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强力霉素预处理减轻在体大鼠心肌缺血／再灌注损伤 

及基质金属蛋白酶一1／9的表达 

吴黎明 范林 陈良龙 

【摘要】 目的 观察强力霉素预处理对在体大鼠心肌缺血／再灌注(I／R)损伤时基质金属蛋白酶一1 

(MMP一1)和MMP一9表达的影响。方法 64只体重 3OO～350 g的健康雄性 SD大鼠被随机分为假手术组 

( 一16)、I／R组( 一24)和强力霉素预处理组( 一24)。分别观察在体大鼠心肌缺血 60 min再灌注 120 min后 

的心肌I／R损伤，以及强力霉素预处理对其心功能、血浆肌酸激酶(cK)和乳酸脱氢酶(LDH)水平及心肌组织 

髓过氧化物酶(MP0)活性的影响；以免疫组化法检测心肌细胞 MMP一1和 MMP一9的蛋白表达。结果 心 

肌再灌注 120 min时，I／R组左室收缩压(LVSP)、左室压最大上升和下降速率(土dp／dtmax)均较假手术组显 

著下降，左室舒张末压(LVEDP)、血浆 CK和 LDH以及心肌组织 MPO活性均显著升高，且 MMP一1和 

MMP一9的蛋白表达明显增强 (P<0．05或 P<0．01)。而强力霉素预处理组心功能各项指标以及血浆 

CK、LDH均明显改善，MMP一1和 MMP一9的蛋 白表达均明显受抑，与 I／R组比较差异均有统计学意义 

(P<O．05或 P<O．01)。结论 强力霉素预处理在减轻在体大鼠心肌 I／R损伤的同时，还可抑制MMP一1和 

MMP一9的蛋白表达。 

【关键词】 缺血／再灌注损伤，心肌； 大鼠； 预处理； 强力霉素； 基质金属蛋白酶 

Precondition with doxycycline administration abates ischemia／reperfusion injury and reduces the expression 

of matrix metalloproteinase一 1／9 in myocardium in rat in vivo 删 L —ming，FAN Lin，C HEN 

Liang—long．Department of Cardiology， P Union Hospital，Fujian Medcial University，F ian Institute of 

Senile Disease，Fuzhou 350001，Fujian，China 

[Abstract] Objective To investigate the effects of preconditioning with doxycyeline on ischemia／ 

reperfusion (I／R)injury and expressions of matrix metaIIoDroteinase一1(MMP 一1)and MMP一9 in 

myocardium in rat in vivo．Methods Sixty—four healthy male SD rats，weighing 300—350 g，were 

randomly devided into three groups：sham operation group( 一16)，I／R group( 一24)，and doxycycline 

preconditioning group ( 一 24)． The heart function，plasma level of creatine kinase (CK) and 1aetate 

dehydrogenase (LDH)，and the activity of myeloperoxidase (M P0)were respectively determined in rat 

myocardium after ischemia for 60 minutes and reperfusion for 1 20 minutes or with the same procedure but 

with precondition of Doxycycline． Also the expressions of MMP 一1 and MMP 一 9 was determined by 

immunohistochemistry．Results In I／R group，left ventricular systolic pressure(LVSP)and the maximun 

and minimum first derivative of LVSP(土dp／dtmax)were significantly less，and left ventricular enddiastolic 

pressure(LVEDP)，CK，LDH，the activity of M PO。and the protein expressions of MMP一1 and MM P一9 

were remarkably higher compared with the sham operation group(P< O．05 or P< O．01)．Heart function was 

improved，CK。LDH。MP0 and the expressions of M MP 一1 and MMP 一9 were reduced obviously by 

doxycycline preconditioning compared with the I／R group(P<O．05 or P<O．01)．Conclusion Precondition 

with doxycycline could remarkably abate I／R injury of rat myocardium in vivo and inhibit the expressions of 

MMP一1 and MMP一9． 

[Key words] ischemia／reperfusion injury； rat； precondition； doxycycline； matrix metallopro— 

tejnase 

强力霉素(Doxycycline)作为口服广谱长效四 

环素类抗生素，具有与内源性组织基质金属蛋白酶 

抑制剂(TIMPs)相似的生物学作用，可以抑制胶原 

分解，而作为非特异性的TIMPs在稳定动脉粥样硬 
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化斑块中起着重要的作用，并可改善离体大鼠心肌 

