
主垦鱼垦煎叁墼堕堂!!!!至!旦箜丝鲞蔓!塑堡塾垫璺坐曼!望丛塑!壁垒婴璺翌垫!!!Y!!：!!!盟!：!

急性心肌梗死猝死患者心肌热休克蛋白70
和血红素氧合酶l的改变及其意义

左立平 梁艳冰唐皓詹红 陈志斌 李振宇 马中富

【摘要】 目的探讨急性心肌梗死(AMl)猝死者梗死区心肌热休克蛋白70(HsP70)、血红素氧合酶1

(H0一1)的mRNA和蛋白表达改变与临床意义。方法收集18例AMI猝死者的尸体解制梗死区心肌为研究

组，17例因交通事故快速死亡者的尸体解剖正常心肌为对照组。采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)和免疫

组化法检测两组心肌组织HSP70、HO一1的mRNA和蛋白表达，并观察心肌组织病理变化。结果 研究组梗

死区心肌HSP70 mRNA(O．841士0．058)、Ho一1 mRNA(O．918士0．161)和HSP70蛋白(3 556．68士574．19)、

H0—1蛋白(4 336．68士865．30)表达均显著高于对照组(0．105士0．034、0．086士0．053、289．21士68．51、

1 556．78土506．26，均P<0．01)。研究组梗死区心肌细胞内HSP70、Ho一1蛋白呈阳性或弱阳性表达I对照组

心肌细胞内HSP70表达阴性，而Ho一1蛋白有弱阳性表达。研究组梗死区心肌HSPT0与H0—1的mRNA及

蛋白表达均呈显著正相关(r1—0．865，r2=0．816。均P<o．01)。结论HSP70、HO一1可能共同参与了AMI的

病理生理过程,HO一1在心肌细胞内表达可能具有普遍性，但在梗死区心肌表达更明显。

【关键词】热休克蛋白，血红素氧合酶f心肌梗死，急性；猝死
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[Abstract]Objective To investigate the changes and its clinical significance of the expressions of the

tuRNA and protein of heat shock protein 70(HSP70)and hemeoxygenase-1(Ho-1)genes in the myocardium

of acute myocardial infarction(AMI)areas in patients who died suddenly due to AMI．Methods Specimens

of myocardial tissue at infarct site was obtained during autopsy from 18 patients who died suddenly due to

AMI，and they were enlisted as study group，and that of myocardial tissue from 17 normal hearts of patients

died rapidly after accidents were as control group．The levels of mRNA expression of HSP70 and Ho一1 genes

were measured in all the specimens by reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)using

cDNA samples，and the levels and locations of HSP70 and Ho一1 protein expressions in myocardial cells of all

specimens were examined by immunohistochemistry(IHC)，and the pathological changes in the myocardial

tissue were observed．Results The expressions of HSP70 mRNA(O．841士0．058)，Ho一1 mRNA(O．918±

0．161)and HSP70 protein(3 556．68士574．19)，HO一1 protein(4 336．68±865．30)in the myocardium of the

AMI areas in the study group were significantly higher than those in control group(the expressions of HSPT0

tuRNA：0．105士0．034，H0—1 mRN【A；0．086士0．053，HSP70 protein：289．21士68．51，Ho一1 protein：

l 556．78士506．26，all P<O．01)，and a weak expression of HSP70 and HO一1 protein was foIund in the

cardiocytes of the AMI area in study group．In the control group。HSP70 protein expression was negative in

the cardiocytes，and there was a weak expression of HO一1 protein in the cardiocytes．There was a significant

positive correlation between the expressions of mRNA and protein of HSP70 and HO一1 genes at the

cardiocytes of patients died suddenly of AMI in study group(n一0．865，r2=0．816，both P<0．01)．

Conclusion HSPT0 and H0一l probably were both involved in the pathological and physiological processes of

AMI。while Ho一1 may express in cardiocytes，but it is more abundant in the cardiocytes in the AMI area．
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·论著·

热休克反应(HSR)与心脏缺血／再灌注(I／R)

