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【摘要】  目的　探究急性心肌梗死后心肌细胞内质网应激反应与线粒体损伤的变化趋势，以期进一步了解急性心肌

梗死后心肌细胞损伤的具体机制。方法　32只SD大鼠建立急性心肌梗死大鼠模型，分别在造模后1 h 、2 h 、4 h和6 h时各

处死8只大鼠，收集心肌组织；对照组（n=8）除未结扎心脏左冠状动脉前降支主干外，余处理均同模型组，处理后6 h时收集

心肌组织。通过荧光定量PCR技术检测心肌细胞中激活转录因子6（activating transcription factor 6，ATF6）、免疫球蛋白重

链结合蛋白（immunoglobulin heavy chain binding potein，BiP）的mRNA水平和线粒体DNA水平，采用试剂盒检测心肌细胞

ATP水平。结果　ATF6和BiP的mRNA水平在急性心肌梗死后1 h即出现明显升高，并在2 h及以后维持在较高水平

（P<0.05）。心肌细胞ATP水平在急性缺血2 h时出现明显升高，而在4 h及以后出现下降，并低于正常水平（P<0.05）。心肌

细胞细胞质中线粒体DNA水平在急性心肌梗死2 h后开始出现明显升高，在4 h和6 h时持续升高（P<0.05）。结论　急性心

肌梗死后线粒体的损伤可能继发于内质网应激反应。
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【Abstract】   Objective　To study the alterations of endoplasmic reticulum (ER) stress and mitochondrial damage
after  acute  myocardial  infarction (AMI). Methods　A total  of  40  SD rats  were  used in  this  study and 32  of  them were
subjected to AMI by ligation of left anterior descending artery. The rats were sacrificed and the heart tissues were collected
after 1 h, 2 h, 4 h and 6 h of AMI (n=8 per group). The mRNA levels of activating transcription factor 6 alpha (ATF6) and
immunoglobulin  heavy  chain  binding  potein  (BiP),  as  well  as  the  expression  of  mitochondrial  DNA  (mtDNA)  in
cytoplasm were detected by RT-PCR. The ATP levels in the cardiomyocytes were detected by a commercial ATP assay kit.
Results　The mRNA levels of ATF6 and BiP were significantly increased after 1 h of AMI, which were maintained at high
level  from  2  h  of  AMI  to  the  end  of  the  experiment  (P<0.05).  The  ATP  concentrations  in  the  cardiomyocytes  were
significantly elevated after 1 h of AMI but remarkably decreased after 4 h and 6 h of AMI (P<0.05). The release of mtDNA
in  cytoplasm  was  significantly  increased  after  2  h  of  AMI,  followed  by  further  elevations  at   4  h  and  6  h  after  AMI
(P<0.05). Conclusion　Mitochondrial damage is secondary to ER stress in AMI.
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急性心肌梗死具有较高的病死率，是心血管领域中

的危急重症[1]。随着临床中经皮冠状动脉介入技术的迅

猛发展，急性心肌梗死后及时的血运重建有效地降低了

死亡率，改善了患者的预后[2]。然而，关于急性心肌梗死

中心肌损伤的具体机制仍未完全阐明。最近越来越多的

研究提出内质网应激在急性心肌梗死模型动物中的意

义，研究显示药物可以通过抑制心肌细胞的内质网应激

而发挥保护心肌的功能[3-5]。与此同时，线粒体损伤和活

性氧类（reactive oxygen species, ROS）的产生也被认为是

急性心肌梗死中导致心肌细胞死亡的一个主要原因[6-9]。

本研究通过建立急性心肌梗死大鼠动脉模型，检测心肌

细胞中激活转录因子6（activating transcription factor 6,

ATF6）、免疫球蛋白重链结合蛋白（immunoglobulin

heavy chain binding potein, BiP）、ATP以及线粒体

DNA（mitochondrial DNA, mtDNA），首次阐述了急性心

肌梗死后内质网应激与线粒体损伤变化的时间趋势，证

明了内质网应激存在于急性心肌梗死后的早期时相，先

于线粒体损伤，为进一步了解急性心肌梗死后心肌细胞

损伤的具体机制及始动因素，为寻找相应的治疗靶点提

供理论基础。

1     材料和方法

1.1    实验分组和急性心肌梗死大鼠模型的建立

40只清洁级雄性SD大鼠（体质量200～250 g），购自

成都达硕生物科技有限公司，并饲养于四川大学实验动
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物中心带有空气过滤装置和置于层流柜内的塑料笼内。

