
2025 年 6 月

第 35 卷　 第 6 期
中国比较医学杂志

CHINESE
 

JOURNAL
 

OF
 

COMPARATIVE
 

MEDICINE
June,

 

2025
Vol.

 

35　 No.
 

6

王美娟,李娇,李琦,等. 褪黑素自组装多肽减轻小鼠心肌缺血再灌注损伤
 

[ J]. 中国比较医学杂志,
 

2025,
 

35(6):
 

35
-40.

 

Wang
 

MJ,
 

Li
 

J,
 

Li
 

Q,
 

et
 

al.
 

Melatonin
 

self-assembling
 

peptide
 

attenuates
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

in
 

mice
 

[J].
 

Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

2025,
 

35(6):
 

35-40.
 

doi:
 

10. 3969 / j.issn.1671-7856. 2025. 06. 004

[基金项目]天津市人民医院重点课题(2023YJZD003);天津市科技计划项目面上项目(23JCYBJC01470);天津市卫生健康委中医

中西医结合课题(2023055)。
[作者简介]王美娟(1998—),女,硕士,研究方向:心血管病的基础和临床研究。 E-mail:wangmeijuan0209@ 163. com

 

[通信作者]魏丽萍(1972—),女,博士,主任医师,研究方向:冠心病基础及临床研究。 E-mail:weilipingme@ 163. com

褪黑素自组装多肽减轻小鼠心肌缺血再灌注损伤

王美娟1,2,李　 娇2,李　 琦2,魏丽萍2∗

(1.天津医科大学研究生院,天津　 300070;2.天津市人民医院心内科,南开大学第一附属医院,天津　 300121)

　 　 【摘要】 　 目的　 设计褪黑素( melatonin,
 

Mel)纳米药物并研究其对小鼠心肌缺血再灌注损伤的作用。
方法　 合成特异性靶向心脏的 Mel 自组装多肽(Mel-NMs)并用透射电镜对其形态进行表征;随机将小鼠分为

假手术组、模型组、Mel 组、NMs 组和 Mel-NMs 组,建立心肌缺血再灌注模型,再灌注前 10
 

min 腹腔注射等体积

溶剂、Mel(5
 

mg / kg)、NMs 或 Mel-NMs(含 Mel
 

5
 

mg / kg);再灌注 24
 

h 后取材,检测小鼠心脏功能及心肌细胞凋

亡、氧化应激水平。 结果　 Mel-NMs 微观形貌呈蠕虫状;与模型组相比,Mel 组和 Mel-NMs 组小鼠心功能均升

高,LDH、MDA 含量下降,GSH-Px 和 SOD 活性明显升高(P< 0. 05),心肌细胞凋亡率明显下降(P< 0. 05),且
Mel-NMs 组作用效果更好(P<0. 05)。 结论　 Mel-NMs 可抑制心肌氧化应激和凋亡缓解小鼠 MIR 损伤,其心

脏保护效果优于 Mel。
【关键词】 　 心肌缺血再灌注;褪黑素;自组装多肽;氧化应激;凋亡
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

design
 

melatonin
 

( Mel)-based
 

nanomedicines
 

( Mel-NMs)
 

and
 

evaluate
 

their
 

therapeutic
 

effects
 

on
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

in
 

mice.
 

Methods　 Melatonin
 

self-assembled
 

peptides
 

(Mel-NMs)
 

were
 

synthesized
 

and
 

their
 

structure
 

was
 

characterized
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.
 

Mice
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

five
 

groups:
 

Sham,
 

Model,
 

Mel,
 

NMs,
 

and
 

Mel-NMs,
 

and
 

a
 

myocardial
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

model
 

was
 

established.
 

Mel
 

(5
 

mg / kg),
 

NMs,
 

or
 

Mel-NMs
 

( containing
 

Mel
 

5
 

mg / kg)
 

were
 

administered
 

intraperitoneally
 

10
 

minutes
 

prior
 

to
 

reperfusion,
 

and
 

the
 

sham
 

group
 

was
 

treated
 

with
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

solvent.
 

