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地塞米松诱导金属硫蛋白表达对大鼠缺血／再灌注
损伤心肌的保护作用研究

庄梅 方颖 吴立荣 雷大卫

【摘要】 目的 探讨地塞米松诱导金属硫蛋白(MT)表达对大鼠缺血／再灌注(I／R)损伤心肌的延迟保

护作用。方法将32只SD大鼠随机分成地塞米松组和对照组，分别予腹腔注射地塞米松和蒸馏水预处理。

预处理24 h后构建Langendorff离体心脏I／R动物模型，缺血30 min后再灌注60 min。用蛋白质免疫印迹法

(western blotting)检测MT表达；动态观测缺血前及再灌注期问血流动力学指标[左心室发展压(LVDP)、左

室内压上升和下降最大速率(±dp阳t max)、冠状动脉循环流出量(cF)]、心律失常的变化；测定心肌梗死面

积、冠状动脉流出液肌酸激酶同工酶(CK—MB)漏出率、心肌丙二醛(MDA)、总超氧化物歧化酶(T—SOD)、铜

锌一SOD(cuZn—soD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化酶(GsH—Px)水平及心肌细胞膜Na+一K+一ATP

酶、ca”一Mg”一ATP酶活性。结果 与对照组比较，地塞米松组MT的表达水平显著增加(3．085±1．065比

1．028±O．016，尸<O．05)；再灌注期间LVDP、±dp／dt max及cF均得到明显改善(P均<o．05)；再灌注性室

性心律失常评分明显减少[(2．00±1．41)分比(6．63±4．24)分，P<o．05]；心肌梗死面积明显缩小[(28．38±

11．22)％比(47．39±8．30)％，P<0．01]；冠状动脉流出液cK—MB的漏出率明显降低[(8．69±4．16)U／g比

(18．15±5．59)U／g，P<o．01]；心肌组织MDA含量降低(尸<o．05)，T—SOD、Cuzn—S()D、CAT、GSH—Px均明

显升高(P<o．05或P<o．01)；心肌细胞膜的Na+一K+一ATP酶、Ca”一M92+一ATP酶活性增加(P<o．01和

P<o．05)。结论 地塞米松可能通过上调MT的表达，对大鼠I／R损伤心肌起到延迟保护作用。
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【Abstract】 objective To investigate the protective effects of metallothionein(MT) induced by

dexamethasone (DEX)against ischemia／reperfusion (I／R)injury of myocardium of isolated rat heart．

Methods Thirty—two Sprague—Dawley(SD)rats were divided randomly into the DEX and control groups．In

the former group，the rats were pretreated with DEX，and in latter group distilled water was given before

their hearts were isolated for Langendorff perfusion and I／R．MT was assessed by Western blotting．The left

ventricular developed pressure (LV【)P)， maximal change rate of intraventricular pressure rise／down

(±dp／dt max)，coronary artery flow(CF)and reperfusion arrhythmias were observed dynamically before

ischemia and during 60—minute reperfusion following 30—minute ischemia， The hearts were perfused with

triphenyltetraz01ium (TTC)after 60～minute reperfusion． The myocardial infarct size was measured with

Adobe Photoshop．The levels of MB isoenzyme of creatine kinase(CK—MB)，malonaldehyde(MDA)，total

superoxide dismutase(T—SOD)，CuZn—SOD，catalase(CAT)，glutathione peroxidase(GSH—Px)and the

activities of Na+一K+一ATPase，Caz十一M92．一ATPase were detected．Results Compared with control group，

the expression of MT was significantly increased(3．085±1．065 vs．1．028±O．016，P<O．05)，the LVDP，

±dp／dt max and CF were greatly improved(a11 P<O．05)，the accumuIated point of ventricular arrhythmia

and the infarct size were significantly reduced in DEX group[(2．OO士1．41)scores vs．(6．63±4．24)scores

and(28．38±11．22)％vs． (47．39±8．30)％，respectively，both P<O．01]．The level of CK—MB was

significantly lowered in the DEX group compared with control group[(8．69土4．16)U／g vs． (18．15±

5．59)U／g，P<O．01]，and myocardium MDA content was decreased(尸<O．05)．Moreover，the levels of

