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尿激酶原对心肌缺血再灌注损伤大鼠心功能及血清心肌酶活性的影响 
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摘  要：目的  探讨尿激酶原（Pro-UK）对心肌缺血再灌注（MI/R）损伤大鼠心功能及血清心肌酶活性的影响及其机制。

方法  将大鼠随机分为假手术组、MI/R 模型组和 Pro-UK 低、中、高剂量（0.5、1.0、2.0 mg/kg）组，Pro-UK 低、中、高

剂量（0.5、1.0、2.0 mg/kg）组大鼠分别于造模前给药，前 3 d 每天尾 iv 0.5、1.0、2.0 mg/kg Pro-UK，后 2 d 每天尾 iv 给予

0.25 mg/kg Pro-UK，假手术组、模型组尾 iv 给予等量生理盐水，预处理完成后均采用手术结扎的方式复制大鼠 MI/R 模型，

其中假手术组不进行结扎操作，再灌注 150 min 后测量心率，摘眼球取血后处死大鼠，取左心室，伊文思蓝-TTC 法检测心

肌梗死面积，HE 染色观察心肌组织病理情况，TUNEL 法检测心肌细胞凋亡情况，试剂盒检测血清肌酸激酶（CK）、肌酸激

酶同工酶（CK-MB）、乳酸脱氢酶（LDH）、纤溶酶原激活剂抑制剂 1（PAI-1）和组织纤维溶酶原激活物（t-PA）水平，Western 

blotting 检测心肌组织中线粒体凋亡关键蛋白以及核因子 κB（NF-κB）-p65 蛋白磷酸化水平。结果  Pro-UK 预处理能够明

显降低 MI/R 大鼠心肌梗死面积、CK、CK-MB、LDH、PAI-1 水平、升高 t-PA 水平，加快心率，能够改善心肌病理损伤，

降低心肌细胞凋亡率，同时抑制 Caspase-3、p-p65、Bax 蛋白表达，促进 Bcl-2 蛋白表达。结论  Pro-UK 预处理能够改善

MI/R 损伤大鼠心功能并抑制血清心肌酶活性，其作用机制可能与 NF-κB 信号有关。 
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Abstract: Objective  To explore the effects and mechanism of prourokinase (Pro-UK) on cardiac function and activities of serum 

myocardial enzymes in rats with myocardial ischemia-reperfusion (MI/R) injury. Methods  Rats were randomly divided into sham 

operation (Sham) group, MI/R model group, L-Pro-UK group, M-Pro-UK group and H-Pro-UK group (0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg). In 

L-Pro-UK group, M-Pro-UK group and H-Pro-UK group, rats were injected with 0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg Pro-UK in the tail vein at 3 d 

before modeling, respectively. And then they were continuously given 0.25 mg/kg Pro-UK injection. Sham group and MI/R model 

group were given the same amount of normal saline. After pretreatment , MI/R model rats were replicated by surgical ligation. Rats in 

the Sham group was not given ligation. After 150 minutes of reperfusion, heart rate (HR) was measured. After eyeball enucleation and 

blood collecting, the rats were sacrificed to obtain left ventricles. The areas of myocardial infarction were detected by Evans blue-TTC. 

The pathology situations of myocardial tissues were observed by HE staining. The apoptosis of myocardial cells were detected by 

TUNEL. The levels of serum myocardial enzymes creatine kinase (CK), creatine kinase-MB (CK-MB), lactate dehydrogenase  
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(LDH), plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) and tissue plasminogen activator (t-PA) were detected by kits. The phosphorylation 

levels of mitochondrial apoptosis protein and nuclear factor kappa B (NF-κB)-p65 protein in myocardial tissues were detected by 

Western blotting. Results  Pro-UK pretreatment could significantly reduce myocardial infarction area of MI/R, and reduce CK, 

CK-MB, LDH, PAI-1 and t-PA levels, accelerate HR, improve myocardial pathological damage, reduce apoptosis rate of myocardial 

cells, inhibit the expression of Caspase-3, p-p65 and Bax, and promote the expression of Bcl-2. Conclusion  Pro-UK pretreatment can 

improve cardiac function and inhibit serum myocardial enzymes in rats with MI/R injury. The mechanism may be related to NF-κB 

signaling. 

