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AMPK通路在硫化氢后处理减轻2型糖尿病大鼠
心肌缺血-再灌注损伤中的作用

孙波 王琛 赵雯洁 乔世刚

  【摘要】 目的 观察硫化氢后处理对2型糖尿病大鼠心肌缺血-再灌注(ischemiareperfusion,

IR)损伤的效果,探讨 AMP依赖的蛋白激酶(AMPK)通路在其中发挥的作用。方法 雄性SD大鼠

84只,1月龄,体重100~150g,采用随机数字表法分为六组:假手术组(Sham组)、IR组、AMPK抑

制剂compoundc组(CC组)、compoundc溶剂组(DMSO组)、硫化氢后处理组(NaHS组)和CC+
NaHS组,每组14只。成功建立糖尿病模型后,Sham组仅开胸但不结扎阻断血流;IR组在开胸分离

左冠状动脉前降支后用止血钳夹紧圈套管缺血30min,松开圈套管再灌注4h后取心脏;CC组于术

前1h腹腔注射CC250μg/kg,其余操作同IR组;DMSO组于术前1h给予同样剂量的DMSO,其
余操作同IR组;NaHS组于开放左冠状动脉1min内快速静脉注射NaHS0.05mg/kg,再灌注4h;

CC+NaHS组:于术前1h腹腔注射CC,随后于冠状动脉左前降支阻断30min,同样于开放左冠状

动脉1min内快速静脉注射NaHS0.05mg/kg,再灌注4h。之后对所有动物进行安乐死,采用TTC
染色法测定心肌梗死范围,Westernblot法测定 AMPK、LC3、p62蛋白含量。结果 与Sham组比

较,其余五组再灌注4h时大鼠心肌梗死范围明显增加,AMPK、LC3、p62蛋白含量明显升高(P<
0.05);与IR组比较,NaHS组大鼠再灌注4h时心肌梗死范围明显减小(P<0.05),AMPK蛋白含

量明显升高,LC3、p62蛋白含量明显降低(P<0.05);与NaHS组比较,CC+NaHS组再灌注4h时

心肌梗死范围明显增加,AMPK水平明显降低,LC3、p62蛋白表达含量明显升高(P<0.05)。CC组

与DMSO组上述各指标差异无统计学意义。结论 硫化氢后处理能减轻2型糖尿病大鼠缺血-再灌

注损伤后心肌梗死,其机制与调节自噬小体清除及修复AMPK通路调控的自噬流有关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofhydrogensulfide(H2SorNaHS)onmyo-
cardialischemiareperfusioninjuryinducedintype2diabeticratsinvivoandtheroleofAMP-
activatedproteinkinase(AMPK)signalpathway.Methods Theinducedtype2diabeticratmodels
wereanesthetized,leftthoracotomywereperformed.Allthemodelswererandomlydividedintosix
groups(n=14):groupSham;groupIR:theleftanteriordescendingarterywasligated30min,
reperfusedfor4hours;groupCC:priortothoracotomy,compoundcwasintraperitoneallyinjected
250μg/kg,thenreceivedthesametreatmentasgroupIR;groupDMSOreceivedthesametreatment
ascompoundcgroupbutDMSOwasinjectedintraperitoneallyascontrol;groupNaHS:theleftante-
riordescendingarterywasinjectedNaHS0.05mg/kgthenreperfusedfor4hours;groupCC+
NaHS:priortothoracotomy,compoundcwasintraperitoneallyinjected250μg/kg,thenNaHS0.05
mg/kginjectedintravenouslyandreperfused4hours.Alltheratmodelseuthanatized,infarctedarea
wasdetectedbyTTCassay.TheAMPK,LC3andp62wereanalyzedbyWesternblot.Results Com-
paredwithgroupSham,theinfarctedareaandconcentrationofAMPK,LC3andp62wereincreased
inothergroups(P<0.05).ComparedwithgroupIR,theinfarctedareaandconcentrationofLC3,
p62markablelydecreasedingroupNaHS(P<0.05).ComparedwithgroupNaHS,theinfarcted
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areaandconcentrationofLC3,p62significantlyincreasedbutAMPKdown-regulatedingroupCC+
NaHS(P<0.05).Conclusion HydrogensulfidecouldalleviatemyocardialinfractionviaAMPKsig-
nalpathwayintype2diabeticrats’IRmodels.

