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瑞马唑仑通过抑制NLRP3炎症小体活化减轻心肌缺血再灌注大鼠
心肌细胞损伤的研究*
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  摘 要:目的 探讨瑞马唑仑(RMZL)通过抑制NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NLRP3)炎症小体

活化减轻心肌缺血再灌注大鼠心肌细胞损伤的潜在作用机制。方法 将60只SD雄性大鼠随机分为对照组

(CON组)、模型组[心肌缺血再灌注损伤(MIRI)组]、RMZL低剂量组(RMZL-L组)、RMZL高剂量组(RMZL-
H组)和NLRP3抑制剂组(MCC950组),每组12只。除CON组外,其余大鼠均通过冠状动脉结扎诱导 MIRI
模型。建模成功后,RMZL-L组和RMZL-H组大鼠分别于尾部静脉注射15

 

mg/kg和25
 

mg/kg剂量的RM-
ZL,MCC950组注射3

 

mg/kg的 MCC950,
 

CON组和 MIRI组注射等量体积的生理盐水,每天注射1次,连续

干预10
 

d。使用氯化三苯四氮唑(TTC)染色、苏木精-伊红(HE)染色、末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺

口末端标记(TUNEL)染色分别检测、观察各组大鼠心肌组织梗死面积、病理变化以及心肌细胞凋亡情况;检测

各组大鼠血清心肌损伤标志物[肌酸激酶同工酶MB(CK-MB)、乳酸脱氢酶(LDH)、心肌肌钙蛋白I(cTnI)]、炎
症因子[肿瘤坏死因子(TNF)-α、白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-18(IL-18)]以及氧化应激指标[丙二醛

(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)]水平;采用 Western
 

blotting检测各组大鼠心肌组织NLRP3、ASC、Caspase-1
蛋白表达水平。结果 与CON组相比,MIRI组的心肌梗死面积比例和心肌细胞凋亡率均明显增加(P<
0.05),血清CK-MB、LDH、cTnI、TNF-α、IL-1β、IL-18、MDA水平及心肌组织NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白表

达水平均明显升高(P<0.05),血清SOD水平明显降低(P<0.05)。与 MIRI组相比,RMZL-L组、RMZL-H
组和 MCC950组的心肌梗死面积比例和心肌细胞凋亡率均明显减少(P<0.05),血清CK-MB、LDH、cTnI、
TNF-α、IL-1β、IL-18、MDA水平及心肌组织NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白表达水平均明显降低(P<0.05),血

清SOD水平均明显升高(P<0.05)。与RMZL-L组比较,RMZL-H组、MCC950组的心肌梗死面积比例和心

肌细胞凋亡率均明显减少(P<0.05),血清CK-MB、LDH、cTnI、TNF-α、IL-1β、IL-18、MDA水平及心肌组织

NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白表达水平均明显降低(P<0.05),血清SOD水平均明显升高(P<0.05)。RM-
ZL-H组与 MCC950组上述指标比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 RMZL预处理可有效减轻 MI-
RI大鼠的心肌细胞损伤,其机制可能与抑制NLRP3炎症小体的活化有关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

potential
 

mechanism
 

of
 

remimazolam
 

(RMZL)
 

in
 

attenuating
 

myo-
cardial

 

cellular
 

damage
 

of
 

the
 

rats
 

with
 

ischemia-reperfusion
 

by
 

inhibiting
 

the
 

activation
 

of
 

NOD-like
 

receptor
 

pyrin
 

domain
 

containing
 

3
 

(NLRP3)
 

inflammasome.Methods Sixty
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

(CON
 

group),model
 

group
 

[myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

(MIRI)
 

group],low-
dose

 

RMZL
 

group
 

(RMZL-L
 

group),high-dose
 

RMZL
 

group
 

(RMZL-H
 

group)
 

and
 

NLRP3
 

inhibitor
 

group
 

(MCC950
 

group),with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group.Except
 

for
 

the
 

CON
 

group,the
 

remaining
 

rats
 

were
 

induced
 

to
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the
 

MIRI
 

models
 

by
 

coronary
 

artery
 

ligation.After
 

successful
 

modeling,the
 

rats
 

in
 

the
 

RMZL-L
 

group
 

and
 

RMZL-H
 

group
 

were
 

intravenously
 

injected
 

with
 

15
 

mg/kg
 

and
 

25
 

mg/kg
 

of
 

RMZL
 

via
 

tail
 

vein,respectively,
the

 

