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脊髓内 ＭＡＰＫＥＲＫ通路在心肌缺血
再灌注损伤中的作用

蒋萌　王霖　蒋海河

（中南大学湘雅医院心胸外科，湖南 长沙　４１０００８）

　　［摘　要］　目的　探讨脊髓内ＭＡＰＫＥＲＫ通路在幼年大鼠心肌缺血再灌注损伤中的作用。方法　将鞘内置管
成功的６０只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）幼年雄性大鼠（８０～１００ｇ）随机分为３组：假手术组（ｎ＝１０）、缺血再灌注组（ｎ＝２５）
和ＰＤ９８０５９组（ｎ＝２５）。假手术组实验前３０ｍｉｎ鞘内注射５μＬＤＭＳＯ，开胸后冠状动脉左前降支备线但不结扎；
缺血再灌注组于实验前３０ｍｉｎ鞘内注射５μＬＤＭＳＯ，开胸后结扎冠状动脉左前降支上 １／３段 ３０ｍｉｎ，再灌注
１２０ｍｉｎ；ＰＤ９８０５９组于实验前３０ｍｉｎ鞘内注射５μＬＰＤ９８０５９（５μｇ），余处理同缺血再灌注组。实验结束后取３组
大鼠Ｔ１～Ｔ４段脊髓，免疫荧光法检测ｐＥＲＫ表达情况。取３组大鼠心脏，分别检测其心肌梗死面积和缺血交界区
心肌凋亡指数。结果　缺血再灌注组大鼠脊髓内 ｐＥＲＫ表达水平显著高于假手术组和 ＰＤ９８０５９组（Ｐ＜０．０５）；
ＰＤ９８０５９组心肌凋亡指数和心肌梗死面积均明显低于缺血再灌注组（Ｐ＜０．０５），但仍高于假手术组（Ｐ＜０．０５）。
结论　上胸段脊髓内ＭＡＰＫＥＲＫ通路在心肌缺血再灌注损伤中激活，阻断该通路可以产生明显的心肌保护作用。
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　　先天性心脏病是儿童常见疾病，严重影响患儿
的生长发育，同时会造成极大的社会劳动力损失。

手术是先天性心脏病的主要治疗手段，甚至是某些

复杂先心病的唯一治疗方法。手术治疗不可避免地

带来心肌缺血再灌注损伤，成为手术后严重并发症

发生的重要诱因。研究表明，心肌缺血再灌注损伤

的发生发展不仅与缺血心肌局部有关，同时也是一

个全身性反应，尤其是神经体液因素在其中发挥着

重要作用［１］。上胸段脊髓作为心脏交感神经传入

传出的初级中枢，在心脏缺血再灌注损伤发生过程

中的调节作用近些年来得到了一定重视。有研究显

示，心肌缺血可以刺激上胸段脊髓活化，并释放具有
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多种生物学效应的肽类物质（如Ｐ物质），而抑制这
些物质的表达可以对缺血再灌注产生保护作用［２３］。

提示上胸段脊髓可能通过改变其内某些物质的表达

对心肌缺血再灌注损伤进行调节。大量研究表明，

这种神经元活化导致的物质表达改变大多依赖

Ｃａ２＋内流［４５］。内流的Ｃａ２＋可以穿过核膜在核内发
挥直接调节作用（这种作用极其有限）；此外，Ｃａ２＋

还可以通过活化胞浆内多种第二信使，发挥更为重

要的间接调节作用［６］。在这些第二信使调控的下

游通路中，ＭＡＰＫＥＲＫ通路调节蛋白表达的作用最
为广泛［７］。研究显示Ｃａ２＋活化的多种信号分子（如
ＰＫＣ、Ｒａｓ、钙调素等）均最终通过激活 ＭＡＰＫＥＲＫ
通路改变基因表达，可以说该通路是间接作用的核

心途径［６］。因此，本研究探讨脊髓内ＭＡＰＫＥＲＫ这
一重要信号通路在幼年大鼠心肌缺血再灌注损伤中

的作用。

１　材料与方法

１．１　动物模型及分组
１．１．１　上胸段脊髓鞘内置管模型　　健康雄性
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠（中南大学动物学部提
供），体重８０～１００ｇ，根据 Ｙａｋｓｈ等［８］１９７６年介绍
的方法进行胸段鞘内置管。腹腔注射１０％水合氯
醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉，麻醉后在颈枕部备皮，７０％酒
精消毒皮肤，在颈枕部做长约０．３ｃｍ纵行切口，逐
层分离颈部软组织，钝性分离枕骨大孔上的韧带及

