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缺氧诱导因子一1Q对大鼠心肌缺血／再灌注损伤的
保护作用及其信号转导

牛铁生 齐国先付鹏孙英贤

【摘要】目的观察缺氧诱导因子一la(HIF—la)对大鼠心肌缺血／再灌注损伤(IRI)的保护作用及蛋白激

酶C(PKC)信号转导作用。方法采用结扎冠状动脉左前降支30 min、再灌注180 min的方法建立IRI动物

模型。将32只雄性Wistar大鼠按随机数字表法分为假手术组、IRI组、缺血预处理(IPC)组、IPC加PKC抑制

剂组(IPC+I组，IPC前静脉注射PKC抑制剂白屈菜季铵碱5 mg／kg)，每组8只。再灌注180 min后取出心

脏，测定HIF—la、血红素氧合酶1(Ho一1)的mRNA和蛋白以及天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3(caspase一3)

蛋白的表达；心内取血测定白细胞介素一8(IL一8)和髓过氧化物酶(MP0)水平。结果与假手术组比较，氓I组

心肌HIF—la、HO一1的mRNA和蛋白及caspase一3蛋白表达均明显增多(HIF—la mRNA：0．849士0．032比

0．356士0．022，HIF—la蛋白：0．762士0．042比0．324士0．016，HO一1 mRNA：0．862士0．045比0．332士0．012，

HO-1蛋白：0．792士0．044比0．335士0．031，caspase一3蛋白：0．371士0．015比0．061士0．012，均P<o．01)，

血IL一8、MPO显著升高[IL-8：(812士26)ng／L比(72士13)ng／L，MPO：(78．7士2．9)kU／L比(13．3士

1．5)kU／L，均P<0．01)。与IRI组比较，IPC组Hm一1n、Ho一1的mRNA和蛋白表达(HIF—la mRNA，

1．412士0．039，HIF—la蛋白：1．362士0．045，HO—l mRNA：1．523士0．038，HO一1蛋白：1．420士0．041)明显增

多，caspase-3蛋白表达(O．129士0．0193明显降低(均P<0．01)，血IL一8[(432士59)ng／L)和MPO水平

C(43．2-4-5．9)kU／L3明显降低(均P<O．01)。IPC+I组各指标与IRI组无明显差异。结论HIF—la对心肌

IRI具有重要保护作用，HIF—la的表达是依赖PKC激活的，PKC是HIF—la表达的重要信号转导通路。

【关键词】缺血预适应，缺氧诱导因子一h， 心肌梗死} 缺血／再灌注损伤，心； 蛋白激酶C
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[Abstract]Objective To study the expression of hypoxia—inducible factor—la(HIF—la)in a rat model

of myocardial ischemia／reperfusion injury(IRI)and the role of protein kinase C(PKC)in signal pathway．

Methods A rat model of myocardial IRl was reproduced by 30 minutes of left anterior descending coronary

artery(LCA)occlusion followed by 180 minutes of reperfusion．Thirty—two healthy male Wistar rats were

randomly divided into foor groups．The first group was ischemic preconditioning(IPC)group；the second

group was simple IRI group；the third group was IPC plus PKC inhibitor group(IPC+I group)，the fourth

group was the sham-operation group without ligation of LCA．Eight rats were used in each group．The heart

was harvested 180 minutes post—reperfusion，the mRNA and protein expression of HIF—la and

hemeoxygenase一1(HO一1)were assessed．Meanwhile。the protein expression of caspase-3 was assayed．

Blood samples were obtained from heart to determine the levels of interleukin一8(IL一8)and myeloperoxidase

(MPO)．Resul协The mRNA and protein expression of HIF—la and H0—1 increased significantly in the IRI

group compared with the sham-operation group，while the protein expression of caspase-3 increased

significantly in the IRI group(HIF一1a mRNA：0．849士0．032 vs．0．356士0．022，HIF-la protein：0．762士

0．042 vs．0．324士O．016，H0—1 mRNA：0．862士0．045 vs．0．332±0．012，HO一1 protein：0．792士0．044 vs．

