
·155·国际心血管病杂志 2023 年 5 月第 50 卷第 3 期  Int J Cardiovasc Dis，May 2023，Vol. 50，No.3

·基础研究·

腺苷A2a受体/Krüppel样因子5对缺血再灌注 
损伤大鼠心肌的影响

杜鹏辉 周琦 张贻凤

【摘要】 目的：探讨腺苷 A2a 受体 /Krüppel 样因子 5（KLF5）对缺血再灌注损伤大鼠心

肌的影响。方法：42 只 250～300 g 雄性 SD 大鼠随机分为 4 组：假手术组（Sham 组，n＝6）、
缺血再灌注组（I/R 组，n＝12）、缺血再灌注＋腺苷 A2a 受体特异性激动剂 CGS21680 组 

（I/R＋CGS 组，n＝12）、缺血再灌注＋腺苷 A2a 受体拮抗剂 ZM241385 组（I/R＋ZM 组， 
n＝12）。采用结扎左冠状动脉前降支再灌注的方法制备大鼠心肌缺血再灌注损伤模型。I/R＋ 

CGS 组于再灌注前 5 min 静脉注射 CGS21680 后持续泵注 60 min，CGS＋ZM 组于再灌注前

5 min 静脉注射 ZM241385。于造模前，缺血 5 min，再灌注 10 min、45 min 及 120 min 时分别

记录各组大鼠的心率（HR）、平均动脉压（MAP）以及心率与收缩压乘积（RPP）。再灌注

结束后取血液，酶联免疫吸附测定法检测血清心肌钙蛋白 I（cTnI）和成纤维细胞生长因子 21 
（FGF21）水平。再灌注结束后再次结扎左冠状动脉前降支，采用 TTC 染色法确定心肌梗死

面积。处死大鼠，采用 Western blot 法检测缺血区心肌组织中的肿瘤坏死因子 -α （TNF-α）、

白细胞介素（IL）-1β 和 KLF5 的蛋白表达水平。结果：各组造模前、Sham 组各时间点 HR、

MAP 及 RPP 差异无统计学意义。与 Sham 组比较，I/R 组缺血 5 min 时 HR、MAP 及 RPP
降低；与 I/R 组比较，I/R＋CGS 组再灌注 10 min 和 45 min 时 HR、MAP 及 RPP 降低，I/R
＋ZM 组再灌注 10 min 和 45 min 时 HR、MAP 及 RPP 升高（P 均＜0.05）。与 Sham 组比较， 
I/R 组心肌梗死面积增大，血清 cTnI 水平升高，FGF21 水平降低；与 I/R 组比较，I/R＋CGS
组心肌梗死面积减小，血清 cTnI 水平降低，FGF21 水平升高，I/R＋ZM 组心肌梗死面积增