缺血／再灌注(I／R)的心脏功能“ 。本研究拟观察 

强力霉素预处理能否在减轻在体大鼠心肌 I／R损 

伤时抑制心肌细胞基质金属蛋 白酶一1(MMP一1) 

和MMP一9的蛋白表达，报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验分组：健康雄性 SD大鼠 64只(福建医科 

大学动物实验中心提供)，体重 3O0～350 g，按随机 

数字表法分为假手术组(Sham组，，2=16)、I／R组 
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( 寻。24)和强力霉素预处理组 ( 一24)。 ‘ 

1．2 动物模型制备：参照文献∞ 方法略加改进制备 

动物心肌I／R损伤模型。以质量分数为 3％的戊巴 

比妥钠 (45 mg／kg)麻醉大 鼠，颈正中切 口行呼气末 

正压通气(潮气量 30 ml／kg，呼吸频率 6O次／min)， 

经右颈总动脉插入左心室导管测量心功能参数 。于 

胸骨左侧约 0．5 cm、第 3～5肋纵行切 口开胸，剪开 

心包 ，由股静脉注人肝素(500 U／kg)。I／R组将丝线 

穿入一管径 2 mm的聚乙烯管中，稳定 10 min后收 

紧丝线，阻断左冠状动脉 (冠脉)60 min后恢复血流 

120 min；同时将针形电极插入四肢皮下监测各导联 

心电图，ST段抬高0．2 mV为心肌缺血标志，ST段 

骤降为再灌注成功标志。Sham组穿线但不收紧线。 

预处理组于心肌I／R前予强力霉素 50 mg／kg灌 胃， 

每日 2次 ，连续灌 胃 1周“ 。 

1．3 观察指标 

1．3．1 心功能：用多导生理信号采集系统记录大鼠 

缺血前和再灌注 120 min的左室功能，包括左室收 

缩压(LVSP)、左室舒张末压(LVEDP)、左室压最大 

上升速率 (+dp／dtmax)和左室压最大下降速率 

(--dp／dtmax)。 

1．3．2 血浆肌酸激酶(CK)、乳酸脱氢酶(LDH)：再 

灌注 120 min时从股静脉抽取静脉血 1 ml置于肝 

素抗凝管 中，室 温下离心 (3 000 r／min，离心半 径 

17．5 cm)10 min，取血浆并冻存于一2O C低温冰箱 

中，比色法测定血浆 CK和 LDH值，试剂盒由南京 

建成生物工程研究所生产，操作步骤严格按说明书 

进行。 

1．3．3 心肌组织髓过氧化物酶 (MPO)活性 ：每组 

随机取 8只大鼠，于再灌注 120 min时在大 鼠心脏 

结扎线以下沿心尖至心底垂直方向横切，剪去右室 

心肌，将剩余心肌组织称重 ，在心肌组织样品中分别 

加入 1O倍体积的溴甙十六烷三甲胺 (HTAB)溶液 

[溶于 50 mmol／L磷酸盐缓 冲液(PBS)溶液 中，pH 

6．o]进行匀浆 ，4 C下 12 000×g离心 30 min，上清 

液于一20 C冰箱保存，以751分光光度计测定 MPO 

活性，以 25 C时 1 min分解 1 t-tmol H。O。为 1 U表 

1．3．4 心肌组织免疫组化染色：实验结束时自左室 

活体灌注含肝素的生理盐水及体积分数为 4％的多 

聚甲醛冷固定液，取出心脏，在结扎线以下沿心尖到 

心底垂直方向横切，固定液中固定 18 h后常规脱 

水，石蜡包埋，4 p．m连续切片。以链霉素一亲和素一生 

物素一过氧化物酶(SABC)法进行免疫组化检测，阳 

性染色为棕黄色。MMP一1工作浓度为 1：100， 

MMP一9工作浓度为 1：50，3，3'-二氨基联苯胺 

(DAB)溶液按试剂盒说明书配制，以PBS代替一抗 

作为阴性对照。 

1．4 图像处理及分析：将各组免疫组化切片置于显 

微镜下放大 200倍，每张切片随机选择 5个视野，通 

过 Motic—imagine Advance3．0计算机图像分析仪 

于表 达 阳性 区进 行 半 定 量 分 析：测定 心 肌 组织 

MMP一1和MMP一9的平均灰度值，其灰度值越 

高，表达量越少。 

1．5 统计学处理：用SPSS10．0统计软件进行数据 

处理 。结果以均数±标准差(z±s)表示，组间比较采 

用 t检验，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 强力霉素预处理对心肌 I／R损伤大鼠心功能 

