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摘要 目的 探讨促红细胞生成素衍生肽( HBSP) 对急性心
肌梗死( AMI) 大鼠心脏炎症的影响和机制。方法 将 30 只
8周龄 SD雄性大鼠随机分为 3 组: 假手术组( sham组) 、AMI

组和 HBSP 组。采用结扎大鼠冠状动脉前降支术以构建
AMI大鼠模型，HBSP 组为术后予腹腔注射 HBSP ( 90 μg /
kg) ; sham组和 AMI组予等量生理盐水腹腔注射。大鼠处死
前心脏彩超检测心功能，处理各组大鼠，检测心肌组织白介

素 6( IL-6) 、肿瘤坏死因子 α( TNF-α) 、磷酸化细胞外信号调
节激酶 1 /2( p-Erk1 /2) 和细胞外调节蛋白激酶 1 /2( Erk1 /2)
蛋白表达。结果 与 sham 组比较，AMI 组心肌组织 IL-6、
TNF-α、p-Erk1 /2 和 Erk1 /2 蛋白表达明显升高( P = 0. 001) ;

而 HBSP 组大鼠心肌组织 IL-6、TNF-α、p-Erk1 /2 和 Erk1 /2

蛋白表达显著减少( P = 0. 001) 。AMI 模型组心功能指标显
著低于 sham组，而 HBSP 治疗组心功能指标明显高于 AMI

模型组( P = 0. 001 ) 。结论 HBSP 可减轻心肌梗死炎症和
心肌损伤，抑制 Erk1 /2 信号通路，从而保护心肌组织，改善
大鼠心功能。
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急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction，
AMI) 是心血管疾病患者最常见的死因之一［1］。而
寻找能有效减轻 AMI 后炎症反应且副作用少的药
物是下一步研究方向。促红细胞生成素( erythropoi-
etin，EPO) 是一种由肾脏和肝脏分泌的糖蛋白激素，
能促进红细胞生成，也有抗炎、抗凋亡等对组织器官
的保护作用［2］。然而，有研究［3］显示，一次性输注

大量 EPO会过度刺激体内骨髓造血系统，增加心血
管系统的高凝状态甚至血栓形成。近年有学者研
究［4］合成促红细胞生成素衍生肽( helix B surface
peptide，HBSP) ，一种 EPO 衍生而来的螺旋 B 表面
肽，既保留 EPO的组织保护作用，具有抗氧化、抑制
炎症、减少细胞凋亡的作用，同时也可以减少其副作
用。因此，该文以 HBSP 治疗 AMI 模型大鼠，探讨
HBSP对 AMI 心肌炎症的影响和机制，为梗死后心
肌保护寻找新的治疗方案。

1 材料与方法

1． 1 材料 HBSP 购自上海科肽生物科技有限公
司; 白介素 6( interleukin-6，IL-6 ) 和肿瘤坏死因子 α
( tumor necrosis factor-α，TNF-α) ELISA 试剂盒购自
武汉华美生物工程有限公司; 兔抗细胞外调节蛋白

激酶 1 /2 ( extracellular regulated protein kinases1 /2，
Erk1 /2 ) 、兔抗磷酸化细胞外信号调节激酶 1 /2
( phosphorylated extracellular signal-regulated kinase1 /
2，p-Erk1 /2) 、鼠抗 GAPDH 购自北京康为世纪生物
科技有限公司; 羊抗兔二抗和驴抗鼠二抗购自武汉

博士德生物工程公司; 组织裂解液购自杭州弗德生

物科技有限公司; 聚氰基丙烯酸正丁酯( butyleyano-
acrylate，BCA) 蛋白定量试剂盒购自碧云天生物技
术研究所; 牛血清白蛋白( albumin from bovine ser-
um，BSA) 粉末购自广州斯佳生物公司; 免疫组化试
剂盒购自北京中杉金桥生物公司; POWEＲLAB 多导
生理记录仪、心脏彩超机购自美国 PHILIPS公司。
1． 2 动物 采用 8 周龄 SD 雄性 SPF 级大鼠，体质
量 180 ～ 200 g，将 30 只大鼠随机分成 3 组: sham 组
( 10 只) 、AMI组( 10 只) 、HBSP治疗组( 10 只) 。所
有大鼠由中山大学实验动物中心提供( 合格证号:

