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$诱导的乳鼠心室肌细胞损伤的影响及其相关的信号传导通路%
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心肌缺血&再灌注!
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"损伤是心肌组织缺血一段时间

后再恢复血流#反而使心肌细胞损伤加重#表现为再灌注后缺

血的心肌出现舒缩功能降低*心律失常*心肌能量代谢障碍*超

微结构的变化和血管无复流等现象$心肌细胞凋亡是
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损伤心肌细胞死亡的主要方式之一$载脂蛋白
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"又被称为凝集素#是一种新型多功能分泌型糖蛋

白#广泛存在于人体大部分组织与体液中(
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$该蛋白参与多种

不同的病理生理过程#如膜的再利用*精子成熟*补体防御*脂

质运输*抗炎*抗细胞凋亡*组织分化和重构*神经退行性变和

肿瘤的形成等(
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是急性期反应蛋白#正常生理状态下

表达量很少#但在应激的病理状态下表达增多#如急性心肌梗

死*动脉粥样硬化*心肌炎和氧化应激等$研究表明当心脏受

到损伤时#
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抗由过氧化氢诱导的凋亡$本课题组前期研究发现
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诱发的心肌细胞损伤影响的研究较少见$本研

究通过建立离体乳鼠心肌细胞
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诱导的乳鼠心肌细胞损伤的影响及其相关的

信号传导通路$
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构建乳鼠原代心肌细胞缺氧&复氧模型$实验分组%对照组!在
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上述操作给予缺氧&复氧处理"*
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取生长状态良好的乳鼠原代
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孔板中#并按照分组分别处理各组细胞#培

养结束后在各孔加入
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上作用
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#摇匀#在
+0c

下继续正常培养
$G

后#弃上清液

后各孔加入
!9)

"

=

的
3[W7

#加样器吹打均匀!勿出气泡"后

在酶标仪上检测
90)/M

处各孔的吸光度值#每组设置
,

个

复孔$

C*I

!

5=>W4

法测定细胞中乳酸脱氢酶!

=3S

"的漏出量*细胞

内超氧化物歧化酶!

W73

"活性及
KF.

L

F.D1+

&

0

的活性
!

取生长

状态良好的乳鼠原代心肌细胞接种于
2$

孔板中#并按照分组

分别处理各组细胞#培养结束后收集各组细胞上清液#

+)))N

&

M(/

离心
!9M(/

#取上清液#按照检测试剂盒的说明步骤#检测

各组心肌细胞上清液中
=3S

的分泌量$同时用
8_W

冲洗贴

壁的细胞
2

遍#加入胰酶!

)*29B

"消化
+

!

9M(/

#显微镜下观

察消化程度#加入完全培养液终止消化#将上述液体
!9))N

&

M(/

离心
9M(/

#弃上清液#

8_W

清洗
!

遍后用少量的
8_W

重悬

细胞#利用超声裂解细胞膜!

$)

!

,)\

#

+).

#间隔
!).

#重复
2

次"#显微镜下观察细胞已裂解#

9)))N

&

M(/

离心
!9M(/

后取

上清液#按照检测试剂盒的说明步骤#检测各组心肌细胞内

W73

*

KF.

L

F.D1+

&

0

的活性$

C*J

!

\D.EDN/PH'E

法检测
4

L

'̂

*

6S78

*

KF.

L

F.D1!2

*

T'O2

&

AL

"!

L

G'O

*

D>]2

#

*

L

1D>]2

#

蛋白表达
!

分别取各组心肌细胞#提

取蛋白#用
_64

法测定各组样本蛋白质浓度#样本经凝胶电

泳*转膜*封闭*加入一抗!

4

L

'̂

*

6S78

*

KF.

L

F.D1!2

*

T'O2

&

AL

"!

L

G'O

*

D>]2

#

*

L

1D>]2

#

"和二抗#用
<_7e

成像#灰度值用

>MF

A

D̂

软件分析$

C*K

!

统计学处理
!

采用
W8WW!$*)

统计软件进行分析#计量

资料用
GX4

表示#两样本均数比较采用
!

检验#多个样本均数

比较采用单因素方差分析$以
"

"

)*)9

为差异有统计学

意义$

D

!

结
!!

果

D*C

!

4

L

'̂

对细胞存活率*细胞损伤及凋亡的影响
!

用携带

4

L

'̂

基因的腺病毒感染乳鼠心肌细胞#

4

L

'̂

的表达明显升

高#见图
!4

#表明
4

L

'̂

高表达模型建立成功$与对照组相

比#

S

&

@

损伤后心肌细胞存活率明显下降'与
S

&

@

组对比#

4

L

'̂

高表达可使心肌细胞存活率明显升高!

"

"

)*)9

"#见图

!_

$与对照组相比#

S

&

@

损伤后#心肌细胞上清液
=3S

的漏

出量及
KF.

L

F.D1+

&

0

的活性显著升高!

