
· 2508 ·  China Pharmacy  2022 Vol. 33  No. 20 中国药房  2022年第33卷第20期

阿司匹林调节miR-340-5p/HMGB1/TLR4通路对大鼠心肌缺血/
再灌注损伤的影响
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摘 要 目的 探讨阿司匹林（Asp）通过调节微RNA-340-5p（miR-340-5p）/高迁移率族蛋白1（HMGB1）/Toll样受体4（TLR4）通路

对大鼠心肌缺血/再灌注（I/R）损伤的影响。方法 将雄性SD大鼠分为假手术（Sham）组（开胸不结扎）、I/R组（构建 I/R损伤模型）、

Asp预处理（I/R+Asp）组（Asp预处理7 d+造模）、I/R+Asp+in-miR-340-5p组[Asp预处理7 d+提前转染miR-340-5p抑制物+造模]和

I/R+Asp+HMGB1组（Asp预处理7 d+提前转染过表达HMGB1+造模），每组20只。检测各组大鼠心肌损伤指标（乳酸脱氢酶、肌

酸激酶同工酶 MB、心肌肌钙蛋白Ⅰ）、炎症和氧化应激指标（髓过氧化物酶、超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、丙二醛）水

平，观察其心肌组织病理改变，检测其心肌梗死面积、细胞凋亡情况以及心肌组织中miR-540-5p和HMGB1、TLR4蛋白的表达情

况；以大鼠心肌细胞H9C2为对象，考察miR-340-5p与HMGB1的靶向关系。结果 Asp预处理可显著抑制 I/R损伤模型大鼠血清

心肌损伤指标水平的升高，可减轻炎症反应、抑制氧化应激反应、缩小心肌梗死面积并减少细胞凋亡，可显著上调miR-340-5p的

表达并下调 HMGB1、TLR4蛋白的表达（P＜0.05）；抑制 miR-340-5p 或过表达 HMGB1均可逆转 Asp 的上述保护作用（P＜0.05）。

细胞实验结果显示，miR-340-5p可靶向负调控HMGB1的表达（P＜0.05）。结论 Asp可通过调节miR-340-5p/HMGB1/TLR4通路

来减轻大鼠炎症反应和氧化应激，减少心肌组织中的细胞凋亡，进而发挥对心肌 I/R损伤的保护作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects of aspirin （Asp） on myocardial ischemia/reperfusion （I/R） injury by 

regulating microRNA-340-5p （miR-340-5p）/high mobility group box 1 （HMGB1）/Toll-like receptor 4 （TLR4） pathway.

METHODS Male SD rats were divided into sham operation （Sham） group （thoracotomy without ligation）， I/R group （I/R injury 

model was constructed）， and Asp pretreatment （I/R+Asp） group （7 d of Asp pretreatment+modeling）， I/R+Asp+in-miR-340-5p 

group [Asp pretreatment 7 d+transfection with miR-340-5p inhibitor 48 h before modeling+modeling] and I/R+Asp+HMGB1 group 

（7 d of Asp pretreatment+transfection with overexpression of HMGB1 48 h before modeling+modeling）， with 20 rats in each 

group. The levels of myocardial injury indexes [lactate dehydrogenase， creatine kinase isoenzyme-MB， cardiac troponin Ⅰ]， 

inflammation and oxidative stress indexes [myeloperoxidase， superoxide dismutase， glutathione peroxidase， malondialdehyde] were 

detected in each group， and the pathological changes of myocardial tissue were observed. The myocardial infarction area， cell 

apoptosis and the expression of miR-540-5p， HMGB1 and TLR4 in myocardial tissue were detected. Cardiomyocyte H9C2 of rats 

was used as the object to investigate the targeting relationship between miR-340-5p and HMGB1. RESULTS Asp pretreatment 

could significantly inhibit the increase of serum myocardial injury indexes in I/R model rats， reduce inflammation and inhibit 

oxidative stress， reduce myocardial infarct size and apoptosis， and significantly up-regulated the expression of miR-340-5p and 

down-regulated the expression of HMGB1 and TLR4 proteins （P＜0.05）； inhibition of miR-340-5p or overexpression of HMGB1 

could reverse the above protective effects of Asp （P＜0.05）. miR-340-5p could target and negatively regulate HMGB1 expression 

