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激活 资-阿片受体抑制小鼠心肌缺血再灌注损伤的作用及机制 *

王凯燕 刘振华 王渊博 史 睿 刘超阳 付 峰 李 娟 张淑苗 郭海涛△ 裴建明△
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摘要 目的：探讨外源性 资-阿片受体激动剂 U50，488H对小鼠缺血再灌注损伤心肌的保护作用及其机制。方法：选择成年雄性

C57小鼠 40只，将其随机分为 4组：假手术组（Sham），缺血再灌注组（I/R），资-阿片受体激动剂 U50，488H+I/R组（U+I/R），资-阿片
受体阻断剂 nor-BNI+U50，488H+I/R组（N+U+I/R）。建立小鼠急性心肌缺血再灌注在体模型，通过小动物超声仪检测小鼠心功能，

采用氯化三苯基四氮唑 -伊文思蓝双染检测心肌梗死面积，检测血清心肌损伤物 LDH活性和 cTnI含量，Western-Blot检测 Ca

MKII和磷酸化 Ca MKII的表达。结果：与 Sham组相比，I/R组小鼠心功能下降，心肌梗死面积增加，血清 LDH和 cTnI水平升高

（P<0.05)，心肌组织内磷酸化 Ca MKII的表达明显增加（P<0.05）；与 I/R组相比，U+I/R组心功能改善，心肌梗死面积减小，血清

LDH和 cTnI水平降低（P<0.05），心肌组织内 CaMKII磷酸化被抑制（P<0.05）。给予 nor-BNI后，上述 U50，488H的作用均被阻

断。结论：资-阿片受体激活可抑制 CaMKII磷酸化并抑制心肌缺血再灌注损伤，改善心功能。

关键词：心肌缺血再灌注损伤；资-阿片受体；钙 /钙调蛋白依赖的蛋白激酶Ⅱ

中图分类号：R-33；R54 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2019）24-4624-04

Role of Activation of 资-opioid Receptor in Inhibiting Myocardial Ischemia
Reperfusion Injury in Mice*

To investigate the protective effect of exogenous 资-opioid receptor agonist U50,488H on myocardial is-

chemia reperfusion injury in mice and its potential underlying mechanism. 40 adult male C57 mice were randomly divided into

4 groups: Sham group (Sham), ischemia-reperfusion group (I/R), 资-opioid receptor agonist U50,488H+I/R group (U+I/R), 资-opioid re-

ceptor blocker nor-BNI+U50,488H+MI/R group (N+U+I/R). In vivo model of acute myocardial ischemia reperfusion in mice was estab-

lished. The cardiac function was detected by ultrasound of small animals. Myocardial infarction area was detected by TTC/Evean's blue

staining. Serum LDH activity and cTnI content were collected and detected by kits. The expression of CaMKII and phosphorylated

CaMKII were detected by western-blotting. Compared with the sham group, cardiac function was decreased in I/R group, my-

ocardial infarction area and the lever of serum LDH and cTnI were increased in serum (P<0.05), and the expression of phosphorylated
CaMKII in myocardial tissue was significantly increased (P<0.05). Compared with the I/R group, the U+I/R group showed improved car-

diac function, decreased myocardial infarction area, the decreased levels of LDH and cTnI in the serum (P<0.05), and inhibited phospho-
rylated CaMKII in the myocardial tissue (P<0.05). These effects of U50,488H were blocked by nor-BNI. 资-opioid receptor
activation inhibits myocardial ischemia-reperfusion injury and improves cardiac function, and the protective effect of 资-opioid receptor
activation may be associated with the reduced expression level of p-CaMKII, which needs further investigation.

Myocardial ischemia reperfusion injury; 资-opioid receptor ; CaMKII
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前言

缺血性心肌病已成为心血管疾病中引起患者死亡的主要

原因。及时有效地恢复缺血部位血流是挽救缺血性心肌病的根

本措施。临床上对心肌缺血患者的救治主要通过心脏介入性治

疗、搭桥手术和溶栓等方式恢复缺血部位血流再灌，但是缺血

心肌在恢复血液灌流后，可引起超微结构、功能、代谢及电生理

方面进一步损伤，即心肌缺血 / 再灌注损伤（myocardial is-
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chema/reperfusion injury, MIRI）。目前心肌缺血部位血流再通引