损伤和修复有密切关系。热休克蛋白(HSP)是机体

对各种应激性损害发生热应激反应所产生的一组高

保守蛋白质，它可以对抗环境变化所致细胞损伤Ⅲ，

因此推测HSP对心肌I／R损伤可能具有重要的保
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护作用。本研究中选择急性心肌梗死(AMI)猝死者

为研究对象，探讨梗死区心肌细胞内HSPT0和血红

素氧合酶1(HO一1)的表达及其临床意义。

1资料与方法

1．1病例资料：①研究组：选择18例经尸体解剖

(尸解)AMI猝死者的梗死区心肌组织，其中男12

例，女6例；平均年龄(46．7士7．9)岁；猝死诊断符合

世界卫生组织(WHO)标准，从发病到死亡时间为

o～6 h。18例患者30支血管受累，冠状动脉(冠脉)

左前降支6例，左冠脉主于1例，左冠脉主干+右冠

脉1例，左冠脉主干+左前降支2例，左前降支+右

冠脉7例，左前降支+右冠脉+左回旋支1例；冠脉

病变程度：I级狭窄(狭窄25％～50％)10支，I级

狭窄(狭窄50％～75％)13支，I级狭窄(狭窄>

75％)6支，Ⅳ级狭窄(完全闭塞)1支；平均心脏重量

(348．0165．O)g。②对照组：选择17例因交通事故

或高空坠落意外死亡且尸解心肌及冠脉均正常的心

肌组织，其中男10例，女7例；平均年龄(45．3±

10．2)岁；均于0．5～2．0 h内死亡。既往无其他疾

病；平均心脏重量(290．0士36．7)g，显著低于研究

组，但年龄、性别与研究组无显著差异。本研究经医

院伦理委员会批准。

1．2检测指标及方法：患者死亡距尸解时间平均

(48士18)h；尸解前尸体均存放于一4℃冰柜中。研

究组取梗死区心肌4块，对照组取左右双侧心室组

织各4块，均约2 em×1 em×1 em。每块组织再均

分为两块，一块于液氮罐中冻存备检；另一块用甲醛

水溶液固定保存，常规石蜡包埋、切片后，进行苏木

素一伊红(HE)染色和免疫组化染色。

1．2．1心肌HSP?0和Ho一1的mRNA表达测定：

采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)[11检测。分别

根据人野生型HSPT0、HO一1和内参照p肌动蛋白

(B-aetin)基因eDNA全序列设计合成引物[2]。基因

引物由达安基因股份有限公司设计并赠送。提取心

肌细胞RNA。逆转录反应条件：42℃1 h。聚合酶

链反应(PCR)条件：93℃3 min，93℃30 s，60℃

45 s，72℃45 s，共38个循环；72℃10 min，4℃保

存。将eDNA样本电泳，以目的条带与fl-aetin条带

吸光度(A)值比值作为mRNA相对表达量。

1．2．2 HSPT0和Ho一1蛋白表达检测：采用HE染

色和免疫组化法，按照超敏链霉素卵白素(SP)试剂

盒(广州基因公司提供)说明书进行操作。将心肌组

织切片经脱蜡和水化，用磷酸盐缓冲液(PBS，pH值

7．4)冲洗、抗原修复；滴加过氧化物酶阻断溶液阻断

内源性过氧化物酶的活性，PBS冲洗；滴加一抗

(HSPT0为1 l 100，HO一1为1 l 50)室温下1 h、

4℃过夜，PBS冲洗3次；滴加生物素标记的二抗，

室温下30 min，PBS冲洗，3，31_二氨基联苯胺

(DAB)显色，苏木素复染，光镜下观察。免疫组化切

片置于显微镜下(×40)观察所测的阳性细胞数，用

病理图像分析系统进行分析处理，每张切片随机采

取8个完整不重叠视野进行定量分析，测定阳性细

胞数和积分A值，每张切片取均值。

1．3统计学方法：数值用均数±标准差(z土s)表

示，两组间比较采用t检验，两组间相关性用简单相

关及直线回归，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1心肌细胞HSPT0和HO一1的mRNA表达(图

