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补体C1抑制剂对缺血心肌补体C3合成及炎性反应的影响
付金容，林国生，黎明江，周艳丽

（武汉大学人民医院心内三科，武汉 湖北 430060）

【摘要】 目的 观察补体1抑制剂对缺血再灌注大鼠心肌补体C3合成及炎症反应的影响。方法 结扎大

鼠的左前降支30 min，再灌注3 h、72 h形成缺血再灌模型，实验分为假手术组、NaCl组和C1INH组(每组15只)，

观察 C1INH对心肌及血浆髓过氧化物酶(MPO)活性的影响，放射免疫法检测血浆肿瘤坏死因子α (TNF-α)及白细

胞介素2 (IL-2)水平的变化，RT-PCR法检测缺血心肌中C3 mRNA 含量变化。结果 与NaCl组比较，再灌注72 h

后，C1INH 组心肌 MPO 活性分别在再灌注 3 h [(3.69±0.02) U/g vs (3.11±0.03) U/g]和 72 h [(3.08±0.03) U/g vs

(1.99 ± 0.03) U/g]后减少，血浆MPO活性亦减少，差异具有统计学意义(P<0.05)，血清TNF-α和 IL-2水平3 h和72 h

浓度均降低(P<0.05)。同时RT-PCR分析显示，C1INH组心肌C3 mRNA 的含量明显减少(P<0.05)。结论 C1INH

除了抑制补体系统的激活，还减少心肌组织炎性细胞的浸润，降低血浆炎症因子水平，抑制缺血心肌C3 mRNA

的表达。
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Effect of C1 inhibitor on the synthesis of C3 and inflammatory reaction in ischemic reperfused myocardium.
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【Abstract】 Objective To explore the effect of C1 inhibitor (C1INH) on the synthesis of C3 in ischemic myocar-

dium and inflammatory reaction. Methods Rat heart ischemia/reperfusion injury was induced by occluding the left ante-

rior descending coronary artery for 30 min and reperfusion for 3 h or 72 h. The rats were divided into the C1 inhibitor

group, NaCl group and sham operated group. The activity of myeloperoxidase (MPO) in myocardium and blood were

measured. The level of TNF-α and IL-2 in blood were analyzed by radio-immunity method. The expression of C3 mRNA

in ischemic myocardium was also observed. Results Compared with the NaCl group, C1INH reduced myeloperoxidase

activity in myocardium, 3 h [(3.69±0.02) U/g vs (3.11±0.03) U/g] and 72 h [(3.08±0.03) U/g vs (1.99±0.03) U/g], and in

blood. The levels of TNF-α and IL-2 in blood were decreased. RT-PCR demonstrated a dramatic reduction in C3

mRNA expression of ischemic myocardium. Conclusion C1INH protects against I/R-induced myocardial injury via in-

hibition of C3 mRNA expression in ischemic myocardium and regulating the inflammatory reaction.
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越来越多的证据表明冠心病是一种免疫系统疾

