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摘要 目的 探讨去乙酰化酶抑制剂 SAHA 对间歇性低氧
引起小鼠心肌损伤的保护作用及机制。方法 将雄性昆明
小鼠分为正常氧( Sham) 组、间歇性低氧( IH) 组、正常氧 SA-
HA干预( Sham + SAHA) 组及间歇性低氧 SAHA 干预( IH +
SAHA) 组。IH组和 IH + SAHA组的造模方案是将利用低氧
舱，将小鼠放到其内，然后进行每天 8h 的间歇性低氧处理，

造模时间一共 4 周。并在间歇性低氧进行处理的最后 2 周，
每日造模前给予腹腔注射 SAHA 50 mg / ( kg·d) 。实验第 4

周末，处死小鼠，计算小鼠心脏重量 /体质量和心脏重量 /胫
骨长度比值，HE 染色和 VG染色观察心脏病理形态学改变，
DHE染色观察小鼠心肌中活性氧物( ＲOS) 含量。结果 与
Sham组相比，IH 组小鼠心脏重量 /体质量和心脏重量 /胫骨
长度比值、心肌细胞横截面积、心肌纤维化和心肌中 ＲOS 含
量显著增加; 组蛋白去乙酰化酶抑制剂 SAHA干预可明显改
善间歇性低氧引起的心肌损伤及 ＲOS增加。结论 组蛋白
去乙酰化酶抑制剂 SAHA 通过抑制氧化应激改善间歇性低
氧小鼠的心肌损伤。
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阻塞性睡眠呼吸暂停( obstructive sleep apnea，
OSA) 产生原因是睡眠时上气道塌陷阻塞，从而导致
呼吸暂停与通气不足，进而引起打鼾、睡眠结构紊
乱、血氧饱和度下降频发和白天嗜睡等一些症状，是
多种心血管疾病的独立危险因素，是造成患者致残

和死亡的主要原因。OSA 可产生多种危害，如间歇
性低氧( intermittent hypoxia，IH) 、高碳酸血症、胸内

负压剧烈波动、睡眠中断和结构紊乱，其中 IH 是
OSA的主要病理生理学特点和损伤机制，被认为是
引起心血管疾病的最为重要的因素［1］。组蛋白去
乙酰化酶( histone deacetylases，HDAC) 将乙酰基团
从组蛋白或者非组蛋白上的 ε － N －乙酰赖氨酸中
去除掉，进而调节蛋白质活性水平的一类酶家族。
HDAC是表观遗传调控子，调控了组蛋白乙酰化及
去乙酰化的水平高低、核染色质的构象变化、组蛋白
和 DNA之间相互作用、转录和转录后修饰等。研
究［2］表明 HDAC 在心血管疾病的发展中发挥着重
要的调控作用，保护心血管的重要途径之一便是抑

制 HDAC，所以抑制 HDAC 可能对心血管疾病的诊
断以及治疗是一种全新的方案［3］。该研究将探讨
间歇性低氧引起的小鼠心肌损伤是否可以通过

HDAC抑制剂 SAHA 予以保护及其作用的可能机
制。

1 材料与方法

1． 1 动物 清洁级雄性昆明小鼠，18 ～ 23 g，购自
安徽医科大学实验动物中心。动物分笼饲养，自由
摄食和饮水，通风良好，室温 18 ～ 25 ℃。
1． 2 仪器和试剂 测氧仪( CYS-1 型，南京新飞分
析仪器制造有限公司) ; 医用压缩氧气 ( 浓度 ＞
99. 9% ) 、压缩氮气( 浓度 ＞ 99. 99% ) 由合肥众益化
工产品有限公司充装; Vorinostat ( suberoylanilide
hydroxamic acid，SAHA) 购自美国 Selleck 公司，用
溶媒将 SAHA配制成 5 mg /ml，配置好后立即使用，
溶媒的配比方案为 ddH2O + 30% PEG300 + 5%
Tween 80 + 2% DMSO; Dihydroethidium( DHE) ( 上海
碧云天生物技术有限公司) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 间歇性低氧模型的制备和分组 小鼠在适
应性饲养 1 周后进行实验，随机分成正常氧组
( Sham组) 、间歇性低氧组( IH 组) 、正常氧 SAHA
干预组( Sham + SAHA 组) 及间歇性低氧 SAHA 干
预组( IH + SAHA 组) ，每组 7 只。根据本实验室之
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前研究出的方案，使用氮气不断充入间歇性低氧箱