rats
 

in
 

the
 

MCC950
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

3
 

mg/kg
 

of
 

MCC950,and
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

CON
 

group
 

and
 

MI-
RI

 

group
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

normal
 

saline,once
 

a
 

day
 

by
 

continuous
 

intervention
 

for
 

10
 

d.
Triphenyltetrazolium

 

chloride
 

(TTC)
 

staining,hematoxylin-eosin(HE)
 

staining
 

and
 

terminal
 

deoxynucleoti-
dyl

 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling
 

(TUNEL)
 

staining
 

and
 

TUNEL
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

and
 

ob-
serve

 

the
 

rat
 

myocardial
 

tissues
 

infarct
 

area,pathological
 

changes
 

and
 

myocardial
 

cell
 

apoptosis
 

in
 

each
 

group;
the

 

levels
 

of
 

serum
 

myocardial
 

injury
 

markers
 

[creatine
 

kinase
 

isoenzyme
 

MB
 

(CK-MB),lactate
 

dehydrogen-
ase

 

(LDH),cardiac
 

troponin
 

I
 

(cTnI)],inflammatory
 

factors
 

[tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α,interleukin-1β
 

(IL-1β),interleukin-18
 

(IL-18)]
 

and
 

oxidative
 

stress
 

indicators
 

[malondialdehyde
 

(MDA),superoxide
 

dis-
mutase

 

(SOD)]
 

in
 

the
 

rats
 

of
 

each
 

group
 

were
 

detected;Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,ASC
 

and
 

Caspase-1
 

proteins
 

in
 

the
 

rat
 

myocardial
 

tissue
 

in
 

each
 

group.Results Compared
 

with
 

the
 

CON
 

group,the
 

proportion
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

and
 

myocardial
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

MI-
RI

 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

CK-MB,LDH,cTnI,TNF-α,IL-1β,
IL-18,MDA

 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,ASC,Caspase-1
 

proteins
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

sig-
nificantly

 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

serum
 

SOD
 

level
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

MIRI
 

group,the
 

proportion
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

and
 

myocardial
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

RMZL-L
 

group,RMZL-H
 

group,and
 

MCC950
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

CK-MB,LDH,cTnI,TNF-α,IL-1β,IL-18,MDA
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,ASC
 

and
 

Caspase-
1

 

proteins
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

serum
 

SOD
 

level
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

RMZL-L
 

group,the
 

proportion
 

of
 

myocardial
 

infarction
 

area
 

and
 

myocardial
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

RMZL-H
 

group
 

and
 

MCC950
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

CK-MB,LDH,cTnI,TNF-α,IL-1β,IL-18,MDA
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,ASC,Caspase-1
 

proteins
 

in
 

the
 

myocardial
 

tissue
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

serum
 

SOD
 

level
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).There
 

were
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

above
 

indicators
 

between
 

the
 

RMZL-H
 

group
 

and
 

the
 

MCC950
 

group
 

(P>0.05).Conclusion RMZL
 

pre-
treatment

 

could
 

effectively
 

reduce
 

the
 

myocardial
 

cell
 

injury
 

in
 

MIRI
 

rats,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome
 

activation.
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receptor
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ischemia-reperfu-
sion

 

injury; cardiomyocytes; inflammasome

  急性心肌梗死(AMI)是当今全球范围内导致人

类死亡和重度残疾的主要病因之一,其不良影响主要

与心肌细胞的功能障碍、损伤或死亡有关,这些均与

缺血的严重程度及持续时间紧密相关[1]。当前,通过

抗血栓治疗或直接经皮冠状动脉介入治疗(PCI)实现

心肌再灌注,是减轻缺血性损伤、缩小梗死范围的最

有效手段。然而,心肌再灌注过程本身就会加剧心肌

组织损伤,这一现象称为心肌缺血再灌注损伤(MI-
RI)[2-3]。MIRI的发病机制复杂,包括炎症、氧化应

激、线粒体功能障碍、自噬失调等,其中炎症在 MIRI
的病理生理学中起重要作用[4]。

NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NLRP3)
炎症小体的异常激活可通过促进白细胞介素-1β(IL-
1β)、白细胞介素-18(IL-18)等促炎性细胞因子的释

