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【摘要】目的  观察蓝莓花色苷(Blueberry anthocyanin BBA) 预处理对实验性急性心肌梗死大鼠心肌梗死面积，心肌肌钙蛋白-T（cTn-T）表达， Bax、Bcl-2 mRNA 表达的影响，探讨其干预心肌梗死的机制。方法  40只Wistar大鼠随机分为假手术组，心肌梗死模型组，BBA低、中、高剂量组，药物干预4周，末次给药30分钟后结扎左冠状动脉前降支建立心梗动物模型。24小时后，TTC检测心肌梗死面积；Western blotting方法检测心肌细胞cTn-T蛋白表达；real time PCR 方法检测Bcl-2 mRNA、Bax mRNA表达。结果  模型组和假手术组相比，模型组心肌梗死面积显著升高（P<0.01），心肌细胞cTn-T蛋白表达下降(P<0.05)，Bcl-2 mRNA表达下降(P<0.05) ，Bax mRNA表达显著升高（P<0.01），Bcl-2/ Bax比值显著降低（P<0.01）。BBA干预给药组和模型组相比，中剂量组心肌梗死面积低于模型组(P<0.05)，低剂量组心肌细胞cTn-T蛋白表达升高(P<0.05)，中剂量组Bcl-2 mRNA表达升高（P<0.05），低、中剂量组Bax mRNA表达下降（P<0.05），中剂量组Bcl-2/ Bax比值升高（P<0.05）。结论  蓝莓花色苷对心肌梗死后心肌细胞具有明确的保护作用，其机制可能与减少心肌梗死面积，上调心肌细胞cTn-T蛋白的表达，上调Bcl-2 mRNA表达、下调Bax mRNA表达，抑制心肌梗死后心肌细胞凋亡有关。
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Protective effect of blueberry anthocyanins pretreatment on myocardial infarction in rats
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【Abstract】Objective To observe myocardial infarction area, cardiac troponin -T (cTn-T) expression, expression of Bax, Bcl-2 mRNA of blueberry anthocyanins (Blueberry anthocyanin BBA) pretreatment on experimental acute myocardial infarction in rats and explore the intervention of the mechanism of myocardial infarction.  Methods  40 Wistar rats were randomly divided into sham operation group(sham), myocardial infarction model group(MI), BBA low(BBA 100),middle(BBA 200), high dose group(BBA 400), drug intervention for 4 weeks, after 30 minutes of the last administration, ligate branch ligation of the left anterior descending coronary artery to establish myocardial infarction animal model. After 24 hours, TTC detection of myocardial infarction area; Western blotting detection of myocardial cells cTn-T protein expressing; expression of real time PCR for detection of Bcl-2 mRNA, Bax mRNA. Results Compared to sham, MI group significantly increased myocardial infarction area (P<0.01), decrease in myocardial cells cTn-T protein expression (P<0.05), the Bcl-2 mRNA expression decreased (P<0.05), Bax mRNA expression was significantly increased (P<0.01), Bcl-2/Bax ratio decreased significantly (P<0.01). Compared to MI group, myocardial infarction area in BBA 200 group is lower than MI group (P<0.05), myocardial cell cTn-t protein expression increased in BBA 100 group (P<0.05), Bcl-2 mRNA expression increased in BBA 200 group(P<0.05), Bax mRNA expression decreased in BBA 200 group and BBA 100 group (P<0.05), Bcl-2/Bax ratio increased in BBA 200 group(P<0.05). Conclusion  Protective effect of blueberry anthocyanins on myocardial cells after myocardial infarction is clear, its mechanism may be related to reduce the area of myocardial infarction; up-regulate the expression of cTn-T protein, up-regulate the Bcl-2 mRNA expression, down-regulate the Bax mRNA expression, inhibite myocardial cell apoptosis after myocardial infarction.
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冠状动脉狭窄及闭塞引起的心肌缺血是缺血性心脏病中重要的致死原因，严重危害人类的健康。研发有效、毒副作用小的抗心肌缺血药物在防治冠状动脉性心脏病中具有重要的意义。蓝莓花色苷有清除氧自由基、抑制钙超载、抑制缺氧/复氧细胞凋亡等功能。这些功能均提示，蓝莓花色苷可能具有心肌保护作用，但目前还缺少有力的直接实验证据加以支持，因此，本文旨在通过经典的心肌梗死大鼠模型，探讨蓝莓花色苷预处理对其心肌的保护作用及其可能机制，为蓝莓的开发研制及心肌梗死的防治提供理论依据。
1材料与方法

