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远端缺血后适应通过抑制RAGE的表达实现对心肌的保护作用
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［摘 要］ 目的：探讨晚期糖基化终末产物受体（receptor for advanced glycation end products，RAGE）在远端缺血后适应改善心

肌缺血再灌注中的作用。方法：将 34只 8~9周龄C57BL/6J小鼠随机分为 6组：假手术组（Sham组）、FPS⁃ZM1对照组（FZM1
组）、缺血再灌注组（IR组）、FPS⁃ZM1干预组（FZM1+IR组）、远端缺血后适应组（RIPostC+IR组）和FZM1+远端缺血后适应干预

组（FZM1+RIPostC+IR组）。通过结扎左冠状动脉，建立小鼠心肌缺血再灌注模型。采用小鼠心超仪检测小鼠左室射血分数

（left ventricular ejection fraction，LVEF）和左室缩短分数（left ventricular fractional shortening，LVFS），运用酶联免疫分析（ELISA）
法和蛋白印迹法检测炎症因子白介素6（interleukin 6，IL⁃6）、核因子（nudear factor，NF)⁃κB P65蛋白、RAGE蛋白。结果：①与 IR
组相比，RIPostC能显著增加LVEF（P < 0.01）和LVFS（P < 0.01）。②与 IR组相比，RIPostC能显著降低RAGE（P < 0.001）的表

达。③与 IR组相比，RIPostC能显著减少NF⁃κB P65（P < 0.001）和 IL⁃6（P < 0.001）的表达。结论：RIPostC对心肌缺血再灌注损

伤具有保护作用。该作用可能通过抑制RAGE的表达进而降低炎性反应而实现。
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［Abstract］ Objective：This study aimed to investigate the role of receptor for advanced glycation end products（RAGE）in improving
myocardial ischemia and reperfusion after remote ischemic postconditioning. Methods：Thirty⁃four C57/B6 mice aged 8⁃9 weeks were
randomly divided into six groups：the sham operation group（sham），the FPS⁃ZM1 control group（FZM1），the ischemia and resperfusion
group（IR），the FPS ⁃ ZM1 intervention group（FZM1+ IR），the RIPostC group（RIPostC + IR）and the RIPostC intervention group
（RIPostC+FZM1+IR）. The anterior descending coronary artery was ligated to create myocardial ischemia⁃reperfusion model of mouse.
The left ventricular ejection fraction（LVEF）and left ventricular shortening fraction（LVFS）of mice were detected by mouse cardiac
ultrasonography，and the inflammatory factor IL ⁃ 6，NF ⁃ κB P65 protein and RAGE protein were detected by enzyme ⁃ linked
immunoassay（ELISA）and Western blotting. Results：①RIPostC significantly increased LVEF（P < 0.01）and LVFS（P < 0.01）
compared with the I/R group. ②Compared with the IR group，RIPostC significantly reduced the expression of RAGE（P < 0.001）. ③
RIPostC significantly reduced the expression of NF ⁃ κB P65（P < 0.001）and IL ⁃ 6（P < 0.001）compared with the I/R group.
Conclusion：RIPostC was effective in protecting against myocardial ischemia ⁃ reperfusion injury. The cardioprotective effects of
RIPostC may be achieved directly by inhibiting the expression of RAGE and thereby reducing the inflammatory response.
［Key words］ischemic reperfusion；advanced glycation end⁃product receptor；remote ischemic postconditioning
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缺血性心脏病（ischemic heart disease，IDH）是