放,加剧心肌炎症微环境改变并诱发凋亡,最终导致

心肌细胞不可逆损伤[5-6]。此外,NLRP3还能整合凋

亡相 关 斑 点 样 蛋 白(ASC)以 激 活 胱 天 蛋 白 酶-1

(Caspase-1),这一过程可明显加剧机体的炎症反应,
从而促进由缺血再灌注引起的心肌细胞损伤[7]。因

此,抑制NLRP3炎症小体的活化,减轻机体炎症反

应,在改善 MIRI的过程中至关重要。
新型苯二氮类药物瑞马唑仑(RMZL)是一种更

安全、更有效的镇静剂和麻醉剂,其优势是引起的血

流动力学变化较少[8]。研究发现,RMZL可以保护大

鼠免受脑缺血再灌注损伤[9]。此外,它还可以减少缺

血再灌注诱导的肝细胞和心肌细胞损伤,且在其中发

挥抗炎作用[10]。然而,目前尚不清楚RMZL是否可

以通过抑制NLRP3炎症小体的活化在 MIRI中发挥

作用。因此,本研究通过冠状动脉结扎建立 MIRI大

鼠模型,探讨RMZL是否可以通过抑制NLRP3炎症

小体活化而减轻心肌缺血再灌注大鼠心肌细胞损伤

及可能的作用机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF级SD雄性大鼠(200~240
 

g)
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60只,6周龄,由山西三颗月生物科技有限公司提供,
生产许可证号为SYXK(晋)2024-0006。动物均于温

度21~25
 

℃、湿度50%~60%的环境条件下饲养,光
照、黑暗交替各12

 

h,自由进食饮水。本研究已通过

本院伦理委员会审批(202300120)。
1.2 试剂与仪器 RMZL由武汉人福药业有限责任

公司提供;NLRP3抑制剂 MCC950由北京百奥莱博

科技有限公司提供;氯化三苯四氮唑(TTC)染色试剂

盒由上海博尔森生物科技有限公司提供;苏木精-伊红

(HE)染色试剂盒由北京索莱宝公司提供;末端脱氧

核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记(TUNEL)
染色试剂盒由北京雅安达生物技术有限公司提供;肌
酸激酶同工酶 MB(CK-MB)试剂盒由上海碧云天生

物科技有限公司提供;乳酸脱氢酶(LDH)、心肌肌钙

蛋白I(cTnI)检测试剂盒均由上海博尔森生物科技有

限公司提供;肿瘤坏死因子(TNF)-α、IL-1β、IL-18、丙
二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)检测试剂盒均

由南京建成生物工程研究所提供;NLRP3抗体由美

国Novus公司提供;ASC、Caspase-1抗体由美国Ab-
cam公司提供。BX53显微镜由日本 Olympus公司

提供;5418R高速冷冻离心机由德国
 

Eppendorf
 

公司

提供;4300酶标仪由美国 Awareness公司提供;Gel-
Doc

 

EZ凝胶成像系统由美国Bio-Rad公司提供。
1.3 方法

1.3.1 实验分组、给药及造模 将60只SD大鼠随

机分为对照组(CON组)、模型组(MIRI组)、RMZL
低剂量组(RMZL-L组)、RMZL高剂量组(RMZL-H
组)和 NLRP3抑制剂组(MCC950组),每组12只。
除CON组外,其余大鼠均通过冠状动脉结扎诱导

MIRI模型[11]:大鼠经1%戊巴比妥钠麻醉后,于胸骨

上窝中部切开皮肤,分离下颌下腺并暴露气管。在第

2、3气管环之间横向切开气管,插管(0.5~1.0
 

cm)连
接呼吸机。随后,剃除左胸毛,75%乙醇消毒后沿胸

骨左边缘切开皮肤(2
 

cm),分离组织与肌肉至胸腔,
暴露心脏。结扎左前降支冠状动脉,30

 

min后解除结

扎,恢复心肌再灌注120
 

min。CON组穿线但不进行

结扎。若心电监护见ST段抬高、T波高耸,再灌注后

ST段回落、T波恢复正常,提示 MIRI模型建立成功。
RMZL-L组和RMZL-H组大鼠分别于尾部静脉注射

15
 

mg/kg和25
 

mg/kg剂量的 RMZL[12],MCC950
组注射3

 

