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右美托咪定对心肌缺血再灌注大鼠心肌组织自噬
和 SIRT1/mTOR通路蛋白的影响 *
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摘要目的：探讨右美托咪定对心肌缺血再灌注大鼠心肌组织自噬和 NAD-依赖性去乙酰化酶（SIRT1）/雷帕霉素靶蛋白（mTOR）

通路蛋白的影响。方法：选择 45只 SPF级雄性 SD大鼠 8周龄（平均体重 220 g），随机分为假手术组、模型组和右美托咪定组，每

组各 15只；模型组和右美托咪定组复制心肌缺血再灌注模型，右美托咪定组造模前输注盐酸右美托咪定注射液，其他两组输注

等量生理盐水。再灌注前和再灌注结束 24h后检测血清心肌损伤标志物肌酸激酶同工酶（CK-MB）和肌钙蛋白 I（cTnI），炎症因子

白细胞介素 -6（IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢），处死大鼠后 TTC染色计算心肌梗死面积百分比，qRT-PCR和Western blot法检

测自噬相关蛋白微管相关蛋白 1A/1B-轻链 3（LC3）II/I、Beclin-1和 P62蛋白，SIRT1和 mTOR的表达量。结果：再灌注前模型组

和右美托咪定组 CK-MB、cTnI、IL-6和 TNF-琢水平明显高于假手术组，右美托咪定组低于模型组（P＜0.05）；再灌注后模型组

CK-MB、cTnI、IL-6和 TNF-琢水平高于再灌注前，右美托咪定组低于再灌注前，且右美托咪定组显著低于模型组（P＜0.05）。模型

组和右美托咪定组心肌梗死面积百分比、LC3 II/I、Beclin-1和 P62蛋白、SIRT1和 mTOR的表达量高于假手术组，但右美托咪定

组显著低于模型组（P＜0.05）。结论：心肌缺血再灌注后可能进一步增加心肌损伤和炎症反应，右美托咪定预处理能够部分减轻心

肌损伤、炎症反应、心肌梗死和自噬程度，可能与抑制 SIRT1/ mTOR信号通路活性有关。
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The Effects of Dexmedetomidine on Autophagy in Myocardial Tissues of
Rats with Myocardial Ischemia-reperfusion

and SIRT1/mTOR Pathway Proteins*

To explore the efftects of dexmedetomidine on autophagy in myocardial tissues of myocardial

ischemia-reperfusion rats and NAD dependent deacetylase (SIRT1)/rapamycin target protein (mTOR) pathway proteins. 45 SPF

grade male SD rats of 8 weeks old (mean weight 220 g) were randomly divided into sham-surgery group, model group, and

dexmedetomidine group, with 15 rats in each group; the model group and dexmedetomidine group were used to replicate myocardial

ischemia-reperfusion model. The dexmedetomidine group was infused with dexmedetomidine hydrochloride injection before modeling,

while the other two groups were infused with equal amount of physiological saline. Serum myocardial injury markers creatine kinase

isoenzyme (CK-MB) and troponin I (cTnI), inflammatory factors interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor - 琢 (TNF-琢) were
detected before and 24 hours after reperfusion; after euthanizing rats, TTC staining was used to calculate the percentage of myocardial

infarction area. qRT-PCR and Western blot were used to detect autophagy related proteins microtubule associated protein 1A/1B light

chain 3 (LC3) II/I, beclin-1, and P62 proteins, SIRT1 and mTOR, too. CK-MB, cTnI, IL-6, and TNF-琢 levels in the model group

and dexmedetomidine group before reperfusion were significantly higher than sham-surgery group, and the dexmedetomidine group was

lower than model group (P<0.05); CK-MB, cTnI, IL-6, and TNF-琢 levels in the model group after reperfusion were higher than before

reperfusion, while the dexmedetomidine group was lower than before reperfusion, what's more, the dexmedetomidine group was

significantly lower than model group (P<0.05). The percentage of myocardial infarction area, expression levels of LC3 II/I, beclin-1 and
P62 proteins, SIRT1 and mTOR in the model group and dexmedetomidine group were higher than those in the sham-surgery group, but

the dexmedetomidine group was significantly lower than the model group (P<0.05). Myocardial ischemia-reperfusion may

furtherly increase myocardial injury and inflammatory response. Pretreatment with dexmedetomidine can partially alleviate myocardial

injury, inflammatory response, myocardial infarction, and autophagy, which may be related to the inhibition of SIRT1/mTOR signaling
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前言