所有大鼠均自由接触清洁的饮用水和标准大鼠饲料，饲

养在37 ℃恒温环境中，保持12 h∶12 h昼夜循环。所有实

验动物在进行操作前12 h开始禁食，分为两组进行操

作。模型组32只：经10%水合氯醛腹腔内注射麻醉，充分

麻醉后行气管插管，连接小动物呼吸机HX-300（成都泰盟

科技有限公司）进行机械通气。在胸骨左侧第3或4肋间

纵向切开皮肤组织，钝性分离肌肉组织暴露出肋骨。用

显微尖镊打开第3或4肋间隙，使用开胸器充分暴露心脏，

打开心包后寻找心脏左冠状动脉前降支主干（left anterior

descending，LAD）。用7-0无创缝合针于左心耳根部下方

2 mm处完全结扎LAD，结扎后可观察到心尖部组织明显

变暗、变白，表明结扎LAD成功，心肌组织出现缺血区

域。逐层缝合肋骨、肌肉和皮肤。对照组8只：大鼠麻醉

操作同模型组，开胸后暴露LAD后逐层缝合肋骨、肌肉和

皮肤。模型组大鼠完成LAD结扎后分别在1 h、2 h、4 h和

6 h处死（每个时间点各8只），收集左心室心肌组织用于后

续检测；对照组于处理后6 h收集心肌组织。本研究遵循

我国《实验动物福利伦理审查指南（GB/T 35892 2018）》提

出的原则与要求，并通过四川大学动物伦理委员会的伦

理审查并备案。

1.2      实时荧光定量PCR检测心肌组织ATF6和BiP

mRNA的表达

取左心室心肌组织约5 0  m g，置于1  m L预冷的

Trizol中研磨成组织匀浆。再加入200 μL氯仿后充分混

匀，室温下静置3 min后于4 ℃下以12 000×g离心15 min，

小心吸取上层无色水相。加入500 μL异丙醇并充分混匀

后室温下静置10 min，于4 ℃下以12 000×g离心10 min，弃

上清液可见管底部白色沉淀。加入75%乙醇洗涤沉淀

2次，4 ℃下以7 500×g离心5 min。最后于室温下晾干，加

入DEPC水溶解。

采用TaKaRa逆转录试剂盒（D6110A, TaKaRa Bio,

China），按照试剂盒说明书进行操作。分别准确加入相

应试剂后，42 ℃环境中静置1 h，随后在95 ℃下处理5 min

使逆转录酶失活，最终获得cDNA。采用标准的Bio-Rad

荧光定量PCR试剂盒（1725270, Bio-Rad, USA）检测

ATF6和BiP mRNA水平。大鼠ATF6引物上游：5′-TCAG

CTGATGGCTGTCCAGT-3 ′；下游：5 ′-TGATGTGG

AGGATCCTGGTG-3′。BiP引物上游：5′-CGAGGAGG

AGGACAAGAAGG-3′；下游：5′-AGTTCTTGCCGTTCA

AGGTG-3′。内参基因β-actin引物上游：5′-CTAAGGCC

AACCGTGAAAAG-3 ′；下游：5 ′-TACATGGCTGGG

GTGTTGA-3′。使用基于SYBR-Green 染色的实时荧光定

量PCR 技术，采用10 μL PCR体系，首先加入5 μL SYBR-

Green，再分别加入1 μL上游引物和下游引物，再加入

0.5 μL cDNA，最后加入ddH2O至10 μL。实时荧光定量

PCR 检测步骤：第一步，95 ℃，3 min；第二步，95 ℃，15 s；

第三步，60 ℃，30 s；第四步，72 ℃，30 s ，共39个循环（第二

步至第四步）。采用2－ΔΔCt法计算ATF6和BiP mRNA的相

对表达量。

1.3    心肌组织ATP水平检测

采用ATP检测试剂盒（S0026，碧云天科技生物有限

公司，上海）检测心肌ATP水平。取左心室心肌组织，加

入裂解液后进行研磨，充分研磨后在4 ℃下以12 000×g离

心5 min，取上清用于进一步检测。按照试剂盒说明书操

作，向黑色不透光96孔板中每孔加入100 μL ATP检测工

作液，放置5 min以消耗本底性ATP，3～5 min后加入上清

液（或标准品），充分混匀后使用多功能酶标仪检测荧光

强度，对照同时制备的标准曲线后计算每个样本中的

ATP水平。

1.4    细胞质内线粒体DNA水平检测

采用细胞质提取试剂盒（ab65320, Abcam, USA）提取

心肌细胞的细胞质。使用DNA提取试剂盒（#69504，

Qiagen，USA）进一步提取细胞质中的DNA。取100 μL细

胞质置于1.5 mL EP管中，按照说明书分别加入裂解液、

蛋白酶K混合，在56 ℃下放置15 min。经多次DNA层析

柱过滤后，将DNA溶解于100 μL DNA溶解液中。细胞质

线粒体DNA水平检测同样采用基于SYBR-Green染色的

实时荧光定量PCR技术。大鼠线粒体DNA引物上游：5′-

