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大鼠心肌梗死后差异蛋白质组学分析
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摘要 目的：建立大鼠心肌梗死后蛋白表达变化谱，以进一步了解心肌梗死后心肌细胞重塑产生机制。方法：通过结扎大鼠冠状动
脉左前降支建立急性心肌梗死模型，利用蛋白质双向凝胶电泳技术（two-dimensional gel electrophoresis，2-DE)分离心肌总蛋白，采
用 PDQuest7.3.1软件比较分析，获得差异表达蛋白总体变化趋势。进一步通过蛋白免疫印记技术（Western-blotting）检测碱性成纤
维生长因子（Base fibroblast growth factor，bFGF）在心肌梗死后的表达变化。结果：成功建立了大鼠急性心肌梗死模型；2-DE结果
表明：以假结扎组为对照，梗死 3天组有 27个蛋白显著上调，18个蛋白显著下调，7个蛋白表达明显差异（ratio>5）。进一步研究
发现梗死区心肌组织 bFGF表达明显升高。结论：心肌梗死后蛋白表达变化趋势的探讨为心室重塑机制研究提供线索。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism of ventricle remodeling after myocardial infarction by analyzing the proteins
detected by ampholyte pH gradients based two-dimensional gel electrophoresis (2-DE). Methods: The animal model of acute myocardial
infarction was established by surgical legation of the left coronary artery in rat. The total proteins of normal and infracted cardiac muscle
tissues were extracted. The differentially expression proteins were selected by using image analysis software. The expression of bFGF
were analyzed by western-blotting. Results: The rat model of acute myocardial infarction was established and identified in ligation 3 days
group. There were 27 up-regulated and 18 down-regulated, while 7 proteins specially expressed in infracted tissue were obviously
changed. Conclusion: Myocardial infarction caused differentially expression change for cardiac muscle tissues, which were helpful to
study the metabolism of ventricle remodeling.
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前言

心肌梗死（myocardial infarction，MI）是由于冠状动脉供血
中断，引起供血区持续缺血而导致的较大范围的心肌坏死。心
肌梗死后，梗死区心肌周围残存的心肌细胞接受心肌缺血、损伤
的信息启动了众多蛋白质的表达，产生一系列心室重塑过程[1]，
主要表现为残存的心肌细胞肥大，心肌细胞凋亡，同时伴随成
纤维细胞增殖，纤维组织替代坏死心肌，最终发展为失代偿性
心力衰竭而导致死亡[2; 3]，因此，在心肌梗死早期有效抑制心室
重塑的发生、发展对改善心肌梗死预后并发症具有重要意义。
最近研究表明，碱性成纤维生长因子（Base fibroblast growth
factor，bFGF）可以促进胶原蛋白合成，血管生成以及细胞增殖，
对受损心肌细胞的功能修复具有重要作用[4]。本研究首先利用
蛋白质双向凝胶电泳技术分析了心肌梗死后差异表达的蛋白，

进一步检测了 bFGF的在梗死区和非梗死区的表达变化，从而
为探讨心室重塑的机制和用药时间的选择提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 动物模型的建立和分组
将雄性 SD大鼠（250g±50g），投入麻醉缸中，至大鼠出现

深慢呼吸状态时取出，将其四肢和牙齿固定于鼠板，剪毛后用
75%的酒精消毒其胸部皮肤，剪开皮肤，钝性分离胸肌,将心脏
挤出。辨认心脏结构，在左心耳下 1.5厘米肺动脉圆锥处穿零
号线，结扎冠状动脉左前降支，闭合胸腔，夹闭皮肤，按压胸部
助其恢复心跳和呼吸，待其呼吸平稳后，缝皮。假结扎组，只在
相同部位穿线并将线留在心肌内，其余操作同上。将 SD大鼠
随机分为假结扎组、结扎 3天组。分别在假结扎组、结扎 3天组
大鼠结扎线下方（左前降支供血区域）取材，各组保持一致[5]。
1.2 主要试剂

载体两性电解质（ampholyte）购自 Amersham Biosciences

公司,尿素（urea）、丙烯酰胺（actylamide）、甲叉双丙烯酰胺
（Bisacrylamide）均为美国 Sigma公司产品；Tris-base、SDS购自
天津科密欧化学试剂有限公司。
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1.3 主要仪器
圆盘电泳仪（大连竞迈生物科技有限公司）；高压电泳仪

