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摘要　 目的 　 探讨恩格列净（ ＥＭＰＡ） 在心肌缺血再灌流

（ＭＩ ／ Ｒ）损伤中的作用及机制。 方法　 利用大鼠离体心脏缺

血 ４０ ｍｉｎ 再灌流 ２ ｈ 模型，４０ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机分为：对
照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＭＩ ／ Ｒ 组、２. ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组（ＥＭＰＡ
＋ ＭＩ ／ Ｒ） 以及 ＥＭＰＡ ＋ １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 沉默信息调节因子 １
（ＳＩＲＴ１）抑制剂 ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组（ＥＭＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ），
记录心脏功能、心肌纤维形态、心肌梗死面积，ＥＬＩＳＡ 检测心

肌中丙二醛（ＭＤＡ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和琥珀酸

脱氢酶（ＳＤＨ）活性，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＳＯＤ２、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达，ＤＨＥ 染色检测

ＲＯＳ 的含量。 结果　 和对照组比较，ＭＩ ／ Ｒ 组心脏功能降低，
心肌纤维断裂，心肌梗死面积、 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 以及 ｇｐ９１ｐｈｏｘ 表达、ＭＤＡ 含量均增加，而 ＳＯＤ 和

ＳＤＨ 活性以及 ＳＯＤ２ 和 ＳＩＲＴ１ 表达减少，ＲＯＳ 含量增加；和
ＭＩ ／ Ｒ 组比较，ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组能提高心脏功能，减轻心肌纤

维断裂，降低心肌梗死面积、Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
和 ｇｐ９１ｐｈｏｘ表达以及 ＭＤＡ 含量，并能增加 ＳＯＤ 和 ＳＤＨ 活性

以及 ＳＯＤ２ 和 ＳＩＲＴ１ 表达，同时降低 ＲＯＳ 含量；然而，ＥＸ５２７
可以逆转 ＥＭＰＡ 对 ＭＩ ／ Ｒ 心脏的保护作用。 结论　 ＥＭＰＡ 激

活 ＳＩＲＴ１ 抑制线粒体氧化应激和细胞凋亡，减轻 ＭＩ ／ Ｒ 损

伤。
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　 　 缺血性心脏病是世界范围内严重危害人类健康

的重要原因，再灌注治疗是挽救缺血心肌的关

键［１］，然而再灌注损伤的存在极大限制了治疗效

果，因此探讨心肌缺血再灌流（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， ＭＩ ／ Ｒ）损伤的发病机制，寻找有效的治

疗方法一直是基础和临床研究的热点和难点。 Ｓｉｒ⁃
ｔｕｉｎｓ 是一类高度保守的组蛋白去乙酰化酶家族，其
中沉默信息调节因子 １（ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ，

ＳＩＲＴ１）在心血管系统中研究最为广泛［２］，在应激下

调控心肌细胞的存活和生长；此外，ＳＩＲＴ１ 在缺血再

灌流损伤中保护心肌细胞免受氧化应激和细胞凋亡

的影响［３］。
　 　 钠 －葡萄糖协同转运蛋白 ２（ｓｏｄｉｕｍ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏ⁃
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ２， ＳＧＬＴ２）抑制剂如恩格列净（ ｅｍｐａｇｌｉ⁃
ｆｌｏｚｉｎ， ＥＭＰＡ）是一类新型的降糖物，选择性抑制肾