肌肉，小心挑破寰枕膜，暴露枕骨大孔，沿枕骨大孔

向下轻柔置入２ｃｍＰＥ１０导管。将导管固定在椎
旁组织，逐层缝合伤口，伤口外留约１ｃｍ导管用于
鞘内注射。术后第２天及进一步实验前进行网屏实
验［９］，发现感觉运动明显受损则剔除实验。本研究

中置管后出现明确神经功能损伤的大鼠共８只。所
有实验结束后，鞘内注射５μＬ美兰对导管进行定
位，未进入预定位置及误入脊髓者，不进行统计学

分析。

１．１．２　心肌缺血再灌注模型制作　　选择鞘内置
管成功的大鼠６０只，置管３ｄ后行心肌缺血再灌注
模型。腹腔注射１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）麻醉，
麻醉后行气管插管，接小动物呼吸机，设置潮气量

２ｍＬ／１００ｇ，频率６０～８０次／ｍｉｎ，吸呼比为２∶１。用
针形电极插入大鼠四肢皮下记录标准肢体 ＩＩ导联
心电图。根据 Ｗｏｎｇ等［１０］介绍的方法进行模型制

作。备皮消毒后在胸骨左侧０．３ｃｍ处第三、四肋间
切开，分离肋间组织后剪断第三、四肋，打开心包，牵

开切口，充分暴露心脏。５－０无损伤缝合针穿过冠
状动脉左前降支上１／３处，稳定１０ｍｉｎ后进行实验。
１．１．３　动物分组　　将上述６０只大鼠编号后查随
机数字表分为３组：（１）假手术组（１０只）：实验前
３０ｍｉｎ鞘内注射总容量为５μＬ的ＤＭＳＯ，冠状动脉左
前降支备线但不结扎。（２）缺血再灌注组（２５只）：
实验前３０ｍｉｎ鞘内注射总容量为５μＬ的ＤＭＳＯ，结
扎冠脉左前降支，３０ｍｉｎ后开放，再灌注１２０ｍｉｎ。
（３）ＰＤ９８０５９（ＥＲＫ磷酸化抑制剂）组（２５只）：实验
前３０ｍｉｎ鞘内注射总容量为 ５μＬ（５μｇ）的
ＰＤ９８０５９，结扎冠脉左前降支，３０ｍｉｎ后开放，再灌
注１２０ｍｉｎ。
１．２　方法
１．２．１　脊髓免疫组织化学　　实验结束后，将大鼠
用１０％水合氯醛深麻醉处死，取出所有６０只大鼠
Ｔ１～Ｔ４脊髓节段（长约２ｃｍ）置于４％多聚甲醛中固
定２４ｈ，然后转入３０％蔗糖溶液，４℃过夜。于冰冻切
片机上切片（３０μｍ），每间隔１０张取一张切片，每只
大鼠约得６张切片。于０．０１ＭＰＢＳ中洗涤后，５％羊
血清加０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温孵育３０ｍｉｎ。将切片
转移至兔抗 ｐＥＲＫ一抗（１∶３００，Ａｂｃａｍ，美国）中，
４℃孵育过夜。ＰＢＳ清洗未结合的一抗，加入四甲基
异硫氰酸罗丹明（ＦＩＴＣ）标记的山羊抗兔 ＩｇＧ二抗
（１∶５０，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），室温孵育２ｈ。ＰＢＳ清洗
后暗室晾干，甘油封片。荧光显微镜下照片，每张切

片取３个视野计数视野内所有阳性染色细胞数目，
取平均值进行统计学分析。

１．２．２　心肌梗死面积测定　　实验结束后，取假手
术组５只，缺血再灌注组及ＰＤ９８０５９组各１０只大鼠，
处死取出心脏，置于－２０℃冷冻，然后沿与房室沟平
行方向将左心切为１ｍｍ厚组织片，用溶于 ＰＢＳ的
１％氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ，Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ，美国）对
组织片染色，然后在４％多聚甲醛中固定，贴片后随
机取５张照相。应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件测量梗
死区面积，计算梗死面积在整个心脏中的比例。

１．２．３　心肌凋亡检测和凋亡指数计算　　假手术
组大鼠５只，缺血再灌注组及ＰＤ９８０５９组各１５只大
鼠，实验结束后处死取出心脏置于４％多聚甲醛中
固定，常规石蜡包埋，在左心室缺血区交界３ｍｍ处
进行切片（４μｍ），每只大鼠心脏取 ５张。依据
ＴＵＮＥＬ试剂盒（ＲｏｃｈｅＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，德国）说明书进
行染色。用显微测微尺进行测量，４０倍目镜方格测
微尺面积为０．０９ｍｍ２，每张切片取５个视野，每个
视野取１个方格，计数每个方格内凋亡细胞数目。
最终以单位面积内凋亡细胞数目作为凋亡指数值。
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１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分析，所