全球范围内导致心血管疾病发病率和死亡率增加

的主要原因之一。尽早恢复冠状动脉血流量是治

疗心肌梗死最有效的方法［1］。可是，心肌再灌注本

身会加重缺血区心肌的损伤，称为缺血再灌注（isch⁃
emia reperfusion，IR）损伤，并且大量临床研究显示

IR仍然是增加世界范围内心脏手术后发病率和死

亡率的主要原因［2］。至今尚缺乏令人满意的减少心

肌缺血再灌注损伤及其改善心肌功能的方法。因

此，通过寻找相关靶点来减轻心肌缺血再灌注损伤

的方法受到了广泛的关注。

心肌缺血预适应（ischemic preconditioning，IPC）
在大量研究中被证实对 IR具有保护性作用，但由于

临床上难以准确预测缺血时间，其临床应用受到很

大限制。近年来研究发现，远端缺血后适应（remote
ischemic postconditioning，RIPostC）在动物研究和随

机临床试验中具有明显的有益效果。然而，对于

RIPostC的大部分研究仅仅停留在最终保护性的结

论上，它是通过何种信号通路来实现的则研究较

少。近来越来越多的研究表明晚期糖基化终末产

物受体（receptor for advanced glycation end products，
RAGE）在介导心肌缺血再灌注损伤中发挥重要作

用［3］。本课题组在前期研究中发现RIPostC能够改

善心肌缺血再灌注损伤；另外，在进一步探究中还

发现RIPostC能够抑制再灌注早期心肌组织RAGE
和HMGB1的表达［4］。所以，本研究通过RAGE的特

异性阻断剂 FPS⁃ZM1（简称 FZM1）抑制RAGE的表

达，探究在心肌缺血再灌注中，远端缺血后适应是

否进一步通过抑制RAGE发挥作用。

1 材料和方法

1.1 材料

7~9周健康雄性C57BL/6J小鼠（扬州大学动物

研究中心）34只，体重 20~25 g，无特定病原体（spe⁃
cific pathogen free，SPF）级，小鼠呼吸机、小鼠心超仪

（Vevo770 imaging system，加拿大），FPS⁃ZM1（EMD
Millipore公司，美国），BCA蛋白定量试剂盒（上海碧

云天公司），RAGE抗体（Cell Signaling公司，美国），

NF⁃κB P65抗体（Proteintech公司，美国），GAPDH抗

体（Bioworld公司，美国）、大鼠白细胞介素⁃6（IL⁃6）
酶联免疫分析（南京福博斯生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠心肌缺血再灌注模型建立

小鼠腹腔内注射1 %戊巴比妥，通过小鼠气管导

管成功连接小鼠呼吸机（呼吸频率 90~100次/min），

核心体温保持在37 ℃左右。在第3、4肋间开胸，暴

露出左心耳及左心室，在左心耳下缘2 mm处用7⁃0
的带线缝合针横穿于冠状动脉前降支并结扎（打一

活结），观察左心室前壁颜色由红色逐渐变白色并

且室壁运动减弱表明结扎成功。小鼠持续麻醉及

辅助呼吸下，小鼠心肌缺血45 min之后打开活结实

现缺血后的再灌注，封胸。

1.2.2 实验分组与干预

①假手术组（Sham组）：连续腹腔注射1周生理

盐水，开胸，但不结扎冠状动脉。②FPS⁃ZM1对照组

（FZM1组）：连续1周腹腔注射1 mg/kg FPS⁃ZM1，开
胸，但不结扎冠状动脉。③缺血再灌注组（IR组）：

腹腔注射生理盐水1周，结扎左冠状动脉45 min，再
灌注 24 h。④FPS⁃ZM1干预组（FZM1+IR组）：连续

1周腹腔注射 1 mg/kg FPS⁃ZM1，结扎左冠状动脉

45 min，再灌注 24 h。⑤远端缺血后适应组（RI⁃
PostC+IR组）：连续 1周腹腔注射生理盐水，开胸结

扎左冠状动脉 45 min，冠脉恢复血流时立即在小

鼠左下肢用血管夹夹闭 5 min，之后松开 5 min，进
行 3个循环（总共约 30 min），再灌注 24 h。⑥FPS⁃
ZM1+远端缺血后适应干预组（FZM1+RIPostC+IR
组）：连续 1周腹腔注射 1 mg/kg FPS⁃ZM1，结扎左

冠状动脉 45 min，再灌注一开始实施远端缺血后

适应干预。

1.2.3 心脏功能测定

再灌注 1周后，小鼠给于 1%戊巴比妥钠，通过

M型超声测定左室射血分数（left ventricular ejection
fraction，LVEF）、左室缩短分数（left ventricular frac⁃
tional shortening，LVFS）。
1.2.4 心肌组织中蛋白的检测

再灌注 24 h后取出心脏，加入组织裂解液，用

BCA蛋白定量试剂盒测定总蛋白，加入一定比例的

蛋白上样缓冲液 100 ℃煮 5 min，取 30 μg蛋白进行

10 % SDS⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳，转移至 PVDF膜

上，5%脱脂奶粉溶液封闭 2 h，洗膜 3次，加入一抗

NF⁃κB P65 抗体（1∶1 000）、RAGE 抗体（1∶1 000）
4 ℃过夜，洗膜3次，每次10 min，加入含有辣根过氧

化物酶标记的二抗（1∶10 000）4 ℃ 2 h，洗膜，最后

ECL孵育，曝光。

1.2.5 IL⁃6测定

再灌注 24 h后，腹腔内注射 1%戊巴比妥钠，摘

眼球取血并于 0.5 mL EP管内静置后，3 000 r/min、
4 ℃离心 20 min，谨慎吸取上层血清，用ELISA检测
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图1 小鼠心肌RAGE的表达

