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补体 １ｑ ／ 肿瘤坏死因子相关蛋白 ９ 改善急性
心肌梗死小鼠心脏功能和减轻心肌组织纤维化
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［摘要］：目的　 探究补体 １ｑ ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ９（ＣＴＲＰ９）对减轻急性心肌梗死（ＡＭＩ）后心肌组织纤维化的作用及

其机制。 方法　 构建小鼠 ＡＭＩ 模型，使用超声机检测左心室射血分数（ＬＶＥＦ）评估心脏功能，应用免疫荧光染色检测 α－
ＳＭＡ ／ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 双染阳性细胞、心肌组织不同区域 ＣＴＲＰ９ 表达情况，应用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测小鼠血清 ＣＴＲＰ９、转化生长因子

（ＴＧＦ）－β１ 含量，通过 Ｍａｓｓｏｎ 染色检测小鼠心肌纤维化情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测心肌组织胶原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１、蛋白激酶 Ａ
（ＰＫＡ）、ｐ－ＰＫＡ 表达情况。 结果　 小鼠 ＡＭＩ 后第 ４ 天，血清 ＣＴＲＰ９ 水平减低（ Ｐ ＜０．００１）、ＴＧＦ－β１ 水平升高（ Ｐ ＜０．００１）；ＡＭＩ
后第 ２８ 天，ＬＶＥＦ 显著减低（ Ｐ ＜０．００１），心肌纤维化明显增加（ Ｐ ＜０．００１），心肌组织 ＴＧＦ－β１ 水平明显升高（ Ｐ ＝ ０．００２５），肌
成纤维细胞数量大量增加（ Ｐ ＜０．００１），ＰＫＡ 活性增强（ Ｐ ＝ ０．００２３），胶原蛋白Ⅰ表达明显增加（ Ｐ ＝ ０．０２３８）；敲除 ＣＴＲＰ９ 小

鼠 ＡＭＩ 组 （１０ ／ ２２）较野生型小鼠 ＡＭＩ 组（１０ ／ ２７）死亡率增加，但生存曲线未达到统计学差异，心脏收缩功能进一步减低（ Ｐ ＝
０．００１０），心肌纤维化更加严重（ Ｐ ＝ ０．０３９５），ＰＫＡ 活性受到部分抑制（ Ｐ ＝ ０．００６３），ＴＧＦ－β１（ Ｐ ＝ ０．０１２６）、胶原蛋白Ⅰ（ Ｐ ＝
０．００９０）表达增加更多；补充 ｒＣＴＲＰ９ 后，ＡＭＩ 组小鼠死亡明显减少，但生存曲线未达到统计学差异；心脏收缩功能明显改善（ Ｐ
＜０．００１）；心肌纤维化明显减轻（ Ｐ ＜０．００１）；ＰＫＡ 活性升高（ Ｐ ＜０．００１），ＴＧＦ－β１（ Ｐ ＜０．０１）、胶原蛋白Ⅰ 表达减少（ Ｐ ＜０．０１），
应用 ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 阻断后，ＣＴＲＰ９ 的心肌保护作用被阻断。 结论　 ＣＴＲＰ９ 通过 ＰＫＡ 通路明显减轻 ＡＭＩ 小鼠心肌组织纤

维化和改善心脏功能。
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　 　 急性心肌梗死 （ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）的发病率显著下降［１］，随着早期再灌注治疗策

略的实施，以及新的药理学方法的引入，ＡＭＩ 的 ３０
天死亡率降低了 ６０％，心脏急性事件期间预后获得

了很大改善，但生存率的提高导致 ＡＭＩ 后慢性心力

衰竭的患者明显增加［２－３］。 ＡＭＩ 后心力衰竭的发病

过程中抗心肌纤维化研究探索一直是心血管领域研

究的热点，但是尚未研究出确实有效的治疗靶点和

方法。 补体 １ｑ ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ９（ ｃｏｍｐｌｅ⁃
ｍｅｎｔ １ｑ ／ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９，
ＣＴＲＰ９）作为一种分泌糖蛋白在心脏高度表达，参与