起的缺血再灌注损伤是缺血性心肌病患者接受治疗后心功能

恢复面临的主要障碍 [1,2]。探讨心肌缺血再灌注损伤的发病机

制，寻找潜在的治疗靶点，是当前亟待解决的的一个重要问题。

阿片受体（opioid receptor, OR）不仅分布于中枢神经系统，还广

泛分布于心血管系统。阿片类药物除了具有镇痛作用外，还可

通过激活阿片受体来调节和维持心脏功能 [3,4]。在心血管系统

中，资-阿片受体亚型占据主导地位[5]。大量研究表明，资-阿片受
体的激活可以调节心脏节律和心血管舒缩功能，提高损伤心肌

的耐受力[6,7]。钙 /钙调蛋白依赖的蛋白激酶Ⅱ (CaMKII)是一

种多功能的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，参与细胞内钙稳态的调

节[8,9]。研究发现，在心肌缺血再灌注过程中，Ca MKII的磷酸化

介导细胞内钙离子超载，加重心肌损伤[10-12]，提示 Ca MKII磷酸

化参与了心肌缺血再灌注损伤过程。本课题旨在探讨激活 资-
阿片受体可否通过抑制 CaMKII磷酸化减轻心肌缺血再灌注

心肌损伤并研究其潜在机制。

1 材料与方法

1.1 材料

6至 8周龄雄性 C57小鼠 40只，体质量 25-30 g，购买于

空军军医大学动物实验中心。U50,488H（资-阿片受体激动剂）
和 nor-BNI（资- 阿片受体拮抗剂）购买于美国 Tocris 公司。

CaMKII抗体、p-CaMKII抗体及GAPDH抗体均购于CST公司。

1.2 方法

1.2.1 心肌缺血 /再灌注模型建立及分组 将 40只 6至 8周

雄性 C57小鼠随机分成四组，分别是假手术组（Sham），缺血再

灌注组（I/R），资-阿片受体激动剂 U50,488H+I/R组（U+I/R），资-
阿片受体阻断剂 nor-BNI+U50,488H+I/R组（N+U+I/R）。小鼠

经腹腔注射 1%戊巴比妥钠（0.15 mL/25 g）麻醉后，进行气管插

管，调节呼吸机频率为 200次 /min，潮气量 150 滋L，连接心电
监护仪，于小鼠胸骨左侧第 3、4肋间做手术切口，暴露心脏，剥

离心包膜，在体式显微镜下确定冠状动脉左前降支（LAD）部位

后，采用 7-0带线缝合针于左心耳下缘 1 cm处穿过待结扎加

压。Sham组不结扎加压，仅在假手术开始前通过腹腔注射给予

生理盐水（4 mL/kg）；I/R组在结扎 LAD前通过腹腔注射给予

生理盐水（4 mL/kg）并开始计时，观察到心电图 ST段持续弓背

抬高，确定心肌缺血成功，30 min 后松脱结扎线再灌注 3 h；

U+I/R组在结扎 LAD前 5 min通过腹腔注射给予 U50，488H

（3 mg/kg），后续处理同 I/R组；N+U+I/R组在结扎 LAD前 20

min通过腹腔注射给予 nor-BNI（4 mg/kg），后续处理同 U+I/R

组。再灌注结束后收集心脏和血液，进行相关指标检测。

1.2.2 心功能检测 模型建立完成后进行心功能检测，使用异

氟烷再次麻醉小鼠并固定于恒温垫上，连接点击后获取胸骨旁

长轴切面M型超声结果，并保留 6个持续心动周期平均值为

原始数据，应用软件自动测算左心室射血分数 (ejection frac-

tion，EF)和左心室短轴缩短率(fractional shortening，FS)。

1.2.3 心肌梗死面积检测 模型建立完成后，重新结扎左冠状

动脉，颈部取完血后，从主动脉根部注射 1%的伊文氏蓝溶液后，

立即摘取心脏置于 -80℃冰箱，冷却 10 min后取出切成 1-2 mm

的薄片，将切片置于 1%的 TTC溶液中，37℃孵育 15 min后用

多聚甲醛固定并拍照，其中蓝色区域为非缺血区，红色区域为

缺血非梗死区，白色区域为缺血梗死区。用 Image-Pro Plus 6.0

软件计算各个区域面积。心梗面积 =缺血梗死区面积 /（缺血梗

死区面积 +缺血非梗死区面积）× 100%。

1.2.4 血清 LDH和 cTnI水平检测 模型建立完成后，立即从

颈动脉取血，静置 20 min，3000 r/min 离心 10 min，取血清，按

照各试剂盒说明书检测血清 LDH活性和 cTnI含量。

1.2.5 Western Blot检测 提取新鲜心肌缺血区组织蛋白，按

1：4体积加入 5× Loading buffer煮沸变性。经 SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，转膜后，在 5%的脱脂牛奶中封闭孵育 1 h，4℃孵