Figure 1 The expression of RAGE in mouse myocardium

IL⁃6表达水平。

1.3 统计学方法

数据以均数±标准差（x ± s），用SPSS20.0软件分

析处理数据，组间比较采用单因素方差分析（one⁃
way ANOVA），两两比较采用LSD⁃t检验。P ≤ 0.05
表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组小鼠血流动力学指标

与 Sham组相比，IR组 LVEF及 LVFS均有显著

降低（P < 0.05）；与 IR组相比，IR+RIPostC组和 IR+
FZM1组LVEF及LVFS均有显著增加（P < 0.05）；而

IR+FZM1+RIPostC组，分别与 IR+RIPostC组及 IR+
FZM1组相比，LVEF和 LVFS无显著差别（P > 0.05，
表 1）。

2.2 各组小鼠心肌RAGE的表达

与 Sham 组相比，IR 组 RAGE 表达显著增加

（P < 0.05）；与 IR组相比，IR+FZM1组RAGE表达明

显降低（P < 0.05）；与 IR+FZM1组相比，IR+FZM1+
RIPostC组RAGE表达显著降低（P < 0.05，图1）。

2.3 各组小鼠NF⁃κB P65和 IL⁃6的表达水平

与Sham组相比，IR组NF⁃κB P65表达显著增加

（P < 0.05）；与 IR组相比，IR+RIPostC和 IR+FZM1组
NF⁃κB P65表达显著降低（P < 0.05）；与 IR+FZM1组
相比，IR+FZM1+RIPostC组NF⁃κB P65表达显著降

低（P < 0.05，图2）。

与 Sham组相比，IR组 IL⁃6表达显著增加（P <
0.05）；与 IR组相比，IR+RIPostC和 IR+FZM1组 IL⁃6
表达明显降低（P < 0.05）；与 IR+FZM1组相比，IR+
FZM1+RIPostC组IL⁃6表达显著降低（P < 0.05，表2）。

3 讨 论

心肌缺血再灌注损伤是一种常见的病理生理

过程，并且大量临床研究显示心肌缺血再灌注损伤

与Sham组比较，*P < 0.05；与 IR组相比较，ΔP < 0.05。

表1 小鼠心功能测定

Table 1 Measurement of cardiac function in mice

组别

Sham
FZM1
IR
IR+FZM1
IR+RIPostC
IR+FZM1+RIPostC

LVEF
63.07 ± 1.07
62.41 ± 1.13
48.23 ± 0.43*

52.59 ± 0.61Δ

50.84 ± 0.22Δ

52.55 ± 0.22Δ

LVFS
33.49 ± 0.76
33.07 ± 0.84
23.74 ± 0.17*

26.37 ± 0.17Δ

25.48 ± 0.30Δ

25.97 ± 0.07Δ

（%，x ± s）
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图2 小鼠心肌NF⁃κB P65水平

Figure 2 The level of NF⁃κB P65 in mouse myocardium

与Sham组比较，*P < 0.05；与 IR组比较，ΔP < 0.05；与 IR+FZM1
组比较，ФP < 0.05。

表2 小鼠血清 IL⁃6水平

Table 2 The level of serum IL⁃6 in mouse

组别

Sham
FZM1
IR
IR+FZM1
IR+RIPostC
IR+FZM1+RIPostC

IL⁃6
40.03 ± 2.24
37.59 ± 5.77
59.23 ± 5.77*

29.28 ± 1.38Δ

30.91 ± 1.56Δ

14.01 ± 1.83Ф

（ng/L，x ± s）
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仍然是增加世界范围内心脏手术后发病率和死亡