Key words: prourokinase; myocardial ischemia-reperfusion; myocardial enzyme; creatine kinase; creatine kinase-MB; lactate 

dehydrogenase; nuclear factor-κB; plasminogen activator inhibitor 1; tissue plasminogen activator 

 

急性心肌梗死是临床上较为常见的心血管疾

病[1]，采取药物或冠脉介入术快速恢复冠脉血流是

治疗的主要方式[2]，但心肌组织血流供应中断一定

时间后再次恢复血流灌注时，会引起心肌缺血再灌

注（myocardial ischemia/reperfusion，MI/R）损伤，

进一步加重心肌损伤程度，目前临床尚无有效的治

疗方案[3]。尿激酶原（prourokinase，Pro-UK）作为

尿激酶的前体物质，具有纤维蛋白特异性，能够与

体内形成的血栓结合而被激活转化为具有溶栓作用

的尿激酶，因此临床上常用于抗栓治疗[4]。有研究

表明，冠脉注射 Pro-UK 可明显改善急性心肌梗死

患者经皮冠状动脉介入治疗（PCI）术后冠脉病变

的血流灌注，从而保护心肌功能，但其具体的作用

机制尚不清楚[5]。因此本研究通过复制 MI/R 大鼠模

型，探讨 Pro-UK 预处理对 MI/R 损伤大鼠心功能及

血清心肌酶活性的影响及其可能机制，以期为

Pro-UK 预防 MI/R 损伤的临床应用提供实验依据。 

1  材料 

1.1  实验动物  

SPF 级雄性 SD 大鼠 50 只，体质量 240～260 g，

由河南省实验动物中心提供，动物许可证号：SCXK

（豫）2017-0001；饲养条件：相对湿度 50%～60%，

室温恒定 25℃，光照 12 h/黑暗 12 h 光照条件，全

天自由摄食及饮水。 

1.2  主要试剂与仪器 

Pro-UK（每支注射用重组人 Pro-UK 含重组人

Pro-UK 5 mg、人血白蛋白 6 mg、甘露醇 120 mg）

购自上海天力士药业有限公司（批号 180613）；肌

酸激酶（CK）、肌酸激酶同工酶（CK-MB）、乳酸

脱氢酶（LDH）以及 HE 染色试剂盒购自中生北控

生物科技股份有限公司；TUNEL 染色试剂盒购自

武汉博士德生物公司；纤溶酶原激活剂抑制剂 1

（PAI-1）、组织纤维溶酶原激活物（t-PA）检测试剂

盒购自福建太阳生物技术公司；兔抗大鼠半胱氨酸

蛋白酶（Caspase-3）、Bax、Bcl-2、p65、p-p65、GAPDH

单克隆抗体以及辣根过氧化酶标记的二抗购自美国

Santa Cruz 公司；DH-1 型大鼠呼吸机、XD-7100 型

心电图仪购自上海医疗电子仪器厂；3K15 型冷冻离

心机购自德国 Sigma 公司；Bx50F4 型光学显微镜

购自日本 Olympus 公司；Tanon-4100 型全自动数码

凝胶图像分析系统购自上海天能科技有限公司。 

2  方法 

2.1  动物造模与分组处理 

50 只 SD 大鼠适应性饲养 1 周后，随机分为假

手术组、MI/R 模型组和 Pro-UK 低、中、高剂量（0.5、

1.0、2.0 mg/kg）组，每组 10 只。Pro-UK 低、中、

高剂量组大鼠于造模前给药，前 3 d 各剂量组每天分

别尾 iv 给予 Pro-UK 0.5、1.0、2.0 mg/kg，后 2 d 各

剂量组均尾 iv 给予 Pro-UK 0.25 mg/kg；假手术组、

模型组尾 iv 给予等量生理盐水，预处理完成后，模

型组及Pro-UK各剂量给药组采取手术结扎的方式复

制大鼠 MI/R 模型[6]，具体步骤：以 80 mg/kg 的戊巴

比妥钠麻醉大鼠，固定后连接肢体心电图电极和呼

吸机，取左侧第 3、4 肋间切开，打开胸腔和心包，

暴露出心脏后，结扎左冠状动脉前降支 45 min 后，

恢复血流灌注 120 min 后，以缺血时局部心肌组织苍

白或发绀，心电图 ST 段持续抬高，再灌注时心肌红

润且 ST 段下降 1/2 为造模成功。假手术组同样切开

胸腔打开心包，但不对左冠状动脉前降支进行结扎，

手术时模型组有 1 只大鼠死亡，再灌注时，模型组、

Pro-UK 低、中剂量组各有 1 只大鼠死亡。剔除死亡

大鼠后，假手术组、模型组及 Pro-UK 低、中、高剂

量组造模成功大鼠分别 10、8、9、9、10 只。 

2.2  心功能及心肌酶指标检测   

再灌注 150 min 时，检测各组大鼠心率（HR），

完成后眼球取血 2 mL 于收集管中，静置 1 h 后低温

3 000 r/min 离心 15 min，取上清待测；麻醉大鼠后，

结扎左前降支，股静脉注射伊文思蓝染色液 2.5 mL
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后迅速取左心室心肌组织，沿长轴方向切成 5 片，