大，血清 cTnI 水平升高，FGF21 水平降低（P 均＜0.05）。与 Sham 组比较，I/R 组心肌组织

中 TNF-α、IL-1β 和 KLF5 的蛋白表达水平均明显升高；与 I/R 组相比，I/R＋CGS 组心肌组

织中 TNF-α、IL-1β 和 KLF5 的蛋白表达水平均明显降低，I/R＋ZM 组心肌组织中 TNF-α、

IL-1β 和 KLF5 的蛋白表达水平均明显升高（P 均＜0.05）。结论：激活腺苷 A2a 受体可抑制

缺血心肌细胞中 KLF5 表达，降低心肌梗死再灌注损伤程度，缓解心肌细胞缺氧状态，促进心

肌细胞损伤后修复，对缺血再灌注损伤大鼠心肌起保护作用。
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【Abstract】  Objective: To assess the effects of adenosine A2a receptor/Krüppel-
like factor 5 on myocardial ischemia-reperfusion (I/R) injury in rats. Methods: Forty-two male 
250~300 g SD rats were randomly divided into 4 groups: sham operation group (Sham group, n＝
6), I/R group (n＝12), I/R＋adenosine A2a receptor agonist CGS21680 group (I/R＋CGS group, 
n＝12), and I/R＋adenosine A2a receptor antagonist ZM241385 group (I/R＋ZM group, n＝12).  
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Myocardial I/R injury model was established by ligation of left anterior descending coronary 
artery (LAD), which was followed by reperfusion. In I/R＋CGS group, CGS21680 was injected 
intravenously before reperfusion and maintained for 60 min. In CGS＋ZM group, ZM241385 was 
intravenously administered 5 min before reperfusion. For each group, heart rate (HR) and mean 
arterial pressure (MAP) were recorded before modeling, at 5 min post ischemia, and 10 min, 45 min 
and 120 min after reperfusion, respectively. HR and systolic blood pressure product (RPP) was then 
calculated. Blood samples were collected after reperfusion, and serum levels of cardiac troponin I 
(cTnI) and fibroblast growth factor 21 (FGF21) were determined by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). After reperfusion, LAD was ligated again, and percentage ofinfarct size (IS) was 
detected by TTC staining. Finally, all rats were sacrificed and the expression levels of TNF-α, IL-1β  
and KLF5 in myocardial tissue were determined by western blot. Results: HR, MAP and RPP did 
not significantly differ before modeling among 4 groups and at all time pointsin Sham group, but 
these measurements were decreased after 5 min of ischemiain I/R group (P＜0.05). Compared 
with I/R group, HR, MAP, and RPP were reduced after 10 min and 45 min of reperfusion in I/R＋ 

CGS group (P＜0.05), but were increased in I/R＋ZM group (P＜0.05). Compared with Sham 
group, IS was significantly increased in I/R group (P＜0.05). IS was reduced in I/R＋CGS group 
(P＜0.05), but increased in I/R＋ZM group (P＜0.05). In parallel, compared with Sham group, 
serum cTnI was increased and FGF21 was decreased in I/R group (all P＜0.05). Serum cTnI was 
decreased and FGF21 was increased in I/R＋CGS group (P＜0.05), however, serum cTnI was 
increased and FGF21 was decreased in I/R＋ZM group (P＜0.05). Similarly, compared with Sham 
group, expressions of TNF-α, IL-1β and KLF5 were increased in I/R group. The expressions of 
TNF-α, IL-1β and KLF5 were decreased in I/R＋CGS group (P＜0.05), but were increased in  
I/R＋ZM group (P＜0.05). Conclusion: Activation of adenosine A2a receptor could inhibit KLF5 
expression in ischemic cardiomyocytes, reduce infarct size anddegree of hypoxia, and promote 
cardiac repair, exerting a protective effect aftermyocardial I/R injury in rats.

【Key words】  Adenosine A2a receptor; Krüppel-like factor 5; Myocardial reperfusion injury 

心肌缺血再灌注损伤（MIRI）是一个复杂的

病理生理过程，涉及氧化应激、炎性反应和细胞凋

亡等过程 [1]。既往研究表明，激活腺苷 A2a 受体可

减轻 MIRI，其机制可能与激活受损心肌细胞自噬

有关 [2]。Krüppel 样因子（KLF）5 是 KLFs 家族中

的重要一员，作为一种锌指蛋白类转录因子，KLF5
通过对靶基因转录水平的调控，在细胞凋亡、细胞

自噬、炎性反应、心肌肥大及心肌纤维化中发挥

重要作用 [3-5]。MIRI 促进心肌细胞的凋亡、自噬和

炎性反应，与心肌肥大、心肌纤维化等密切相关 [6-8]，

因此 KLF5 可能在 MIRI 的发生、发展中发挥重要

作用。本研究拟通过观察在 MIRI 中激活腺苷 A2a
受体时 KLF5 的变化趋势，探究大鼠心肌缺血再灌

注时腺苷 A2a 与 KLF5 的关系，为临床治疗或减轻

MIRI 提供新思路和新靶点。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

腺苷 A2a 受体特异性激动剂 CGS21680（HY-

13201A）和腺苷 A2a 受体特异性拮抗剂 ZM241385
（HY-19532）购于美国 MedChemExpress 公司；心

肌肌钙蛋白 I（cTnI）酶联免疫吸附测定（ELISA）

试剂盒（HA1818L5S1）和重组人成纤维细胞生

长 因 子 21（FGF21） ELISA 试 剂 盒（ab223589）
购于武汉华美生物工程有限公司；TTC 染液、抗

KLF5抗体购于美国Sigma公司；抗肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）抗体、抗白细胞介素（IL）-1β 抗体、抗