0．335-t-0．031，caspase一3 protein：0．371士0．015 vs．0．061士0．012，respectively，all P<0．01)．The levels

of IL一8 and MPO increased significantly in the IRI group(IL-8：(812-{-26)ng／L vs．(72士13)ng／L，MPo：
(78．7土2．9)kU／L vs．(13．3士1．5)kU／L，both P<0．013．The protein and mRNA expression of HIF一1口

and HO一1 increased significantly in the IPC group compared with IRI group(HIF一1口mRNA；1．412士0．039，
HIF-la proteinl 1．362士0．045，Ho一1 mRNA：1．523士0．038，HO一1 protein：1．420士0．041，respectively)，

meanwhile the protein expression of caspase-3(O．129士0．019)decreased significantly in the IPC group
(all P<O．01)．The levels of IL一8 C(432士59)ng／L3 and MPO[(43．2士5．9)kU／L3 decreased significantly

in the IPC group compared with IRI group(both P<0．01)．All above parameters showed no significant

change between IPC+I group and IRI group．Conclusion HIF一1a plays a protective role in myocardial IRI．

PKC is an important signal pathway of HIF—la gene expression in IRI．

[Key words] Ischemic preconditioning}Hypoxia—inducible factor一1n， Myocardial infarctionI

Myocardial ischemia／reperfusion injury l Protein kinase C
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心肌缺血预适应是对缺血／再灌注损伤(IRI)最

有效的保护方法，但其确切机制尚不完全明了，细胞

内信号转导途径也未完全阐明。使用氧自由基清除

剂、钙离子拮抗剂、p受体阻滞剂等对抗钙离子超载

和氧自由基的措施对IRI的疗效令人失望[1]。鉴于

缺血时缺氧诱导因子一1a(HIF—la)的表达是引发

各种缺氧应激蛋白表达的转录因子，在缺血的适应

性反应中起核心作用，因而可以设想缺血预处理

(IPC)可能是通过HIF—la表达及其促进下游相关

基因的转录和表达来发挥保护效应的[z]。蛋白激

酶C(PKC)是G蛋白耦联受体系统中的效应物，在

非活性状态下是水溶性的，游离存在于胞质溶胶中，

激活后成为膜结合的酶，能激活细胞质中的靶酶参

与生化反应的调控，同时也能作用于细胞核中的转

录因子，其信号转导作用对HIF-1a表达有何影响

尚不十分清楚。基于此，本研究中使用PKC抑制剂

白屈菜季铵碱(chelerythrine)观察IPC后心肌IRI

时HIF一1a的信号转导作用。

1材料与方法

1．1实验试剂：TRlzol购自美国GIBCO公司，逆

转录试剂盒购自日本TaKaRa公司，白细胞介素一8

(IL一8)酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒、HIF—la单

克隆抗体(单抗)、血红素氧合酶1(HO—1)单抗、天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3(caspase一3)多克隆

抗体、辣根过氧化物酶耦联兔抗羊IgG购自中衫金

桥生物工程有限公司，免疫组化染色试剂盒由武汉

博士德公司提供。

1．2动物分组及心肌IRI模型建立：12"-14周龄、

体重250～350 g的雄性Wistar大鼠32只，由中国

医科大学附属盛京医院动物部提供。将大鼠按随机

数字表法分为假手术组、IRI组、IPC组、IPC加

PKC抑制剂组(IPC+l组)，每组8只。按文献方法

建立IRI模型[2]：开胸暴露心脏，结扎冠状动脉左前

降支30 min后松开结扎，再灌注180 min。IPC组结

扎左前降支5 min后松开套管，反复3次，然后建立

IRI模型；IPC+I组预处理前10 min静脉注射PKC

抑制剂白屈菜季铵碱5 mg／kg，然后建立IRI模型；

假手术组不结扎左前降支。实验过程中动物处置方
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法符合动物伦理学标准。

1．3检测指标及方法

1．3．1 HIF—la、HO一1的mRNA表达测定：采用逆

转录一聚合酶链反应(RT—PCR)。TRIzol液提取总

RNA。用紫外分光光度计[波长260 nm和280 nm

处的吸光度(A)值比值]检测RNA纯度；逆转录反

应10 rain；合成的cDNA在一20℃保存，用于聚合

酶链反应(PCR)。HIF—la、HO一1及p肌动蛋白

(p-actin)的上、下游引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。PCR扩增条件：94℃预变性

30 s；94℃10 s、60℃1 rain和68℃1 rain，30次

循环，68℃延伸7 min，4℃保存。采用自动电泳凝

胶成像分析仪及图像分析软件对电泳条带进行灰度

分析，以HIF—la、HO一1的mRNA与p-actin mRNA

的A值比值作为各自的相对表达值。

1．3．2 HIF—la、HO一1、caspase一3的蛋白表达测定：

采用蛋白质免疫印迹法。用裂解缓冲液提取总蛋白

质，Bradford方法测定蛋白质浓度。等量蛋白质分

别用十二烷基硫酸钠或十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS—PAGE)进行分离，然后转至醋酸

