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缩略语表

缩略词 英文全称 中文全称

AFMK N1-acetyl-N2-formyl-5 N1-乙酰 -N2-甲酰 -5-甲氧色胺

-methoxykynuramine

Akt protein kinase B 蛋白激酶 B

AMK N1-acetyl-5-methoxykynuramine N-乙酰-甲氧犬尿胺

APN adiponectin 脂联素

ARE antioxidant response element 抗氧化应激元件

ATG autophagy associated gene 自噬相关基因

ATP adenosine triphosphate 三磷酸腺苷

caspase cysteinyl aspartate specific proteinase 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋

CRP C-reactive protein C反应蛋白

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-二脒基-2-苯基吲哚

DBC1 deleted in breast cancer 1 乳腺癌缺失基因 1

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 培养液

eNOS endothelial nitric oxide synthase 内皮型一氧化氮合酶

HIC1 hypermethylated in cancer 1 癌高甲基化 1

HMGB1 high mobility group box-1 protein 高迁移率族蛋白 1

HO-1 heme oxygenase-1 红素加氧酶-1

HUVEC human umbilical vein endothelial cell 人脐静脉内皮细胞

iNOS inducible nitric oxide synthase 诱导型一氧化氮合酶

JAK Janus Kinase Janus激酶

LDH lactate dehydrogenase 乳酸脱氢酶

LDL low-density lipoprotein 低密度脂蛋白

LVEF left ventricular ejection fraction 左室射血分数

Mel melatonin 褪黑素
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MHC myosin heavy chain 肌球蛋白重链

MI/R myocardial ischemia/reperfusion 心肌缺血/再灌注

MPO myeloperoxidase 髓过氧化物酶

NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase 烟酰胺磷酸核糖基转移酶

NICD Notch intracellular domain Notch受体胞内区段

NMNAT nicotinamide nucleotide 烟酰胺/烟酸单核苷酸腺苷酰

adenylyltransferase 转移酶

nNOS neuronal NOS 神经型一氧化氮合酶

NO nitric oxide 一氧化氮

NQO1 quinone oxidoreductase-1 醌氧化还原酶-1

Nrf2 nuclear factor erythroid-2-related factor 2 核因子 E2相关因子 2

PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 磷脂酰肌醇 3-激酶

PTEN Phosphatase and tensin homolog 10号染色体上缺失的磷酸酶

deleted on chromosome 10 和张力蛋白类似物

PVDF Poly vinylidene fluoride 聚偏氟乙烯

RAAS renin-angiotensin-aldosterone system 肾素-血管紧张素-醛固酮系统

ROS reactive oxygen species 活性氧簇

SOD superoxide dismutase 超氧化物歧化酶

STAT signal transducers and activators of 信号传导及转录激活因子

transcription

STZ streptozotocin 链脲佐菌素

TBARS thiobarbituric acid reactive substance 硫代巴比妥酸反应物

TIMP3 tissue inhibitor of metalloproteinase 3 金属蛋白酶-3抑制因子

TNF tumor necrosis factor 肿瘤坏死因子

TTC 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride 2,3,5-三苯基氯化四氮唑

TUNEL transferase-mediated deoxyuridine 转移酶介导的三磷酸脱氧

triphosphate-biotin nick end labeling 鸟苷-生物素刻痕末端标记

UPR unfolded protein response 未折叠蛋白反应

VEGF vascular endothelial growth factor 血管内皮生长因子



第四军医大学博士学位论文

-3-

褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤作用及机制研究

博士研究生：于立明

导 师：俞世强 教授

辅 导 教 师：段维勋 副教授

第四军医大学西京心血管外科，西安 710032

资助基金项目：国家自然科学基金（81470415，81470411）

中文摘要

研究背景：

心肌缺血/再灌注（myocardial ischemia/reperfusion，MI/R）损伤可引发心律失常、

心肌顿抑、微血管功能障碍甚至不可逆性心肌损伤，是缺血性心脏病预后不良的重

要原因。尤其在糖尿病状态下，机体高血糖及心肌胰岛素抵抗更加重了MI/R损伤，

临床上亟待探寻一种有效的干预方法。近年来，外源性药物治疗已成为减轻MI/R损

伤的关键策略，然而由于药物作用机制、来源及副作用等诸多问题，至今尚未有理

想的药物干预手段。寻找人体内源性心肌保护分子抗MI/R损伤已成为当前研究热点。

褪黑素（Melatonin，Mel）是一种由松果体合成的内源性激素，具有镇静、催眠、

调节血压、抗肿瘤等多种药理学作用。更重要的是，研究发现褪黑素可调节心血管

系统并有效减轻MI/R损伤，保护心功能。然而褪黑素抗MI/R损伤的机制尚未完全

阐明，尤其是在糖尿病状态下褪黑素对MI/R损伤的作用及机制也未见基础及临床报

道，严重限制其临床应用。

SIRT1（silent information regulator of transcription 1，沉默信息调控因子 1）参与

调控细胞增殖、凋亡、分化和衰老等多个过程，是目前国际上研究心脏保护的热点

与“明星分子”。本课题组前期研究证实，SIRT1可介导姜黄素（circumin）等药物抗

MI/R损伤，然而 SIRT1是否介导褪黑素心肌保护效应及在糖尿病MI/R损伤过程中
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的作用均未见报道。另外，本课题组前期研究发现在缺血心肌组织中，激动 Notch1/

Hes1（hairy and enhancer of split-1）信号同样发挥抗氧化损伤的关键作用，但是褪黑

素的心肌保护作用是否与之相关也未见报道。

研究目的：

为了进一步明确褪黑素的心肌保护作用及机制，本研究旨在通过在体及离体实

验探讨：

（1）SIRT1信号通路介导褪黑素抗MI/R损伤的作用及机制；

（2）SIRT1信号通路介导褪黑素抗糖尿病状态下MI/R损伤的作用及机制；

（3）Notch1/Hes1信号通路介导褪黑素抗MI/R损伤的作用及机制。

研究方法：

（1）2型糖尿病 SD大鼠模型的建立：用经典的高脂高糖饲料喂养及链脲佐菌素

（STZ，35mg/kg）腹腔注射法构建 2型糖尿病大鼠模型。以 STZ注射 1周后空腹血

糖大于或等于 11.1 mmol/L为模型构建成功标准。（2）SD大鼠心肌缺血/再灌注手术：

戊巴比妥钠常规麻醉大鼠，颈部正中做长切口后显露气管并做气管插管，连接动物

呼吸机。开胸显露心脏并结扎冠状动脉左前降支，以系紧线结为缺血开始标志，30min

后松开线结，再灌注开始。（3）SD大鼠超声心动图检测：心肌缺血/再灌注术后采用

异氟烷吸入麻醉大鼠，待大鼠心率呼吸恢复平稳后，用小动物超声仪（Vevo770）检

测心脏功能。用仪器自带软件计算大鼠左室缩短分数（LVFS）及左室射血分数（LVEF）。

（4）心脏 Evan’s blue/TTC染色：心肌缺血/再灌注后，立刻剪取心脏向主动脉逆灌

Evan’s blue染液，冷冻切片后使用 TTC染液复染，再用多聚甲醛固定并拍照，图像

用 ImageJ软件分析，心肌梗死程度以梗死区面积/危险区面积表示。（5）血浆肌酸激

酶及乳酸脱氢酶测定：心肌缺血/再灌注后，抽取大鼠血样，严格按照试剂盒说明书

进行肌酸激酶及乳酸脱氢酶的测定。（6）心肌超氧化物生成量、丙二醛含量及超氧

化物歧化酶活性测定：心肌缺血/再灌注后迅速取大鼠缺血区心肌组织严格按照试剂

盒说明书进行肌酸激酶及乳酸脱氢酶的测定。（7）TUNEL法检测凋亡：用多聚甲醛

固定心肌组织后，常规脱水石蜡包埋并切片（3μm）。常规脱蜡操作之后用蛋白酶 K

打孔，避光使用 TUNEL及 DAPI荧光染色，采集荧光照片，以绿色数量/蓝色数量

为心肌组织凋亡率，进行统计分析。（8）体外模拟 2型糖尿病损伤：用高糖 DMEM

（25mmol/L）配制 0.5mmol/L的棕榈酸钠溶液，体外培养 H9c2细胞系 18h模拟 2
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型糖尿病高脂高糖损伤。（9）体外模拟心肌缺血/再灌注损伤：配制经典的模拟缺血

液，并用之培养 H9c2细胞系，同时将培养体系整体置于含 95%N2和 5%CO2的无菌

环境，37°C缺血 2h。模拟再灌注时，换为正常培养基，并将培养体系整体置于常规

的孵箱环境，模拟再灌 4h。（10）细胞小干扰 RNA处理：小干扰 RNA序列及转染

试剂盒均购于美国 Santa Cruz公司，细胞培养及转染均严格按照说明书进行。（11）

免疫荧光实验：组织及细胞标本经过相应处理后用 2%的 BSA溶液室温封闭。分别

用一抗及对应的荧光二抗孵育，再加入 DAPI荧光染料。在荧光显微镜下观察样本，

采集照片并用 Image Pro plus软件进行统计分析。（12）细胞活力检测：将 H9c2细胞

传代至 96孔细胞培养板，待细胞处理结束，常规使用MTT法，调整酶标仪至 490nm，

测定每孔吸光度，检测细胞活力。（13）Western blot 检测蛋白表达：常规配制

SDS-PAGE蛋白电泳凝胶，电泳转膜后用脱脂牛奶封闭并分别孵育对应的一抗及二

抗。最后滴加 ECL 发光液，用凝胶成像分析系统进行成像操作，并用配套软件

（ImageLab）进行分析。（14）统计分析方法：采用 GraphPad Prism（V5.01）进行统

计处理，结果均以平均值±标准差表示。用 t检验进行两组之间的比较，用单因素方

差分析辅以 t检验方法进行多组之间的比较，若P < 0.05则认为两组具有统计学差异。

研究结果：

（1）在非糖尿病状态下，褪黑素可明显激活 SIRT1信号，促进内源性抗氧化酶

合成减轻氧化应激损伤，进而减轻心肌缺血/再灌注损伤，维护心功能。我们建立非

糖尿病 SD大鼠在体心肌缺血/再灌注模型，缺血/再灌注 72小时后检测超声心动图发

现，褪黑素处理可显著提高左室射血分数（LVEF）和左室缩短分数（LVFS），改善

大鼠心功能。褪黑素治疗可显著下调缺血心肌超氧化物生成量，下调 gp91phox的表达

及丙二醛含量，上调超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）水平减轻心肌氧

化应激损伤。进一步研究 SIRT1信号通路发现，褪黑素治疗可明显上调缺血心肌

SIRT1信号，下调 Ac-Foxo1表达及凋亡通路标志蛋白。

（2）褪黑素膜受体非选择性拮抗剂 Luzindole（Luz）及 SIRT1通路抑制剂 EX527

（EX）均显著抑制褪黑素的心肌保护作用，提示褪黑素受体也参与该过程。与褪黑

素处理组相比，Luz和 EX处理可显著加重心肌氧化应激损伤，增加心肌细胞凋亡率，

扩大心肌梗死面积，上调肌酸激酶和乳酸脱氢酶水平。更重要的是，Luz也抑制了

SIRT1信号通路，提高 Foxo1乙酰化水平，表明褪黑素可通过膜受体依赖的途径激
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动心肌 SIRT1信号通路，减轻心肌氧化应激损伤，保护心功能。

（ 3）在 2 型糖尿病状态下，心肌 SIRT1 信号受损可导致氧化应激及

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP 介导的内质网应激损伤加重。我们建立高脂饮食 -STZ

（streptozocin，链脲佐菌素）诱导的 2型糖尿病大鼠模型发现，与再灌注 4h的正常

大鼠相比，2型糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注后心肌梗死面积与凋亡率明显增加，心

肌氧化应激损伤明显加重，PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激心肌凋亡通

路被明显激活。进一步研究发现，与正常大鼠假手术组相比，糖尿病大鼠假手术组

心肌 SIRT1表达显著下调、Ac-Foxo1水平显著升高，而经过缺血/再灌注手术损伤后，

SIRT1表达量更低造成 Ac-Foxo1进一步上调，内源性抗氧化酶活性下降，提示糖尿

病心肌 SIRT1信号受损，可能是缺血/再灌注损伤加重的重要因素。H9c2细胞实验验

证了在体实验的发现，与模拟心肌缺血/再灌注 4h的正常 H9c2细胞相比，高糖高脂

处 理 的 细 胞 凋 亡 与 氧 化 应 激 水 平 明 显 加 重 ， SIRT1 信 号 受 损 ， 而

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激心肌凋亡通路被明显上调。

（4）褪黑素可通过激动 SIRT1信号减轻糖尿病心肌缺血/再灌注损伤，保护心功

能。我们给予糖尿病大鼠外源性褪黑素口服治疗发现，再灌注 72h后，褪黑素治疗

可显著上调 SIRT1表达，下调 Ac-Foxo1水平，改善心功能，抑制心肌凋亡通路，而

上述作用被 SIRT1抑制剂 Sirtinol所抑制。进一步研究发现，褪黑素可明显抑制糖尿

病大鼠心肌缺血/再灌注后心肌氧化应激以及 PERK-eIF2α-ATF4-CHOP内质网应激

凋亡通路，而 Sirtinol同样可抑制上述作用。我们进而在体外实验中应用高糖高脂培

养基处理 H9c2 细胞系发现，褪黑素处理可明显下调细胞氧化应激水平与

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激心肌凋亡通路，而 SIRT1 siRNA同样抑

制此保护作用。

（5）褪黑激素还可通过褪黑素膜受体介导的途径激活 Notch1/Hes1信号通路进

而调控 PTEN/Akt抑制心肌凋亡，减轻心肌缺血/再灌注损伤。在体研究发现，DAPT

（Notch1信号阻断剂）与 Luzindole可明显抑制褪黑素改善心功能、减轻氧化应激损

伤及抗凋亡的心肌保护作用。分析心肌 Notch1/Hes1信号及 PTEN/Akt信号发现，褪

黑素可明显上调心肌 Notch1、NICD、Hes1的表达，同时下调 PTEN表达从而激动

Akt通路，而这些作用均可被 Luz及 DAPT所抑制。

使用 H9c2细胞系进行了体外实验发现，Notch1 siRNA可明显抑制褪黑素的抗凋
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亡及抗氧化应激的作用，分析 Notch1/Hes1及其下游分子发现，干扰 Notch1信号后

NICD、Hes1的表达均下降，而 PTEN的表达明显上升，抑制 Akt磷酸化激活，提示

Notch1信号通过调控 Hes1表达，从而影响 PTEN/Akt通路，与体内实验互相印证。

同时，Hes1 siRNA也显著抑制褪黑素抗凋亡及减轻细胞氧化应激损伤的作用，Hes1

siRNA还明显上调 PTEN的表达，下调 Akt的磷酸化水平，以上结果均提示 Hes1可

在体外模拟缺血/再灌注情况下调控 PTEN/Akt通路，发挥细胞保护作用。最后我们

发现，体外应用 Luz可明显抑制褪黑素抗氧化应激损伤的作用，上调细胞凋亡通路。

同时，Luz也可以明显下调 NICD与 Hes1的表达，上调 PTEN表达从而抑制 Akt的

磷酸化激活。

研究结论：

（1）在非糖尿病状态下，激活 SIRT1信号进而促进内源性抗氧化酶合成减轻氧

化应激是褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤的新机制，且褪黑素膜受体参与此过程。

（ 2）在 2 型糖尿病状态下，心肌 SIRT1 信号受损可导致氧化应激及

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激损伤加重，这是糖尿病缺血心肌损伤加

重的新机制。我们首先发现褪黑素可通过激动 SIRT1信号减轻糖尿病心肌缺血/再灌

注损伤，保护心功能（图 3-1）。

（3）褪黑激素还可通过褪黑素膜受体介导的途径激活 Notch1/Hes1信号通路进

而调控 PTEN/Akt抑制心肌凋亡，减轻心肌缺血/再灌注损伤。

（4）本研究揭示了褪黑素心血管保护作用的新机制，提示褪黑素治疗可能是抗

糖尿病心肌缺血损伤的新策略。同时，褪黑素膜受体及 Notch1信号可能是心肌保护

药物研发的靶点。

关键词：褪黑素，心肌缺血/再灌注损伤，糖尿病，SIRT1，Notch1/Hes1，氧化

应激，内质网应激，心肌保护
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Abstract

Background:

Myocardial ischemia/reperfusion (MI/R) injury results in cardiac arrhythmias,

myocardial stunning, microvascular dysfunction and even irreversible myocardial injury,

which is the major cause of poor prognosis of ischemic heart disease. Especially in the

diabetic state, hyperglycemia and insulin resistance even aggravat MI/R injury. There is a

great need to explore the effective clinical intervention. Recently, exogenous drug

treatment has become a key strategy to reduce the MI/R injury. However, due to the

mechanism of drug action and the source or the side effects of the exogenous drug, there

has not been an ideal drug intervention strategy. The investigation of a safe and effective

endogenous myocardial protective molecule has become a hot topic.

Melatonin (Mel) is an endogenous hormone synthesized by the pineal gland cells,

which has multiple pharmacological effects, such as sedative, hypnotic, regulation of
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blood pressure and anti-tumor effects. Moreover, Mel has been proved to regulate the

cardiovascular system and protect the heart against MI/R injury. However, the mechanism

of its cardiovascular protective effect is still not fully understood. In addition, whether it

exerts protective effect against MI/R injury under diabetic state and the underlying

mechanism are unknown. These aspects all severely limit its clinical application.

SIRT1 (silent information regulator 1) is the "star elements" in the study of myocardial

protection which is involved in multiple cellular activities such as cell proliferation,

apoptosis, differentiation, aging and so on. Our previous studies confirmed that SIRT1

may mediate curcumin’s cardioprotective effects against MI/R injury. However, whether

SIRT1 mediate the myocardial protective effects of melatonin and its role in the process of

diabetic MI/R injury were unknown. Moreover, although we previously found that the

activation of Notch1/Hes1 signaling protected against MI/R injury by reducing oxidative

stress, whether Notch1/Hes1 plays a role in melatonin’s protective action was poorly

understood.

Objective:

This study was designed to (i) determine the role of SIRT1 in melatonin’s protective

effect against MI/R injury; (ii) investigate the effect of melatonin treatment on MI/R injury

in type 2 diabetic state and elucidate the role of SIRT1 signaling in melatonin treatment in

type 2 diabetic setting; (iii) determine the role of Notch1/Hes1 signaling in melatonin’s

protective effect against MI/R injury.

Methods:

(1) Model of type 2 diabetic SD rats: We established the classic type 2 diabetic SD rat

model by treating the rats with high-fat diet and streptozotocin (STZ, 35 mg/kg, i.p.). 1

week after STZ injection, the rats with fasting blood glucose ≥ 11.1 mmol/L were

considered as successful. (2) Myocardial ischemia/reperfusion injury: The rats were

anesthetized with sodium pentobarbital conventionally. Middle neck incision was made to

reveal the tracheal. After tracheal intubation and connecting to the animal ventilator, the

heart was exposed. Then, the left anterior descending artery was ligated for 30 min of

ischemia. After that, the knot was loosened and the reperfusion started. (3)
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Echocardiographic measurement: After the myocardial ischemia/reperfusion injury, we

anesthetized rats with isoflurane. When the heart rate and breathing smoothly recovered,

the cardiac function was detected with a small animal ultrasound device (Vevo770). Left

ventricular fractional shortening (LVFS) and left ventricular ejection fraction (LVEF) were

calculated with the software. (4) Myocardial Evan’s blue/TTC staining: After the

myocardial ischemia/reperfusion injury, we collected the heart immediately and irrigated

Evan's blue dye inversely to the aorta. The heart was frozed and stained with TTC dye.

Then, the heart sections were fixed with paraformaldehyde and the photographs were

analyzed using ImageJ software. The extent of myocardial infarction was expressed as

infarct area/area at risk. (5) Serum creatine kinase and lactate dehydrogenase assay: After

the myocardial ischemia/reperfusion injury, the blood was collected. Serum creatine

kinase and lactate dehydrogenase were detected strictly following the instructions of the

kits. (6) Myocardial superoxide production, MDA, SOD activity assay: After the

myocardial ischemia/reperfusion injury, myocardial tissue was collected. Myocardial

superoxide production, MDA, SOD activity were detected strictly following the

instructions of the kits. (7) TUNEL assay: Tissue was fixed with paraformaldehyde and

sliced. The slices were then incubated in protein kinase K, TUNEL and DAPI.

Fluorescence photographs were them collected. Myocardial apoptotic rate was analyzed

and expressed as number of green fluorescence /number of blue fluorescence. (8)

Simulated high glucose and high fat injury: Prepare 0.5 mmol/L sodium palmitate solution

with high glucose DMEM (25 mmol/L). The cells were incubated for 18h to simulate high

glucose and high fat injury. (9) Simulated ischemia reperfusion injury: We initially

prepared the classic ischemia analog buffer and incubated the H9c2 cell. The cellular

system was placed in the incubator containing 95% N2 and 5% CO2 in a sterile

environment for 2h of ischemia. Then, the ischemia analog buffer was changed to normal

culture medium, and the system was placed in normal incubator to simulate reperfusion

for 4h. (10) Small interfering RNA: Small interfering RNA sequence and transfection kits

were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Cell culture and transfection were

performed in strict accordance with the instructions. (11) Immunofluorescence assay:
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Tissue and cell samples received appropriate treatment and were blocked with 2% BSA

solution at room temperature. Then, they were incubated with the primary antibody,

secondary antibody and DAPI dye. The samples were evaluated under the fluorescence

microscope and the photos were analyzed using Image Pro plus software. (12) Cell

viability assay: The H9c2 cells were passaged to 96-well cell culture plates. MTT assay

was employed and the absorbance of each well was measured. (13) Western blot: The

protein samples were separated using SDS-PAGE gel. The transferred membrane was

blocked with skim milk and were incubated with primary antibody and corresponding

secondary antibodies. Finally, the ECL luminescent agent was used and the bands were

scanned and quantified by densitometry analysis. The photographs were analyzed by

supporting software (Image Lab). (14) The values are expressed as mean ± SEM.

Differences were compared by ANOVA followed by post hoc t test, where appropriate. P

< 0.05 was considered to be statistically significant. All of the statistical tests were

performed with GraphPad Prism software version 5.01 (GraphPad Software).

Results:

(1) Under non-diabetic condition, melatonin reduces MI/R injury by activating SIRT1

signaling, thus increasing the synthesis of endogenous anti-oxidative enzyme. We

established a non-diabetic SD rat in vivo MI/R model. After 72 h of reperfusion,

echocardiographic results showed that melatonin treatment can significantly improve left

ventricular ejection fraction (LVEF) and left ventricular fractional shortening (LVFS),

improving cardiac function in rats. We found that melatonin treatment significantly

reduced the amount of ischemic myocardium superoxide production, downregulated

gp91phox (an important markers of oxidative stress belonging to NADPH oxidase enzyme)

expression and MDA content, increased superoxide dismutase (SOD) level, thus

protecting against myocardial oxidative stress. We next studied SIRT1 signaling pathways

and found that melatonin treatment could significantly upregulate SIRT1 signaling,

downregulate Ac-Foxo1 expression and apoptosis pathway.

(2) Further investigation showed that melatonin membrane receptor antagonist

Luzindole (Luz) and SIRT1 pathway inhibitor EX527 (EX) significantly blunted
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melatonin’s cardioprotective actions, suggesting that melatonin receptor also participated

in this process. Compared with the melatonin-treated group, Luz and EX treatment

markedly increased myocardial oxidative stress, and enhanced apoptotic index and infarct

size, increased creatine kinase and lactate dehydrogenase levels. More importantly, Luz

also inhibited SIRT1 signaling pathway, increased Foxo1 acetylation level. These data

indicated that melatonin activated myocardial SIRT1 signaling pathway through the

membrane receptor, thus reducing myocardial oxidative stress and protecting the heart

function.

(3) Impaired SIRT1 signaling in type 2 diabetic heart enhanced oxidative stress and ER

stress caused by MI/R injury. We established high-fat diet-fed streptozotocin induced type

2 diabetic rats. Compared with normal rats, after 4 h of reperfusion, type 2 diabetic rats

showed significantly enhanced myocardial infarct size and apoptosis index. In addition,

myocardial oxidative stress and PERK-eIF2α-ATF4-CHOP-mediated endoplasmic

reticulum stress are also significantly aggravated. Compared with normal rats subjected to

sham operation, the sham group of diabetic rats already showed attenuated myocardial

SIRT1 signaling, thus increasing Ac-Foxo1 level. After ischemia/reperfusion injury,

further impaired SIRT1 expression and enhanced Ac-Foxo1 expression were found in

diabetic rats compared with that of the non-diabetic animals. Additionally, endogenous

antioxidant enzyme activity further decreased, suggesting that SIRT1 signal damage may

aggravate diabetic cardiomyopathy. Our in vitro data also verified the in vivo results. High

glucose/ high fat incubated H9c2 cells also showed impaired SIRT1 signaling and

enhanced oxidative stress and PERK-eIF2α-ATF4-CHOP-mediated endoplasmic

reticulum stress. The apoptotic pathway is also significantly enhanced.

