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!b浓度变化和细胞凋亡情况%
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和
Q8?98FDB;@9

检测
-:

C

4$

L+')

和蛋白表达情况!荧光显微镜检测细胞内
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!b浓度变化情况!流式细胞法检测细胞凋亡情况%结果
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被显著沉默后!细胞内
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!b浓度显著降低!细胞凋亡显著提高!细胞生命活动受到较大影响%
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镁离子&

-

C

!b

'是一种对心肌细胞生命活动有重要影响的

二价阳离子!其具有舒缓血管平滑肌#改善缺血心肌的能量代

谢#纠正缺血心肌的不应期等作用$

$
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"当
-
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!b代谢失衡时!

会导致患者出现心力衰竭#心房颤动#心律不齐#冠状动脉粥样

硬化性心脏病等症状$
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"有研究表明!
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!b进出细胞会通过

离子通道或转运体等来实现!目前已经发现了多种跨细胞膜转

运
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!b的通道或转运体!普遍存在于哺乳动物的各组织和器

官内$
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在于哺 乳 动 物 的 多 种 细 胞 内!含 有
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%研究显示
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是一种特异性的
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!b转运

体"

R0,3

等$

$%

%实验表明
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在维持细胞内外
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!b稳

态中起非常重要作用"还有研究表明!
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通过调节
-
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的转运!影响多种组织和器官!对骨细胞分化#骨整合#癌细胞

诊断#妊娠胎盘和胚胎发育起到重要作用!还会导致
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综

合征#免疫缺陷相关疾病等$
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并转染大鼠

心肌细胞!沉默心肌细胞内的
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!观察其对胞内
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*0(#M"X"

'+微量移液器&德国
*K;?@D

公司'+

E

0
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大

鼠!无菌条件下剪取心脏!使用
T#0:D\?

液漂洗
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次"在小培

养皿中剪下心尖&心室肌'部分!把心尖部分剪碎至
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!LL
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碎块"将碎块置于小瓶中加入
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胰酶
b

#

型胶原酶混合

液!置于
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水浴恒温振荡仪中反应
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!弃去上清液+沉

淀部分重复上述步骤!反应后反复吹打沉淀!把浑浊的液体吸

出置于离心管中!加含
$Nc

血清的
T-1-

培养液终止胰酶消

化!以
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的速度离心
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!弃去上层液体后加入含

$Nc

血清的
T-1-

培养液重悬沉淀中的细胞!放于培养瓶中

置于
%Ze

#

Nc .,

!

培养箱中
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!进行差速贴壁$
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"随后

以
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的密度种于
O

孔板中!
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后更换培养基!加
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的
N#

溴脱氧尿嘧啶核苷&
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%抑制成纤维细胞的

生长"将细胞悬液与
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的台盼蓝溶液
$f$

混合进行存活度

计数!被染色的代表死细胞"培养的大鼠心肌细胞中常混有成

纤维细胞!本研究选择一种心肌细胞具有但成纤维细胞没有的

!
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蛋白一抗$

!N

%进行免疫荧光反应!以鉴定心肌细胞的

纯度"
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转染心肌细胞
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本研究委托上海吉玛公司设

计生产
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和
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对阴性对照
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!本课题组

前期的研究$
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%筛选出沉默效果最好的
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"本研究设空白对照组#阴性
?K+#

')

组#
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组"使用
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试剂!

按照说明书要求将
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转染进大鼠心肌细胞"
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反转录
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方法检测
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表达
!

4FKW@;

法提

取大鼠心肌组织总
+')

!使用
!c

琼脂糖凝胶电泳检验总
+')

条带的完整性"使用紫外分光光度计检测总
+')46

!O"

(

!X"

吸

光度比值&比值大于
$<X

为合格'!并计算总
+')

浓度"按照反

转录
(.+

试剂盒操作说明书进行反转录和
(.+

反应!以人
&

#

:>9KD

为内参!
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N]#**)*)4 4). 4*...4**.
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扩增条件为
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预变性
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变性
%"?
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NXe

退火
%"?

!

Z!e

延伸
%"?

