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摘要 目的 观察褪黑素(MLT) 对实验性动脉粥样硬化兔

心脏的保护作用及其可能的分子机制。方法 普通级纯种

新西兰大耳白兔随机分为 3 组，正常组:饲喂普通饲料;模型

组:饲喂高脂饲料(普通饲料 + 1% 胆固醇 + 5% 猪油);褪黑

素组:饲喂高脂饲料的同时 MLT 灌胃 10 mg /(kg·d) 治疗。
纯种大耳白兔适应性饲养一周后，采用高脂饮食诱导造模，

同时给予褪黑素药物治疗。于 12 周后处死进行采血，检测

血清中血脂等指标。取动脉进行油红染色，检测脂质斑块形

成情况;取心脏组织，包埋后 HE 染色观察心肌组织的形态

变化;Masson 染色检测心肌组织中胶原纤维的变化;Western
blot 法检测 p38 /丝裂原活化蛋白激酶(MAPK) 通路相关蛋

白及肌球蛋白轻链激酶(MLCK)、肌球蛋白轻链(MLC)、肌
球蛋白轻链磷酸化(p-MLC) 的表达水平。结果 动脉油红

染色结果显示模型组出现大量脂质斑块，证明造模成功。血

脂结果显示模型组总胆固醇(TCH)、三酰甘油(TG) 浓度明

显上升，而褪黑素组相对模型组下降。油红染色 HE 染色结

果显示 MLT 能改善心肌组织形态的紊乱情况，Masson 染色

结果显示 MLT 能缓解心肌组织胶原纤维的堆积。Western
blot 结果显示 MLT 能下调 p38 的磷酸化水平以及 MLCK 蛋

白的表达 水 平，以 及 下 调 MLC 的 磷 酸 化 表 达 水 平 (P ＜
0. 05)。结论 MLT 可能通过降低 MAPK 通路中相关蛋白

p38 的磷酸化调控 MLCK 蛋白的表达，从而降低 MLC 的磷

酸化水平对动脉粥样硬化兔心肌组织起到保护作用。
关键词 动脉粥样硬化;心肌组织;褪黑素;丝裂原活化蛋白

激酶;肌球蛋白轻链激酶

中图分类号 Ｒ 541. 4; Ｒ 972. 6
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492(2017)12 － 1747 － 05
doi:10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2017． 12． 001

心血管疾病是动脉粥样硬化的并发症之一，也

是其主要致死原因。如冠状动脉粥样硬化性心脏

病、心肌缺血以及心肌肥大等，但其发病机制复杂，

有待于进一步研究
［1］。褪黑素(melatonin，MLT) 是

一种内源性分泌吲哚类物质
［2］，主要由哺乳类动物

和人类松果体分泌，具有很强的抗氧化作用，可抑制

平滑肌细胞迁移炎症的发生等
［3］。肌球蛋白轻链

激酶(myosin light chain kinase，MLCK) 是一种重要

的肌动蛋白调节因素，研究
［4］

显示动脉粥样硬化病

程中 MLCK 可以在 19 位丝氨酸和 18 位苏氨酸上磷

酸化肌球蛋白轻链(myosin light chain，MLC)，导致

肌球蛋白构象发生变化形成张力纤维，引起内皮细

胞骨架重排，导致动脉内膜屏障完整性被破坏，脂质

更易沉积
［5］。该实验通过观察褪黑素对动脉粥样

硬化兔心肌组织结构的影响及对 MLCK 蛋白的影

响，探讨褪黑素对动脉粥样硬化心肌损伤的保护作

用及其可能的分子机制。

1 材料与方法

1． 1 主要仪器 酶标仪(ThermoMultiskanGO)、低

温离心机(Legend micro21Ｒ)(美国 Thermo-Fisher 公

司);大制冰机(AF100，意大利 SCOTSMAN 公司);

纯水机(ＲO DI Digital，上海和泰仪器有限公司);电

子天平(JY2002，FA2004，上海精密科学仪器有限公

司天平仪器厂);石蜡切片机;生物组织摊烤片机

(YT-7C 型，湖北省孝感市亚光医用电子技术有限公

司);正置式生物显微镜 (DM4000B，德国 Leica 公

司);4 ℃ 及 － 20 ℃ 冰箱( 青岛海尔集团); － 80 ℃
超低温冰箱( 日本 SANYO 公司);电泳仪(DYY-11
型，北京六一仪器厂)。
1． 2 材料与试剂 雄性纯种新西兰大白兔购自山