（北京君意东方电泳设备有限公司）；MVⅡ型垂直板电泳槽
（大连竞迈生物科技有限公司）；TGL-16B高速台式离心机（上
海安亭科技仪器厂）；JY92-Ⅱ超声波细胞破碎机（宁波新艺生
物科技股份有限公司）。
1.4 实验方法
1.4.1 苏木精 -伊红（Hematoxylin-Eosin, HE）染色鉴定心肌梗
死区域 假结扎组和结扎组大鼠结扎部位取材后，生理盐水清
洗干净，液氮冷冻后作冰冻切片，丙酮浸润切片 5分钟，双蒸水
清洗一次，干燥后加入苏木精浸泡 0.5小时（室温），可根据着
色情况调定。双蒸水浸泡 3分钟两次，将水分甩掉，浸入伊红，
37℃，30分钟（时间温度均可根据染色强弱而调定至满意效
果），取出甩干染液，用双蒸水冲洗干净，取出依次放入 50 %、
70 %、80 %、95 %、95 %、100 %酒精中分色脱水。镜检，二甲苯 3
分钟两次，中性树脂滴一滴封片，50℃-80℃干烤 2小时。
1.4.2 大鼠心肌总蛋白的制备 分别取各组大鼠心肌组织 1 g，
在 4℃预冷的生理盐水中清洗组织至发白，滤纸吸干，并将组
织剪碎，置于匀浆器中，加入裂解液（50 mmol L-1 Tris-HCl）1
mL，DTT 100 mmmol L-1，PMSF10 mmol L-1，在冰上充分匀浆至
无肉眼可见组织块，分装 EP管中，冰置 10 min。超声破碎裂解
心肌细胞（200 w,工作时间 2 s,间隔 2 s,共 10次），4℃离心
（12，000 r min-1，10 min），上清液即为心肌总蛋白。以牛血清白
蛋白(BSA)为标准蛋白（100μg mL-1），利用考马斯亮蓝法测定
样品蛋白浓度。
1.4.3 蛋白质双向凝胶电泳 第一向电泳为聚丙烯酰胺等电聚
焦电泳（IEF-PAGE）。采用载体两性电解质制造 pH梯度，上样
量为 50μg，蛋白样品与等体积 2×样品缓冲液混合，室温放
置 2 h。制备等电聚焦柱[ 6,7]，组装圆盘电泳槽，调节好各等电聚
焦柱高度，确定上槽与玻璃管之间无渗漏，分别加入电泳缓冲
液（阴极电泳缓冲液：500 mmol L-1氢氧化钠 150 ml，阳极电泳
缓冲液：500 mmol L-1磷酸 200 ml），用微量注射器将样品液缓
慢从玻璃管的上端注入，使样品沉于胶面上。接通电源，开启高
压电泳仪，室温下预电泳 30 min，2000 V恒压等电聚焦电泳 4
h。电泳完毕后，取下胶管，用双蒸水将胶管和两端洗 2次，用恒
压转柄推动注射器使胶条自行滑出，并置于小培养皿内，在平
衡缓冲液（5 % 2-巯基乙醇，62.5 mmol L-1Tris-HCl(pH6.8)，2.5
%SDS，10 %甘油）中平衡 30 min后进行第二向电泳。

第二向电泳为 SDS-PAGE。将 IEF-PAGE后的凝胶进行
SDS-PAGE电泳。30 mA恒流电泳 1小时左右,当溴酚蓝距离
胶底部 1 cm处，停止电泳。考马斯亮蓝染色、脱色后扫描分析。
1.4.4 Western-blotting方法检测 bFGF蛋白水平表达 将制备好
的样品采用 10 %SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，按常规方法将凝
胶蛋白带转移到硝酸纤维素膜上，5 %脱脂奶粉在室温封闭 2
h，中间换液一次，加入一抗（1：500）4 ℃过夜，TBST (150 mM
NaCl，50 mM Tris-Cl，0.1 %Tween-20)洗 10 min，共 3次，然后
加入二抗（1：1000），室温孵育 1 h。反应结束 TBST洗 10 min
共 3次，TBS洗 10 min1次，DAB试剂显色。
1.4.5 图像扫描分析 染色后的凝胶用扫描仪扫描，获取的数字
化图像，采用 PDQuest7.3.1软件进行分析。图像分析过程包括