的影响(表 1)：3组大鼠缺血前心功能指标差异无统 

计学意义 (P均>0．05)；再灌注 120 min时 I／R组 

大鼠的LVSP和±dp／dtmax明显下降，LVEDP显 

著升高 ，与 Sham组比较差异有统计学意义(P均< 

0．05)。强力霉素预处理后 LVSP和±dp／dtmax下 

降程度以及 LVEDP升高程度均小于 I／R组，差异 

均有统计学意义(P均<O．01)。 

2．2 强力霉素预处理对心肌 I／R损伤大鼠心肌组 

织 MMP一1、MMP一9表达的影响(表 2)：Sham组 

MMP一1表达在大鼠冠脉呈弱阳性 ，而心肌细胞胞 

质基本无表达(彩色插页图 4A)；I／R组MMP一1表 

达明显增强，并广泛分布于心肌细胞胞质(彩色插 

页图 4B)；强 力霉 素 预处 理 可减 弱MMP一1表达 

(彩色插页图4C)。MMP一9在 Sham组大鼠心肌细 

胞 胞质 中呈弱阳性 表达 (彩 色插 页图 5A)；I／R组 

MMP一9表达明显增强(彩色插页图 5B)；预处理组 

示．试剂盒由南京建成生物工程研究所提供。 可抑制 MMP一9表达(彩色插页图 5C)。 

表 1 强 力霉素预处理对心肌 I／R损伤大鼠心功能的影响( 士s) 

Table 1 Effects of doxycycline preconditioning on myocardial function in rats after I／R( 士 ) 

注：与Sham组比较： P<O．05；与 I／R组比较：Ap<0．01 
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表 2 强力霉素预处理对心肌 l／R大鼠心肌组 织 

MMP一1和 MMP一9表达的影响 ( ±s) 

Table 2 Effects of doxycycline on the expression 

of M M P——1 and M M P ——9 in myocardium 

of rats after I／R(x~s) 灰度值 

注；与 Sham组 比较 ： P<0．01；与 I／R组 比较 ： P<0·01 

2．3 强力霉素预处理对心肌 I／R损伤大鼠血浆 

CK、LDH 的影响(图 1，图 2)：I／R组血浆 CK、LDH 

水平均较 Sham组明显升高(P均<0．05)；强力霉 

素预处理后血浆 CK、LDH水平均较 I／R组显著降 

低fP均<0．05)。 
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注 ：与 Sham组 比较 ： PGO．05；与 I／R组 比较 ： PG0．05 

图 1 强力霉素预处理对心肌I／R损伤大鼠血浆CK的影响 

Figure 1 Effects of doxycycline on CK in plasm 

of rats afler I k 

组别 

注：与Sham组比较： PG0．05；与 I／R组比较： PG0．05 

图2 强力霉素预处理对心肌I／R损伤大鼠血浆 LDH的影响 

Figure 2 Effects of doxycycline on LDH in plasm 

of rats after I／R 

2．4 强力霉素预处理对心肌 I／R损伤大鼠心肌组 

织MPO活性的影响(图 3)：I／R损伤致大鼠心肌组 

织MPO活性显著高于Sham组(P<O．05)；强力霉 

素预处理能显著降低I／R大鼠心肌组织 MPO活性 

(P< 0．05)。 
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注 ：与 Sham组 比较 ： PG0．05；与 I／R组 比较 ： PG0．05 