纤维滤膜上，室温下封闭、洗膜，加入一抗(1；500

稀释)，4℃过夜，室温下洗膜后加入二抗(HIF-Ia、

HO一1为1：1 000稀释，caspase一3为1 l 300稀

释)，最后用化学发光底物进行发光显迹；均以三磷

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)为内参照，在自动电泳

凝胶扫描仪上分析结果。

1．3．3血IL一8及髓过氧化物酶(MPO)水平测定：

采集大鼠心内血，用ELISA测定IL一8、MP0水平，

操作均按试剂盒说明书进行。

1．4统计学方法：采用SPSS 10．0软件，计量资料

用均数士标准差(z士s)表示，组间比较用单因素方

差分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 HIF—la、HO一1的mRNA表达(表1；图1)：心

肌IRI后各组HIF—la和HO一1的mRNA表达均较

假手术组明显增加，且IPC组较IRI组和IPC+I组

增加更明显(均P<O．01))IRI组与IPC+I组间比

较差异无统计学意义(均P>O．05)。

2．2 HIF—la、HO一1、caspase一3的蛋白表达(表1；图

2)：心肌IRI后各组HIF—h、HO一1和caspase-3的

蛋白表达均较假手术组明显增加；IPC组HIF-Ia、

Ho一1的蛋白表达较IRI组和IPC+I组增加更明

显，caspase一3蛋白表达较IRI组和IPC+I组明显

减少(均P<O．01)；IRI组与IPC+I组间比较差异
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裹1各组大鼠IRI后心肌组织I-IIF—h、HO一1的mRNA和蛋白表达，caspase一3蛋白表达及血中IL一8、MPO水平比较(；士5)

注：IRI：缺血／再灌注损伤，HIF—la：缺氧诱导因子一la．HO-1：血红素氧合酶1，caspase一3：天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3，IL一8：自细胞