【Keywords】  AMP-activatedproteinkinase;Hydrogensulfide;Myocardialischemia/reperfu-
sion;Type2diabetesmellitus;Autophagy

  2型糖尿病(type2diabetesmellitus,T2DM)
严重威胁着患者的健康[1]。心肌梗死是T2DM 患

者末期常见的心脏并发症,是导致糖尿病患者死亡

的主要原因[2]。硫化氢是具有生物活性的气体信号

分子,有研究表明硫化氢后处理可明显减轻缺血性

心肌梗死[3],但其能否减轻 T2DM 心脏缺血-再灌

注(ischemiareperfusion,IR)损伤却不明确。自噬

广泛存在于许多疾病的病理生理过程,通过清除异

常蛋白质和衰老细胞器维持细胞稳态和更新,但高

糖状态下心肌的自噬活性受破坏,蓄积的自噬小体

加剧缺血心肌的损伤[4]。因此如何减少自噬小体的

生成是心脏保护的重点。自噬溶酶体调节自噬小

体生成的过程中,AMPK 通路是主要途径之一。

AMPK磷酸化可通过影响 mTOR活性发挥作用并

通过磷酸化S6K1,进而磷酸化核糖体蛋白促进

mRNA翻译,同时促使核糖体与内质网的黏附而抑

制内质网膜脱落形成自噬体膜[5]。本实验拟观察硫

化氢后处理对T2DM大鼠心肌IR损伤的作用并探

讨AMPK调控的自噬在其中的作用。

材料与方法

动物选择与分组 选择SPF级雄性SD大鼠

[SCXK(苏)2013-0003]84只,1月龄,体重100~
150g。采用随机数字表法将大鼠分为六组:假手术

组(Sham组)、IR组、AMPK抑制剂compoundc组

(CC组)、compoundc溶剂组(DMSO组)、硫化氢

后处理组(NaHS组)和CC+NaHS组,每组14只。
糖尿病模型制备 普通饲料适应性饲养1周后

开始喂食高脂高糖饲料,4周后对空腹6h的大鼠

一次性腹腔注射链脲佐菌素(STZ)50mg/kg(使用

前溶于0.1mol/L柠檬酸缓冲液),72h后取尾静

脉血测血糖,大鼠血糖值≥16.7mmol/L视为糖尿

病模型成功[5]。每周监测体重,每2周监测血糖。
心肌IR损伤模型的制备 参照文献[6]的方

法,腹腔内注射戊巴比妥钠50mg/kg麻醉大鼠,内
静脉置管用于补液和给药,右侧颈内动脉置入充满

肝素的导管,连接V24E多通道生理记录仪连续监

测血流动力学指标。气管切开并插入气管导管,连
接 ALC-V9 动 物 呼 吸 机 行 PEEP:吸 入 氧 浓 度

33%,氧流量3L/min,调节呼吸频率或潮气量,维
持pH7.35~7.45,PaCO235~45mmHg,PaO2
90~150mmHg。采用智能恒温控制仪(JR-1)维
持大鼠温度在36~37℃。于第5肋间行左胸切开

术,打开心包,6-0无损伤缝合线绕过左冠状动脉前

降支(LAD)近端深面并穿入圈套管,平衡30min。
止血钳夹紧圈套管缺血30min(心外膜发绀苍白、
心电图一过性心律失常、ST段弓背向上抬高表示

缺血成功),松开圈套管再灌注4h(心外膜重新充

血为再灌注成功)。
心肌梗死范围的测定 于再灌注4h结束时颈

内静脉注射5%伊文思蓝使心脏正常区域蓝染,迅
速取出心脏,分离左心室,-80℃冷冻5min后用心

脏切割器横断分割成5~6块2mm厚的组织。分

割后的组织置于1% 2,3,5-三苯基氯化四氮唑

(TTC,批号:T8877)染色,避光恒温孵育15min。

PBS缓冲液冲洗后10%甲醛固定24h。灰白色为

梗死区,砖红色为非梗死区。使用ImageJ软件测

定心肌梗死范围(左心室梗死区面积占左心室总面

积的百分比)。

LC3、p62、AMPK蛋白含量的测定 T2DM 大

鼠模型成功后取下心脏,加入裂解液(P0013C)进行

低温匀浆裂解提取蛋白[7]。BCA蛋白浓度测定试

剂盒测定蛋白含量,100℃持续加热5min,选用8%
~12%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)分离蛋白,转至硝酸纤维膜,5%脱脂牛奶封

闭2h后,分别加入一抗LC3、p62、AMPK孵育过

夜,TBS-T溶液漂洗后加入兔源二抗36℃孵育2h,

TBS-T溶液漂洗,最后进行化学增强发光反应,扫
描后运用ImageJ软件分析目的带的净光密度值,
以目的条带与内参GAPDH 光密度间的比值反映

蛋白含量。
统计分析 采用GraphPadPrism5.0统计学

软件进行分析。正态分布计量资料以均数±标准

差(􀭺x±s)表示,组间比较采用单因素方差分析。P
<0.05为差异有统计学意义。

结  果

心肌梗死范围 与Sham组比较,其余五组再
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灌注4h时的大鼠心肌梗死范围明显增大(P<
0.05);与IR组比较,NaHS组大鼠心肌梗死范围明

