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摘要 目的：探讨腺苷受体激动剂对心肌缺血再灌注损伤（MIRI）大鼠内质网应激（ERS）的影响及其作用机制。方法：选取雄性成

年Wistar大鼠 56只，利用 Langendorff装置制成大鼠离体心脏MIRI模型。随机分为四组（n=14）：假手术组（Sham组）、心肌缺血

再灌注组（MIRI组）、腺苷受体激动剂组（NECA组）和内质网应激抑制剂组(TUDCA组)。利用透射电镜观察四组心肌超微结构的

变化；免疫组化观察心肌肌醇依赖酶 1琢（IRE1琢）的表达情况；Western blot方法检测心肌 ERS中 IRE1-XBP1信号通路标志蛋白

IRE1琢、X盒结合蛋白 1s（XBP1s）的表达水平；TUNEL检测心肌细胞凋亡情况。结果：透射电镜结果显示，Sham组肌丝排列规则

致密，嵴排列整齐，外膜和肌节形态完整；MIRI组大部分肌丝断裂，肌节挛缩变形，嵴排列稀疏结构破坏，间隙增宽，可见线粒体空

泡变性；NECA组及 TUDCA组较MIRI组损伤减轻，内质网轻度扩张或者正常，肌丝排列较整齐。免疫组化结果发现，Sham组心

肌纤维呈细长圆柱形，形态正常，少量结缔组织存在，基本无 IRE1琢阳性染色；MIRI组细胞排列紊乱，有许多断裂的细胞出现，

IRE1琢阳性染色区域显著增加，而 NECA和 TUDCA组细胞病理的变化较轻，相对于MIRI组，IRE1琢阳性染色部位明显减少。
Westernblot结果显示，与 Sham组相比，MIRI组的 IRE1琢和XBP1s蛋白的表达水平明显上升（P<0.05）；而与MIRI组相比，TUDCA组

及 NECA组 IRE1琢和 XBP1s的蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。TUNEL结果显示，MIRI组细胞凋亡明显，Sham组基本没有发

生心肌细胞凋亡，MIRI组较 NECA组及 TUDCA组的凋亡细胞数更多。结论：NECA可通过抑制 IRE1-XBP1信号通路来减轻

ERS反应，达到保护心肌组织细胞的目的。
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Effect and Mechanism of Adenosine Receptor Agonist on Endoplasmic
Reticulum Stress in Rats with Myocardial Ischemia Reperfusion Injury*

To investigate the effect and mechanism of adenosine receptor agonist on endoplasmic reticulum stress

(ERS) in rats with myocardial ischemia-reperfusion injury (MIRI). 56 male adult Wistar rats were selected, and the rat models

of Isolated heart MIRI were established by Langendorff. The rats were randomly divided into four groups (n=14): sham operation group

(Sham group), myocardial ischemia reperfusion group (MIRI group), adenosine receptor agonist group (NECA group) and endoplasmic

reticulum stress inhibitor Group (TUDCA group). The ultrastructural changes of myocardium in four groups were observed by transmis-

sion electron microscopy. The expression of myo inositol dependent enzyme 1琢 (IRE1琢) was observed by immunohistochemistry. The
expression of IRE1-XBP1 signal pathway marker protein IRE1琢 and X box binding protein 1s (XBP1s) in ERS of myocardium were de-

tected by Western blot. The cardiomyocyte apoptosis was detected by TUNEL. The results of transmission electron microscopy

showed that the arrangement of muscle filament was regular and compact, the cristae were arranged neatly and the outer membrane and

sarcomere morphological integrity in the Sham group. MIRI group showed most of the myofilament rupture, sarcomere contracture defor-

mation, crista sparse structure damage, the gap widening, visible mitochondrial vacuolar degeneration. Compared with MIRI group, the

injury was mild, the endoplasmic reticulum dilated slightly or normal, and the arrangement of muscle filament was neat in NECA group

and TUDCA group. Immunohistochemistry showed that the Sham group showed a slender, cylindrical shape, normal morphology, and a

small amount of connective tissue, and there was no IRE1琢 positive staining. The cell arrangement of MIRI group was disorder, and
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many broken cells appeared, IRE1琢 positive staining area increased significantly ,the pathological changes of NECA and TUDCA group

were less than that of MIRI group, and the positive staining sites of IRE1琢 were significantly decreased. The expression levels of IRE1琢
and XBP1s protein in MIRI group were significantly increased compared with Sham group by Western blot (P<0.05), the protein expres-

sion levels of IRE1琢 and XBP1s in TUDCA group and NECA group were significantly decreased when compared with the MIRI group