!共计
%"

个循环+

Z!e

延伸
$"LKD

!最后使用琼

脂糖凝胶电泳检验结果"本研究使用反转录
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方法检测
"G

&刚出生'#

!$G

&哺乳期结束'和
O%G

&性成熟'

%

个不同发育时期

的大鼠心肌细胞中
-:

C

4$

的
L+')

表达水平!使用反转录

+.+

方法对
?K+')

转染
PX

和
O"A

的大鼠心肌细胞
-:

C

4$

L+')

沉默效率进行检测"
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方法检测
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C

4$

蛋白质表达
!

使用
$

L2

组织裂解液作用于
$""L

C

大鼠心肌组织!取得总蛋白质!

考马斯亮蓝法检测蛋白质浓度"按
Nf$

比例混入
O

倍浓度的

上样缓冲液!煮沸
NLKD

使蛋白质变性!进行聚丙烯酰胺凝胶

电泳&

Nc

浓缩胶!电压
X"`

!时间
$A

+

$!c

分离胶!电压
$!"

`

!直至电泳结束'"蛋白质分离后!使用
$X"L)

转膜
!A

!将

蛋白质转至
(̀ T[

膜上"膜置于
Q8?98FD

封闭液&

%c 6/)

46/4

中'中处理
$A

!然后置于纯化的一抗稀释液&

$f$"""

'

中室温孵育
!A

或
Pe

过夜"

46/4

清洗后!将膜置于二抗稀

释液&

$f%"""

'中!室温孵育
$A

"使用
_

光片取得印迹结果!

并采用
YH:D9K9

I

,D8

扫描软件分析相对灰度值"本研究使用

Q8?98FDB;@9

方法对
?K+')

转染
PX

和
O"A

的大鼠心肌细胞

-:

C

4$

蛋白质沉默效率进行检测"

?<B<C

!

-:

C

#KDG@#$

检测心肌细胞内
-

C

!b浓度变化
!

-:

C

#KD#

G@#$

是一种特异性的
-

C

!b荧光探针!可以检测细胞内
-

C

!b

浓度变化"

O

孔板中用盖玻片进行心肌细胞爬片!

!PA

后转染

-:

C

4$?K+')

!过
PXA

或
O"A

向含盖玻片孔中加入
-:

C

#KD#

G@#$

和
T#0:D\?

混合液!然后放于
%Ze

#

Nc.,

!

培养箱中孵

育
$A

"将盖玻片倒置放于滴好甘油的载玻片上!在荧光显微

镜下拍照!最后使用
SL:

C

85

软件对细胞荧光照片进行半定量

分析"本研究使用
-:

C

#KDG@#$

免疫荧光方法对
?K+')

转染

PX

和
O"A

后的大鼠心肌细胞
-

C

!b浓度进行检测"

?<B<D

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

使用
)DD8VKD

'

#[S4.

(

(S

试剂盒对各实验组细胞进行染色!使用流式细胞仪对细胞的凋

亡情况进行检测"贴壁心肌细胞用不含乙二胺四乙酸&

1T#

4)

'的胰酶收集+用磷酸盐缓冲液&

(6/

'洗涤细胞
!

次&

!"""

F

(

LKD

离心
NLKD

'收集&

$

%

N

'

g$"

N 个细胞+加入
N""

(

2

的

)DD8VKD

'

6KDGKD

C

6H==8F

悬浮细胞+加入
N

(

2)DD8VKD

'

#

[S4.

混匀后!加入
N

(

2(F@

E

KGKHLS@GKG8

!混匀避光#室温反

应
$"LKD

+用流式细胞仪检测&

1VhPXXDL

+

1LhN%"DL

'细

胞凋亡情况"本研究使用流式细胞法对
?K+')

转染
PX

和
O"

A

后的大鼠心肌细胞细胞凋亡率进行检测"

?<C

!

统计学处理
!

采用
/(//$M<"

软件进行数据分析!计量

资料以
)i@

表示!比较采用
<

检验!以
!

$

"<"N

为差异有统计

学意义"

@

!

结
!!

果

@<?

!

大鼠心肌细胞存活度#形态和纯度检测
!