心肌缺血再灌注损伤是心肌缺血治疗后最常见的并发症，

也是导致患者不良事件的基础[1，2]，因此如何保护缺血再灌注损

伤后的心肌细胞至关重要。右美托咪定是临床使用范围广的麻

醉药品，安全性好；此外，还具有一定的抗氧化和抗炎作用，通

过抑制氧化应激和减轻炎症反应发挥保护心肌[3-5]。其保护机制

可能涉及抗氧化、抗炎、抗心肌细胞凋亡和坏死、调节钙离子平

衡等[6-8]。虽然右美托咪定在临床研究和基础试验中取得了一定

的成果，但仍然存在一些问题。目前的研究大多是小样本临床

试验，结论仍需在更大规模的前瞻性、病例随机对照试验中得

到验证。新近研究发现[9]，自噬在心肌缺血以及再灌注性损伤中

同样扮演重要角色。王淳等[10]研究发现，NAD-依赖性去乙酰

化酶（NAD-dependent deacetylase，SIRT1）介导 PI3K/AKT/ 雷

帕霉素靶蛋白（rapamycin target protein，mTOR）信号通路调控

自噬途径对脊髓损伤后的神经元凋亡发挥改善作用。

SIRT1/mTOR信号通路是否同样可以发挥自噬调节作用参与

心肌缺血再灌注的病理过程还没有明确观点。基于此，本研究

进一步探讨右美托咪定能否对心肌缺血再灌注大鼠的心肌组

织自噬活性和 SIRT1/mTOR通路蛋白产生一定影响，进而为临

床早期防治提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 动物来源

选择 45只 SPF级雄性 SD大鼠 8周龄（平均体重 220 g），

购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，合格证号：SCXK（沪）

2020-0056。正常饲养 1周后进行下一步实验。

1.2 实验分组

45只大鼠随机分为假手术组、模型组和右美托咪定组，每

组各 15只。模型组和右美托咪定组复制心肌缺血再灌注模型，

主要流程：术前禁食 12 h不限制饮水，然后完成麻醉，固定大

鼠连接动物专用心电图仪，气管插管后连接小动物专用呼吸

机。分离右侧颈总动脉，置入聚乙烯导管缓慢进入左心室，打断

肋间肌，显露心脏，在左心耳下缘用缝线穿过冠状动脉左前降

支下方的心肌表层，留置硅胶管后结扎，伤口覆盖湿纱布。此时

观察到左心室前壁及心尖组织发暗，可判断为心肌缺血成功。

这种状态下 30 min后打开线结，恢复血流。此时观察到缺血区

域颜色逐渐变红，心电图正常，可判断为再灌注成功。

假手术组仅开胸暴露心脏，不造成心肌缺血。右美托咪定

组造模前 30 min经颈静脉输注盐酸右美托咪定注射液，具体

剂量为 1 滋g/kg/h速率持续泵注 10 min，然后以 0.5 滋g/kg/h速
率持续泵注 15 min结束。其他两组输注等量生理盐水。所有大

鼠均存活至实验结束。

1.3 观察指标

1.3.1 心肌损伤标志物和炎症因子 再灌注前和再灌注结束

24h后检测血清心肌损伤标志物包括肌酸激酶同工酶（creatine

kinase isoenzyme，CK-MB）和肌钙蛋白 I（troponin I，cTnI），炎症

因子包括白细胞介素 -6（interleukin-6，IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢
（tumor necrosis factor - 琢，TNF-琢）。采集大鼠颈静脉血 5 mL静