1.1药品及试剂


蓝莓花色苷（嘉迪欧公司提供，批号：GDL20100224A），cTn-T小鼠抗大鼠单克隆抗体（购于Abcam），GAPDH兔抗大鼠多克隆抗体（购于Santa Cruz），RNA试剂盒、荧光定量PCR试剂盒及引物设计（均为TaKaRa产品）。

1.2实验动物与分组
40只健康Wistar大鼠（由哈尔滨医科大学实验动物中心，合格证号：黑动字第P00102012），体重210g-230g，随机分为5组，每组8只。假手术组（Sham），心肌梗死模型组(MI)，BBA低、中、高剂量组。各组依次连续4周分别灌胃给药生理盐水，BBA100mg/kg、200mg/kg、400mg/(kg·d)，末次给药30min后，建立大鼠急性心肌梗死模型。

1.3 方法

1.3.1  心肌梗死模型的制备

Wistar大鼠腹腔注射3%水合氯醛10ml/kg麻醉，颈部至剑突去毛，分离气管，连接麻醉呼吸机，开胸后进行辅助呼吸。呼吸频率65次/min，吸气/呼气比为1：2，潮气量10ml/min。连接心电图导联，分别为右上肢、左下肢、腹部(肢体Ⅱ导联)，在大鼠胸骨左缘第3、4肋间开胸暴露心脏，轻压挤出心脏，6/0号细线结扎冠状动脉左前降支起始端，迅速将心脏放回胸腔，排出空气，闭胸[1]。假手术组只穿线不结扎。

1.3.2  心肌梗死面积测定

摘取心脏，在冰盐水内洗去表面和心室内残血，切除心房及右心室。沿左冠状动脉前降支结扎水平向心尖方向垂直于左心室纵轴将左心室均匀切成4-5片（厚度为1mm）后，置入1%氯化三苯基四氮唑磷酸盐缓冲液（pH值7.4）中，37℃避光水浴中孵育15分钟，于10%中性甲醛中固定过夜。正常及缺血危险区为红色，梗死区为白色。应用Image-Pro Plus 6.0图像分析软件测定心肌梗死面积占总面积的百分比[2]，即梗死面积百分比=（心肌梗死面积之和/心肌总面积之和）×100%
1.3.3  Western blotting 检测cTn-T蛋白质水平   

提取心肌总蛋白，BCA-100法测定蛋白含量。取100μg等量蛋白经10%SDS-PAGE电泳后转至PVDF膜上，用含5%脱脂奶粉封闭1h后分别与小鼠抗大鼠cTn-T及兔抗大鼠GAPDH抗体（以TBS稀释，浓度分别为1:500、1:200）室温孵育2h；洗膜后与二抗（兔抗小鼠及山羊抗兔IgG）室温孵育1h，化学发光显影，凝胶成像系统拍照、扫描分析。以目的条带和GAPDH条带吸光度比值作为半定量结果。
1.3.4  荧光定量PCR半定量检测Bcl-2及Bax mRNA表达
提取心肌总RNA，计算RNA的纯度，进行逆转录反应(TaKaRa)，合成的cDNA储存在-20℃条件下备用。以β-actin为内参照，引物如下：Bcl-2上游5’-CGGGAGATCGTGATGAAGT-3’，下游5’-CCACCGAACTCAAAGAAGG-3’， Bax上游5’-GCAGGGAGGATGGCTGGGGAGA -3’，下游5’-TCCAGACAAGCAGCCGCTCACG-3’， β-actin上游5’-TGTGCTATGTTGCCCTAGACTTC-3’，下游5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCT-3’。合成cDNA。定量PCR检测为20μl反应体系，反应液中包括SYBR Premix Ex TaqTM10μl，PCR forward primer及PCR reverse primer各0.4μl，Rox Referance Dye 0.4μl, ddH2O 6.8μl, 模板cDNA 2μl。Bcl-2、Bax及β-actin的PCR反应条件为95℃30s ，1个循环，95℃10s、62℃31s 45个循环。