点数
P""

个细

胞进行台盼蓝染色!染色细胞数量为
%$

个!细胞存活率为

M!<!Nc

&

%OM

(

P""

'"细胞未贴壁时呈圆形"

!A

后细胞开始贴

$P%

重庆医学
!"$X

年
$

月第
PZ

卷第
%

期



!!

)

)大鼠心肌细胞+

6

)大鼠心肌细胞
!

#:>9KD

蛋白质免疫荧光+

.

)大鼠心肌细胞
T)(S

免疫荧光

图
$

!!

大鼠心肌细胞免疫荧光图

壁!初期呈梭形!之后进行舒展"

!PA

后全部贴壁!呈梭形#菱

形或多角形!大部分进行搏动"

Z!A

后形成细胞簇!搏动同步

化!每分钟
ON

%

XN

次"心肌细胞纯度免疫反应结果显示!心肌

细胞呈绿色荧光!成纤维细胞无荧光!见图
$

"在荧光显微镜

下点数染色的细胞!计算纯度"选取了
$"

个不同视野!每个视

野点数
!""

个细胞"而
!"""

个细胞中被染色的细胞有
$M%!

个!即心肌细胞纯度为
MO<O"c

&

$M%!

(

!"""

'"

@<@

!

不同时期大鼠心肌细胞
-:

C

4$L+')

表达情况
!

"

#

!$

和
O%G

大鼠心肌细胞中
-:

C

4$L+')

表达水平差异无统计

学意义&

!

%

"<"N

'!见图
!

"

@<A

!

?K+')

沉默大鼠心肌细胞
-:

C

4$

并检测沉默效率
!

?K+')

转染心肌细胞
PXA

后!

-:

C

4$L+')

的沉默效率为

N$<X%c

!

-:

C

4$

蛋白质的沉默效率为
NO<ZNc

"转染
O"A

后!

-:

C

4$L+')

的沉默效率为
XO<M$c

!

-:

C

4$

蛋白质的沉

默效率为
X%<XNc

!差异均有统计学意义&

!

$

"<"N

'!见图
%

"

@<B

!

大鼠心肌细胞
-:

C

4$

沉默后细胞内
-

C

!b浓度检测
!

?K+')

转染大鼠心肌细胞
PX

和
O"A

后!胞内
-

C

!b浓度分别

降低
!M<$%c

和
P$<%!c

!差异均有统计学意义&

!

$

"<"N

'!见

图
P

"

!!

)

)大鼠心肌细胞
-:

C

4$L+')

的反转录
(.+

分析+

6

)大鼠心肌

细胞
-:

C

4$L+')

表达

图
!

!!

"

%

!$

%

O%G

大鼠心肌细胞
-:

C

4$L+')

的表达情况

!!

)

)转染
PXA

+

6

)转染
O"A

+

$

)

-:

C

4$L+')

沉默情况+

!

)

-:

C

4$

蛋白质沉默情况+

:

)

!

$

"<"N

+

B

)

!

$

"<"$

图
%

!!

?K+')

转染心肌细胞
PX

和
O"A

后的
-:

C

4$L+')

和蛋白质沉默效率

@<C

!

大鼠心肌细胞
-:

C

4$

沉默后细胞凋亡检测
!

?K+')

转 染大鼠心肌细胞
PXA

后!空白对照组和阴性
?K+')

组的细胞

!P%

重庆医学
!"$X

年
$

月第
PZ

卷第
%

期



凋亡率分别是
!<XOc

和
%<"Mc

!差异无统计学意义&

!

%

"<"N

'+而
?K+')

组的细胞凋亡率&

%$<$Xc

'比阴性
?K+')

组

显著增高!差异均有统计学意义&

!

$

"<"N

'!见图
N

"

?K+')

组

细胞的密度和体积小于空白对照组和阴性
?K+')

组!折光性

降低!伪足变细!搏动节律降为每分钟
%"

%

N"

次!见图
O

"

!!

?K+')

转染大鼠心肌细胞
O"A

后!空白对照组和阴性

?K+')

组的细胞凋亡率分别是
N<ZZc

和
N<PXc

!差异无统计

学意义&

!

%

"<"N

'+而
?K+')

组的细胞凋亡率&

P"<O$c

'比阴

性
?K+')

组显著增高!差异均有统计学意义&

!