置后 5000 r/min离心 10 min后取上清液进行检测，采用 ELISA

法，试剂盒购自江苏碧云天科技有限公司，根据说明书步骤进

行，试剂批间和批内的变异度小于 15%。

1.3.2 心肌梗死面积百分比 处死大鼠取完整心脏洗涤干净

后于 -80℃液氮中保存，然后垂直心脏纵轴方向制备组织切片

（厚度 5 滋m），采用 2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）染色法，加

入 1%的 TTC 磷酸盐缓冲液中 37℃避光孵育 10 min，置于

10%甲醛液中固定。心肌梗死组织呈淡白色，应用 Image Pro

Plus 6.0图像分析软件自动计算心肌梗死面积百分比，每例大

鼠随机挑选 5张组织切片进行计数，结果取平均值。

1.3.3 蛋白表达 Western blot法检测心肌组织中微管相关蛋

白 1A/1B- 轻链 3（microtubule associated protein 1A/1B light

chain 3，LC3）II/I、Beclin-1和 P62蛋白以及 SIRT1和 mTOR蛋

白。加入细胞裂解液冰上裂解 30min，BCA蛋白定量试剂盒（美

国 Sigma公司）提取蛋白并进行测定。取等量样品和标准品加

入蛋白上样缓冲液后煮沸 5 min，经 SDS-PAGE电泳分离、转

膜后封闭抗体；然后滴加兔抗鼠 LC3 II、LC3 I、Beclin-1和 P62，

以及 SIRT1和 mTOR单克隆抗体一抗（稀释浓度为 1:2000，美

国 Sigma公司）孵育过夜，洗涤后滴加羊抗兔二抗（稀释浓度为

1:500，美国 Sigma公司）37℃孵育 2 h。洗涤后 ECL法显色，应

用 Quantity One 2.6.2图像分析系统测量目标蛋白与内参蛋白

GAPDH的电泳条带灰度值，两者比值为相对表达量。

1.3.4 mRNA 表达 qRT-PCR 法检测心肌组织中 LC3 II/I、

Beclin-1和 P62，以及 SIRT1和 mTOR表达量。Trizol试剂（北

京中杉金桥生物有限公司）提取总 RNA，紫外分光光度计测量

浓度和纯度后，参照反转录试剂盒（日本 TaKaRa公司）说明合

成 cDNA，然后进行 PCR 扩增，体系为 cDNA 2 滋L+SYBR
Green Mix 10 滋L+正向和反向引物各 0.5 滋L，总体积 20 滋L。反
应条件为 95℃ 2 min，95℃ 30 s，60℃退 30 s和 72℃ 30 s。熔解

曲线分析，目的基因的表达量采用 2-Δ Δ Ct法表示。引物序列

LC3 II：（F）5'-CCGTGTGACACTGA-3'，（R）5'-ACACGCGCT-

GTG-3'；LC3 I：（F）5'-GGCGCGACCATACG-3'，（R）5'-CGCT-

GTGACACGTCAC-3'；Beclin-1：（F）5'-TGTCGCGACACGCTG

-3'，（R）5'-TGTGCGCGTGCGTAA-3'；P62：（F）5'-CGTGTTGT-

GTTGCCC-3'；SIRT1： （F）5'-TATGCGCGTGTGA-3'， （R）

5'-CGCGTGTGCGAC-3'；mTOR：（F）5'-GCGTGACACGCG-3'，

（R）5'-TGACACCCACGT-3'；内参 U6：（F）5'-GGTTCGCACGT-

GCG-3'，（R）5'-CCGTGTGCGCGACGTGCG-3'。

pathway activity.

: Myocardial ischemia-reperfusion; Autophagy; Dexmedetomidine; NAD-dependent deacetylase; Rapamycin target

protein; Signal pathway; Inflammation
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图 1 心肌梗死面积百分比的比较

Fig.1 Comparison of percentage of myocardial infarction area. ***P＜0.001.

Groups

CK-MB(U/L) cTnI(ng/L) IL-6(ng/L) TNF-琢(ng/L)

Before

reperfusion

After

reperfusion

Before

reperfusion

After

reperfusion

Before

reperfusion

After

reperfusion

Before

reperfusion

After

reperfusion

sham group 0.53依0.06 0.55依0.06 0.06依0.01 0.07依0.01 1.02依0.12 1.16依0.18 0.89依0.09 0.96依0.09

model group 45.63依8.97a 60.52依10.32#a 5.52依1.03a 6.69依1.12#a 52.63依9.68a 78.52依12.35#a 35.63依7.85a 49.96依8.63#a

dexmedetomi-

dine group
30.21依6.85ab 21.41依4.53*ab 3.06依0.89ab 2.14依0.66*ab 40.12依8.36ab 31.42依7.52*ab 20.12依6.53ab 16.53依5.42*ab

F 112.635 86.635 96.635 65.427 86.963 65.754 75.659 45.538

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 1 三组大鼠再灌注前后血清 CK-MB、cTnI、IL-6和 TNF-琢水平的比较（n=15）
Table 1 Serum CK-MB, cTnI, IL-6, and TNF before and after reperfusion in three groups of rats- 琢 Horizontal comparison (n=15)

Note: #Compared with before reperfusion, P<0.05 in the model group after reperfusion; * The comparison between the group treated with

dexmedetomidine after reperfusion and before reperfusion showed P<0.05; a Compared with the sham surgery group, P<0.05; b Compared with the model
group, P<0.05.

1.4 统计学方法

采用 SPSS20.0统计软件对计量资料（均数依标准差）三组
间比较采用单因素 ANOVA分析，然后两两组间再比较采用

LSD-t法检验；再灌注前后组内比较采用配对 t检验。P＜0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CK-MB、cTnI、IL-6和 TNF-琢的比较
再灌注前模型组和右美托咪定组大鼠血清 CK-MB、cTnI、

IL-6和 TNF-琢水平明显高于假手术组，右美托咪定组低于模
型组（P＜0.05）。再灌注后模型组 CK-MB、cTnI、IL-6和 TNF-琢
水平高于再灌注前，而右美托咪定组低于再灌注前，并且再灌