(P<0.05). The results of TUNEL showed that there was obvious apoptosis in the MIRI group, but there was no apoptosis in the Sham

group, the apoptotic cells in the MIRI group were higher than those in the NECA group and the TUDCA group. NECA can

alleviate the ERS response by inhibiting the IRE1-XBP1 signaling pathway and protect the cardiac muscle tissue cells.

Adenosine receptor agonist; Myocardial ischemia reperfusion injury; Endoplasmic reticulum stress; Myocardial infarction

前言

心血管疾病已成为 21世纪人类健康的第一杀手，这其中

以发病急、并发症多、死亡率高的急性心肌梗死最为显著[1]。目

前主要恢复机体正常的心肌功能的原理是使心肌组织尽快恢

复血液供应，主要的方法是通过静脉溶栓治疗或者是经皮冠状

动脉介入治疗等[2]。然而心肌缺血再灌注恢复血液供应时，部分

患者会出现心肌细胞凋亡、线粒体功能障碍，甚至是心肌梗死

面积增大、室内压下降等严重情况，造成再灌注损伤（Myocar-

dial ischemia reperfiision injury, MIRI）[3-5]。在MIRI发生的时候，

由于钙离子耗竭血液、氧气、营养的缺乏等因素使内质网的功

能发生紊乱导致内质网应激（Endoplasmic reticulum stress，

ERS）反应[6-8]。当细胞处于应激状态下，使得肌醇依赖酶 1琢（I-
nositol-requiring enzyme 1琢, IRE-1琢）、X 盒 结 合 蛋 白 1s

（X-box-binding protein 1, XBP-1s）、活化转录因子 6(Activating

transcription factor6, ATF6)等活化激活 IRE1-XBP1通路[9]。腺嘌

呤核苷，简称腺苷（Adenine nucleoside, AN），参与了心血管系

统的多种调节机制，是人体内普遍的内源性 AN和保护性蛋

白，可以激活肾上腺素琢受体与之高度结合后，产生保护性的
效应[10]。AN可以在MIRI中对心脏起到保护作用，腺苷受体激

动剂（5'-N-ethylocarbo-xamidoad-enosine, NECA）通过改善左心

室功能、缩小梗死面积、抑制过度 ERS来发挥减轻 MIRI的作

用[11,12]。然而关于 ERS参与 NECA对心脏保护作用的具体机制

还不十分明确 [13]，因此本研究主要探讨 NECA对 MIRI大鼠

ERS的作用机制，为临床 MIRI的预防和治疗提供数据和理论

支持，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选择 SPF雄性Wistar大鼠 56只，体重为 250~300 g，购自