显减小(P<0.05);与 NaHS组比较,CC+NaHS
组心肌梗死范围明显增大(P<0.05)(图1)。

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05;与

NaHS组比较,cP<0.05

图1 六组大鼠心肌梗死范围的比较

AMPK、LC3、p62蛋白含量 与Sham组比较,
其余五组再灌注4h时的AMPK、LC3、p62蛋白含

量明显升高(P<0.05);与IR 组比较,NaHS组

AMPK蛋白含量明显升高,LC3、p62蛋白含量明显

降低(P<0.05);与 NaHS组比较,CC+NaHS组

再灌注4h时AMPK蛋白含量明显降低,LC3、P62
蛋白含量明显升高(P<0.05)(图2~4)。

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05;与

NaHS组比较,cP<0.05

图2 六组大鼠再灌注4h后p-AMPK
蛋白含量的比较

讨  论

参照文献[7]的方法,本研究中采用高脂高糖

喂养+链脲佐菌素注射制备T2DM 模型,每2周取

尾静脉血监测血糖,大鼠血糖值≥16.7mmol/L录

入实验中。体重、心脏重量和血糖水平显示T2DM
大鼠较正常大鼠明显升高,胰岛素水平降低,提示

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05;与

NaHS组比较,cP<0.05

图3 六组大鼠再灌注4h后LC3蛋白含量的比较

  注:与Sham组比较,aP<0.05;与IR组比较,bP<0.05;与

NaHS组比较,cP<0.05

图4 六组大鼠再灌注4h后p62蛋白含量的比较

T2DM模型制备成功。
研究表明,内源性硫化氢参与许多心血管系统

的生理与病理生理过程,具有舒张血管、抑制血管

平滑肌细胞增殖以及抑制心肌细胞凋亡等作用[8]。
硫化氢在体内以H2S和NaHS两种形式存在,两者

间维持一定的动态平衡。NaHS与内源性硫化氢的

存在方式相似,NaHS能迅速溶解于生理性缓冲溶

液,且相较于 H2S饱和溶液能更准确地定量,因此

选择 NaHS溶液作为外源性硫化氢供体具有明显

优势。
高糖状态下氧自由基增多及脂质代谢紊乱加

重了心肌及血管内皮细胞损伤,高血糖会加重IR
时的心肌损伤。心血管组织中,硫化氢的生成主要

通过胱硫醚-γ-裂解酶(CSE)催化,高糖环境下可导

致内源性硫化氢减少,CSEmRNA水平及CSE酶
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活性降低[9]。本课题组报道硫化氢对正常大鼠IR
心肌具有保护作用[7],其机制可能与改变心肌自噬

活性相关。心肌IR破坏细胞内自噬活性,从而使

细胞内的自噬小体大量积聚,过度积聚的自噬小体

降解细胞内重要蛋白和细胞器,从而使细胞形成不

可逆损伤,最终导致心肌细胞自噬性死亡。硫化氢

后处理被认为可修复再灌注后自噬流,减少正常大

鼠心肌梗死,但硫化氢后处理是否通过修复心肌自

噬流发挥作用却不得而知。本研究显示,IR组心肌

自噬流活性指标p62水平升高和自噬标志性蛋白

LC3表达升高,符合IR导致自噬小体大量蓄积的

观点。而硫化氢后处理后p62和LC3明显降低,推
测硫化氢后处理对T2DM大鼠IR损伤发挥保护作

用可能与调节自噬小体清除有关。
近几年研究认为,AMPK通路是调控自噬小体

生成的主要途径之一。Xie等[10]研究表明,AMPK
活性降低并伴随心肌自噬水平下降是糖尿病心肌

病发生的重要因素。应用药物干预的糖尿病小鼠,
增强自噬标志性蛋白表达,最后改善了心脏功能。

He等[11]进一步研究表明激活 AMPK后,可促进

JUK1-Bcl2信号通路激活,并干扰Beclin1-Bcl2结

合。AMPK磷酸化可通过影响 mTOR活性发挥作

用:当 AMP/ATP比值增加,AMPK活性增强,磷
酸化激活 TSC1/2蛋白,从而抑制 mTOR、促进自

噬流进程;反之,当 AMP/ATP比值减小,AMPK
活性降低,增强 mTOR活性,通过磷酸化S6K1抑

制自噬小体与溶酶体融合。心肌IR时,自噬明显

增强,过多激活的自噬小体若不能被溶酶体及时清

除则容易导致细胞病理性紊乱。自噬小体和溶酶

体维持一定的结合和降解对细胞生存至关重要。

LC3、p62是自噬溶酶体经典的标志物蛋白,通过检

测标志蛋白水平的变化可以反映心肌细胞自噬活

性的程度。
为明确硫化氢后处理是否通过AMPK通路发

挥糖尿病缺血心肌保护作用,本研究使用 AMPK
特异性抑制剂CC。研究表明,CC取消了硫化氢后

处理心肌保护作用,并且促使自噬标志蛋白明显升

高[12],提示AMPK通路是硫化氢后处理缺血心肌

保护的主要途径。
综上所述,硫化氢后处理能减轻2型糖尿病大

鼠缺血-再灌注损伤后心肌梗死,其机制与调节自噬

小体清除及修复AMPK通路调控的自噬流有关。
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