多种代谢紊乱的发生和发展，在心血管疾病的保护、
炎症的调控及糖脂代谢的调节中发挥重要的作用。
ＣＴＲＰ９ 在改善 ＡＭＩ 后心肌重塑中也发挥重要作用，
这与其抗心肌纤维化密切相关，但具体的分子机制

尚未完全明确，限制其进一步深入研究。

１　 材料与方法

１．１　 材料　 八周龄健康雄性野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，
由空军军医大学实验动物中心提供；ＣＴＲＰ９－ＫＯ 小

鼠由南京大学生物医学研究中心构建。 实验动物的

饲养及实验条件严格按照国家科学技术委员会颁布

的《实验动物管理条例》 进行。 抗转化生长因子

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）β１、抗波形蛋白（ｖｉ⁃
ｍｅｎｔｉｎ）抗体购于 ａｂｃａｍ 公司，苯基吲哚（ＤＡＰＩ）蓝

色荧光购于 ＬＥＡＧＥＮＥ 公司，Ｃ１ｑＴＮＦ９ 酶联免疫吸

附分析试剂盒购于 Ｃｌｏｕｄ－ｃｌｏｎｅ 公司，小鼠甘油醛－
３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ⁃
ｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体购于 ＣＭＣＴＡＧ 公司，小
鼠 ＴＧＦ－β１ 酶免试剂盒购于 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 公司，Ｈ－８９
（二氢氯化物 ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）购于 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
公司，Ｐｈｏｓｐｈｏ－ＰＫＡ Ｃ（Ｔｈｒ１９７） （Ｄ４５Ｄ３） 兔单克隆

抗体购于 ＣＳＴ 公司，重组补体 １ｑ ／肿瘤坏死因子相

关蛋白 ９（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ １ｑ ／ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９，ｒＣＴＲＰ９）由本实验室合成。
１．２　 方法　
１．２．１　 小鼠 ＡＭＩ 模型的构建　 小鼠 ＡＭＩ 模型由美

国 Ｔｈｏｍａｓ Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ 大学的 Ｇａｏ Ｅｒｈｅ 教授帮助构建。
１．２．２　 动物实验分组及给药方式　 手术 ４ ｈ 后，待
动物麻醉完全复苏后，将 ＡＭＩ 组 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机

分为 ３ 组：ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（小鼠进行 ＡＭＩ 手术＋腹
腔注射生理盐水）；ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组［小鼠进行 ＡＭＩ
手术＋腹腔注射 ｒＣＴＲＰ９ ０．２５ μｇ ／ （ｇ·ｄａｙ）］；ＡＭＩ＋
ＣＴＲＰ９＋Ｈ８９ 组［小鼠进行 ＡＭＩ 手术＋腹腔注射 Ｈ－８９
０．５ μｇ ／ （ｇ·ｄａｙ） ＋腹腔注射 ｒＣＴＲＰ９ ０．２５ μｇ ／ （ ｇ·
ｄａｙ）］；外加另外 ３ 组：ＫＯ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（ＫＯ 小鼠

进行 ＡＭＩ 手术＋腹腔注射生理盐水）；野生型小鼠（ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ，ＷＴ）假手术（Ｓｈａｍ）＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（ＷＴ 小鼠进行假

手术操作＋腹腔注射生理盐水）；ＫＯ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组

（ＫＯ 小鼠进行假手术操作＋腹腔注射生理盐水）。
１．２．３　 动物饲养管理 　 开放管理，自由采食，足量

饮水。 每日检查有无死亡动物，ＡＭＩ 后第 ４ 天处死

少量动物留取血清标本，手术后第 ２８ 天行超声心动

图检测后，处死动物，留取标本。
１．２．４　 心脏功能评估　 应用 Ｍａｔｒｘ 动物麻醉机将异

氟烷和氧气混合后在麻醉盒内将小鼠麻醉后四肢用

胶布固定并继续吸入混合气维持麻醉，使用 Ｖｅ⁃
ｖｏ２１００ 小动物超声影像系统检测并计算小鼠左心

室射血分数（ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）。
１．２．５　 取材　 应用 Ｍａｔｒｘ 动物麻醉机将异氟烷和氧

