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　　【摘要】　目的：探讨亚精胺对心肌梗死大鼠心肌线粒体功能及细胞凋亡的影响。　

方法：选取健康ＳＤ大鼠３２只，随机分为假手术组、模型组、模型＋阿司匹林组、模型＋亚

精胺组，每组８只，利用在体结扎冠状动脉前降支法建立急性心肌梗死模型。造模成功

后假手术组和模型组给予无菌生理盐水（２ｍＬ）灌胃，模型＋阿司匹林组以等体积阿司匹

林（２０ｍｇ／ｋｇ）灌胃，模型＋亚精胺组以等体积亚精胺（５ｍｍｏｌ／Ｌ）灌胃，连续４周。ＴＴＣ

染色、ＨＥ染色观察心肌组织梗死面积和病理学改变；透射电镜观察心肌线粒体形态；原

位缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测心肌组织细胞凋亡水平；实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ

ＰＣＲ）检测Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、胱天蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）的ｍＲＮＡ表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ）的蛋白表达水平。　结果：与假手术组

比较，模型组大鼠心肌组织梗死区面积增加，心肌组织细胞凋亡明显增加，心肌组织Ｂａｘ、

ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ表达水平明显升高，Ｂｃｌ２表达水平明显降低（犘均＜０．０１）；与

模型组比较，模型＋亚精胺组大鼠心肌组织梗死区面积减少，心肌组织细胞凋亡及Ｂａｘ、

ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ表达水平均明显减少（犘＜均０．０５）；与模型＋阿司匹林组比较，

模型＋亚精胺组心肌组织细胞凋亡明显降低（犘＜０．０１），两组心肌组织Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、

Ｂｃｌ２、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ表达水平的差异无统计学意义。　结论：亚精胺可改善心肌线粒体

功能，抑制细胞凋亡，改善心肌梗死。
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　　急性心肌梗死（ＡＭＩ）具有较高的发病率、致残

率和死亡率。冠状动脉急性血流闭塞导致心肌缺

血缺氧损伤，进而引起炎性反应、细胞凋亡、能量代

谢紊乱等内部环境失衡，最终导致ＡＭＩ。细胞凋亡

过程贯穿于ＡＭＩ发生发展的全过程，早期干预可逆

转凋亡进程，挽救缺血心肌，改善心功能及预后［１２］。

亚精胺是一种多胺类天然化合物，富含于哺乳动物

的细胞中，参与细胞的增殖和修复，且参与各种病

理生理情况下的细胞活动。饮食中富含的亚精胺

可以迅速被肠道吸收，其在血液及组织中的水平相

应增加［３］。研究发现亚精胺可对抗多种疾病，增强

细胞自噬，在抗氧化、抗炎和抗细胞凋亡中发挥作

用［４］。亚精胺能通过自噬改善衰老导致的心功能障

碍，但亚精胺是否能改善梗死心肌线粒体功能及细

胞凋亡目前尚不明确。本研究建立ＡＭＩ大鼠模型，

探讨亚精胺对心肌线粒体功能及细胞凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物

选取ＳＰＦ级ＳＤ健康雄性大鼠３２只，体质量

１８０～２００ｇ，由成都达硕实验动物有限公司提供，使

用许可证号ＳＹＸＫ（川）２０１８１１９，生产许可证号

ＳＣＸＫ（川）２０１９０３１。将大鼠随机分为假手术组、

模型组、模型＋阿司匹林组、模型＋亚精胺组，每组

８只。

１．２　主要试剂与仪器

亚精胺购自上海吉至生化科技有限公司，阿司

匹林购自广东九明制药有限公司，２，３，５氯化三苯

基四氮唑（ＴＴＣ）购自江苏碧云天科技有限公司，原

位缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）试剂盒购自美国Ｓｉｇｍａ

分司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂 ＲＮＡ 提取试剂盒购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司，ＰＣＲ 扩 增 试 剂 盒 购 自 日 本

ＴａＫａＲａ公司，蛋白定量试剂盒（ＢＣＡ法）购自美国

Ｒ＆Ｄ公司，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、胱天蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）、