l～2；表1)：研究组梗死区心肌HSP?0和H0—1的

mRNA表达均比对照组显著升高(均P<o．01)。

MIDNA Markerll～3：研究组，4～6：对照组}

HSPT0：热休克蛋白70。pactin：争肌动蛋白

圈l逆转录一聚合酶链反应检测两组患者

尸体解剖心肌组织HSP70 mRNA表达

M：DNA Marker，1～2：对照组，3～5；研究组；

HO一1；血红素氧合酶1}fl-aetin：p肌动蛋白

圈2逆转录一聚合酶链反应检测两组患者

尸体解剖心肌组织HO一1 mRNA表达

2．2 HE染色和免疫组化法检测结果

2．2．1 HE染色(彩色插页图3)：对照组心肌轻度

水肿、变性，符合正常心肌病理表现。研究组梗死心

肌交界区可见梗死区呈凝固性坏死，其周围心肌水
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衰1两组患者尸体解剖心肌细胞HSP70和HO一1的mRNA表达、阳性细胞数及蛋白表达比较(；士s)
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注：HSP70；热休克蛋白70，HO．I。血红素氧合酶I}与对照组比较，8P<O．01

肿、变性，结构紊乱。

2．2．2免疫组化法观察心肌HSP70和Ho一1蛋白

表达：图4结果显示：对照组心肌细胞质与细胞核

HSP70蛋白表达均为阴性。研究组梗死区心肌细胞

质HSP70蛋白表达阳性；细胞核表达弱阳性。图5

结果显示：对照组细胞质及部分细胞核Ho一1蛋白

表达呈弱阳性，部分细胞核表达阴性。研究组梗死区

心肌细胞质表达阳性，部分细胞核表达阴性，部分细

胞核表达弱阳性。表1结果显示，研究组梗死区心肌

细胞HSP70和Ho一1的阳性细胞数和蛋白表达均

明显高于对照组(均P<0．01)。

2．3 心肌HSPT0与HO一1的mRNA和蛋白表

达相关性分析：研究组梗死区心肌细胞HSP70与

H0—1的mRNA表达呈显著正相关(y=0．672+

0．25x，r=0．865，t一10．14，P<0．01)；HSP70与

HO一1的蛋白表达呈显著正相关(y=1 410+0．69x，

r=0．816，t----9．27，P<O．01)。

3讨论

心肌细胞缺血作为应激原可启动HSR，从而提

高HSP70的表达[z]。Tanonaka等口。4j发现：在I／R

情况下HSP27和HSP72有保护心肌的作用，防止

心力衰竭发生；他们还在HSPT0转基因鼠离体心脏

I／R模型研究中发现，HSP70转基因鼠心脏收缩功

能显著改善，细胞损伤较轻，梗死范围缩小。孙忠东

等[s1用重酒石酸去甲肾上腺素预处理诱发HSR后

发现，心肌细胞HSP70表达显著升高，对体外未成

熟心肌细胞I／R损伤有保护作用。本研究发现，研

究组梗死区心肌细胞内HSPT0和H0—1的mRNA

及蛋白表达均较对照组显著提高，且两者的mRNA

和蛋白表达之间呈显著正相关；免疫组化检测也显

示，研究组HSP70和Ho一1蛋白在梗死区细胞均有

阳性表达，提示HSP70和Ho一1可能共同参与了

AMI的病理生理过程，Ho一1在心肌细胞内表达可

能具有普遍性，但在梗死区心肌细胞质和细胞核内

表达显著增强。这种现象是继发还是原发，目前仍未

完全明了。Yellon和Marber[6]认为HSP70的上升

主要发生在缺血后2,---,24 h。Ishikawa等口3研究发

现，HsP70在心肌缺血早期即有表达，且以梗死区

周围的心肌细胞表达更为明显，但心肌梗死凝固性

坏死区域的心肌细胞HSP70呈阴性或弱阳性表达，

液化性肌溶解区域的心肌细胞表达呈强阳性。

Maytin[8]认为应激状态下，HSP70大量聚集在染色