CGCCTGACCAATAGCCATAA-3 ′；下游：5 ′ -ATT

CGACGTTAAAGCCTGAGA-3′。实时荧光定量PCR检测

步骤：初始阶段，50 ℃，2 min；第一步，95 ℃，3 min；

第二步，95 ℃，10 s；第三步，55 ℃，15 s；第四步，72 ℃，10 s，

共39个循环（第一步至第四步）。另制备标准曲线。标准

曲线为携带有大鼠线粒体D N A的质粒（S C 1 0 1 1 7 2，

ORIGENE，USA）通过10倍梯度稀释获得。线粒体

DNA浓度使用标准的转换系统转换成拷贝数。

1.5    统计学方法

x所有数据采用 ±s表示。多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用独立样本t检验，P<0.05为差

异有统计学意义。

2     结果

2.1    急性心肌梗死后内质网的应激变化

结果见图1、图2。与对照组比较， 在急性心肌梗死

  1  h后，心肌细胞内代表内质网应激的A T F 6和B i P
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mRNA水平均出现升高，其中ATF6在心肌梗死后2 h即达

到高峰，并持续到心肌梗死后 6  h 未见明显下降

（P<0.05），而BiP则在心肌梗死后6 h内持续升高。说明在

心肌梗死后早期即存在心肌细胞的内质网应激反应。

2.2    急性心肌梗死后心肌细胞内的能量代谢变化

结果见图3。相较于对照组，模型组大鼠在心肌梗死

后2 h内，心肌细胞内的ATP水平增加，心肌梗死后2 h时

ATP水平的差异有统计学意义（P<0.05）；而在心肌梗死

后4 h和6 h，ATP水平则低于对照组（P<0.05）。表明在心

肌梗死后4 h才出现线粒体功能的明显损伤，晚于内质网

应激反应出现的时间。

2.3    急性心肌梗死后细胞质线粒体DNA水平变化

结果见图4。模型组大鼠从心肌梗死后2 h开始出现

细胞质内线粒体DNA的明显升高，并在接下来4 h内持续

升高（P<0.05）。表明在心肌梗死后早期即出现了线粒体

的损伤，且随着缺血时间延长线粒体损伤明显加重。

3     讨论

本研究结果显示，在出现心肌组织的急性缺血损伤

后，心肌细胞内质网应激在早期（缺血后1 h）即出现，

ATF6在急性缺血2 h后即达到顶峰。而心肌细胞中的

ATP水平在早期并无下降，反而在2 h内升高，4 h后开始

持续在较低的水平，说明心肌细胞的能量代谢在急性心

肌梗死后4 h出现了明显的抑制。作为心肌细胞中的能

量单元，线粒体损伤同样出现在急性缺血2 h后，并持续

升高至缺血后6 h。本研究首次提出了急性心肌梗死后

内质网应激反应和线粒体损伤的变化趋势，证明了线粒

体损伤发生在内质网应激反应之后。

本研究以ATF6和BiP这两个指标反映急性心肌梗死

后内质网应激反应水平。ATP6在内质网应激导致的蛋

白质错误折叠后被激活，诱导内质网分子伴侣蛋白的转

录[10]。而BiP作为一种分子伴侣在未折叠蛋白质逐渐积

累后大量产生，转运未折叠蛋白到内质网进一步折

叠[11]。有报道显示，在急性心肌梗死引起的急性缺血损

伤后，存在明显内质网应激反应，并通过内质网应激相关

信号通路引起心肌细胞的凋亡，即可以通过迅速清除错

误折叠的蛋白质和增强自噬功能来保护受损的心肌细

胞[12-13]。目前已有研究提示，对急性心肌梗死后的患者使

用β受体阻滞剂和西洋参、玄胡有效成分提取物，发现可

以有效降低心肌组织中内质网损伤水平，从而明显改善

心肌损伤[14-15]。因此越来越多的研究也提出，内质网应激

反应有可能作为急性心肌梗死后的一个有效的治疗靶

点[16-17]。
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图 1  急性心肌梗死后ATF6 mRNA变化（n=8）

Fig 1  The changes of ATF6 mRNA expression after acute myocardial
infarction (n=8)

* P<0.05, vs. control group; # P<0.05, vs. 1 h group
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图 2  急性心肌梗死后BiP mRNA变化（n=8）

Fig 2  The changes of BiP mRNA expression after acute myocardial
infarction (n=8)      