mg/kg
 

的 MCC950,
 

CON组和 MIRI组注

射等量体积的生理盐水,每天注射1次,连续干预10
 

d。干预结束后腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠,收集

各组大鼠血液和心肌组织用于后续实验。
1.3.2 TTC染色检测心肌梗死面积比例 将标本在

-20
 

℃条件下冷冻30
 

min,并将其切成约1
 

mm厚的

切片,每个标本共切成5片。将每个切片放置在6孔

板中,然后加入1%的TTC并用圆形盖玻片覆盖,在

37
 

℃下染色15
 

min。染色后取出切片,使用图像分

析软件ImageJ测量心肌梗死面积,并计算梗死面积

占总面积的百分比。
1.3.3 HE染色检测心肌组织病理变化 将心肌组

织标本在4%多聚甲醛中固定24
 

h后,石蜡包埋,切
片(5

 

μm厚),脱蜡并进行不同浓度乙醇脱水。随后

在37
 

℃下,用0.3%苏木精染色5
 

min、0.5%伊红溶

液染色2
 

min,常规脱水、透明并封固。在光学显微镜

下观察心肌组织的病理学变化。
1.3.4 TUNEL染色检测心肌细胞凋亡情况 取大

鼠心肌组织石蜡切片,水化后滴加20
 

μg/mL蛋白酶

K,在37
 

℃下孵育30
 

min。然后经磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤,加入3%过氧化氢溶液室温孵育20
 

min。
之后,加入TUNEL反应液,37

 

℃避光孵育1
 

h。再

次PBS洗涤后,室温加入反应终止液孵育10
 

min、
Streptavidin-HRP工作液孵育30

 

min、DAB显色液

孵育10
 

min,
 

PBS洗涤3次后,进行苏木精复染、封
片。最终,在显微镜下观察图像,并利用图像分析软

件ImageJ统计阳性染色率。
1.3.5 试剂盒检测血清心肌损伤标志物、炎症因子

以及氧化应激指标水平 将所取大鼠血液在4
 

℃条

件下以5
 

000
 

r/min离心15
 

min,收集上清液。采用

酶偶联法检测CK-MB活性,采用比色法检测LDH
活性,采用酶联免疫吸附试验检测cTnI、TNF-α、IL-
1β、IL-18水平,采用硫代巴比妥酸法检测 MDA 水

平,采用 WST-1法检测SOD活性。严格按照试剂盒

说明书加入标本及试剂,使用酶标仪在对应波长处检

测各孔吸光度值,计算各指标活性或水平。
1.3.6 Western

 

blotting检测心肌 组 织 NLRP3、
ASC、Caspase-1蛋白表达情况 PBS清洗心肌组织

后,加入RIPA裂解液提取总蛋白,通过BCA试剂盒

测定蛋白表达水平。选取30
 

μg蛋白进行十二烷基磺

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳,并转至聚偏

二氟乙烯(PVDF)膜上。经封闭后,加入 NLRP3、
ASC、Caspase-1及β-actin一抗,稀释比例全部为1∶
1

 

000,于4
 

℃下过夜孵育。次 日,加 入 二 抗(1∶
5

 

000)孵育1
 

h,经ECL洗涤后显色。以β-actin为内

参,利用图像分析软件ImageJ进行灰度分析。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

19.0软件进行数据分

析。正态分布的计量资料以x±s表示,多组间比较

采用单因素方差分析,多组间两两比较采用LSD-t检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠心肌梗死面积比例比较 CON 组、
MIRI组、RMZL-L组、RMZL-H 组、MCC950组梗死

面积比例分别为(0.00±0.00)%、(62.58±9.34)%、
(41.61±6.40)%、(22.83±4.52)%、(23.57±
3.28)%,多 组 间 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义 (F =
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103.003,P<0.001)。与CON组相比,MIRI组的心

肌梗死面积比例显著增加(P<0.05);与 MIRI组相

比,RMZL-L组、RMZL-H组和 MCC950组的心肌梗

死面积比例均明显减少(P<0.05);RMZL-H 组、
MCC950组的心肌梗死面积比例均明显低于RMZL-
L组(P<0.05);RMZL-H组与 MCC950组的心肌梗

死面积比例比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见

图1。

图1  各组大鼠心肌梗死面积比例(TTC染色)