近端小管 ＳＧＬＴ２ 对葡萄糖的重吸收，降低血糖［４］。
ＥＭＰＡ 还表现出了不依赖降糖的心血管保护功能，
包括降低血压、血脂和尿酸，控制体质量和改善肾功

能损伤等［５］。 ＥＭＰＡ⁃ＲＥＧ ＯＵＴＣＯＭＥ 试验首次证实

了 ＥＭＰＡ 具有心血管保护作用［６］。 因此，该研究拟

采用离体心脏 ＭＩ ／ Ｒ 模型，探讨 ＥＭＰＡ 通过激活

ＳＩＲＴ１ 信号改善非糖尿病大鼠 ＭＩ ／ Ｒ 中氧化应激和

细胞凋亡的作用。

１　 材料与方法

１． １ 　 试剂与动物 　 ＥＭＰＡ 和氯化三苯基四氮唑

（ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化

酶（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 和琥珀酸脱氢酶

（ｓｕｃｃｉｎｏｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＳＤＨ）含量和活性检测试剂

盒购自上海碧云天生物技术有限公司；ＥＸ５２７ 购自

美国 Ｓｉｇｍａ 公司，先用 ＤＭＳＯ 溶解后再用灌流液稀

释；Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＳＯＤ２、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和

ＳＩＲＴ１ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｉｎａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；
ＧＡＰＤＨ、辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠和山羊抗

兔二抗购自武汉三鹰生物技术有限公司；４０ 只 ８ 周

龄雄性 ＳＤ 大鼠购自南方科技大学实验动物中心，
体质量约 ２２０ ｇ，实验动物生产使用许可证：ＳＹＸＫ
（粤）２０１７⁃０１７０，实验动物在标准环境下饲养，自由

饮水、饮食，所有动物操作经南方科技大学实验动物

伦理委员会同意，并严格按照标准实施。
１． ２　 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 离体心脏灌流和实验分组　 采用

以往离体心脏灌流的方法［７］，简述如下：２％ 异氟烷

吸入式麻醉大鼠，固定在恒温手术台，快速暴露心脏

并游离，将心脏固定在 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ 主动脉逆行灌流

管口，用 Ｋｒｅｂｓ⁃Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ（ＫＨ）液灌流 ２０ ｍｉｎ，ＫＨ 液
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包含：１１８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３、４. ７５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、０. ９４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＨ２ＰＯ４、１. ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ⁃
ＳＯ４、 １. ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２、 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｌｕｃｏｓｅ、 ０. ４
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｏｌｅａｔｅ、１％ 牛血清白蛋白、１０ ｍＵ ／ ｍｌ 胰岛

素，维持 ３７ ℃，ｐＨ ７. ４；将含有液体的球囊插入左

室，连接 Ｃｈａｒｔ ８ 数据采集系统，监测左室压力变化，
调节球囊内液体使各组初始左室舒张末压为 ０. ６７
ｋＰａ。 实验随机分为：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、心肌缺血再

灌流组 （ ＭＩ ／ Ｒ）、 ＥＭＰＡ 联合 ＭＩ ／ Ｒ 组 （ ＥＭＰＡ ＋
ＭＩ ／ Ｒ）以及 ＥＭＰＡ 和 ＥＸ５２７ 联合ＭＩ ／ Ｒ 组（ＥＭＰＡ ＋
ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ）；心脏缺血 ４０ ｍｉｎ，再灌流 ２ ｈ，ＥＭ⁃
ＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组再灌流开始前给予 ２. ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＭＰＡ
处理 １０ ｍｉｎ，ＥＭＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组再灌流开始

前先给予 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＸ５２７ 处理 ５ ｍｉｎ，再给予 ２. ５
ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＭＰＡ 处理 １０ ｍｉｎ。 根据以往文献报道［７］ 确

定 ＥＭＰＡ 的浓度。
１． ３　 心肌梗死面积的测量　 实验结束后，快速用干

冰将心脏冰冻，沿心脏纵轴将心脏切成约 ２ ｍｍ 薄

片，将中间的一片放入 １％ ＴＴＣ 溶液中 ３７ ℃避光水

浴 １５ ｍｉｎ，再放入 ４％ 多聚甲醛中固定 ２ ｄ，拍照后

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量面积，心肌梗死面积比例 ＝白色

区面积 ／总面积 １００％ 。
１． ４　 心脏功能的记录　 利用 Ｃｈａｒｔ ８ 数据采集系统

（ＡｄＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）记录左室压力（Ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｒｅｓ⁃
ｓｕｒｅ，ＬＶＰ）、左室收缩峰压（ Ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｏｌｉｃ
ｐｅａｋ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＳＰ）和左室舒张末压（ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕ⁃
ｌａｒ ｅｎｄ⁃ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＬＶＥＤＰ）的变化，比较各组