T—SOD，CuZn—SOD，CAT，GSH—Px，and the activites of Na+一K+一ATPase and Ca2+一M92+一ATPase were

significantly increased(尸<O．05 or／and P<O．01)in DEX group．ConcIusion DEX induces upregulation of

MT，w}潞h attenuates I／R iniurv in rat heart．

【Key words】 dexamethasone； metallothionein； myocardial ischarmia／reperfusion injury； myoca卜

dioDrotection
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金属硫蛋白(MT)是体内最强的羟自由基清除

剂，具有稳定细胞膜、调节细胞Ca抖稳定等生物效

应n。。研究表明，在大鼠心肌缺血／再灌注(I／R)等多

种心脏损伤的模型上，MT的过表达均可明显降低

氧自由基(oFR)引起的脂质过氧化损伤，减轻心肌

结构和功能改变晓3。糖皮质激素可诱导大鼠肝脏合

成MT∞3，但其对心脏的作用如何尚不清楚。本研究

通过建立大鼠离体心脏I／R模型，探讨地塞米松预

处理诱导心肌MT表达的水平及其对大鼠心肌I／R

损伤时的保护作用机制。

1材料与方法

1．1 主要试剂：MT单克隆抗体(美国Sigma公司)，

二喹啉甲酸法(BCA法)蛋白检测试剂盒以及其他

蛋白质免疫印迹法(western blotting)所使用试剂

(美国Pierce Biotechnology公司)，辣根过氧化物酶

(HRP)标记的山羊抗鼠IgG(美国santa Cruz

Biotechnology公司)；丙二醛(MDA)、超氧化物歧

化酶(SoD)、谷胱甘肽过氧化酶(GSH—Px)、过氧化

氢酶(CAT)、ATP酶测试盒(南京建成生物工程研

究所)。

1．2动物分组及预处理：成年雄性SD大鼠32只，

体重240～301 g，由贵阳医学院实验动物中心提供。

按随机数字表法分成两组，每组16只。地塞米松组

参照文献[4]方法腹腔注射地塞米松o．8 mg／kg进

行预处理，对照组腹腔注射等量蒸馏水。

1．3离体心脏I／R模型制备：大鼠预处理24 h后，

腹腔注射戊巴比妥(30 mg／kg)麻醉、肝素500 U抗

凝，开胸取心脏，浸入o～4℃Kreb—Henseleit缓冲

液(K—H液)中，主动脉插管并悬挂于Langendorff

灌注装置上，用K—H液进行灌注。切开肺动脉根部，

使冠状动脉(冠脉)循环流出液引流充分。平衡灌注

20 min后停止灌注，缺血30 min后再灌注60 min。

1．4左心室功能、再灌注性室性心律失常、心肌梗

死面积测定：每组随机抽取8只大鼠，用多导生理

记录仪测定缺血前及再灌注10、20、30、40、50和

60 min左心室发展压(LVDP)、左室内压上升和下

降最大速率(±dp／dt max)、冠脉循环流出量(CF)、

室性期前收缩(PVC)、室性心动过速(VT)、心室扑

动(VF)、心室纤颤(Vf)的数值。参考Curtis等口3和

Ravingerova等∞3的方法对心律失常进行评分(o～

6分)以量化分析其严重程度。再灌注结束后给予氯

化三苯四唑(TTC)6 m1行冠脉逆灌注，用体积分数

为4％的甲醛溶液固定24 h。沿心脏长轴把心脏切

成1 mm厚的薄片，将梗死心肌(被染成灰白色)的

影像录入电脑，计算梗死面积。

1．5冠脉流出液肌酸激酶同工酶(CK—MB)活性测

定：用全自动生化仪测定cK—MB活性，计算漏出率。

漏出率一cK—MB×CF／心肌总湿重

1．6 蛋白检测：另8只大鼠心脏再灌注结束后取

左心室部分全层心肌一80℃冻存，检测MT蛋白、

MDA、总SOD(T—SOD)、铜锌一SOD(CuZn—SOD)、

Na+～K+一ATP酶、Ca”一M92+一ATP酶、GSH—Px、

CAT的检测。

1．6．1 Western blotting检测心肌MT蛋白：取心

肌组织100 mg，加1 ml组织蛋白提取液(T—PER)