44008500006902) ，并饲养于恒温 20 ～ 26 ℃、恒湿
40% ～ 70%、洁净度 7、低噪、无菌的南方医科大学
实验动物中心。
1． 3 方法
1． 3． 1 AMI模型构建和给药 以 Olivetti方法结扎
冠状动脉左前降支的手术方法以构建大鼠 AMI 模
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型，观察多导生理记录仪上的标准导联 II，若见 ST
段弓背样抬高和( 或) T 波抬高或降低，大鼠周围肌
肉组织出现颜色苍白或变暗，则提示建模成功。
sham组大鼠在左前降支留置松结。HBSP组在结扎
左前降支术后立即予 HBSP工作液( 90 μg /kg) ［5］腹
腔注射，sham 组和 AMI 组予等量生理盐水腹腔注
射。术后 24 h动物实验大鼠全部存活，处死进行后
续处理。实验符合动物伦理管理委员会要求。
1． 3． 2 大鼠心肌组织 IL-6、TNF-α测定 建模 24 h
后，取结扎线以下左心室心肌，将心肌组织研磨，组

织裂解液裂解细胞，4 ℃ 12 000 r /min 离心 15 min，
取上清液，采用 IL-6 和 TNF-α ELISA试剂盒检测心
肌组织 IL-6 和 TNF-α含量。
1． 3． 3 Western blot 法检测 p-Erk1 /2、Erk1 /2 蛋白
的表达 建模 24 h 后，取结扎线以下左心室心肌，
将心肌组织研磨，提取心肌组织蛋白，制成蛋白样

品，上样后置于电泳缓冲液中电泳，分离目的蛋白，

电转 120 min，5% BSA 封闭 1 h 后，p-Erk1 /2 ( 1 ∶
1 000) 、Erk1 /2( 1 ∶ 1 000) 和 GAPDH( 1 ∶ 4 000) 一
抗 4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜后，羊抗兔二抗( 1 ∶
15 000) 或驴抗鼠二抗( 1 ∶ 15 000 ) 室温孵育 1 h，
TBST洗膜，ECL显色，曝光扫描，分析光密度。
1． 3． 4 免疫组化检测 Erk1 /2 蛋白的表达 石蜡包
埋、切片( 4 μm) ，经二甲苯、不同浓度酒精脱蜡，蒸
馏水浸泡，微波抗原修复，室温冷却后，过氧化氢、
3% BSA 封闭，滴加 Erk1 /2 兔抗多克隆抗体
( 1 ∶ 200) 孵育过夜，滴加二抗免疫组化试剂，DAB
显色，蒸馏水终止显色，苏木精染核 5 min，蒸馏水冲
洗，脱水透明，中性树脂封片，镜下随机取 6 个视野
( × 200) ，拍照，采用 IPP 6. 0 软件统计阳性细胞。
1． 3． 5 超声心动图检查 24 h 后，所有大鼠行超
声心动图检查，在处死前，予以 10%水合氯醛腹腔
注射麻醉、备皮，应用超声心动图机( ie33 型号; 美
国 PHILIPS公司) 及 7. 5 MHz 高频线控探头( 美国
PHILIPS公司) 行心脏彩超检测，检测左室后壁收缩
期厚度( left ventricular posterior wall systolic thick-
ness，LVPWS ) 、收缩期室间隔厚度( systolic septal
thickness，IVSs) 、左室后壁厚度( left ventricular pos-
terior wall thickness，LVPWd) 、室间隔厚度( interven-
tricular septal thickness，IVSd) 、左心室射血分数( left
ventricular ejection fraction，LVEF) 指标。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行统计
分析，数据以 珋x ± s 表示，三组均数间比较采用单因
素方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 HBSP减少 AMI大鼠心肌组织中 IL-6、TNF-
α的表达 与 sham 组比较，AMI 组大鼠心肌组织
IL-6 和 TNF-α 蛋白表达显著增加; 而 HBSP 组大鼠
心肌组织 IL-6 和 TNF-α 蛋白表达均较 AMI 组明显
降低( P = 0. 000) ，表明 HBSP 可缓解急性心肌梗死
的心肌的炎症。见图 1。

图 1 各组大鼠心肌组织炎症因子的表达情况
A: IL-6 的表达情况; B: TNF-α的表达情况; 与 sham组比较: * P

＜ 0. 05 ; 与 AMI组比较: #P ＜ 0. 05

2． 2 HBSP抑制 AMI大鼠心肌组织 Erk1 /2 通路
2． 2． 1 Western blot 检测各组大鼠心肌组织 p-
Erk1 /2 和 Erk1 /2 蛋白表达的变化 Western blot 检
测结果显示，与 sham 组比较，AMI 组心肌组织 p-
Erk1 /2 和 Erk1 /2 蛋白表达，以及 p-Erk1 /2 与 Erk1 /
2 比值显著增加; 而 HBSP 组心肌组织 p-Erk1 /2 和
Erk1 /2 蛋白表达，以及 p-Erk1 /2 与 Erk1 /2 比值则
明显低于 AMI组( P = 0. 001) 。见图 2。
2． 2． 2 TUNEL染色检测心肌细胞凋亡结果 Sham
组极少阳性表达细胞; AMI组可见大量棕黄色细胞;
HBSP组可见部分棕黄色细胞。见图 3。
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图 2 各组大鼠心肌组织 p-Erk1 /2 和 Erk1 /2 的表达情况