注后右美托咪定组显著低于模型组，差异有统计学意义（P＜
0.05），见表 1。

2.2 心肌梗死面积百分比的比较

模型组和右美托咪定组心肌梗死面积百分比高于假手术

组，但右美托咪定组显著低于模型组（P＜0.05），见图 1。

2.3 自噬相关蛋白的比较

qRT-PCR和Western blot法检测发现，模型组和右美托咪

定组心肌组织 LC3 II/I、Beclin-1和 P62蛋白以及 mRNA 表达

量高于假手术组，但右美托咪定组显著低于模型组（P＜0.05），

见图 2。

2.4 SIRT1和 mTOR表达量的比较

qRT-PCR和Western blot法检测发现，模型组和右美托咪

定组心肌组织 SIRT1 和 mTOR mRNA 及蛋白的相对表达量

高于假手术组，但右美托咪定组显著低于模型组（P＜0.05），见

图 3。

3 讨论

近年来心血管疾病发病人群越来越多，尽管介入等治疗可

一定程度上改善心肌血供，但缺血的心肌供血后将面临缺血再

灌注损伤[11]，因此如何减轻心肌损伤至关重要。

右美托咪定作为一种心肌保护药物，在临床上已经进行了
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图 2自噬相关蛋白 mRNA及蛋白的相对表达量比较

Fig.2 Comparison of relative expression levels of autophagy related protein mRNA and protein,*** P＜0.001.

图 3 SIRT1和 mTOR mRNA及蛋白的相对表达量的比较（***，P＜0.001）

Fig.3 Comparison of relative expression levels of SIRT1 and mTOR mRNA and protein, *** P＜0.001.

多项研究和试验。这些研究主要是通过比较右美托咪定与安慰

剂或其他药物的疗效，评估其在心肌缺血再灌注损伤中的作

用[12-15]。一项针对心肌梗死患者的临床试验显示[16]，右美托咪定

能够显著减少心肌梗死面积，改善心功能。右美托咪定还可以

降低再梗死的风险，提高存活率。此外，右美托咪定还通过减少

心肌缺血再灌注损伤引起的心律失常，改善患者的心电图表

现[17-20]。除心肌梗死外，右美托咪定还在心脏手术中的应用进行

了研究。一项回顾性研究发现[21]，右美托咪定能够减少冠状动

脉旁路移植术（coronary artery bypass grafting，CABG）中心肌损

伤的发生率，缩短机械通气和住院时间。另一项随机对照试验

发现 [22]，右美托咪定能够降低 CABG术后心肌缺血的发作风

险。但是，关于右美托咪定能够影响心肌缺血再灌注的心肌自

噬活性以及相关分子机制还没有统一认识。

本研究显示，再灌注前模型组和右美托咪定组 CK-MB、

cTnI、IL-6和 TNF-琢水平明显高于假手术组，右美托咪定组低
于模型组（P＜0.05）；提示右美托咪定预处理能够改善单纯心

肌缺血过程中的心肌损伤和炎症反应。再灌注后模型组

CK-MB、cTnI、IL-6和 TNF-琢水平高于再灌注前，右美托咪定
组低于再灌注前，且右美托咪定组显著低于模型组（P＜0.05），

提示心肌缺血再灌注后心肌损伤和炎症反应进一步加重[23]，而

右美托咪定预处理同样可以改善再灌注后的心肌损伤和炎症

反应，持续时间较长，推测可以影响心室重构的进程[24]。

本研究显示，右美托咪定组心肌梗死面积百分比显著低于

模型组，提示右美托咪定预处理可以降低心肌缺血再灌注后的

心肌梗死范围。再灌注尽管恢复了缺血心肌的血液灌注，但是

心肌梗死进程可能并未停止，梗死后的心肌一旦发生凋亡或者

自噬，进程是不可逆转的，这也是再灌注后心室重构继续进展

的重要机制[25，26]。右美托咪定组心肌组织中自噬标志物 LC3 I-

I/I、Beclin-1和 P62蛋白表达量明显低于模型组，同样说明了右

美托咪定预处理可以抑制心肌的自噬活性，从而改善再灌注性

损伤的发生[27，28]。

本研究还发现，右美托咪定组心肌组织中 SIRT1和 mTOR
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表达量显著低于模型组（P＜0.05），我们推测右美托咪定预处

理可能抑制了 SIRT1/mTOR信号通路活性来发挥调控心肌自

噬活性的作用[29，30]。但是，确切机制还有待进一步验证。

综上所述，心肌缺血再灌注后可能进一步增加心肌损伤和

炎症反应，右美托咪定预处理能够部分减轻心肌损伤、炎症反

应、心肌梗死和自噬程度，可能与抑制 SIRT1/ mTOR信号通路

活性有关。
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