东青岛康大集团，普通级，重(1. 8 ± 0. 2)kg;胆固醇

购自中国医药( 集团) 上海化学试剂公司(AＲ 级);

正常兔饲料由安徽医科大学实验动物中心提供;三

酰甘油( triglyceride，TG) 浓度测定试剂盒购自温州

市东瓯诊断产品有限公司;褪黑素购自美国 Sigma
公司;HE 染色试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司;总胆固醇( total cholesterol，TCH) 浓度测定

·7471·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Dec; 52( 12)



试剂盒、Masson 染色试剂盒购自南京建成生物工程

研究所;GAPDH、p38、p-p38、MLCK 抗体均购自美国

Santa Cruz 公 司; p-MLC、MLC 抗 体 购 自 美 国 Cell
Signaling Technology 公司;二抗购自北京中杉金桥

公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 AS 模型的建立 普通级纯种新西兰大白兔

正常饲料适应性喂养一周后随机分为 3 组，分笼饲

养。正常组:常规饲料喂养;模型组:高脂饲料( 普

通饲料 + 1%胆固醇 + 5% 猪油) 喂养;褪黑素组:给

予高脂饲料喂养的同时给予 MLT 治疗 10 mg /(kg·
d)。所有动物于 12 周取血进行血脂水平分析，6
只 /(组·周)。
1． 3． 2 标本的制备 耳缘静脉注射 3% 戊巴比妥

钠(3 g 戊巴比妥钠溶解于 100 ml 生理盐水中)，动

物经麻醉后颈动脉抽血，离心取血清，－ 20 ℃ 保存

备用;动物经腹部解剖后尽快剥离出心脏，于冰上

PBS 漂洗后去除血渍并分离出周围的结缔组织及脂

肪组织等，10% 福尔马林溶液固定，石蜡包埋，切片

后进行 HE 及 Massson 染色;余下的组织放入冻存管

中置 － 80 ℃保存备用。
1． 3． 3 HE 染色 石蜡包埋的组织切片后梯度脱

蜡脱水，苏木素染色 8 min，1% 盐酸乙醇分化，伊红

染色 8 s，自来水冲洗，纯水浸洗，脱水透明，用中性

树胶封片。
1． 3． 4 Masson 染色 按 Masson 染色试剂盒说明书

处理。切片脱蜡脱水，按照 Ｒegaud 苏木精染液染核

5 ～ 10 min，Masson 丽春红酸性复红液染胞质 5 ～ 10
min，1%磷钼酸水溶液分化 3 ～ 5 min，不经水洗，直

接用苯胺蓝或光绿液染 5 min 的先后顺序染色脱

洗，脱水透明封片。
1． 3． 5 Western blot 法检测 解剖后取出兔左心

室，冰上 PBS 清洗，洗净血渍称取 100 mg，加入 1 ml
裂解液，于冰上充分研磨成匀浆，移入 1. 5 ml 的 EP
管中，－ 80 ℃、4 ℃中反复冻融 3 次，4 ℃、14 000 r /
min 离心 30 min，弃去组织沉淀，上清吸入另一个

1. 5 ml 的 EP 管中，再次离心，弃去漂浮的脂质及底

部沉淀，余下部分吸入另一个 1. 5 ml 的 EP 管中，用

BCA 法测定蛋白浓度并用生理盐水配置成同体积

同浓度蛋白液，按比例加入蛋白上样缓冲液，混匀后

煮沸变性，分装放于 － 80 ℃ 保存。配制 SDS-PAGE
凝胶，各组 等 量 上 样 电 泳，之 后 转 移 入 PVDF 膜。
5%脱脂牛奶 ( TBST 溶) 室温封闭 2 h，然后一抗

(p38、p-p38、MLCK、MLC、p-MLC)4 ℃ 孵育过夜至

数天不等，二抗 37 ℃ 摇床孵育 2 h，TBST 摇床洗 3
遍，TBS 洗 1 遍，于暗室滴加 ECL 发光剂，观察荧光

结果，并覆盖 X 胶片显影。胶片用扫描仪扫描后用

Quantity One 软件分析灰度值。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行单因

素方差分析，数据均用 珋x ± s 表示，两两比较用 q 检

验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 油红染色法检测斑块形成 结果表明模型组

出现大量脂质斑块，证明造模成功。见图 1。

图 1 动脉油红染色结果

A:正常组;B:模型组

2． 2 血脂统计结果 结果表明，与正常组相比，模

型组 TG、TCH 的浓度明显升高(P ＜ 0. 05)，而褪黑

素组与模型组相比 TG、TCH 的浓度均有明显下降

(P ＜ 0. 05)。见表 1。

表 1 12 周 MLT 对 AS 模型兔血脂的浓度影响(n = 6，珋x ± s)