率的主要原因，至今尚缺乏令人满意的减少心肌缺

血再灌注损伤及改善心肌功能的方法。因此，如何

减轻缺血再灌注损伤已成为缺血性心脏病治疗的

关注问题。

1986年Murry等［5］在犬心肌缺血再灌注试验中

发现预先给予反复短暂缺血可激发内源性心脏保

护机制使心肌在随后的持续性缺血中得到保护，开

创了“缺血预适应（ischemic preconditioning，IPC）”的
先河，但临床上无法预知心肌缺血事件发生的确切

时间，因此极大限制了其在临床上的应用。近年来

在动物实验以及临床研究中均发现对远离心脏的

脏器和组织短暂的缺血再灌注也可以产生相似的

心脏保护作用，称为“远程缺血预处理（RIPC）”。

RIPC可以在上肢/下肢上无创进行，使得它在临床

上更加可行。在不同的动物研究和随机临床试验

中，RIPC的保护性作用被大量证实。2005年，Ker⁃
endi等［6］在大鼠实验中提出“远端缺血后适应”。近

年来不断有研究证实RIPostC在急性心肌梗死和脑

梗死中，具有良好的心肌保护和脑保护作用［7］。然

而，我们对于RIPostC的基本机制知之甚少，且机制

相当复杂，目前主要集中于NF⁃κB信号转导的分子机

制、线粒体ATP敏感性钾通道和蛋白激酶 C等［8］。

Mewton等［9］的报道中指出，RIPostC可以阻止心肌细

胞凋亡、坏死，减少心肌梗死面积，减少中性粒细胞

激活，从而促进心脏收缩功能的早期恢复。在本研

究中，在小鼠心脏缺血再灌注处理的同时给予RI⁃
PostC 处理后，LVEF 及 LVFE 均有明显提高（P <
0.05），说明RIPostC可以改善小鼠心功能，对小鼠心

肌起到保护性作用。

近来越来越多的研究发现晚期糖基化终末产

物受体（RAGE）在介导心肌缺血再灌注损伤中发挥

重要作用［3］。RAGE属于细胞表面分子免疫球蛋白

超家族中的一个成员，分子量为 45 kDa，可与多种

配体结合并影响细胞内信号转导刺激细胞因子释

放等进而发挥其生物学效应，与心肌缺血 再灌注损

伤、炎症等有着密切的关联。研究证实HMGB1与

RAGE相互作用，能够促进NF⁃κB激活，放大在心肌

缺血再灌注损伤中的炎性反应［10］。Wu等［11］研究发

现，在慢性间歇缺氧（chronic intermittent hypoxia，
CIH）动物模型中，腹腔注射 sRAGE能在一定程度上

降低由CIH引起的RAGE的释放量，从而降低NF⁃
κB、IL⁃6等炎性物质的表达。另外，Aleshin等［12］研

究发现，阻断左冠状动脉前降支30 min后再恢复灌

注RAGE的表达是上升的。在缺血再灌注损伤中，

上调RAGE则导致心肌细胞死亡，而通过敲降RAGE
或sRAGE调低RAGE的表达，则减少氧化应激、炎症

反应和细胞凋亡等，保护心肌细胞和组织［13］。我们在

前期实验中也注意到，与假手术组相比，缺血再灌

注组中的RGAE和HMGB1的蛋白水平显著升高，提

示RAGE参与了缺血再灌注损伤。以上都说明在缺

血再灌注损伤中RAGE作为重要的靶点并且发挥了

重要作用。在本次实验中，通过 FZM1抑制RAGE
的表达发现，相较于 IR+FZM1组，IR+FZM1+IPOC
组RAGE表达进一步降低（P < 0.05），提示RIPostC
可能直接通过下调RAGE而发挥保护性作用。

炎症反应是心肌缺血再灌注损伤的重要机制

之一［14］。Chandrasekar等［15］在大鼠心肌缺血再灌注

损伤中发现，再灌注早期可激活NF⁃κB信号通路，

进一步导致促炎细胞因子 IL⁃6等的释放［16］。此外，

在心肌缺血再灌注过程中释放的促炎因子促发的

炎性反应可明显降低心肌收缩功能［17］。进一步研

究还发现，炎性因子对于心肌功能的影响可通过损

伤线粒体而实现［18］。在本研究中，相较于 IR组，予

以FZM1处理后，RAGE表达明显减少（P < 0.05），炎
性蛋白NF⁃κB P65和炎性因子 IL⁃6明显降低（P <
0.05），提示通过降低RAGE水平，抑制炎症反应，从

而起到对心脏保护性的作用。

在心肌缺血再灌注损伤过程中，RIPostC 对

RAGE的影响研究甚少。在我们前期实验中发现［4］，

与假手术组相比，缺血再灌注组中的 RGAE 和

HMGB1的蛋白水平显著升高，而RIPostC能够降低

RGAE和HMGB1的表达，提示RIPostC与RGAE密

切相关。所以，在本次实验中的结果是，相较于 IR+
FZM1组，IR+FZM1+IPOC组不仅显著地使RAGE表

达降低（P < 0.05），而且使炎性蛋白NF⁃κB P65和炎

性因子 IL⁃6（P < 0.001）明显减少（P < 0.05），改善心

脏LVEF和LVFS（P < 0.05）。提示在心肌缺血再灌

注中，RIPostC可能直接通过降低RAGE的表达进而

抑制炎性反应而发挥保护作用。

综上所述，在此次研究中发现，RIPostC对心肌

缺血再灌注损伤具有保护作用。RIPostC的心肌保

护作用可能直接通过抑制RAGE的表达进而降低炎

性反应而实现。
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