放入 1%的 TTC 磷酸缓冲液中孵育 30 min，以心肌

梗死区（苍白色）心肌质量与缺血区（深红色）心

肌质量的比值表示心肌梗死面积；根据试剂盒操作

说明书，检测血清中 CK、CK-MB、LDH、PAI-1、

t-PA 水平。 

2.3  心肌病理损伤观察   

取各组大鼠左心室缺血处心肌组织，40 g/L 甲

醛固定过夜后，行常规脱水、透明、包埋、切片制

成石蜡切片，HE 染色试剂盒对切片进行 HE 染色，

在光镜下观察心肌组织的病理变化，并在每张切片

随机选取 5 个视野拍照。 

2.4  TUNEL 染色检测心肌细胞凋亡情况   

取各组固定好的心肌组织切片按照 TUNEL 试

剂盒操作染色，在荧光显微镜下随机选取 10 个视野

拍照，并采用 Image J 软件计算凋亡阳性细胞数与

总细胞数的比值，视为细胞凋亡率。 

2.5  Western blotting 法检测大鼠心肌组织中

Caspase-3、Bax、Bcl-2、p65、p-p65 蛋白表达   

取各组大鼠缺血处心肌组织 50 mg，于冰上研

磨成组织匀浆，加入 RIPA 裂解液提取总蛋白，BCA

法检测蛋白质量浓度，调整各组蛋白质量浓度一致

后，经 SDS-PAGE 凝胶电泳、电转膜至甲醛预处理

过的 PVDF 膜，密封 2 h，加入兔抗鼠 Caspase-3、

Bax、Bcl-2、p65、p-p65、GAPDH 一抗（1∶1 000）

4 ℃孵育过夜，TBST 漂洗 40 min，加入 HRP 标记

的二抗（1∶500）孵育 1 h，TBST 漂洗 40 min，ECL

发光液将 PVDF 膜显色，暗室曝光至 X 光片上，采

用 Image J 软件分析各组条带灰度值，以目标蛋白

与内参蛋白（GAPDH 为内参）条带灰度值比值表

示蛋白的相对表达水平。 

2.6  统计学分析 

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析。计量资料

以 ±x s 表示，多组间比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA），两两比较采用 SNK 法检验。 

3  结果 

3.1  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠 HR 及心肌梗死面

积的影响   

模型组大鼠 HR 明显降低（P＜0.001），心肌梗

死面积明显升高（P＜0.001）。Pro-UK 低、中、高剂

量组大鼠的 HR 与模型组比较明显升高（P＜0.001），

心肌梗死面积明显降低（P＜0.001），见表 1。HE 染

色结果显示，模型组大鼠心肌细胞肿胀变性，心肌

纤维断裂坏死，且伴随有大量炎性细胞浸润，Pro-UK

低、中、高剂量组大鼠心肌细胞水肿变性改善明显，

纤维断裂以及炎性浸润程度降低。见图 1。 

3.2  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠血清心肌酶的影响   

模型组大鼠血清中 CK、CK-MB、LDH 水平明

显升高（P＜0.001）。Pro-UK 低、中、高剂量组大

鼠血清中 CK、CK-MB、LDH 水平与模型组比较明

显降低（P＜0.05、0.001）。见表 2。 

3.3  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠血清纤溶因子水平

的影响   

模型组大鼠血清中 PAI-1 水平明显升高（P＜

0.001），t-PA 水平明显降低（P＜0.001）。Pro-UK

低、中、高剂量组大鼠血清中 PAI-1 水平与模型组比

较明显降低（P＜0.001），t-PA 水平明显升高（P＜

0.05、0.01、0.001）。见表 2。 

表 1  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠 HR 及心肌梗死面积的影响 

（ x ±s） 

Table 1  Effects of Pro-UK on HR and myocardial infarction 

area of MI/R model rats ( x ±s) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 
n/只 HR/(次·min−1) 