（P＜0.05）. CONCLUSIONS Asp can reduce inflammation and oxidative stress by regulating the miR-340-5p/HMGB1/TLR4 

pathway， reduce apoptosis in myocardial tissue， and play a protective role against myocardial I/R injury.
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心肌缺血/再灌注（ischemia/reperfusion，I/R）损伤是

临床常见疾病。有学者认为，I/R损伤在冠状动脉血流、

心肌缺血恢复和心肌梗死面积缩小等过程中难以避

免[1]。近年来，随着各种心脏介入治疗技术的广泛应用，

心血管疾病患者的治愈率虽有较大提高，但由此产生的

I/R损伤也日益增多[2]。

有研究指出，微 RNA（microRNA，miRNA）可作用

于心肌 I/R损伤，已成为相关研究的重要靶点，如通过提

高miRNA-340-5p（miR-340-5p）表达来改善小鼠心功能

和心肌病变，抑制心肌酶活性、炎症反应和氧化应激，减

少细胞凋亡，进而缓解 I/R损伤[3]。结合上述研究，本课

题组借助生物学分析发现，高迁移率族蛋白 1（high mo‐

bility group box 1，HMGB1）可能是 miR-340-5p 的靶

点[4]。既往研究表明，HMGB1是一种普遍存在且含量丰

富的核蛋白，在多种心血管疾病中均有关键作用[5]；此

外，HMGB1被鉴定为内源性 Toll 样受体 4（Toll-like re‐

ceptors 4，TLR4）的配体，下调 HMGB1/TLR4信号通路

可有效减轻 I/R诱导的心肌细胞损伤[6]。由此本课题组

推测，miR-340-5p 缓解 I/R 损伤可能与下调 HMGB1/

TLR4信号通路有关。

阿司匹林（aspirin，Asp）是心血管疾病二级预防的

主要药物，可参与调控HMGB1、TLR4等蛋白的表达，并

可通过减轻心肌 I/R 损伤来发挥心脏保护作用[7―9]。然

而，Asp在心肌 I/R损伤中的调控机制尚不明确，其干预

作用是否与miR-340-5p/HMGB1/TLR4信号通路有关仍

不清楚。为此，本研究通过构建大鼠 I/R模型来深入探

究Asp对心肌 I/R损伤的保护作用及相关机制，以期为

临床心肌 I/R损伤的治疗提供新的参考依据。

1　材料
1.1　主要仪器

ALC-V8S型动物呼吸机购自上海奥尔科特生物科

技有限公司；MedLab-U/4C501H型生物信号采集处理系

统购自南京美易科技有限公司；Multiskan FC型酶标仪、

BB15 型 CO2 细胞培养箱均购自美国 Thermo Fisher 

Scientific公司；7500型定量逆转录聚合酶链反应（quan‐

titative reverse transcriptase-mediated PCR，qRT-PCR）仪

购自美国 ABI 公司；Quantity One 型凝胶成像系统、

1658033 型凝胶电泳系统均购自美国 Bio-Rad 公司；

CKX53型光学显微镜购自日本Olympus公司；ZHS1220

型相机购自日本 Cannon 公司；DU800型紫外分光光度

计购自美国Beckman Coulter公司。

1.2　主要药品与试剂

Asp对照品（批号A1189，纯度≥98.0%）购自北京康

瑞纳生物科技有限公司；miR-340-5p 抑制物（in-miR-

340-5p）、过表达 HMGB1、过表达 miR-340-5p 及其阴性

对照（miR-NC）均购自生工生物工程（上海）股份有限公

司；腺病毒表达载体pacAd5 CMV-GFP购自北京华越洋

生物科技有限公司；荧光素酶 pmirGLO 载体（批号

GN1439）购自上海盖宁生物科技公司；Lipofectamine 

2000转染试剂（批号 11668019）购自美国 Invitrogen 公

司；乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）酶联免疫

吸附测定（ELISA）试剂盒（批号RL008）、肌酸激酶同工

酶MB（creatine kinase isoenzyme-MB，CK-MB）ELISA试

剂盒（批号RC044）均购自上海歌凡生物科技有限公司；

心肌肌钙蛋白Ⅰ（cardiac troponin Ⅰ，cTnⅠ）ELISA试剂

盒（批号 orb158935）购自英国 Biobyt 公司；髓过氧化物

酶（myeloperoxidase，MPO）试剂盒（比色法，批号AO44-

1-1）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）试剂

盒（WST-1 法，批号 A001-3-1）、谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase，GSH-Px）试剂盒（比色法，批号