介素一8，MPO：髓过氧化物酶，IPC组：缺血预处理组，IPC+I组；缺血预处理+蛋白激酶C抑制剂组；与假手术组比较，‘P<o．01，与

IRI组比较，oP<O．Ol，与IPC组比较，。P<O．01

M；Marker，1：假手术组，2。缺血／再灌注损伤组，3：缺血预处理组，

4：缺血预处理+蛋白激酶C抑制剂组，}aetin，

B-肌动蛋白，HIF—la：缺氧诱导因子一la，HO-1：血红素氧合酶1

田1逆转录一聚合酶链反应检测各组大鼠心肌缺血／再灌注损伤后

心肌组织HIF—la和H0—1的mRNA表达

无统计学意义(均P>0．05)。

2．3血IL一8、MPO水平比较(表1)：IRI后各组血

IL一8、MPO水平均较假手术组明显升高(均P<

0．01)；IPC组血IL一8、MPO水平显著低于IRI组和

IPC+I组(均P<0．01)；而IRI组与IPC+I组间比

较差异无统计学意义(均P>0．05)。

3讨论

心肌IRI机制十分复杂，涉及再灌注导致细胞

内钙超载、氧自由基(OFR)大量产生、微血管损伤

和白细胞的作用等。目前临床上防止心肌IRI的方

法和疗效有限，而缺血预适应是可以明确减轻心肌

IRI的方法[3]。HIF-la是心肌缺血后一系列分子反

应的启动因子之一，也可作为心肌急性缺血的标志

物。最近研究表明HIF—la参与了IPC的心肌保护

作用‘引。但IPC作为最有效的内源性保护机制，其涉

及到众多内源性保护蛋白的参与，究竟哪种是关键

性物质至今尚不明确。鉴于缺血时HIF—la是引发

各种缺氧应激蛋白表达的转录因子，在缺血的适应

性反应中起核心作用，被认为是内源性保护机制的

始动因子和共同途径，因而可以设想IPC可能是通

1：假手术组，2：缺血／再灌注损伤组，

3；缺血预处理组，4：缺血预处理+蛋白激酶C

抑制剂组，HIF一1a：缺氧诱导因子·1d，GAPDH；

三磷酸甘油醛脱氢酶，H0·1：血红素氧合酶1，

caspase一3：天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3

围2蛋白质免疫印迹法检测各组大鼠

心肌缺血／再灌注损伤后心肌组织

HIF—la、HO一1和easpase一3的蛋白表达

过HIF—la表达及其促进下游相关基因的转录和表

达来发挥保护效应的。

本研究显示，IPC组HIF—la的mRNA及蛋白

表达较假手术组、IRI组、IPC+I组明显增加，其靶

基因Ho一1的mRNA及蛋白表达也明显增加，表明

HIF一1a对心肌IRI具有保护作用，并可能是内源性

保护机制的始动因子。在心肌缺氧条件下，细胞核产

生HIF一1a与靶基因缺血反应元件(HRE)的HIF—la

结合点结合，使其转录，从而促进HIF一1下游区靶

基因的转录，如HO一1、促红细胞生成素(EPO)、血

管内皮生长因子(VEGF)、葡萄糖转运蛋白一1、葡萄

糖转运蛋白一3[5]。Ho一1是HIF—la的靶基因，是降解

血红素、铁和一氧化碳(CO)的限速酶，能在缺氧、辐

射、炎症及热休克等应激条件下启动细胞保护机制，

对多种组织的IRI起显著性保护作用[6]。

细胞凋亡可能是心肌IRI发病机制中的重要环

节之一[7]。Fliss和Gattinger[s]采用原位末端缺刻标

记和琼脂糖凝胶电泳证实，缺血和IRI大鼠心肌有

典型的凋亡形态学改变和DNA梯状电泳改变，即

缺血和IRI均可导致心肌细胞凋亡，而IRI却加速
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了不可逆转的心肌细胞凋亡。caspase一3活化片段的

出现被认为是凋亡发生的标志，本研究显示，IPC后

caspase一3蛋白水平明显降低，表明其具有抗细胞凋

亡作用。

白细胞数量的增多是慢性炎症的标志，而炎症

则可能引起局部缺血。急性心肌缺血后数小时内即

可出现白细胞浸润并阻塞部分毛细血管使心肌的缺

血加重。进入缺血区的白细胞被激活后能释放各种

溶酶及超氧阴离子等自由基，加之氢离子和其他活

性物质的蓄积，不仅可造成血管内皮细胞肿胀，管腔

狭窄，而且也可刺激微血管收缩，使更多的毛细血管

嵌塞，导致再灌注后部分缺血区域出现“无复流”现

象，此外，中性粒细胞释放的炎症介质导致心肌细

胞、内皮细胞等肿胀，缺血心肌的挛缩性收缩，使微

血管管腔阻塞，加重微循环功能障碍，是“无复流”现

象的另一因素。实质上，再灌注损伤所致的“无复

流”现象是缺血的延续和叠加；缺血时炎症细胞因子

还损伤肌细胞线粒体的功能和结构，导致胞质中游

离Ca2+浓度增加，进而上调血管内皮细胞和浆细胞

表达黏附分子，增加中性粒细胞的渗出。MPO是粒

细胞进入循环之前在骨髓内合成并储存于嗜天青颗

粒的一种血红素蛋白酶，是中性粒细胞、单核细胞和

某些巨噬细胞中含量最多的蛋白质，含量相对稳定，

可代表白细胞的活性和数量L9]。本研究显示，再灌注

180 min后，IPC组MPo水平较假手术组明显减

少，白细胞浸润减少，表明经IPC后再灌注损伤中

由白细胞带来的损伤减少，而这与IPC后HIF—la

表达增加明显相关。IL一8能调节多核中性粒细胞黏

附、激活和迁移，是心肌IRI的重要炎症因子，IL一8

的水平与心肌IRI呈正相关[1。。。本研究结果显示，

IPC组血IL一8水平明显低于IRI组，表明IPC可以

明显降低IL一8的水平，对心肌IRI具有保护作用。

这可能与HIF—la靶基因Ho一1的产物CO有关，

CO通过丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)信号通路可

以抑制IL一8、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)等促炎症因

子并上调抗炎症因子的表达，但具体机制尚不十分

清楚，有待进一步研究。

PKC(包括各种亚型)广泛存在于细胞中，能被
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许多效应物、生长因子、激素和神经递质激活。心肌

存在多种不同的PKC亚型，受体激活的PKC亚型

至少是介导预适应保护作用的细胞内递质之一。而

使用PKC抑制剂白屈菜季铵碱可以抑制G蛋白，

减少心肌缺血预适应[11。。本研究表明，PKC抑制剂

白屈菜季铵碱阻抑了心肌缺血预适应对HIF—la的

表达作用，HIF一1n mRNA表达明显减少，其蛋白表

达也有相同的变化，表明心肌IRI时HIF—la的表达

是依赖于PKC激活的，PKC是HIF—la表达的重要

信号转导通路。但HIF—la表达的信号转导通路非

常复杂，涉及众多因子，其具体机制仍不十分清楚，

有待进一步的研究。
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