项目 正常组 模型组 褪黑素组 F 值

TG(mmol /L) 0． 588 ± 0． 221 6． 947 ± 2． 382* 1． 936 ± 1． 007* # 56． 335
TCH(mmol /L) 1． 533 ± 0． 645 55． 279 ± 14． 913* 39． 861 ± 6． 285* # 52． 559

与正常组比较:* P ＜ 0. 05;与模型组比较:#P ＜ 0. 05
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图 2 各组兔心肌形态的变化 × 400

A:正常组;B:模型组;C:褪黑素组

图 3 各组兔心肌胶原纤维的变化 × 400

A:正常组;B:模型组;C:褪黑素组

2． 3 HE 染色结果 正常组心肌纤维呈粉红色，结

构有序且排列整齐，细胞核结构清晰排列规律;而模

型组心肌纤维染色不均匀且排列紊乱，细胞核结构

排列杂乱。与模型组相比，褪黑素组心肌纤维排列

较整齐，且细胞核结构清晰有序。见图 2。
2． 4 Masson 染色结果 与正常组相比，模型组心

肌胶原纤维堆积明显增多，且心肌纤维着色紊乱。
而与模型组相比，褪黑素组心肌胶原纤维明显，但心

肌纤维着色改善不太明显。见图 3。
2． 5 Westen blot 结果 结果显示与正常组相比，

模型组心肌组织丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-acti-
vated protein kinase，MAPK)通路相关蛋白 p38 蛋白

磷酸化程度明显增加，而褪黑素组相对模型组明显

降低(F = 12. 070，P ＜ 0. 05)。模型组中 MLCK 蛋白

的表达也明显高于正常组，褪黑素组相对模型组也

明显降低(F = 14. 006，P ＜ 0. 05)。与正常组相比，

受 MLCK 调控的 MLC 蛋白的磷酸化水平在模型组

中也明显增加，褪黑素组相对模型组明显降低(F =
12. 037，P ＜ 0. 05)。见图 4。

3 讨论

动脉粥样硬化是以脂质沉积在血管壁为特征的

一种慢性炎症疾病，是导致冠心病等心脑血管疾病

的主要病因，其发病率和死亡率在我国都位居前

列
［6］。因此研究其发病机制，采取相应的预防措

施，延缓其病程，是目前心脑血管疾病领域的研究热

点
［7］。

MLT 主要是由哺乳动物的松果体分泌的一种

胺类激素，已有研究
［8-10］

显示 MLT 对阿霉素心脏毒

性、心血管疾病、糖尿病视网膜病变均有保护作用。
Simko et al［11］

研究发现 AS 增加左心室和主动脉的

氧化应激、左室心肌肥厚和左心室心肌纤维化，而

MLT 治疗可以减轻上述病理性改变。本研究结果

显示，模型组兔心肌细胞发生损害，HE 染色结果显

示模型组兔心肌纤维排列紊乱，间隙变大，且染色不

均。Masson 染色结果显示心肌组织中胶原纤维含

量明显增多。褪黑素组心肌损伤有好转，表明 MLT
对 AS 兔心肌损伤有一定的保护作用。

MLCK 是一种钙调素依赖的蛋白激酶，其广泛

存在于各种真核细胞及非肌肉细胞中，已经从许多

肌肉组织如骨骼肌、平滑肌及非肌肉组织中纯化得

到肌球蛋白轻链激酶。依赖于微丝的肌球蛋白可参

与细胞的爬行运动，其作用主要受 MLC 的磷酸化调

控，并与微丝之间的相互作用为细胞爬行提供基本

的动力
［12］。而 MLCK 可以使 MLC 磷酸化，进而促

进细胞迁移
［13］，且 MLCK 蛋白活性的大小影响了

MLC 被磷酸化的程度。不同种类的细胞中 MLCK
催 化MLC磷酸化参与不同的生理功能，如骨骼肌
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图 4 MLT 对 AS 兔心肌 MAPK、MLCK、MLC 相关蛋白的影响

A: p38; B: MLCK; C: MLC;1:正常组;2:模型组;3:褪黑素组;