(4) Exogenous melatonin supplementation attenuated myocardial oxidative stress and

ER stress by re-activating SIRT1 signaling. We treated the diabetic rats with exogenous

melatonin. Compared with the MI/R+V group, melatonin treatment significantly increased

the expression of SIRT1, reduced Ac-Foxo1 levels and improved heart function, inhibited

myocardial apoptosis pathway. However, these effects were inhibited by Sirtinol. Further

study found that melatonin significantly inhibited MI/R induced oxidative stress and
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PERK-eIF2α-ATF4-CHOP-mediated endoplasmic reticulum stress, while Sirtinol also

reduced these effects. We further employed high glucose/ high fat incubated H9c2 cells

and found that melatonin treatment also markedly reduced the cellular oxidative stress and

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP-mediated endoplasmic reticulum stress, while SIRT1 siRNA

also inhibited these protective effects.

(5) Melatonin protects against MI/R injury by modulating PTEN/Akt signaling via

Notch1/Hes1 pathway in a membrane receptor-dependent manner. In vivo studies found

that DAPT and Luzindole can markedly inhibit melatonin’s cardioprotective effect by

aggravating cardiac function and enhancing oxidative stress and apoptotic signaling

pathway. Analysis of myocardial Notch1/Hes1 signaling and PTEN/Akt signaling found

that melatonin can significantly increase the expressions of myocardial Notch1, NICD,

Hes1 while reduce PTEN expression and activated Akt signaling, while these effects can

be inhibited by Luz and DAPT administration.

In vitro study showed that Notch1 siRNA significantly inhibited melatonin’s

anti-apoptotic and anti-oxidative effects. Downregulation of Notch1 signaling inhibited

NICD and Hes1 expression, while the expression of PTEN significantly increased and

phosphorylation of Akt was markedly reduced, suggesting that Notch1/Hes1 signaling

might regulate PTEN/Akt pathway. Meanwhile, Hes1 siRNA significantly inhibited

melatonin’s anti-apoptotic and anti-oxidative effects. Furthermore, Hes1 siRNA also

significantly increased the expression of PTEN, thus reducing the phosphorylation of Akt.

Finally, we found that, in vitro application of Luz can inhibit melatonin’s anti-apoptotic

and anti-oxidative effects. Meanwhile, Luz can also significantly decrease the expression

of NICD and Hes1, increase PTEN expression, thus inhibiting Akt activation.

Conclusions:

(1) Under non-diabetic condition, Melatonin reduces MI/R injury by activating SIRT1

signaling, thus increasing the synthesis of endogenous anti-oxidative enzyme in a

membrane receptor dependent manner.

(2) Impaired SIRT1 signaling in type 2 diabetic heart enhanced oxidative stress and ER

stress caused by MI/R injury. Exogenous melatonin supplementation attenuated
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myocardial oxidative stress and ER stress by re-activating SIRT1 signaling.

(3) Melatonin protects against MI/R injury by modulating PTEN/Akt signaling via

Notch1/Hes1 pathway in a membrane receptor-dependent manner.

(4) This study reveals the new mechanism for the cardiovascular protective effects of

melatonin, suggesting that melatonin therapy may be a new strategy to fight against

diabetic myocardial ischemia injury. At the same time, melatonin membrane receptor and

Notch1 signaling may be the targets for the cardioprotective drug discovery.

Key words: melatonin, myocardial ischemia/reperfusion, diabetes, SIRT1,

Notch1/Hes1, oxidative stress, endoplasmic reticulum stress, cardioprotection
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前 言

近年来，国人心血管病发病率和死亡率呈现显著上升态势。而以冠状动脉粥样

硬化性心脏为首的缺血性心脏病死亡率上升是心血管病死亡率的上升的重要原因。

心肌缺血后公认的治疗原则是及时恢复缺血心肌组织的血液灌流，缓解受损组织缺

氧和缺乏能量供应的状态，然而，再灌注可加重可逆性心肌损伤，引发心律失常、

心肌顿抑、微血管功能障碍甚至不可逆性心肌损伤，此过程又被称为心肌缺血/再灌

注（myocardial ischemia/reperfusion，MI/R）损伤。MI/R损伤是缺血性心脏病预后不

良的重要原因，尤其是在糖尿病状态下，机体高血糖症、心肌胰岛素抵抗状态及炎

症反应又明显加重MI/R损伤，临床上亟待探寻一种有效的干预方法。近年来，外源

性药物治疗已成为减轻MI/R损伤的重要策略，然而由于药物作用机制不完全明确、

来源及副作用多等问题，至今尚未有理想的药物干预手段。寻找人体内源性心肌保

护分子抗MI/R损伤已成为当前研究热点。

褪黑素（Melatonin，Mel）是由美国皮肤病学家 Aaron Lerner率先分离并纯化的

一种内源性激素。它由松果体细胞合成并具有镇静、催眠、抗肿瘤、调节免疫等广

泛的生物学作用。近年来，其心血管保护作用越来越受到重视。已发现褪黑素具有

两种细胞膜受体（MT1和MT2），其属于 G蛋白偶联受体家族。以往研究证实，褪

黑素及其清除自由基而生成的代谢产物可形成一套非受体依赖的级联式氧自由基清

除系统，对抗氧化应激损伤，这是其心血管保护作用的重要机制。而最近的研究发

现，褪黑素也可以通过其膜受体依赖的途径激动保护性信号通路发挥心血管保护作

用。然而，褪黑素膜受体依赖的心血管保护作用的机制尚未完全阐明，更重要的是，

其是否发挥抗糖尿病状态下MI/R损伤的作用及其机制尚无基础及临床研究报道，严

重制约其临床应用。

SIRT1（silent information regulator of transcription 1，沉默信息调控因子 1）是目

前国际上研究心脏保护的热点与“明星分子”。它是一种 NAD+依赖的具有组蛋白去乙

酰化酶（HDACs）活性的转录因子，参与调控细胞增殖、凋亡、分化和衰老等多个

过程。本课题组前期研究证实，SIRT1可介导姜黄素（circumin）等药物抗心肌缺血
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/再灌注损伤，然而 SIRT1在糖尿病心肌缺血/再灌注损伤过程中发挥的作用及是否介

导褪黑素心肌保护效应均未见报道。另外，本课题组前期研究发现激动 Notch1/Hes1

（hairy and enhancer of split-1）信号可通过调控 PTEN/Akt通路显著减轻心肌缺血/

再灌注损伤，但是褪黑素的心肌保护作用是否与之相关也未见报道。

为了进一步明确褪黑素的心肌保护作用及机制，本研究旨在通过在体及离体实

验探讨：①SIRT1信号通路介导褪黑素抗MI/R损伤的作用及机制；②SIRT1信号通

路介导褪黑素抗糖尿病状态下MI/R损伤的作用及机制；③Notch1/Hes1信号通路介

导褪黑素抗MI/R损伤的作用及机制。
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文献回顾

一、心肌缺血/再灌注损伤相关机制的研究现状

1. 心肌缺血/再灌注损伤概况

近年来，国人心血管病发病率和死亡率呈现显著上升态势。国家心血管病中心

发布的《中国心血管病报告 2014》显示，2013年心血管疾病死亡率在中国农村及城

市地区为 293.69/100000和 259.40/100000（图 1-1），心血管疾病死亡构成比在农村

及城市地区居民中高居首位，分别达到 44.8%和 41.9%[1]，防治心血管病已经成为亟

待解决的重大公共卫生问题。而以冠状动脉粥样硬化性心脏病为首的缺血性心脏病

死亡率上升是心血管病死亡率的上升的重要原因，《中国卫生和计划生育统计年鉴

2014》显示，2013 年农村及城市居民冠状动脉粥样硬化性心脏病死亡率分别为

98.68/100000及 100.86/100000，与往年相比均有所上升（图 1-2）。

图 1-1 1990-2013年中国城乡居民心血管病死亡率变化[1]

冠状动脉粥样硬化性心脏病，是指冠状动脉血管粥样硬化病变而引发管腔狭窄

或阻塞，造成心肌缺血、缺氧甚至坏死，进而导致的心脏病，简称“冠心病”[2]。心肌

缺血后公认的治疗原则是及时恢复缺血心肌组织的血液灌流，缓解受损组织缺氧和

缺乏能量供应的状态，减少缺血后心肌梗死面积进而维护心脏功能[3, 4]；目前，临床
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上应用药物溶栓、冠脉介入术、冠脉旁路移植术等使缺血心肌及时恢复血流灌注，

有效缓解了冠心病患者症状，降低了病死率。然而，再灌注也可加重可逆性心肌损

伤，引发心律失常、心肌顿抑、微血管功能障碍甚至不可逆性心肌损伤，此过程又

被称为心肌缺血/再灌注（myocardial ischemia/reperfusion，MI/R）损伤[4-6]。

图 1-2 2002-2013年城乡地区冠心病死亡率变化趋势[1]

2. 心肌缺血/再灌注损伤的病理生理机制

2.1 心肌缺血损伤的病理生理

急性心肌梗塞病人冠状动脉血管堵塞后，该血管支配的对应区域被称为“缺血危

险区”，如果急性心肌缺血时间延长（通常超过 20min），一部分心内膜细胞即开始死

亡，随着缺血时间延长，损伤逐渐累及心肌全层直至心外膜细胞[7]。

由于缺乏供氧和供能，缺血区域心肌细胞发生一系列复杂的生化和代谢改变[8]

（图 1-3），供氧缺乏可引起氧化磷酸化过程减弱甚至停止，进而引起线粒体膜去极

化、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate, ATP）耗竭，最终导致心脏收缩功能障碍[8, 9]。

而在此过程中，为了维持线粒体膜电位，F1F0三磷酸腺苷合酶参与水解三磷酸腺苷，

使线粒体内无机磷酸盐积累上升的同时，又进一步加重了心肌能量缺乏[10]。此外，

心肌缺乏供氧还可引发心肌细胞无氧糖酵解，导致乳酸积累增加，进而使细胞内 pH

下降（pH<7）[11]。细胞内质子积累又可激活 Na+-H+离子交换体，使 H+外排交换 Na+
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进入胞浆，加之缺血期间缺乏三磷酸腺苷导致 3Na+-2K+离子交换体供能障碍，共同

加重了细胞内 Na+超载，进而激活 2Na+-Ca2+离子交换体使细胞内的 Na+外排，最终

导致细胞内 Ca2+超载，心功能受损[12, 13]。

2.2 心肌再灌注损伤的病理生理

目前，再灌注损伤主要以其四种损伤形式逐渐被人们认识。

图 1-3 心肌缺血/再灌注损伤病理生理机制[13]

2.2.1 再灌注诱发的心律失常

缺血心肌组织急性再灌注治疗可引发严重的心律失常，而这种由再灌注治疗引

发的心律失常通常可以自发停止或者容易被纠正[14]。

2.2.2 心肌顿抑

心肌缺血后可导致心脏收缩功能障碍，而再灌注治疗后发生的收缩功能障碍称

为心肌顿抑，心肌氧化应激损伤以及细胞内 Ca2+超载是造成心肌顿抑的关键因素[8, 15]。

2.2.3 微血管堵塞

1966年 Krug课题组首先提出微血管堵塞的概念，即“无复流现象”[16]。后续研究

发现，微血管堵塞是由毛细血管扩张受损、内皮细胞与心肌细胞水肿挤压微血管、

冠脉粥样硬化斑块微栓子堵塞等多种因素共同导致的[17-20]。冠状动脉介入治疗患者

中，微血管堵塞表现为再灌注血流流速低并呈现特征性的冠脉血流表现[21]。更引人
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注意的是，30%至 40%的病患虽然造影检查显示再灌注血流流速正常，然而在进行

心脏超声和心脏核素显像的检查时仍可发现微血管阻塞的证据[22]。微血管阻塞可导

致心肌梗死面积扩大、心脏左室射血分数降低、左室病理性重构以及临床康复不良[18,

19, 23, 24]。然而，目前尚没有针对微血管堵塞的有效治疗策略。

2.2.4 致死性再灌注损伤

缺血过程中仍存活的心肌细胞在再灌注过程中死亡的现象被称为致死性再灌注

损伤。其主要致伤因素为氧化应激损伤、细胞内钙超载、线粒体通透性转换孔（MPTP）

的开放以及缺血细胞的过强收缩[25]。致死性心肌再灌注损伤被证实是动物心肌梗死

模型及冠心病患者行再灌注治疗的重要致伤因素，已经成为冠心病再灌注治疗的新

的靶点[26]。

2.3 心肌再灌注损伤的机制

近年来，随着分子生物学技术的进步，心肌再灌注损伤的几个关键机制已经基

本明确（图 1-3）。

2.3.1 氧化应激损伤

缺血心肌行再灌注术后数分钟内即可爆发氧化应激损伤，其主要机制为超量活

性氧簇（reactive oxygen species，ROS）在再灌注后急剧生成，打破了心肌细胞内氧

化还原系统的平衡，导致氧化应激损伤（图 1-3）[13, 27]。因此，学者一度认为再灌注

期间的抗氧化治疗可以有效减轻氧化应激损伤，从而保护受损心肌组织。然而，近

年来不少临床研究显示这种治疗手段效果并不显著[28]。有学者提出，其原因很有可

能是抗氧化剂很难进入细胞和线粒体[29]，因此，临床上亟待探寻一种透膜性好、抗

氧化作用强的抗氧化剂。

2.3.2 细胞内 Ca2+超载

同前所述，心肌缺血过程即可导致心肌细胞与线粒体 Ca2+超载，而缺血组织再

灌注后由于氧化应激反应使肌浆网脂质膜结构破坏，Ca2+摄取水平下降，使得心肌细

胞内 Ca2+进一步增加[30, 31]。氧化应激损伤还可破坏线粒体膜结构，此时，胞浆 Ca2+

即大量进入线粒体内，导致线粒体 Ca2+超载和线粒体通透性转换孔开放[32]。因此，

有研究显示，拮抗线粒体 Ca2+单向转运体或肌纤维 Ca2+通道均可有效减轻再灌注过

程导致的 Ca2+超载，减轻心肌损伤从而保护心功能[30]。

2.3.3线粒体通透性转换孔开放
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线粒体通透性转换孔开放是由多种再灌注损伤因素共同引发的，线粒体通透性

转换孔位于线粒体内膜，属于非选择性通道。再灌注过程导致其开放，许多小分子

量的分子得以通过其进出线粒体，引起线粒体膜电位去极化及氧化磷酸化解偶联，

最终导致线粒体三磷酸腺苷耗竭，细胞死亡[33]。有研究表明，梗死心肌再灌注前，

线粒体通透性转换孔维持关闭状态，再灌注过程中线粒体 Ca2+超载、无机磷酸盐积

累及氧化应激损伤等多种因素导致其开放[34]。许多动物实验和临床证据也提示线粒

体通透性转换孔开放抑制剂应用于再灌注早期可明显降低心肌梗死面积[35, 36]。因此，

线粒体通透性转换孔也可作为治疗心肌缺血/再灌注损伤的重要靶点。

2.3.4 炎症反应

炎症反应在心肌缺血/再灌注过程中的作用还存在争议，目前尚不明确炎症反应

参与心肌细胞死亡还是其本身为急性心肌梗死的适应性反应[37]。尽管有动物实验证

实在再灌注过程中采用抗体抑制细胞粘附因子等炎性反应介质可显著缩小心肌梗死

面积[38, 39]，但是临床实验大多效果不理想[40]。因此，炎症反应在心肌缺血/再灌注损

伤中的作用有待于进一步研究。

2.3.5 pH值快速中性化

在心肌缺血过程中，细胞内外乳酸积累导致 pH下降至 7.0以下，而在再灌注过

程中，堆积的乳酸被快速清除，引起 pH迅速变化进而导致线粒体通透性转换孔开放

和心肌细胞强直收缩[41, 42]。有动物研究也显示酸性再灌注缓冲液可明显减轻心肌损

伤、缩小心肌梗死面积[43]。因此，在再灌注过程中减缓心肌细胞中性化过程也成为

抗心肌缺血/再灌注重要策略[43]。

2.3.6 内质网应激

内质网作为细胞内参与蛋白质折叠、加工的等过程的关键细胞器，其介导的心

肌凋亡被认为在心肌缺血/再灌注损伤中发挥关键作用[44, 45]。心肌缺血/再灌注过程中，

细胞内氧化应激损伤、能量代谢障碍及 Ca2+超载等均可导致大量未折叠蛋白或错折

叠蛋白的形成，他们大量积累于内质网中导致未折叠蛋白反应（unfolded protein

response，UPR），未折叠蛋白反应可有效降低蛋白质合成，上调分子伴侣的表达从

而恢复蛋白加工过程，然而，一旦未折叠蛋白反应持续发生，则会进一步启动内质

网相关凋亡通路[44, 46]。与传统的线粒体凋亡及死亡受体凋亡途径不同，内质网应激

不直接引起细胞凋亡，而是通过其下游 CHOP、JNK及 caspase-12等凋亡相关蛋白
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引发心肌细胞凋亡[44]。有研究证实，通过药物或者缺血预处理等对内质网心肌凋亡

转导通路进行干预是减轻心肌缺血/再灌注损伤的有效策略[45, 47]。

二、糖尿病与心肌缺血/再灌注损伤

1. 糖尿病流行病学现状

糖尿病是一种常见的慢性非传染性疾病，世界卫生组织数据显示，到 2030年，

糖尿病可能成为全球第七大致死原因。2014年全球 18岁以上人群糖尿病患病率可达

9%，2012年约有 150万人死因与糖尿病直接相关，而欠发达地区占其中 80%[48]。近

30年来，经济的稳步发展和人民生活水平的提高正在促使城乡居民日常生活方式发

生巨大改变，国民糖尿病患病率显著上升，我国糖尿病流行病学形势更为严峻。根

据 2013年发布的《中国 2型糖尿病防治指南》，到 2010年，糖尿病患病率达到 11.6%，

而糖尿病前期患病率可达 50.1%，我国已成为全球糖尿病第一大国[49]。而糖尿病患

者各种并发症随病程延长发生率增高，心血管并发症尤为显著，据统计，在糖尿病

患者中，急性心肌梗死等心血管事件导致的死亡可占总死亡的 80%甚至更高[49]。据

世界卫生组织估算，从 2005年至 2015年的 10年间，中国因糖尿病伴发的心血管疾

病导致的经济损失可达 5577亿美元。如何防治糖尿病及其诱发的心血管疾病已成为

亟待解决的医学难题。

2. 糖尿病加重心肌缺血/再灌注损伤的机制

目前，糖尿病已被确认为心血管事件的独立危险因素。糖尿病患者高糖血症、

胰岛素抵抗状态、长期糖代谢、脂代谢紊乱及血液高凝状态均可诱发血管内皮细胞

损伤及平滑肌细胞增殖、凋亡稳态失衡，最终加重冠状动脉粥样硬化症，导致冠心

病[50, 51]。更为严重的是，在多种复杂机制的作用下，糖尿病状态下心肌缺血/再灌注

损伤较正常患者显著加重，Greer等通过对 db/db小鼠（瘦素受体缺乏型，属于 2型

糖尿病模式动物）与非糖尿病小鼠行 30min，45min或 60min心肌缺血，并再灌注

24小时发现，糖尿病动物死亡率显著高于非糖尿病组，而再灌注 28天后糖尿病动物

左室扩张及心肌肥厚程度显著高于对照组[52]。糖尿病加重心肌缺血/再灌注损伤的主

要机制总结如下。

2.1 胰岛素抵抗
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图 1-4 胰岛素抵抗对心血管系统的影响[53]

糖尿病心肌缺血/再灌注损伤加重的重要原因之一是机体出现胰岛素抵抗现象，

机体对胰岛素敏感性下降导致一系列病理生理变化，是心肌缺血/再灌注损伤加重的

基础[54, 55]。生理状态下，胰岛素通过与胰岛素受体结合使其磷酸化，进而引起下游

磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）磷酸化从而激动蛋白激酶 B（PKB）。蛋白激酶 B可进一

步激动下游内皮型一氧化氮合酶（eNOS），促进内源性一氧化氮（NO）生成[53]。在

心肌缺血情况下，升高的 NO有效扩张冠脉血管、增加心肌灌注的同时也发挥显著

的抗心肌细胞凋亡、减轻梗死的作用，因此，PI3K-PKB-eNOS被称为缺血心肌的“生

存信号”，是胰岛素的心血管保护作用的关键分子机制[53, 56]。心脏也是一个胰岛素敏

感器官，在糖尿病状态下，心肌处于胰岛素抵抗状态，胰岛素的心肌保护信号受损，

显著加重心肌梗死损伤并加速心衰进程。除了胰岛素抵抗的生化指标之外，PKB磷

酸化水平还被用作来标志靶器官对胰岛素的敏感性。Botker等在 1997年首先报道了

X综合征患者心肌胰岛素抵抗的现象[57]。后续研究发现，糖尿病等代谢疾病中发生

心肌胰岛素抵抗后，PI3K-PKB信号可被显著抑制，而 Ras-MEK-ERK1/2系统被显著
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激活，加重心肌损伤[55]（图 1-4）。

2.2 氧化应激与硝化应激

一氧化氮是由一氧化氮合酶催化生成的小分子物质，其前体是 L-精氨酸

(L-arginine)。一氧化氮合酶（NOS）包括三种类型：神经型一氧化氮合酶（neuronal NOS，

nNOS），内皮型一氧化氮合酶（endothelial NOS，eNOS）及诱导型一氧化氮合酶

（inducible NOS，iNOS）[58]。一氧化氮及其介导的信号通路可影响血压调节、免疫

调节等多种机体的生理活动[59]。有研究表明，一氧化氮与组织损伤、炎症反应密切

相关，在诸如感染性休克、自身免疫性疾病及器官缺血损伤中发挥重要作用[60]。硝

化应激反应是指活性氮和活性氧共同作用使供能蛋白发生硝化修饰从而活性降低的

过程，硝化应激损伤可导致细胞凋亡，甚至死亡。心肌缺血/再灌注过程中产生大量

氧自由基，加之糖尿病状态下，PI3K-PKB-eNOS信号受损导致 eNOS活性降低，引

起发挥生理作用的 NO合成下降，而诱导型一氧化氮合酶（iNOS）活性上升，产生

大量发挥病理性作用的 NO，过量 NO与心肌再灌注时产生的超氧阴离子（O2-）反

应生成过氧亚硝酸离子（ONOO-），进而使多种蛋白酪氨酸残基因发生硝基化而活性

减低，从而加重心肌细胞损伤，甚至引起死亡[53, 58, 61]。

2.3 炎症反应

由糖尿病引起的高血糖和胰岛素抵抗状态可促使机体发生一系列炎症反应。研

究发现，糖尿病状态下心肌炎症反应与多种脂肪因子有关，包括脂联素（adiponectin）、

肿瘤坏死因子（TNF-α）、C反应蛋白（CRP）等[62]。糖尿病心肌缺血/再灌注损伤可

上调泛素-蛋白酶体水平，从而激活 NF-kB系统。另外，氧化应激损伤还激动 TNF-α、

CRP等进一步激活 NF-kB。活化的 NF-kB转位至细胞核，进而上调多种炎症介质表

达，从而引起糖尿病内皮功能障碍，增加单核巨噬细胞等与内皮细胞粘附，不仅参

与动脉粥样硬化的发生和发展，更加重了无复流现象，造成心肌缺血/再灌注损伤[63]。

2.4 能量代谢障碍

生理状态下，心肌主要依赖脂肪酸供能，通过脂肪酸在线粒体中氧化磷酸化形

成三磷酸腺苷从而满足自身能量需要。当遭受缺血打击后，心肌在胰岛素的作用下

利用葡萄糖进行无氧代谢提供能量。然而糖尿病状态下，由于心肌产生胰岛素抵抗，

不仅降低心肌利用葡萄糖使心肌供能受限，而且增加脂肪酸β氧化导致酸性脂肪代谢

产物大量积累，造成心肌细胞酸中毒，导致心肌凋亡坏死[64]。
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目前，学者对于糖尿病加重缺血心肌损伤的机制虽然已有一定的认识，但是仍