Cardiac
 

function,
 

apoptosis,
 

and
 

oxidative
 

stress
 

markers
 

were
 

assessed
 

24
 

hours
 

after
 

reperfusion.
 

Results
 



Transmission
 

electron
 

microscopy
 

revealed
 

that
 

Mel-NMs
 

formed
 

worm-like
 

structures.
 

Treatment
 

with
 

Mel
 

and
 

Mel-
NMs

 

significantly
 

improved
 

cardiac
 

function,
 

reduced
 

lactate
 

dehydrogenase
 

and
 

malondialdehyde
 

levels,
 

and
 

enhanced
 

glutathione
 

peroxidase
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

activities
 

(P<0. 05),
 

while
 

also
 

decreasing
 

cardiomyocyte
 

apoptosis
 

(P<0. 05),
 

with
 

greater
 

effects
 

in
 

the
 

Mel-NMs
 

group
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 Mel-NMs
 

can
 

effectively
 

mitigate
 

myocardial
 

oxidative
 

stress
 

and
 

apoptosis,
 

offering
 

a
 

more
 

potent
 

cardioprotective
 

effect
 

than
 

Mel
 

alone.
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　 　 心血管病仍在我国城乡居民疾病死亡构成

比 中 处 于 首 位[1] 。 急 性 心 肌 梗 死 ( acute
 

myocardial
 

infarction,AMI) 具有高致残率和致死

率,是由于冠状动脉突然闭塞致使相应心肌区域

缺血引发心肌坏死。 如未能及时恢复血流灌注,
会出现心肌不良重塑, 甚至会发展为心力衰

竭[2] 。 经皮冠状动脉介入( percutaneous
 

coronary
 

intervention,
 

PCI ) 和 冠 状 动 脉 旁 路 移 植 术

(coronary
 

artery
 

bypass
 

grafting,CABG) 可实现早

期血运重建,从而缓解心肌缺血[3] 。 而再灌注这

一过程却能够促使心肌损伤进一步加剧,这种现

象被称作缺血再灌注损伤。 心肌缺血再灌注

(myocardial
 

ischemia-reperfusion, MIR) 损伤是限

制心肌梗死再灌注治疗效果的关键因素,目前防

治 MIR 损伤的策略主要包括缺血预处理、缺血后

处理、远端缺血处理和他汀类等药物治疗,但这

些方法的临床疗效并不尽人意。 因此,开发能有

效减轻 MIR 损伤的药物已成为亟待解决的重要

问题[4-5] 。
Mel 是一种多效性分子,具有抗氧化和抗凋

亡作用,且 Mel 受体存在于整个心血管系统的不

同血管组织中,可能在减轻 MIR 损伤中发挥关键

作用[6] 。 这种无明显毒副作用、耐受性良好、多
靶点的分子对心血管病的防治具有巨大潜力。
由于 Mel 半衰期短且无法特异性输送到受损区

域,大多数药物实验不能达到预期效果,纳米递

送系统具有增加药物水溶性、延长循环时间、增
加摄取率和减少降解的作用,在解决药物靶向、
缓释的问题等方面显示出了巨大优势。 本研究

基 于 GFFY 肽 和 心 脏 靶 向 肽 CTP
(APWHLSSQYSRT)合成了特异性靶向到心脏的

Mel 自组装多肽,观察其对小鼠心肌缺血再灌注

损伤的作用,为 Mel 在临床应用方面提供更为丰

富的理论支撑[7-8] 。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 75 只 SPF 级 6~ 8 周龄雄性 C57BL / 6J 小鼠,
体质量(20±2) g,来自北京华阜康生物科技公司