ＬＶＳＰ 和 ＬＶＥＤＰ 数值的变化。
１． ５　 ＨＥ 染色　 再灌流结束后，取下心脏并浸泡在

４％多聚甲醛中固定 ２ ｄ，再采用脱水复蜡将各组心

脏包埋制备成蜡块切片，常规 ＨＥ 染色，并在镜下拍

照观察。
１． ６　 ＥＬＩＳＡ 检测　 按照 ＭＤＡ、ＳＯＤ 和 ＳＤＨ 试剂盒

说明书的步骤，提取心肌组织样品，配制工作液和标

准品，并测定样品浓度，根据标准曲线计算各组心肌

组织中 ＭＤＡ 含量，ＳＯＤ 和 ＳＤＨ 活性。
１． ７　 ＤＨＥ 染色　 再灌注结束后，立即用 ＯＣＴ 包埋

剂将心脏包埋并切成薄片；用浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＤＨＥ 染液按照说明书步骤在 ３７ ℃水浴避光孵育 １
ｈ，利用激光共聚焦显微镜观察并保存各组 ＲＯＳ 图

像。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达 　 称量左室前壁

部位心肌组织，加 ＲＩＰＡ 裂解液和蛋白酶抑制剂在

冰上研磨裂解 ３０ ｍｉｎ，低温高速离心机２６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ

４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ，弃沉淀，上清液中加入上样缓冲

液，金属浴煮 １０ ｍｉｎ，分装并冻存于 － ８０ ℃冰箱；经
过聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ），低温湿转，将
蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ），５％ 脱脂奶粉

室温封闭 １ ｈ，切膜并放入相应一抗 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ、
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＳＯＤ２、ｇｐ９１ｐｈｏｘ、ＳＩＲＴ１ 和 ＧＡＰＤＨ
中 ４ ℃ 过夜；ＴＢＳＴ 洗膜 ６ 次，每次 ５ ｍｉｎ，用相应

ＨＲＰ 标记的二抗室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ６ 次，每
次 ５ ｍｉｎ，ＥＣＬ 化学发光，Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件分析

条带灰度，ＧＡＰＤＨ 作为内参对照。
１． ９　 统计学处理　 统计数据采用表示，并用 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 统计软件进行分析。 各组间比较采用

单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组大鼠心脏结构和功能的比较 　 如图 １，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠心肌纤维排列有序，心脏 ＬＶＳＰ 和

ＬＶＥＤＰ 正常；ＭＩ ／ Ｒ 组大鼠心肌纤维出现断裂，ＬＶＳＰ
降低，ＬＶＥＤＰ 升高，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，差异有统计

学意义（Ｆ ＝ １３４. ７，Ｐ ＜ ０. ００１）；ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组能

改善心肌纤维排列，减轻断裂，ＬＶＳＰ 增加，ＬＶＥＤＰ
降低，和 ＭＩ ／ Ｒ 组比较，差异有统计学意义 （ Ｆ ＝
１０６. ３，Ｐ ＜ ０. ００１）；而使用 ＳＩＲＴ１ 抑制剂 ＥＸ５２７ 后，
能逆转 ＥＭＰＡ 对心脏结构和功能的保护作用，心肌

纤维出现断裂，ＬＶＳＰ 降低，ＬＶＥＤＰ 升高，和 ＥＭＰＡ
＋ ＭＩ ／ Ｒ 组比较，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １４２，Ｐ ＜
０. ００１）。
２． ２　 各组大鼠心肌梗死面积和细胞凋亡的比较　
如图 ２，ＴＴＣ 染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明：Ｃｏｎｔｒｏｌ
组心肌组织梗死面积为（０. ８７ ± ０. ６２）％ ，凋亡蛋白

Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表达量低；与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＭＩ ／ Ｒ 组心肌梗死面积为（３３. ２ ±
６. ９０）％ ，Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表

达增加（Ｆ ＝ １１６，Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ＭＩ ／ Ｒ 组比较，ＥＭ⁃
ＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组心肌梗死面积为 （１０. １ ± ７. ２４）％ ，
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表达降低（Ｆ
＝ ９１. ６，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与 ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组比较，ＥＭ⁃
ＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组心肌梗死面积为 （３２. ８ ±
７. ０６）％ ，Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 蛋白表

达量增加（Ｆ ＝ ９９. ８，Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ３　 各组大鼠心肌 ＳＩＲＴ１、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和 ＳＯＤ２ 蛋白

表达的比较 　 如图 ３，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明：和

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＭＩ ／ Ｒ 组心肌组织中 ＳＩＲＴ１ 和 ＳＯＤ２
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蛋白表达降低，ｇｐ９１ｐｈｏｘ蛋白表达增加（Ｐ ＜ ０. ０１）；和
ＭＩ ／ Ｒ 组比较，ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组心肌组织中 ＳＩＲＴ１
和 ＳＯＤ２ 蛋白表达增加，ｇｐ９１ｐｈｏｘ蛋白表达降低（Ｐ ＜

０. ０１）；而和 ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组比较，ＥＭＰＡ ＋ ＥＸ５２７
＋ ＭＩ ／ Ｒ 组心肌组织中 ＳＩＲＴ１ 和 ＳＯＤ２ 蛋白表达降

低，ｇｐ９１ｐｈｏｘ蛋白表达增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 １　 各组间心脏结构和功能的比较

　 　 Ａ：心肌ＨＥ 染色 ４００；Ｂ：左心室收缩峰压；Ｃ：左心室舒张末压；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组； ｂ：ＭＩ ／ Ｒ 组； ｃ：ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组； ｄ：ＥＭＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组；
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＩ ／ Ｒ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 各组间心肌梗死面积和细胞凋亡的比较

　 　 Ａ：ＴＴＣ 染色图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 原始图；Ｃ：梗死面积统计图；Ｄ：Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的相对表达量；Ｅ：Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ 的相对表达量；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ
组；ｂ：ＭＩ ／ Ｒ 组；ｃ：ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组；ｄ：ＥＭＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＩ ／ Ｒ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ
组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 各组心肌 ＳＩＲＴ１、ｇｐ９１ｐｈｏｘ和 ＳＯＤ２ 蛋白表达的比较

　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 原始图；Ｂ： ＳＩＲＴ１ 的相对表达量；Ｃ： ｇｐ９１ｐｈｏｘ的相对表达量；Ｄ： ＳＯＤ２ 的相对表达量；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＭＩ ／ Ｒ 组；ｃ：ＥＭＰＡ ＋

ＭＩ ／ Ｒ 组；ｄ：ＥＭＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＩ ／ Ｒ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 各组心肌氧化应激损伤的比较

　 　 Ａ：ＤＨＥ 染色图 × ４００；Ｂ：ＭＤＡ 含量统计图；Ｃ：ＳＯＤ 活性统计图；Ｄ：ＳＤＨ 活性统计图；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＭＩ ／ Ｒ 组；ｃ：ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组；ｄ：ＥＭ⁃
ＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＩ ／ Ｒ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 各组大鼠心肌氧化应激损伤指标的比较　 如

图 ４，ＤＨＥ 染色和 ＥＬＩＳＡ 结果表明：和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较，ＭＩ ／ Ｒ 组 ＲＯＳ 表达和 ＭＤＡ 含量增加， ＳＯＤ 和

ＳＤＨ 活性降低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ６４. ２，Ｐ ＜
０. ００１）；和 ＭＩ ／ Ｒ 组比较，ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组 ＲＯＳ 表