图3 强力霉素预处理对心肌 I／R损伤大鼠心肌组织中 

MPO活性的影晌 

Figure 3 Effects of doxycycline on M PO in 

myocardium of rats after I／R 

3 讨 论 

体内外研究均证明强力霉素为 MMPs的抑制 

剂，可抑制 MMPs活性H ，因而有别于其他大环内 

脂类药物，可用于稳定动脉粥样硬化斑块。Brown 

等 发现，强力霉素能够稳定斑块，并降低急性冠脉 

综合征患者致死性心肌梗死的发生率。Cheung等 

发现，强力霉素可改善离体大鼠 I／R心脏的心功 

能。本研究结果则显示：与 I／R组比较，强力霉素预 

处理可明显改善在体大鼠心功能，缩小 I／R损伤心 

肌梗死面积，减少心肌酶学释放，降低 MPO活性 

等，提示强力霉素预处理可明显减轻在体大鼠I／R 

心肌损伤的程度。 

MMPs是一类结构同源、以酶原形式分泌、有 

降解细胞外基质功能的酶家族，具有广谱底物选择 

性。动脉粥样硬化斑块内的炎性细胞释放 MMP一1 

和 MMP一9等可削弱纤维帽强度，降低斑块稳定 

性。在肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一16 

(IL一16)等细胞 因子诱导下，粥样硬化斑块内的平 

滑肌细胞也可表达 MMP一1和 MMP一9等。在离 

体动物 I／R模型中，MMPs的表达和活性均明显升 

高，说明可能在心肌 I／R损伤过程中发挥了较重要 

的作用订 ；Axisa等。 在一项前瞻性 、随机、双盲研 

究中发现，强力霉素组死亡、心肌梗死、脑梗死、颈动 

脉栓塞等临床终点事件发生率明显低于对照组，且 

颈动脉斑块中 MMP一1水平和 MMP一1 mRNA表 

达均明显低于对照组。 

I／R损伤可产生大量 IL一1、TNF—a等，并诱 

导MMPs表达“∞；而强力霉素预处理组大鼠I／R心 

5  5  5  5  

4  3  2  l  —rI＼n)嘲姐}王口rI 
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肌的 MMP一9活性被抑制；强力霉素可抑制 IL一1、 

TNF—a处理后角膜上皮细胞 MMP一9 mRNA表 

达，并呈量一效关系 。̈本研究结果提示，强力霉素 

预处理通过在蛋白水平抑制 MMP一1和MMP一9 

的表达而减轻在体大鼠心肌细胞损伤，分析其机制 

可能是强力霉素与 MMPs的活性中心结合，导致其 

构象改变，从而非选择性地阻断其活性；或通过干扰 

MMPs活性必需的 Zn 来发挥作用 。因此可以推 

测，强力霉素预处理降低 MMP一1和MMP一9的 

蛋白表达可能存在 MMP一1和 MMP一9转录水平 

和(或)转录后的调控机制，并与 IL一1、TNF—a等 

炎症因子的表达受抑相关；强力霉素预处理对大鼠 

I／R损伤心肌的保护作用机制之一，可能是通过降 

低 MMP一1和 MMP一9的蛋白表达，进而抑制心 

脏胶原降解实现的。 
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强力霉素预处理减轻在体大鼠心肌缺血／再灌注损伤及 

基质金属蛋白酶一1／9的表达 

(正文见679页 ) 

A：Sham组l B：I／R组l C：预处理组 

Bm4 各组心肌I，R损伤大鼠心肌组织MMP一1蛋白阳性表达 【免疫组化．x40) 
Figure 4 Positive expression of MMP一1 in myocardium of rats after I／R in each group【immunohistochemistry，x40) 

A：Shamf1]．1 B：I／R组 l c：预处理组 

图5 各组心肌I／R损伤大鼠心肌组织MMP一9蛋白阳性表达 (免疫组化，X40 J 
FigUre 5 Positive expression of MMP一9 in myocardium of rats after I／R in each group(immunohistochemistry，×40) 

缬沙坦对兔动脉成形术后血管内膜增生及内皮细胞 

血管性假血友病因子表达的影响 
(E：-文见695页 ) 

l 

● ● ， 

A：对照组 l B：模型组 l C：缬沙坦组 

图1 各组兔腹主动脉组织形态学观察(HE，X 40) 
Figure 1 Pathologic and morphologic analysis of abdominal aorta of rabbits in each group(H E，x 40) 
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A：对照组；B：模型组；C：缬沙坦组 

图2 各组兔内皮细胞vWF阳性表达(SP，X400) 

Figure 2 Positive expression of vWF of endothelial cell of rabbits in each group(SP，X 400) 
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