A005-1-1）、丙 二 醛（malondialdehyde，MDA）试 剂 盒

（TBA法，批号A003-1-1）均购自南京建成生物工程研究

所；苏木精 -伊红（HE）染色试剂盒（批号 AG1120）、

TUNEL细胞凋亡检测试剂盒（批号AT2190）均购自上海

吉至生化科技有限公司；TTC染液（批号YT8072）、Tri‐

ton X-100试剂（批号SY5134）均购自北京伊塔生物科技

有限公司；逆转录试剂盒（批号YST0010）购自桂林金优

胜特贸易有限公司；SYBR Premix Ex Taq试剂盒（批号

DRR041A）购自日本TAKARA公司；高效RIPA组织/细

胞快速裂解液（批号R0010）、Trizol试剂盒（批号 15596-

018）、双荧光素酶报告基因检测试剂盒（批号D0010）均

购自北京索莱宝科技有限公司；兔HMGB1多克隆抗体

（批号 ab18256）、兔TLR4多克隆抗体（批号 ab218987）、

兔 β-肌动蛋白（β-actin）多克隆抗体（批号 ab5694）、兔辣

根过氧化物酶标记的 IgG 二抗（批号 ab205718）均购自

英国 Abcam 公司；ECL 化学发光试剂盒（批号 P0018S）

购自上海碧云天生物技术公司；其余试剂均为分析纯，

水为纯化水。

1.3　实验动物与细胞

SPF 级雄性 SD 大鼠 100只，体质量为 200～250 g，

由中国科学院上海药物研究所提供，动物生产许可证号

为SCXK（沪）2020-0005。大鼠心肌细胞H9C2购自美国

ATCC公司，批号为ZB031。

2　方法
2.1　分组、造模与给药

所有大鼠均被饲养于（25±1）℃、12 h/12 h光照/黑

暗交替的恒温空调房内，自由进食，饮水。1周后，将大

鼠分为假手术（Sham）组、I/R 组、Asp 预处理（I/R+Asp）

组、I/R+Asp+in-miR-340-5p 组和 I/R+Asp+HMGB1 组，

每组 20只。Sham组大鼠开胸后不结扎冠状动脉，其余

各组大鼠按下法建立模型：经2%戊巴比妥钠（40 mg/kg）

麻醉后以仰卧位固定，插入气管导管并连接呼吸机；分

离大鼠右颈动脉，插入动脉插管并连接到生物信号采集

处理系统；切开大鼠胸部，沿胸骨左侧切开，分离心包，
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暴露心脏，用5/0丝线于左冠状动脉前降支底部结扎，结