内，稀释低氧箱内氧气［4］，将 IH 组以及 IH + SAHA
组小鼠放进低氧仓内，进行每天 8 h 的间歇性低氧
处理，处理时间一共连续 4 周。Sham 组和 Sham +
SAHA组除不充入氮气和氧气外，其余均与 IH 组相
同处理。在间歇性低氧处理 2 周之后，Sham + SA-
HA组以及 IH + SAHA 组连续 2 周每天使用 SAHA
50 mg / ( kg·d) 给予腹腔注射，而 Sham 组和 IH 组
腹腔则注射相同体积溶媒。实验第 4 周末，处死小
鼠，计算小鼠心脏指数，HE 染色和 VG 染色观察心
脏病理形态学改变，DHE染色观察小鼠心肌中活性
氧物( reactive oxygen species，ＲOS) 含量。
1． 3． 2 心脏重量指标测定 实验模型制备完成后
首先给小鼠测量体重。再使用 10%水合氯醛用腹
腔注射的方法麻醉小鼠，注射剂量是 0. 05 ml /10 g，
再使用眼球摘除取血的方法，获取各组小鼠的血液。
取血之后，在迅速使用粗剪刀剖开小鼠的胸腔，剪下

小鼠心脏与胸主动脉。心脏剪下之后，去除附着的
结缔组织，并且将粘在心脏上的细小脂肪以及残留

的血液在生理盐水中轻轻摆动去除，并将心脏用滤

纸完全吸干之后再称量重量，并且用直尺测得小鼠

的胫骨长度，计算得出心脏重量 /体质量( mg /g) 以
及心脏重量 /胫骨长度( mg /cm) 的比值。
1． 3． 3 心脏组织学观察 小鼠的心脏被洗净吸干
水后，首先使用 10%多聚甲醛对其进行灌流，之后
放在多聚甲醛溶液中固定，在经脱水机脱水之后，用

石蜡包埋机包埋成蜡块。使用石蜡切片机将心脏蜡
块标本切成 4 μm薄片，用毛笔蘸到温水中展开，之
后使用载玻片捞出，之后将其用 90 ℃烤 20 min 进
行脱蜡，再分别使用 HE 和 VG 胶原染色，最后使用
树脂封片，并用显微镜进行观察和拍摄。拍摄所得
图像使用 Image J软件计算心肌细胞的横截面积。
1． 3． 4 心脏中 ＲOS 的测定 将新鲜心脏取出，
OTC包埋液氮冷冻后置 － 80 ℃冰箱保存。用冰冻
切片机( Leica，德国) 将冷冻后的标本切成 5 μm 的
切片，用 PBS 洗涤，将配好的 ＲOS 探针 DHE ( 5
μmol /L) 在 37 ℃烘箱内与标本在避光湿盒内反应
30 min。DHE 在超氧化物生成处被氧化成为溴化
乙锭，与 DNA 相结合之后，激发出红色的荧光，可
以通过观察荧光的强度检测 ＲOS含量。
1． 4 统计学处理 用 SPSS 17. 0 软件对数据进行
统计分析，实验数据以 珋x ± s 表示，组间的比较采用
单因素方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 SAHA 对间歇性低氧小鼠心脏肥大的影响
使用小鼠的心脏重量 /体质量、心脏重量 /胫骨长度
的比值和心肌细胞横截面积对心肌肥大进行评价。
四组小鼠心脏重量 /体质量比值［F ( 3，24 ) =
58. 52，P ＜ 0. 001］、心脏重量 /胫骨长度比值［F ( 3，
24) = 14. 35，P ＜ 0. 001］存在明显差异。和 Sham
组相比，IH组小鼠心脏重量 /体质量比值与心脏重
量 /胫骨长度比值显著增加( P ＜ 0. 001 ) ，出现了心
脏肥大。使用 SAHA处理 1 周后，和 IH 组相比，IH
+ SAHA组的小鼠心脏重量 /体质量比值与心脏重
量 /胫骨长度比值下降明显( P ＜ 0. 01 ) ，提示 IH 小
鼠心肌肥大可被 SAHA抑制; SAHA对 Sham组小鼠
心脏重量 /体质量和心脏重量 /胫骨长度比值没有影
响( 图 1) 。