缺乏有效的干预措施，糖尿病患者心肌缺血的预后仍然不尽人意，临床上亟待探寻

一种新的治疗策略。

三、褪黑素的心血管保护作用研究现状

美国皮肤病学家 Aaron Lerner 在上世纪 60 年代首次分离纯化了褪黑素

（melatonin，Mel），其化学全称为 5-甲氧基-N-乙酰色胺（C13N2H16O2），是一种由松

果体细胞以色氨酸为原料合成的内源性激素，参与合成的主要酶类包括色氨酸羟化

酶、5-羟色胺-N-乙酰转移酶、羟化-氧-甲基转移酶等[65]。松果体分泌褪黑素具有昼

夜节律性，褪黑素的合成主要受到光照及交感神经双重调控，而其分泌机制尚未完

全阐明，目前发现主要通过简单扩散或者囊泡形式释放进入脑脊液或血液[65, 66]。另

外有研究显示，3到 6岁褪黑素分泌量达到高峰，以后随着年龄增长，褪黑素合成和

分泌量逐渐下降，老年期分泌量仅占高峰期的 10%左右。褪黑素分泌量随年龄上升

而衰减被认为是脑功能衰退的标志（图 1-5）[65, 67, 68]。

图 1-5 褪黑素合成与分泌调节机制[69]
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褪黑素具有十分广泛地生物学作用，如抗肿瘤、催眠、提高免疫力、镇静等[65]。

近年来，随着研究的深入，褪黑素心血管保护作用越来越受到重视。已发现褪黑素

对高血压、心衰、药物引起的心肌损伤及动脉粥样硬化均发挥明显地调节作用[70]。

同时，越来越多的证据显示，褪黑素还可以发挥显著地抗心肌缺血/再灌注损伤的作

用[71]。Dobsak等应用离体工作心脏灌注模型发现，褪黑素不仅可以显著提高再灌注

时心脏血流动力学指标，还可以明显减轻心律失常[72]。而我们前期研究也发现，褪

黑素预处理可明显减轻线粒体氧化应激损伤，保护心功能[71, 73]。

1. 褪黑素心血管系统的药理学作用概况

1.1 氧自由基清除作用

在多种病理情况下，机体氧自由基生成与清除系统失衡易引发活性氧簇和活性

氮簇积累，进而导致组织或细胞氧化应激损伤。超氧阴离子、过氧化氢及羟自由基

等均属于活性氧簇，而活性氮簇主要包括二氧化氮、氮自由基及过氧化亚硝酸阴离

子等。1993年，Poeggeler等首先证实了褪黑素的自由基清除作用[74]。更重要的是，

褪黑素与氧自由基作用之后的产物也具有的相当强的抗氧化作用，其中最早被发现

的是环-3-羟基褪黑素（cyclic-3-hydroxymelatonin），其可显著中和羟自由基[75]。而环

-3- 羟 基 褪 黑 素 可 进 一 步 转 化 为 N1- 乙 酰 -N2- 甲 酰 -5- 甲 氧 色 胺

（N1-acetyl-N2-formyl-5-methoxykynuramine，AFMK），AFMK可进一步与过氧化氢

结合生成 N-乙酰-甲氧犬尿胺（N1-acetyl-5-methoxykynuramine，AMK）[76]，而 AMK

不仅可以作用于活性氧，还可以中和活性氮[77]。因此，褪黑素及其清除自由基而产

生的代谢产物在机体内形成一套级联式氧自由基清除系统，使组织免于氧化应激损

伤。

同时，有研究证实，褪黑素还可以在体外环境中与 NO·反应并使其降解，生成

1-羟基-3-氧基-3- (N-甲基-3-胺丙基)-3-甲基-1-三氮稀[69, 76]。Bonnefont等证实，褪黑

素还可以与多种活性氮簇成分反应，其中包括对细胞损伤最为严重的过氧亚硝酸离

子[78]，而维生素 C、维生素 E等传统抗氧化剂是难以中和过氧亚硝酸离子的。近年

来越来越多的研究表明褪黑素抗氧化的效应远超出传统的抗氧化剂，加之其由机体

本身产生、安全性高，已成为医学界研究热点。

1.2调节抗氧化酶活性的作用

超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽还原酶（GRD）、葡萄糖-6-磷酸脱氧酶（G6PD）、
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过氧化氢酶（CAT）是心血管系统主要的抗氧化酶[79, 80]。近年来，越来越多的证据

表明，褪黑素可通过上调多种抗氧化酶基因表达从而增强细胞抗氧化能力，进而保

护心血管系统[81, 82]。Ciftci等通过 SD大鼠体内及体外实验发现，褪黑素可显著上调

红细胞内葡萄糖-6-磷酸脱氧酶的表达量与活性，抵抗氧化应激损伤[83]。我们前期研

究也发现，心肌缺血前给予大鼠褪黑素预处理可显著提高大鼠心肌超氧化物歧化酶

的活性并降低组织超氧化物生成量及丙二醛的含量，减轻心肌缺血损伤[73]。

2. 褪黑素对心血管常见疾病的作用

2.1 褪黑素与原发性高血压

高血压是心血管系统常见疾病，尽管已经有不少药物可以用来降血压，然而能

够将血压控制在理想范围的患者比例仍然不尽人意。而且，降血压药物已被发现存

在或多或少的副作用，严重限制其临床应用。例如，β肾上腺素受体阻断剂常见的副

作用是抑制褪黑素的分泌[84]，而褪黑素本身即具有降血压的作用[85, 86]。

1967年，Zamboni课题组首先发现将大鼠松果体腺体摘除 7天后，大鼠开始出

现平均动脉压升高的现象，且升高至少持续 7周[87]，后续有不少研究佐证了这个发

现[81, 88]。有研究报道，随着年龄的增长，人体血压升高的趋势与褪黑素夜晚分泌减

少的水平密切相关，提示衰老导致的高血压发生可能与褪黑素分泌量减少相关[81, 89]。

另外许多动物实验也证实褪黑素治疗可显著降低高血压动物的血压水平。

Kawashima课题组发现，每天通过腹腔给予自发性高血压大鼠 6 mg褪黑素治疗可显

著降低大鼠血压水平[90]。另有研究报道每天给予自发性高血压大鼠 10mg褪黑素水溶

液饲喂也发挥显著地降压作用，褪黑素饲喂 6周可使平均血压从 195mmHg 降至

149mmHg[91]。

目前，学者对褪黑素的降血压机制已有一定认识：1. 有研究表明褪黑素可直接

作用于中枢神经系统发挥血压调节作用。K-Laflamme等发现褪黑素可作用于α-肾上

腺素能受体从而对自主神经进行调节降低血压水平[92]。研究还发现褪黑素可作用于

下丘脑-垂体-肾上腺轴，抑制糖皮质激素分泌从而发挥降血压作用[93]。褪黑素还可通

过抑制肾素-血管紧张素-醛固酮系统下调血管紧张素及醛固酮水平从而调控血压水

平[94]。2. 另有证据提示，褪黑素可通过外周血管系统调控血压。Pozo等证实，褪黑

素通过膜受体MT2下调平滑肌细胞磷酸肌醇水平，使其对去甲肾上腺素的反应性减

低，从而舒张血管而降低血压[95]；还有研究发现，褪黑素可抑制病理性 iNOS的激活，
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促进生理性 eNOS合成一氧化氮，舒张血管降低血压[96, 97]。随着分子生物学技术的

发展，褪黑素调控血压的机制会进一步被阐明。

2.2 褪黑素与冠状动脉粥样硬化性心脏病

冠心病严重威胁现代人生命健康，众所周知，血清低密度脂蛋白（LDL）与胆

固醇水平与冠心病发生发展密切相关[98]。有证据证明，褪黑素可发挥明确的调血脂

作用。Hoyos等发现，长期高胆固醇饮食饲喂的大鼠，其血清 LDL与胆固醇水平均

显著升高，而每天以 10 mg/L褪黑素口服治疗可使其显著降低[99]。另外有临床研究

报道，代谢综合征患者给予每日服用褪黑素（5 mg/kg）治疗 8周，其血清低密度脂

蛋白、胆固醇水平明显下降，同时发现，褪黑素还能显著上调血清过氧化氢酶活性，

下调硫代巴比妥酸反应物（TBARS）水平[100]。以上证据均提示褪黑素抗动脉粥样硬

化的作用很可能与其减轻血脂异常的作用有关。

心肌缺血后公认的治疗原则是及时恢复缺血心肌组织的血液灌流，目前，针对

冠心病已经形成以药物溶栓、经皮介入、动脉搭桥等一系列手段为核心的治疗策略，

这些手段虽然可以有效的缓解冠心病患者症状，降低病死率。但是再灌注亦可加重

可逆性心肌损伤，引发心律失常、心肌顿抑、微血管功能障碍甚至不可逆性心肌损

伤，此过程又被称为心肌缺血/再灌注损伤[25]。目前已有研究证实褪黑素还可以发挥

显著地抗心肌缺血/再灌注损伤的作用[71]。具体综述见第 6部分。

2.3 褪黑素与心力衰竭

心力衰竭（heart failure）简称心衰，是指因心脏舒缩功能障碍，导致心室充盈射

血不足，引发静脉血瘀滞、动脉灌注不良的心脏循环障碍综合征。有证据表明，褪

黑素可延缓心衰的进展[81, 101]。早在 1993年，Grad课题组率先报道了老年患者心衰

的发生与发展与其褪黑素分泌量随年龄增长而显著下降密切相关[102]。另外，Girotti

等也证实，与对照人群相比，急性和轻度慢性心力衰竭患者尿液 6-羟基褪黑素含量

差异不明显，而晚期心力衰竭患者含量显著升高，提示褪黑素水平减低可能参与心

衰的发展[103]。随后动物研究也表明，给予甲亢大鼠模型褪黑素口服治疗可有效减轻

其心肌肥厚程度[104]。以上结果均提示，褪黑素影响心力衰竭的作用可能与其降血压

作用有关，亦可能与其对心肌细胞活动的直接调控有关，其具体机制有待于进一步

明确。

3. 褪黑素与心肌缺血/再灌注损伤
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3.1 褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤概述

近年来，越来越多的研究揭示了褪黑素对心血管系统的保护作用，其抗心肌缺

血损伤的作用已成为研究热点。有证据显示，褪黑素可引起心肌细胞微结构的改变

从而发挥保护作用。2006年 Sahach等应用成年鼠离体心脏灌流模型研究了褪黑素对

心肌缺血耐受性的作用及其与线粒体通透性转换孔的关系[105]。他们发现，褪黑素处

理可显著改善心脏收缩功能，同时抑制线粒体通透性转换孔的开放，提示线粒体通

透性转换孔很可能是褪黑素心肌保护作用的重要靶点[105]。另有研究证实在心肌缺血

/再灌注损伤过程中，褪黑素通过下调细胞色素 C对线粒体的适应性改变发挥保护作

用[106, 107]。后续研究表明，褪黑素可显著减轻再灌注过程中活性氧簇对心肌磷脂结构

的破坏作用，这是其发挥上述保护作用的重要原因。Petrosillo等发现褪黑素可显著

减轻心肌磷脂结构的过氧化作用，从而抑制线粒体通透性转换孔的开放[108]。另有研

究发现，褪黑素还可以维护线粒体复合体Ⅰ、复合体Ⅲ的功能，进而维护心功能[71, 73,

109]。以上均提示褪黑素通过保护缺血心肌线粒体的结构和功能，从而发挥抗心肌缺

血/再灌注损伤的作用（图 1-6）。

图 1-6 褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤机制[71]

心肌组织积累大量活性氧簇、氮氧合酶活性改变及中性粒细胞浸润是心肌缺血/

再灌注损伤的重要的机制，褪黑素具有高效的级联式氧自由基清除作用[69]。研究表
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明，褪黑素及其代谢产物既可以中和活性氧簇、活性氮簇，又可以上调抗氧化酶的

表达[110-112]。Sahna等进一步研究了褪黑素对髓过氧化物酶(myeloperoxidase，MPO)

的作用及其与心肌保护的关系[113]。研究发现，L-NAME(一氧化氮合酶抑制剂)可显

著升高实验动物血压，并降低心肌组织谷胱甘肽活性，而褪黑素可逆转上述作用[114,

115]。心肌缺血/再灌注损伤可显著上调组织丙二醛及髓过氧化物酶的活性，同时降低

谷胱甘肽的活性，而 L-NAME处理并不显著改变心肌丙二醛的含量及谷胱甘肽的活

性，却可显著提高髓过氧化物酶的活性[113]。褪黑素还可显著降低丙二醛及髓过氧化

物酶的活性，提示褪黑素可通过抑制中性粒细胞浸润从而发挥缺血心肌保护作用（图

1-6）。

3.2 褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤相关信号转导机制研究现状

近年来，随着分子生物学技术的发展，一些保护性的细胞内信号通路也被证实

参与了褪黑素的心肌保护作用。

Janus 激酶 /信号传导及转录激活因子（ Janus Kinase/signal transducers and

activators of transcription，JAK/STAT）在心肌缺血/再灌注损伤中发挥重要作用。目

前，哺乳动物已发现 4种 JAKs（JAK1,2,3,4及 Tyk2）和 7种 STATs（STAT1, 2, 3, 4,

5a, 5b及 6）[116]。Janus激酶属于非受体型酪氨酸蛋白激酶，STATs是 JAKs的作用

底物，其本身包括 SH2和 SH3两类结构域，JAKs可磷酸化 STATs并使其发生二聚

化，后者转位至细胞核内调控多种基因的表达[116, 117]。JAK2/STAT3是一条进化高度

保守的细胞内信号通路，广泛参与生长和发育的过程，既可调节细胞内生化活动又

对细胞间通讯发挥重要作用。更重要的是，在缺血再灌注过程中，心肌 JAK2/STAT3

信号被显著激活，减轻缺血损伤 [117, 118]。Hattori 等发现缺血预处理（ ischemic

preconditioning）的心肌保护作用与激动 JAK2/STAT3信号密切相关[119]。Tian等证实，

缺血后处理（ischemic postconditioning）同样可激动心肌 JAK2/STAT3通路上调 Bcl-2

信号减轻心肌凋亡[120]。更重要的是，激活 JAK2/STAT3信号被证实是多种心肌保护

剂（如硫化氢、法舒地尔等）的抗缺血再灌注作用的关键分子机制[121-124]。

在哺乳动物中发现，褪黑素受体参与了褪黑素多种药理学作用。已发现褪黑素

具有两种细胞膜受体（MT1和 MT2），其属于 G蛋白偶联受体家族[125, 126]。褪黑素

受体在各种组织中广泛表达，其中包括视网膜、脑、肾脏、心血管系统等等[125-127]。

G蛋白偶联褪黑素受体与 JAK2/STAT3信号密切相关。有研究表明，G蛋白偶联的褪
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黑素受体可激动多种细胞因子，进而使下游 STAT3在酪氨酸 705位点发生磷酸化[128]。

另有研究表明 Luzindole（非选择性褪黑素膜受体，Luz）可显著降低褪黑素对星形胶

质细胞 STAT3的磷酸化作用，提示褪黑素受体直接参与了褪黑素对 STAT3磷酸化激

活的作用[129]。在胰腺组织细胞中，MT1受体也参与了 STAT3的磷酸化过程[130]。这

些作用均强烈提示褪黑素的心血管保护作用可能与其对 JAK2/STAT3信号的激活作

用有关。本课题组前期工作显示，褪黑素可显著上调缺血心肌 JAK2及 STAT3的磷

酸化水平，显著减轻线粒体氧化应激损伤。而应用 AG490（JAK2抑制剂）则显著抑

制 JAK2/STAT3信号，逆转褪黑素的心肌保护效应[73]。由此，JAK2/STAT3是褪黑素

抗心肌缺血/再灌注损伤的关键信号通路（图 1-7）。

图 1-7 褪黑素心肌保护作用下游信号通路[71]

1994 年，Moi 等率先克隆了核因子 E2 相关因子 2（Nrf2，nuclear factor

erythroid-2-related factor 2），其属于转录因子 CNC家族[131]。已有研究证实 Nrf2可与

DNA抗氧化应激元件（antioxidant response element，ARE）结合调控细胞多种抗氧

化酶的转录与翻译[132, 133]。更重要的是，褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤的作用被证

实与 Nrf2密切相关。在生理情况下，Nrf2主要位于细胞质中，其活性主要由 Keap1

所调控，而在应激情况下，Nrf2可与 Keap1分离，从细胞质转位至细胞核与 ARE结
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合，进而启动一系列细胞保护性酶的合成与表达，其中包括血红素加氧酶-1（heme

oxygenase-1，HO-1）、NADPH、醌氧化还原酶-1（quinone oxidoreductase-1，NQO1）

及谷胱甘肽 S-转移酶-1等[134-137]。Aparicio-Soto等报道，褪黑素可通过 Nrf2级联通

路上调 HO-1表达从而减轻脂多糖诱导的炎性损伤[138]。另外，有研究显示 HO-1还

可以显著抑制炎症反应及氧化应激反应对心肌组织的损伤作用，Tao等发现，褪黑素

可调节 Keap1/Nrf2通路发挥血管保护作用，提示褪黑素可能通过调节 Nrf2-HO-1通

路发挥抗心肌缺血/再灌注损伤作用[139]。同时，Haghjooy Javanmard等在一项临床研

究中发现，褪黑素治疗可显著上调冠脉搭桥术病人心肌 Nrf2–ARE通路，发挥围术

期心肌保护作用[140]，进一步提示 Nrf2可能在褪黑素的心肌保护作用中发挥关键作用。

作为褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤的新靶点，Nrf2通路与褪黑素的具体联系仍有待

于进一步研究（图 1-7）。

4. 褪黑素与糖尿病状态下心肌缺血/再灌注损伤的研究现状

如前文所述，糖尿病是一种常见的慢性非传染性疾病，我国已成为全球糖尿病

第一大国。糖尿病的危害主要在于糖尿病患者晚期各种并发症，其中以心血管并发

症尤为显著，据统计，在糖尿病患者中，急性心肌梗死等心血管事件导致的死亡可

占总死亡的 80%甚至更高[49]。如何防治糖尿病及其诱发的心血管疾病已成为亟待解

决的医学难题。

褪黑素是主要由松果体分泌的一类吲哚类激素，其对人体神经系统、内分泌系

统、消化系统及免疫系统均发挥重要的调节作用[69, 112]。哺乳动物褪黑素的分泌有明

显的昼夜节律，白天分泌量达到最低，而夜晚分泌量达到最高。研究发现，褪黑素

分泌的昼夜变化受到光照与下丘脑视交叉上核的双重调控[65, 76, 112]。另有研究报道，

胰岛素的分泌水平恰好与褪黑素的分泌规律相反。Korkmaz等提出，胰岛素的昼高

夜低现象与褪黑素的调控作用密切相关，褪黑素可抑制胰岛素的分泌量[141]。Peschke

等也证实，长期褪黑素治疗可显著降低 2型糖尿病大鼠机体胰岛素水平。该课题组

进一步研究 2型糖尿病患者发现，褪黑素减低可导致胰岛素昼夜分泌紊乱，从而引

起高血糖症，促使糖尿病相关并发症的发生[142]。

胰岛素抵抗是 2型糖尿病的另一个重要的特征，其不仅可以导致糖代谢紊乱及

机体炎症反应，还参与器官氧化应激与硝化应激损伤，是糖尿病加重心肌缺血损伤

的重要因素[56]。实验发现，摘除松果体可导致小鼠糖耐量受损，出现胰岛素抵抗及
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糖原合成障碍等症状[143]。而敲除小鼠褪黑素膜受体 1基因也可导致实验动物发生胰

岛素抵抗，提示褪黑素可能发挥调节组织糖原合成，提高机体胰岛素敏感性的作用。

另外， de Oliveira 等还发现，长期胰岛素治疗还可以显著提高链脲佐菌素

（streptozotocin，STZ）诱导的糖尿病小鼠机体胰岛素敏感性，并显著降低糖尿病指

标[144]。以上结果均提示，糖尿病情况下外源性补充褪黑素治疗可显著改善胰岛素抵

抗，为缓解糖尿病相关并发症发生提供了理论依据。

目前，已有不少临床实验显示褪黑素可减轻心肌梗死再通患者心肌损伤，其有

望成为一种新的心肌保护试剂在临床上推广应用。然而，褪黑素的心肌保护机制仍

然不明确，是目前褪黑素无法临床广泛应用的重要因素之一。同时，外源性给予褪

黑素治疗虽然可发挥显著地抗心肌缺血/再灌注损伤作用，但是目前尚无实验证据证

实糖尿病病理情况下褪黑素是否发挥抗心肌缺血/再灌注损伤的作用，其作用机制也

未见报道，有待于进一步研究。

四、SIRT1及其心肌保护作用

1. SIRT1信号通路概述

SIRT1是组蛋白去乙酰化酶Ⅲ类组的一个成员，统称为 sirtuin。已发现哺乳动物

sirtuin家族包含 7个成员，即 SIRT1-SIRT7，其特征是由一个保守的 275个氨基酸的

催化核心和独特的额外的 N-末端和 C-末端变长序列组成[145, 146]。以往的研究表明，

SIRT1可以使多种转录因子脱乙酰化，包括 FOXO（Forkhead box O）转录因子、p53、

核因子κB（NF-κB）、肝 X受体（liver X receptor）及过氧化物酶体增殖物激活受体γ

（PPARγ）等[147]。有报道显示，SIRT1参与多种生命活动，包括肥胖相关的代谢疾

病、癌症、老化、细胞衰老、心脏老化和应力应激，朊病毒介导的神经变性，炎症

及胎盘细胞存活[148]。最重要的是，SIRT1参与心脏保护作用。例如，Pillai等证实，

SIRT1可调节肌球蛋白重链（MHC）基因表达从而参与果糖喂养对心脏的保护作用
[149]。

目前，虽然已经证实一些因素可调节 SIRT1活性，然而其上游调节机制尚未完

全阐明。已证实热量限制、饥饿、运动和氧化应激均可上调 SIRT1的表达。而 NAD+

是 SIRT1的重要底物。NAD+的水平也参与调控 SIRT1的脱乙酰活性。在 NAD+合成

途径中，烟酰胺磷酸核糖基转移酶（NAMPT）催化烟酰胺生成烟酰胺单核苷酸，烟

酰胺单核苷酸进一步由烟酰胺/烟酸单核苷酸腺苷酰转移酶（NMNAT）转化为 NAD。
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NAMPT是哺乳动物 NAD生物合成途径中的限速酶[146, 150, 151]。有研究发现，NAMPT

活动增强即可上调细胞总的 NAD+水平，也可上调小鼠成纤维细胞的 SIRT1的后续

转录活性[152]。NMNAT还可以通过其靶基因的启动子调节 SIRT1的脱乙酰活性[153]。

此外，HuR（一种 RNA结合蛋白）可结合 SIRT1 mRNA的 3'端非翻译区，稳定 SIRT1

mRNA进而上调 SIRT1表达。在细胞遭受氧化应激损伤过程中，HuR发生磷酸化导

致 HuR-SIRT1 mRNA复合体解离，进而下调 SIRT1的翻译水平[154]。

图 1-8 SIRT1信号心血管保护作用的机制[150]

癌高甲基化 1（hypermethylated in cancer 1，HIC1）和乳腺癌缺失基因 1（deleted

in breast cancer 1，DBC1）都被证实是 SIRT1的负性调节因子[155, 156]。HIC1属于转录

抑制因子，可特异性结合于 SIRT1的启动子而抑制其转录。有研究发现，细胞中 HIC1

缺失上调 SIRT1表达，进而引起 p53脱乙酰失活是癌细胞增殖失控的重要原因[155]。

而 DBC1可直接与 SIRT1相互作用，抑制 SIRT1活性。有研究表明，在细胞应激情

况下，下调 DBC1表达可促进 SIRT1介导的抗凋亡作用[156]（图 1-8）。

2. SIRT1与常见的心血管疾病

2.1 SIRT1的心肌细胞保护作用

激活 SIRT1信号可发挥明确的心肌细胞保护作用。适量饮用红葡萄酒可降低冠
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心病风险的重要原因就是其富含白藜芦醇，而白藜芦醇是 SIRT1的天然激动剂[157]。

有研究证实白藜芦醇可直接抑制过氧化氢对 H9c2细胞系的损伤作用，而阻断 SIRT1

信号则显著逆转白藜芦醇的心肌保护作用，提示 SIRT1信号是其抗氧化、抗凋亡心

肌保护作用的关键通路[158-160]。另外，白藜芦醇还可通过 SIRT1信号抑制化疗药物阿

霉素对心脏的毒性作用[160, 161]。

图 1-9 SIRT1抗心肌缺血/再灌注损伤作用的机制[162]