有数据均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用单因素方差分析，两组间比较采用 ＳＮＫｑ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　心肌缺血再灌注损伤时脊髓内ＥＲＫ的活化
假手术组大鼠上胸段脊髓内 ｐＥＲＫ表达较弱，

缺血再灌注组在接受心肌缺血再灌注后脊髓内

ＥＲＫ活化明显增强，ｐＥＲＫ阳性染色细胞明显增加

（Ｐ＜０．０５）。鞘内给予了 ＰＤ９８０５９的 ＰＤ９８０５９组
大鼠脊髓内ｐＥＲＫ表达程度明显受到抑制，与缺血
再灌注组相比阳性细胞数明显下降（Ｐ＜０．０５），仅
在背角浅层偶有表达。见图１。
２．２　鞘内注射ＰＤ９８０５９对缺血再灌注后心肌梗死
面积的影响

假手术组大鼠心肌梗死面积较小，而缺血再灌

注损伤后，鞘内注射 ＤＭＳＯ的缺血再灌注组或
ＰＤ９８０５９的 ＰＤ９８０５９组大鼠，心肌梗死面积均明显
大于假手术组（Ｐ＜０．０５）。但ＰＤ９８０５９组大鼠心肌
梗死面积较单纯注射 ＤＭＳＯ的缺血再灌注组梗死
面积小，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图２。
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　　图１　３组大鼠上胸段脊髓内 ｐＥＲＫ的表达（ＦＩＴＣ染色，×１００）　Ａ：假手术组（ｎ＝１０）；Ｂ：缺血再灌注组（ｎ＝２５）；
Ｃ：ＰＤ９８０５９组（ｎ＝２５）。Ｂ～Ｃ图中白色箭头所示为ｐＥＲＫ阳性染色细胞。Ｄ：３组大鼠脊髓内 ｐＥＲＫ表达水平的柱状图。ａ：与假

手术组相比，Ｐ＜０．０５；ｂ：与缺血再灌注组相比，Ｐ＜０．０５。
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　　图２　３组大鼠心肌梗死面积比较　Ａ：假手术组（ｎ＝５）；Ｂ：缺血再灌注组（ｎ＝１０）；Ｃ：ＰＤ９８０５９组（ｎ＝１０）。Ａ～Ｃ图为沿
与房室沟平行方向的左心组织切片，梗死区域呈白色，非梗死区呈红色。与假手术组相比，经历了缺血再灌注的两组大鼠心脏梗死

面积明显增加。Ｄ：３组大鼠心肌梗死面积柱状图。ａ：与假手术组相比，Ｐ＜０．０５；ｂ：与缺血再灌注组相比，Ｐ＜０．０５。
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２．３　鞘内注射ＰＤ９８０５９对缺血再灌注后心肌细胞
凋亡和凋亡指数的影响

与心肌梗死面积类似，缺血再灌注组心肌细胞凋

亡数量（３０．４±５．２）明显高于假手术组（３．２±０．６，

ｑ＝３．５３，Ｐ＜０．０５），而ＰＤ９８０５９组（２４．３±４．１）与缺
血再灌注组相比，凋亡细胞明显减少（ｑ＝４．１２，Ｐ
＜０．０５），但仍高于假手术组（ｑ＝３．３６，Ｐ＜０．０５）。经
统计心肌凋亡指数与凋亡细胞变化趋势一致。见图３。
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　　图３　３组大鼠心肌细胞凋亡情况（ＴＵＮＥＬ染色，×１００）　Ａ：假手术组（ｎ＝５）；Ｂ：缺血再灌注组（ｎ＝１５）；Ｃ：ＰＤ９８０５９组
（ｎ＝１５）。Ａ～Ｃ图中ＴＵＮＥＬ染色标示的凋亡细胞核呈棕色，而未凋亡的正常细胞染色为蓝色。Ｄ：３组大鼠心肌细胞凋亡指数柱状

图。ａ：与假手术组相比，Ｐ＜０．０５；ｂ：与缺血再灌注组相比，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

先天性心脏病的发病率较高，约为 １％［１１］，其

中手术是先心病的主要治疗措施。大多数先心病患

儿需要在体外循环下开展手术治疗，且复杂先心病

的手术需要较长时间的体外循环，不可避免地造成

心肌缺血再灌注损伤，大大增加了先心病手术后并

发症的发生率和死亡率。心肌缺血再灌注损伤的定

义为心脏缺血后，在再灌注开始时尚存活的心肌细

胞由血流再通时的一个或多个事件直接造成的细胞

死亡［１２］。目前，关于缺血再灌注损伤的认识集中于

能量耗竭、离子蓄积、氧自由基损伤、凋亡与自噬、血

管内皮功能障碍和免疫活化等多种机制［１３］，但这些

机制均只关注了缺血心脏局部变化。事实上，缺血

再灌注损伤也是一个全身参与的过程，尤其是神经

体液因素在其中发挥了重要作用。

上胸段脊髓是心脏交感神经传入纤维和传出纤

维的初级中枢，研究发现脊髓在心肌缺血再灌注损

伤过程中可能发挥着重要的调控作用。心肌缺血会

活化迷走神经和心肌缺血敏感的交感传入神经元

（ｃａｒｄｉａｃｉｓｃｈｅｍｉａｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｆｆｅｒｅｎｔｎｅｕｒｏｎ，ＣＩＳＡＮ），