图 1 SAHA对间歇性低氧小鼠心脏重量的影响

A: 心脏重量 /体质量比值; B: 心脏重量 /胫骨长度比值; 与 Sham

组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 IH组比较: ##P ＜ 0. 01

HE 染色结果显示，四组小鼠心肌横截面积存
在明显差异［F ( 3，186 ) = 55. 58，P ＜ 0. 001］。与
Sham组相比，IH 组小鼠心脏的心肌细胞横截面积
显著增加( P ＜ 0. 001 ) ; SAHA 可降低间歇性低氧引
起心肌细胞横截面积的增加( P ＜ 0. 01) ，但 Sham组
小鼠没有影响( 图 2) 。
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图 2 SAHA对间歇性低氧小鼠心肌细胞

横截面积的影响 × 400

A: Sham组; B: Sham + SAHA组; C: IH组; D: IH + SAHA组; E: 心

肌横截面积半定量分析的结果统计图; 与 Sham 组比较: ＊＊＊ P ＜

0. 001; 与 IH组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 2 SAHA 对间歇性低氧实小鼠心肌纤维化的影
响 VG 染色结果显示: 与 Sham 组相比，IH 组小鼠
心肌胶原纤维明显增多( 棕黄色细胞) ，SAHA 治疗
显著改善了 IH 组小鼠心脏纤维化; Sham 小鼠无论
是否应用 SAHA，心肌均未出现纤维化( 图 3) 。
2． 3 SAHA间歇性低氧小鼠心肌中 ＲOS的影响
DHE荧光染色结果显示: 与 Sham 组相比，IH 组小
鼠心肌中活性氧明显增加，SAHA 治疗可显著抑制
IH小鼠 ＲOS 水平; SAHA 对 Sham 组小鼠心肌 ＲOS
水平没有影响( 图 4) 。

3 讨论

本研究显示间歇性低氧 4 周后，小鼠心脏重量 /
体质量和心脏重量 /胫骨长度比值、心肌细胞横截面
积、心肌胶原纤维沉积及心肌 ＲOS 显著增加，提示
间歇性低氧可引起心肌重构及氧化应激; 应用组蛋

白去乙酰化酶抑制剂 SAHA干预可明显改善间歇性
低氧引起的心肌损伤及ＲOS增加。本研究结果表

图 3 SAHA对间歇性低氧小鼠心肌细胞纤维化的影响 × 400

A: Sham组; B: Sham + SAHA组; C: IH组; D: IH + SAHA组

图 4 SAHA对间歇性低氧小鼠心肌细胞 ＲOS的影响 × 400

A: Sham组; B: Sham + SAHA组; C: IH组; D: IH + SAHA组

明组蛋白去乙酰化酶抑制剂 SAHA可以改善间歇性
低氧小鼠的心肌损伤状况，其可能机制是抑制了细

胞内的氧化应激反应。
心脏重构是心脏对各种心血管疾病中出现的有

害刺激的适应性反应，但长期重塑常导致慢性心力

衰竭或心源性猝死。因此，控制心肌重构的进程十
分重要。许多研究发现染色质重塑，特别是 HDAC
在心脏基因表达调控中起着重要作用。目前已有
18 种进化保守的哺乳动物 HDAC 被鉴别出来，并且
可分成四类( Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ) ，依据是系统发育的保
守性。此外，已发现多达 1 750 个 HDAC 的非组蛋
白靶蛋白，一些很重要的细胞生理过程则通过此类