扎时放入特制线栓，以左室前壁发绀和ST段抬高为缺

血成功的标志；缺血30 min后拔去线栓再灌注2 h，若上

述变化消失，说明再灌注成功[10]。Sham组、I/R组和 I/R+

Asp组大鼠在缺血前 48 h分别灌胃生理盐水；I/R+Asp+

in-miR-340-5p 组和 I/R+Asp+HMGB1组大鼠在缺血前

48 h分别转染 in-miR-340-5p或过表达HMGB1（即分别

尾静脉注射含有 in-miR-340-5p 或过表达 HMGB1的腺

病毒，以 miR-340-5p 或 HMGB1的表达情况判定是否

转染成功）。各药物组大鼠在造模前 7 d 灌胃 Asp 200 

mg/（kg·d）[以生理盐水为溶剂，分 2次，连续 7 d]，Sham

组、I/R组平行灌胃等体积生理盐水[8―9]。上述过程均经

过首都医科大学附属北京世纪坛医院动物实验伦理委

员会批准，严格参照相关规范要求操作[11]。

2.2　血液和心肌组织标本采集

再灌注 2 h后，以 2%戊巴比妥钠麻醉大鼠，从心脏

采集血液样本并分离血清。随后，断颈处死大鼠，剖取

心脏，用滤纸吸干，称定质量，沿左心室长轴采集心肌组

织，每组随机选取5只大鼠的心肌组织用10%中性甲醛

溶液固定，用于病理观察和细胞凋亡检测；其余15只大

鼠的心肌组织于－80 ℃冻存，用于炎症及氧化应激指标

（5只）、心肌梗死面积（5只）和 miR-340-5p、HMGB1、

TLR4表达（5只）的检测。

2.3　血清心肌损伤指标检测

取“2.2”项下各组大鼠血清样本适量，采用 ELISA

法以酶标仪检测其血清LDH、CK-MB、cTnⅠ水平，严格

按照各试剂盒说明书操作。

2.4　心肌组织中炎症和氧化应激指标检测

取“2.2”项下冻存的各组大鼠心肌组织适量，经匀

浆、离心后，取上清液，按试剂盒方法以酶标仪检测心肌

组织中MPO、SOD、GSH-Px、MDA水平，严格按照各试

剂盒说明书操作。

2.5　心肌组织病理观察

取“2.2”项下固定的各组大鼠心肌组织适量，用石蜡

包埋后切片（厚度5 µm），经脱蜡、水化后，行HE染色并

置于光学显微镜下观察其病理改变。

2.6　心肌梗死面积检测

取“2.2”项下冻存的各组大鼠心肌组织适量，切成5

个切片（厚度 3 mm），放入培养皿中，在 37 ℃培养箱中

温育 10～15 min后用 1%TTC试剂染色（缺血性心肌组

织可被染成红色，而梗死区域仍为灰白色）。用相机拍

照并采用 Image-Pro Plus 6.0软件计算心肌梗死面积：心

肌梗死面积＝5个切片梗死面积之和/整个心脏面积×

100%。

2.7　心肌细胞凋亡情况检测

采用TUNEL法进行检测。取“2.5”项下切片，依次

置于二甲苯中脱蜡、乙醇中水合，通过0.1%Triton X-100

试剂渗透后，再使用 3%H2O2阻断内源性过氧化物酶活

性。将切片置于TUNEL反应混合物 50 µL中，于 37 ℃

下孵育1 h，以DAB法显色后，使用 Image J 1.8.0软件计

算细胞凋亡指数：细胞凋亡指数＝凋亡阳性细胞（呈棕

色）/细胞总数（呈蓝色）×100%。

2.8　心肌组织中miR-340-5p表达情况检测

采用 qRT-PCR法进行检测。取“2.2”项下冻存的各

组大鼠心肌组织适量，匀浆，用 Trizol 试剂盒提取总

RNA。检测总RNA纯度、浓度和完整度后，参照逆转录

试剂盒说明书将RNA逆转录成 cDNA，使用SYBR Pre‐

mix Ex Taq试剂盒以U6作为内参进行PCR扩增。反应

体系（共 20 µL）包括：上、下游引物各 0.4 µL，2×SYBR 

Premix Ex Taq 10 µL，cDNA 模板 1 µL，用 ddH2O 补足

20 µL。反应程序如下：95 ℃预变性5 min；95 ℃变性20 

s，57 ℃退火 30 s，70 ℃延伸 30 s，共 37个循环。使用

2－ΔΔCt 法计算待测基因的相对表达量（以 Sham 组为参

照）。miR-340-5p上游引物为5′-GCGGTTATAAAGCA-

ATGAGA-3′，下游引物为 5′-GTGCGTGTCGTGGAGT-

CG-3′；内参上游引物为 5′-CTCGCTTCGGCAGCA-