心肌梗死 

面积/% 

假手术 — 10 385.32±21.84 6.52±1.03 

模型 —  8 182.24±13.52*** 46.24±5.76*** 

Pro-UK 0.5  9 257.26±15.36### 34.62±3.62### 

 1.0  9 316.27±18.42### 28.73±2.94### 

 2.0 10 357.68±19.24### 20.18±2.48### 

与假手术组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001 

***P < 0.001 vs Sham group; ###P < 0.001 vs model group 

 

 

假手术                  模型                Pro-UK 0.5 mg·kg−1         Pro-UK 1.0 mg·kg−1          Pro-UK 2.0 mg·kg−1 

图 1  各组大鼠心肌组织的 HE 染色（×200） 

Fig. 1  HE staining of myocardial tissues of rats in each group (× 200) 
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表 2  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠血清心肌酶和纤溶因子的影响（ x ±s） 

Table 2  Effects of Pro-UK on serum myocardial enzymes and fibrinolytic factors of MI/R model rats ( x ±s) 

组别 剂量/(mg·kg−1) n/只 CK/(U·L−1) CK-MB/(U·L−1) LDH/(U·L−1) PAI-1/(U·mL−1) t-PA/(U·mL−1) 

假手术 — 10 173.15±25.68 143.61±22.53 168.62±27.54 13.54±1.37 3.40±0.78 

模型 —  8 341.93±45.32*** 338.62±51.07*** 348.32±49.36*** 28.15±2.92*** 1.06±0.23*** 

Pro-UK 0.5  9 305.23±37.26# 264.44±35.61### 271.54±38.31### 23.25±2.68### 1.61±0.27# 

 1.0  9 263.46±34.68### 205.51±27.38### 216.25±28.67### 21.18±2.21### 1.88±0.34## 

 2.0 10 227.54±29.62### 175.26±22.13### 193.68±26.25### 18.72±2.09### 2.32±0.35### 

与假手术组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001 

***P < 0.001 vs Sham group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group 

3.4  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠心肌凋亡及凋亡相

关蛋白表达的影响   

模型组大鼠心肌细胞凋亡率、Caspase-3、Bax

蛋白表达明显升高（P＜0.001），Bcl-2 蛋白表达明

显降低（P＜0.001）。Pro-UK 低、中、高剂量组大

鼠心肌细胞凋亡率、Caspase-3、Bax 蛋白表达与模

型组比较明显降低（P＜0.05、0.01、0.001），Bcl-2

蛋白表达明显升高（P＜0.05、0.001）。见图 2。 

3.5  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠 NF-κB 信号通路相

关蛋白表达的影响   

模型组大鼠心肌组织中 p-p65/p65 明显升高（P＜

0.001）。Pro-UK 低、中、高剂量组大鼠心肌组织中

p-p65/p65 明显降低（P＜0.001）。见图 3。 

4  讨论 

急性心肌梗死作为一种危急的心血管疾病，及

时的溶栓治疗、手术介入治疗能够快速地帮助恢复心

肌组织的血供，但缺血再灌注过程容易引发心肌组织

再次损伤并导致结构障碍[7]，临床上可能会出现心律

失常、血压骤降、心功能不全甚至猝死等病情恶化表

现，是缺血性心血管病人主要的死亡原因[8]。目前研

究显示 MI/R 损伤涉及到氧化应激、炎症反应、线

粒体凋亡等多种分子机制 [9-11]，但能够用于防治

MI/R 损伤的药物较少，因此寻找新的药物及治疗方

案预防 MI/R 损伤是改善缺血性心血管疾病患者预

后的关键。 

本研究显示Pro-UK能够明显提高MI/R大鼠心

率，并缩小其心肌梗死面积，并且随着用药剂量的

升高，这种改善的效果越显著，表明 Pro-UK 具有

明显的保护心肌组织的作用，可对抗 MI/R 损伤。

同时HE染色结果表明Pro-UK预处理后可有效改善 
 

 
与假手术组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001 

***P < 0.001 vs Sham group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group 

图 2  Pro-UK 对 MI/R 模型大鼠心肌凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响 （ x ±s） 

Fig. 2  Effects of Pro-UK on myocardial apoptosis of MI/R model rats ( x ±s) 
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与假手术组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001 

***P < 0.001 vs Sham group; ###P < 0.001 vs model group 

图 3  各组大鼠心脏组织中 p-p65、p65 蛋白表达水平（ x ±s） 

Fig. 3  Protein expression of p-p65 and p65 in heart tissues of rats in each group ( x ±s) 