河北医科大学实验动物学部，许可证号：SYXK（冀）2013-0026。

在明暗交替各 12 h的恒温(19～25℃)、恒湿(44～49%)环境下饲

养，本研究经河北省邯郸市第一医院动物伦理委员会审核批准。

1.2 制备大鼠体外MIRI模型

大鼠离体 MIRI模型通过结扎左冠状动脉法和心脏 Lan-

gendorff灌流装置制备[14]。利用 10%水合氯醛（3 mL/kg）腹腔注

射麻醉。麻醉固定后打开胸腔立即取出心脏悬挂于非循环的

Langendorff离体灌流装置，进行主动脉逆行灌流。通过剪开大

鼠肺动脉，然后剪掉大鼠的左心耳，最后将带有压力传感器的

乳胶球囊置于左心室内，必须是从左心房穿过并经过二尖瓣。

调节球囊内溶液的容量，使左心室舒张末期压维持在 5-10

mmHg。心脏灌流稳定 20 min后，行结扎左冠状动脉前降支。然

后在 30min后，松开小止血钳开始进行再灌注。

1.3 实验动物分组以及处理

利用 Langendorff装置制成大鼠离体MIRI模型后。随机分

为四组（n=14），分别是：假手术组（Sham 组）、MIRI组、NECA

组和内质网应激抑制剂组（TUDCA组）。四组处理方法如下：心

脏稳定 20 min，缺血 30 min，再灌注 2 h为MIRI组。心脏稳定

20 min，只穿线但是不结扎冠状动脉的为 Sham组。而 NECA

组和 TUDCA组分别稳定 20 min，缺血 30 min，再灌注 2 h，并

于再灌注前 5 min时 NECA组给予 100 nmol/L NECA，TUDCA

组给予 30 nmol/L TUDCA，两组均至再灌注 30 min时结束。

1.4 透射电镜检测心肌细胞超微变化

通过戊二醛固定小于 1 立方毫米的缺血区组织 2 h，0.1

mol/L 磷酸漂洗液漂洗，1%锇酸固定液固定 3 小时后，0.1

mol/L磷酸漂洗液漂洗。不同浓度乙醇丙酮脱水，纯丙酮加包埋

液（2：1）室温包埋 4小时，经过固化、烘烤，利用超薄切片机切

片，3%醋酸铀 -枸橼酸铅双染色后，利用透射电镜观察并拍片。

1.5 采用免疫组化方法检测大鼠心肌组织中 IRE1琢蛋白的表达
多聚 -L-赖氨酸溶液内浸泡处理载玻片，自然干燥并存放

于干燥避光的环境下备用。取适量心肌组织置于 4%多聚甲醛

中固定，经过梯度乙醇脱水和二甲苯透明后，进行常规的石蜡

包埋，最后制备心肌组织的石蜡切片。经过烤片、脱蜡以及柠檬

酸钠热修复，以 3% H2O2 37℃孵育 10 min。滴加山羊血清后于

37℃恒温箱中放置 40 min。滴加 IRE1琢一抗（Santa Cruz公司，
美国），在 4℃冰箱保存 12 小时。PBS清洗后加二抗（Santa

Cruz公司，美国）在 37℃孵育 30 min，DAB溶液滴加显色，苏

木素复染。脱水、透明，并用中性树胶封片。以上洗片在 PBS缓

冲液中浸洗 5 min/次，共浸洗 3次。显微镜下观察（× 200）。有

棕色颗粒沉积为阳性结果。

1.6 Western blotting分析 IRE1琢和 XBP1s表达

在行再灌注结束时，每组选择 6只大鼠取适量缺血心肌部

位的心肌组织，在 4℃的生理盐水冲干净血液，迅速投入有液

氮的研钵中研磨成粉末后转移到洁净的玻璃管中，加入预冷生

理盐水，用匀浆机匀浆 30 s，1000 r/min，离心 1 min，弃掉上清。

根据离心后剩余的体积，加入裂解液（1:5）、蛋白酶抑制剂苯甲

基磺酰氟（PMSF）和磷酸酶抑制剂。按照 BCA试剂盒说（沈阳

万类生物科技有限公司，中国）明书测定蛋白液浓度，以总蛋白
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Note: compared with Sham group, *P<0.05; compared with MIRI group, #P<0.05.

图 2 各组大鼠心肌组织 IRE1琢和 XBP1s的表达

（与 Sham组比较，*P<0.05;与MIRI组比较，#P<0.05）

Fig.2 The expression of IRE1琢 and XBP1s in the myocardium of the rats

in each group

(ComparedwithShamgroup,*P<0.05;ComparedwithMIRIgroup, #P<0.05)

质量为 50 滋g计算所需蛋白样本体积，蛋白质变性是通过加热
煮沸的方法。聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，将蛋白转膜至聚