与 sham组比较: * P ＜ 0. 05 ; 与 AMI组比较: #P ＜ 0. 05

图 3 各组大鼠心肌组织 TUNEL染色情况 × 200

A: sham组; B: AMI组; C: HBSP组

2． 2． 3 免疫组化检测各组大鼠心肌组织 Erk1 /2 蛋
白表达情况 免疫组化结果显示与 sham 组比较，
AMI组心肌组织中 Erk1 /2 蛋白表达显著增加; 而
HBSP组心肌组织中 Erk1 /2 蛋白表达明显低于 AMI

组( P = 0. 001) 。见图 4。
2． 3 HBSP对 AMI大鼠心功能的影响 AMI 组心
功能指标显著低于 sham组，而 HBSP治疗组心功能
指标明显高于 AMI模型组( P = 0. 001) 。见图 5、表
1。手术建模后 24 h，行心脏超声检查，sham 组与
AMI 组大鼠比较，AMI 组 LVPWs、IVSs、LVPWd、
IVSd显著升高、LVEF 降低( P ＜ 0. 05 ) 。表明 AMI
组大鼠发生心肌重构，心肌肥厚。建模 24 h 后，在
相同条件下，HBSP组与 AMI组 LVPWs、IVSs、LVP-
Wd、IVSd显著降低，LVEF显著升高( P ＜ 0. 05) 。表
明 HBSP能够减少心肌损伤，保护心功能。

图 4 各组大鼠心肌组织 Erk1 /2 的表达情况

与 sham组比较: * P ＜ 0. 05 ; 与 AMI组比较: #P ＜ 0. 05

表 1 处死前各组超声心动图各指标比较( 珋x ± s)

项目 Sham( n =10) AMI( n =10) HBSP( n =10) F值
LVPWs( cm) 0． 30 ± 0． 01 0． 42 ± 0． 02* 0． 35 ± 0． 02* # 160． 120

IVSs( cm) 0． 32 ± 0． 01 0． 40 ± 0． 02* 0． 39 ± 0． 02* 54． 127

LVPWd( cm) 0． 20 ± 0． 01 0． 29 ± 0． 01* 0． 23 ± 0． 02* # 83． 132

IVSd( cm) 0． 20 ± 0． 01 0． 27 ± 0． 01* 0． 21 ± 0． 02# 67． 327

LVEF 0． 81 ± 0． 02 0． 60 ± 0． 02* 0． 71 ± 0． 01* # 443． 199

与 sham组比较: * P ＜0. 05 ; 与 AMI组比较: #P ＜0. 05

3 讨论

HBSP是 EPO衍生而来的表面肽［6］，具有抗炎、
抗凋亡、抗氧化等作用。近几年，越来越多学者通过
基础实验和动物实验证明HBSP对细胞、组织器官

图 5 三组大鼠心脏彩超情况
A: sham组; B: AMI组; C: HBSP组
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( 如心脏、肾脏、神经等) 有重要的保护作用［5］，本研
究证明了 HBSP 可以减轻炎症反应和下调 Erk1 /2
的表达。通过抑制 Erk1 /2 信号通路，减少 IL-6 和
TNF-α的表达，同时抑制 STAT3 和 Bcl-2 的表达，从
而减轻心肌梗死中心肌组织的炎症、凋亡和心肌受
损。这为寻找保护心肌提供新的药物选择。

AMI是冠状动脉急性、持续性缺血低氧导致心
肌细胞受损、坏死、凋亡、炎症的过程，该过程伴有心
肌酶活性的增高、心电图进行性改变及心功能的改
变。其中，心脏彩超是评价心功能的重要辅助检查。
本文通过心脏彩超检查心功能。结果发现，HBSP
可减少心肌受损。Erk1 /2 是丝裂原活化蛋白激酶
的一个亚族。Erk1 /2 信号转导通路与细胞生长、分
化、凋亡、炎症反应等密切相关［7］。既往文献［8 － 9］报

道，p-Erk1 /2 信号通路可调控细胞增殖、凋亡、炎症
活动。p-Erk1 /2 从细胞质进入细胞核作用于核因子
κB( nuclear factor-κB，NF-κB) 、转录激活因子等转录
因子，后者进一步调节靶基因的转录，其中 NF-κB
可调节各种炎症因子及炎症介质，NF-κB 的激活可
引起炎症级联反应，进而调节多种促炎症的细胞因