进行匀浆，离心取上清液；用BCA法进行蛋白质定

量，用十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—

PAGE)分离、转膜；以8一肌动蛋白(B—actin)作为内

参照。在凝胶成像系统上分析处理，MT含量以蛋白

条带的积分吸光度(A)值与p—actin A值的相对比

值表示。

1．6．2 心肌MDA、T～SOD、CAT、GSH—Px测定：

取心肌组织制备匀浆，用BCA法测定心肌组织蛋白

含量，硫代巴比妥法测定MDA，黄嘌呤氧化酶法测

定T—SoD、Cuzn—SoD，紫外分光法测定CAT，57一联

硫代一双一2一硝基苯甲酸(DTNB)法测定GSH—Px。

1．6．3纽U}骥Na+一K+一ATP酶和Ca2十一Mg抖一ATP
酶活性测定：取心肌组织，采用无机磷比色法测定

Na+一K+一ATP酶和Ca抖一M92+一ATP酶活性，操作

按试剂盒说明书要求，单位用每小时每克蛋白分解

ATP产生1 mmol无机磷的量表示。细胞膜蛋白含

量采用BCA法测定。

1．7统计学处理：用SPSS 12．0软件处理，数据以

均数±标准差(z±s)表示。心功能指标用重复测量

设计的方差分析，两组间定量资料比较用独立样本

￡检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 Western blotting检测心肌组织中MT的相

对含量(图1)：地塞米松预处理后，大鼠心肌MT表

达增加，与对照组比较差异有统计学意义(3．085±

1．065比1．028+0．016，P<0．05)。

1～4：对照组；5～8：地塞米松组

图1 westen blotting法检测两组大鼠

心肌组织MT蛋白的表达
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2．2血流动力学指标(图2)：两组大鼠离体心脏缺

血前左心室功能(LVDP、±dp／dt max)、CF的基线

值比较差异无统计学意义(P均>o．05)；再灌注期

间地塞米松组LVDP、±dp／dt max、CF均较对照组

显著升高，差异有统计学意义(P均<o．05)。

2．3再灌注性室性心律失常(表1)：地塞米松组心

律失常评分显著低于对照组，差异有统计学意义

(P<0．05)．

表1两组心律失常评分及心肌梗死面积比较(j±s)

注：与对照组比较，8P<O．05，6P<o．01

2．4心肌梗死面积(表1)：地塞米松组心肌梗死面

积较对照组明显减小(P<O．01)。

2．5 冠脉流出液CK—MB的漏出率(表1)：地塞米

松组CK—MB漏出率较对照组明显减少(P<o．01)。

2．6心肌组织抗氧化酶活性的变化(表2)：与对照

组比较，地塞米松组抗氧化酶T—SoD、CuZn—SOD、

CAT及GSH—Px含量显著增高，脂质过氧化产物

MDA含量显著降低(P<o．05或P<o．01)。

2．7 心室肌细胞膜Na+一K+一ATP酶和Ca2十一M92+一

ATP酶活性变化(表2)：地塞米松组心室肌细胞膜

的Na+一K+一ATP酶、Ca2+一Mg”一ATP酶活性较对

照组显著升高(P<o．01和P<o．05)。

60

40

20

00

80

nt呐‘J——L————L————L———JL———J———J
。缺血前10 20 30 40 50 60

再灌注时间(min)