偏二氟乙烯膜（PVDF）。清洗后，37℃封闭 60 min。加一抗，兔抗

鼠多克隆抗体 IRE1琢（Santa Cruz公司，美国）和 XBP1s（Santa

Cruz公司，美国）（1:100），放在 4℃的水平摇床孵育过夜。洗膜

后加辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗（Santa Cruz公

司，美国）（1:5000），37℃孵育 90 min。清洗均为 TBST洗膜 3

次× 10 min，超敏 ECL Plus化学发光试剂盒（碧云天生物技术

研究所，中国）显色发光，Image-J图像软件系统分析灰度值。内

参选用 茁-tubulin。
1.7 TUNEL检测心肌细胞凋亡

将在固定液中的组织块，经过脱水、透明步骤后，进行石蜡

组织块包埋。利用切片机进行切片，贴在干净的载玻片上，并于

室温下老化 5天，放入 60℃的烤箱中烤 30 min。后经过二甲苯

浸洗、酒精梯度密度脱水，加入 0.1%Triton-100孵育 8 min。严

格按照试剂盒说明进行操作，50 滋L TUNEL反应混合液加入

到玻片上面，在 37℃的避光湿盒中反应 60 min。封片后在荧光

显微镜下观察（凋亡细胞核呈绿色荧光）。

1.8 统计学方法

SPSS19.0进行数据统计学分析，Western Blot检测 IRE1琢
和 XBP1s蛋白表达的计量资料以均数± 标准差（x± s）表示，组

间比较采用独立样本 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 透射电镜结果

透射电镜结果显示，Sham组心肌细胞形态正常，肌丝排列

规则致密，嵴排列整齐，外膜和肌节形态完整；MIRI组大部分

肌丝断裂，肌节挛缩变形，嵴排列稀疏结构破坏，间隙增宽，可

见线粒体空泡变性；NECA组及 TUDCA组较 MIRI组损伤减

轻，内质网轻度扩张或者正常，肌丝排列较整齐。

2.2 免疫组化结果

Sham组心肌纤维呈细长圆柱形，形态正常，少量结缔组织

存在，基本无 IRE1琢阳性染色。MIRI组细胞排列紊乱，有许多

断裂的细胞出现，IRE1琢阳性染色区域显著增加，而 NECA和

TUDCA组细胞病理的变化相对于 MIRI组较轻，IRE1琢 阳性
染色部位明显减少。见图 1。

图 1 各组大鼠心肌 IRE1琢的表达(免疫组化染色× 200)

Fig.1 The expression of myocardium IRE1琢 in each group( IHC × 200)

2.3 Western Blot检测 IRE1琢和 XBP1s蛋白表达

与 Sham组相比，MIRI组的 IRE1琢和 XBP1s蛋白的表达

水平明显上升（P<0.05）；而与MIRI组相比，TUDCA组及NECA

组 IRE1琢和 XBP1s的蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。见图 2

和表 1。

2.4 心肌细胞凋亡情况

MIRI组心肌细胞凋亡明显，Sham组基本没有发生心肌细

胞凋亡，MIRI组较 NECA组及 TUDCA组的心肌凋亡细胞数

更多。见图 3。

3 讨论

在MIRI发病初期内质网具有一定的代偿能力，其可以通

表 1 各组大鼠心肌组织 IRE1琢和 XBP1s的表达（x± s）

Table 1 The expression of IRE1琢 and XBP1s in myocardium of each group (x± s)

Groups n IRE琢/茁-tubulin XBP1s/茁-tubulin

Sham group 6 0.97± 0.19 0.53± 0.13

MIRI group 6 1.68± 0.28* 0.98± 0.20*

NECA group 6 1.15± 0.17# 0.59± 0.14#

TUDCA group 6 1.09± 0.28# 0.59± 0.16#
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图 3 NECA减轻再灌注期细胞凋亡的发生（标尺 =40 滋m）
Fig.3 NECA reduces the influence of ERS-induced apoptosis at reperfusion(bar=40 滋m)

