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吡格列酮对大鼠心肌缺血再灌注损伤中炎症反应及细胞凋亡的影响
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【摘要】 目的 探讨吡格列酮对大鼠心肌缺血再灌注损伤中炎症反应和细胞凋亡的影响及其机制。方法 将

80只SD大鼠随机分为假手术组、模型组、吡格列酮组、GW9662组及DMSO组，每组各16只，术前5 d分别给予相

应处理。采取体内结扎左前降支的方法建立心肌缺血再灌注损伤模型，予ELISA法检测大鼠心肌组织中NF-κB

p65及 IFN-γ含量水平，HE染色观察左心室前壁细胞病理形态学改变，并采用原位末端标记法检测心肌细胞凋亡

数。结果 与假手术组相比，其余四组大鼠心肌组织中NF-κB p65及 IFN-γ含量水平、心肌细胞凋亡数均显著升

高(P<0.05)；与模型组比较，吡格列酮组大鼠心肌组织中NF-κB p65及 IFN-γ含量水平，心肌细胞凋亡数明显降低

(P<0.05)；模型组与吡格列酮组中NF-κB p65及 IFN-γ含量水平均呈显著正相关(P<0.001)。结论 吡格列酮在心

肌缺血再灌注损伤中可能通过负性调节NF-κB p65含量水平进而减少 IFN-γ的释放，抑制心肌细胞的凋亡，从而

发挥相应的心肌保护作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of pioglitazone on inflammatory reaction and apoptosis

of neurons following myocardium from ischemia-reperfusion injury in rats and its corresponding mechanisms.

Methods Eighty Sprague-Dawley rats were randomly divided into five groups as sham-operation group, model

group, pioglitazone group, GW9662 group and DMSO group, with 16 rats in each group. Relevant treatments were

given to rats 5 days before myocardium ischemia operation respectively. A rat model of left anterior descending coro-

nary artery was ligated for 45 min and reperfused for 45 min to establish the model of ischemia-reperfusion. ELISA

was respectively used to detect levels of NF-κB p65 and IFN-γ in myocardium tissue. H.E staining was employed to

observe morphologic changes of myocardium cells in ischemia/reperfusion injury region, and TUNEL staining were

used to detect the number of myocardium cell apoptosis. Results Compared with sham-operation group, the levels

of NF-κB p65 and IFN-γ, the number of myocardium cell apoptosis were significantly increased in the other four

groups (P<0.05); compared with model group, the levels of NF-κB p65 and IFN-γ, the number of myocardium apop-

tosis were significantly decreased in pioglitazone group (P<0.05). The levels of IFN-γ and NF-κB p65 in model

group and pioglitazone group had perfect positive correlation (P<0.001). Conclusion Pioglitazone maybe down-reg-

ulates NF-κB p65 level and reduces the release of IFN-γ, then prevents cell apoptosis, and hence provides protection

from ischemia/reperfusion injury.
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心肌缺血再灌注损伤(MIRI)的存在对部分急性

心肌梗死(AMI)患者的治疗造成一定的不利影响。

近年来，MIRI与炎症反应的关系已成为缺血再灌注

损伤机制研究领域的热点[1]。有关研究资料表明，过

氧化物酶体增殖物激活受体γ (PPARγ)激活后能从转

录水平抑制炎症因子的基因表达而减少细胞凋亡的

发生[2]，但其具体机制尚未阐释清楚。本研究采取股

静脉注射PPARγ激动配体——吡咯列酮，观察其对大

鼠心肌缺血再灌注损伤后炎症反应、细胞病理形态学

及细胞凋亡的影响，进一步探讨吡格列酮心肌保护作
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用及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料 健康雄性 SD 大鼠 80 只(SPF 级，河

北医科大学实验动物中心提供)；NF-κB p65 及

IFN-γ ELISA试剂盒(Sigma)；原位末端标记(TUNEL)