"

"

)*)9

"'与
S

&

@

组对

比#

4

L

'̂

高表达*

[/

!

&

"

:_48

和
WFHIP(N/FH

可使细胞上清液

=3S

的漏出量及
KF.

L

F.D1+

&

0

的活性明显下降!

"

"

)*)9

"#见

图
!6

和
!3

$

D*D

!

4

L

'̂

通过
85@Z1D>]2

#

通路抑制
S

&

@

损伤诱导的内质

网应激
!

与对照组相比较#

S

&

@

损伤后心肌细胞内质网应激

相关凋亡蛋白
KF.

L

F.D1!2

和
6S78

的表达明显升高!

"

"

)*)9

"#高表达
4

L

'̂

后#与
S

&

@

组对比#

4

L

'̂aS

&

@

组心肌细

胞凋亡蛋白
KF.

L

F.D1!2

和
6S78

的表达显著下降!

"

"

)*)9

"

见图
24

和
2_

$与对照组相比较#

S

&

@

损伤后心肌细胞
D>]2

#

的磷酸化水平升高!

"

"

)*)9

"#高表达
4

L

'̂

后#与
S

&

@

组对

比#

487̂ aS

&

@

组心肌细胞
D>]2

#

的磷酸化水平进一步升高

!

"

"

)*)9

"#见图
26

$

D*E

!

4

L

'̂

抑制
S

&

@

诱导的氧化应激
!

与对照组相比较#

S

&

@

损伤后心肌细胞
W73

的活性明显下降#

T'O2

&

AL

"!

L

G'O

的

表达明显升高!

"

"

)*)9

"#

4

L

'̂

高表达后#与
S

&

@

组对比#

4

L

'̂a S

&

@

组 心 肌 细 胞
W73

的 活 性 明 显 升 高#

T'O2

&

AL

"!

L

G'O

的表达明显下降!

"

"

)*)9

"#见图
+

$
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!!

4

%通过
\D.EDN/PH'E

的方法观察
4

L

'̂

重组腺病毒感染的心肌细胞
4

L

'̂

的表达$

_

%通过
[::

检测细胞的活力$

6

%通过检测培养液中心肌

细胞
=3S

的漏出量来确定心肌细胞的损伤程度$

3

%通过检测
KF.

L

F.D1+

&

0

的活性明确
S

&

@

诱导的心肌细胞凋亡$

$$

%

"

"

)*)9

#与对照组比

较#

**

%

"

"

)*)9

#与
S

&

@

组比较'

!

%对照组'

2

%

4

L

'^

组'

+

%

S

&

@

组'

$

%

4

L

' âS

&

@

组'

9

%

[/

!

&

"

:_48aS

&

@

组'

,

%

WF̂IPN(F/(aS

&

@

组$

图
!

!!

高表达
4

L

'̂

减轻
S

'

@

诱导的心肌细胞损伤

!!

4

*

_

%

\D.EDN/PH'E

检测
KF.

L

F.D1!2

和
6S78

的表达$

6

%

\D.EDN/PH'E

检测
D>]2

#

的磷酸化水平$

$$

%

"

"

)*)9

#与对照组比较'

**

%

"

"

)*)9

#

与
S

&

@

组比较$

图
2

!!

4

L

'̂

通过
85@Z1D>]2

#

通路抑制
S

'

@

损伤诱导的内质网应激

!!

4

%

\D.EDN/PH'E

检测心肌细胞
T'O2

&

AL

"!

L

G'O

蛋白的表达$

_

%

通过
W73

试剂盒检测心肌细胞
W73

的活性$

$$

%

"

"

)*)9

与对照组

比较#

**

%

"

"

)*)9

与
S

&

@

组比较$

图
+

!!

4

L

'̂

抑制
S

'

@

诱导的氧化应激

E

!

讨
!!

论

!!

目前急性心肌梗死仍是全世界死亡和致残的主要原因之

一$尽早开通梗死相关血管#恢复血流可以减少梗死面积*改

善临床结果$然而#无论是溶栓或经皮冠状动脉成形术!

86>

"

治疗#

[>

&

@

损伤都是无法回避的问题及难以克服的治疗难

点#因此如何减轻
[>

&

@

损伤一直是研究热点$

给予缺氧&复氧处理后心肌细胞的存活率明显下降#

=3S

的漏出量明显升高#表明
S

&

@

模型构建成功$

4

L

'̂

基因重组

腺病毒转染组
4

L

'̂

蛋白的表达明显升高#表明
4

L

'̂

高表达

模型构建成功$心肌细胞
=3S

漏出量变化是反映心肌坏死

的重要指标$

KF.

L

F.D

是细胞死亡的关键性中介#而
KF.

L

F.D1+

是公认的细胞凋亡执行者$本试验测定了心肌细胞的存活率*

=3S

的漏出量和
KF.

L

F.D1+

&

0

的活性#结果显示
S

&

@

损伤导

致心肌细胞的存活率明显下降#

=3S

漏出量和
KF.