[SCXK(京)2024-0003],在易生源基因科技有限

公司动物中心饲养[ SYXK(津) 2021- 0003]。 按

照《实验动物管理条例》规定进行实验,本实验获

易生源基因科技有限公司动物伦理委员会批准

(YSY-DWLL-2023566)。 实验动物饲养及实验过

程中均严格依照 3R 原则给予人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Mel
 

(美国 MCE 公司,HY-B0075);LDH、MDA
和 GSH-Px 试剂盒南

 

(京建成生物工程有限公司,
A020-2-2、A003-1-2、A005-1-2);SOD 和 TUNEL 试

剂盒
 

(碧云天生物公司,S0101S、C1086)。
多功能酶标仪(美国 Bio-Tek 公司);高速低

温离心机(美国 Thermo
 

Fisher 公司);Vevo
 

3100
超声系统(加拿大 VisualSonics 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 Mel-NMs 构建及表征

Mel 分子首先需要与丁二酸酐反应形成一个

裸露的羧基,再共价连接到 GFFY-CTP 上,其中

CTP 是具有心脏靶向功能和心肌细胞导入功能

的多肽。 将合成的 Mel-NMs 稀释到适宜浓度,滴
加 5

 

μL 样品于碳镀铜网支持膜上,30
 

s 后再滴加

15
 

μL
 

ddH2O,用滤纸于边缘小心吸去液体。 再滴

加 5
 

μL 磷钨酸溶液于铜网上,2
 

min 后用滤纸吸

去液体,把铜网放置在干燥器中过夜干燥后,透
射电镜(TEM)观察样品微观结构。
1. 3. 2　 分组与给药

将 75 只 C57BL / 6J 小鼠随机分为 5 组:假手

术组、模型组、Mel 组、NMs 组和 Mel-NMs 组。 将

小鼠用异氟醚气麻后固定,打开胸腔后迅速挤出

63 中国比较医学杂志 2025 年 6 月第 35 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

6



心脏,将冠状动脉左前降支活结,假手术组在小

鼠冠状动脉左前降支仅穿线不打结,结扎 30
 

min
后打开冠脉活结恢复冠脉血流[9] 。 再灌注前 10

 

min 腹腔注射等体积溶剂、Mel(5
 

mg / kg)、NMs 或

Mel-NMs(含 Mel
 

5
 

mg / kg),再灌注 24
 

h 后取材。
1. 3. 3　 心功能检测

将小鼠麻醉后用脱毛膏脱去胸前毛发,仰卧

位固定于超声操作面板上,使用 Vevo
 

3100 超声

系统检测小鼠心功能参数。
1. 3. 4　 生化指标检测

小鼠取血后处死并取材,使用 LDH 试剂盒检

测小鼠血清 LDH 水平;取适量小鼠心肌组织用生

理盐水洗去血液后加入 500
 

μL 生理盐水,用眼科

剪将组织剪碎,在冰上充分研磨,在 4
 

℃的条件下

3000
 

r / min 离心 15
 

min 取上清,检测 GSH-Px、
SOD 活性及 MDA 含量。
1. 3. 5　 TUNEL 检测

小鼠心脏取材后用 4%多聚甲醛固定,将心

脏组织石蜡包埋、切片。 石蜡切片脱蜡至水,室
温下用蛋白酶 K 液处理 20

 

min 后 PBS 洗 3 次。
制备 TUNEL 工作液,于组织切片上滴加 TUNEL
工作液,37

 

℃ 孵育箱中孵育 1
 

h。 PBS 洗 3 次后

在组织切片上滴加 DAPI 染液,避光室温反应 15
 

min,PBS 洗 3 次,荧光显微镜观察并拍照。
1. 4　 统计学方法

　 　 统计学分析使用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件,
多组间比较采用单因素方差分析,检测结果用平