$

"<"N

'!见图

N

"另外
?K+')

组细胞的密度和体积更小!结构更紧密!搏动

节律降为每分钟
!"

%

%"

次!见图
O

"

!!

:

)

!

$

"<"N

!

B

)

!

$

"<"$

图
P

!!

?K+')

转染心肌细胞
PX

和
O"A

后细胞内
-

C

!b浓度变化

!!

:

)

!

$

"<"N

+

B

)

!

$

"<"$

图
N

!!

?K+')

转染大鼠心肌细胞
PX

和
O"A

后的凋亡检测图

%P%

重庆医学
!"$X

年
$

月第
PZ

卷第
%

期



图
O

!!

?K+')

转染大鼠心肌细胞
PX

和
O"A

后的细胞形态图

A

!

讨
!!

论

与其他原代大鼠心肌细胞培养方法$

!Z#!X

%相比!从新生乳

大鼠#清洗液种类#胰酶浓度#胶原酶配比组成#胎牛血清浓度

和细胞混液离心时间等方面进行轻微改良!得到了存活率和纯

度高#生命活动强的细胞"在不同发育时期的大鼠心肌细胞

中!

-:

C

4$

表达水平差异无统计学意义&

!

%

"<"N

'!说明

-:

C

4$

有可能在心肌细胞起着稳定而重要作用"

本研究设计并合成了
-:

C

4$?K+')

后!先经过预实验!

选出沉默效果最好的
$

对
?K+')

$

!N

%

"根据
?K+')

说明书和

其他研究情况!选取了转染
PX

和
O"A

两个时间点进行
-:

C

4$

的沉默情况检测!发现转染
PXA

后心肌细胞
-:

C

4$

蛋白质被

沉默了
NO<ZNc

!而
O"A

后
-:

C

4$

蛋白质被沉默了
X%<XNc

!

达到了预定的目标!为后续的实验进行奠定了基础"

R0,3

等$

$%

%使用
?K+')

显著降低
017#!M%4

细胞中

-:

C

4$

表达水平!当胞外具有相同的
-

C

!b浓度&

$"LL@;

(

2

'

时!

-:

C

4$?K+')

处理过的细胞中游离
-

C

!b 浓度会比阴性

?K+')

对照组减少
N"c

%

O"c

"本研究与
R0,3

等$

$%

%结果

相似!发现显著沉默
-:

C

4$

后!大鼠心肌细胞内的
-

C

!b浓度

显著降低"

4)/0S+,

等$

!M

%使用缺镁食物喂养大鼠
P

%

O

周

后!与对照组相比!缺镁大鼠血清
-

C

!b总浓度显著降低!心室

肌细胞膜上包括
-:

C

4$

在内的
N

种
-

C

!b通道或转运体表达

都有所上调!使心室肌细胞内
-

C

!b浓度无显著降低"本课题

组与
4)/0S+,

等$

!M

%研究结果共同说明
-:

C

4$

在维持心肌

细胞内
-

C

!b稳态起着重要作用"

以斑马鱼为实验动物的研究中!

-:

C

4$

蛋白质表达显著

下降!会影响胚胎细胞的正常功能及生存$

$%

%

"与
R0,3

等$

$%

%

结果相似!本研究发现大鼠心肌细胞中的
-:

C

4$

被显著沉默

后!细胞凋亡率显著升高!细胞形态和搏动也出现了异常!说明

-:

C

4$

对心肌细胞的生存与正常生命活动产生了很大影响"

推测这种现象可能是由于
-:

C

4$

被显著下调!导致大鼠心肌

细胞内的
-

C

!b浓度显著降低!从而导致细胞的生存与正常生

命活动被影响!这有待于进一步研究"

综上所述!

?K+')

有效沉默大鼠心肌细胞
-:

C

4$

!使细胞

内
-

C

!b浓度显著下降#细胞凋亡率显著上升!对细胞生存和

正常生命活动有较大影响为今后探索心肌细胞内
-

C

!b浓度

变化与凋亡的关系和
-:

C

4$

沉默诱导的心肌凋亡机制奠定了

实验基础"
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