试剂盒(Promega)；吡格列酮、GW9662和 10%二甲基

亚砜(DMSO) (R&D Systems)；酶标仪 (Heraeus)，电子

显微镜(OLYMPUS) ，Labo fuge 400R 高速低温离心

机(BioTek)。

1.2 研究方法

1.2.1 大鼠分组及处理 将80只SD大鼠(体质量

290~500 g)，按随机数字表法分为五组(n=16)，饮水自

由，但术前12 h禁食。(1)假手术组：术前5 d，1次/d，每

次经股静脉分支注射2 ml/kg的生理盐水；(2)模型组：缺

血前5 d，1次/d，每次经股静脉分支注射2 ml/kg的生理

盐水；(3)吡格列酮组：缺血前5 d，1次/d，每次经股静脉

分支注射10 mg/kg的吡格列酮；(4) GW9662 组：缺血前

5 d，1 次/d，每次先经股静脉分支注射 0.3 mg/kg [3]的

GW9662，10 min后再经股静脉分支注射 10 mg/kg的

吡格列酮；(5) DMSO组：缺血前5 d，1次/d，每次经股

静脉分支注射2 ml/kg 的10% DMSO。

1.2.2 建立大鼠心肌缺血再灌注损伤模型 按

陈良万法[4]制备大鼠心肌缺血再灌注损伤模型。经

腹腔注射 0.3 ml/100 g 的 10%水合氯醛进行麻醉，气

管切开并插管，通气频率65次/min，呼吸比为1:1.15，

心电图监测。剖胸，带6~0线的眼科针在大鼠左冠状

动脉根部下 1.5 mm、穿行在左心耳与左肺动脉窦之

间，其间置一塑料管，以止血钳夹紧，密切观察左心室

前壁心肌颜色改变及心电图变化。左心室前壁心肌

组织颜色变暗，同时心电图示ST 段下降或抬高则判

断为左冠状动脉结扎成功。45 min 后拔出塑料管，使

左冠状动脉恢复血流45 min，再灌注时局部心肌组织

充血。假手术组大鼠只在左冠状动脉根部下1.5 mm

处穿线，但不结扎，其他步骤同模型组。

1.3 指标的检测

1.3.1 测定心肌组织中 NF-κB p65 及 IFN-γ的

含量水平 各组大鼠再灌注结束后，随机抽取各组8

只大鼠，以 4℃肝素化生理盐水进行心脏快速灌洗，

双肺变白后快速剪断心脏，取左心室前壁心肌组织液

氮冷冻后将组织匀浆上清液作为检测标本。检测步

骤严格按ELISA试剂盒要求进行。

1.3.2 心肌组织HE染色 将各组其余8只大鼠

麻醉，以 4℃肝素化生理盐水进行心脏灌洗，双肺变

白后即换用4℃10%多聚甲醛快速灌洗固定至全身僵

硬，并在左心室前壁留取心肌组织作为检测标本制成

蜡块。从心尖部至心底部连续切片，厚约 4 μm。行

常规HE染色后在光学显微镜下(×400)观察大鼠心肌

细胞病理形态学变化并采图。

1.3.3 心肌组织TUNEL染色 染色步骤严格按

TUNEL试剂盒检测步骤进行。心肌组织TUNEL染

色后在光学显微镜下(×400)观察心肌细胞凋亡 (以胞

核出现棕黄染色颗粒代表)，并计算 TUNEL 阳性率

(TUNEL阳性细胞数占总细胞数的比值)并采图。

1.4 统计学方法 应用SPSS18.0软件进行统计

分析。多组计量资料用均数±标准差(x-±s)表示，多组

间比较采用单因素方差分析(ANOVA)，两两比较采

用LSD-t检验，相关分析采用直线相关，以P<0.05为

差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 吡格列酮对心肌组织中NF-κB p65及干扰

素-γ含量水平的影响 假手术组大鼠心肌组织中

NF-κB p65及 IFN-γ含量水平均显著低于其余四组，

差异有统计学意义(P<0.05)；与模型组大鼠相比，吡格

列酮组大鼠 NF-κB p65 及 IFN-γ含量水平均明显降

低，差异有统计学意义(P<0.05)。五组大鼠心肌组织

中NF-κB p65及 IFN-γ含量水平比较见表1。

2.2 模型组与吡格列酮组大鼠心肌组织中

NF-κB p65与 IFN-γ含量水平的相关性分析 缺血再

灌注45 min后，模型组与吡格列酮组大鼠心肌组织中

NF-κB p65 与 IFN-γ含量水平均呈显著正相关，以

NF-κB p65含量水平为自变量(Independent variable)，用

X表示。IFN-γ含量水平为应变量(Dependent variable)，

用Y表示。求得回归方程为 1=-0.46+0.28χ，r1=0.917

(P<0.001)；2=-4.13+0.77χ，r2=0.826 (P<0.001)。

2.3 吡格列酮对大鼠心肌组织病理形态学改变

的影响 假手术组左心室缺血再灌注区心肌组织切

片经HE染色后可见心肌组织未见明显的出血、充血

或炎性细胞的浸润，心肌纤维排列有序，肌节长度均

匀、排列整齐，横纹清楚，染色质较清晰(图 1)。模型

组相应区域呈明显的缺血损伤性改变，间质充血或出

血、水肿明显且有炎症细胞浸润，大多数心肌纤维变

长，排列紊乱甚至断裂，肌纤维间距不同程度增宽，而

肌节缩短且排列不整齐(图2)。吡格列酮组相应区域

缺血性损伤改变较模型组明显减轻，虽有心肌的损伤

但心肌纤维排列较整齐，肌节排列亦较为规整，少见

红细胞及炎性细胞浸润 ( 图 3)，而 GW9662 组与

DMSO组较模型组的心肌缺血改变则无明显减轻。

2.4 吡格列酮对大鼠心肌细胞凋亡的影响 假
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手术组大鼠心肌组织中少见凋亡细胞 (图4) ，与其余