与模型组比较:* P ＜ 0. 05

MLCK 催化 MLC 磷酸化调节神经与肌肉紧张的产

生，平滑肌 MLCK 催化 MLC 磷酸化负责肌肉收缩的

启动。已知的研究
［14］

结果显示，正常的细胞基本都

具有完整的紧密连接，而细胞屏障被破坏的细胞中，

其紧密连接结构都发生变化。动脉粥样硬化病程中

肌球蛋白构象发生变化形成张力纤维，引起内皮细

胞骨架重排，导致动脉内膜屏障完整性被破坏。本

研究中观察到 MLCK 蛋白的表达及其介导的 MLC
的磷酸化程度在模型组中表达增高，而经 MLT 治疗

组中表达明显下降。因此，笔者推测心肌纤维排列

紊乱可能与 MLC 的表达变化有关。
MAPK 信号转导通路是一条重要的细胞通路，

主要包括 c-Jun N 端激酶、蛋白激酶和 p38 /MAPK
三条途径。p38 /MAPK 是 MAPK 家族中的重要成

员，可被炎症因子或环境压力等细胞外刺激信号所

激发，从而引起细胞内蛋白激酶产生连锁反应，进而

影响细胞内信号通路调节相关基因的转录和翻译以

及受体表达等。有研究
［15］

显示 MLT 可能是发挥其

强力的抗氧化功能清楚多余的自由基，抑制细胞释

放生长因子等活性物质，从而抑制 p38 /MAPK 信号

通路调控 MLCK 表达。本实验用 Western blot 法检

测了实验性 AS 兔模型心肌细胞中 MAPK 通路有关

蛋白的表达水平，其结果显示，与正常组相比，模型

组心肌组织中 p38 蛋白磷酸化水平显著升高，经过

MLT 治疗后，p38 蛋白的磷酸化水平明显下降。因

此，推测 MLT 对 AS 兔的心肌保护作用与 MAPK 通

路的激活有关。
综上所述，本研究认为 MLT 可以对动脉粥样硬

化兔的心肌产生保护作用，而这种保护作用可能通

过降低 MAPK 通路中相关蛋白 p38 的磷酸化调控

MLCK 蛋白的表达，进而降低 MLC 的磷酸化程度所

导致的。
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Protective effect of melatonin on the heart of experimental
atherosclerotic rabbits and its possible molecular mechanism

Yu Pei，Wang Xue，Wang Yi，et al
(Dept of Biochemistry and Laboratory of Molecular Biology，Anhui Medical University;

Key Laboratory of Gene Ｒesource Utilization for Severe Disease of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the effects of melatonin on myocardial tissue of experimental atherosclerosis rab-
bits and the possible mechanism． Methods New Zealand white rabbits were randomly divided into 3 groups: the
normal group were fed with standard diet; high-fat diet model group were fed with high-fat diet(standard diet sup-
plemented with 1% cholesterol + 5% lard); MLT group were fed with high-fat diet and MLT ［10 mg /(kg·d)］．
Ｒabbits were adaptability raised after 1 week，high fat diet were used to induce model，melatonin was given by
medical treatment． After 12 weeks，rabbits were sacrificed to get blood，detection in serum lipid indexes． Artery of
lipid plaque was observed by oil red staining． Haematoxylin-eosin (HE) staining was used to detect myocardial tis-
sue morphological changes． Masson staining was used to detect myocardial tissue changes of collagen fibers． Mito-
gen-activated protein kinase(MAPK) pathways related proteins p38 and myosin light chain kinase(MLCK)，myo-
sin light chain(MLC)，phophorylation ，myosin light chain(p-MLC)were detected by Western blot． Ｒesults Ar-
terial oil red staining showed a large number of lipid plaques in the model group，demonstrating successful model-
ing． Compared with the normal group，concentration of total cholesterol(TCH) and triglyceride(TG) in model
group increased significantly． HE，Masson staining showed that MLT can improve myocardial disorder in the form
of organization situation and alleviate myocardial tissue accumulation of collagen fibers． Western blot showed that
MLT can reduce p38 degree of phosphorylation ，MLCK protein expression level，and decrease the phosphorylation
of the degree of MLC (P ＜ 0. 05) ． Conclusion MLT may regulate the expression of MLCK protein by decreasing
the phosphorylation of MAPK /p38 signaling pathway related proteins p38，thereby reducing the phosphorylation
level of MLC to protect the myocardium of atherosclerotic rabbits．
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