质及核质内，并以特殊方式与解聚染色质相互作用，

防止染色质不均一核RNA(hnRNA)复合物降解。

HSPT0有保持Ca2+的动态平衡作用，可对心脏

提供延迟保护、减少Ca2+介导的多位点损伤凹1；并

广泛参与到细胞骨架和核骨架中，直接与细胞结合

使之迅速稳定[1们；减轻应激引起的细胞膜蛋白变

性，保护细胞蛋白质、核糖体RNA(rRNA)及DNA

的合成途径免受损伤，并保护细胞内mRNA加工通

路不受损害，促进己糖转运，增加细胞内糖原储备

等[1妇；细胞内HSPT0可通过阻断信号通路抑制应

激诱导的应激酶，如Jun氨基末端激酶(JNK)、促分

裂素活化蛋白激酶(p38，HDGl)的激活，从而减少

细胞凋亡[1幻；HSP的潜在保护机制可能就是抗氧化

作用，有人甚至认为过氧化物酶本身可能就是一种

HSP[13]，如HO一1就是HSP32。HSP70兼有抗细胞

损伤作用和细胞修复作用。HSP可修复折叠异常或

损伤较轻的蛋白质，还可作为细胞内的非免疫性工

具识别和清除异常蛋白质，HSP70等HSP可加速

损害严重且不能修复蛋白质的降解[14|。HSP70可促

进细胞膜上Na+一K+-ATP酶活性的恢复n朝；还可

为细胞色素C传递电子使其保持还原状态。

H0—1是最近发现的一种HSP，为血红素降解

起始酶和限速酶。陈宋明等口6]发现，H0—1在AMI

患者外周血单个核细胞胞质内表达，且其表达显著

高于非心肌梗死冠心病患者。本研究发现，HO一1在

研究组梗死区心肌细胞(细胞质和细胞核)内表达较

对照组显著升高，而在对照组心肌细胞内也有表达，

提示这种表达可能具有普遍性，但在梗死区心肌细

胞表达显著增强，可能与HO一1广泛存在于各种细

胞微粒体中有关；而在细胞核内表达可能是Ho一1

以某种途径进人细胞核，但其机制还不清楚，有待进

一步探讨。

心肌I／R引起心脏活性氧的产生是缺血后心
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脏损伤的主要原因。H0—1具有抗氧化作用，主要通

过催化血红素降解及后续的一系列反应形成的产物

如一氧化碳(CO)[17．18]、胆绿素、胆红素和铁蛋白

等[18-191发挥非常重要的生理作用，对心脏I／R损伤

心肌具有保护作用。Pataki等口叼研究发现，HO一1的

过表达可能预防潜在的致命性心律失常，如心室纤

颤等。Melo等乜妇发现H0—1基因能保护心肌，这可

能与Ho一1基因能降低大鼠促凋亡蛋白(如Bax)、

IL一1口表达水平和上调抗凋亡蛋白(如Bcl一2)表达水

平有关，其研究还发现HO一1基因可能有预防冠状

动脉缺血事件发生的作用。李娜等[2幻发现，HO一1基

因转染可显著减少心肌细胞凋亡，减轻心肌I／R损

伤。Liu等[23]认为HO一1基因能减轻心肌梗死后心

肌纤维化和心室重构，改善心室功能。有研究表明，

H0—1基因缺失型大鼠比Ho一1基因纯合子大鼠死

亡多，其死因与右心室扩大、梗死和心脏附壁血栓有

关，因为H0—1起到保护心室肌细胞免受压力增大

损伤和氧化损伤作用‘24]。Vulapalli等[183发现，HO一1

能改善I／R大鼠心脏收缩和舒张功能，还能减少心

肌梗死面积、炎性细胞渗出和过氧化损伤。HO一1具

有HSP的共性，对机体的细胞、组织和器官具有重

要的保护作用。

综上，AMI猝死者梗死区心肌细胞内HSP70

和HO一1表达均明显增强，且二者呈显著正相关，提

示HSP70和HO一1可能共同参与了AMI的病理生

理过程，HO一1在心肌细胞中表达可能具有普遍性，

在AMI猝死者梗死区心肌细胞内表达更明显。
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