四组大鼠比较差异有统计学意义(P<0.01)。模型组

凋亡细胞阳性率为(63.02±9.07)%，见图 5；而吡格列

酮组相应区域凋亡细胞阳性率为(48.09±7.62)%，见

图 6，两组相比差异均有统计学意义(P<0.01)。五组

大鼠心肌组织中细胞凋亡率的具体比较见表1。

图4 假手术组大鼠心肌缺血组织TUNRL染色（×400）；图5 模型组大鼠心肌缺血组织TUNRL染色（×400）；图6 吡格列酮组大鼠心肌缺血

组织TUNRL染色（×400）

图1 假手术组大鼠心肌缺血组织HE染色（×400）；图2 模型组大鼠心肌缺血组织HE染色（×400）；图3 吡格列酮组大鼠心肌缺血组织HE
染色（×400）

3 讨 论

心肌缺血再灌注损伤(MIRI)与心肌炎症反应、细

胞凋亡及坏死、心律失常及心功能降低等密切相关，

但其机制十分复杂。目前有研究报道，在心肌缺血初

始阶段即激活炎症反应，而再灌注时受缺血缺氧及血

流变学的改变引起心肌细胞释放大量炎症信号，促进

炎性因子的聚集和释放[5]，明显加剧了心肌的炎症反

应，从而加速心肌细胞的凋亡。还有研究者认为，干

扰素-γ (IFN-γ)活化p38激酶后可诱导Ⅱ类组织相容

性复合体(MHC-Ⅱ) 及细胞因子的表达，共同参与体

内细胞的分化、增殖或凋亡[6]。本研究也发现模型组

IFN-γ含量水平及细胞凋亡数相比假手术组显著升

高，由此我们推测 IFN-γ在心肌缺血再灌注损伤后对

细胞凋亡的发生具有十分重要的意义。

作为信号传导途径中的重要枢纽之一，由多肽亚

单位组成的核转录因子(Nuclear transcription factor

kappa B，NF-κB)在参与炎症、肿瘤、免疫的发生和发

展、调节细胞凋亡等多种生理及病理过程中具有重要

作用。 近期有研究表明，NF-κB p65 的表达上调与

多种与炎症反应过程发挥重要作用的细胞因子，如

IFN-γ的表达增强紧密相关[7]。本实验研究发现模型

组NF-κB p65的含量水平与假手术组相比明显升高，

且与 IFN-γ含量水平呈显著正相关，这表明 NF-κB

表1 各组大鼠心肌组织中NF-κB p65、IFN-γ含量水平及心肌细胞

凋亡率的比较(n=8，x-±s)

组别

假手术组

模型组

吡格列酮组

GW9662组

DMSO组

F值

P值

NF-κB p65 (pg/mg)

8.11±0.83

15.52±0.64a

9.58±0.85ab

14.85±0.77ac

15.05±0.96ac

146.737

<0.01

IFN-γ (pg/mg)

2.36±0.57

3.71±0.19a

3.05±0.67ab

3.51±0. 57ac

3. 73±0.34ac

11.105

<0.01

心肌细胞凋亡率(%)

5.09±0.7

63.01±9.07a

48.03±7.62ab

65.21±8.20ac

70.09±8.33ac

101.405

<0.01

注：与假手术组比较，aP<0.01；与模型组比较，bP<0.05；与吡格列酮组

比较，cP<0.05。
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p65在一定程度上是在心肌缺血后被诱导释放进而