蛋白点的检测、凝胶匹配、相对分子量和等电点的确定，获取斑
点位置坐标等分析。

2 结果

2.1 心肌组织的病理切片鉴定
心肌组织病理切片的 HE染色结果显示：假结扎组大鼠心

肌组织纤维排列整齐，未见断裂、溶解、变性及坏死。结扎组大
鼠心肌组织内可见大量心肌细胞坏死，溶解，炎细胞浸润等病
理改变（图 1）。

图 1 假结扎组和结扎组大鼠的心肌组织 HE染色分析 (80×)：
A.假结扎组；B.心肌梗死 3天组

Fig.1 HE staining analysis of heart tissues for myocardial infarction(MI)
group and sham ligation group (80×)：A. sham liagation group；B. MI 3

days group

2.2 心肌梗死后心肌蛋白表达变化的双向凝胶电泳分析
由图 2可见，两组蛋白点在 pH 4.0～6.0范围内均匀分布，

利用 PDQuest7.3.1软件分析双向电泳图谱发现：假结扎组可以
检测出 51个蛋白点，结扎 3天组检测出 52个蛋白点。对比假
结扎组，梗死 3天组有 27种蛋白上调，18种蛋白下调，（图 2）。
心肌梗死后有 7种蛋白表达变化趋势超过 80%，其中有 4个下
调蛋白，3个上调蛋白，且这些表达差异显著蛋白点均分布在
pH 4～5范围。其中 Spot3602和 Spot4501是两个显著下调蛋
白，该蛋白等电点接近于 5，为酸性蛋白。

图 2心肌梗死后蛋白表达变化的双向凝胶电泳图谱：A.假结扎组;B.结
扎 3天组；标记点为具有显著性差异的蛋白

Fig.2 Two-dimensional gel electrophoresis images of protein expression
changes after myocardial infarction：A. sham group;B. ligation 3 days

group；marked spot, differentially expressed proteins.

2.3 心肌组织 bFGF表达鉴定
根据Western blotting结果显示，非梗死区组织中 bFGF表

达较低，而大鼠心肌梗死后，梗死区 bFGF表达明显升高，但结
扎区远端组织也未见 bFGF的显著表达。
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图 3 Western blotting法鉴定 bFGF蛋白的表达变化:
1.结扎 3天组结扎区组织；2.结扎 3天组结扎远端组织；

3.假结扎区组织；4.假结扎远端组织.
Fig.3 Expression change of bFGF after myocardial infarction by Western

blotting:Lane 1,ligation area tissue of ligation 3 days group; Lane 2,
unligation area tissue of ligation 3 days group; Lane 3,sham

ligation area tissue; Lane 4,un-sham tissue area.

3 讨论

心肌梗死后，心脏自身出现保护性修复，继而发生心肌细
胞凋亡、纤维化等病理过程，心肌内环境也随之发生明显改变，
同时伴随大量蛋白表达变化。而利用蛋白质双向凝胶电泳技术
鉴定心肌梗死早期蛋白表达改变，为心肌梗死早诊断，早治疗
提供重要理论基础[8]。本研究利用蛋白质双向凝胶电泳技术，从
蛋白质组水平分析心肌梗死早期基因表达变化谱，2-DE结果
表明：心肌梗死后，大量基因表达发生变化，本方法检测出超过
50个差异蛋白点,与假结扎组相比，梗死 3天组有 27个蛋白点
显著上调，18个蛋白点显著下调，有 7个蛋白点灰度扫描差异
大于 80 %，其中 Spot3602和 Spot4501是两个显著下调蛋白，
这两种差异性表达的蛋白为等电点和分子量相似的酸性蛋白，
其进一步质谱鉴定将具有重要意义。

心室重塑是心肌梗死后的最大的威胁,其初始目的是在心
肌梗死初期保持有效的心脏功能，但长时间作用后果是有害
的，最终导致心力衰竭，威胁到生命[9]。目前，临床上采用 bFGF
（Base fibroblast growth factor，bFGF）对恢复期心肌梗死病人进
行治疗，效果显著。bFGF是成纤维细胞表达的细胞因子，具有
抑制心肌细胞的胞间信号转导，促进Mg2+释放、诱导血管内皮
细胞增殖、分化和新生血管形成，改善缺血组织供血等作用
[4,10-11]。动物实验研究表明，bFGF具有减少心肌梗死面积，促进
心室功能恢复、抑制心室重塑等作用[12-13]。本研究进一步通过
Western-blotting技术对心肌梗死 3 天后 bFGF表达情况进行
鉴定。结果表明，在结扎 3天组梗死区部位检测到 bFGF表达
明显增高。假结扎组和结扎组非梗死区部位均未见明显表达。
表明在急性心肌梗死前期，bFGF表达上调可能与促进微血管
增生，减少受损面积，诱导成纤维细胞分裂，有效填补因心肌坏
死而产生的空缺等方面发挥积极作用，bFGF的高表达可能与
心肌细胞的自身修复有密切关系。临床上采用 bFGF对心肌梗
死进行治疗时需考虑心肌组织自身表达变化。

利用蛋白组学工具从某一时间点的细胞蛋白全谱着手分
析，进行质谱数据的生物信息检索，了解心肌梗死后心肌细胞
蛋白表达的改变，将有助于研究心肌梗死后心室重塑的机制，

为急性心肌梗死的治疗提供线索。
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