CA-3′，下游引物为 5′-AACGCTTTCACGAATTTGC-

GT-3′。

2.9　心肌组织中HMGB1、TLR4蛋白表达情况检测

采用Western blot法进行检测。取“2.2”项下冻存的

各组大鼠心肌组织适量，经裂解液 500 µL裂解后，于冰

浴中匀浆，离心取上清液。将所获蛋白与上样缓冲液混

合，于95 ℃下煮沸15 min变性。取变性蛋白，行电泳分

离并转移到 PVDF 膜上，以 5% 脱脂牛奶封闭，加入

HMGB1、TLR4、β-actin 一抗（稀释比例均为 1∶1 000），

4 ℃下孵育过夜；洗膜，加入相应二抗（稀释比例为 1∶

5 000），37 ℃下孵育 1 h，经ECL显影后，使用凝胶成像

系统成像并计算待测蛋白的相对表达量：待测蛋白的相

对表达量＝待测蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰度值。

2.10　miR-340-5p与HMGB1靶向关系的验证

体外常规培养H9C2心肌细胞用于验证miR-340-5p

与HMGB1之间的靶向关系。采用Targetscan软件预测

miR-340-5p与HMGB1的结合位点，随后将含有预测结

合位点的 HMGB1 野生型（HMGB1 WT）或突变型

（HMGB1 MUT）的 3′- 非 翻 译 区（3′-untranslated re‐

gions，3′-UTR）片段克隆在荧光素酶 pmirGLO载体上，

经DNA测序验证后，按照Lipofectamine 2000转染试剂

说明书操作，将 HMGB1 WT 或 HMGB1 MUT 与 miR-

340-5p（miR-340-5p 组）或 miR-NC（miR-NC 组）共同转

染至H9C2心肌细胞，培养48 h后取出，使用酶标仪对荧

光素酶活性进行测定，并采用 Western blot 法检测单独

转染过表达miR-340-5p或miR-NC后H9C2心肌细胞中

HMGB1蛋白的相对表达量（具体操作同“2.9”项），实验

重复5次。
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2.11　统计学方法

采用SPSS 22.0软件对数据进行统计分析。数据均

以 x±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SNK-q检验；成对比较采用 t检验。检验水

准α＝0.05。

3　结果

3.1　Asp 对 I/R 模型大鼠心肌损伤、炎症和氧化应激指

标的影响

与 Sham 组比较，I/R 组大鼠血清中 LDH、CK-MB、

cTnⅠ水平和心肌组织中MPO、MDA水平均显著升高，

心肌组织中 SOD、GSH-Px 水平均显著降低（P＜0.05）；

与 I/R组比较，I/R+Asp组大鼠上述指标均显著改善（P＜

0.05）。与 I/R+Asp 组比较，I/R+Asp+in-miR-340-5p 组、

I/R+Asp+HMGB1组大鼠血清中LDH、CK-MB、cTnⅠ水

平和心肌组织中MPO、MDA水平均显著升高，而心肌组

织中SOD、GSH-Px水平均显著降低（P＜0.05）。结果见

表1、表2。

3.2　Asp 对 I/R 模型大鼠心肌病理改变和梗死面积的

影响

HE染色结果显示，Sham组大鼠心肌细胞未见任何

病理改变；I/R组大鼠心肌纤维断裂，细胞肿胀，细胞核

不规则且固缩，并可见大量坏死细胞和炎症细胞。用

Asp 预处理后，I/R+Asp 组大鼠的上述病理改变有所好

转；而在转染 in-miR-340-5p或过表达HMGB1后，Asp对

I/R 损伤心肌细胞的上述保护作用被削弱。结果

见图1。

经TTC染色证实，与Sham组[（0.56±0.04）%]比较，

I/R 组大鼠心肌梗死面积 [（25.69±2.58）% ]显著增大

（P＜0.05）；与 I/R组比较，I/R+Asp组大鼠心肌梗死面积

[（9.23±0.86）% ]显著缩小（P＜0.05）；与 I/R+Asp 组比

较，I/R+Asp+in-miR-340-5p组、I/R+Asp+HMGB1组大鼠

