ｔｏｐｈａｇｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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