大鼠心肌细胞肿胀变性、心肌纤维断裂坏死以及大

量炎性细胞浸润，表明 Pro-UK 预处理可缓解 MI/R

引起的心肌损伤。刘志远等[12]研究表明，Pro-UK

能够有效改善 MI/R 模型大鼠的氧化应激和炎症反

应，并且是通过促进人酪氨酸激酶（JAK2）/信号

转导转录启动因子 3（STAT3）磷酸化从而发挥改

善心功能的作用。CK、CK-MB、LDH 作为反映心

肌细胞损伤程度的常用指标[13]，本研究用于评价心

肌损伤，发现模型组大鼠血清中 CK、CK-MB、LDH

水平明显升高，主要是 MI/R 引起了心肌损伤，心

肌酶会释放进入血液，因此血清中酶活升高，而

MI/R 损伤使体内处于高应激状态，心肌的能量代谢

增强，会促进相关心肌酶的大量合成，而氧化应激

损伤以及氧自由基攻击引起的心肌细胞膜损伤，使

细胞通透性增加，因此血清心肌酶明显升高[14]，而

Pro-UK 预处理后 CK、CK-MB、LDH 水平显著降

低，表明 Pro-UK 预处理减低了心肌损伤程度，同

时还能改善 MI/R 引起氧化应激以及炎症反应，能

量需求较低，因此血清中 CK、CK-MB、LDH 水平

降低。PAI-1/t-PA 平衡是体内纤溶功能的决定性因

素，PAI-1 能够通过特异性结合 t-PA 使得后者活性

降低，从而降低纤溶功能 [15]。本研究结果显示

Pro-UK 预处理能够降低模型大鼠血清中 PAI-1 水

平，提高 t-PA 水平，表明 Pro-UK 能够纠正 MI/R

引起的纤溶功能抑制状态，抑制血栓的形成，从而

保护心肌损伤。汪雁博等[16]研究也证实了 Pro-UK

具有较好的溶解血凝块以及血栓的作用，与本研究

结果一致。 

心肌细胞凋亡是心肌损伤的最根本原因，而MI/R

损伤引起的炎症细胞因子大量合成以氧化应激导致

的大量氧自由基均可能会导致心肌细胞凋亡[17]。本研

究结果显示，模型大鼠心肌组织中细胞凋亡率明显

升高，调控线粒体凋亡途径的 Caspase-3、Bax 的表

达水平明显升高，凋亡抑制蛋白 Bcl-2 表达明显降

低，而 Pro-UK 预处理后，心肌细胞的凋亡率明显

降低，Caspase-3、Bax 的表达水平明显降低，Bcl-2

明显升高，表明 Pro-UK 能够抑制 MI/R 后的心肌细

胞凋亡，并且可能是通过抑制线粒体凋亡关键蛋白

表达来实现的。NF-κB 信号通路在介导氧化应激和

细胞凋亡过程发挥着重要作用，当心肌组织发生氧

化应激时，NF-κB 被激活，由细胞质转核进入细胞

核，通过与细胞凋亡基因 C-myc 等下游作用元件结

合，促进细胞凋亡相关基因表达进而激活细胞凋亡

途径[18-19]。有研究表明 NF-κB 活性在 MI/R 梗死区

升高，并能够通过诱导过度炎症反应而导致细胞凋

亡[20]。本研究结果显示模型大鼠心肌梗死区组织中

NF-κB 主要亚单位 p65 磷酸化水平明显升高，而经

过 Pro-UK 预处理后，大鼠心肌梗死区组织中 p65

磷酸化水平明显降低，进一步分析可能是 Pro-UK

能够抑制 MI/R 后血栓的形成，心肌组织的炎症细

胞因子以及氧自由基生成量减少，降低了对 NF-κB

信号通路的激活，进而降低了心肌细胞凋亡，表明

Pro-UK 可抑制 NF-κB 信号激活。 

综上所述，Pro-UK 预处理可以改善 MI/R 大鼠

心肌组织内纤溶平衡，抑制血栓的形成，减轻炎症

反应，抑制心肌细胞凋亡进而减少心肌梗死面积，

提高心率，其作用机制可能与 NF-κB 信号通路相

关。但由于 MI/R 损伤还可能引起其他因素变化，

因此 Pro-UK 预处理的具体机制还有待进一步深入

研究。 
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