2.2 各组大鼠心肌组织病理变化 HE染色结果显

示:在CON组中,心肌组织结构正常,心肌细胞排列

有序;MIRI组心肌细胞排列紊乱,心肌纤维有明显断

裂,大量炎症细胞浸润;与 MIRI组相比,RMZL-L
组、RMZL-H组和 MCC950组的心肌细胞排列恢复,
断裂消失。见图2。
2.3 各组大鼠心肌细胞凋亡结果比较 CON 组、
MIRI组、RMZL-L组、RMZL-H 组、MCC950组心肌

细胞凋 亡 率 分 别 为 (5.17±0.28)%、(25.92±
3.96)%、(17.48±4.10)%、(9.16±1.25)%、
(9.64±0.66)%,多组间比较,差异有统计学意义

(F=59.278,P<0.001)。与CON组相比,MIRI组

心肌细胞凋亡率明显增加(P<0.05);与 MIRI组相

比,RMZL-L组、RMZL-H组和 MCC950组的心肌细

胞凋亡率均明显减少(P<0.05);RMZL-H 组 和

MCC950组的心肌细胞凋亡率明显低于RMZL-L组

(P<0.05);RMZL-H组与 MCC950组的心肌细胞凋

亡率比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见图3。
2.4 各组大鼠血清心肌损伤标志物水平比较 与

CON组相比,MIRI组血清CK-MB、LDH、cTnI水平

均明显升高(P<0.05);与 MIRI组相比,RMZL-L
组、RMZL-H 组和 MCC950组血清 CK-MB、LDH、
cTnI水平均明显降低(P<0.05);RMZL-H 组和

MCC950组血清CK-MB、LDH、cTnI水平均明显低

于RMZL-L组(P<0.05);RMZL-H 组与 MCC950
组血清CK-MB、LDH、cTnI水平比较,差异均无统计

学意义(P>0.05)。见表1。
2.5 各组大鼠血清炎症因子水平比较 与CON组

相比,MIRI组血清TNF-α、IL-1β、IL-18水平均明显

升高(P<0.05);与 MIRI组相比,RMZL-L组、RM-
ZL-H 组和 MCC950组血清 TNF-α、IL-1β、IL-18水

平均明显降低(P<0.05);RMZL-H组和 MCC950组

血清TNF-α、IL-1β、IL-18水平均明显低于RMZL-L
组(P<0.05);RMZL-H组与 MCC950组血清TNF-
α、IL-1β、IL-18水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。见表2。

图2  各组大鼠心肌组织病理变化(HE染色,×400)
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2.6 各组大鼠血清氧化应激指标水平比较 与

CON组相比,MIRI组血清 MDA水平明显升高(P<
0.05),血清SOD水平明显降低(P<0.05);与 MIRI
组相比,RMZL-L组、RMZL-H组和 MCC950组血清

MDA水平均明显降低(P<0.05),血清SOD水平均

明显升高(P<0.05);RMZL-H组和 MCC950组血清

MDA水平均明显低于RMZL-L组(P<0.05),血清

SOD水平均明显高于RMZL-L组(P<0.05);RM-
ZL-H组与 MCC950组血清 MDA、SOD水平比较,差
异均无统计学意义(P>0.05)。见表3。

图3  各组大鼠心肌细胞凋亡结果(TUNEL染色,×200)

表1  各组大鼠血清心肌损伤标志物水平比较(n=12,x±s)

组别 CK-MB(U/L) LDH(U/L) cTnI(pg/mL)

CON组 744.68±137.24 758.11±68.87 285.63±31.12

MIRI组 1
 

923.54±245.22* 2
 

144.75±149.92* 620.56±74.71*

RMZL-L组 1
 

399.13±234.12# 1
 

739.38±157.02# 493.52±33.46#

RMZL-H组 837.25±123.38#& 1
 

045.22±137.48#& 337.75±44.95#&

MCC950组 849.30±136.18#& 1
 

074.18±84.96#& 341.17±25.75#&

F 45.343 125.253 55.470

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与CON组相比,*P<0.05;与 MIRI组相比,#P<0.05;与RMZL-L组相比,&P<0.05。

表2  各组大鼠血清炎症因子水平比较

   (n=12,x±s,pg/mL)