ＣＩＳＡＮ神经元胞体存在于 Ｃ８～Ｔ９脊髓节段的背根
神经节内，主要集中在 Ｔ２～Ｔ６脊髓节段内［１４］。激

活的ＣＩＳＡＮ神经元将神经冲动通过突触传递给脊
髓内的次级神经元，导致次级神经元内 Ｃａ２＋通道的
开放，Ｃａ２＋大量内流。内流的Ｃａ２＋通过直接和间接
两种途径使神经元内基因表达发生改变。其中

Ｃａ２＋通过活化下游蛋白激酶级联反应改变基因表达
的机制更为重要。在磷酸化的级联反应中，ＭＡＰＫ
通路处于中心位置，是近些年来研究得较多和较为

透彻的信号通路。ＭＡＰＫ的活化可以使其下游底物
发生磷酸化，这些底物包括 ＥＲＫ１／２、ＪＮＫ、ｐ３８和
ＥＲＫ５。其中ＥＲＫ１／２在突触可塑性、学习记忆和疼
痛等多种病理生理过程中发挥广泛作用，是 ＭＡＰＫ
最为重要的底物。研究表明神经元活化标记物 ｃ
ｆｏｓ蛋白在大鼠心肌缺血后上胸段脊髓内表达上
升［１５］，而 ｃｆｏｓ的表达很大程度上是 ＭＡＰＫＥＲＫ信
号途径激活的结果［１６］，因此这直接提示心肌缺血可

能使得ＭＡＰＫＥＲＫ信号途径活化。
ｐＥＲＫ是 ＥＲＫ的活化状态，可以进入细胞核

内，使得细胞核内的转录调节因子 ＣＲＥＢ发生磷酸
化，ｐＣＲＥＢ与基因的调控区域结合，促进基因转
录。研究显示，短暂的冠状动脉结扎会导致大鼠 Ｔ４
脊髓内板层Ｉ～ＶＩＩ的Ｐ物质表达明显增加［１７］，而抑
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制脊髓内 Ｐ物质表达或增加强啡肽 Ａ表达可以使
心肌缺血再灌注损伤减小［１８１９］。脊髓内这两种物

质的表达均与ＭＡＰＫＥＲＫ通路相关，这些均说明心
肌缺血发生后可能通过 ＭＡＰＫＥＲＫ通路使脊髓神
经细胞内相关物质表达增加，这些增加了的物质通

过神经调节，或者运输到心肌细胞内对缺血心肌进

行调控，促进其凋亡或死亡。而恰当地对该机制进

行调节则可能起到心肌保护的作用。

尽管这些结果均在成年大鼠研究中得出，但神

经反射及脊髓发育在幼年期即已建立，并不断完善，

因此我们推测这些机制可能也在幼年大鼠中不同程

度地存在。本实验希望阐明上胸段脊髓内 ＭＡＰＫ
ＥＲＫ信号途径在幼年大鼠心肌缺血再灌注中的作
用。结果发现，缺血再灌注损伤发生后，幼鼠上胸段

脊髓内ｐＥＲＫ表达明显高于假手术组，即缺血再灌
注使上胸段脊髓 ＥＲＫ通路发生了活化。ＥＲＫ磷酸
化抑制剂有两种，Ｕ０１２６和ＰＤ９８０５９，前者通过抑制
ＭＡＰＫ的作用，从而抑制其下游多个信号分子的活
化，而后者则较有选择性地抑制 ＥＲＫ的磷酸化，更
具特异性。本研究鞘内注射 ＰＤ９８０５９专一地抑制
ＭＡＰＫＥＲＫ通路，发现应用该抑制剂后明显抑制了
上胸段脊髓ＥＲＫ的活化程度，同时心肌缺血再灌注
损伤造成的心肌梗死面积及心肌细胞凋亡指数均明

显下降，即抑制了缺血再灌注对心肌的损伤作用。

综上所述，脊髓ＭＡＰＫＥＲＫ通路参与了幼鼠心
肌缺血再灌注损伤的发生发展，而研究脊髓在心肌

缺血后发生的变化，能够为我们在临床上进行有效

的心肌保护提供另一个新途径。
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