GAPDH 抗体购于美国 Cell Signaling Technology 公

司；山羊抗兔 IgG 二抗购于武汉普美克生物技术有

限公司。小动物呼吸机（ZS-MV-HX）购自北京众

实迪创科技发展有限责任公司。

1.2 实验动物及分组

42 只 SPF 级 健 康 雄 性 Sprague-Dawley 大

鼠购自湖北省疾控中心。实验动物生产许可证

号：SYXK( 鄂 )2015-0025，体 质 量 250～300 g，
饲养于通风良好的 SPF 级屏障环境下，相对湿度

50%～60%、温度（22±2）℃，日光灯照明，每天
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保持 12 h 照明和 12 h 黑暗，自由饮食。适应性饲

养 2 d后，将大鼠随机分为 4组：假手术组（Sham组，

n＝6）、缺血再灌注组（I/R 组，n＝12）、缺血再

灌 注＋CGS21680 组（I/R＋CGS 组，n＝12）、 缺

血再灌注＋ZM241385 组（I/R＋ZM 组，n＝12）。
1.3 心肌缺血再灌注模型的制备

根据文献 [9-11] 的方法制备心肌缺血再灌注

模型。大鼠术前禁食禁水 12 h 后，称量体质量；腹

腔注射 1% 戊巴比妥钠（45 mg/kg）麻醉。行气管

切开术后行机械通气：潮气量为 2.5 mL/100 g，通气

频率 70～80 次 /min，吸呼比为 1 ︰ 1。Ⅱ导联连续

监测心电图（ECG），经右侧颈总动脉连续测量动

脉血压，于左侧第 4 肋间开胸暴露心脏，用 6-0 无损

伤缝线将左冠状动脉前降支套扎做成活结，当出现

心尖部及左心室前壁变白，Ⅱ导联 ECG 出现 ST 段

抬高，动脉血压下降时为结扎冠状动脉成功。结扎

成功后缺血 30 min，随后松开结扎线，可见左心室

恢复红润，抬高的 ST 段相对降低，则表明再灌注模

型成功，进行 120 min 再灌注处理。

各组处理：Sham 组只穿线不结扎；I/R 组结扎

左冠状动脉前降支 30 min 再灌注 120 min ；I/R＋ 

CGS 组结扎左冠状动脉前降支 30 min 再灌注 
120 min， 并 于 再 灌 注 前 5 min 静 脉 注 射

CGS21680 30 μg/kg 后以 3 μg/(kg·min) 持续泵注 
60 min ；I/R＋ZM 组结扎左冠状动脉前降支 30 min 
再灌注 120 min，并于再灌注前 5 min 静脉注射

ZM241385 1.5 mg/kg。
1.4 血流动力学指标的监测

在实验过程中，连续监测心率（HR）、收缩压

（SBP）及平均动脉压（MAP），并计算 HR 与 SBP
的乘积（RPP）作为心肌氧耗指数 [12]。分别于造

模前、缺血 5 min、再灌注 10 min、再灌注 45 min
及再灌注 120 min 时记录 HR、MAP 及 RPP。
1.5 血清cTnI、FGF21水平的测定