非组蛋白的乙酰化和去乙酰化进行调节，比如细胞

周期、细胞骨架重组、内吞作用与囊泡运输［5］。由
于 HDAC 活性在生理和病理过程中至关重要，
HDAC抑制剂已被开发为多种疾病的治疗选择，如
癌症、情感障碍和艾滋病等［6］。HDAC 抑制剂按结
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构可分为四类: 短链脂肪酸( 丁酸盐、丁酸苯酯和丙
戊酸) 、异羟肟酸盐( SAHA 和 TSA) 、氨基苯甲酰胺
( FK-228) 和环肽。SAHA 是光谱 HDAC 抑制剂，可
抑制 I类和 II类 HDAC活性，是首个被美国 FDA批
准作为 HDAC抑制剂的临床用药，用于治疗皮肤 T
细胞淋巴瘤和多发性骨髓瘤［6］。近些年有研究报
道，SAHA、TSA以及丙戊酸等等一类 HDAC 抑制剂
可以防止由几类不同因素导致的心脏肥大［7 － 9］，有

希望成为治疗心脏肥厚和与之有关疾病的新药物方

案。
反复间歇性低氧可能导致氧化应激反应加剧与

活性氧物质增加，与 OSA 导致的并发症紧密有
关［10］，在心肌重构的过程中 ＲOS 依赖性途径有很
重要的影响［11］。ＲOS 引起生物作用主要是通过导
致 DNA、蛋白质、脂质非特异性的氧化损伤或者影
响特定的细胞信号传导通路来实现。ＲOS 细胞内
主要来自线粒体电子传递链与氧化酶，与 ＲOS 代谢
相关的酶主要包含 NAD( P) H 氧化酶、黄嘌呤氧化
酶与一氧化氮合酶( NOS) 、超氧化物歧化酶( SOD)
以及过氧化氢酶( CAT) 等，其中 NADPH 氧化酶在
心脏重构病理过程中起到相当关键的作用［11］。此
次研究使用 SAHA抑制了间歇性低氧小鼠心脏 ＲOS
的增加与心肌重构，其原因是否与 NADPH 氧化酶
相关需要下一步的研究。
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Protective effect of histone deacetylase inhibitor SAHA on intermittent
hypoxia-induced myocardial injury in mice

Shen Fan，Cheng Wenhui，Fan Yifei，et al
( Dept of Physiology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the protective effect and mechanism of suberoylanilide hydroxamic acid( SA-
HA) ，a histone deacetylase inhibitor，on intermittent hypoxia-induced myocardial injury in mice． Methods Male
Kunming mice were randomly divided into normal oxygen ( Sham) group，intermittent hypoxia( IH) group，Sham
+ SAHA group and IH + SAHA group． The mice in IH group and IH + SAHA group were exposed to 4-weeks
intermittent hypoxia，8 h daily． Intraperitoneal injection of SAHA［50 mg / ( kg·d) ］was given daily in the last 2
weeks of intermittent hypoxia． At the end of the fourth week of the experiment，the mice were sacrificed and the ra-
tio of heart weight /body weight and heart weight / tibia length was calculated． The pathological changes of the heart
were observed by HE staining and VG staining． The content of reactive oxygen species ( ＲOS) in the myocardium
was detected by DHE staining． Ｒesults Compared with Sham group，the ratio of heart weight / body weight and
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heart weight / tibia length，myocardial cell cross-sectional area，myocardial fibrosis and ＲOS in myocardium were
significantly increased in IH group． Intervention with SAHA could significantly improve myocardial injury induced
by intermittent hypoxia and ＲOS increase． Conclusion SAHA，a histone deacetylase inhibitor，can improve in-
termittent hypoxia-induced myocardial injury in mice by inhibiting oxidative stress．
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胃癌脂代谢通路基因表达的转录组学高通量分析
向丽娟1，汪圣毅2，包楚阳1，张 焱3，韩 坤3，刘 虎1，4