1.3.5  标准曲线的制备
将PCR产物按照1/5倍浓度梯度进行稀释，选择10000、2000、400、80、16、3.2浓度的稀释产物作为标准模板，进行荧光定量PCR反应。通过这6个标准品生成的反应数据，绘制标准曲线[3]。

1.4  统计分析
数据用
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±s表示，应用SPSS16.0软件进行统计分析，数据呈正态分布，方差齐性，多组组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1不同剂量BBA预处理对心肌梗死面积及心肌细胞cTn-T蛋白表达的影响
BBA200组大鼠心肌梗死面积小于MI组，差异有统计学意义（P<0.05），Sham组大鼠心肌梗死面积明显低于MI组（P<0.01）；BBA100组大鼠心肌细胞cTn-T 蛋白质表达高于MI组（P<0.05），Sham组大鼠心肌细胞cTn-T 蛋白质表达高于MI组（P<0.05）（见表1、图1）。
   表1  蓝莓花色苷对大鼠心肌梗死面积（%）及心肌细胞cTn-T蛋白表达的影响 (
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±s, n=8)

Table 1 myocardial infarction area and expression of cTn-T protein in each groups
	分组

group
	例数

n
	Infarction size/%
	cTn-T/GAPDH

	假手术组

Sham
	8
	2.19±0.24**
	1.126±0.014*

	心梗模型组

MI
	8
	35.67±3.19
	0.855±0.036

	莓花色苷低剂量组

BBA100
	8
	30.42±2.28
	1.097±0.041*

	蓝莓花色苷中剂量组

BBA200
	8
	20.38±1.18*
	0.874±0.017

	蓝莓花色苷高剂量组

BBA400
	8
	26.25±1.26
	0.822±0.065


注：*P<0.05，**P<0.01，与心梗模型组比较。 

Note: *P<0.05, **P<0.01 vs. myocardial infarction model group．
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图1 各组大鼠心肌细胞cTn-T蛋白表达
Fig 1  Expression of cTn-T protein in myocardial cells of rats

2.2  绘制标准曲线

以不同定量模板起始浓度的对数（lgC）为横坐标，以CT值为纵坐标，得到标准曲线，相关系数R2=0.9975，符合要求。

2.3  实时荧光定量PCR测定结果
根据不同组中Bcl-2及Bax的CT值，从标准曲线上计算出每组样品的浓度，进而计算出目标基因和内参基因浓度的比值。BBA200组大鼠心肌细胞Bcl-2 mRNA表达高于MI组，差异有统计学意义（P<0.05），Sham组大鼠心肌细胞Bcl-2 mRNA表达高于MI组（P<0.05）；BBA100、BBA200组大鼠心肌细胞Bax mRNA表达均低于MI组（P<0.05），Sham组大鼠心肌细胞Bax mRNA表达明显低于MI组（P<0.01）；BBA200组大鼠心肌细胞Bcl-2/Bax比值高于MI组（P<0.05），Sham组大鼠心肌细胞Bcl-2/Bax比值明显高于MI组（P<0.01）。
表2 蓝莓花色苷对心肌梗死大鼠心肌细胞Bcl-2、Bax  mRNA表达的影响 (
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Table2  Effects of blueberry anthocyanins on myocardial cell Bcl-2, Bax mRNA expression 
	分组