再灌注结束时，各组随机取 6 只大鼠，经股静

脉取血液标本 2 mL，于 4 ℃下 2 000 转 /min 离心

15 min，离心半径 12 cm，取上清液，参照 ELISA 试

剂盒说明书，检测血清 cTnI、FGF21 水平。

1.6 心肌梗死面积的测定

再灌注结束后，各组随机取 6 只大鼠，结扎左

冠状动脉前降支，并经股静脉注射 2 mL 1% 伊文思

蓝行心肌染色，待大鼠远端肢体和口唇被染成蓝色

后，迅速取下心脏用 4℃ PBS 清洗，此时可见正常

心肌被染成蓝色，梗死边缘区和梗死区心肌则未被

染成蓝色，将心脏置于－20 ℃冻存 60 min 后沿心

脏纵轴线切 5 片，每片厚 1 mm，切片放于 1%TTC
溶液中，37 ℃水浴锅中避光孵育 15 min，随后用

10% 中性福尔马林液常温固定过夜，梗死边缘区心

肌呈砖红色，梗死区心肌呈灰白色，采用 ImageJ 图

像分析软件计算各个截面的梗死面积，心肌梗死百

分比为心肌梗死区占心肌梗死区与梗死边缘区之

和的比例。

1.7 缺血区心肌组织KLF5、TNF-α和IL-1β蛋白

表达的测定

各组随机取 6 只大鼠，股静脉取血结束后，过

量麻醉处死大鼠，取缺血区心肌组织标本于－80 ℃
冰箱保存。充分裂解心肌组织制备匀浆，煮沸离

心后，取上清检测 KLF5 的蛋白表达水平。用聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离目的蛋白后，转膜，5% 脱脂

奶粉封闭 1 h，分别加入 KLF5 一抗（1︰ 1 000）、
TNF-α 一抗（1︰ 1 000）、IL-1β 一抗（1︰ 1 000）
和 GAPDH 一抗（1︰1 000），4 ℃孵育过夜，加入

山羊抗兔 IgG 二抗（1︰10 000）室温孵育 1 h，加

入 ECL 混合溶液，曝光、显影、定影。使用全自动

数码凝胶图像分析系统对胶片进行拍照，用 ImageJ
软件分析目标条带的光密度值。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 21.0 软件进统计学行分析，正态分

布的计量资料以均数 ± 标准差表示，组间比较采

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 激活腺苷A2a受体改善缺血再灌注心肌的

缺氧状态

各组缺血前 HR、MAP 及 RPP 的差异无统

计学意义。Sham 组造模前、缺血 5 min、再灌注 
10 min、再灌注 45 min 及再灌注 120 min 各时间点

HR、MAP 及 RPP 的差异无统计学意义。与 Sham
组比较，I/R 组缺血 5min 时 HR、MAP 及 RPP 降

低（P 均＜0.05）。与 I/R 组比较，I/R＋CGS 组再

灌注 10 min、再灌注 45 min 时 HR、MAP 及 RPP
降低，I/R＋ZM 组再灌注 10 min、再灌注 45 min
时 HR、MAP 及 RPP 升高（P 均＜0.05）。见表 1。
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2.2 激活腺苷A2a受体减小缺血再灌注心肌梗

死面积

TTC 染色结果显示，与 I/R 组相比，I/R＋CGS
组大鼠缺血再灌注损伤心肌的梗死面积百分比明

显降低 [（32.6±2.0）% 对（53.5±1.3）%，P＜0.05]；

I/R＋ZM 组大鼠缺血再灌注损伤心肌的梗死面积

百分比为（60.1±1.8）%，较 I/R＋CGS 组明显升

高（P＜0.05）。I/R＋ZM 组与 I/R 组相比差异无统

计学意义。见图 1。

表 1  各组大鼠各时间点血流动力学指标比较

时间 观察指标/组别 Sham组 I/R组 I/R＋CGS组 I/R＋ZM组

缺血前 HR/次·min-1 402±18 403±10 402±22 403±17

MAP/mmHg 101±9 102±10 104±8 103±13

RPP/×102次·mmHg·min-1 466±35 476±24 474±29 477±30

缺血5 min HR/次·min-1 398±8 309±23(1) 315±17 320±11

MAP/mmHg 99±6 73±6(1) 76±2 75±5

RPP/×102次·mmHg·min-1 454±43 276±45(1) 286±37 290±12

再灌注10 min HR/次·min-1 401±21 338±43 267±23(2) 387±15(2)

MAP/mmHg 100±6 87±6 68±8(2) 91±5(2)