* P<0.05, vs. control group; # P<0.05, vs. 1 h group
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图 3  急性心肌梗死后心肌细胞内ATP的变化（n=8）

Fig 3  The changes of ATP level after acute myocardial infarction (n=8)

* P<0.05, vs. control group; # P<0.05, vs. 1 h and 2 h groups
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图 4  急性心肌梗死后细胞质内线粒体DNA变化（n=8）

Fig 4  The changes of mitochondrial DNA in cytoplasm after acute
myocardial infarction (n=8)

* P<0.05, vs. control group; # P<0.05, vs. 2 h group; δ P<0.05, vs. 4 h group
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同时，急性心肌梗死导致的急性缺血、缺氧引起的线

粒体损伤早就得到了广大医务工作者的关注。线粒体作

为细胞内主要的产能器官，通过持续不断的氧化磷酸化

反应为心肌收缩提供了主要的能量来源[18]。在缺血刺激

下，细胞内多种信号通路激活，通过影响细胞线粒体的电

子链解偶联、膜通透性转换孔的开放和细胞色素c的释放

导致线粒体损伤，进而导致细胞进入死亡途径[6]。

线粒体损伤所导致的ROS大量蓄积和细胞内溶酶体

的释放引起了细胞的坏死和凋亡，并可能进一步影响邻

近心肌细胞而扩大心肌梗死面积[19]。有研究发现，线粒

体损伤导致的循环细胞色素c在急性心肌梗死患者中虽

然没有明显的诊断价值，但对于提示预后可能有帮助[20]。

最近不断有研究提出线粒体DNA在发生组织和细胞损伤

后会释放入血，引起无菌性炎症反应[21]。同时，有研究显

示，急性心肌梗死后患者血循环中线粒体DNA水平明显

升高，并且与血液中炎症因子的表达存在正相关关系[22]。

本研究中我们发现在急性心肌梗死后心肌细胞细胞质中

游离的线粒体DNA水平在急性缺血2 h后开始明显升高，

并在6 h后仍继续升高。证实了急性心肌梗死后存在的

线粒体损伤，并确定了线粒体损伤的时间变化。

本研究揭示了在心肌梗死后内质网应激反应和线粒

体损伤的时间顺序，认为在心肌梗死过程中，线粒体损伤

有可能继发于内质网应激反应。有研究显示，线粒体和

内质网之间的相互联系控制了内质网的蛋白合成、线粒

体内ATP的产生和细胞的凋亡[23]。KEMTER等[24]针对遗

传性肾小管间质肾病的研究显示，内质网应激反应不仅

可以影响线粒体的生物合成，还可以直接影响线粒体的

功能；线粒体相关膜作为线粒体与内质网的物理接触位

点，在其中发挥了重要的作用。内质网应激反应可以通

过两个途径导致线粒体损伤，即未折叠蛋白反应（UPR）

和钙离子信号通路。其中UPR导致的细胞凋亡途径主要

通过依靠线粒体依赖的凋亡途径[23]。线粒体内一定量的

钙离子浓度可以促进线粒体中的氧化磷酸化，而过高的

钙离子浓度则会传递并放大细胞凋亡通路。DENIAUD

等[25]发现在诱导产生内质网应激后，内质网作为钙离子

的储存库，释放出大量钙离子并导致线粒体钙离子浓度

迅速升高；进一步发现，线粒体呈现出凋亡形态，表现为

通透性改变、电化学电势的改变、线粒体肿胀和细胞色

素c的释放；但单纯诱导线粒体内钙离子的蓄积并没有引

起线粒体出现凋亡形态的改变，证明了内质网应激反应

在其中的诱导作用。

本研究首次证实了急性心肌梗死动物模型中内质网

应激反应和线粒体损伤变化的时间趋势，发现内质网应

激出现在急性缺氧、缺血早期，而线粒体损伤出现在内质

网应激反应之后，因此，提出急性心肌梗死后线粒体的损

伤可能继发于内质网应激反应。此外，本课题组还发现

急性心肌梗死后存在谷氨酸盐代谢途径的明显改变（数

据未展示）。因此我们推测，急性心肌梗死后谷氨酸盐增

多导致内质网膜上N-甲基-D-天门冬氨酸受体(N-methyl-

D-aspartic acid receptor, NMDA-R)表达上调，并通过线粒

体内质网交联膜系统转移到线粒体膜上，导致Ca2+内流进

而促进ROS系统的释放，激活Caspase-1信号通路导致心

肌细胞死亡。上述推测为后续研究内容。总之，本研究

为进一步理解急性心肌缺血的具体机制提供了一个新的

理论基础，同时对于心肌梗死后减少心肌损伤提供了新

的干预靶点。
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