均数±标准差( 􀭰x±s)表示,两组间比较采用 t 检验,

P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 NMs 与 Mel-NMs 表征

　 　 透射电镜观察 NMs 和 Mel-NMs 的微观形貌

呈蠕虫状,见图 1。
2. 2　 Mel-NMs 处理改善 MIR 小鼠心功能

　 　 超声心动图结果显示,与假手术组相比,模
型组小鼠左室射血分数( left

 

ventricular
 

ejectional
 

fraction,LVEF)和左室短轴缩短率( left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening,LVFS) 显著降低(P< 0. 05)。
与模型组相比,Mel 与 Mel-NMs 干预都能使 LVEF
和 LVFS 显著升高(P<0. 05),且 Mel-NMs 组升高

更明显(P<0. 05),见图 2。
2. 3　 Mel-NMs 处理缓解 MIR 小鼠心肌损伤并

抑制氧化应激

　 　 与假手术组相比,模型组小鼠血清 LDH 显著

上升,心肌组织 GSH-Px 和 SOD 活性显著降低,抗
氧化能力下降,氧化产物 MDA 含量显著升高(P<
0. 05)。 与模型组相比, Mel 组与 Mel-NMs 组

LDH 水平显著下降,GSH-Px 和 SOD 活性增强且

MDA 含量下降(P< 0. 05),Mel-NMs 组作用更显

著(P<0. 05),见图 3。
2. 4　 Mel-NMs 处理抑制 MIR 小鼠心肌凋亡

　 　 TUNEL 染色结果显示,与假手术组相比,模
型组小鼠凋亡率显著增高(P<0. 05),Mel 与 Mel-
NMs 干预显著降低了心肌凋亡率(P<0. 05),Mel-
NMs 组作用更显著(P<0. 05),见图 4。

图 1　 NMs(左)和 Mel-NMs(右)微观形态

Figure
 

1　 Micromorphology
 

of
 

NMs
 

(left)
 

and
 

Mel-NMs
 

(right)
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注:A:代表性超声心动图;B:左室射血分数;C:左室短轴缩短率。 与假手术组相比,
 aP<0. 05;与模型组相比,

 bP<0. 05;与 Mel 组相

比,
 cP<0. 05。

图 2　 各组小鼠心功能比较(n= 3)
Note.

 

A,
 

Representative
 

images
 

from
 

an
 

M-mode
 

echocardiogram.
 

B,
 

LVEF.
 

C,
 

LVFS.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

Model
 

group,
 bP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

Mel
 

group,
 cP<0. 05.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

cardiac
 

function
 

among
 

groups
 

of
 

mice(n= 3)

注:A:血清 LDH 活性;B:心肌组织 GSH-Px 活性;C:心肌组织 SOD 活性;D:心肌组织 MDA 含量。 与假手术组相比,
 aP<0. 05;与模型组相

比,
 bP<0. 05;与 Mel 组相比,

 cP<0. 05。

图 3　 各组小鼠心肌损伤及氧化应激水平比较(n= 5)
Note.

 

A,
 

Serum
 

LDH
 

level.
 

B,
 

Myocardial
 

GSH-Px
 

activity.
 

C,
 

Myocardial
 

SOD
 

activity.
 

D,
 

Myocardial
 

MDA
 

content.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

Model
 

group,
 bP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

Mel
 

group,
 cP<0. 05

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

myocardial
 

injury
 

and
 

oxidative
 

stress
 

levels
 

in
 

groups
 

of
 

mice(n= 5)
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注:A:代表性凋亡染色图;B:心肌细胞凋亡率。 与假手术组相比,
 aP<0. 05;与模型组相比,

 bP<0. 05;与 Mel 组相比,
 cP<0. 05。

图 4　 各组小鼠心肌细胞凋亡率比较(n= 3)
Note.

 

A,
 

Representative
 

images
 

of
 

apoptosis
 

staining.
 

B,
 

Apoptosis
 

rate.
 

Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group,
 aP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

Model
 

group,
 bP<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

Mel
 

group,
 cP<0. 05.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

rates
 

of
 

cardiomyocytes
 

in
 

mice
 

in
 

each
 

group(n= 3)

3　 讨论

　 　 心肌缺血后再灌注治疗能挽救部分未受损

心肌,而再灌注治疗也会导致心肌代谢改变[10] 。
在再灌注开始时,血管再通的最初几分钟内可以

引起有害氧衍生物的爆发,会破坏细胞内源性抗

氧化防御,导致细胞凋亡和坏死,因此,及时清除

堆积的氧自由基可以有效缓解心肌损伤[11] 。 本

研究发现,心肌缺血再灌注的小鼠心脏收缩功能

明显受损,心肌损伤标志物 LDH 活性增强,而

Mel 与 Mel-NMs 干预都能使心肌缺血再灌注小鼠

心肌收缩功能得到改善,心肌 LVEF 和 LVFS 显著

升高,Mel-NMs 作用效果优于 Mel。 氧化应激是

缺血再灌注后导致心肌损伤的主要原因,再灌注

过程中有氧代谢重新激活会使自由基大量产生

并急剧堆积。 自由基爆发会损伤线粒体能量代

谢,导致电子泄漏,使自由基进一步累积,这会破

坏细胞内源性抗氧化防御,导致脂质过氧化和膜

完整性丧失,从而导致细胞凋亡和坏死[12-14] 。 如

本研究结果所示,缺血再灌注小鼠心肌抗氧化物

SOD 和 GSH-Px 活力降低,脂质过氧化物 MDA 含

量增高,TUNEL 染色结果显示心肌凋亡率明显升

高。 给予 Mel 与 Mel-NMs 都可以降低氧化应激

和凋亡水平,增强抗氧化物 SOD 和 GSH-Px 活力,
降低心肌 MDA 含量,且 Mel-NMs 作用更显著。

研究表明心肌梗塞的患者和接受初次 PCI
治疗的患者 Mel 水平降低,说明 Mel 可能在防治

缺血再灌注损伤中发挥重要作用,此外,研究发

现 Mel 受体存在于人体脉管系统中,表明该分子

在心血管疾病的局部控制中可能具有直接作

用[15-16] 。 SANTOS-LEDO 等[17] 的研究发现 Mel
会增加棕色脂肪组织的体积和活性,改善血脂水

平、动脉硬化和肥胖严重程度。 一项回顾性研究

发现,心肌梗死后血清 Mel 浓度降低可预测心室

重塑,并与不良预后相关[18] 。 近年来,纳米药物

相关的研究越来越多,纳米药物可以提供靶向、
持续的药物递送,可以解决传统给药系统停留时

间短、生物发布差的局限性[19] 。 Mel 半衰期短,
容易在循环中降解,本研究合成了能特异性靶向

到心脏的 Mel 自组装多肽,靶向部分选择心脏靶

向肽 CTP,CTP 是一种细胞穿透性多肽,在外周注

射后能够特异性地转导正常小鼠心脏组织并成

功穿过心肌细胞的细胞膜屏障。 研究应用的多

肽价格低、制备简便、化学结构明确、生物相容度

高并易于降解[20] 。 Mel 被截留在纳米递送系统

中可防止其在循环中降解,通过延长半衰期、增
强药代动力学特征改善其疗效。 本研究结果也

证明了 Mel-NMs 对于心肌缺血再灌注损伤的心

脏保护作用优于 Mel。
综上所述,Mel-NMs 可以增强缺血再灌注小
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鼠的心肌收缩力,通过增强抗氧化酶活力、减少

脂质过氧化物堆积来降低氧化应激水平,并且抑

制凋亡来缓解心肌缺血再灌注小鼠的心肌损伤。
为 Mel 用于临床治疗心血管疾病提供了有益的数

据支持。 但其发挥心脏保护作用的机制及作用

受体尚未非常明确,后续还需要更多分子生物学

研究以探究 Mel 发挥保护作用的潜在机制。
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