气混合后在麻醉盒内将小鼠麻醉，称重、取血标本、
取出心脏用磷酸盐缓冲液将血液冲洗干净后称重。
１．２．６　 石蜡包埋小鼠心脏及切片 　 将小鼠左心室

用多聚甲醛固定后修剪、石蜡包埋、切片。
１．２．７　 小鼠心脏组织 ｍａｓｓｏｎ 染色　 脱蜡至水、重铬

酸钾染色、铁苏木素染色、丽春红酸性品红染色、磷
钼酸染色、苯胺蓝染色、分化、透明封片。 结果判读：
胶原纤维呈蓝色；肌纤维呈红色。
１．２．８　 心肌组织免疫荧光染色检测 ＣＴＲＰ９ 表达及

α－平滑肌肌动蛋白 （ α － ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α －
ＳＭＡ） ／ ｖｉｍｅｎｔｉｎ 双染检测肌成纤维细胞　 石蜡切片

脱蜡至水、抗原修复、透化处理、封闭、孵化一抗

（ＣＴＲＰ９ 稀释比例为 １ ∶ ５０，α－ＳＭＡ 稀释比例为 １ ∶
１００，ｖｉｍｅｎｔｉｎ 稀释比例为 １ ∶ １００）、孵化二抗、染核、
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封片，激光共聚焦显微镜观察。
１．２．９　 波形蛋白 ｖｉｍｅｎｔｉｎ 酶联免疫吸附试验（ ｅｎ⁃
ｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测小鼠

血清 ＣＴＲＰ９、ＴＧＦ－β１ 水平 　 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒步

骤检测血清 ＣＴＲＰ９、ＴＧＦ－β１ 水平变化。
１．２．１０ 　 免疫蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测心肌

组织蛋白表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测心肌组织胶原

蛋白Ⅰ、 ＴＧＦ － β１、 蛋白激酶 Ａ （ ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ Ａ，
ＰＫＡ）、ｐ－ＰＫＡ 蛋白表达。
１．３　 统计分析　 文中和图中的所有数值均以 ｎ 个独

立实验的均值±标准误（ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ ｍｅａｎ，ＳＥＭ）
表示。 数据用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ－５ 统计软件进行分

析。 生存曲线采用 Ｌｏｇ－ｒａｎｋ （Ｍａｎｔｅｌ－Ｃｏｘ）检验。 对

两组数据采用 ｔ 检验，对多组数据首先对所有实验组

进行单因素方差分析，然后进行 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ＇ｓ 多重比

较检验。 Ｐ ≤０．０５（双侧）认为具有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 ＡＭＩ ２８ ｄ 后，小鼠生存率显著减低，心脏收缩

功能明显降低，心肌纤维化程度明显增加 　 ＡＭＩ＋

Ｖｅｈｉｃｌｅ 组死亡率为（１０ ／ ２７）、 Ｓｈａｍ ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组为

（０ ／ １６）， Ｌｏｇ－ｒａｎｋ （Ｍａｎｔｅｌ－Ｃｏｘ）检验，Ｉ２ ＝ ７．２３３， Ｐ
＝ ０．００７２，ＡＭＩ 后小鼠生存显著降低；Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ
组心脏重量 ／体重为（４．４７５±０．１６５）ｍｇ ／ ｇ， ＡＭＩ＋Ｖｅ⁃
ｈｉｃｌｅ 组心脏重量 ／体重为（６．６７５±０．１３５）ｍｇ ／ ｇ，ＡＭＩ
后小鼠心脏变大；Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ＬＶＥＦ 为（７４．４６０±
１．６６８）％，ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ＬＶＥＦ 为（２５．１９０±１．４８８）％，
ＡＭＩ 后小鼠心脏收缩功能明显减低；Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ
组（左室游离壁） 纤维化为 （ ０． ４９５ ± ０． ０８４）％，
ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（梗死交界区）心肌纤维化为（２５．４１０±
１．０４１）％，ＡＭＩ 后小鼠梗死交界区心肌纤维化明显