细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ）相关抗体购自美国ＣＳＴ

公司。正置荧光显微镜（型号：ＤＭ３０００）购自德国

Ｌｅｉｃａ公司。

１．３　心肌梗死大鼠模型构建

大鼠适应性饲养７ｄ，造模大鼠采用戊巴比妥钠

（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉，仰卧位固定，用镊子夹住大鼠舌

头使气管暴露，用静脉留置针迅速插入气管内并连

接呼吸机，气管插管完毕后，切开大鼠的心包露出

心脏。用４０缝合针在左心耳中部下２～３ｍｍ处

横跨结扎心肌，绷紧结扎线阻断流向冠状动脉的血

液，引起大鼠心肌缺血。大鼠心率和心肌搏动减

弱，心电图ＳＴ段明显抬高时，可认为结扎成功，心

肌梗死模型构建成功。挤出大鼠胸腔气体，逐层缝

合胸壁。假手术组仅行开胸手术，不结扎冠状动脉。

１．４　给药方法

造模成功后，假手术组和模型组给予无菌生理

盐水（２ｍＬ）灌胃。模型＋阿司匹林组给予等体积

阿司匹林（２０ｍｇ／ｋｇ）灌胃，模型＋亚精胺组组给予

等体积亚精胺（５ｍｍｏｌ／Ｌ）灌胃。各组连续灌注

４周，４周后分离心肌组织。

１．５　组织病理检测

取大鼠心肌组织，用４％多聚甲醛固定，包埋在

石蜡中，切成５μｍ厚切片，ＨＥ染色，中性树胶封

片，镜检观察心肌组织病理变化。

心肌组织切成１ｍｍ厚切片，ＴＴＣ３７℃染色

２０ｍｉｎ，切片于２％多聚甲醛中固定后，用数码相机

拍照，红色染色为正常心肌组织，未被染色（白色）

表示梗死心肌组织。

心肌组织依次于２．５％戊二醛、１％锇酸中固定
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后，梯度浓度酒精处理，预制包埋块，超薄切片机将