L

F.D1+

&

0

活

性升高#

4

L

'̂

高表达可显著升高心肌细胞的存活率#降低

=3S

漏出量和
KF.

L

F.D1+

&

0

活性$表明
4

L

'̂

可减轻
S

&

@

诱

导的心肌细胞损伤$

既往研究表明#心肌缺血再灌注损伤可促进活性氧簇!

ND1

FKE(CD'O

QA

D/.

L

DK(D.

#

@7W

"过度生成#产生强烈的氧化应激#

进一步加重心脏病及其并发症的发生*发展(

#1"

)

$在
>

&

@

心肌

中
T438S

氧化酶是最重要的超氧化物酶#

T'O2

&

AL

"!

L

G'O

是
T438S

氧化酶的关键组成部分$

W73

是机体内抗氧化系

统的重要组成部分#通过清除自由基而发挥细胞保护作用#

W73

活力的高低间接反映了机体清除氧自由基的能力$

Î/

等(

9

)研究表明
4

L

'̂

能减轻
>

&

@

损伤诱导的氧化应激$本研

究发现
S

&

@

损伤使
T'O2

&

AL

"!

L

G'O

的表达明显增高#

W73

活

性显著下降#而
4

L

'̂

高表达可显著降低
T'O2

&

AL

"!

L

G'O

的表

达#使心肌细胞
W73

活性增加$以上结果表明#

4

L

'̂

可减少

超氧化物的过量产生#减轻
S

&

@

损伤诱导的氧化应激$

内质网应激!

D/&'

L

HF.M(KNDE(KIHIM.END..

#

5@W

"是细胞的

内源性自我保护性机制#有利于恢复细胞内环境稳态和维持生

存#但过强的或长时间的
5@W

反应可以引起细胞的凋亡(

!)

)

$

既往研究已证实#由
S

&

@

损伤诱导的过度
5@W

可通过下游的

凋亡信号分子
6S78

*

KF.

L

F.D1!2

或
T̂Z

途径激活凋亡机制#

进而激活下游的
KF.

L

F.D1+

等引起细胞凋亡#甚至导致细胞死

亡#且
KF.

L

F.D1!2

是内质网应激凋亡通路的特异性蛋白(

!!1!$

)

$

本研究发现
S

&

@

损伤导致心肌细胞
KF.

L

F.D1!2

*

6S78

的表

达明显升高#而
4

L

'̂

高表达可降低
KF.

L

F.D1!2

*

6S78

的表

达#表明
4

L

'̂

可通过减轻内质网应激来减少
[>

&

@

损伤诱导

的细胞凋亡$

S

&

@

损伤后#内质网应激通过诱导未折叠蛋白

反应!

?8@

"试图恢复细胞稳态保护细胞#

85@Z

途径是
?8@

保护性机制中重要的信号通路$

85@Z

通路激活后#真核细胞

翻译起始因子
2

#

!

D>]2

#

"发生磷酸化#使细胞内的大多数
M@1

T4

的翻译下降#增强内质网对蛋白的折叠功能#阻止错误折

叠或未折叠蛋白的进一步聚集#促进内质网稳态的恢复(

!91!,

)

$

fGI

等(

!0

)研究表明
D>]2

#

的磷酸化水平升高可使大脑缺氧&复

$!,$
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氧造成的运动神经元损伤降至最低$本实验结果证实
S

&

@

损

伤后
D>]2

#

的磷酸化水平升高以减少未折叠蛋白及错误蛋白

的合成#

4

L

'̂

高表达后
D>]2

#

的磷酸化水平进一步升高使此

保护作用增强#提示
4

L

'̂

是通过
85@Z

&

D>]2

#

通路来减轻心

肌细胞内质网应激反应$

WFHIPN(/FH

是一种由细胞合成的#诱导
D>]2

#

磷酸化和抑

制其去磷酸化的选择性抑制物#能通过抑制
D>]12

#

去磷酸化

和
T̂Z

磷酸化#减轻
5@W

和细胞凋亡$

[/

!

&

"

:_48

是

W73

的类似物*

@7W

的清道夫#可通过减少
@7W

而减轻内质

网应激$本研究发现#

S

&

@

损伤导致
=3S

漏出量和
KF.

L

F.D1

+

&

0

活性明显升高#

4

L

'̂

高表达*

[/

!

&

"

:_48

*

WFHIPN(/FH

可

显著降低心肌细胞
=3S

的漏出量和
KF.

L

F.D1+

&

0

活性$表明

抑制
S

&

@

损伤诱导的氧化应激和内质网应激可减轻细胞损伤

和凋亡$以上这些结果为
4

L

'̂

减轻
S

&

@

损伤诱导的心肌损

伤提供了直接证据$

综上所述#

4

L

'̂

通过抗氧化应激和抗内质网应激减轻
S

&

@

引起的心肌细胞损伤$
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