促进 IFN-γ的表达。

过氧化物酶体增殖物激活受体γ (Peroxisome

proliferator-activated receptor γ，PPARγ) 与配体结合

后，在基因转录水平发挥转录调控作用。其分布较为

广泛，主要分布在脂肪组织，但在心肌组织也有一定

量的表达[8]。目前用于临床治疗Ⅱ型糖尿病治疗的

噻唑烷二酮类药物(Thiazolidionedine，TZDs)的吡咯

列酮被证实是选择性 PPARγ激动剂。研究发现，

PPARγ激动剂具有多种生理效应，如具有抑制心肌组

织炎性细胞因子的表达及心肌细胞肥大等[9]。动物

实验也表明[10]，PPARγ激动剂对减小心肌缺血再灌注

后心肌梗死面积，改善心脏功能具有积极作用且与剂

量成正比，但其相关机制尚不完全清楚。本实验中经

吡格列酮预处理后的大鼠左心室前壁组织中NF-κB

p65和 IFN-γ的含量水平显著降低、二者含量水平成

明显的正相关性，并且心肌细胞凋亡数量明显减少，

由此我们认为吡格列酮具有降低诱发NF-κB p65的

释放能力，进而降低 IFN-γ的含量水平，达到减少心

肌细胞凋亡的作用；若事先静脉注射 PPARγ抑制剂

GW9662 (2-cloro-5-ni-trobenzanilide) [11]，则能取消

吡格列酮的上述作用；另外，DMSO预处理后的大鼠

在相关方面也未得到明显改善。提示吡格列酮激活

PPARγ后通过下调NF-κB p65和 IFN-γ而发挥抗心肌

细胞凋亡作用。

同时，从本实验的病理形态学改变来看，模型组

大鼠在心肌缺血再灌注损伤后的心肌细胞发生了明

显的细胞空泡变性坏死，符合心肌细胞缺血缺氧性病

理变化；而经吡格列酮预处理组的大鼠则以心肌细胞

肿胀为主，DMSO预处理组及预先给予GW9662后再

行吡格列酮预处理的大鼠在病理形态学方面较模型

组均无显著改善。这也表明吡格列酮具有延缓或阻

止心肌细胞的坏死，对保护心肌缺血再灌注损伤具有

积极意义，而抑制剂 GW9662则可取消吡格列酮对心

肌细胞变性坏死的保护效应。

综上所述，吡格列酮通过激活 PPARγ后下调心

肌缺血再灌注损伤组织中 NF-κB p65 的释放，进一

步降低促炎介质(IFN-γ)的含量水平，有效缓解了大

鼠缺血再灌注后的损伤，从而减少心肌细胞凋亡，

为其在缺血性心血管疾病的临床使用提供重要的

理论基础。
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miR-146a在乳腺浸润性导管癌中的表达及临床意义
田南南，杨建新

(广东药学院，广东 广州 510080)

【摘要】 目的 观察microRNA-146a (miR-146a)在乳腺浸润性导管癌及癌旁正常对照组织中的表达，探讨

miR-146a的表达与乳腺癌临床病理特征的关系及其对乳腺癌发生发展的影响。方法 采用组织芯片平台，应用

原位杂交方法检测 65例乳腺浸润导管癌及癌旁正常对照组织中miR-146a的表达。结果 乳腺浸润性导管癌

miR-146a阳性率低于癌旁正常对照组织(44.6% vs 66.2%，P<0.05)；乳腺浸润性导管癌中miR-146a的表达与淋巴

结转移有关联(P<0.01)，与患者年龄、肿瘤大小、组织学分级、TNM分期、ER、PR、c-erbB-2、ki67、p53、E-cadherin

过表达均无相关性(P>0.05)。结论 miR-146a在乳腺浸润性导管癌中表达下调，提示其可能作为重要的抑癌因

子参与乳腺癌的发生发展过程，并可能成为乳腺癌新的肿瘤标记物或预后因子。

【关键词】 乳腺浸润性导管癌；miR-146a；临床病理特征；原位杂交
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Expression of miR-146a in breast infiltrative ductal carcinoma and its clinical significance. TIAN Nan-nan,
YANG Jian-xin. Guangdong Pharmaceutical University, Guongzhou 510080, Guangdong CHINA

【Abstract】 Objective To investigate the expression of microRNA-146a (miR-146a) in breast infiltrative

ductal carcinoma and its clinicopathologic significance. Methods miR-146a expression was detected in 65 cases of

breast infiltrative ductal carcinoma and corresponding paracarcinoma nomal tissues on tissue microarray sections by in

situ hybridization. Results The expression rate of miR-146a in breast infiltrative ductal carcinoma was significantly

lower than that of the paracarcinoma nomal tissues (44.6% vs 66.2%, P<0.05). There were positive correlations be-

tween miR-146a expression and lymph node metastasis (P<0.01). There were no correlations between the expression

of miR-146a and age, size, histological grading, TNM stage, ER and PR status, c-erbB-2 over expression, ki-67 posi-

tive expression, P53 positive expression, E-cadherin positive expression. Conclusion The down-expression of

miR-146a in the breast infiltrative ductal carcinoma suggests that it may be involved in tumourgenesis of breast carci-

noma. miR-146a may become a novel tumormarker or prognostic factor for breast carcinoma．

【Key words】 Breast infiltrative ductal carcinoma; microRNA-146a (miR-146a); Clinicopathologic characteris-

tics; In situ hybridization
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