心肌梗死面积[（15.69±1.23）%、（17.03±1.36）%]均显

著增大（P＜0.05）。结果见图2。

3.3　Asp对 I/R模型大鼠心肌组织中细胞凋亡的影响

与 Sham 组（3.25±0.32）比较，I/R 组大鼠心肌组织

中细胞的凋亡指数（28.36±2.15）显著增高（P＜0.05）；

与 I/R组比较，I/R+Asp组大鼠心肌组织中细胞的凋亡指

数（9.26±0.57）显著降低（P＜0.05）；与 I/R+Asp组比较，

I/R+Asp+in-miR-340-5p 组、I/R+Asp+HMGB1组大鼠心

肌组织中细胞的凋亡指数（15.56±1.02、17.21±1.14）均

显著增高（P＜0.05）。结果见图3。

3.4　 Asp 对 I/R 模 型 大 鼠 心 肌 组 织 中 miR-340-5p/

HMGB1/TLR4信号通路的影响

与Sham组比较，I/R组大鼠心肌组织中miR-340-5p

的相对表达量显著降低，HMGB1、TLR4蛋白的相对表

达量均显著升高（P＜0.05）；与 I/R组比较，I/R+Asp组大

鼠心肌组织中 miR-340-5p 的相对表达量显著升高，

HMGB1、TLR4 蛋白的相对表达量均显著降低（P＜

0.05）；与 I/R+Asp 组比较，I/R+Asp+in-miR-340-5p 组、

I/R+Asp+HMGB1组大鼠心肌组织中miR-340-5p的相对

表达量均显著降低，HMGB1、TLR4蛋白的相对表达量

均显著升高（P＜0.05）。结果见图4。

表1　各组大鼠血清心肌损伤指标的检测结果（x±s，

n＝20）

组别
Sham组
I/R组
I/R+Asp组
I/R+Asp+in-miR-340-5p组
I/R+Asp+HMGB1组

LDH/（U/L）

215.36±18.56

854.16±76.32a

368.29±24.33b

489.36±30.08c

518.69±32.55c

CK-MB/（U/L）

114.35±10.54

325.69±23.25a

186.65±12.36b

247.33±15.20c

268.39±18.30c

cTnⅠ/（ng/mL）

1.25±0.18

5.29±0.59a

2.45±0.22b

3.12±0.32c

3.45±0.35c

a：与Sham组比较，P＜0.05；b：与I/R组比较，P＜0.05；c：与I/R+Asp

组比较，P＜0.05

表2　各组大鼠心肌组织中炎症和氧化应激指标的检测

结果（x±s，n＝5）

组别
Sham组
I/R组
I/R+Asp组
I/R+Asp+in-miR-340-5p组
I/R+Asp+HMGB1组

MPO/（U/g）

5.26±0.45

19.35±1.58a

9.26±0.87b

12.23±1.05c

14.36±1.10c

SOD/（U/mg）

162.36±12.65

68.69±7.54a

130.12±10.02b

89.26±7.65c

95.23±8.52c

GSH-Px/（U/mg）

29.65±2.08

10.02±1.10a

23.63±1.25b

16.26±1.20c

18.32±1.30c

MDA/（mmol/mg）

4.69±0.37

12.54±1.26a

7.25±0.59b

9.13±0.15c

10.26±1.05c

a：与Sham组比较，P＜0.05；b：与I/R组比较，P＜0.05；c：与I/R+Asp

组比较，P＜0.05

A. Sham组 B. I/R组 C. I/R+Asp组 D. I/R+Asp+in-miR-340-5p组 E. I/R+Asp+HMGB1组

→：心肌纤维断裂处

图1　各组大鼠心肌病理改变的显微图（HE染色）

A. Sham组 B. I/R组 C. I/R+Asp组 D. I/R+Asp+in-miR-340-5p组 E. I/R+Asp+HMGB1组

图2　各组大鼠心肌梗死面积的变化情况（TTC染色）
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3.5　miR-340-5p与HMGB1的靶向关系