增加。 见图 １。
２．２ 　 ＡＭＩ 后小鼠心肌组织及血清 ＣＴＲＰ９ 水平降

低，血清 ＴＧＦ－β１ 水平明显升高，梗死交界区肌成纤

维细胞数量明显增加，ＰＫＡ 活性增强，纤维化相关蛋

白表达明显增加　 小鼠ＡＭＩ 后第 ２８ 天应用免疫荧光

染色检测小鼠 ＡＭＩ 后心肌组织 ＣＴＲＰ９ 表达变化，与
Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（左室游离壁）比较，ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组

ＣＴＲＰ９ 在远离区、交界区及梗死区表达均有不同程度

降低，且越接近梗死区，降低越严重。 见图 ２。

图 １　 Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组与 ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心脏大小、收缩功能、纤维化程度比较

注：小鼠急性心肌梗死后第 ２８ 天 Ａ１：心脏大小；Ｂ１：心脏超声心动图；Ｃ１：心肌 Ｍａｓｓｏｎ 染色图像；Ａ２：心脏重量 ／
体重；Ｂ２：左室射血分数统计结果；Ｃ２：纤维化统计结果；与 Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比∗∗∗Ｐ ＜０．００１
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图 ２　 Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组与 ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心肌组织染色图像及蛋白变化比较

注：小鼠急性心肌梗死后第 ２８ 天 Ａ：ＣＴＲＰ９ 免疫荧光染色；Ｂ：α－ＳＭＡ ／ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 双染免疫荧光染色；Ｃ１～ Ｃ４：心肌组织

蛋白表达；与 Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比∗∗Ｐ ＜０．００１

　 　 小鼠 ＡＭＩ 后第 ４ 天 Ｓｈａｍ ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ 组血清

ＣＴＲＰ９ 为（９０７．０００±４０．１９０） μｇ ／ Ｌ， ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组

为（５１９．７００±１７．７７０）μｇ ／ Ｌ，ｎ ＝ ５， ｔ 检验 Ｐ ＜０．００１，
ＡＭＩ 后小鼠血清 ＣＴＲＰ９ 水平明显降低。 小鼠 ＡＭＩ
后第 ４ 天 Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组血清 ＴＧＦ－β１ 为（６６．７９０±
２．６９０） ｎｇ ／ Ｌ， ＡＭＩ ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组为（１１８． ５００ ± ６． ８７２）
ｎｇ ／ Ｌ，ｎ＝ ５， ｔ 检验 Ｐ ＜０．００１，ＡＭＩ 后小鼠血清 ＴＧＦ－

β１ 水平明显升高。
小鼠 ＡＭＩ 后第 ２８ 天 Ｓｈａｍ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心肌组织

中（左室游离壁）肌成纤维细胞数量（α－ＳＭＡ ／ Ｖｉｍｅｎ⁃
ｔｉｎ 双染阳性）为（０．２５０±０．２５０），ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（梗
死交界区）为（７．５００±０．６４６），ｎ ＝ ４， ｔ 检验 Ｐ ＜０．００１，
ＡＭＩ 后小鼠梗死交界区肌成纤维细胞数量增加。

小鼠 ＡＭＩ 后第 ２８ 天 ＡＭＩ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心肌组织
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（取自梗死交界区）胶原蛋白Ⅰ（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ）、ＴＧＦ－
β１、ｐ－ＰＫＡ ／ ＰＫＡ 分别为 Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（取左室游

离壁）的（２．８１９±０．４２７）倍、（１．８３９±０．０８９）倍、（１．６０５±
０．０６２）倍 ，ｎ＝ ４， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．０２３８、 Ｐ ＝ ０．００２５、 Ｐ ＝
０．００２３，ＡＭＩ 后胶原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１ 表达升高，ＰＫＡ
磷酸化水平增高，活性显著增加。
２．３　 敲除 ＣＴＲＰ９ ＡＭＩ 小鼠较野生型 ＡＭＩ 小鼠 ２８
天死亡率更高，心脏收缩功能更差，心肌纤维化更加