SIRT1在细胞质和细胞核中均有表达，有研究表明细胞核 SIRT1可发挥明显的

抗凋亡、抗氧化作用。在血管内皮细胞凋亡过程中，SIRT1主要存在于细胞质，白藜

芦醇治疗可显著诱导其转位至细胞核从而促进细胞生存[163]。另有研究发现，在心肌

细胞中，核 SIRT1可通过上调 MnSOD表达增强细胞抵抗氧化应激的能力，而应用

小干扰 RNA抑制MnSOD可显著下调 SIRT1的细胞保护作用，提示核 SIRT1转位可

上调抗氧化酶从而显著减轻氧化应激损伤，保护心肌细胞[164]（图 1-9）。

2.2 SIRT1与冠状动脉粥样硬化性心脏病
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图 1-10 SIRT1抗动粥样硬化的机制[165]

激活内皮细胞 SIRT1信号发挥明显的抗动脉粥样硬化作用。高脂饮食可提高血

清脂肪酸阴离子与脂蛋白水平，他们均可激活血管内皮细胞并损伤血管内皮完整性，

发挥促动脉粥样硬化斑块形成的作用[166]。内皮细胞受损后，动脉管壁则容易聚集血

小板从而形成血栓[81, 167]。SIRT1可保护内皮细胞免受氧化应激损伤，抑制氧化低密

度脂蛋白诱导的内皮细胞凋亡[163, 167]。另有研究报道，人脐静脉内皮细胞（HUVEC）

过表达也可发挥抗氧化低密度脂蛋白（LDL）诱导细胞凋亡的作用[168]。而 Zhang等

发现，给予小鼠高脂饮食诱导其内皮细胞损伤造成的血管壁瘢痕模型中，与对照组

相比，内皮细胞特异性 SIRT1转基因动物的损伤程度明显降低，提示 SIRT1可改善

血管内皮功能，防止动脉粥样硬化[168]。激活 SIRT1也可激活内皮型一氧化氮合酶，

上调一氧化氮含量进而发挥舒张血管的作用[169-171]（图 1-10）。

平滑肌细胞肥大是动脉粥样硬化发生的关键因素，有研究显示激活 SIRT1可显

著抑制血管紧张素Ⅱ诱导血管平滑肌细胞肥大[172]。SIRT1可通过上调金属蛋白酶-3

抑制因子（Tissue inhibitor of metalloproteinase 3，TIMP3）的活性调节动脉粥样硬化。

金属蛋白酶 3抑制剂可抑制金属蛋白酶 3消化细胞内基质，而血管平滑肌细胞的基
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质发挥稳定粥样硬化斑块的作用。因此，糖尿病患者发生动脉粥样硬化与金属蛋白

酶-3抑制因子活性下降密切相关，而 SIRT1可发挥有效的调节作用[172]。

此外，激动 SIRT1信号还可抗心肌缺血/再灌注损伤，直接保护受损心肌。大鼠

心肌缺血/再灌注过程中给予白藜芦醇治疗可减轻心律失常，降低心肌梗死面积，明

显下调血浆乳酸脱氢酶和肌酸激酶的水平[173]。白藜芦醇针对缺血/再灌注损伤的心脏

保护还取决于其抗氧化及抗炎作用[163, 167]。已证实 SIRT1可提高 FoxO1的转录活性

上调的MnSOD的基因表达，抑制心肌细胞的氧化应激，从而减少心肌梗死面积，

维护小鼠缺血/再灌注之后的心功能[174-176]。在大鼠心肌梗死模型中，白藜芦醇还可显

著增加血管内皮生长因子（VEGF）的表达，促进新生血管形成，减轻心肌损伤[177]。

2.3 SIRT1与心肌肥厚

激动 SIRT1信号可有效抑制心肌肥厚，延缓心脏衰竭。应用转基因技术过表达

小鼠心肌 SIRT1信号至对照组的 2.5至 7.5倍可显著减轻衰老引起的心肌肥厚、心肌

细胞凋亡及心脏功能衰竭[178]。然而，有实验证实 SIRT1的表达增加也可能有危害作

用。将 SIRT1过表达至对照组 12.5倍时可造成线粒体功能障碍及 NAD+消耗枯竭，

从而导致心肌氧化应激损伤，促进细胞凋亡，加重心肌肥厚[178]。另外，过表达 SIRT1

还可促进磷脂酰-3,4,5-三磷酸（PIP）募集并激活 Akt及 PDK1信号，从而导致心肌

肥厚加重[179]。最近的研究表明，原代心肌细胞过表达 SIRT1或者经过白藜芦醇处理

均可显著抑制去氧肾上腺素引起的心肌细胞肥厚作用，同时下调脂肪酸氧化基因[180]。

另外，在 H9c2细胞系，去氧肾上腺素处理可显著上调心肌 SIRT1表达，并提高其活

性，而 AMPK可显著抑制此作用[181]；和其它细胞系受到氧化应激损伤时干扰 SIRT1

可加重损伤类似的是，此时使用 sirtinol或 SIRT1小干扰 RNA抑制 SIRT1信号也可

显著降低细胞活力[182]。

3. SIRT1与心肌缺血/再灌注损伤

近年来，SIRT1在心肌缺血/再灌注损伤中的作用得到广泛关注[183]。SIRT1被证

实可调控心肌保护性信号分子及凋亡相关分子的转录。有研究发现，心肌中等程度

特异性过表达 SIRT1可明显抑制心肌缺血/再灌注损伤，而抑制 SIRT1表达则显著加

重再灌注损伤[174]。SIRT1也参与了缺血预处理心肌保护作用，缺血预处理通过 SUMO

化（sumoylation）修饰作用激动心肌 SIRT1信号，进而引起心肌保护分子脱乙酰化

而被激活，包括异柠檬酸脱氢酶、甘油醛-3-磷酸脱氢酶及内皮型一氧化氮合酶等[184,
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185]。因此，SIRT1可通过转录及转录后水平发挥缺血心肌保护作用。

3.1 SIRT1对氧化应激及内质网应激的作用

心肌缺血/再灌注过程中，线粒体可产生大量的超氧阴离子（O2-），O2-不仅可与

超氧化物歧化酶作用生成过氧化氢，还可进一步转化生成 OH-和 ONOO-等[186]。这些

氧化应激与硝化应激损伤介质可反作用于线粒体功能蛋白，导致线粒体功能障碍[178,

187]。有证据表明，SIRT1可发挥显著地抗氧化应激的心肌保护作用。Hsu等发现，

在心肌细胞中过表达 SIRT1可明显上调抗氧化酶超氧化物歧化酶、硫氧还原蛋白等

的表达量，减轻缺血再灌注损伤[174]。Alcendor等也发现，在百草枯心脏损伤模型中，

SIRT1过表达也可显著上调过氧化氢酶，从而减轻心脏损伤[178]。目前，已发现 SIRT1

抗氧化应激的重要分子机制是通过使转录因子 FOXO家族脱乙酰化并诱导其核转位，

进而激活细胞抗氧化酶和其它心脏保护性分子的转录[188, 189]。正如前述，SIRT1的抗

氧化应激作用与其过表达量密切相关，心肌细胞过高的 SIRT1表达可加重氧化应激

损伤，破坏线粒体功能[178]。

另外，内质网应激损伤也在心肌缺血/再灌注过程中发挥关键作用。研究发现，

再灌注过程中，心肌细胞氧化应激损伤、能量代谢障碍及 Ca2+超载等均可导致内质

网未折叠蛋白反应，而持久的内质网应激则可启动内质网相关凋亡通路，通过下游

CHOP、JNK及 caspase-12等凋亡相关蛋白诱导细胞凋亡[45]。Li等发现，SIRT1过表

达可显著降低糖尿病小鼠肝脏 XBP1（X-box binding protein 1）等内质网应激标志物，

提示 SIRT1可能是糖尿病诱发的内质网应激负性调控分子[190]。然而，在心肌缺血/

再灌注过程中，SIRT1是否参与调控内质网应激及其调控机制尚不清楚。

3.2 SIRT1对凋亡与坏死的作用

SIRT1对凋亡过程发挥重要的调控作用，SIRT1可脱乙酰化多种促凋亡（如 p53

等）及抑凋亡分子（如 DNA修复因子 Ku70等）进而抑制凋亡。Hsu等发现，心肌

缺血/再灌注小鼠模型中，SIRT1在抑制 p53的同时还可以脱乙酰化 Foxo1进而上调

Bcl-2和 Bcl-xL，下调 Bax的表达[174]，提示转录因子 FoxOs作为 SIRT1的重要下游

分子也参与了 SIRT1的抑制凋亡作用。

细胞坏死同样在心肌缺血/再灌注损伤中扮演重要角色，再灌注过程中线粒体通

透性转换孔开放以及一系列坏死相关通路的激活均可导致心肌细胞坏死。坏死的心

肌细胞在周围进一步释放三磷酸腺苷、尿酸及高迁移率族蛋白 1（high mobility group
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box-1 protein, HMGB1）等毒性物质可进一步募集巨噬细胞和中性粒细胞，从而引发

局部炎性反应[191]。Nadtochiy等发现，SIRT1可通过脱乙酰化 NF-κB亚单位 RelA/p65

蛋白，下调 NF-κB的转录活性，抑制心肌炎症反应，减轻病理性重构[185]。SIRT1对

缺血再灌注过程中心肌细胞的坏死作用及机制有待于进一步研究。

3.3 SIRT1对自噬的作用

大量研究证实，心肌细胞信号 SIRT1对自噬（autophagy）过程发挥重要的调控

作用。自噬是囊泡包裹细胞蛋白或细胞器后与溶酶体融合成自噬溶酶体，进而降解

的过程。生理情况下，细胞即存在自噬现象，它是细胞满足自身代谢需要和更新某

些细胞器的重要过程，有利于保持能量供给稳定，维持细胞稳态[192]。有研究发现，

SIRT1诱导 Foxo1的脱乙酰化，从而上调 Rab7（RAS-related GTP-binding protein 7）

等自噬相关蛋白表达，促进自噬体和溶酶体的融合[189, 193]。另外，Lee和 Fulco等也

证实 SIRT1还可以通过脱乙酰化自噬相关基因（autophagy associated gene, ATG）并

同时激活 AMPK信号促进自噬反应[190, 194]。在心肌缺血过程中，NAMPT表达降低使

SIRT1活性下降，此时外源性 NAMPT处理可明显激动自噬过程减轻心肌缺血/再灌

注损伤，提示 NAMPT-SIRT1通路可通过调节自噬水平保护缺血心肌[174]。

4. 褪黑素对 SIRT1的调控作用

有证据显示，褪黑素发挥调节 SIRT1信号的作用。对快速老化小鼠模型（SAMP8）

的研究发现，衰老显著下调 SIRT1信号，而褪黑素可明显逆转此作用，减轻细胞凋

亡[195]。Tajes等发现，褪黑素还可以激动大鼠原代小脑神经细胞 SIRT1信号，发挥神

经保护作用[196]。与此相反的是，在一些肿瘤细胞系的研究中，褪黑素发挥抑制 SIRT1

信号的作用从而抑制肿瘤细胞增殖。例如，Jung及 Cheng等发现，褪黑素可显著抑

制 SIRT1表达从而抑制前列腺癌细胞和骨肉瘤细胞增殖[197-199]，提示褪黑素对 SIRT1

的调控作用具有组织差异性，同时与不同的病理条件密切相关。在心肌缺血/再灌注

损伤中，褪黑素对 SIRT1的调控作用尚不清楚。

五、Notch信号通路及其心肌保护作用

1. Notch信号通路概述

Notch信号是一类进化上高度保守的细胞信号通路，存在于大多数多细胞生物体，

上世纪 80年代，Artavanis课题组第一次成功的克隆了 Notch基因，后期研究发现，

Notch编码 4种高度同源的跨膜受体（Notch1、Notch2、Notch3及 Notch4），同时，
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Notch受体的配体也逐渐被确认，迄今为止已发现 5种经典的配体（Delta-like1、3、

4及 Jagged1、2）[200]。Notch信号通过细胞与细胞间的受体-配体结合而传导，其广

泛参与细胞分化、增殖、凋亡与再生等过程[201]。

图 1-11 Notch信号系统[200]

Notch是单次跨膜受体，其包括 3个区段，胞外段、跨膜段和胞内段，当相互邻

近的细胞配体与受体结合后，Notch信号通路被激活，Notch受体跨膜区段 1743位

甘氨酸和 1744位缬氨酸被γ分泌酶（γ-Secretase，天冬氨酸蛋白酶复合体）剪切，使

Notch受体胞内区段（Notch intracellular domain，NICD）解离并激活转位至细胞核，

进 而 调 控 Hes (Hairy/enhancer of split) ， Hey (Hes-related proteins) 及 Nrarp

(Notch-regulated ankyrin repeat protein)等家族的基因表达[202, 203]（图 1-11）。以上蛋白

可进一步调控下游 cMyc、cyclin D1等其他基因的转录与翻译，最终决定细胞的增殖、

分化与凋亡过程。



第四军医大学博士学位论文

-41-

2. Notch1信号通路与心脏的研究概况

Notch通路在心脏的发育过程中发挥关键的调控作用，先天性心脏缺陷与 Notch

基因的变异也密切相关。成年心肌细胞最主要表达 Notch受体类型是 Notch1，配体

类型是 Jagged1[201, 204]。Gude 等研究大鼠心肌梗死模型发现，在生理情况下心脏

Notch1信号处于静息状态，而在应激条件下（如心肌缺血梗死），缺血周边区 Notch1

信号被激动[205, 206]。此外，对临床样本的研究也发现心力衰竭患者心肌 Notch信号被

激活，提示 Notch1可能同样参与心脏应激条件下的心肌细胞命运决定[207]。同时，

Croquelois等研究血管紧张素Ⅱ过表达的转基因小鼠发现，抑制心肌 Notch1信号可

显著加重心肌肥厚，导致病理性心肌重构[205]。而 Gude和 Kratsios等证实，应用单

克隆抗体或者过表达病毒载体特异性激动心肌 Notch1可明显减轻心肌梗死后心肌损

伤从而抑制病理性重构[206, 207]。另有研究表明，心肌特异性过表达 Jagged1可减轻主

动脉缩窄小鼠的心肌重构，延缓心力衰竭的发生[208]。以上结果均强烈提示 Notch1

可能参与心肌梗死等应激条件下的心脏修复过程。

3. Notch1信号与心肌细胞存活

成年心肌细胞前体细胞因需要大量增殖而高表达 Notch1信号。在新生大鼠心肌

细胞原代培养模型中发现，分离之初心肌细胞 Notch1信号表达高，而在体外培养并

传几代之后，Notch1的表达显著下调，甚至无法检测到，此时，这些原代培养的细

胞也失去了增殖能力[209]。这些结果表明，激动 Notch1信号是心脏前体细胞的增殖的

必要条件，而在心肌细胞进一步分化时必须下调Notch1信号。而成年心肌细胞Notch1

信号又可以在心肌细胞受损时被激动。有研究发现，心肌梗死病理条件下，肝细胞

生长因子可激动梗死区 c-Met受体，从而重新激活梗死周边区 Notch1信号通路，进

而上调促生存信号分子 Akt的磷酸化，从而减轻心肌凋亡[206]。同样，心肌细胞特异

性过表达 Notch1的小鼠心梗后，心肌细胞凋亡水平明显较对照组低[207]。另外，在心

肌细胞慢性缺氧模型中发现，如果激动 Notch1信号则抗凋亡基因被显著激动，而抑

制 Notch1信号则促凋亡基因被显著激活[205]。Oie E的研究也发现，心肌 Notch1过表

达的小鼠在发生心肌梗死后，Ki67（细胞增殖相关标识蛋白）阳性的细胞数量与野

生型小鼠相比明显增加[210]。以上结果均表明心肌受损后，Notch1信号重新激活可发

挥明显的心肌细胞保护作用，可能是心脏自我修复的关键信号（图 1-12）。
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图 1-12 Notch1抗心肌病理性重构的作用及机制[201]

4. Notch1信号与心肌血管再生

心肌梗死区毛细血管和小动脉再生不良导致心脏组织供血不足是心力衰竭发生

发展的重要因素。已发现内皮表达的 Notch受体类型是 Notch1、Notch2和 Notch4，

配体类型是 Delta-like ligands1/4和 Jagged1/2[211]。在发育过程中，Notch信号可决定

心脏动静脉的形成，而在出生后，内皮 Notch信号则在维持血管稳态、调节血管再

生的过程中发挥关键作用[212, 213]。Notch信号还参与血管平滑肌细胞生长、凋亡和迁

移过程[214]。Kratsios的研究表明，通过心肌点注射 Notch1单克隆蛋白配体的手段激

动小鼠心肌 Notch1信号可明显上调心肌梗死 4周后心肌缺血再生，维护心功能[207]。

与之相反的是，Gu等研究急性下肢缺血模型发现，使用低剂量的可溶性 Delta-like

ligand 4胞外区段抑制 Notch1可有效增加血管再生水平[206, 215]。以上结果提示 Notch

对血管再生的影响可能与组织器官有关，其具体调控机制有待于进一步研究。

5. Notch1信号通路与心肌缺血/再灌注损伤

有研究表明，Notch1在器官缺血/再灌注损伤中也发挥重要的调控作用。Yu等发

现，Notch1可激活肝脏 JAK2/STAT3信号通路从而减轻氧化应激，抗肝缺血/再灌注

损伤[216]。另有研究证实，Notch2-Hes1信号通路参与了肾脏缺血/再灌注损伤[217]。更
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重要的是，裴等发现，激动 Notch1/Hes1信号通路可通过调控 PTEN（Phosphatase and

tensin homolog deleted on chromosome 10）/Akt信号，抑制 iNOS表达进而减轻氧化

应激与硝化应激水平，发挥抗心肌缺血/再灌注损伤的作用，提示 Notch1信号可调控

器官缺血再灌注损伤，尤其是在心肌缺血/再灌注过程中发挥重要的保护作用，其具

体机制可能与减轻氧化应激、抗凋亡有关[218]。PTEN是 1997年发现的具有双特异磷

酸酶活性的抑癌基因，其参与细胞的生长、凋亡、粘附、迁移等多个过程。有文献

证实，在胸腺瘤和 T细胞淋巴瘤中Hes1可抑制 PTEN从而促进 PI3K/Akt信号通路[219,

220]。同时，Pei等证实 Notch1/Hes1信号也通过抑制 PTEN信号保护缺血心肌[218]。

另有研究表明，褪黑素可能对 Notch1/Hes1信号通路发挥调控作用。Margheri等发现

褪黑素与全反式维甲酸及生长抑素联用可通过影响 Notch1信号进而抑制乳腺癌细胞

系生长[221]。同时，Akimoto等发现，褪黑素可能通过维持 Hes1表达从而调控垂体及

下丘脑的发育[222]。然而，迄今为止，在心肌缺血/再灌注过程中，褪黑素是否对

Notch1/Hes1及 PTEN/Akt信号有影响及其机制尚不清楚。
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正 文

第一部分 SIRT1信号通路介导褪黑素抗心肌
缺血/再灌注损伤作用及机制研究

1 实验材料

1.1 仪器设备

大鼠心肌缺血/再灌注手术器械 上海医疗手术器械厂

小动物手术台 美国 Harvard Appraatus公司

小动物呼吸机 成都泰盟科技有限公司

外科手术缝合线 美国 ETHICON公司

医用玻璃皿 南通海伦生物公司

动物剃毛器 上海玉研仪器有限公司

RM6240B型生理信号处理系统 成都泰盟科技有限公司

医用超声耦合剂 山东九尔医药有限公司

小动物超声仪器及分析系统 加拿大 Visual Sonics公司

单道可调量程移液器 德国 Eppendorf公司

血糖仪 长沙三诺科技公司

涡旋震荡器 德国Wiggens公司

组织匀浆机 美国 Pro Scientific公司

台式通用摇床 江苏其林贝尔公司

恒温磁力搅拌器 上海科升仪器有限公司

电子精密天平 瑞士Mettler Toledo公司

低温离心机 湖南湘仪公司

恒温水浴箱 陕西欧凯科技有限公司
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雪花制冰机 无锡沃信

纯水/超纯水一体化系统 美国Merck Millipore公司

凝胶电泳仪 美国 Bio-Rad公司

蛋白凝胶电泳玻璃板 美国 Bio-Rad公司

凝胶成像分析系统 美国 Bio-Rad公司

多功能酶标仪 SpectraMax M5 美国Molecular Devices公司

双目荧光显微镜 日本奥林巴斯公司

共聚焦显微镜 日本奥林巴斯公司

细胞培养板 美国 Corning公司

细胞培养超净台 无锡易纯净化设备公司

细胞培养箱 美国 Thermo公司

倒置显微镜 日本奥林巴斯公司

1.2 实验动物

健康雄性 Sprague-Dawley大鼠，体质量 220-250g，采购于第四军医大学动物实

验中心。

1.3 实验试剂

褪黑素 美国 Sigma-Aldrich公司

戊巴比妥钠 北京索莱宝有限公司

异氟烷 上海玉研科学仪器公司

伊文氏蓝 北京索莱宝有限公司

肌酸激酶试剂盒 南京建成生物公司

2,3,5—氯化三苯基四氮唑 北京索莱宝有限公司

乳酸脱氢酶试剂盒 南京建成生物公司

Luzindole（褪黑素膜受体拮抗剂） 美国 Santa Cruz公司

EX527（SIRT1通路抑制剂） 美国 Selleck Chemicals公司

二甲基亚砜（DMSO） 美国 Sigma-Aldrich公司
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TUNEL试剂盒 德国罗氏公司

DAPI 美国 Sigma-Aldrich公司

MTT 上海阿拉丁公司

GP91phox 抗体 美国 Santa Cruz公司

SIRT1抗体 美国 Santa Cruz公司

Ac-foxo1抗体 美国 Santa Cruz公司

Bcl-2抗体 美国 Santa Cruz公司

Bax抗体 美国 Santa Cruz公司

cleaved caspase-3抗体 美国 Santa Cruz公司

caspase-3抗体 美国 Santa Cruz公司

β-actin抗体 美国 Santa Cruz公司

HRP标记的羊抗鼠 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

HRP标记的羊抗兔 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

HRP标记的兔抗羊 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

RIPA裂解液 上海碧云天公司

蛋白酶抑制剂 德国罗氏公司

BCA蛋白定量试剂盒 美国Merck Millipore公司

Tris碱 西安国安生物公司

Tween-20 北京索莱宝有限公司

甘氨酸 西安国安生物公司

SDS-PAGE凝胶试剂盒 北京索莱宝有限公司

聚偏二氟乙烯（PVDF）膜 美国Merck Millipore公司

蛋白上样缓冲液 上海碧云天公司

蛋白预染Marker 美国Merck Millipore公司

ECL发光液 美国Merck Millipore公司
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2 实验方法

2.1 实验分组

2.1.1 外源性药物心脏毒性检测

将实验大鼠随机分为 3组：

1）Sham假手术组：大鼠行心肌缺血/再灌注手术。心肌穿线但是不做结扎，作为假

手术组。

2） Sham+Luz 组：假手术前 Luz 以 1 mg/kg 腹腔注射 7 天，术中对应 2.2.2

MI/R+Mel+Luz组时间点补充注射（2 mg/kg）1次。

3）Sham+EX组：假手术前 EX以 5 mg/kg腹腔注射 3天，术中对应 2.2.2 MI/R+Mel+EX

组时间点补充注射（5 mg/kg）1次。

2.2.2 褪黑素心肌保护作用及机制研究

将实验大鼠随机分为 5组

1）Sham组：大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，作为假手术组。

2）MI/R+V（vehicle）组：大鼠给予如下对应剂量的 Luz或 EX的溶剂处理，然后行

常规心肌缺血/再灌注手术。

3）MI/R+Mel：手术前接受褪黑素腹腔注射（10 mg/kg）7天，再灌注前 15min补充

注射褪黑素（15 mg/kg）1次，然后常规心肌缺血/再灌注手术。

4）MI/R+Mel+Luz：褪黑素给药同前，手术前 Luz以 1mg/kg腹腔注射 7天，再灌注

前 20min补充注射（2 mg/kg）1次，然后行常规心肌缺血/再灌注手术。

5）MI/R+Mel+EX：褪黑素给药同前，手术前 EX以 5mg/kg腹腔注射 3天，再灌注

前 20min补充注射（5 mg/kg）1次，然后行常规心肌缺血/再灌注手术。

2.2 大鼠心肌缺血/再灌注手术操作

1）用清洁生理盐水配制浓度为 1%的戊巴比妥钠溶液，避光 4°C保存备用。

2）按照 50 mg/kg剂量给予大鼠腹腔注射戊巴比妥钠溶液。
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3）静止观察 10分钟，用轻捏鼠尾巴方法判断麻醉成功后。

4）给大鼠颈部及胸部胸骨至左腋下剃毛。

5）将大鼠腹部向上固定于动物实验台，处于舒适体位。给予脱毛区域 75%酒精消毒

3次。

6）颈部正中开 1cm长切口，钝性分离筋膜及肌肉，显露气管。用眼科剪在气管处做

横切口后将橡胶插管插入，连接成都泰盟动物呼吸机。参数调至大鼠预设值，频率

60次/分左右，潮气量 10ml/kg左右，呼吸比设置为 1:2。

7）在左侧胸部纵向切口，钝性分离胸部肌肉及筋膜，在三四肋间沿肋间隙方向做

0.5cm长度的切口。

8）用特制的小动物胸腔撑开器打开胸腔，显露心脏。

9）避免伤及肺部，刺穿心包膜，确定左心耳位置，在左心耳下缘 2mm处以 6-0无

创外科线穿入心肌组织，在结扎冠脉前降支前线结内穿过一小段消毒的橡胶管，以

避免线结伤及心肌肌肉组织。

10）以系紧线结后心前区组织变白为标志，开始计时，缺血开始。30min后松开线结，

再灌开始。

2.3 大鼠超声心动图检测

1）心肌缺血/再灌注 72小时后，用小动物超声仪（Vevo770）检测心脏功能。

2）大鼠胸部剃毛后采用异氟烷吸入麻醉，然后固定于超声仪操作台上。

3）等待数分钟后大鼠心率呼吸恢复平稳后，将超声耦合剂在心前区涂抹均匀，测定

二维超声心动图。

4）用仪器自带软件计算大鼠左室缩短分数（LVFS）及左室射血分数（LVEF）。

2.4 血浆肌酸激酶及乳酸脱氢酶测定

1）心肌缺血/再灌注 6小时后，抽取大鼠 1ml血样。

2）静置离心得到血浆样本，严格按照南京建成生物公司的说明书进行肌酸激酶及乳

酸脱氢酶的测定。
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2.5 Evan’s blue/TTC 染色