组别 TNF-α IL-1β IL-18

CON组 46.14±4.30 18.21±2.72 22.86±1.50

MIRI组 96.93±7.13* 55.62±6.02* 69.85±4.76*

RMZL-L组 76.51±7.65# 37.59±3.01# 45.03±2.12#

RMZL-H组 57.83±8.07#& 18.97±1.44#& 32.10±3.21#&

MCC950组 58.41±6.41#& 19.06±1.90#& 32.33±3.66#&

F 50.600 140.575 187.904

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与CON组相比,*P<0.05;与 MIRI组相比,#P<0.05;与

RMZL-L组相比,&P<0.05。

表3  各组大鼠血清氧化应激指标水平比较(n=12,x±s)

组别 MDA(nmol/L) SOD(U/mL)

CON组 4.32±0.33 27.54±2.99

MIRI组 14.50±0.98* 6.61±0.73*

RMZL-L组 11.56±0.77# 12.26±0.71#

RMZL-H组 5.82±0.59#& 22.14±2.19#&

MCC950组 6.20±0.46#& 21.64±1.65#&

F 254.196 121.776

P <0.001 <0.001

  注:与CON组相比,*P<0.05;与 MIRI组相比,#P<0.05;与

RMZL-L组相比,&P<0.05。

2.7 各组大鼠心肌组织NLRP3、ASC、Caspase-1蛋
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白表达水平比较 与CON组相比,MIRI组心肌组织

NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白表达水平均明显升高

(P<0.05);与 MIRI组相比,RMZL-L组、RMZL-H
组和 MCC950组心肌组织 NLRP3、ASC、Caspase-1
蛋白表达水平均明显降低(P<0.05);RMZL-H组和

MCC950组心肌组织 NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白

表达水平均明显低于RMZL-L组(P<0.05);RMZL-
H组与 MCC950组心肌组织NLRP3、ASC、Caspase-
1蛋白表达水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。见图4、表4。

图4  各组大鼠心肌组织NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白

表达的 Western
 

blotting图

表4  各组大鼠心肌组织NLRP3、ASC、Caspase-1
   蛋白表达比较(n=12,x±s)

组别 NLRP3蛋白 ASC蛋白
Caspase-1

蛋白

CON组 1.26±0.11 1.55±0.23 1.18±0.08

MIRI组 8.05±0.59* 5.86±0.64* 7.91±0.54*

RMZL-L组 6.94±0.70# 3.59±0.29# 5.94±0.28#

RMZL-H组 2.13±0.27#& 1.95±0.15#& 2.17±0.22#&

MCC950组 2.20±0.22#& 1.97±0.21#& 2.25±0.23#&

F 302.805 156.462 523.681

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与CON组相比,*P<0.05;与 MIRI组相比,#P<0.05;与