miR-340-5p 与 HMGB1 的 3′-UTR 区（位点 1364-

1371）存在互补配对区，故推测HMGB1可能是miR-340-

5p的靶点。荧光素酶活性检测结果（图 5A）显示，在转

染 miR-340-5p 后，HMGB1 WT 的相对荧光素酶活性受

到显著抑制（P＜0.05）。此外，HMGB1蛋白表达检测结

果（图5B）显示，转染miR-340-5p可显著降低HMGB1蛋

白的相对表达量（P＜0.05）。

4　讨论

临床研究表明，心肌梗死是患者心血管疾病发生和

死亡的主要原因，而恢复心脏的血液供应被认为是心肌

梗死最有效的治疗手段[12]。然而，再灌注本身会使心肌

损伤进一步恶化，这种现象被称为心肌 I/R损伤[13]。目

前，心肌 I/R损伤缺乏相应的治疗靶点，故寻找有效靶点

十分必要。

研究表明，心肌细胞内氧自由基大量产生、细胞黏

附分子改变、钙离子超载、心肌能量代谢障碍、细胞凋亡

等都与心肌 I/R损伤相关，这些机制的相互关联构成了

一个复杂的信号网络，相互制约、平衡[14―15]。Asp属于非

甾体抗炎药，其导致闭塞性心血管事件发生的风险低于

传统的非甾体抗炎药，且可通过减轻炎症反应和线粒体

氧化损伤、减少心肌细胞凋亡来改善心肌 I/R损伤[8―9]。

为了探索Asp在心肌 I/R损伤保护中的具体机制，本研

究检测了各组大鼠血清中心肌损伤指标以及心肌组织

中炎症和氧化应激指标水平。结果表明，Asp能通过抑

制LDH、CK-MB、cTnⅠ的表达，减轻炎症反应，抑制氧

化应激反应，从而发挥对 I/R损伤的保护作用。此外，本

研究发现，Asp 可明显改善 I/R 引起的心肌组织病理损

伤，并可缩小心肌梗死面积，抑制心肌组织中的细胞凋

亡，与已有研究基本相似[8]。

miR-340-5p定位于人 5号染色体长臂 5q35.3，可通

过靶向 c-Met、FHL2、ROCK1、SKP2 等多种癌基因来参

与肿瘤的发生和发展[16]；可通过上调髓细胞性白血病 1

的表达来减少氧化损伤和细胞凋亡，从而改善糖尿病性

心肌功能障碍[17]；除此之外，miR-340-5p 表达的上调还

可有效缓解小鼠的心肌 I/R 损伤[5]。本研究结果显示，
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图5　miR-340-5p和HMGB1的靶向关系（x±s，n＝5）
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图3　各组大鼠心肌组织中细胞凋亡情况的显微图（TUNEL法）
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Asp预处理可显著上调模型大鼠心肌组织中miR-340-5p

的表达，而抑制miR-340-5p的表达则可逆转Asp对大鼠

心肌 I/R损伤的保护作用。由此笔者推测，Asp可能通过

上调miR-340-5p的表达来发挥心肌保护作用。有研究

指出，成熟的miRNA与其靶mRNA的3′-UTR序列配对

结合后，可被整合到RNA诱导的沉默复合体中，从而导

致靶mRNA降解[18]。本课题前期研究证实，HMGB1编

码基因是miR-340-5p的靶基因，且过表达的miR-340-5p

可显著降低HMGB1蛋白的表达[4]。结合本研究结果发

现，miR-340-5p介导的HMGB1通路在Asp保护心肌 I/R

损伤中发挥了作用。据报道，HMGB1已被鉴定为内源

性 TLR4配体，可通过与髓样分化蛋白 2结合来激活

TLR4[19]。有研究指出，抑制 HMGB1/TLR4信号通路可

抑制心肌细胞凋亡、自噬和炎症反应等，可见该通路可

能与改善缺血性心肌损伤有关[6]。本研究结果显示，经

Asp预处理后，HMGB1、TLR4蛋白的相对表达量均显著

降低，而HMGB1过表达可部分逆转Asp对心肌 I/R损伤

的改善作用，提示 HMGB1/TLR4信号通路可能参与了

Asp 的 I/R 损伤保护机制。miR-340-5p 与 HMGB1的靶

向关系分析结果显示 ，miR-340-5p 可靶向负调控

HMGB1的表达。

综上所述，Asp 可通过调节 miR-340-5p/HMGB1/

TLR4通路来减轻炎症反应和氧化应激，减少心肌组织

中的细胞凋亡，进而发挥对心肌 I/R 损伤的保护作用。

然而，Asp 的主要作用靶点为环氧合酶 1/2和前列腺素

E2，上述靶点是否与 miR-340-5p/HMGB1/TLR4信号通

路关联尚有待探究；此外，本研究并未单独设置不受药

物干预的 miR-340-5p、HMGB1过表达组，加之心肌 I/R

损伤调控机制复杂，故Asp的具体机制和其他途径仍有

待进一步论证。
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