其切成７０～９０ｎｍ超薄切片，３％醋酸铀枸橼酸铅

双染色，透射电子显微镜下观察。

１．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡

心肌组织石蜡包埋后切片，厚度为４μｍ，二甲

苯中脱蜡２次，每次１０ｍｉｎ，浓度梯度酒精处理，滴

加２０ｐｇ／ｍＬ不含ＤＮＡ酶的蛋白酶Ｋ，常温作用

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后加ＴＵＮＥＬ检测液，３７℃度孵

育６０ｍｉｎ，加入抗荧光淬灭剂，荧光显微镜下观察

并分析。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测Ｂａｘ、

Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３的ｍＲＮＡ表达水平

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂从心肌组织中提取总ＲＮＡ，逆转

录合成ｃＤＮＡ。Ｂａｘ引物序列：上游５′ＣＧＧＣＧＡＡ

ＴＴＧＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＧＧ３′，下游５′ＣＴＡＧＣＡＡＡ

ＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＣ３′。Ｂｃｌ２ 引物序列：

上游５′ＴＧＴＧＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣ３′，

下游５′ＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧＧ３′。

ｃａｓｐａｓｅ３ 引 物 序 列：上游５′ＧＴＧＧＡＡＣＴＧＡ

ＣＧＡＴＧＡＴＡＴＧＧＣ３′，下游５′ＣＧＣＡＡＡＧＴＧＡＣ

ＴＧＧＡＴＧＡＡＣＣ３′。βａｃｔｉｎ引物序列：上游５′ＡＡ

ＧＡＴＣＣＴＧＡＣＣＧＡＧＣＧＴＧＧ３′，下游５′ＣＡＧＣＡＣ

ＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧ３′。采用ｑＲＴＰＣＲ检

测ｍＲＮＡ相对表达水平，以βａｃｔｉｎ为内参，数据以

２ΔΔＣｔ表示。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的蛋白表达水平

用ＲＩＰＡ裂解液从心肌组织中提取蛋白，ＢＣＡ

法测定蛋白浓度。蛋白经十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后，转移到ＰＶＤＦ膜

上，将ＰＶＤＦ膜浸泡于脱脂奶粉中，室温密封４ｈ，

加入１∶１０００的Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ

一抗，４℃过夜，加入１∶５００的二抗，室温孵育

１．５ｈ，显影。以βａｃｔｉｎ作为内参计算各目的蛋白

的相对表达水平。

１．９　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析，计量资料

采用均数±标准差表示，多组间比较采用单因素方

差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠梗死心肌组织范围

ＴＴＣ染色结果显示，假手术组心肌组织无明显

梗死区，模型组大鼠心肌组织可见明显梗死区，模

型＋阿司匹林组、模型＋亚精胺组心肌组织梗死区

减小，见图１Ａ。

ＨＥ染色结果显示，假手术组心外膜结构完整

清晰，中膜层心肌纤维呈螺旋状排列，无明显肥大、

萎缩变细或断裂；心肌纤维形态正常，无波浪样、空

泡或脂肪变性，胞质染色均匀，胞核居中，多呈长椭

圆形，结构清晰，未见坏死；间质内无炎细胞浸润及

纤维结缔组织增生；心内膜内皮细胞完好，无明显

病理变化。模型组中膜层心肌纤维排列紊乱，大量

心肌纤维变性坏死，心肌纤维萎缩断裂后间隙增

宽，病变严重区域心肌纤维形态结构模糊，坏死心

肌纤维胞核固缩、胞质溶解。模型＋阿司匹林组中

膜层心肌纤维排列较为整齐，部分心肌纤维变性坏

死，肌束间可见坏死细胞团。模型＋亚精胺组中膜

层心肌纤维聚集成束，排列较为整齐；心肌纤维形

态较为正常，仅见少量心肌纤维变性坏死。见

图１Ｂ。

注：Ａ为ＴＴＣ染色，白色区域为缺血梗死心肌组织，红色区域为正常心肌组织；Ｂ为ＨＥ染色（４００×）

图１　各组大鼠心肌组织梗死面积和病理学改变
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２．２　各组大鼠心肌细胞凋亡比较

与假手术组相比，模型组大鼠心肌组织细胞凋亡

明显增加［（２４．０８±１．６３）％对（０．４４±０．１２）％，犘＜

０．０１］；与模型组相比，模型＋阿司匹林组［（１６．２７±

０．９３）％］和模型＋亚精胺组［（６．７５±１．３６）％］心肌

细胞凋亡明显减轻（犘均＜０．０１）；与模型＋阿司匹林

组［（１６．２７±０．９３）％］比较，模型＋亚精胺组

［（６．７５±１．３６）％］心肌细胞凋亡明显降低（犘＜

０．０１），见图２。

注：绿色荧光为ＴＵＮＥＬ阳性细胞核，蓝色荧光为ＤＡＰＩ蓝染细胞核

图２　各组大鼠心肌组织细胞凋亡情况（４００×）

２．３　各组大鼠心肌线粒体和肌原纤维形态变化

假手术组心肌组织线粒体和肌原纤维排列整

齐，无明显变化。模型组心肌组织线粒体和肌原纤

维被破坏，面积减少。模型＋阿司匹林组和模型＋

亚精胺组心肌组织线粒体和肌原纤维排列较整齐，

肌原纤维破坏面积减少。见图３。

图３　各组大鼠心肌线粒体和肌原纤维形态（１２０００×）

２．４　各组大鼠心肌组织Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３的

ｍＲＮＡ表达水平比较

与假手术组相比，模型组 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３的

ｍＲＮＡ表达水平均明显升高，Ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ表达水

平明显降低（犘均＜０．０１）；与模型组比较，模型＋阿

司匹林组、模型＋亚精胺组Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３的ｍＲＮＡ

表达水平均明显降低，Ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ表达水平均明

显升高（犘均＜０．０５）。模型＋亚精胺组与模型＋阿

司匹林组Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平的差

异无统计学意义（犘均＞０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠犅犪狓、犅犮犾２、犮犪狊狆犪狊犲３犿犚犖犃表达水平比较

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ２ ｃａｓｐａｓｅ３

假手术组（狀＝８） １．０１±０．０８ １．００±０．０９ １．０１±０．１７３

模型组（狀＝８） １．６０±０．２６（１） ０．６１±０．０５（１） １．５９±０．１１（１）

模型＋阿司匹林组（狀＝８） １．２６±０．１１（２） ０．７９±０．０９（２） １．２９±０．１３（２）

模型＋亚精胺组（狀＝８） １．１８±０．１０（２） ０．８９±０．０８（３） １．２４±０．１１（２）

　　注：与假手术组比较，（１）犘＜０．０１；与模型组比较，（２）犘＜０．０５，（３）犘＜０．０１
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２．５　各组大鼠心肌组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表达水平比较

与假手术组相比，模型组 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表达水平均明显升高，Ｂｃｌ２蛋

白表达水平明显降低（犘均＜０．０１）。与模型组相

比，模型＋阿司匹林组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平明显

降低（犘＜０．０５），两组Ｂａｘ、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ、Ｂｃｌ２蛋

白表达差异无统计学意义。与模型组相比，模型＋

亚精胺组Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表达水

平均明显降低（犘均＜０．０５），两组Ｂｃｌ２蛋白表达

差异无统计学意义。模型＋亚精胺组与模型＋阿

司匹林组Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白

表达水平的差异无统计学意义（犘均＞０．０５）。见

图４、表２。
图４　各组大鼠心肌组织凋亡相关蛋白表达情况

表２　各组大鼠心肌组织凋亡相关蛋白表达水平比较

组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ２ ｃａｓｐａｓｅ３ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ

假手术组（狀＝８） １．００±０．０９ １．００±０．０８ １．００±０．０６ １．００±０．１０

模型组（狀＝８） １．９１±０．２６（１） ０．６１±０．１３（１） １．５７±０．０９（１） １．７１±０．０９（１）

模型＋阿司匹林组（狀＝８） １．６３±０．２９ ０．７０±０．１６ １．３５±０．１５（２） １．４９±０．２６

模型＋亚精胺组（狀＝８） １．４１±０．１１（２） ０．７８±０．１５ １．２１±０．０７（３） １．２９±１．１７（２）

　　注：与假手术组比较，（１）犘＜０．０１；与模型组比较，（２）犘＜０．０５，（３）犘＜０．０１

３　讨论

目前，ＡＭＩ手术治疗有效率仍然有限，患者术

后再次心肌梗死的发生率较高，寻找有效的ＡＭＩ治

疗方法对降低患者死亡率具有重要意义［５６］。本研

究采用心肌梗死大鼠模型观察亚精胺对心肌线粒

体功能及细胞凋亡的影响。病理结果显示，大鼠发

生心肌梗死后中膜层心肌纤维排列紊乱，大量心肌

纤维变性坏死，心肌纤维形态结构模糊、胞核固缩、

胞质溶解，给予亚精胺治疗可减少心肌梗死面积，

治疗后中膜层心肌纤维聚集成束，排列较为整齐，

心肌纤维形态较为正常，仅见少量心肌纤维变性坏

死，提示亚精胺可改善心肌梗死的病理结果。

在本研究中，各组大鼠心肌组织中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、

ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平均发生了明显变化，大鼠在心

肌梗死后，Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３的ｍＲＮＡ表达水平明显

升高，Ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ表达水平明显降低，而阿司匹

林、亚精胺治疗可明显降低心肌梗死大鼠Ｂａｘ、

ｃａｓｐａｓｅ３的 ｍＲＮＡ 表达水平，提高 Ｂｃｌ２ 的

ｍＲＮＡ表达水平，提示亚精胺可能有助于保护大鼠

的心功能。研究报道心肌细胞凋亡与ＤＮＡ损伤增

加有关［７］。本研究结果表明，心肌梗死大鼠Ｂａｘ、

Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３基因表达的变化提示心肌组织中存

在明显的ＤＮＡ损伤，而亚精胺治疗可降低心肌细

胞的凋亡程度。孙彬栩等［８］研究发现，新加生脉饮

能通过降低心肌细胞中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达或抑

制其活性，增加Ｂｃｌ２蛋白的表达，降低Ｂａｘ蛋白的

表达，改善心肌细胞凋亡，本研究与其结果相似。

线粒体是细胞凋亡的主要调节者［９１０］。细胞凋亡主

要由内源性和外源性两种途径介导，线粒体通路由

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ家族成员组成，Ｂｃｌ２和Ｂａｘ结合到线

粒体的外膜或细胞质并被细胞内死亡信号激活，诱

导Ｂａｘ寡聚，且Ｂｃｌ２和Ｂａｘ可插入到线粒体膜中，

引起线粒体通透性变化、跨膜电位损失以及蛋白质

（如ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ）的释放
［１１１２］。ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ与

促凋亡因子凋亡蛋白酶活化因子１（ＡＰＡＦ１）结合

形成ＡＰＡＦ１／Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ复合物，该复合物与腺

苷三磷酸（ＡＴＰ）／脱氧腺苷三磷酸（ｄＡＴＰ）结合后

诱导 ＡＰＡＦ１ 寡 聚 化 形 成 七 聚 体，并 激 活

ｃａｓｐａｓｅ９，进而活化ｃａｓｐａｓｅ３并通过级联反应裂解

特定底物导致细胞凋亡［１３１４］。一般认为Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

比值决定了细胞凋亡的方向，Ｂｃｌ２具有抗凋亡作

用，而Ｂａｘ则促进凋亡
［１５］。本研究结果显示，心肌

梗死大鼠心肌组织线粒体和肌原纤维破坏，心肌组

织梗死区域减少且细胞凋亡明显增加，Ｂａｘ、
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ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表达水平明显升高，

Ｂｃｌ２蛋白表达明显降低。亚精胺干预治疗后大鼠

心肌组织线粒体和肌原纤维破坏明显改善，心肌细

胞凋亡减少，Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ蛋白表

达水平明显降低，提示亚精胺可降低心肌梗死时心

肌细胞的凋亡程度，上调 Ｂｃｌ２ 的表达，抑制

ｃａｓｐａｓｅ３的活性，改善肌原纤维破坏，亚精胺可能

对心肌梗死具有治疗作用。
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