育一抗过夜，PBST洗三次，山羊抗兔或山羊抗鼠 IgG抗体室温

孵育 1 h，PBST洗三次，化学发光法发光显影。

1.3 统计学处理

实验数据均以 Mean ± SEM表示，采用 Graph-Pad Prism

Software Version 6.0统计程序进行统计学分析。各组间数据比

较采用单因素方差分析（one-way analysis of variance, ANO-

VA），以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 激活 资-阿片受体对MI/R小鼠心功能的影响

与 Sham组相比，I/R组小鼠心肌左心室射血分数（LVEF）

和左心室短轴缩短率(LVFS)显著降低（P<0.05）；与 I/R组相比，

U+I/R组小鼠 LVEF和 LVFS升高；给予 资-阿片受体阻断剂
nor-BNI干预后，U50,488H的该作用被抑制（P<0.05），该结果
表明在缺血再灌注损伤过程中，U50,488H可通过激活 资-阿片
受体改善小鼠心功能。见图 1。

2.2 激活 资-阿片受体对MI/R小鼠心肌梗死面积的影响

与 Sham组相比，I/R组小鼠心肌梗死面积显著增加（P<0.05）；
与 I/R组相比，U+I/R组小鼠心肌梗死面积减少（P<0.05）；给予
资-阿片受体阻断剂 nor-BNI干预后，U50,488H的该作用被抑

制（P<0.05）。见图 2。

2.3 激活 资-阿片受体对MI/R小鼠血清 LDH和 cTnI的影响

与 Sham组相比，I/R组小鼠血清心肌损伤酶 LDH水平显

著升高，cTnI释放增加（P<0.05）；与 I/R组相比，U+I/R组小鼠

血清 LDH和 cTnI水平明显降低（P<0.05）；给予 资-阿片受体阻
断剂 nor-BNI干预后，U50,488H的该作用被抑制（P<0.05），该结
果表明 U50,488H可抑制心肌缺血再灌注损伤。见图 3。

2.4 激活 资-阿片受体对MI/R小鼠心肌 CaMKII磷酸化的影响

与 Sham组相比，I/R组小鼠心肌组织 p-CaMKII的表达明

显增加（P<0.05）；与 I/R 组相比，U+I/R 组小鼠心肌组织

p-CaMKII的增加被抑制（P<0.05）；给予 资-阿片受体阻断剂
nor-BNI干预后，U50,488H的该作用被阻断（P<0.05），该结果
提示 U50,488H可能通过抑制 CaMKII磷酸化发挥心肌保护作

用。见图 4。

3 讨论

目前，临床上对缺血性心肌的治疗主要通过经皮冠状动脉

介入（percutaneous coronary intervention, PCI）等治疗技术实现

缺血部位心肌血流的再灌注，但随之而来的心肌缺血再灌注损

伤（MI/R）是导致患者治疗后心功能恢复障碍的主要原因。心肌
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缺血再灌注损伤的病理生理过程复杂，涉及多种与细胞存活，

损伤修复和细胞因子释放有关的分子机制和信号通路，因此，

探讨心肌缺血再灌注的内在机制，寻找有效的干预靶点是治疗

心肌缺血再灌注损伤的关键。阿片受体作为 G蛋白偶联受体

家族的主要成员，在缺血再灌注损伤过程中可激活下游蛋白激

酶的瀑布级联反应，通过多种信号通路发挥心肌保护作用[13]。

研究表明，阿片受体激动剂处理可以有效提高心肌缺血再灌注

损伤的耐受性，改善心脏兴奋收缩耦联，降低心律失常的[6,14]发

生。同时，激活阿片受体还可以调节心血管的舒张和收缩作用[15]。

本课题组的前期研究表明，激活 资-阿片受体具有一定的心肺
保护作用。本研究进一步表明，在心肌缺血再灌注过程中，资-阿
片受体选择性激动剂 U50，488H对心肌的保护作用，主要表现