严重，ＰＫＡ 活性受到部分抑制，纤维化相关蛋白表

达增加更多　 ＷＴ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组小鼠第 ２８ 天死

亡率为（０ ／ １３），ＫＯ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组为（０ ／ １１），ＷＴ
－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组为（１０ ／ ２７），ＫＯ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组为

（１０ ／ ２２）。 ４ 组 Ｌｏｇ－ｒａｎｋ （Ｍａｎｔｅｌ －Ｃｏｘ）检验，χ２ ＝
１２．５２， Ｐ ＝ ０．００５８，４ 组之间比较有显著的统计学意

义，虽然 ＫＯ－ＡＭＩ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ 组较 ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ
组死亡率增加，但 ２ 组之间 χ２ ＝ ０．２９８３， Ｐ ＝ ０．５８４９，
生存曲线未达到统计差异。 见图 ３。
　 　 ＷＴ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心脏重量 ／体重为（４．４７５±
０．１６５）ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ６，ＫＯ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心脏重量 ／
体重为（４．６３３±０．１９４）ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ６， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．５４８５，
ＫＯ－ＣＴＲＰ９＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组小鼠心脏大小与 ＷＴ－Ｓｈａｍ＋
Ｖｅｈｉｃｌｅ 组小鼠无差异；ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心脏重

量 ／体重为（６．６７５±０．１３５）ｍｇ ／ ｇ，ｎ＝ ６，ＫＯ－ ＡＭＩ＋Ｖｅ⁃
ｈｉｃｌｅ 组心脏重量 ／体重为（７．２３３ ±０．１４５）ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝
６， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．０１８２， ＡＭＩ 后 ＫＯ－ＣＴＲＰ９ 型小鼠心

脏比 ＷＴ－ＡＭＩ 组明显增大。
ＷＴ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ＬＶＥＦ 为（７４．４６０±１．６６８）％，

ｎ＝ ５，ＫＯ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ＬＶＥＦ 为（７３．４００±１．８３９）％，
ｎ＝５， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．７９３１，两组小鼠心脏收缩功能无差

异；ＫＯ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ＬＶＥＦ 为（１５．１００±１．３４５）％，ｎ
＝５，ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ＬＶＥＦ 为（２５．１９０±１．４８８）％，
ｎ＝ ５， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．００１０，ＫＯ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组小鼠心

脏收缩功能减低更严重。
Ｍａｓｓｏｎ 染色检测 ＫＯ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（左室游

离壁）纤维化为（０．４９５±０．０８４）％，ｎ ＝ ４，ＫＯ－Ｓｈａｍ＋
Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（梗死交界区）纤维化为（０．５１０±０．１０３）％，
ｎ＝ ４， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．９１３９，两组小鼠心肌纤维化程

度无差异；ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组纤维化为（２５．４１０
±１．０４１）％，ｎ ＝ ４，ＫＯ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组纤维化为

（３１．５５０±２．０９８）％，ｎ ＝ ４， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．０３９５， ＫＯ
－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组小鼠心脏纤维化较 ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉ⁃
ｃｌｅ 组小鼠严重。

ＫＯ－Ｓｈａｍ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心肌组织胶原蛋白Ⅰ、
ＴＧＦ－β１、ｐ－ＰＫＡ ／ ＰＫＡ 分别为 ＷＴ－Ｓｈａｍ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ
组的（１．０２９±０．０７９）倍、（１．０１０±０．０８８）倍、（０．９８４±

０．０８０）倍，ｎ＝ ４， ｔ 检验 Ｐ ＝ ０．７３６５、 Ｐ ＝ ０．９１９７、 Ｐ ＝
０．８４９４，两组之间胶原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１、ＰＫＡ 磷酸化