1）心肌缺血/再灌注 6小时后，立刻剪取心脏。

2）用清洁生理盐水清洗心脏后重新结扎冠脉左前降支，向主动脉逆灌 1ml浓度为 1%

的 Evan’s blue染液，漂洗心脏后立刻冻入-80°C冰箱。

3）20min将冻硬的心脏取出，用手术刀片垂直于心脏长轴将心脏切片成为 1mm厚度

的切片。

4）用生理盐水稍作漂洗后，立刻浸入已配好的 2%的 TTC溶液中，37°C水浴 30min。

5）多聚甲醛固定 6h后，取出拍照。

6）将数码照片用 ImageJ软件分析，其中白色区域为梗死区（infarct area），红色区

域为心肌缺血但是未梗死区，蓝色区域为未缺血区。白色区域和红色区域合并为相

对危险区（area at risk）。心肌梗死程度以梗死区面积/危险区面积表示。

2.6 心肌超氧化物生成量测定

1）每组随机分配 6只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织

0.1g。

2）严格按照南京建成生物公司的说明书进行心肌组织心肌超氧化物生成量测定。

2.7 心肌组织丙二醛含量及超氧化物歧化酶活性检测

1）每组随机分配 6只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织

0.1g。

2）严格按照南京建成生物公司的说明书进行心肌组织丙二醛含量及超氧化物歧化酶

活性测定。

2.8 心肌组织 TUNEL法检测凋亡率

1）每组随机分配 6只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织。

2）将心肌组织置于多聚甲醛固定 72h后，脱水石蜡包埋备用。

3）在石蜡切片机上将组织蜡块切成 3μm厚的切片，小心置于 50°C清水水面摊片，
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然后以载玻片捞取组织切片进行烤片操作 3h，备用。

4）常规脱蜡操作之后将载玻片置于水平湿盒中，加入蛋白酶 K打孔，37°C打孔 1h

后用 PBS小心摇洗 3次。

5）按照罗氏 TUNEL试剂盒说明书混合 A液与 B液，避光条件下滴在组织切片上，

37°C恒温水浴 2h。

6）取出切片用 PBS小心避光摇洗 3次后，再加入 1:1000配制的 DAPI试剂，常温

反应 15min后用 PBS小心摇洗 3次。

7）配制 50%的甘油 PBS溶液滴于载玻片，用盖玻片进行封片处理。

8）在共聚焦显微镜下观察心肌组织切片，其中绿色荧光标记凋亡细胞的细胞核，蓝

色荧光标记组织切片全部细胞的细胞核。采集荧光照片，以绿色数量/蓝色数量为心

肌组织凋亡率，进行统计分析。

2.9 Western blot检测蛋白表达

1）每组随机分配 6只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织。

2）用 RIPA buffer裂解心肌组织标本，经过离心、定量、加上样缓冲液、煮沸等操作

后，得到上样样本。将上样样本置于-80°C环境保存，备用。

3）按照北京索莱宝公司Western blot配胶试剂盒说明书配制 SDS-PAGE蛋白电泳凝

胶。

4）每个泳道上样体积及蛋白总量一致（20-50µg），上层浓缩胶以 80V电压、下层分

离胶以 120V电压进行蛋白电泳操作。

5）小心将玻璃板上的凝胶取下，置于转膜液中。按照从上至下：三层滤纸-凝胶-PVDF

膜-三层滤纸安放好后，用转膜专用夹夹紧，然后置于转膜槽中，以 90V的电压转膜

50min。PVDF膜使用前用甲醇浸泡激活 10min。

6）用 TBST溶液配制脱脂奶粉，最终浓度为 5%。转膜结束后室温封闭 PVDF膜 3h。

7）按照分子量将 PVDF膜裁切整齐，分别加对应一抗，4°C孵育 12h，一抗配制严

格按照抗体说明书方法进行。

8）应用 TBST摇洗 3次（每次 5min）后，孵育对应的二抗，室温 2h，二抗配制严

格按照抗体说明书方法进行。
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9）再次应用 TBST摇洗 3次（每次 5min）后，滴加 ECL发光液，用凝胶成像分析

系统进行成像操作，并用配套软件（ImageLab）进行分析。

2.10 统计分析

以上实验数据经过相应软件转换、分析之后，应用 GraphPad Prism（V5.01）进

行统计处理，结果均以平均值±标准差（Mean ± SEM）表示。用 t检验进行两组之间

的比较，用单因素方差分析辅以 t检验方法进行多组之间的比较，若 P < 0.05则认为

两组具有统计学差异。

3 实验结果

3.1 褪黑素处理显著减轻大鼠心肌缺血/再灌注损伤

缺血再灌注 72小时后检测超声心动图发现，与MI/R+V组相比，褪黑素处理可

显著提高左心室射血分数（LVEF）和左心室缩短分数（LVFS），提示褪黑素治疗可

改善心肌缺血/再灌注后心脏功能（图 2-1）。缺血再灌注 6小时后，与MI/R+V组相

比，褪黑素处理也显著降低了心肌细胞凋亡率和心肌梗死面积，下调血浆肌酸激酶

及乳酸脱氢酶水平，提示褪黑素治疗可能通过减轻缺血再灌注心肌凋亡和梗死程度，

从而改善心脏功能（图 2-2）。

3.2褪黑素处理显著减轻大鼠心肌缺血/再灌注引发的氧化应激损伤

心肌缺血/再灌注引发大量自由基积累，导致氧化应激损伤。如图 2-3A所示，与

假手术相比，再灌注心肌组织超氧化物含量显著增加，而褪黑素处理可显著下调心

肌超氧化物生成量。进一步研究 gp91phox（一种重要的氧化应激标志蛋白，属于

NADPH氧化酶）的表达发现，褪黑素处理组可显著下调 gp91phox表达量（图 2-3B）。

此外，褪黑素处理同样显著下调心肌组织MDA含量，上调超氧化物歧化酶水平（图

2-3C，D）。这些结果均表明褪黑素可显著减轻大鼠心肌缺血/再灌注引发的氧化应激

损伤。
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3.3褪黑素治疗激活缺血心肌 SIRT1表达，抑制凋亡信号。

为了探究缺血再灌注过程中褪黑素对 SIRT1信号的影响，我们检测了 SIRT1和

Ac-Foxo1的表达。如图 2-4A和 B所示，与 Sham组相比，心肌缺血/再灌注损伤可

明显下调心肌 SIRT1信号，进而增加 Ac-Foxo1水平；与MI/R+V组相比，给予褪黑

素处理后，心肌 SIRT1信号被显著激活，Ac-Foxo1水平显著下降。我们进一步研究

了褪黑素对心肌抗凋亡蛋白 Bcl-2和促凋亡蛋白 Bax的表达的影响，如图 2-4C和 D

所示，褪黑素处理可显著上调 Bcl-2的表达降低 Bax的表达。另外，与MI/R+V组相

比，褪黑素处理也可显著下调 caspase-3与激活型 caspase-3的表达（图 2-4E，F）。

这些结果表明，褪黑素治疗可能通过激动 SIRT1信号，降低 Foxo1乙酰化水平从而

抑制细胞凋亡信号，保护缺血心肌。

3.4 褪黑素通过膜受体介导的途径，激动 SIRT1信号从而发挥心肌保护作用

为了进一步探讨褪黑素是否通过激动 SIRT1信号发挥心肌保护作用以及此过程

与褪黑素膜受体的关系，我们应用褪黑素膜受体非选择性抑制剂 Luzindole（Luz）及

SIRT1通路抑制剂 EX527（EX）进行在体实验研究。

Luz与 EX剂量及给药方式参照以往文献报道，我们进行预实验来确定本实验所

用的剂量与给药方法是否有心脏毒性。如图 2-5，6及 7显示，与 Sham组相比，Luz

或 EX对心脏功能、心肌梗死与凋亡率、心肌酶谱（肌酸激酶，乳酸脱氢酶）以及心

肌细胞凋亡通路均无显著影响，表明本实验采用的剂量对相关心肌损伤指标无显著

影响。

如图 2-8所示，与MI/R+Mel相比，Luzindole和 EX527处理逆转了褪黑素的心

肌保护作用，显著降低 LVFS和 LVEF，提示褪黑素的心脏保护作用可能是受体介导

的，且 SIRT1信号通路在其中发挥关键作用。进一步研究发现，与MI/R+Mel相比，

Luzindole和 EX527处理还显著加重心肌细胞凋亡率、扩大心肌梗死面积、上调肌酸

激酶和乳酸脱氢酶水平，提示褪黑素的抗心肌缺血/再灌注引起的凋亡和坏死作用也

与 SIRT1的信号密切相关，并且是受体介导的（图 2-9）。
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3.5 褪黑素通过膜受体介导的途径，激动 SIRT1信号从而发挥抗氧化应激、抗凋亡

的心肌保护作用。

如图 2-10所示，褪黑素降低超氧化物生成量、下调 GP91phox表达量、下调心肌

组织丙二醛含量及上调超氧化物歧化酶的作用也可被 Luzindole和 EX527处理所抑

制，提示 SIRT1与褪黑素膜受体同样参与褪黑素的抗氧化应激作用。那么褪黑素对

SIRT1的调控是否是通过其受体起的作用呢？如图 2-11B和 C所示，Luz处理可显著

下调褪黑素对 SIRT1信号的激动作用，进而上调缺血心肌 Ac-foxo1含量，提示褪黑

素对心肌 SIRT1的激动作用确实是褪黑素膜受体介导的，进一步研究发现，Luzindole

和 EX527处理均可上调心肌细胞凋亡通路标志蛋白，显著抑制褪黑素的抗凋亡心肌

保护作用。以上结果均表明，褪黑素抗心肌细胞氧化应激损伤及凋亡作用是通过褪

黑素膜受体依赖的 SIRT1激动作用实现的。

4 实验讨论

通过本部分实验，我们首次证实 SIRT1是褪黑素心肌保护作用的关键信号分子，

褪黑素可通过褪黑素膜受体介导的途径激动心肌 SIRT1信号通路，下调 Ac-Foxo1水

平，从而发挥抗心肌缺血/再灌注损伤的作用。

以往研究已证实褪黑素具有级联式的氧自由基中和作用，发挥显著地心血管系

统保护作用[111, 223]。然而，其间接的抗氧化作用机制并不明确，限制其临床应用。SIRT1

是组蛋白去乙酰化酶Ⅲ类组的一个成员，参与多种生命活动，包括肥胖相关的代谢

疾病、癌症、老化、细胞衰老、心脏老化和应力应激，朊病毒介导的神经变性，炎

症及胎盘细胞存活[148]。最重要的是，激动 SIRT1具有潜在的心血管保护效应[145, 183, 224]。

我们前期研究也发现，姜黄素等外源性药物可通过激动 SIRT1信号减轻大鼠心肌缺

血/再灌注损伤，其具体机制可能与 SIRT1调节 Foxo1的乙酰化水平进而抑制细胞凋

亡通路有关[224]。Hsu等首次发现，中等程度过表达 SIRT1可通过脱乙酰化作用下调

Ac-Foxo1从而启动内源性抗氧化酶的合成并抑制凋亡相关分子，显著减轻心肌缺血/

再灌注损伤[174]。然而，心血管系统中，SIRT1信号与褪黑素的关系尚无研究报道。

事实上，在一些其他系统的病理模型中，有文献报道了褪黑素对 SIRT1的调控
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作用。Tajes等发现，褪黑素可激动大鼠原代小脑神经细胞 SIRT1信号，发挥神经保

护作用[196]。对快速老化小鼠模型（SAMP8）的研究发现，衰老显著下调 SIRT1信号，

而褪黑素可明显逆转此作用，减轻细胞凋亡[195]。与此相反的是，在一些肿瘤细胞系

的研究中，褪黑素发挥抑制 SIRT1信号的作用从而抑制肿瘤细胞增殖。例如，Jung

及 Cheng等发现，褪黑素可显著抑制 SIRT1表达从而抑制前列腺癌细胞和骨肉瘤细

胞增殖，提示褪黑素对 SIRT1的调控作用具有组织差异性，同时与不同的病理条件

密切相关[197, 199]。在心肌缺血/再灌注损伤中，褪黑素对 SIRT1的调控作用尚不清楚。

在本研究中，我们发现心肌缺血 30min，再灌注 6h后，SIRT1表达显著下调，Ac-Foxo1

的水平显著升高，而褪黑素处理可显著逆转此作用。同时，褪黑素上调 SIRT1表达、

促进 Ac-Foxo1脱乙酰化从而保护心肌的作用被 SIRT1的抑制剂 EX527显著抑制，

表明 SIRT1是褪黑素心血管保护作用的关键分子。此外，褪黑素抗氧化应激、抗凋

亡的作用也被EX527抑制，提示褪黑素抗氧化应激的心血管保护作用也与激动SIRT1

信号密切相关。

迄今为止，在哺乳动物中已发现两种褪黑素膜受体（MT1和MT2），其属于两

种 G蛋白偶联受体并在各种组织中广泛表达，其中包括视网膜、脑、肾脏、心血管

系统等等[125, 225, 226]。有研究表明，褪黑素的直接清除自由基的作用是非受体依赖的，

但是其间接的抗氧化功能，可能通过受体介导的[125, 226]。Rezzani等发现褪黑素抗环

孢菌素 A引起的心脏毒性的作用是褪黑素膜受体介导的[227]。而 Lochner等发现，褪

黑素膜受体的非选择性拮抗剂 Luzindole可显著抑制褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤

的心肌保护作用[228]。以上研究均提示，褪黑素的心肌保护作用与其受体密切相关，

然而，褪黑素膜受体是否介导其对 SIRT1的激动作用尚不清楚。我们发现，Luzindole

可显著下调 SIRT1信号加重氧化应激损伤，上调凋亡信号从而加重心肌损伤，表明

褪黑素激动 SIRT1抗氧化应激损伤的作用可能是通过褪黑素膜受体介导的途径实现

的，其具体机制有待于进一步研究。

总之，我们的研究结果表明，褪黑素治疗可明显减轻心肌缺血/再灌注损伤，而

SIRT1是其心肌保护作用的关键分子；同时，褪黑素激动 SIRT1信号抗氧化应激损

伤的心血管保护作用与其膜受体密切相关，可能是通过膜受体依赖的途径实现的。
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第二部分 SIRT1信号通路介导褪黑素抗糖尿
病状态下心肌缺血/再灌注损伤作用及机制研
究

1 实验材料

1.1 仪器设备

大鼠心肌缺血/再灌注手术器械 上海医疗手术器械厂

小动物手术台 美国 Harvard Appraatus公司

小动物呼吸机 成都泰盟科技有限公司

外科手术缝合线 美国 ETHICON公司

医用玻璃皿 南通海伦生物公司

动物剃毛器 上海玉研科学仪器有限公司

RM6240B型多到生理信号处理系统 成都泰盟科技有限公司

医用超声耦合剂 山东九尔生物有限公司

小动物超声仪器及分析系统 加拿大 Visual Sonics公司

单道可调量程移液器 德国 Eppendorf公司

血糖仪 长沙三诺科技公司

涡旋震荡器 德国Wiggens公司

组织匀浆机 美国 Pro Scientific公司

台式通用摇床 江苏其林贝尔公司

恒温磁力搅拌器 上海科升仪器有限公司

电子精密天平 瑞士Mettler Toledo公司

低温离心机 湖南湘仪公司

恒温水浴箱 陕西欧凯科技有限公司

雪花制冰机 无锡沃信
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纯水/超纯水一体化系统 美国Merck Millipore公司

凝胶电泳仪 美国 Bio-Rad公司

蛋白凝胶电泳玻璃板 美国 Bio-Rad公司

凝胶成像分析系统 美国 Bio-Rad公司

多功能酶标仪 SpectraMax M5 美国Molecular Devices公司

双目荧光显微镜 日本奥林巴斯公司

共聚焦显微镜 日本奥林巴斯公司

细胞培养板 美国 Corning公司

细胞培养超净台 无锡易纯净化设备公司

细胞培养箱 美国 Thermo公司

倒置显微镜 日本奥林巴斯公司

1.2 实验动物及细胞系

1）健康雄性 Sprague-Dawley大鼠，体质量 220-250g，采购于第四军医大学动物实验

中心。

2）H9c2细胞系购于上海天成生物科技有限公司。

1.3 实验试剂

褪黑素 美国 Sigma-Aldrich公司

链脲佐菌素 美国 Sigma-Aldrich公司

戊巴比妥钠 北京索莱宝有限公司

异氟烷 上海玉研科学仪器公司

伊文氏蓝 北京索莱宝有限公司

肌酸激酶试剂盒 南京建成生物公司

2,3,5—氯化三苯基四氮唑 北京索莱宝有限公司

乳酸脱氢酶试剂盒 南京建成生物公司

Luzindole（褪黑素膜受体拮抗剂） 美国 Santa Cruz公司

二甲基亚砜（DMSO） 美国 Sigma-Aldrich公司
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棕榈酸钠 北京索莱宝公司

DMEM细胞培养液 美国 Hyclone公司

胎牛血清 杭州四季青公司

胰蛋白酶 上海碧云天公司

SIRT1 siRNA及转染试剂盒 美国 Santa Cruz公司

Sirtinol 美国 Santa Cruz公司

TUNEL试剂盒 德国罗氏公司

DAPI 美国 Sigma-Aldrich公司

MTT 上海阿拉丁公司

GP91phox抗体 美国 Santa Cruz公司

SIRT1抗体 美国 Santa Cruz公司

Ac-foxo1抗体 美国 Santa Cruz公司

Bcl-2抗体 美国 Santa Cruz公司

Bax抗体 美国 Santa Cruz公司

caspase-3抗体 美国 Santa Cruz公司

p-PERK抗体 美国 Santa Cruz公司

PERK抗体 美国 Santa Cruz公司

p-eIF2a抗体 美国 Santa Cruz公司

eIF2a抗体 美国 Santa Cruz公司

ATF4抗体 美国 Santa Cruz公司

CHOP抗体 美国 Santa Cruz公司

β-actin抗体 美国 Santa Cruz公司

HRP标记的羊抗鼠 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

HRP标记的羊抗兔 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

HRP标记的兔抗羊 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

RIPA 裂解液 上海碧云天公司

蛋白酶抑制剂 德国罗氏公司

BCA蛋白定量试剂盒 美国Merck Millipore公司

Tris碱 西安国安生物公司
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Tween-20 北京索莱宝有限公司

甘氨酸 西安国安生物公司

SDS-PAGE凝胶试剂盒 北京索莱宝科技有限公司

聚偏二氟乙烯（PVDF）膜 美国Merck Millipore公司

蛋白上样缓冲液 上海碧云天公司

蛋白预染Marker 美国Merck Millipore公司

ECL发光液 美国Merck Millipore公司

2 实验方法

2.1 实验分组

2.1.1 糖尿病对心肌 SIRT1信号通路的影响的研究

正常对照大鼠随机分为 2组，2型糖尿病大鼠随机分为 2组：

1）Con+Sham：正常饮食大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，作

为假手术组。

2）Con+MI/R：正常饮食大鼠行心肌缺血/再灌注手术。

3）DM+Sham：2型糖尿病大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，

作为糖尿病假手术组。

4）DM+MI/R：2型糖尿病大鼠行心肌缺血/再灌注手术。

对数期生长的 H9c2细胞系随机分为 4组：

1）Con：含 10%的胎牛血清的低糖 DMEM（5.5 mmol/L）培养基常规培养 H9c2细

胞系。

2）Con+SIR：含 10%的胎牛血清的低糖 DMEM（5.5 mmol/L）培养基常规培养 H9c2

细胞系，行模拟心肌缺血/再灌注处理。

3）HG/HF：含 0.5 mmol/L棕榈酸钠的高糖培养基（25 mmol/L）培养 H9c2细胞系

18h体外模拟 2型糖尿病高糖高脂损伤。

4）HG/HF+SIR：含 0.5 mmol/L棕榈酸钠的高糖培养基（25 mmol/L）培养 H9c2细

胞系 18h体外模拟 2型糖尿病高糖高脂损伤后，行模拟心肌缺血/再灌注处理。
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2.1.2 褪黑素通过 SIRT1通路抗糖尿病心肌缺血/再灌注损伤的作用和机制研究

2型糖尿病大鼠随机分为 5组：

1）DM+Sham：2型糖尿病大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，

作为假手术组。

2）DM+MI/R：2型糖尿病大鼠行心肌缺血/再灌注手术。

3）DM+MI/R+Mel：2型糖尿病大鼠每天褪黑素（20 mg/kg）灌胃 1周后行心肌缺血

/再灌注手术。

4）DM+MI/R+Mel+Sirtinol：2型糖尿病大鼠每天褪黑素（20 mg/kg）灌胃 1周后，

行心肌缺血/再灌注手术，再灌注前 15min腹腔注射 Sirtinol（15 mg/kg）。

5）DM+MI/R+Sirtinol：2型糖尿病大鼠行心肌缺血/再灌注手术，再灌注前 15min腹

腔注射 Sirtinol（15 mg/kg）。

对数期生长的 H9c2细胞系随机分为 5组：

1）HG/HF：含 0.5 mmol/L棕榈酸钠的高糖培养基（25 mmol/L）培养 H9c2细胞系

18h体外模拟 2型糖尿病高糖高脂损伤。

2）HG/HF+SIR：含 0.5 mmol/L棕榈酸钠的高糖培养基（25 mmol/L）培养 H9c2细

胞系 18h体外模拟 2型糖尿病高糖高脂损伤后，行模拟心肌缺血/再灌注处理。

3）HG/HF+SIR+Mel：含 0.5 mmol/L棕榈酸钠、含褪黑素（100μmol/L）的高糖培养

基（25 mmol/L）培养 18h，最后行模拟心肌缺血/再灌注处理。

4）HG/HF+SIR+Mel+SIRT1 siRNA：SIRT1 siRNA干扰处理后，含 0.5 mmol/L棕榈

酸钠、含褪黑素（100 μmol/L）的高糖培养基（25 mmol/L）培养 18h，最后行模拟

心肌缺血/再灌注处理。

5）HG/HF+SIR+SIRT1 siRNA：SIRT1 siRNA干扰处理后，含 0.5 mmol/L棕榈酸钠

的高糖培养基（25 mmol/L）培养 18h，最后行模拟心肌缺血/再灌注处理。

2.2 2型糖尿病大鼠模型的建立

1）糖尿病高脂高糖饲料由第四军医大学动物实验中心制备，其中总热量含 40%脂肪，

41%碳水化合物，18%蛋白质。

2）高脂高糖饲料喂养大鼠 4周后，配制 STZ溶液。
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A液：柠檬酸 2.1g溶于 100ml水中；