病，在心血管疾病及其高危人群(包括代谢综合征和

糖尿病患者)中存在着与免疫相关的炎症反应。补体

C3在补体的级联反应中发挥着关键作用，也是血液

循环中含量最为丰富的补体蛋白。研究表明补体C3

是冠心病的紧急预测因子。血运重建是挽救缺血心

肌的必要措施，但也会造成再灌注损伤，其中与补体

相关的炎症反应则起了重要的促进作用。补体 1抑

制剂是丝氨酸蛋白酶抑制剂家族成员之一，它能调节

三条途径补体的激活。我们已经证实补体 1抑制剂

能够减少心肌的再灌注损伤及补体蛋白的表达 [1]。

然而，补体 1抑制剂是否从基因水平抑制了补体C3

的合成，是否减少了相关的炎性反应等还不清楚。

1 资料与方法

1.1 大鼠缺血再灌模型的制备及分组 建立大

鼠缺血再灌注模型(方法同文献报道[1])，分为假手术

组(Sham group，n=15)、氯化钠组(I/R，n=15)及补体 1

抑制剂组(I/R+C1INH，n=15)。

1.2 缺血心肌髓过氧化物酶活性(Myeloperoxi-

dase，MPO)的测定 取缺血心肌即左心室游离壁及

静脉血，匀浆后 4℃离心，取上清根据 MPO 检测试

剂盒(南京建成生物工程研究所)说明测量其 MPO

活性。

1.3 血清TNF-α及 IL-2浓度测定 取大鼠静脉

2 ml，4℃离心 5 min，取上层血清，保存于-70℃冰

箱。用放射免疫分析法(125I-IL-2 放射免疫试剂盒、
125I-TNF-放射免疫试剂盒，北京科美生化公司)测定

大鼠外周血清中TNF-α及 IL-2的含量。

1.4 RT-PCR检测心肌C3 mRNA的含量 100 mg

左心室游离壁心肌组织放入 1 ml Trizol 中分离提纯

总RNA，将 5 μg总RNA在 20 μl含有 oligo (dT)12-18引

物，脱氧核糖苷三磷酸(dNTP) 和逆转录酶(M-MLV)

(均系Gibco BRL产品) 的反应液中经37℃、80 min 逆

转录为 cDNA，-20℃保存待用。 C3 引物序列：

5'-CTACCCCTTACCCCTCACT CCTTCCACC TT-3'

和 5'-ATTCCTTACT GGCTGGAAT CTTGATGAAG

A-3'，扩增产物大小为 330 bP。GAPDH 为内参照，

引物序列：5'-TCCCTCAAGA TTGTCAGCAA-3'和

5'-AGATCCACAACG GATACATT-3'，扩增产物大小

为308 bP。PCR 反应体积为25 μl，Taq多聚酶和脱氧

核糖苷三磷酸(dNTP)为美国Promega产品，变性、退火、

延伸条件分别为94℃ 1 min、54℃ 1 min、72℃ 1 min，共

40个循环。PCR 扩增产物在1.2%琼脂胶上进行电泳

分离，溴化乙锭染色，紫外线灯下观察，并扫描成像，

采用图像分析系统(Vilber Lourmat公司，德国)分析，

计算C3与GAPDH的相对比(半定量分析) 。

1.5 统计学方法 计量资料实验数据以均数±

标准差(x-±s)表示。采用SPSS13.0软件分析。配对资

料之间的单变量比较采用 t检验，P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 C1INH抑制缺血心肌及血浆炎性反应 为

了评价缺血再灌后炎性细胞反应，我们检测了左心室

游离壁心肌及血浆MPO的浓度。假手术组左心室心

肌MPO浓度低，然而再灌注3 h和72 h后，MPO的浓

度升高(P<0.05)。再灌注后 3 h 和 72 h，C1INH 治疗

后MPO浓度均显著小于NaCl组 (P<0.05)，见表1。

2.2 C1INH降低血浆TNF-α及 IL-2的水平 对

大鼠再灌注 3 h和 72 h后血浆TNF-α及 IL-2的水平

进行检测。结果表明，心梗后，血浆TNF-α和 IL-2的

水平升高。C1INH 治疗后，TNF-α和 IL-2的水平均

显著低于NaCl组(P<0.05)，见表2。

2.3 C1INH抑制心肌补体C3 mRNA的表达 为

了进一步分析 C1INH 对缺血心肌补体 C3 基因表达

表1 C1INH对心肌及血浆MPO活性的影响(x-±s)

组别

假手术组

再灌注3 h

NaCl组

C1INH组

再灌注72 h

NaCl组

C1INH组

例数

15

15

15

15

15

心肌MPO活性(U/g湿重)

1.18±0.01

3.69±0.02a

3.11±0.03b

3.08±0.03a

1.99±0.03b

血浆MPO活性(U/L)

48.6±0.71

176.3±0.81a

159.9±1.03b

128.8±0.79a

103.7±01.21b

注：再灌注 3 h、72 h，NaCl 组与假手术组比较 (心肌) t1=-119.992，

t2=-76.979，(血浆) t1=-151.394，t2=-143.229，aP<0.05；再灌注 3 h、

72 h，C1INH组与NaCl组比较(心肌) t1=20.636，t2=29.067，(血浆)

t1=14.983，t2=16.425，bP<0.05。

表2 C1INH对血浆TNF-α及 IL-2水平的影响(x-±s)