水平无差异；ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心肌组织胶原蛋

白Ⅰ、ＴＧＦ－β１、ｐ－ＰＫＡ ／ ＰＫＡ 分别为 ＷＴ－Ｓｈａｍ＋
Ｖｅｈｉｃｌｅ 组的（２．８１９±０．４２７）倍、（１．８３９±０．０８９）倍、
（１．６０５±０．０６２）倍，ＫＯ－ ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心肌组织胶

原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１、ｐ－ＰＫＡ ／ ＰＫＡ 分别为 ＷＴ－Ｓｈａｍ
＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组的（３．１１０±０．４６４）倍、（２．２５７±０．０９２）倍、
（１．４６５±０．０４７）倍，ｎ＝ ４，ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组与 ＫＯ
－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组之间进行 ｔ 检验， Ｐ ＝ ０．００９０、 Ｐ ＝
０．０１２６、 Ｐ ＝ ０．００６３，ＫＯ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组较 ＷＴ－ＡＭＩ
＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组胶原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１ 表达升高，ＰＫＡ 磷

酸化水平减低，活性受到抑制。
２．４　 补充 ｒＣＴＲＰ９ 后小鼠 ＡＭＩ 第 ２８ 天的死亡率较

ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组降低，心脏收缩功能改善，心肌纤维

化减轻，纤维化相关蛋白表达减少，且这种作用可被

ＰＫＡ 抑制剂 Ｈ－８９ 阻断　 ＡＭＩ 后第 ２８ 天 ＡＭＩ＋Ｖｅ⁃
ｈｉｃｌｅ 组小鼠死亡率为（１０ ／ ２７）， ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组为

（４ ／ ２６），ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组为（９ ／ ２７）；Ｌｏｇ－ｒａｎｋ
（Ｍａｎｔｅｌ－Ｃｏｘ）检验，χ２ ＝ ３．２７２， Ｐ ＝ ０． １９４８。 虽然

ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组死亡率较 ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组及 ＡＭＩ＋
ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组减低，但三组生存曲线未达到统计

差异。 见图 ４。
ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组心脏重量 ／体重为（６．６７５±０．１３５）

ｍｇ ／ ｇ，ｎ＝ ６，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组心脏重量 ／体重为（５．８３３±
０．１８２）ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ６，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组心脏重量 ／
体重为（６．６００±０．１９３）ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ６，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小

鼠心脏比 ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组小鼠减小，ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组

和 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组小鼠心脏大小无差异，
ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组较 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠心

脏增大。
心脏超声检查 ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 ＬＶＥＦ 为（２５．１９０±

１．４８８）％，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组 ＬＶＥＦ 为（４１．２５０±１．４９３）％，
ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组 ＬＶＥＦ 为（２６．７６０±１．４８１）％，
ｎ＝ ５，ＡＭＩ ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠心脏收缩功能较 ＡＭＩ ＋
Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 明 显 增 强， ＡＭＩ ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ 组 和 ＡＭＩ ＋
ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组小鼠心脏收缩功能无差异，ＡＭＩ
＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组较 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠心脏收缩

功能明显差。
Ｍａｓｓｏｎ 染色检测 ＡＭＩ ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组（梗死交界

区）纤维化为（２５．４１０ ±１．０４１）％，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组纤

维化为（１７．５１０ ±０．８９３）％，ｎ ＝ ４，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－
８９ 组纤维化为 （ ２５． ４３０ ± １． ０３１）％， ｎ ＝ ４， ＡＭＩ ＋
ＣＴＲＰ９ 组小鼠心肌纤维化程度较 ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组明

显减轻，ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组和 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组小
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图 ３　 ＷＴ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ、ＫＯ－Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ、ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ、ＫＯ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 四组检测图像和各项统计比较

注：小鼠急性心肌梗死后第 ２８ 天 Ａ１：心脏大小；Ｂ１ 心脏超声心动图；Ｃ１：心肌 Ｍａｓｓｏｎ 染色图像；Ａ２：心脏重量 ／体重的

统计结果；Ｂ２： 左室射血分数统计结果；Ｃ２：纤维化统计结果；Ｄ１～ Ｄ４：心肌免疫印迹蛋白表达；与 ＷＴ－ Ｓｈａｍ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ
组相比无显著差别 Ｐ ＞０．０５；与 ＷＴ－ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组相比∗Ｐ ≤０．０５，∗∗Ｐ ＜０．０１
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图 ４　 ＡＭＩ＋ Ｖｅｈｉｃｌｅ、ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９、ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 三组检测图像和各项统计比较