+地塞米松组
+对照组

·225·

3讨论

随着冠脉血运重建技术的逐步完善，使严重缺

血的心肌在恢复血供上有了较多可靠的方法。但在

实验研究和临床实践中均发现，短时间心肌供血中

断后，在一定时间内恢复血供可发生I／R损伤，表

现为心肌电活动异常、收缩性降低、损伤标志物含量

急剧增高。目前认为I／R损伤与OFR引起生物膜

脂质过氧化及细胞内钙超载等导致细胞不可逆损伤

有关吖娟3。如何有效地诱导机体内源性保护物质，减

轻心肌的I／R损伤以应用于临床，一直是缺血心肌

保护领域中的研究热点。

MT参与了对心肌I／R损伤的第一线防御∽3，

其作为一种强的心血管系统内源性细胞保护物质的

作用正备受关注。已知包含锌n叫在内的多种重金

属、细胞因子、应激、激素等均可诱导机体合成MT。

近有临床研究提示，在顽固性充血性心力衰竭的患

者中运用小剂量的糖皮质激素短期替代治疗可显著

改善患者心功能n¨。同时也有动物研究发现，糖皮

质激素和硫酸锌可协同升高动物肝脏合成MT水

平n扪，但确切机制尚不清楚。本研究通过采用中等

剂量地塞米松预处理，24 h后构建Langendorff离

体心脏I／R动物模型，用western blotting检测两

组大鼠心肌MT的水平，结果显示地塞米松预处理

后可显著上调MT的表达。

有研究发现MT可减轻心肌的I／R损伤n¨¨，

其保护作用主要通过清除自由基、增强抗氧化酶的

活性以对抗膜脂质过氧化；促进Na+一K+一ATP酶和

+地塞米松组 11

甘1．5}肚8．85 8，P=o．olo1唣盎高1矿靠__若蒇
再灌注时间(min) 再灌注时间(min)

与对照组同期比较，8P<o．05

图2两组大鼠心肌I／R期间血流动力学的变化比较
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表2 两组大鼠心肌SOD、CAT、GSH—Px、MDA、Na+一K+一ATP酶、Ca”一Mg”一ATP酶比较(z士s)

注：与对照组比较，8尸<o．05，6P<o．01
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Ca抖一M92+一ATP酶活性以稳定细胞膜、减轻细胞钙

超载等途径来实现乜’9’“。1钔。本研究结果也显示：与

对照组比较，地塞米松组大鼠的心脏在再灌注期间

LVDP、±dp／dt max及CF得到明显改善，再灌注

性室性心律失常明显减少，心肌梗死面积明显缩小，

冠脉流出液CK—MB的漏出率亦明显降低。提示

MT过表达参与介导地塞米松预处理对大鼠心肌

I／R损伤的延迟保护效应。地塞米松组心肌MDA水

平显著降低，T—SOD尤其是Cuzn—SOD、CAT、

GSH—Px、Na+一K+一ATP酶和Ca”一Mg抖一ATP酶

活性显著升高，提示地塞米松诱导MT表达减轻心

肌I／R损伤可能与其清除氧自由基、稳定细胞膜、

抑制细胞钙超载及增强抗氧化酶的活性有关。
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·启事·

第八届呼吸支持技术(2008)暨第二届呼吸治疗高级研修班通知

呼吸支持技术高级研修班是首都医科大学附属北京朝阳医院一北京呼吸疾病研究所王辰教授负责的国家级继续教育项

目。迄今已经成功举办7届，培养学员数千人。7年的历练与沉淀，已发展成具有一定品牌效应的国内一流的危重病研修班。

研修班秉承“实用技术与最新进展相结合”的办学宗旨，着眼于实用性，邀请王辰、席修明、刘大为、杜斌、邱海波、安友仲、

许媛等国内知名专家授课。授课内容力求新颖、实用，将危重病医学的热点、难点问题浓缩为基础理论、危重病医学指南、感

染、ARDs、无创通气与撤机、呼吸治疗六大板块，以专题讲座为主，辅以互动答疑、病例讨论、呼吸机模式、力学波形现场演示

等环节，全方位立体化的展示我国危重病医学的新发现、新进展。

举办时间：研修班将于2008年10月中下旬在北京举行。学费及资料费共计1 200元／人，住宿费和伙食费由组委会统一安

排，费用自理。

联系人：呼吸支持技术高级研修班会务组，杜敏捷医生。

通信地址：北京市朝阳区工体南路8号，北京朝阳医院一北京呼吸疾病研究所，邮编：100020；电话：010一65060167，010一

85231893；传真：010一65060167；Email：sunbing@vip．sohu．net(请注明邮件主题为“2008呼吸支持技术高级研修班”)。您可通

过邮寄回执、传真或者发送Email报名参加。

详情更新请登陆北京朝阳医院网站(www．bjcyh．com．cn)、北京呼吸疾病研究所网站(www．birm．cn)查询，也可于以上

网站下载报名表。

(北京朝阳医院一北京呼吸疾病研究所)
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