摘要 目的 探讨胃癌( GC) 脂代谢( LM) 通路的基因表达
情况。方法 转录组测序筛选 8 例 GC及 4 例癌旁组织之间
的差异表达基因，京都基因与基因组百科全书( KEGG) 富集
分析 GC脂代谢相关通路中的关键基因( KGS) 。结果 高通
量测序获得 3 198 个长度大于 200 bp 的差异表达基因。
KEGG富集分析发现 6 个显著富集代谢通路，其中脂肪消化
与吸收代谢通路有 9 个基因 ( MOGAT3、FABP2、FABP1、
APOA4、NPC1L1、PLA2G2A、ABCG5、PLA2G4A、PLA2G12B)
显著上调，2 个基因( LIPF、PLA2G1B) 显著下调。结论 GC
脂代谢关键基因表达的异常状态为寻求胃癌诊断标志物提

供了线索。
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胃癌( gastric cancer，GC) 是世界第五大恶性肿
瘤和第三大常见癌症死亡原因［1］。GC 作为消化道
肿瘤与营养代谢密切相关。随着脂质组学分析在癌
症研究中取得的重要进展，脂代谢( lipid metabo-
lism，LM ) 异常与癌症关系的研究日益受到关
注［2 － 5］。转录组是连接基因组遗传信息与生物功能
的纽带，是揭示疾病基因突变规律、疾病发生发展重
要机制以及发现致病基因调控关键靶点等领域的最
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佳研究手段。该研究利用高通量测序对 GC 及癌旁
组织的差异表达谱进行京都基因与基因组百科全书

( Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)
富集分析，以期探索 GC中 LM相关通路的关键基因
( key genes，KGS) ，为 GC 诊断与治疗从转录组学和
代谢组学上寻找新的线索。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医院
2017 年 4 月 7 日 ～ 19 日住院 GC患者术后 GC组织
标本 8 例及相应癌旁正常组织标本 4 例，均经病理
学诊断证实。其中男 3 例，女 5 例，年龄 25 ～ 77
( 60. 1 ± 15. 3) 岁。病理显示均为中-低分化腺癌，其
中 6 例有淋巴结转移，但无远处脏器转移。TNM Ⅰ
B ～ⅡB期 4 例，ⅢA ～ⅢC 期 4 例。患者术前均未
接受过化疗、放疗或生物治疗等干预措施，无其他肿
瘤病史，无糖尿病、高血压、肾病、免疫系统疾病及上
呼吸道感染等合并症。癌及癌旁两组性别、年龄差
异均无统计学意义。标本于术后 0. 5 h 内放入 ＲN-
Alater( 美国 Invitrogen 公司) 保存液中，－ 20 ℃保
存，正常对照来自手术边界 5 cm以上。所有患者签
署知情同意书。该实验经安徽医科大学伦理委员会
批准( 伦理批准号: 20140141) 。
1． 2 主要仪器与试剂 琼脂糖凝胶电泳系统购自
美国 Nanodrop公司; NanoPhotometer分光光度计购
自德国 Implen 公司; 安捷伦 2100 生物分析仪购自
美国 Agilent 公司; HiSeq Xten、TruSeq PE 簇生成试
剂盒 v3-cBot-HS购自美国 Illumina公司; NEBNext

UltraTM ＲNA文库制备试剂盒及 Oligo d( T) 25 磁珠
购自美国 NEB 公司; Qubit 2. 0 荧光计、Superscript
II逆转录试剂盒及 TＲIzol 试剂购自美国 Invitrogen
公司; 核酸纯化试剂盒 AMPure XP 购自美国 Beck-
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