注：小鼠急性心肌梗死后第 ２８ 天 Ａ１：心脏大小；Ｂ１：心脏超声心动图；Ｃ１：心肌 Ｍａｓｓｏｎ 染色图像；Ａ２：心脏重量 ／体重

的统计结果；Ｂ２：左室射血分数统计结果；Ｃ２：纤维化统计结果；Ｄ１～Ｄ４：心肌 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 蛋白表达；与 ＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ
组比较 ｎｓＰ ＞０．０５，∗Ｐ ≤０．０５，∗∗Ｐ ＜０．０１，∗∗∗Ｐ ＜０．００１；与 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组比较＃Ｐ ≤０．０５，＃＃Ｐ ＜０．０１，＃＃＃Ｐ ＜０．００１

鼠心肌纤维化程度无差异，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组较

ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠心肌纤维化程度明显重。
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组心肌组织

（梗死交界区）蛋白表达变化原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１、ｐ－
ＰＫＡ ／ ＰＫＡ 分别为 ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组的（０．６２４±０．０５４）
倍、（０． ５３８ ± ０． ０８２） 倍、 （ １． ５９８ ± ０． ０５８） 倍， ＡＭＩ ＋
ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组心肌组织（梗死交界区）蛋白表达

变化原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１、ｐ－ＰＫＡ ／ ＰＫＡ 分别为 ＡＭＩ＋
Ｖｅｈｉｃｌｅ 组的（０．９４７±０．０９６）倍、（０．９８８ ± ０．１０１）倍、
（１．１１３±０．０７８）倍，ｎ＝ ４，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠心肌组

织胶原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１ 的表达量较 ＡＭＩ ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ
明显减少，ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组和 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组

小鼠心肌组织胶原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１ 的表达量无差

异，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９ 组较 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠心

肌组织胶原蛋白Ⅰ、ＴＧＦ－β１ 的表达量明显增加，
ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠 ＰＫＡ 磷酸化激活程度较 ＡＭＩ＋
Ｖｅｈｉｃｌｅ 升高，ＡＭＩ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ 组和 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－８９
组小鼠 ＰＫＡ 磷酸化激活程度相同，ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９＋Ｈ－
８９ 组较 ＡＭＩ＋ＣＴＲＰ９ 组小鼠 ＰＫＡ 磷酸化激活减低。

３　 讨　 论

缺血性心脏病在全球范围内仍然是主要死亡原

因［４］，心肌成纤维细胞通过沉积细胞外基质来修复

坏死心肌组织，在心力衰竭的发病机制中起着关键

０７３ 中国体外循环杂志 ２０２１ 年 １２ 月 ２８ 日第 １９ 卷第 ６ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ ＥＣＣ Ｖｏｌ．１９ Ｎｏ．６ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２８， ２０２１