组别

假手术组

再灌注3 h

NaCl组

C1INH组

再灌注72 h

NaCl组

C1INH组

例数

15

15

15

15

15

TNF-α水平(U/L)

0.25±0.01

0.76±0.01a

0.54±0.01b

1.08±0.03a

0.74±0.01b

IL-2水平(U/L)

0.32±0.01

0.41±0.01a

0.36±0.02b

0.56±0.02a

0.43±0.02b

注：再灌注 3 h、72 h，NaCl 组与假手术组比较 (TNF-α) t1=-39.381，

t2=-27.645，(IL-2) t1=-10.174，t2=-15.523，aP<0.05；再灌注 3 h、

72 h，C1INH 组 与 NaCl 组 比 较 (TNF-α) t1=13.762，t2=9.015，

(IL-2) t1=70.059，t2=7.019，bP<0.05。
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图1 心肌补体C3RNA的表达情况

注：1，假手术组；2，NaCl组(3 h)；3，C1INH组(3 h)；4，NaCl组(72 h)；5，

C1INH组(72 h)；各组之间比较采用 t检验，a与NaCl组比较，P<0.05。

的作用，我们用 RT-PCR 检测了再灌注后心肌 C3

mRNA的含量。结果显示，再灌注 3 h和 72 h后心肌

C3 mRNA 的含量增加，而 C1INH 可减少 C3 mRNA

含量的增加(图1)。

3 讨 论

实验数据显示首先C1INH C1INH抑制炎性细胞

在缺血心肌聚集，减少血浆MPO、TNF-α及 IL-2的水

平。其次，C1INH抑制缺血心肌C3RNA的合成。补

体的激活及炎性反应参与了缺血再灌注损伤，横向及

纵向研究均表明补体C3是心血管疾病的重要危险因

素。补体C3是参与炎性反应的重要成员[2-3]。

在急性冠脉事件中，动脉粥样硬化、炎性反应、斑

块破裂、血栓形成、心肌缺血坏死等，组成了瀑布式的

病理生理过程。在这些过程中，补体、炎性因子、急性

反应蛋白等之间会发生相互作用，加剧心肌损害。

GUAN等证实之前的流感病毒感染与急性心肌梗死

间存在相关性，说明了炎性因子参与了粥样硬化的发

展，是急性心肌梗死的触发因素[4]。我们发现再灌注

3 h及 72 h后，心肌组织补体C3的合成均显著增加。

而且伴随着心肌MPO活性的增加，血浆MPO活性、

TNF-α及 IL-2 的水平亦增加。说明再灌注后，补体

C3激活，免疫反应、炎性反应激活，而这些可能参与

了心肌的缺血再灌注损伤。

众多研究证实通过缺血特异性的抑制剂抑制补

体系统的激活，能够减少缺血再灌后局部组织的损

伤[5]。补体1抑制剂是补体激活的主要调节因子。在

局部缺血损伤中，补体1抑制剂能够显著降低P选择

蛋白及细胞间粘附分子 RNA 的表达。另外，补体 1

抑制剂还显著降低一些炎性因子(如TNF-α、IL-8)的

基因表达，增加一些保护作用因子(如 IL-10)的基因

表达。这些均说明补体 1 抑制剂除了抑制补体激活

外，还参与了炎性反应的调节，对缺血组织具有一定

的保护作用。我们已经通过实验证实，补体1抑制剂

能够改善缺血再管大鼠的心功能。而本次实验则证

实补体 1 抑制剂，能够减少缺血心肌组织补体

C3RNA的表达(即减少补体蛋白C3的合成)。同时应

用补体 1抑制剂后，缺血大鼠局部心肌MPO活性降

低，血浆MPO活性、TNF-α和 IL-2水平均降低。

综上所述，在心肌的缺血再灌注中，补体 1抑制

剂可抑制补体关键蛋白C3的合成，调节缺血心肌炎

性反应，从而保护缺血心肌。
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