RMZL-L组相比,&P<0.05。

3 讨  论

近年来,心肌疾病已成为一个主要的健康问题。
当心脏器官或组织供血不足时,其结构与功能将不可

避免地遭受损伤,血液再灌注虽能及时、有效地控制

损伤程度,却往往伴随着更严重的心肌细胞损伤,这
一现象被医学界称为 MIRI[13]。目前尚未发现针对

MIRI的有效缓解手段,因而在早期阶段进行干预尤

为关键。为了深入研究 MIRI,本研究建立了 MIRI
大鼠模型。诱导 MIRI后,大鼠的主要病理表现包括:
心肌梗死面积比例和心肌细胞凋亡率增加,心肌细胞

排列紊乱,血清心肌损伤标志物CK-MB、LDH、cTnI
水平异常升高,与甄磊等[14]研究结果相似,提示MIRI
大鼠模型建立成功。RMZL是一种新型苯二氮类

静脉麻醉药,具有稳定血流动力学、提供快速麻醉和

觉醒、对呼吸的抑制作用较小等优点[15]。研究表明,
RMZL展现出了对 MIRI的强大抗性,能够有效降低

心肌梗死的风险,并显著提升心脏的整体功能[16]。为

了进一步验证RMZL对 MIRI的影响,本研究进行了

相关实验,数据显示,RMZL干预后,RMZL-L组和

RMZL-H组均降低了 MIRI大鼠的心肌梗死面积比

例和心肌细胞凋亡率,心肌细胞排列恢复,同时也降

低了血清心肌损伤标志物CK-MB、LDH、cTnI水平,
提示RMZL可有效减轻 MIRI大鼠的心肌损伤程度,
抑制心肌细胞凋亡。

MIRI的病理机制复杂,其中最关键的因素是炎

症反应[17]。IL-1β是 MIRI
 

过程中一种变化较为显著

的早期炎症介质[18]。心肌缺血时,机体释放大量炎症

因子,从而损伤心肌细胞。再灌注后,TNF-α和IL-18
等促炎性细胞因子的高表达会加剧心肌损伤、扩大梗

死面积、促进心肌细胞凋亡[19]。FANG等[20]研究发

现RMZL能够通过激活外周组织苯二氮类受体来

抑制炎症因子的产生和释放。本研究中,RMZL的干

预降低了 MIRI大鼠血清中炎症因子TNF-α、IL-1β、
IL-18水平,提示RMZL可能通过抑制机体炎症反应

来减轻 MIRI大鼠的心肌细胞损伤。此外,氧化应激

是介导 MIRI的另一重要因素[21],由防御系统中活性

氧(ROS)和抗氧化剂的异常生成引起[22]。ROS
 

在正

常体内平衡中至关重要,当ROS过度产生时,就会发

生氧化应激[23]。MDA作为体内脂质过氧化水平的

直接指标,反映了氧化 应 激 和 ROS的 产 生 情 况。
SOD是抗氧化酶的重要成员,能够清除超氧自由基,
是维持细胞稳态的重要分子[24]。在 MIRI的进程中,
自由基及其氧化产物的过量生成与积聚,是心肌细胞

发生氧化损伤的主要介质[25]。而RMZL的抗炎活性

可能归因于增强的抗氧化作用,二者之间存在密切关

系[26]。本研究结果显示,RMZL的干预降低了 MIRI
大鼠血清 MDA水平,升高了SOD水平,提示RMZL
可能通过提高抗氧化能力来减轻 MIRI大鼠的心肌细

胞损伤。
炎症小体是位于细胞质内的一种多蛋白复合结

构,对外部病原体及内部激活因素触发的炎症反应具

有显著的增强作用[27]。在炎症性疾病的发展过程中,
炎症小体的激活是一条重要的炎症途径。NLRP3

 

炎

症小体由
 

NLRP3、ASC和
 

Caspase-1组成。其中,
NLRP3

 

通过与
 

ASC
 

相互作用激活
 

Caspase-1,激活

的
 

Caspase-1
 

参与IL-1β前体蛋白(pro-IL-1β)加工,
将其转化为具有活性的

 

IL-1β,从而诱发炎症级联反

应,加剧炎症损伤和心肌细胞凋亡[28]。同样,白细胞

介素-1(IL-1)细胞因子家族的另一个成员
 

IL-18
 

的释

放也依赖于
 

Caspase-1[29]。NLRP3炎症小体的表达

水平与 MIRI的严重程度密切相关[30]。据报道,MI-
RI能够激活NLRP3炎症小体,进而促使心肌组织受
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损并导致心脏功能发生障碍[31]。而 NLRP3
 

炎症小

体的形成和激活进一步加剧心肌缺血再灌注后的心

肌 损 伤[32]。LIU 等[33] 研 究 发 现 缺 乏 ASC 和

Caspase-1小鼠的炎症反应及后续损伤显著降低。
TOLDO等[34]在 MIRI小鼠模型实验中,通过抑制

NLRP3炎症小体的激活,有效减轻了心肌缺血再灌

注引起的继发性炎症损伤,并显著缩小了心肌梗死面

积。也有研究指出,氧化应激可进一步激活 NLRP3
 

炎症小体,引发炎症级联反应,从而导致组织损伤[35]。
本研究发现,在RMZL-L组、RMZL-H组和 MCC950
组,MIRI大鼠心肌组织 NLRP3、ASC、Caspase-1蛋

白表达水平均显著降低,且RMZL-H 组和 MCC950
组的效果相当,说明RMZL能够抑制NLRP3炎症小

体的激活,进而减轻 MIRI大鼠的心肌细胞损伤。
综上所述,RMZL通过抑制 NLRP3炎症小体的

活化,有效减少了心肌梗死面积和心肌细胞凋亡,抑
制了炎症因子的产生和释放,缓解了氧化应激反应,
从而减轻心肌缺血再灌注大鼠的心肌细胞损伤。
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子痫前期孕妇血清HSP70、sFlt-1水平及其
与发生胎儿宫内窘迫的关系*
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  摘 要:目的 探讨血清热休克蛋白70(HSP70)和可溶性fms样酪氨酸激酶1(sFlt-1)在子痫前期(PE)孕