为心功能显著提高，心肌梗死面积和心肌细胞内 LDH及 TnI

的释放减少，而这些作用可被 资-阿片受体阻断剂 nor-BNI抑

图 1 U50,488H对缺血再灌注小鼠心功能的影响（n=4-6，*与 Sham组相比，P<0.05；#与 I/R组相比，P<0.05; &与 U+I/R组相比，P<0.05）
Fig.1 Effects of U50,488H on cardiac function in MI/R mice. (n=4-6, * vs Sham, P<0.05; # vs I/R, P<0.05; & vs U+I/R, P<0.05)

图 2 U50,488H对缺血再灌注小鼠心肌梗死面积的影响（n=4-6，*与 Sham组相比，P<0.05；#与 I/R组相比，P<0.05; &与 U+I/R组相比，P<0.05）
Fig.2 Effects of U50,488H on cardiac infarct size in MI/R mice. (n=4-6, * vs Sham , P<0.05; # vs I/R, P<0.05; & vs U+I/R, P<0.05)

图 3 U50,488H对缺血再灌注小鼠血清 LDH和 cTnI水平的影响（n=4-6，*与 Sham组相比，P<0.05；#与 I/R组相比，P<0.05; &与 U+I/R组相比，

P<0.05）
Fig.3 Effects of U50,488H on serum LDH and cTnI levels in MI/R mice. (n=4-6, * vs Sham, P<0.05; # vs I/R, P<0.05; & vs U+I/R, P<0.05)

4626· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.24 DEC.2019

图 4 U50,488H对缺血再灌注小鼠心肌磷酸化 CaMKII表达的影响（n=4-6，*与 Sham组相比，P<0.05；#与 I/R组相比，P<0.05; &与 U+I/R组相

比，P<0.05）
Fig.4 Effects of U50,488H on the expression of p-CaMKII in MI/R mice heart. (n=4-6, * vs Sham, P<0.05; # vs I/R, P<0.05; & vs U+I/R, P<0.05)

制。该研究进一步明确表明 资-阿片受体可作为治疗心肌缺血 再灌注损伤的药理学受体靶点。

在心脏收缩舒张过程中，心肌细胞的兴奋 -收缩耦联与钙

离子浓度的变化密切相关[16]。心肌细胞内钙离子稳态是心肌收

缩舒张功能正常发挥的关键。心肌缺血再灌注损伤后，钙离子

通道功能障碍及其介导的电生理稳态的失衡是心律失常发生

和心功能降低的主要原因[17,18]。调节钙稳态的分子机制非常复

杂，其中 CaMKII是细胞内调节钙离子水平的重要蛋白激酶之

一。既往研究表明，在应激状态下细胞内钙稳态失衡与 CaMKII

的过度活化密切相关[19]。Ca MKII是一种能够被被钙 /钙调蛋

白复合物所调控的，具有丝氨酸 /苏氨酸特性的蛋白激酶，在

心肌细胞内具有较高的表达。CaMKII作为重要的胞内蛋白激

酶，参与多种生物学反应，包括对细胞胞质和线粒体内多种离

子通道和转运体的活化，以及对细胞内转录因子和能量代谢的

调控。近来大量研究表明，CaMKII的磷酸化与多种心血管疾病

的发生发展过程密切相关[20,21]，包括心肌缺血再灌注损伤、心肌

梗死、糖尿病心肌病以及心力衰竭等据此，我们检测了心肌组

织内磷酸化 CaMKII的表达水平。实验结果发现，在心肌缺血

再灌注损伤过程中，心肌组织内磷酸化 CaMKII显著增加，而

资-阿片受体选择性激动剂 U50,488H可以有效抑制 CaMKII磷

酸化，该作用可被 资-阿片受体阻断剂 nor-BNI抑制，该结果提

示 资-阿片受体激活对缺血再灌注心肌的保护作用可能与抑制
CaMKII磷酸化，减少细胞内钙超载有关。

综上所述，本研究进一步证实了 资-阿片受体选择性激动
剂 U50,488H可以改善心功能，提高心肌对缺血再灌注损伤的

耐受力，其作用机制可能与激活 资-阿片受体抑制 Ca MKII磷

酸化，减少细胞内钙超载有关。这些结果提示 资-阿片受体激活
对磷酸化 CaMKII的调节可能是心肌缺血再灌注损伤治疗的

潜在靶点。具体机制还有待于深入研究。
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