达和 ＭＤＡ 含量降低，ＳＯＤ 和 ＳＤＨ 活性增加，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ５７. ５，Ｐ ＜ ０. ００１）；和 ＥＭＰＡ ＋ ＭＩ ／ Ｒ
组比较，ＥＭＰＡ ＋ ＥＸ５２７ ＋ ＭＩ ／ Ｒ 组 ＲＯＳ 表达和 ＭＤＡ
含量增加，ＳＯＤ 和 ＳＤＨ 活性降低，差异有统计学意

义（Ｆ ＝ ７２. ７，Ｐ ＜ ０. ００１）。

３　 讨论

　 　 尽管在药物和手术治疗方面均取得了巨大进

步，缺血性心脏病仍然是全世界范围内导致死亡的

重要原因［８］。 冠状动脉持续的缺血或缺氧会导致

不可逆的心肌坏死，并可能伴有心律失常、休克或心

力衰竭等严重事件［９］。 随着再灌流治疗的发展，急
性心肌梗死患者缺血引起的心肌损伤已明显减轻，
然而，再灌流引起的心肌损伤却越来越明显，这也成

为了严重限制再灌流治疗效果的瓶颈因素。 本研究

探讨了 ＳＧＬＴ２ 抑制剂 ＥＭＰＡ 在大鼠离体心脏缺血

再灌流模型中的保护作用和机制，为 ＥＭＰＡ 在心血

管疾病中的应用提供了新的依据。
　 　 研究［５ － ６］ 表明，ＳＧＬＴ２ 抑制剂具有良好的心血

管保护作用。 而 ＥＭＰＡ 在糖尿病心肌损伤尤其是

糖尿病 ＭＩ ／ Ｒ 损伤中具有明确的保护作用，ＥＭＰＡ
能减小糖尿病小鼠 ＭＩ ／ Ｒ 后心肌梗死面积，改善左

室舒张功能［１０］。 另外，ＥＭＰＡ 还能改善肥胖和糖尿

病小鼠心肌纤维化，降低心肌氧化应激和细胞凋

亡［１１］。 然而，ＥＭＰＡ 在非糖尿病 ＭＩ ／ Ｒ 中的作用尚

不清楚。 本研究显示，ＥＭＰＡ 能够减轻非糖尿病大

鼠离体心脏缺血再灌流后心肌纤维断裂，改善心脏

功能，抑制细胞凋亡，这些结果证明了 ＥＭＰＡ 在非

糖尿病大鼠ＭＩ ／ Ｒ 中的保护作用。 另外，ＳＩＲＴ１ 抑制

剂 ＥＸ５２７ 能够逆转 ＥＭＰＡ 的这些保护作用，这说明

ＳＩＲＴ１ 参与 ＥＭＰＡ 的 ＭＩ ／ Ｒ 保护作用。
　 　 线粒体结构和功能损伤是心血管疾病发生发展

的重要病理基础。 在心肌缺血再灌流损伤中，ＲＯＳ
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导致的线粒体氧化应激促进了心肌细胞凋亡并加重

心肌氧化应激损伤［１２］。 细胞内 ＲＯＳ 的主要来源是

ＮＡＤＰＨ 氧化酶家族，而其中 ｇｐ９１ｐｈｏｘ亚型在心肌病

理性重塑中发挥重要作用［１３］。 ＳＩＲＴ１ 在心肌缺血

再灌流中发挥重要的抗氧化和抗凋亡作用，增加

ＳＩＲＴ１ 表达和去乙酰化酶活性可以抑制 ＲＯＳ 累积

和 ＭＤＡ 含量并上调抗氧化酶如 ＳＯＤ 和 ＳＤＨ 活

性［１４］；同时，ＳＩＲＴ１ 抑制凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 激活和

Ｂａｘ 的表达，增加抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２ 的表达［１５］。 本研

究显示，ＭＩ ／ Ｒ 后心肌线粒体氧化应激损伤增加，表
现为 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含量以及 ｇｐ９１ｐｈｏｘ表达增加，ＳＯＤ
和 ＳＤＨ 活性降低；而 ＥＭＰＡ 能明显降低 ＭＩ ／ Ｒ 中

ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含量以及 ｇｐ９１ｐｈｏｘ 表达，增加 ＳＯＤ 和

ＳＤＨ 活性；而应用 ＥＸ５２７ 后能逆转 ＥＭＰＡ 抗氧化应

激损伤的作用。 与此同时，ＥＭＰＡ 能够上调 ＭＩ ／ Ｒ
处理后 ＳＩＲＴ１ 的表达，而 ＥＸ５２７ 可以阻断 ＥＭＰＡ 的

这一作用，这些结果都表明 ＳＩＲＴ１ 参与 ＥＭＰＡ 抗

ＭＩ ／ Ｒ 氧化应激损伤的作用。
　 　 综上所述，本研究首次在非糖尿病大鼠心脏缺

血再灌流损伤中证实，ＥＭＰＡ 具有通过减轻心肌细

胞凋亡和线粒体氧化应激水平改善大鼠心脏损伤的

作用，而这一作用与调控 ＳＩＲＴ１ 信号通路有关。 本

实验结果为 ＥＭＰＡ 在非糖尿病心血管疾病中发挥

保护作用提供了实验证据，也为 ＥＭＰＡ 在临床治疗

心血管疾病的应用提供了依据。
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富含鱼油饮食对轻型颅脑爆炸冲击伤大鼠的神经保护作用研究
张雯倩１，２， 王　 涛２， 王　 佳３， 王培新２， 顾建文２， 赵全军１，２

摘要　 目的　 研究轻型颅脑爆炸冲击伤后大鼠不同时间脑

组织星形胶质细胞、小胶质细胞和神经元损伤反应的病理改

变和过程。 同时探讨富含鱼油饮食对轻型颅脑爆炸冲击伤

大鼠的神经保护作用。 方法　 收集 ５４ 只刚断乳 ＳＤ 大鼠，随
机均分为对照组、模型组、治疗组，模型组及治疗组大鼠分别

在喂养普通饲料和富含鱼油的饲料 ３３ ｄ 后建立由冲击波诱

导的轻型颅脑爆炸冲击损伤模型，对照组大鼠在喂养普通饲

料 ３３ ｄ 后不建立爆炸冲击波损伤模型。 结果　 与对照组相

比，模型组和治疗组的大鼠体质量在致伤后出现一定程度的

减轻，随后恢复至致伤前水平；轻型爆炸伤后 ６ ｈ、２４ ｈ、３ ｄ，
模型组和治疗组大鼠大脑海马区 ＧＦＡＰ 阳性染色星形胶质

细胞数量及海马区锥体细胞数量均减少。 反之，模型组和治
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疗组大鼠脑组织中海马区的激活态小胶质细胞和皮层区域

凋亡神经元数量均增加，且具有时间依赖性。 此外，与模型

组相比，治疗组可增加伤后星形胶质细胞和海马区锥体细胞

数量，并降低激活态小胶质细胞和皮层区域凋亡神经元数

量。 结论　 富含鱼油饮食可通过减轻颅脑爆炸伤后神经细

胞损伤，抑制神经炎性反应等方面发挥其神经保护作用。
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　 　 爆炸冲击波导致的颅脑损伤是军队作战最常见

的损伤之一，而其中很大一部分比例属于轻型颅脑

损伤［１］，该损伤经常导致记忆与认知功能障碍、情
绪障碍等神经功能障碍［２］，因此，研究颅脑爆震冲

击伤是现代军事医学的重要热点和研究方向。 过去

几十年，鱼油已被普遍证实其对于神经系统有改善

作用，促进脑细胞神经元的发育，尤其在一些神经退

行性病变和精神疾病模型中显示出一定的保护作

用。 该研究将寻找神经保护因素聚焦于“鱼油”，以
一种全新的密闭气压引爆装置来建立颅脑爆炸冲击

伤模型，探索其对于轻型颅脑爆炸冲击伤模型的神
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