RPP/×102次·mmHg·min-1 461±15 344±47 221±37(2) 410±12(2)

再灌注45 min HR/次·min-1 401±14 344±47 271±21(2) 382±19(2)

MAP/mmHg 101±4 92±6 70±4(2) 93±5(2)

RPP/×102次·mmHg·min-1 465±32 384±36 230±41(2) 413±21(2)

再灌注120 min HR/次·min-1 402±35 382±29 393±31 379±18

MAP/mmHg 101±6 97±9 98±4 87±6

RPP/×102次·mmHg·min-1 466±32 428±26 444±36 386±31

注：与Sham组比较，(1)P＜0.05；与I/R组比较，(2)P＜0.05

图1 各组缺血再灌注损伤大鼠心脏横切面的TTC染色

2.3 激活腺苷A2a受体减轻MRI
与 Sham 组相比，I/R 组大鼠静脉血 cTnI 水平

明显升高（P＜0.05）。与 I/R 组相比，I/R＋CGS 组

大鼠静脉血 cTnI 水平明显降低（P＜0.05），I/R＋ 

ZM 组大鼠静脉血 cTnI 水平明显升高（P＜0.05）。

与 Sham 组比较，I/R 组缺血区心肌组织 TNF-α 和

IL-1β 表达明显上调（P 均＜0.05）。与 I/R 组比较，

I/R＋CGS 组缺血区心肌组织 TNF-α 和 IL-1β 表达

明显下调，I/R＋ZM 组缺血区心肌组织 TNF-α 和

IL-1β 表达明显上调（P 均＜0.05）。见图 2、表 2。

I/R组

I/R＋CGS组

I/R＋ZM组

1 cm
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图2 各组大鼠心肌组织TNF-α和IL-1β蛋白表达情况

表2 各组大鼠血cTnI水平及心脏缺血区心肌组织中 

TNF-α和IL-1β蛋白表达水平比较

组别
血cTnI水平/

pg·mL-1
心肌TNF-α蛋白 

表达水平
心肌IL-1β蛋白 

表达水平

Sham组   49±21 0.44±0.01 0.43±0.04

I/R组 251±37(1) 1.44±0.03(1) 1.15±0.04(1)

I/R＋CGS组 116±24(2) 0.17±0.01(2) 0.17±0.03(2)

I/R＋ZM组 280±27(2) 1.57±0.02(2) 1.29±0.04(2)