子，如 TNF-α、IL-6; 同时 TNF-α 亦可激活 Erk1 /2 从
而放大炎症反应［10 － 12］。有研究［13 － 15］显示，Erk1 /2
可通过 NF-κB促进炎症细胞因子 TNF-α 的转录，后
者可激活 Erk1 /2 从而形成恶性循环，进一步加强炎
症放大级联反应。对于心血管方面，活化的 Erk1 /2
信号通路在冠心病致心肌炎症反应及心功能损伤过

程中发挥了重要作用，并提出抑制 EＲK1 /2 信号转
导通路可能成为冠心病致心肌炎症反应防治的潜在

新靶点［16］。本研究通过体内动物实验显示，HBSP
降低心肌组织炎症因子 TNF-α和 IL-6 的含量，减少
AMI大鼠心肌组织 p-Erk1 /2 和 Erk1 /2 的表达。此
结果提示，HBSP 可通过抑制 Erk1 /2 的表达减少炎
症因子 TNF-α和 IL-6 以及心肌损伤标志物的释放。
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Helix B surface peptide attenuates acute myocardial infarction
induced-inflammation via inhibiting the Erk1 /2 pathway

Wang Shixiang1，Wang Bin2，Guo Guofeng1，et al
( 1Dept of Cardiology，The Third Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University，Guangzhou 510000;

2Dept of Ｒadiological，Heze Municipal Hospital of TCM，Heze 274000)

Abstract Objective To investigate the effect and mechanism of erythropoietin derived peptide ( HBSP) on car-
diac inflammation in rats with acute myocardial infarction ( AMI) ． Methods Thirty 8 week old SD male rats were
randomly divided into 3 groups ( sham operation group，operation group and HBSP group) ． The AMI rat model was
established by ligating the anterior descending coronary artery． The HBSP ( 90 μg /kg) was injected intraperitoneal-
ly in the AMI group，and the sham operation group and the AMI group were intraperitoneally injected with the same
amount of normal saline． Cardiac function was detected by color Doppler echocardiography before the rats were kill-
ed． The expression of interleukin-6 ( IL-6 ) ，tumor necrosis factor- α ( TNF-α) ，p-Erk 1 /2 and Erk1 /2 protein
were detected in each group． Ｒesults Compared with sham group，the expression of IL-6，TNF-α，p-Erk1 /2 and
Erk1 /2 protein in myocardial tissue of AMI group was significantly increased ( P = 0. 001 ) ，while that of IL-6，
TNF-α，p-Erk1 /2 and Erk1 /2 protein in myocardial tissue of HBSP group was significantly decreased ( P =
0. 001) ． The cardiac function index of AMI model group was significantly lower than that of sham group，while that
of HBSP treatment group was significantly higher than that of AMI model group ( P = 0. 001) ． Conclusion HBSP
can attenuate myocardial infarction inflammation and myocardial damage by inhibiting Erk1 /2 signaling pathway，
thereby protecting myocardial tissue and improving cardiac function in rats．
Key words acute myocardial infarction; helix B surface peptide; Erk1 /2; inflammatory factor; myocardial injury

( 上接第 704 页)

Effect of LukS-PV on proliferation，apoptosis and cell cycle
of breast cancer cell line MAD-MB-231

Yu Wenwei，Xu Liangfei，Wang Ziran，et al
( Dept of Laboratory Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To study the effects of S component of panton-valentine leucocidin ( LukS-PV) on morphol-
ogy，proliferation，cell cycle and apoptosis of triple-negative breast cancer cell line MAD-MB-231 in vitro． Meth-
ods Cells were exposed to LukS-PV at different concentrations，the cell morphology was observed under an invert-
ed microscope． CCK-8 was used to detect the effects of LukS-PV on cell proliferation． Cell cycle was detected by
flow cytometry following PI staining． Cell apoptosis was detected by flow cytometry following Annexin V /PI staining
and apoptosis-related proteins were detected by Western blot． Ｒesults With different concentration of LukS-PV
was applied to MAD-MB-231，the cells gradually became round and the suspended cells increased． LukS-PV inhib-
ited the proliferation of breast cancer cells in a time- and concentration-dependent manner． LukS-PV could block
MAD-MB-231 in G1 /G0 phase in a concentration-dependent manner． LukS-PV could induce apoptosis of MAD-MB-
231，up-regulate the expression of Bax，Cleved-caspase3 and Cleved-caspase8，and down-regulate the expression
of Bcl-2． Conclusion LukS-PV can inhibit the proliferation of MAD-MB-231，arrest its cycle in G1 /G0 phase，
and induce its apoptosis．
Key words MAD-MB-231; LukS-PV; proliferation; cell cycle; apoptosis
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