B液：柠檬酸钠 2.94g溶于 100ml水中；

1:1混合 A与 B成柠檬酸缓冲液，使 ph在 4.2-4.5之间，STZ溶解于柠檬酸缓冲液避

光保存，现用现配。

4）大鼠禁食不禁水 12小时后腹腔注射 1次链脲佐菌素（STZ，35 mg/kg），注射后

继续高脂高糖饮食 1周，1周后禁食 12h，鼠尾取血检测血糖水平。空腹血糖大于或

等于 11.1 mmol/L为 2型糖尿病构建成功。

2.3 大鼠心肌缺血/再灌注手术操作

1）用清洁生理盐水配制浓度为 1%的戊巴比妥钠溶液，避光 4°C保存备用。

2）按照 50 mg/kg剂量给予大鼠腹腔注射戊巴比妥钠溶液。

3）静止观察 10分钟，用轻捏鼠尾巴方法判断麻醉成功后。

4）给大鼠颈部及胸部胸骨至左腋下剃毛。

5）将大鼠腹部向上固定于动物实验台，处于舒适体位。给予脱毛区域 75%酒精消毒

3次。

6）颈部正中开 1cm长切口，钝性分离筋膜及肌肉，显露气管。用眼科剪在气管处做

横切口后将橡胶插管插入，连接成都泰盟动物呼吸机。参数调至大鼠预设值，频率

60次/分左右，潮气量 10 ml/kg左右，呼吸比设置为 1:2。

7）在左侧胸部纵向切口，钝性分离胸部肌肉及筋膜，在三四肋间沿肋间隙方向做

0.5cm长度的切口。

8）用特制的小动物胸腔撑开器打开胸腔，显露心脏。

9）避免伤及肺部，刺穿心包膜，确定左心耳位置，在左心耳下缘 2mm处以 6-0无

创外科线穿入心肌组织，在结扎冠脉前降支前线结内穿过一小段消毒的橡胶管，以

避免线结伤及心肌肌肉组织。

10）以系紧线结后心前区组织变白为标志，开始计时，缺血开始。30min后松开线结，

再灌开始。
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2.4 大鼠超声心动图检测

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 72小时后，用小动物超声仪（Vevo770）

检测心脏功能。

2）大鼠胸部剃毛后采用异氟烷吸入麻醉，然后固定于超声仪操作台上。

3）等待数分钟后大鼠心率呼吸恢复平稳后，将超声耦合剂在心前区涂抹均匀，测定

二维超声心动图。

4）用仪器自带软件计算大鼠左室缩短分数（LVFS）及左室射血分数（LVEF）。

2.5 Evan’s blue/TTC 染色

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，立刻剪取心脏。

2）用清洁生理盐水清洗心脏后重新结扎冠脉左前降支，向主动脉逆灌 1ml浓度为 1%

的 Evan’s blue染液，漂洗心脏后立刻冻入-80°C冰箱。

3）20min将冻硬的心脏取出，用手术刀片垂直于心脏长轴将心脏切片成为 1mm厚度

的切片。

4）用生理盐水稍作漂洗后，立刻浸入已配好的 2%的 TTC溶液中，37°C水浴 30min。

5）多聚甲醛固定 6h后，取出拍照。

6）将数码照片用 ImageJ软件分析，其中白色区域为梗死区（infarct area），红色区

域为心肌缺血但是未梗死区，蓝色区域为未缺血区。白色区域和红色区域合并为相

对危险区（area at risk）。心肌梗死程度以梗死区面积/危险区面积表示。

2.6 心肌超氧化物生成量测定

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织

0.1g。

2）严格按照南京建成生物公司的说明书进行心肌组织心肌超氧化物生成量测定。

2.7 心肌组织丙二醛含量及超氧化物歧化酶活性检测

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织
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0.1g。

2）严格按照南京建成生物公司的说明书进行心肌组织心肌组织丙二醛含量及超氧化

物歧化酶活性测定。

2.8 TUNEL法检测凋亡率

2.8.1 心肌组织

1）每组随机分配 8个样本，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织。

2）将心肌组织置于多聚甲醛固定 72h后，脱水石蜡包埋备用。

3）在石蜡切片机上将组织蜡块切成 3μm厚的切片，小心置于 50°C清水水面摊片，

然后以载玻片捞取组织切片进行烤片操作 3h，备用。

4）常规脱蜡操作之后将载玻片置于水平湿盒中，加入蛋白酶 K打孔，37°C打孔 1h

后用 PBS小心摇洗 3次。

5）按照罗氏 TUNEL试剂盒说明书混合 A液与 B液，避光条件下滴在组织切片上，

37°C恒温水浴 2h。

6）取出切片用 PBS小心避光摇洗 3次后，再加入 1:1000配制的 DAPI试剂，常温

反应 15min后用 PBS小心摇洗 3次。

7）配制 50%的甘油 PBS溶液滴于载玻片，用盖玻片进行封片处理。

8）在共聚焦显微镜下观察心肌组织切片，其中绿色荧光标记凋亡细胞的细胞核，蓝

色荧光标记组织切片全部细胞的细胞核。采集荧光照片，以绿色数量/蓝色数量为心

肌组织凋亡率，进行统计分析。

2.8.2 心肌细胞

1）细胞爬片处理结束后，移走原有培养液，用 PBS液漂洗 1遍，加入 4%多聚甲醛

4°C固定 30min，移走多聚甲醛，用 PBS液漂洗 1遍，4°C存放备用。

2）准备载玻片滴一滴中性树胶，将盖玻片背面贴于载玻片上置于湿盒内固定 24h，

并做标记。

3）配制 0.1%浓度的 Triton X-100破膜液，滴加于爬片上，放回湿盒，37°C破膜 5-10min，
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然后用 PBS漂洗 3次（每次 5min）。

4）按照罗氏 TUNEL试剂盒说明书混合 A液与 B液，避光条件下滴在细胞爬片上，

37°C恒温水浴 1h。

5）其余步骤同上述。

2.9 H9c2高糖高脂处理

1）将 0.028g 棕榈酸钠溶解于 5ml 90°C PBS 中，然后将该溶液溶解于等体积的

20%BSA溶液中，震荡使二者混合均匀，得到 10 mM棕榈酸钠溶液。

2）0.22μm滤膜过滤该溶液后分装于-20°C保存，2周之内使用。

3）高糖 DMEM（25 mmol/L）与棕榈酸钠溶液 20:1配制成 0.5mmol/L高糖高脂培养

基，体外高糖高脂培养液培养 H9c2 18h模拟 2型糖尿病高脂高糖损伤。

2.10 H9c2细胞系模拟心肌缺血/再灌注损伤处理

1）经典体外模拟缺血液配方：4 mM HEPES，0.9 mM CaCl2·2H2O，0.49 mM MgCl2，

137 mM NaCl，12 mM KCl，10 mM脱氧葡萄糖，0.75 mM Na2SO3，20 mM C3H5O3Na，

调节 pH至 6.5。

2）模拟缺血时将细胞用 PBS漂洗三遍，加入模拟缺血液，最后将培养体系整体置于

含 95%N2和 5%CO2的无菌环境，37°C缺血 2h。

3）体外模拟再灌注时，吸走细胞模拟缺血液，用 PBS漂洗三遍，换为正常培养基，

最后将培养体系整体置于含 21% O2，5% CO2的 37°C常规的孵箱环境，时间为 4h。

2.11 小干扰 RNA处理

SIRT1 siRNA与转染试剂盒均购于美国 Santa Cruz公司，H9c2接种于 6孔细胞

培养板，其中转染 A液与 B液严格按照说明书配制。A液：20μl SIRT1 siRNA溶于

400μl转染培养液中，混匀；B液：20μl转染试剂溶于 400μl转染培养液中，混匀。

A液 B液混匀后室温静置 30min后可加入 6孔板的一个细胞孔，6小时后再加入含

20%FBS的普通培养基，继续培养 18h更换为正常培养基，进一步实验。
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2.12 细胞活力检测

1）将 H9c2细胞传代至 96孔细胞培养板，待细胞处理结束，用 PBS漂洗一遍，每

孔加入 10μl的 0.5%的MTT溶液及 100μl的 DMEM培养液。

2）将体系置于 37°C孵箱中孵育 4h，移走培养液，每孔加入 100μl的二甲基亚砜，

震荡混匀 20min后，调整酶标仪至 490nm，测定每孔吸光度。

2.13 Western blot检测蛋白表达

1）每组随机分配 8个样本，心肌缺血/再灌注 6小时后（细胞处理结束后），迅速冻

存样本。

2）用 RIPA buffer裂解样本，经过离心、定量、加上样缓冲液、煮沸等操作后，得到

上样样本。将上样样本置于-80°C环境保存，备用。

3）按照北京索莱宝公司Western blot配胶试剂盒说明书配制 SDS-PAGE蛋白电泳凝

胶。

4）每个泳道上样体积及蛋白总量一致（20-50µg），上层浓缩胶以 80V电压、下层分

离胶以 120V电压进行蛋白电泳操作。

5）小心将玻璃板上的凝胶取下，置于转膜液中。按照从上至下：三层滤纸-凝胶-PVDF

膜-三层滤纸安放好后，用转膜专用夹夹紧，然后置于转膜槽中，以 90V的电压转膜

50min。PVDF膜使用前用甲醇浸泡激活 10min。

6）用 TBST溶液配制脱脂奶粉，最终浓度为 5%。转膜结束后室温封闭 PVDF膜 3h。

7）按照分子量将 PVDF膜裁切整齐，分别加对应一抗，4°C孵育 12h，一抗配制严

格按照抗体说明书方法进行。

8）应用 TBST摇洗 3次（每次 5min）后，孵育对应的二抗，室温 2h，二抗配制严

格按照抗体说明书方法进行。

9）再次应用 TBST摇洗 3次（每次 5min）后，滴加 ECL发光液，用凝胶成像分析

系统进行成像操作，并用配套软件（ImageLab）进行分析。
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2.14 统计分析

以上实验数据经过相应软件转换、分析之后，应用 GraphPad Prism（V5.01）进

行统计处理，结果均以平均值±标准差（Mean ± SEM）表示。用 t检验进行两组之间

的比较，用单因素方差分析辅以 t检验方法进行多组之间的比较，若 P < 0.05则认为

两组具有统计学差异。

3 实验结果

3.1 2型糖尿病加重心肌缺血/再灌注损伤

高脂-STZ诱导处理的大鼠空腹血糖高于 11.1mmol/L认为糖尿病造模成功。如图

2-12A，B所示，糖尿病大鼠口服糖耐量和腹腔糖耐量显著受损，进一步提示糖尿病

建模成功。如图 2-12C-E所示，糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注 72h后，心功能较正常

大鼠再灌注 72h明显下降，提示糖尿病情况下，心肌缺血/再灌注后心功能恢复不良。

如图 2-12F-I所示，糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注 6h后，心肌梗死面积和凋亡率能较

正常大鼠再灌注 6h明显上升，提示糖尿病情况下，心肌缺血/再灌注后心肌梗死与凋

亡情况也明显加重。

3.2 2型糖尿病心肌 SIRT1信号受损，氧化应激与内质网应激加重

研究糖尿病大鼠氧化应激指标显示，与再灌注 4h的正常大鼠相比，糖尿病大鼠

心肌超氧化物生成量、gp91phox表达量及丙二醛释放量明显上升，而超氧化物歧化酶

明显下降，提示糖尿病大鼠心肌缺血 /再灌注后心肌氧化应激水平显著上升

（2-13A-D）。研究糖尿病大鼠 PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激心肌凋亡

通路显示，与再灌注 4h的正常大鼠相比，糖尿病大鼠心肌 PERK、eIF2α磷酸化水平

明显上升，ATF4与 CHOP表达量明显上调，提示糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注后心

肌内质网应激凋亡通路显著激活（2-13E-I）。

进一步研究发现，与正常大鼠假手术组相比，糖尿病假手术组心肌 SIRT1信号

显著下调，Ac-Foxo1表达显著升高，而经过缺血再灌注手术损伤后，SIRT1表达量

更低造成 Ac-Foxo1进一步上调，提示糖尿病心肌 SIRT1信号受损，可能是缺血再灌
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注损伤加重的重要因素（图 2-14B-C）。如图 2-14D-F所示，与再灌注 4h的正常大鼠

相比，糖尿病大鼠心肌凋亡明显加重，进一步提示糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注后心

肌凋亡水平明显上升。

我们又进行了体外细胞实验进一步验证在体动物实验结果。研究发现，与模拟

心肌缺血/再灌注 4h的正常 H9c2细胞相比，高糖高脂处理的细胞凋亡与氧化应激水

平明显加重（图 2-15），SIRT1信号受损，而 PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网

应激心肌凋亡通路被明显上调，提示高糖高脂模拟的 2型糖尿病损伤可在体外条件

下使 SIRT1信号通路受损，并且加重细胞氧化应激与内质网应激水平，造成凋亡加

重（2-16）。

3.3 褪黑素减轻糖尿病心肌缺血/再灌注损伤

如图 2-17A-C所示，糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注 72h后，褪黑素治疗组显著改

善心功能指标，而这种作用被 SIRT1抑制剂 Sirtinol所抑制，进一步研究发现，糖尿

病大鼠心肌缺血/再灌注 6h后，褪黑素治疗组可显著减轻心肌凋亡率与梗死面积，而

这种作用也被 Sirtinol所抑制（2-17D-G），提示糖尿病情况下，褪黑素可有效减轻心

肌缺血/再灌注损伤，减轻梗死从而保护心功能，SIRT1信号可能参与此过程。

3.4褪黑素减轻糖尿病心肌缺血/再灌注损伤氧化应激与内质网应激水平

我们进一步研究了褪黑素对糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注损伤氧化应激与内质网

应激的影响，如图 2-18A-D所示，与缺血再灌注组相比，褪黑素治疗组糖尿病大鼠

心肌超氧化物生成量、gp91phox表达量及丙二醛释放量明显下降，而超氧化物歧化酶

明显升高，而这种作用也被 Sirtinol所抑制，提示褪黑素可有效减轻糖尿病大鼠心肌

缺血/再灌注后心肌氧化应激水平，而 SIRT1通路同样发挥重要作用。进一步研究糖

尿病大鼠 PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激心肌凋亡通路显示，与缺血再

灌注组相比，褪黑素治疗组糖尿病大鼠心肌 PERK、eIF2α磷酸化水平明显下降，ATF4

与 CHOP表达量明显降低，而以上保护效果也被 Sirtinol所抑制，提示褪黑素可抑制

糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注后心肌内质网应激凋亡通路，而 SIRT1通路可能介导褪

黑素的保护作用（2-18E-I）。

进一步研究发现，与缺血再灌注组相比，褪黑素治疗可显著上调 SIRT1表达，
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下调 Ac-Foxo1水平，抑制心肌凋亡通路，而这种作用也被 Sirtinol所抑制。提示糖

尿病心肌 SIRT1信号受损，而褪黑素治疗可明显激动 SIRT1信号，发挥心肌保护作

用（图 19）。

我们又在体外实验中进一步验证，如图 2-20A所示，给予 H9c2不同浓度梯度褪

黑素处理后，均对高糖高脂刺激的 H9c2发挥了一定的保护作用，我们筛选 100μmol/L

的褪黑素浓度作为细胞实验的褪黑素浓度，如图 2-20B-I所示，与模拟心肌缺血/再

灌注 4h的 H9c2细胞相比，褪黑素处理的细胞凋亡与氧化应激水平明显下调，而

SIRT1的抑制剂同样抑制此保护作用。研究细胞 SIRT1信号及内质网应激水平显示，

H9c2细胞 SIRT1通路被褪黑素显著激活（图 2-21A-C），而 PERK-eIF2α-ATF4-CHOP

介导的内质网应激心肌凋亡通路被明显下调，褪黑素以上作用均被 SIRT1 siRNA抑

制（图 2-21D-G）。以上结果表明，糖尿病情况下心肌 SIRT1信号受损，导致氧化应

激与内质网应激加重，心肌凋亡通路被激活，而褪黑素可通过激动 SIRT1信号减轻

糖尿病心肌缺血/再灌注损伤，保护心功能。

4 实验讨论

本研究首次证实在糖尿病情况下，心肌 SIRT1信号通路受损可能是糖尿病心肌

缺血易损性的重要机制，而褪黑素可有效地激动 SIRT1信号，脱乙酰化 Ac-Foxo1进

而减轻氧化应激和内质网应激，减轻心肌缺血/再灌注损伤，褪黑素可能是 2型糖尿

病的状态下抗心肌缺血/再灌注损伤的新策略。

冠心病是 2型糖尿病最主要的致死疾病，2型糖尿病罹患冠心病的危险度比正常

个体高 2-5倍，而其预后明显更差[53-55]。氧化应激损伤是糖尿病缺血心肌易损性增加

的重要机制，事实上，高血糖、胰岛素抵抗都是糖尿病情况下氧化应激加重的原因[53,

55]，我们前期证实，氧化应激又可以加重内质网应激，进一步加重缺血损伤[229]。本

实验中，我们采用高脂饮食-STZ诱导的 2型糖尿病大鼠模型发现，与非糖尿病心肌

缺血损伤组相比，糖尿病损伤组氧化应激及内质网应激水平均显著加重，提示氧化

应激与内质网应激参与加重糖尿病缺血心肌损伤。

褪黑素已被证实是一种高效的自由基清除剂，其抗氧化的心血管保护作用越来

越受到关注。通过第一部分的实验，我们证实褪黑素可激动非糖尿病动物心肌 SIRT1
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信号，发挥显著地抗缺血再灌注损伤作用。然而，其在 2型糖尿病情况下对心肌缺

血/再灌注的影响及其机制尚不明确。我们在本研究中首次发现，褪黑素治疗同样可

减轻糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注引起的氧化应激与内质网应激水平，发挥明显的心

肌保护作用。而研究其机制发现，2型糖尿病大鼠心肌 SIRT1信号显著下调，而褪黑

素治疗可激动 SIRT1信号，同时，使用 Sirtinol在抑制 SIRT1的同时，也显著抑制了

褪黑素抗氧化应激与内质网应激的心肌保护作用，提示 SIRT1信号也是糖尿病情况

下褪黑素的心肌保护作用的关键信号通路。

本实验表明，褪黑素补充治疗可能是 2型糖尿病状态下抗心肌缺血/再灌注损伤

的新的治疗策略。值得注意的是，Peschke等发现，在 Goto Kakizaki大鼠（2型糖尿

病大鼠）及 2型糖尿病患者中，夜晚褪黑素分泌均较正常对照组明显降低，他们进

一步发现大鼠松果体腺体中褪黑素合成的关键限速酶芳烷基 -N-乙酰转移酶

（arylalkylamine-N-acetyltransferase，AANAT）活性显著下降，并提出这可能是褪黑

素分泌量下降的主要原因[230]。同时，McMullan等在 JAMA报道，在长期睡眠不规

律的人群中，褪黑素水平下降与糖尿病发病率上升密切相关[231, 232]。由于褪黑素对许

多器官均发挥抗氧化的保护作用，血浆褪黑素水平降低很可能是诱发糖尿病晚期多

器官并发症的重要因素。而糖尿病情况下褪黑素水平减低很有可能是心肌 SIRT1信

号受损进而加重缺血损伤的关键因素，而糖尿病情况下外源补充褪黑素可能是预防

并减轻心肌缺血损伤的新策略，本课题组将继续进行基础及临床实验，进一步明确

褪黑素抗糖尿病心肌缺血/再灌注损伤的机制，探讨其是否可以应用于临床糖尿病相

关并发症的防治。

总之，我们通过在体和离体的研究发现，2型糖尿病情况下 SIRT1信号受损是心

肌易损性增加的重要原因，而在此情况下，外源性补充褪黑素可通过激动 SIRT1信

号从而下调氧化应激与内质网应激水平，显著减轻心肌缺血/再灌注损伤。本研究为

糖尿病情况下应用褪黑素治疗心肌缺血/再灌注损伤提供了理论和实验依据，褪黑素

补充治疗可能是抗糖尿病心肌缺血/再灌注损伤的新策略。
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第三部分 Notch1/Hes1信号通路介导褪黑素
抗心肌缺血/再灌注损伤作用及机制研究

1 实验材料

1.1 仪器设备

大鼠心肌缺血/再灌注手术器械 上海医疗手术器械厂

小动物手术台 美国 Harvard Appraatus公司

小动物呼吸机 成都泰盟科技有限公司

外科手术缝合线 美国 ETHICON公司

医用玻璃皿 南通海伦生物公司

动物剃毛器 上海玉研科学仪器有限公司

RM6240B型多到生理信号处理系统 成都泰盟科技有限公司

医用超声耦合剂 山东九尔生物有限公司

小动物超声仪器及分析系统 加拿大 Visual Sonics公司

单道可调量程移液器 德国 Eppendorf公司

血糖仪 长沙三诺科技公司

涡旋震荡器 德国Wiggens公司

组织匀浆机 美国 Pro Scientific公司

台式通用摇床 江苏其林贝尔公司

恒温磁力搅拌器 上海科升仪器有限公司

电子精密天平 瑞士Mettler Toledo公司

低温离心机 湖南湘仪公司

恒温水浴箱 陕西欧凯科技有限公司

雪花制冰机 无锡沃信

纯水/超纯水一体化系统 美国Merck Millipore公司

凝胶电泳仪 美国 Bio-Rad公司
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蛋白凝胶电泳玻璃板 美国 Bio-Rad公司

凝胶成像分析系统 美国 Bio-Rad公司

多功能酶标仪 SpectraMax M5 美国Molecular Devices公司

双目荧光显微镜 日本奥林巴斯公司

共聚焦显微镜 日本奥林巴斯公司

细胞培养板 美国 Corning公司

细胞培养超净台 无锡易纯净化设备公司

细胞培养箱 美国 Thermo公司

倒置显微镜 日本奥林巴斯公司

1.2 实验动物及细胞系

1）健康雄性 Sprague-Dawley大鼠，体质量 220-250g，采购于实验动物由第四军医大

学动物实验中心。

2）H9c2细胞系购于上海天成生物科技有限公司。

1.3 实验试剂

褪黑素 美国 Sigma-Aldrich公司

戊巴比妥钠 北京索莱宝有限公司

异氟烷 上海玉研科学仪器公司

伊文氏蓝 北京索莱宝有限公司

2,3,5—氯化三苯基四氮唑 北京索莱宝有限公司

Luzindole（褪黑素膜受体拮抗剂） 美国 Santa Cruz公司

DAPT（Notch1抑制剂） 美国 Santa Cruz公司

二甲基亚砜（DMSO） 美国 Sigma-Aldrich公司

DMEM细胞培养液 美国 Hyclone公司

胎牛血清 杭州四季青公司

胰蛋白酶 上海碧云天公司

Notch1 siRNA及转染试剂盒 美国 Santa Cruz公司
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Hes1 siRNA及转染试剂盒 美国 Santa Cruz公司

Sirtinol 美国 Santa Cruz公司

TUNEL试剂盒 德国罗氏公司

DAPI 美国 Sigma-Aldrich公司

MTT 上海阿拉丁公司

GP91phox 抗体 美国 Santa Cruz公司

Notch1抗体 美国 Santa Cruz公司

NICD抗体 英国 Abcam公司

Hes1抗体 美国 Santa Cruz公司

PTEN抗体 美国 Santa Cruz公司

Akt抗体 美国 Santa Cruz公司

p-Akt抗体 美国 Santa Cruz公司

Bcl-2抗体 美国 Santa Cruz公司

Bax抗体 美国 Santa Cruz公司

caspase-3抗体 美国 Santa Cruz公司

β-actin抗体 美国 Santa Cruz公司

α-actin抗体 英国 Abcam公司

HRP标记的羊抗鼠 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

HRP标记的羊抗兔 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

HRP标记的兔抗羊 IgG 二抗 北京中杉金桥公司

RIPA 裂解液 上海碧云天公司

蛋白酶抑制剂 德国罗氏公司

BCA蛋白定量试剂盒 美国Merck Millipore公司

Tris碱 西安国安生物公司

Tween-20 北京索莱宝有限公司

甘氨酸 西安国安生物公司

SDS-PAGE凝胶试剂盒 北京索莱宝科技有限公司

聚偏二氟乙烯（PVDF）膜 美国Merck Millipore公司

蛋白上样缓冲液 上海碧云天公司
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蛋白预染Marker 美国Merck Millipore公司

ECL发光液 美国Merck Millipore公司

Cy3标记的羊抗兔 IgG 二抗 武汉博士德生物公司

FITC标记的驴抗羊 IgG 二抗 北京康为生物科技公司

Texas Red标记的驴抗兔 IgG二抗 美国 Abbkine公司

2 实验方法

2.1 实验分组

2.1.1动物分组

2.1.1.1 探讨实验剂量的 DAPT与 Luz对假手术组心脏功能、凋亡率和心脏梗死面积

的影响

将实验大鼠随机分为 3组：

1）Sham假手术组：大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，作为假

手术组。

2）Sham+DAPT组：大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，10min

后腹腔给予 DAPT（50 mg/kg）注射 1次。

3）Sham+Luz组：大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，10min后

腹腔给予 Luz（5 mg/kg）注射 1次，手术前三天每天给予 Luz（2 mg/kg）腹腔注射。

2.1.1.2探讨 DAPT与 Luz对褪黑素抗缺血再灌注损伤作用的影响及可能的机制

将实验大鼠随机分为 5组：

1）Sham假手术组：大鼠行心肌缺血/再灌注手术，心肌穿线但是不做结扎，作为假

手术组。

2）MI/R+V组：大鼠给予对应剂量的 DAPT或 Luz的溶剂处理，然后行常规心肌缺

血/再灌注手术。

3）MI/R+Mel组：每天褪黑素（10 mg/kg）灌胃 4周后行心肌缺血/再灌注手术。

4）MI/R+Mel+DAPT组：大鼠给予褪黑素及 DAPT剂量和方式同上。

5）MI/R+Mel+Luz组：大鼠给予褪黑素及 Luz剂量和方式同上。
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2.1.2细胞分组