注：与Sham组比较，(1)P＜0.05；与I/R组比较，(2)P＜0.05

2.4 激活腺苷A2a受体促进心肌细胞损伤后修复

与 Sham 组相比，I/R 组和 I/R＋ZM 组大鼠的

血 FGF21 水平均明显降低 [（93±8）pg/mL 和（76± 

9）pg/mL 对（140±4）pg/mL，P 均＜0.05]；与 I/R 组 
相比，I/R＋CGS 组大鼠的血 FGF21 水平 [（374± 

13）pg/mL] 明显升高（P＜0.05）。I/R＋ZM 组与 I/R
组大鼠血 FGF21 水平差异无统计学意义。

2.5 激活腺苷A2a受体使KLF5表达下调

与 Sham 组 相 比，I/R 组 缺 血 区 心 肌 组 织

KLF5表达水平明显升高（0.43±0.02对 0.31±0.01，
P＜0.05）。 与 I/R 组 相 比，I/R＋CGS 组 缺 血 区

心肌组织 KLF5 表达水平（0.20±0.01）明显降

低，I/R＋ZM 组缺血区心肌组织 KLF5 表达水平

（0.64±0.02）明显升高（P 均＜0.05）。见图 3。

建快速恢复冠状动脉血流，但同时也可能会导致

MIRI，降低血运重建的临床获益 [13]。目前，MIRI
尚无有效的治疗方法。既往研究表明腺苷可通过

激活心肌细胞表面的腺苷受体（A1、A2a、A2b 和

A3），下调 Beclin-1 介导的心肌细胞自噬，从而保护

心肌细胞，减少 MIRI ；前期研究表明，激活磷脂酰

肌醇 3- 激酶 / 丝氨酸 - 苏氨酸激酶（PI3K/Akt）信

号通路，介导受损心肌细胞自噬，也能起到保护心

肌的作用 [14-15]。KLF5 通过调控基因转录水平调节

细胞自噬、炎性反应及心肌纤维化等重要生理过

程，由此可推测激活腺苷 A2a 受体可能通过调节

KLF5 的表达而起到抑制 MIRI 的作用。

本项研究结果显示，在大鼠缺血再灌注模型中

激活腺苷 A2a 受体减少了心肌梗死面积百分比和

缺血再灌注部位的炎性因子生成，减轻了缺血再灌

注引起的心肌损伤程度，改善了心肌细胞的缺氧状

态，增强了其修复能力。抑制腺苷 A2a 受体可起到

相反的效果，由此说明腺苷 A2a 受体在 MIRI 中有

重要意义。FGF21 是一种存在于人体中的成纤维

细胞因子，具有调节新陈代谢、促进血管细胞生长

和发育以及损伤后修复的功能，与炎性反应密切相

关。正常情况下，FGF21 在机体中维持一定水平，

当 MIRI 出现时，血清 FGF21 水平减少，予以腺苷

A2a 受体激动剂后，FGF21 水平明显上升，说明激

活腺苷 A2a 受体可增强心肌细胞的修复能力。同

时，激活腺苷 A2a 受体后可以观察到 KLF5 的表达

明显下调，已有研究证明心肌细胞中的 KLF5 可通

过抑制 FGF21 表达，改善机体对胰岛素的敏感性，

调节白色脂肪的生成，减轻高脂饮食喂养小鼠的

体质量 [16]。此外，FGF21 被证实可通过抑制核因

子 κB （NF-κB）和炎性因子，激活星形胶质细胞中

PI3K/Akt 信号通路，发挥神经保护作用 [17]。由此可

见，激活的腺苷 A2a 受体可能通过下调缺血再灌注

损伤的心肌细胞的 KLF5 表达，增加 FGF21 表达水

平，抑制心肌细胞炎性反应，从而减轻 MIRI。

Sham组   I/R组  I/R＋CGS组  I/R＋ZM组 Sham组   I/R组  I/R＋CGS组  I/R＋ZM组

TNF-α

GAPDH

IL-1β

GAPDH

图3 各组大鼠缺血区心肌组织KLF5蛋白表达情况

Sham组      I/R组  I/R＋CGS组  I/R＋ZM组

KLF5

GAPDH

3 讨论
急性心肌梗死最有效的治疗是通过血运重
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MIRI 主要发生在再灌注之后，恢复的血流

通过红细胞为缺血心肌组织提供氧气，导致活性

氧（ROS）产生增加 [18]。ROS 导致心肌细胞氧化

应激，引起 DNA 损伤并产生局部炎性反应，炎性

级联反应和氧化应激随后引起各种细胞因子大量

释放，导致细胞结构受损而造成再灌注心肌细胞

凋亡、死亡等不良结局 [19-22]。在脂多糖诱导的急

性肺损伤模型中，KLF5 通过上调 NF-κBp65 位

点的磷酸化，介导 ROS 产生，增加促炎性细胞因

子的表达 [23]。激活腺苷 A2a 受体也可能通过下

调 KLF5 减少 ROS 的生成，抑制炎性反应。值得

注意的是，再灌注阶段的心肌损伤是动态的，可能

会持续数天之久，其对心肌的损害逐渐累积 [24-25]。 
因此，了解心肌细胞内激活的腺苷 A2a 受体下调

KLF5、保护心肌细胞的机制，尽早治疗 MIRI，能增

加患者冠状动脉血运重建的临床获益。

综上所述，激活腺苷 A2a 受体可抑制缺血心肌

细胞中 KLF5 表达，降低 MIRI 程度，减轻心肌细胞

缺氧，促进心肌细胞损伤后修复，在大鼠心肌缺血

再灌注时发挥保护作用。
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