妇中的水平及其与发生胎儿宫内窘迫的关系。方法 选取2022年1月至2023年12月在该院产检、分娩、确诊

为PE且发生胎儿宫内窘迫的150例孕妇作为观察组,根据胎儿宫内缺氧严重程度分级,将观察组孕妇分为轻

度组、中度组和重度组。另选取同期在该院产检、分娩、确诊为PE但未发生胎儿宫内窘迫的100例孕妇作为对

照组。收集所有受试者一般资料,采用酶联免疫吸附试验检测血清 HSP70和sFlt-1水平。采用多因素Logis-
tic回归分析PE孕妇发生胎儿宫内窘迫的影响因素;绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析 HSP70、sFlt-1对

PE孕妇发生胎儿宫内窘迫的预测价值。结果 2组年龄、孕周、体质量指数(BMI)、既往孕次、孕产史、高血压

家族史情况比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。观察组 HSP70、sFlt-1水平明显高于对照组(P<0.05)。
血清HSP70和sFlt-1水平均为重度组>中度组>轻度组,且任意2组间比较,差异均有统计学意义(P<
0.05)。多因素Logistic回归分析结果显示血清 HSP70、sFlt-1水平升高均是PE孕妇发生胎儿宫内窘迫的独

立危险因素(P<0.05)。HSP70、sFlt-1单项及联合预测PE孕妇发生胎儿宫内窘迫的曲线下面积(AUC)分别

为0.765(95%CI:0.689~0.830)、0.907(95%CI:0.849~0.948)、0.957(95%CI:0.911~0.983),2项联合预

测的AUC大于 HSP70(Z=3.193,P<0.05)、sFlt-1(Z=2.441,P<0.05)单项预测的 AUC。结论 血清

HSP70、sFlt-1在PE合并胎儿宫内窘迫孕妇中水平异常升高,是PE孕妇发生胎儿宫内窘迫的独立危险因素,
对PE孕妇发生胎儿宫内窘迫有较高的预测效能。

关键词:子痫前期; 热休克蛋白70; 可溶性fms样酪氨酸激酶1; 胎儿宫内窘迫; 危险因素
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

heat
 

shock
 

protein
 

70
 

(HSP70)
 

and
 

soluble
 

fms-like
 

tyrosine
 

kinase
 

1
 

(sFlt-1)
 

in
 

pregnant
 

women
 

with
 

preeclampsia
 

(PE)
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

the
 

occur-
rence

 

of
 

fetal
 

intrauterine
 

distress.Methods A
 

total
 

of
 

150
 

pregnant
 

women
 

with
 

diagnosed
 

PE
 

and
 

fetal
 

in-
trauterine

 

distress
 

occurrence
 

in
 

prenatal
 

examination
 

and
 

delivery
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2022
 

to
 

De-
cember

 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

observation
 

group.According
 

to
 

the
 

severity
 

grading
 

of
 

fetal
 

intrauterine
 

hy-
poxia,the

 

pregnant
 

women
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

mild
 

group,moderate
 

group
 

and
 

se-
vere

 

group.The
 

other
 

100
 

pregnant
 

women
 

with
 

diagnosed
 

PE,but
 

without
 

fetal
 

intrauterine
 

distress
 

occur-
rence

 

in
 

prenatal
 

examination
 

and
 

delivery
 

in
 

this
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

general
 

data
 

of
 

all
 

subjects
 

were
 

collected,and
 

the
 

serum
 

HSP70
 

and
 

sFlt-1
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.The
 

multivariate
 

Logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

fetal
 

intrauterine
 

distress
 

occurrence
 

in
 

pregnant
 

women
 

with
 

PE;the
 

receiver
 

operating
 

characteris-
tic

 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

analyze
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

HSP70
 

and
 

sFlt-1
 

for
 

the
 

occurrence
 

of
 

fetal
 

in-
trauterine

 

distress
 

in
 

pregnant
 

women
 

with
 

PE.Results There
 

were
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

age,gestational
 

weeks,BMI,previous
 

pregnancy
 

times,pregnancy
 

and
 

delivery
 

history,and
 

family
 

history
 

of
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