H9c2细胞系分为 8组

1）Con组：含 10%的胎牛血清的低糖 DMEM（5.5 mmol/L）培养基常规培养 H9c2

细胞系。

2）SIR组：DMEM培养基常规培养 H9c2细胞系 28h后行模拟心肌缺血/再灌注处理

（缺血 2h，再灌注 4h）。

3）SIR+Mel组：DMEM培养基常规培养 H9c2细胞系 24h后，褪黑素（100 μmol/L）

处理 4h后行模拟心肌缺血/再灌注处理（缺血 2h，再灌注 4h）。

4）SIR+Mel+Luz组：DMEM培养基常规培养H9c2细胞系 24h后，褪黑素（100 μmol/L）

与 Luz（10μmol/L）共同处理 4h后行模拟心肌缺血/再灌注处理（缺血 2h，再灌注

4h）。

5）SIR+Mel+Notch1 siRNA组：H9c2细胞首先进行 Notch1 siRNA干扰处理，然后

褪黑素（100 μmol/L）处理 4h，最后行模拟心肌缺血/再灌注处理（缺血 2h，再灌注

4h）。

6）SIR+Mel+Hes1 siRNA组：H9c2细胞首先进行 Hes1 siRNA干扰处理，然后褪黑

素（100 μmol/L）处理 4h，最后行模拟心肌缺血/再灌注处理（缺血 2h，再灌注 4h）。

7）SIR+Notch1 siRNA组：H9c2细胞首先进行 Notch1 siRNA干扰处理，然后普通

DMEM处理 4h，最后行模拟心肌缺血/再灌注处理（缺血 2h，再灌注 4h）。

8）SIR+Hes1 siRNA组：H9c2细胞首先进行 Hes1 siRNA干扰处理，然后普通 DMEM

处理 4h，最后行模拟心肌缺血/再灌注处理（缺血 2h，再灌注 4h）。

2.2 大鼠心肌缺血/再灌注手术操作

1）用清洁生理盐水配制浓度为 1%的戊巴比妥钠溶液，避光 4°C保存备用。

2）按照 50 mg/kg剂量给予大鼠腹腔注射戊巴比妥钠溶液。

3）静止观察 10分钟，用轻捏鼠尾巴方法判断麻醉成功后。

4）给大鼠颈部及胸部胸骨至左腋下剃毛。

5）将大鼠腹部向上固定于动物实验台，处于舒适体位。给予脱毛区域 75%酒精消毒

3次。
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6）颈部正中开 1cm长切口，钝性分离筋膜及肌肉，显露气管。用眼科剪在气管处做

横切口后将橡胶插管插入，连接成都泰盟动物呼吸机。参数调至大鼠预设值，频率

60次/分左右，潮气量 10 ml/kg左右，呼吸比设置为 1:2。

7）在左侧胸部纵向切口，钝性分离胸部肌肉及筋膜，在三四肋间沿肋间隙方向做

0.5cm长度的切口。

8）用特制的小动物胸腔撑开器打开胸腔，显露心脏。

9）避免伤及肺部，刺穿心包膜，确定左心耳位置，在左心耳下缘 2mm处以 6-0无

创外科线穿入心肌组织，在结扎冠脉前降支前线结内穿过一小段消毒的橡胶管，以

避免线结伤及心肌肌肉组织。

10）以系紧线结后心前区组织变白为标志，开始计时，缺血开始。30min后松开线结，

再灌开始。

2.3 大鼠超声心动图检测

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 24小时后，用小动物超声仪（Vevo770）

检测心脏功能。

2）大鼠胸部剃毛后采用异氟烷吸入麻醉，然后固定于超声仪操作台上。

3）等待数分钟后大鼠心率呼吸恢复平稳后，将超声耦合剂在心前区涂抹均匀，测定

二维超声心动图。

4）用仪器自带软件计算大鼠左室缩短分数（LVFS）及左室射血分数（LVEF）。

2.4 Evan’s blue/TTC染色

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，立刻剪取心脏。

2）用清洁生理盐水清洗心脏后重新结扎冠脉左前降支，向主动脉逆灌 1ml浓度为 1%

的 Evan’s blue染液，漂洗心脏后立刻冻入-80°C冰箱。

3）20min将冻硬的心脏取出，用手术刀片垂直于心脏长轴将心脏切片成为 1mm厚度

的切片。

4）用生理盐水稍作漂洗后，立刻浸入已配好的 2%的 TTC溶液中，37°C水浴 30min。

5）多聚甲醛固定 6h后，取出拍照。
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6）将数码照片用 ImageJ软件分析，其中白色区域为梗死区（infarct area），红色区

域为心肌缺血但是未梗死区，蓝色区域为未缺血区。白色区域和红色区域合并为相

对危险区（area at risk）。心肌梗死程度以梗死区面积/危险区面积表示。

2.5 心肌超氧化物生成量测定

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织

0.1g。

2）严格按照南京建成生物公司的说明书进行心肌组织心肌超氧化物生成量测定。

2.6 心肌组织丙二醛含量及超氧化物歧化酶活性检测

1）每组随机分配 8只动物，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织

0.1g。

2）严格按照南京建成生物公司的说明书进行心肌组织心肌组织丙二醛含量及超氧化

物歧化酶活性测定。

2.7 TUNEL法检测凋亡率

2.7.1 心肌组织

1）每组随机分配 8个样本，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织。

2）将心肌组织置于多聚甲醛固定 72h后，脱水石蜡包埋备用。

3）在石蜡切片机上将组织蜡块切成 3μm厚的切片，小心置于 50°C清水水面摊片，

然后以载玻片捞取组织切片进行烤片操作 3h，备用。

4）常规脱蜡操作之后将载玻片置于水平湿盒中，加入蛋白酶 K打孔，37°C打孔 1h

后用 PBS小心摇洗 3次。

5）按照罗氏 TUNEL试剂盒说明书混合 A液与 B液，避光条件下滴在组织切片上，

37°C恒温水浴 2h。

6）取出切片用 PBS小心避光摇洗 3次后，再加入 1:1000配制的 DAPI试剂，常温

反应 15min后用 PBS小心摇洗 3次。
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7）配制 50%的甘油 PBS溶液滴于载玻片，用盖玻片进行封片处理。

8）在共聚焦显微镜下观察心肌组织切片，其中绿色荧光标记凋亡细胞的细胞核，蓝

色荧光标记组织切片全部细胞的细胞核。采集荧光照片，以绿色数量/蓝色数量为心

肌组织凋亡率，进行统计分析。

2.7.2 心肌细胞

1）细胞爬片处理结束后，移走原有培养液，用 PBS液漂洗 1遍，加入 4%多聚甲醛

4°C固定 30min，移走多聚甲醛，用 PBS液漂洗 1遍，4°C存放备用。

2）准备载玻片滴 1滴中性树胶，将盖玻片背面贴于载玻片上置于湿盒内固定 24h，

并做标记。

3）配制 0.1%浓度的 Triton X-100破膜液，滴加于爬片上，放回湿盒，37°C破膜 5-10min，

然后用 PBS漂洗 3次（每次 5min）。

4）按照罗氏 TUNEL试剂盒说明书混合 A液与 B液，避光条件下滴在细胞爬片上，

37°C恒温水浴 1h。

5）其余步骤同上述。

2.8 H9c2细胞系模拟心肌缺血/再灌注损伤处理

1）经典体外模拟缺血液配方：4 mM HEPES，0.9 mM CaCl2·2H2O，0.49 mM MgCl2，

137 mM NaCl，12 mM KCl，10 mM脱氧葡萄糖，0.75 mM Na2SO3，20 mM C3H5O3Na ，

调节 pH至 6.5。

2）模拟缺血时将细胞用 PBS漂洗三遍，加入模拟缺血液，最后将培养体系整体置于

含 95%N2和 5%CO2的无菌环境，37°C缺血 2h。

3）体外模拟再灌注时，吸走细胞模拟缺血液，用 PBS漂洗三遍，换为正常培养基，

最后将培养体系整体置于含 21% O2，5% CO2的 37°C常规的孵箱环境，时间为 4h。

2.9 小干扰 RNA处理

Notch1/Hes1 SiRNA与转染试剂盒均购于美国 Santa Cruz公司，H9c2接种于 6

孔细胞培养板，其中转染 A液与 B液严格按照说明书配制。A液：20μl SIRT1 siRNA
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溶于 400μl转染培养液中，混匀；B液：20μl转染试剂溶于 400μl转染培养液中，混

匀。A液 B液混匀后室温静置 30min后可加入 6孔板的一个细胞孔，6小时后再加

入含 20%FBS的普通培养基，继续培养 18h更换为正常培养基，进一步实验。

2.10 细胞活力检测

1）将 H9c2细胞传代至 96孔细胞培养板，待细胞处理结束，用 PBS漂洗 1遍，每

孔加入 10μl的 0.5%的MTT溶液及 100μl的 DMEM培养液。

2）将体系置于 37°C孵箱中孵育 4 h，移走培养液，每孔加入 100μl的二甲基亚砜，

震荡混匀 20min后，调整酶标仪至 490nm，测定每孔吸光度。

2.11Western blot检测蛋白表达

1）每组随机分配 8个样本，心肌缺血/再灌注 6小时后（细胞处理结束后），迅速冻

存样本。

2）用 RIPA buffer裂解样本，经过离心、定量、加上样缓冲液、煮沸等操作后，得到

上样样本。将上样样本置于-80°C环境保存，备用。

3）按照北京索莱宝公司Western blot配胶试剂盒说明书配制 SDS-PAGE蛋白电泳凝

胶。

4）每个泳道上样体积及蛋白总量一致（20-50µg），上层浓缩胶以 80V电压、下层分

离胶以 120V电压进行蛋白电泳操作。

5）小心将玻璃板上的凝胶取下，置于转膜液中。按照从上至下：三层滤纸-凝胶-PVDF

膜-三层滤纸安放好后，用转膜专用夹夹紧，然后置于转膜槽中，以 90V的电压转膜

50min。PVDF膜使用前用甲醇浸泡激活 10min。

6）用 TBST溶液配制脱脂奶粉，最终浓度为 5%。转膜结束后室温封闭 PVDF膜 3h。

7）按照分子量将 PVDF膜裁切整齐，分别加对应一抗，4°C孵育 12h，一抗配制严

格按照抗体说明书方法进行。

8）应用 TBST摇洗 3次（每次 5min）后，孵育对应的二抗，室温 2h，二抗配制严

格按照抗体说明书方法进行。

9）再次应用 TBST摇洗 3次（每次 5min）后，滴加 ECL发光液，在凝胶成像分析
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系统进行成像操作，并用配套软件（ImageLab）进行分析。

2.12 免疫荧光操作

2.12.1 心肌组织

1）每组随机分配 8个样本，心肌缺血/再灌注 6小时后，迅速取大鼠缺血区心肌组织。

2）将心肌组织置于多聚甲醛固定 72h后，脱水石蜡包埋备用。

3）在石蜡切片机上将组织蜡块切成 3μm厚的切片，小心置于 50°C清水水面摊片，

然后以载玻片捞取组织切片进行烤片操作 3h，备用。

4）常规脱蜡操作之后将载玻片置于水平湿盒中，加入蛋白酶 K打孔，37°C打孔 1h

后用 PBS小心摇洗 3次。

5）配制 2%的 BSA溶液并滴加至每个样本室温封闭 1h。

6）配α-actin抗体稀释液（1:200）并滴加至每个样本，4°C过夜。

7）将标本用 PBS漂洗 3次，每次 5min。然后重新用 2%的 BSA溶液室温封闭 1h。

8）配 Notch1或 Hes1抗体稀释液（1:50）并滴加至每个样本，4°C过夜。

9）将标本用 PBS漂洗 3次，每次 5min，然后分别用对应的荧光二抗依次进行孵育，

每次室温 2h并注意避光。两次孵育之间及结束后均用 PBS漂洗标本 3次，每次 5min。

10）取出切片用 PBS漂洗 3次后，每次 5min，再加入 1:1000配制的 DAPI试剂，常

温反应 15min后用 PBS小心摇洗 3次。

11）配制 50%的甘油 PBS溶液滴于载玻片，用盖玻片进行封片处理。

12）在荧光显微镜下观察心肌组织切片，采集照片并用 ImagePro plus软件进行统计

分析。

2.12.2 心肌细胞

1）细胞爬片处理结束后，移走原有培养液，用 PBS液漂洗 1遍，加入 4%多聚甲醛

4°C固定 30min，移走多聚甲醛，用 PBS液漂洗 1遍，4°C存放备用。

2）准备载玻片滴 1滴中性树胶，将盖玻片背面贴于载玻片上置于湿盒内固定 24h，

并做标记。
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3）配制 0.1%浓度的 Triton X-100破膜液，滴加于爬片上，放回湿盒，37°C破膜 5-10min，

然后用 PBS漂洗 3次（每次 5min）。

4）配制 2%的 BSA溶液并滴加至每个样本室温封闭 1h。

5）配α-actin抗体稀释液（1:200）并滴加至每个样本，4°C过夜。

6）将标本用 PBS漂洗 3次，每次 5min。然后重新用 2%的 BSA溶液室温封闭 1h。

7）配 Notch1或 Hes1抗体稀释液（1:50）并滴加至每个样本，4°C过夜。

8）将标本用 PBS漂洗 3次，每次 5min，然后分别用对应的荧光二抗依次进行孵育，

每次室温 2h并注意避光。两次孵育之间及结束后均用 PBS漂洗标本 3次，每次 5min。

9）取出切片用 PBS漂洗 3次后，每次 5min，再加入 1:1000配制的 DAPI试剂，常

温反应 15min后用 PBS小心摇洗 3次。

10）配制 50%的甘油 PBS溶液滴于载玻片，用盖玻片进行封片处理。

11）在荧光显微镜下观察心肌组织切片，采集照片并用 ImagePro plus软件进行统计

分析。

2.13 统计分析

以上实验数据经过相应软件转换、分析之后，应用 GraphPad Prism（V5.01）进

行统计处理，结果均以平均值±标准差（Mean ± SEM）表示。用 t检验进行两组之间

的比较，用单因素方差分析辅以 t检验方法进行多组之间的比较，若 P < 0.05则认为

两组具有统计学差异。

3 实验结果

如图 2-22所示，本实验采用的 DAPT与 Luz剂量均对假手术组再灌注 24h后心

脏功能以及再灌注 6h后心肌梗死与凋亡程度无显著影响，提示实验剂量安全，无明

显心脏毒性。接下来，我们研究了 DAPT与 Luz对褪黑素心肌保护作用的影响，如

图 2-23A-C及表 2-1所示，褪黑素对再灌注 24h心功能的改善作用被 DAPT及 Luz

显著抑制，进一步研究发现，褪黑素减轻梗死与凋亡的作用也被二者所抑制（图

2-23D-G），提示褪黑素的心肌保护作用与其膜受体及 Notch信号密切相关。

我们下一步研究了 DAPT和 Luz对细胞凋亡信号通路及氧化应激损伤的影响，



第四军医大学博士学位论文

-80-

如图 2-24A-C所示，与 MI/R+Mel相比，DAPT和 Luz均显著上调 caspase-3和 Bax

表达，下调 Bcl-2表达，提示褪黑素抗凋亡的作用也被二者所抑制。如图 2-24D-G所

示，DAPT和 Luz也显著增加心肌超氧化物生成量、gp91phox表达量及丙二醛的含量，

降低超氧化物歧化酶水平，提示褪黑素抑制凋亡信号，减轻氧化应激损伤的作用也

被二者所抑制。

分析心肌 Notch1/Hes1信号及 PTEN/Akt信号发现，褪黑素治疗在体内实验中明

显上调心肌 Notch1、NICD、Hes1的表达，同时下调 PTEN表达从而激动 Akt通路，

而这些作用均可被 Luz及 DAPT所抑制，提示褪黑素的心肌保护作用可能与其激动

心肌 Notch1/Hes1信号有关，而 PTEN/Akt有可能是其下游的信号通路，二者共同通

过褪黑素膜受体介导的途径被调控。为了进一步研究其上下游关系，我们使用 H9c2

细胞系进行了体外实验。

首先，我们探讨了 control siRNA及Notch1/Hes1 siRNA对H9c2细胞的干扰效率，

蛋白印迹及免疫荧光实验表明，Notch1/Hes1 siRNA的干扰效率良好，可显著下调对

应蛋白的表达（图 2-26）。随后，我们评价了实验剂量的 Luz对正常细胞以及模拟缺

血再灌注处理细胞生存情况的影响，研究发现，Luz（10 μmol/L）处理 4h对细胞凋

亡以及生存率均无显著影响，提示实验剂量的 Luz无明显细胞毒性。

如图 2-28A所示，褪黑素对 H9c2细胞生存率无明显影响。而图 2-28B-F表明，

体外干扰 Notch1信号后可明显抑制褪黑素的抗凋亡抗氧化应激作用，结合体内实验

结果，提示 Notch1信号是褪黑素心肌保护作用的关键分子。进一步研究发现，干扰

Notch1信号后，褪黑素抑制细胞凋亡的作用减弱（图 2-29A-C），同时 NICD、Hes1

的表达均下降，而 PTEN的表达明显上升，Akt被显著磷酸化激活，提示 Notch1信

号通过调控 Hes1表达，从而影响 PTEN/Akt通路，与体内实验互相印证（图 2-29D-J）。

进一步采用 Hes1小干扰 RNA抑制 Hes1表达显示，抑制 Hes1也显著抑制褪黑

素抗凋亡及减轻细胞氧化应激损伤的作用（图 2-30）。褪黑素抑制 caspase-3、Bax表

达，促进 Bcl-2表达的作用也被 Hes1 siRNA所减弱（图 2-31A-C），更重要的是，Hes1

siRNA还明显上调 PTEN的表达，下调 Akt的磷酸化水平（图 2-31D-F），以上结果

均提示 Hes1可在体外模拟缺血再灌注情况下调控 PTEN/Akt通路，发挥细胞保护作

用。

最后我们研究了褪黑素膜受体在此过程中的作用，我们发现，体外应用 Luz可
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明显下调褪黑素的细胞保护作用，上调细胞凋亡通路（图 2-32）。如图 2-33所示，

Luz处理可明显抑制褪黑素的抗氧化应激损伤作用（图 2-33A，B），同时，Luz也可

以明显下调 NICD与 Hes1的表达，上调 PTEN表达从而抑制 Akt的磷酸化激活（图

2-33C-D），提示褪黑素激动 Notch1/Hes1信号调控 PTEN/Akt通路的作用是褪黑素膜

受体介导的。

4 实验讨论

本实验在体和离体的实验首次证实 Notch1也是褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤

的关键信号通路，Notch1可通过下游的 Hes1调控 PTEN进而激活 Akt信号通路，这

可能是褪黑素心肌保护作用的新机制，同时，我们证实以上作用是褪黑素受体介导

的。

Notch信号是一类进化上高度保守的细胞信号通路，已发现成年心肌细胞最主要

表达 Notch受体类型是 Notch1，Notch是单次跨膜受体，其包括 3个区段，胞外段、

跨膜段和胞内段，当相互邻近的细胞配体与受体结合后，Notch信号通路被激活，

Notch受体跨膜区段 1743位甘氨酸和 1744位缬氨酸被γ分泌酶（γ-Secretase，天冬氨

酸蛋白酶复合体）剪切，使 Notch受体胞内区段（Notch intracellular domain，NICD）

解离并激活转位至细胞核，进而调控 Hes (Hairy/enhancer of split)、Hey (Hes-related

proteins)及 Nrarp (Notch-regulated ankyrin repeat protein)等家族的基因表达[200, 233]（图

1-17）。以上蛋白可进一步调控下游 cMyc、cyclin D1等等其他基因的转录与翻译，

最终决定细胞的增殖、分化与凋亡过程。更重要的是，Pei等发现，激动 Notch1/Hes1

信号通路可抑制 iNOS表达进而减轻氧化应激与硝化应激水平，发挥抗心肌缺血/再

灌注损伤的作用，提示 Notch1信号可调控器官缺血再灌注损伤，尤其是在心肌缺血

/再灌注过程中发挥重要的保护作用，其具体机制可能与减轻氧化应激、抗凋亡有关
[218]。然而，在心血管系统，褪黑素对 Notch1/Hes1的调控作用及其机制尚未见报道。

在本研究中，我们通过体外及体内实验发现，褪黑素治疗可显著激活心肌缺血/再灌

注后 Notch1/Hes1信号通路，而 Notch1信号抑制剂可显著抑制其心肌保护作用，提

示 Notch1是褪黑素心肌保护作用的关键分子。

PTEN是 1997年发现的具有双特异磷酸酶活性的抑癌基因，其参与细胞的生长、
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凋亡、粘附、迁移等多个过程。而 PI3K/Akt信号是公认的心肌生存信号，是许多心

肌保护药物的共同靶点[53, 56]。有文献证实，在胸腺瘤和 T细胞淋巴瘤中 Hes1可抑制

PTEN从而促进 PI3K/Akt信号通路[219, 220]。而 Pei等证实激动心肌 Notch1/Hes1信号

是通过 PTEN信号进而激动 Akt保护发挥抗心肌缺血/再灌注损伤作用的[218]。在本实

验中，应用 DAPT阻断 Notch1信号后，褪黑素对 PTEN及 Akt的调控作用消失，提

示 Notch1与 PTEN/Akt信号在褪黑素的心肌保护作用中密切相关，可能存在上下游

关系。而细胞实验结果表明，Hes1 siRNA也可显著抑制褪黑素对 PTEN/Akt的调控

作用，进一步提示 PTEN/Akt是 Notch1/Hes1信号的下游，共同参与褪黑素抗氧化应

激的心血管保护作用。

我们进一步研究了褪黑素膜受体在此过程中的作用，第一部分实验证实，褪黑

素受体参与其心肌保护作用，在本研究中，褪黑素膜受体拮抗剂 Luzindole不仅抑制

了褪黑素抗氧化应激、促生存的作用，也抑制了其对 Notch1/Hes1及 PTEN/Akt信号

的调控作用，说明此过程也是通过褪黑素膜受体介导的。尽管这一过程的具体机制

有待于进一步研究，我们的结果仍然提示，褪黑素膜受体激动剂可能是心肌保护的

又一个重要的靶点。

更有意义的是，本课题组近期发现，在糖尿病动物心肌组织中 Notch1胞内段及

Hes1的表达水平显著降低，而比较糖尿病动物与非糖尿病动物，在心肌缺血/再灌注

后，糖尿病心肌 Notch1/Hes1信号也显著下调，内质网应激水平明显上升。而糖尿病

动物给予褪黑素治疗后，其心肌 Notch1信号明显上调，提示 Notch1/Hes1信号受损

可能也是糖尿病心肌易损性增加的重要原因。褪黑素还可以激动 Notch1信号通路抗

糖尿病心肌缺血损伤（未发表数据）。以上研究进一步提示，褪黑素可能发挥抗糖尿

病心肌损伤的作用，本课题组将继续阐明其机制。

总之，我们通过在体和离体研究发现，褪黑素治疗可通过褪黑素膜受体介导的

途径激活 Notch1/Hes1信号通路进而调控 PTEN/Akt抑制心肌凋亡。本研究揭示了褪

黑素心血管保护作用的新机制，并提示褪黑素膜受体和 Notch1信号是药物研发的新

靶点。
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附 图

图 2-1 褪黑素对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心功能的影响。(A) 再灌注 72h后代表

性超声心动图；(B) 左室射血分数（LVEF）；(C) 左室缩短分数（LVFS）。结果用

mean ± S.E.M.表示，n= 6。**P < 0.01 versus Sham组，##P < 0.01 versus MI/R+V组。
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图 2-2褪黑素对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心肌凋亡率、梗死面积、血浆乳酸脱氢

酶及肌酸激酶的影响。(A) 左：代表性 TUNEL图（400×），绿色标示凋亡细胞核，

蓝色标示总细胞核；右：凋亡率统计图；(B) 上：心肌 Evans blue-TTC双染图；下：

梗死面积统计图；(C) 血浆乳酸脱氢酶（LDH）水平；(D) 血浆肌酸激酶（CK）水

平。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 6。**P < 0.01 versus Sham组，##P < 0.01 versus

MI/R+V组。

图 2-3 褪黑素对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心肌氧化应激指标的影响。(A) 心肌超

氧化物生成量；(B) 心肌 gp91phox表达量；(C) 心肌丙二醛（MDA）水平；(D) 心肌

超氧化物歧化酶（SOD）水平。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 6。**P < 0.01 versus Sham

组，##P < 0.01 versus MI/R+V组。
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图 2-4褪黑素对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心肌 SIRT1信号通路与心肌凋亡通路的

影响。(A) SIRT1表达；(B) Ac-Foxo1 表达；(C) Bcl-2 表达；(D) Bax表达；(E) cleaved

caspase-3 表达；(F) 总 caspase-3表达。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 6。**P < 0.01

versus Sham组，##P < 0.01 versus MI/R+V组。
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图 2-5 Luzindole与 EX527对假手术组大鼠心功能的影响。(A) 代表性超声心动图；

(B) 左室射血分数（LVEF）；(C) 左室缩短分数（LVFS）。结果用 mean ± S.E.M.表示，

n= 6。

图 2-6 Luzindole与 EX527对假手术组大鼠心肌凋亡率、梗死面积、血浆乳酸脱氢酶

及肌酸激酶的影响。(A) 左：代表性 TUNEL图（400×），绿色标示凋亡细胞核，蓝

色标示总细胞核；右：凋亡率统计图；(B) 上：心肌 Evans blue-TTC双染图；下：

梗死面积统计图；(C) 血浆乳酸脱氢酶（LDH）水平；(D) 血浆肌酸激酶（CK）水

平。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 6。
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图 2-7 Luzindole与 EX527对假手术组大鼠心肌凋亡通路的影响。(A) Bcl-2表达；(B)

Bax表达；(C) cleaved caspase-3表达；(D) 总 caspase-3表达。结果用 mean ± S.E.M.