group
	例数

n
	Bcl-2/β-actin mRNA
	Bax/β-actin mRNA
	Bcl-2/ Bax

	假手术组

Sham
	8
	0.479±0.026*  
	0.225±0.056**
	2.351±0.417**

	心梗模型组

MI
	8
	0.272±0.037 
	0.516±0.082
	0.539±0.013

	蓝莓花色苷低剂量组

BBA100
	8
	0.408±0.142 
	0.326±0.119*
	1.219±0.121

	蓝莓花色苷中剂量组

BBA200
	8
	0.424±0.039*
	0.317±0.122*
	1.672±0.883*

	蓝莓花色苷高剂量组

BBA400
	8
	0.255±0.031
	0.367±0.109
	0.749±0.114


注：*P<0.05，**P<0.01，与心梗模型组比较。 

Note: *P<0.05, **P<0.01 vs. myocardial infarction model group．
3 讨论 

急性心肌梗死（AMI）是严重威胁人类生命的主要疾病之一，肌酸激酶（CK）、肌酸激酶同工酶（CK-MB）一直是诊断急性心肌梗死（AMI）的重要指标，但CK、CK-MB的测定在诊断中存在特异性差、早期诊断灵敏度不高、诊断窗口时间短等不足[4]。然而敏感性和特异性更高的生化标志物-心脏肌钙蛋白(cTn)的发现以及更精确的无创影像学技术的发展，使得检测到更小的心梗病灶成为可能。

心肌肌钙蛋白T(cTn-T)存在于心肌细胞的细肌丝中，是心肌肌钙蛋白复合体中的一种多肽亚单位，分子量为37KD，cTn-T作为心肌细胞所特有的一种调钙蛋白，完全具有心肌组织特异性并具有高度敏感性，因此是评价心肌坏死的首选标志物[5]。

组织解剖学上心肌梗死面积是观察心肌损伤的直接依据。本实验中，心肌梗死组较假手术组，心肌梗死面积明显增加（P<0.01）, 心肌细胞cTn-T 蛋白质表达降低（P<0.05），3个剂量干预给药组较心梗模型组，心肌梗死面积均减小，中剂量组（P<0.05）；心肌细胞cTn-T 蛋白质表达均增高，低剂量组（P<0.05）。心肌肌钙蛋白的降解可导致心肌收缩力的损害，心肌肌钙蛋白降解越严重，单个心肌细胞收缩力越低，所以心肌肌钙蛋白的缺失可导致大鼠心肌收缩力的降低和心功能失常[6][7]。我们认为，蓝莓花色苷通过减小心肌梗死面积，上调心肌细胞cTn-T 蛋白质的表达，对心肌细胞起到一定保护作用，改善了心肌细胞收缩力，预防了心肌梗死后心功能不全的发生。
越来越多的证据表明心肌细胞凋亡参与心肌梗死的病理过程，并对急性缺血及梗死心肌演变、预后和转归具有重要意义[8]。缺血诱导的细胞凋亡均同时伴有相关调控基因表达的改变，在调控细胞凋亡众多的相关基因中，Bcl-2、Bax基因的表达水平具有重要作用。前者可以抑制细胞凋亡的发生，后者能够促进凋亡的发生[9]。Bcl-2/Bax比值对于决定细胞是否进入凋亡状态具有重要意义[10]。因此，可以通过促进Bcl-2的表达，下调Bax表达，抑制心肌细胞的过渡凋亡，保护心肌细胞，是有效预防心肌梗死后心肌重构和心功能不全的重要措施。

Bcl-2和Bax的 Real time PCR半定量检测结果显示，心梗模型组较假手术组，Bcl-2 mRNA表达下降（P<0.05），Bax mRNA表达明显升高（P<0.01），Bcl-2/ Bax比值显著降低（P<0.01），表明Bcl-2 mRNA表达下降， Bax mRNA表达上调促进了心梗后大鼠心肌细胞凋亡的发生，这于周淑娴[11]、彭芝配[12]等学者的研究一致，而红梅[13]在研究中发现心梗模型组Bcl-2的表达升高，我们认为在损伤过重的情况下，Bcl-2不足以对抗细胞凋亡，所以导致实验结果下降；3个剂量干预给药组较心梗模型组，中剂量组上调Bcl-2 mRNA表达（P<0.05），低、中剂量组下调Bax mRNA表达（P<0.05），中剂量组Bcl-2/ Bax比值升高（P<0.05），提示蓝莓花色苷能通过上调Bcl-2 mRNA、下调Bax mRNA表达从而抑制心梗后心肌细胞凋亡的发生，这应是其保护心肌细胞，防治心肌梗死的作用机制之一。
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