过调节自由基和钙离子浓度以防止再灌注对心肌引起的损伤，

但是当超过内质网代偿能力时，ERS被触发而造成心肌组织损

伤[15,16]。通过抑制 ERS水平可有效减轻MIRI造成的心肌损伤，

这也是影响手术成败及患者生存的重要因素。因此研究 ERS

相关信号通路以减轻和治疗MIRI已成为医学界急需解决的棘

手问题之一。本次研究通过建立MIRI大鼠模型，给予 NECA

和 TUDCA治疗，通过透射电镜观察四组大鼠心肌细胞超微结

构的变化和 ERS相关通路分子的表达，探讨 NECA对 MIRI

大鼠 ERS的影响及 IRE1-XBP1信号通路在其中的作用。

在自由基损伤和钙平衡紊乱造成细胞钙超载时，内质网钙

库受到严重干扰，这必然会影响蛋白质的折叠和活性。内质网

对于应激刺激非常敏感，细胞内钙离子浓度异常、能量水平、氧

化应激等因素均可以使内质网腔内氧化环境遭到破坏，使蛋白

质二硫键不能形成，引起错误折叠蛋白或者未折叠蛋白在其腔

内聚集[17,18]。ERS在许多疾病的发生发展过程中起到重要作用，

比如MIRI、阿尔兹海默症、帕金森、肿瘤等[19-21]。在MIRI时期，

钙离子超载、氧化自由基生成、氧化应激等因素均可导致 ERS

的发生。ERS可以通过三个信号通路介导应激反应，分别是未

折叠蛋白反应（UPR）、质网超负荷（EOR）反应和固醇调节级联

反应。UPR是研究最为充分的一类 ERS反应，与MIRI的发病

密切相关。UPR三条激活通路分别是 IRE1、蛋白激酶 R样内质

网激酶（PERK）、ATF6受体介导。三者在静息细胞里是处于未

激活的状态，当未折叠蛋白或者错误蛋白在腔内聚集时，它们

将被激活并且触发 UPR[22]。

IRE1-XBP1通路是 UPR中唯一可同时激活内质网应激蛋

白 CHOP和 c-Jun氨基端激酶和 caspase-12三条凋亡途径的抗

应激通路，在 ERS过程中发挥的作用尤为重要[23-25]。我们推测

NECA可能是通过抑制 IRE1-XBP1通路减轻 ERS。IRE1是一

种定位于内质网膜上的 I型跨膜蛋白，拥有核酸内切酶和激酶

活性，具有感应未折叠蛋白的能力。其在静息细胞里是处于未

激活的状态，当未折叠蛋白在内质网的腔内聚集时，它们将激

活 IRE1并且触发 UPR[26]。研究发现 IRE1琢可以主导 ERS的信

号通路，当未折叠蛋白质在心肌细胞内质网中聚集时，IER1与

糖调节蛋白解离，经过形成二聚体并发生自身磷酸化，而激活

其核酸内切酶活性，剪切 XBP1u产生 XBP1s。XBP1s是一种高

活性转录因子，可促进 UPR的发生，在众多病理生理条件下起

重要作用[27,28]。因此，IRE1-XBP1信号通路在反应过程中起重要

作用。

在宏观方面，我们通过透射电镜获得的结果，能够说明

MIRI 可以对心肌细胞造成形态结构的损伤，而 NECA 和

TUDCA可以减轻MIRI造成的损伤，同 wang等[29]和 Kalogeris

等[30]的研究结果相一致，说明可能是通过某种通路保护了心肌

组织细胞。接着我们在微观方面进行了相关信号通路的研究。

通过免疫组化和Western Blot结果显示，同 Sham组相比较，

MIRI 使 IRE1琢 和 XBP1s 的蛋白表达水平提高，激活

IRE1-XBP1通路。同 MIRI组相比较，TUDCA组和 NECA组

IRE1 和 XBP1 的蛋白表达水平显著降低，说明 TUDCA 和

NECA可抑制 IRE1-XBP1通路，降低 ERS反应，保护了心肌组

织细胞。与 wang等[29]研究结果相一致，验证了 IRE1-XBP1通

路正确性。心肌细胞凋亡结果表明 MIRI组细胞凋亡明显，

Sham组基本没有发生心肌细胞凋亡，MIRI组较 NECA 组及

TUDCA组的凋亡细胞数更多，证明通过 IRE1-XBP1通路抑制

了心肌细胞的凋亡。

综上所述，NECA可通过抑制 ERS反应降低 MIRI引起的

心肌损伤，其机制与抑制 IRE1-XBP1信号通路有关，为临床

MIRI的预防和治疗提供数据和理论支持。
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