表示，n= 6。

图 2-8 褪黑素、Luzindole与 EX527对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心功能的影响。

(A) 再灌注 72h后代表性超声心动图；(B) 左室射血分数（LVEF）；(C) 左室缩短分
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数（LVFS）；结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 6。&&P < 0.01 versus MI/R+Mel组，##P <

0.01 versus MI/R+V组。

图 2-9 褪黑素、Luzindole与 EX527对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心肌凋亡率、梗

死面积、血浆乳酸脱氢酶及肌酸激酶的影响。(A) 上：代表性 TUNEL图（400×），

绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；下：凋亡率统计图；(B) 上：心肌 Evans

blue-TTC双染图；下：梗死面积统计图；(C) 血浆乳酸脱氢酶（LDH）水平；(D) 血
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浆肌酸激酶（CK）水平。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 6。&&P < 0.01 versus MI/R+Mel

组，##P < 0.01 versus MI/R+V组。

图 2-10 褪黑素、Luzindole与 EX527对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心肌氧化应激

指标的影响。(A) 心肌超氧化物生成量；(B) 心肌 gp91phox表达量；(C) 心肌丙二醛

（MDA）水平；(D) 心肌超氧化物歧化酶（SOD）水平。结果用 mean ± S.E.M.表示，

n= 6。&&P < 0.01 versus MI/R+Mel组，##P < 0.01 versus MI/R+V组。
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图 2-11 褪黑素、Luzindole与 EX527对大鼠心肌缺血/再灌注手术后心肌 SIRT1信

号通路与心肌凋亡通路的影响。(A) SIRT1表达；(B) Ac-Foxo1表达；(C) Bcl-2表达；

(D) Bax表达；(E) cleaved caspase-3表达；(F) 总 caspase-3表达。结果用 mean ± S.E.M.

表示，n= 6。&&P < 0.01 versus MI/R+Mel组，##P < 0.01 versus MI/R+V组。
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图 2-12 2型糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注手术对心功能、心肌梗死面积及凋亡率的影

响。(A) 口服糖耐量测试（OGTT）；(B) 腹腔糖耐量测试（IPGTT）；(C) 代表性超

声心动图；(D) 左室射血分数（LVEF）；(E) 左室缩短分数（LVFS）；(F) 代表性心

肌 Evans blue-TTC 双染图；(G) 心肌梗死面积统计图；(H) 代表性 TUNEL图（400×），

绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；(I)凋亡率统计图。结果用 mean ± S.E.M.

表示，n= 8。aaP < 0.01 versus Con组，bbP < 0.01 versus Sham组。
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图 2-13 2 型糖尿病大鼠心肌缺血 /再灌注手术对心肌氧化应激指标及

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激水平的影响。(A) 心肌超氧化物生成量；

(B) 心肌 gp91phox表达量；(C) 心肌丙二醛（MDA）水平；(D) 心肌超氧化物歧化酶

（SOD）水平；(E) 代表性 western blot条带；(F) p-PERK/PERK比值；(G) p-eIF2α/

eIF2α比值；(H) ATF4表达；(I) CHOP表达。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。aaP <

0.01 versus Con组，bbP < 0.01 versus Sham组。
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图2-14 2型糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注手术对心肌SIRT1信号通路及凋亡相关分子

表达的影响。(A) 代表性 western blot条带；(B) SIRT1表达；(C) Ac-Foxo1表达；(D)

caspase-3表达；(E) Bcl-2表达；(F) Bax表达。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。aaP

< 0.01 versus Con组，bbP < 0.01 versus Sham组。

图 2-15 高糖高脂培养的 H9c2细胞模拟缺血再灌注对氧化应激及凋亡相关分子的影
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响。(A) 代表性 TUNEL图（200×），绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；(B)

凋亡率统计图；(C) 代表性 western blot条带；(D) caspase-3表达；(E) Bcl-2表达；(F)

Bax表达；(G) gp91phox表达；(H) 细胞超氧化物生成量。结果用 mean ± S.E.M.表示，

n= 8。ffP < 0.01 versus no-SIR处理组，ggP < 0.01 versus no-HG/HF培养组。

图 2-16 高糖高脂培养的H9c2细胞模拟缺血再灌注对 SIRT1信号及内质网应激水平

的影响。(A) 代表性 western blot 条带；(B) SIRT1 表达；(C) Ac-Foxo1 表达；(D)

p-PERK/PERK比值；(E) p-eIF2α/ eIF2α比值；(F) ATF4表达；(G) CHOP表达。结果

用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。 ffP < 0.01 versus no-SIR 处理组， ggP < 0.01 versus

no-HG/HF培养组。
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图 2-17 褪黑素及 Sirtinol对 2型糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注损伤后心功能、心肌梗

死面积及凋亡率的影响。(A) 代表性超声心动图；(B) 左室射血分数（LVEF）；(C) 左

室缩短分数（LVFS）；(D) 代表性心肌 Evans blue-TTC 双染图；(E) 心肌梗死面积

统计图；(F) 代表性 TUNEL图（400×），绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；

(G) 凋亡率统计图。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。ccP < 0.01 versus MI/R组，dP

< 0.05/ ddP < 0.01 versus MI/R+Mel组，eP < 0.05/ eeP < 0.01 versus MI/R+Mel+Sirtinol

组。
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图 2-18 褪黑素及 Sirtinol对 2型糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注损伤后心肌氧化应激及

内质网应激水平的影响。(A) 心肌超氧化物生成量；(B) 心肌 gp91phox表达量；(C) 心

肌丙二醛（MDA）水平；(D) 心肌超氧化物歧化酶（SOD）水平；(E) 代表性 western

blot条带；(F) p-PERK/PERK比值；(G) p-eIF2α/ eIF2α比值；(H) ATF4表达；(I) CHOP

表达。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。ccP < 0.01 versus MI/R组，ddP < 0.01 versus

MI/R+Mel组，eP < 0.05/ eeP < 0.01 versus MI/R+Mel+Sirtinol组。
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图 2-19褪黑素及 Sirtinol对 2型糖尿病大鼠心肌缺血/再灌注损伤后心肌 SIRT1信号

及凋亡相关分子表达的影响。(A) 代表性 western blot条带；(B) SIRT1 表达；(C)

Ac-Foxo1表达；(D) caspase-3表达；(E) Bcl-2表达；(F) Bax表达。结果用mean ± S.E.M.

表示，n= 8。ccP < 0.01 versus MI/R组，dP < 0.05/ ddP < 0.01 versus MI/R+Mel组，eeP <

0.01 versus MI/R+Mel+Sirtinol组。

图 2-20 褪黑素及 SIRT1 siRNA对高糖高脂培养的H9c2细胞模拟缺血再灌注损伤后
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心肌氧化应激及凋亡水平的影响。(A) 细胞活力；(B) 代表性 TUNEL图（200×），

绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；(C) 凋亡率统计图；(D) 代表性 western blot

条带；(E) caspase-3表达；(F) Bcl-2表达；(G) Bax表达；(H) gp91phox表达；(I) 细胞

超氧化物生成量。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。hhP < 0.01 versus HG/HF+SIR组，
iiP < 0.01 versus HG/HF+SIR+Mel组，jjP < 0.01 versus HG/HF+SIR+Mel+SIRT1 siRNA

组。

图 2-21褪黑素及 SIRT1 siRNA对高糖高脂培养的H9c2细胞模拟缺血再灌注损伤后

心肌 SIRT1信号及内质网应激水平的影响。(A) 代表性 western blot条带；(B) SIRT1

表达；(C) Ac-Foxo1表达；(D) p-PERK/PERK比值；(E) p-eIF2α/ eIF2α比值；(F) ATF4

表达；(G) CHOP表达。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。hhP < 0.01 versus HG/HF+SIR

组，iiP < 0.01 versus HG/HF+SIR+Mel 组， jjP < 0.01 versus HG/HF+SIR+Mel+SIRT1

siRNA组。
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图 2-22 DAPT及 Luzindole处理对假手术组大鼠心功能、梗死面积及心肌凋亡率的

影响。(A) 代表性超声心动图；(B) 左室射血分数（LVEF）；(C) 左室缩短分数（LVFS）；

(D) 代表性心肌 Evans blue-TTC 双染图；(E) 心肌梗死面积统计图；(F) 代表性

TUNEL图（400×），绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；(G) 凋亡率统计图。

结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。
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图 2-23 DAPT及 Luzindole处理对褪黑素心肌保护作用的影响。(A) 代表性超声心

动图；(B) 左室射血分数（LVEF）；(C) 左室缩短分数（LVFS）；(D) 代表性心肌 Evans

blue-TTC双染图；(E) 心肌梗死面积统计图；(F) 代表性 TUNEL图（400×），绿色

标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；(G) 凋亡率统计图。结果用 mean ± S.E.M.表

示，n= 8。aaP < 0.01 versus Sham组，bbP < 0.01 versus MI/R+V组，ccP < 0.01 versus

MI/R+Mel组。
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图 2-24 DAPT及 Luzindole处理对褪黑素抗大鼠心肌缺血/再灌注手术后心肌凋亡及

氧化应激作用的影响。(A) caspase-3表达；(B) Bcl-2表达；(C) Bax表达；(D)心肌超

氧化物生成量；(E) 心肌 gp91phox表达量；(F) 心肌丙二醛（MDA）水平；(G) 心肌

超氧化物歧化酶（SOD）水平。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。aaP < 0.01 versus Sham

组，bbP < 0.01 versus MI/R+V组，ccP < 0.01 versus MI/R+Mel组。



第四军医大学博士学位论文

-102-

图 2-25 DAPT 及 Luzindole 处理对褪黑素调控大鼠心肌缺血 /再灌注手术后心肌

Notch1/Hes1及 PTEN/Akt信号的影响。(A) Notch1表达；(B) NICD表达；(C) Notch1
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及 NICD免疫荧光染色图，蓝色荧光标示细胞核，红色荧光标示 Notch1与 NICD，

绿色荧光标示心肌细胞（α-actin）；(D) Notch1及 NICD的荧光强度；(E) Hes1表达；

(F) PTEN表达；(G) p-Akt/Akt比值。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。aaP < 0.01 versus

Sham组，bbP < 0.01 versus MI/R+V组，ccP < 0.01 versus MI/R+Mel组。

图 2-26 Notch1 siRNA及 Hes1 siRNA对 H9c2细胞的干扰效率检测。(A) Notch1免
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疫荧光图（200×），蓝色荧光标示细胞核，绿色荧光标示 Notch1；(B) Notch1表达；

(C) Notch1荧光强度；(D) Hes1免疫荧光图（200×），蓝色荧光标示细胞核，红色荧

光标示 Hes1；(E) Hes1表达；(F) Hes1荧光强度。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。
ππP < 0.01 versus SIR+control siRNA组。

图 2-27 Luzindole对 H9c2细胞活力及凋亡率的影响。(A) 细胞活力；（B）凋亡率统

计图；(C) 代表性 TUNEL图（200×），绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核。

结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。**P < 0.01 versus Con组，##P < 0.01 versus Con+Luz

组。
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图 2-28 Notch1 siRNA处理对褪黑素抗模拟缺血再灌注引起的细胞凋亡及氧化应激

损伤的影响。(A) 细胞活力；(B) 细胞活力；(C) 代表性 TUNEL图（200×），绿色

标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞核；(D) 凋亡率统计图；(E) 细胞超氧化物生成量；

(F) gp91phox表达。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。eeP < 0.01 versus SIR组，ffP < 0.01

versus SIR+Mel组，ggP < 0.01 versus SIR+Mel+Notch1 siRNA组。
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图 2-29 Notch1 siRNA 处理对褪黑素调控 H9c2细胞 Notch1/Hes1信号及 PTEN/Akt

信号的影响。(A) caspase-3表达；(B) Bcl-2表达；(C) Bax表达；(D) Notch1表达；(E)
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NICD表达；(F) Notch1及 NICD免疫荧光染色图（200×），蓝色荧光标示细胞核，绿

色荧光标示Notch1与NICD；(G) Notch1及NICD的荧光强度；(H) Hes1表达；(I) PTEN

表达；(J) p-Akt/Akt比值。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。eeP < 0.01 versus SIR组，
ffP < 0.01 versus SIR+Mel组，ggP < 0.01 versus SIR+Mel+Notch1 siRNA组。

图 2-30 Hes1 siRNA处理对褪黑素抗模拟缺血再灌注引起的细胞凋亡及氧化应激损
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伤的影响。(A) 细胞活力；(B) 代表性 TUNEL图（200×），绿色标示凋亡细胞核，

蓝色标示总细胞核；(C) 凋亡率统计图；(D) 细胞超氧化物生成量；(E) gp91phox表达。

结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。hhP < 0.01 versus SIR组，iiP < 0.01 versus SIR+Mel

组，jjP < 0.01 versus SIR+Mel+Hes1 siRNA组。

图 2-31 Notch1 siRNA 处理对褪黑素调控H9c2细胞凋亡信号及PTEN/Akt信号的影

响。(A) caspase-3表达；(B) Bcl-2表达；(C) Bax表达；(D) Hes1表达；(E) PTEN表

达；(F) p-Akt/Akt比值。结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。hhP < 0.01 versus SIR组，
iiP < 0.01 versus SIR+Mel组，jjP < 0.01 versus SIR+Mel+Hes1 siRNA组。
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图 2-32 Luz处理对褪黑素抗模拟缺血再灌注引起的 H9c2细胞凋亡影响。(A) 细胞

活力；(B) 左：代表性 TUNEL图（200×），绿色标示凋亡细胞核，蓝色标示总细胞

核；右：凋亡率统计图；(C) caspase-3表达；(D) Bcl-2表达；(E) Bax表达。结果用

mean ± S.E.M.表示，n= 8。kkP < 0.01 versus SIR组，llP < 0.01 versus SIR+Mel组。

图 2-33 Luz 处理对褪黑素抗模拟缺血再灌注引起的 H9c2 细胞氧化应激及
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Notch1/Hes1信号、PTEN/Akt信号的影响。(A) 细胞超氧化物生成量；(B) gp91phox

表达；(C) NICD表达；(D) Hes1表达；(E) PTEN表达；(F) p-Akt/Akt比值。结果用

mean ± S.E.M.表示，n= 8。kkP < 0.01 versus SIR组，llP < 0.01 versus SIR+Mel组。

表 1. DAPT及Luz对褪黑素改善心肌缺血/再灌注术后心功能的影响

结果用 mean ± S.E.M.表示，n= 8。aaP < 0.01 versus Sham组，bbP < 0.01 versus MI/R+V

组，ccP < 0.01 versus MI/R+Mel组。
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小结及主要创新点

图 3-1褪黑素通过褪黑素膜受体激动 SIRT1信号通路抗心肌缺血/再灌注损伤的机制

（1）在非糖尿病状态下，激活 SIRT1信号进而促进内源性抗氧化酶合成减轻氧

化应激是褪黑素抗心肌缺血/再灌注损伤的新机制，且褪黑素膜受体参与此过程。

（ 2）在 2 型糖尿病状态下，心肌 SIRT1 信号受损可导致氧化应激及

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP介导的内质网应激损伤加重，这是糖尿病缺血心肌损伤加

重的新机制。我们首先发现褪黑素可通过激动 SIRT1信号减轻糖尿病心肌缺血/再灌

注损伤，保护心功能（图 3-1）。

（3）褪黑激素还可通过褪黑素膜受体介导的途径激活 Notch1/Hes1信号通路进

而调控 PTEN/Akt抑制心肌凋亡，减轻心肌缺血/再灌注损伤。

（4）本研究揭示了褪黑素心血管保护作用的新机制，提示褪黑素治疗可能是抗

糖尿病心肌缺血损伤的新策略。同时，褪黑素膜受体及 Notch1信号可能是心肌保护

药物研发的靶点。
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个人简历和研究成果

个人简介

于立明，男，汉族，1989年出生，山东省烟台人，中国共产党党员。2008年考入第四军医

大学八年制临床医学专业。2013年进入第四军医大学第一附属医院心血管外科攻读博士学位，

导师为俞世强教授，辅导老师为段维勋副教授。博士期间主要从事内源性小分子物质心血管保护

作用及机制研究。

研究成果

博士期间参与多项国家自然科学基金面上项目的申请及研究工作，迄今以第一作者发表 SCI

论文 6篇，其中第一作者在国际松果体研究最权威杂志《Journal of Pineal Research》发表论文 3

篇，影响因子 9.600，单篇最高被引用 28次；以共同第一作者发表 SCI论文 3篇，合计影响因子

49.1；另以第一作者发表中文核心期刊论文 6篇。
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5. Yu L, Li B, Zhang M, Jin Z, Duan W, Zhao G, Yang Y, Liu Z, Chen W, Wang S, Yang J, Yi D, Liu
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endothelial cells. Cytokine. 2015 Nov 6;77:88-97. (#共同第一作者，IF：2.664)

10. 于立明, 闫文俊, 邢文娟, 乔红玉, 张薇, 朱妙章, 高峰, 于军, 张海锋. 长期胰岛素治疗通

过促进 BNP 表达延缓缺血性心力衰竭的发展及其机制 . 中国病理生理杂

志,2013,29(9):1554-1560. (第一作者)

11. 于立明, 杨阳, 刘丽君, 裴海峰, 金振晓, 段维勋, 俞世强. 褪黑素减轻心肌缺血/再灌注损伤

的作用及机制[J]. 心脏杂志, 2015,03:255-259+270. (第一作者)

12. 于立明, 张秋芳, 赵国龙, 翟蒙恩, 王晓武, 王 云, 金振晓, 段维勋, 俞世强. 褪黑素通过减

轻内质网应激抗心肌缺血/再灌注损伤的作用及机制[J]. 心脏杂志, 2016, 28已接收. (第一作

者)

13. 于立明, 赵国龙, 金振晓, 张秋芳, 王晓武, 高文丽, 王云, 段维勋, 俞世强. 小檗碱减轻大

鼠心肌缺血再灌注损伤及其对 Notch1/Hes1 信号通路的调控研究 [J]. 中国体外循环杂

志,2015,13(4):55-59. (第一作者)

14. 于立明, 段维勋, 翟蒙恩, 王晓武, 张秋芳, 赵国龙, 陈文生, 金振晓, 俞世强. 褪黑素抗心

肌缺血/再灌注损伤的作用及其对 Notch1/Hes1信号通路影响[J]. 心脏杂志, 2016, 28已接收.
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(第一作者)

15. 于立明，段维勋，赵国龙，张秋芳，王晓武，金振晓，俞世强. 小檗碱减轻大鼠心肌缺血再

灌注损伤[J]. 基础医学与临床, 2016,36(4): 433-438. (第一作者)

获得奖励

1. 2012年 第一届全军研究生创新论坛 一等奖、大会报告 （西安）

题目：长期胰岛素治疗通过促进 B型钠尿肽表达延缓心力衰竭及其机制

2. 2012年 第二届大学生基础医学创新论坛暨实验设计大赛 二等奖 （天津）

题目：血管钠肽保护糖尿病大鼠缺血/再灌注心脏及机制

3. 2015年 第七届中国生物医学工程学会体外循环分会优秀论文 一等奖、大会报告 （西安）

题目：糖尿病缺血心肌易损性增加的新机制—褪黑素合成障碍与心肌 SIRT1信号受损

4. 2015年 第四军医大学科技贡献 三等奖 （西安）

参与基金目录

1. 国家自然科学基金面上项目：抗心肌缺血/再灌注损伤新机制：SMP30介导姜黄素心脏保护

作用的关键信号通路研究。编号：81570230。项目成员：段维勋，路志红，梁宏亮，于立明，

雷翀，翟蒙恩，蒙强，张建英，冯建宇，张盈。

2. 国家自然科学基金面上项目：Claudin-1及其甲基化在沉默信息调控因子 1保护缺血再灌注

心肌机制中的作用。编号：81570231。项目成员：金振晓，刘洋，张昊鹏，冯建宇，张盈，

范崇熙，于立明，蒙强，赵达君，翟蒙恩。

3. 国家自然科学基金面上项目：Notch1信号通路介导褪黑素抗缺血再灌注损伤心肌保护作用

机制研究。编号：81470411。项目成员：陈文生，杨阳，路志红，梁振兴，张建英，于立明，

王宁，白三省，张盈。

4. 国家自然科学基金面上项目：心肌肥厚的新致病机制—组胺 H2受体及其介导的关键信号通

路研究。编号：81470415。项目成员：俞世强，梁宏亮，刘宝辉，杨阳，孟静茹，翟蒙恩，

雷翀，张建英，于立明，王宁。

5. 国家自然科学基金面上项目：糖尿病心肌梗死后易发心力衰竭的新机制：心肌钠尿肽抵抗。

编号：81470438。项目成员：于军，闫文俊，季乐乐，邢文娟，余琦，铁茹，付锋，王建榜，

高海燕，于立明。
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致 谢

八年时光匆匆而过，回首过往，有太多的苦、辣、酸、甜在心底涌动，忘不了一次次内务整

理和队列训练，忘不了校园嘹亮的号角和振奋的军歌，忘不了竞技场上挥洒不尽的汗水，忘不了

自习室实验室彻夜不熄的明灯，更忘不了每一位给予我莫大关心和帮助的老师和同学，这些都是

我八年学习生活的美好的回忆，是我青春时光的见证，更是我继续前进的动力。

衷心感谢我敬爱的导师俞世强教授三年以来对我学习和生活上的支持、关心和鼓励。恩师医

术精湛、医德廉洁、为人正直、平易近人，您渊博的理论知识、严谨的治学态度和高尚的人格品

质永远值得我学习。您对西京医院心血管外科方方面面的发展给予不遗余力的支持，为实验室平

台建设付出了巨大的心血。您对我的严格要求、殷切期望、悉心指导和鞭策鼓励是我在科学道路

上前行的不竭动力。

衷心感谢我的辅导老师段维勋副教授，三年时间里，无论节假日还是休息时间，无论我有科

研上的难题还是生活中的困惑，您都会不辞劳苦、第一时间为我排忧解难。您不仅教会我怎样把

握方向、设计课题、撰写论文，更培养了我发掘新现象、新机制的独立科研能力。您兢兢业业做

事、踏踏实实做人的精神品格将让我受益终生。

衷心感谢我敬爱的金振晓副教授，您对我的支持、信任和帮助是我顺利完成学业的基础，感

谢您为课题组成长壮大、为每一个成员个人发展所做的默默付出。

衷心感谢原第四军医大学教学实验中心主任于军副教授和张海锋副教授，您是我科研道路上

的领路人，是您带我踏入科学研究的殿堂，时至今日，您本科和研究生时对我的帮助和支持仍历

历在目，这是我前进的动力。

衷心感谢西京医院心血管外科易定华主任、杨剑副主任、陈文生教授、易蔚副教授、梁宏亮

副教授、王红兵教授、魏旭峰副教授、徐学增教授、任恺医师、俞波医师等对我临床思维以及科

研理念方面的培养。

衷心感谢第四军医大学生物医学工程系杨阳博士后对我的指导和帮助，您既拓宽了我的研究

视野与思路，又是我生活中的良师益友，谢谢您！

衷心感谢西京心血管外科实验室王晓武老师、马燕燕老师、谭红梅老师、郭亚娟老师、刘君

萍老师、马冀鹏老师、谭延振老师、江丽青老师、卢林鹤老师、王艳丽老师等等对我的倾力支持。

衷心感谢第四军医大学生理教研室周京军教授、张建英博士、孔令恒博士、邢文娟博士对我
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的真诚帮助和鼓励。

衷心感谢第四军医大学第一附属医院心血管内科闫文俊博士、裴海峰博士、张荣庆老师对我

的帮助和指导。

衷心感谢第四军医大学教学实验中心季乐乐老师、陈健康老师、梁向燕老师、铁茹老师、田

菲老师对我的帮助和指导。

衷心感谢赵国龙硕士、张羽博士、蒙强博士、刘丽君硕士、翟蒙恩硕士、赵达君博士、范崇

熙博士、刘振华博士、李步潆硕士、张蒙硕士、冯建宇硕士、狄守印硕士、秦志刚博士、赵琳硕

士、冯笑硕士、张彬硕士、常瑞娇硕士、陈浩博士、陈文豪博士、王宁硕士、梁振兴硕士、王伟

光博士、赵堃博士、王正博士、白三省博士、刘军博士、刘宝辉硕士、张盈硕士等三年来对于我

实验和生活上的支持与帮助。

感谢我的父母多年的养育之恩，感谢我的亲人们对我求学之路的支持和帮助。你们的关怀、

理解和无私的爱是我前进的不竭动力。

最后还要感谢八年来与我同舟共济的同学们，祝大家前程似锦！谢谢！
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