作用［５］。 ＡＭＩ 后非梗死区局部结缔组织的扩张，梗
死边缘区和远离区未受损伤心肌的反应性纤维化导

致心肌硬度增加，顺应性降低，从而进一步降低心输

出量［６］，引起心脏功能衰竭，这是造成 ＡＭＩ 致死的

重要原因之一。
ＣＴＲＰ９ 是一种在心脏高度表达的分泌糖蛋白，

在心血管疾病的保护、炎症的调控及糖脂代谢的调

节中发挥重要的作用，本研究组在过去研究中发现

在缺血性心脏损伤中，血浆和心室组织中 ＣＴＲＰ９ 的

表达显著降低，ＣＴＲＰ９ 具有明显的心肌保护作用，
ＣＴＲＰ９ 通过改善心肌纤维化在改善心肌重塑中发

挥重要作用［７］。 但目前研究 ＣＴＲＰ９ 主要以心肌细

胞、血管内皮细胞为研究对象，以心肌成纤维细胞作

为对象的研究尚未见报道。
本研究应用免疫荧光染色的方法直接观察了

ＡＭＩ 不同区域 ＣＴＲＰ９ 的表达变化，与缺血的严重程

度直接相关，表达水平从梗死远离区、交界区、梗死

区依次明显降低。 在小鼠 ＡＭＩ 后第 ４ 天血清中

ＣＴＲＰ９ 水平明显减低伴随着血清中 ＴＧＦ－β１ 明显

升高。 ＴＧＦ－β 家族是研究最多的纤维反应调节因

子之一，它在心肌损伤后的适应和重塑中起着重要

作用［８－１０］。 本研究发现 ＡＭＩ 后 ２８ 天梗死交界区肌

成纤维细胞数量明显增加。 肌成纤维细胞分泌大量

结构细胞外基质蛋白［１１－１２］，可以引起心肌组织纤维

化，在梗死交界区纤维化明显增加。 这些结果提示

在 ＡＭＩ 过程中 ＣＴＲＰ９ 的表达降低及 ＴＧＦ－β１ 的升

高可引起成纤维细胞的持续激活，分泌大量基质蛋

白造成心肌组织发生纤维化。
为了进一步证实这一观点， 本研究构建了

ＣＰＲＴ９ 敲除小鼠，在无 ＡＭＩ 时，ＫＯ－ＣＴＲＰ９ 小鼠与

ＷＴ 型小鼠心肌纤维化程度及心脏收缩功能基本一

致，但在 ＡＭＩ 发生后，ＫＯ－ＣＴＲＰ９ 小鼠的心肌纤维

化程度更加严重，心脏收缩功能降低更加严重，从反

面证实 ＣＴＲＰ９ 的减低参与了 ＡＭＩ 后过度的心肌纤

维化并且造成心脏收缩功能的进一步减低。 补充

ｒＣＴＲＰ９ 后，心肌纤维化明显减轻，心脏收缩功能明

显改善，从正面证实补充 ＣＴＲＰ９ 可减低 ＡＭＩ 后的

心肌纤维化并且改善心脏的收缩功能。
前期研究证实 ＣＴＲＰ９ 可激活促生存信号分子

ＰＫＡ 而抑制 Ｈ９Ｃ２ 细胞缺氧损伤引起的心肌细胞凋

亡减轻心肌重塑［７］。 本研究发现在 ＡＭＩ 后第 ２８
天，ＰＫＡ 活性水平比对照组明显升高，而 ＫＯ －
ＣＴＲＰ９ 小鼠的 ＡＭＩ 发生后，ＰＫＡ 活性水平比野生

型 ＡＭＩ 小鼠明显减低；补充 ｒＣＴＲＰ９ 后 ＰＫＡ 活性水

平进一步明显提高，从正反两面证实在整体水平

ＣＴＲＰ９ 通过影响 ＰＫＡ 活性发挥抗 ＡＭＩ 后心肌纤维

化，改善心脏收缩功能。
为了进一步研究 ＰＫＡ 通路在 ＣＴＲＰ９ 抗 ＡＭＩ 后

心肌纤维化中的作用，在动物水平应用 ＰＫＡ 抑制剂

Ｈ－８９ 阻断 ＰＫＡ 活性升高，观察 ＣＴＲＰ９ 抗 ＡＭＩ 后

心肌纤维化的作用的变化。 发现应用 Ｈ－８９ 后补充

ｒＣＴＲＰ９ 引起的 ＰＫＡ 活性水平提高被阻断，同时

Ｍａｓｓｏｎ 染色检测 ＡＭＩ 交界区纤维化结果显示

ＣＴＲＰ９ 抗 ＡＭＩ 后心肌纤维化作用也被阻断，ＣＴＲＰ９
改善心脏收缩功能的作用也随之被阻断。

本研究证实 ＣＴＲＰ９ 有通过 ＰＫＡ 通路减轻 ＡＭＩ
小鼠心肌组织纤维化和改善心脏功能的作用。
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