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$摘要%

"

目的
"

探讨同型半胱氨酸"

K:

I

#对心肌的损伤作用及其可能机制)方法
"

选用
K+)%

心肌细胞!分别用不同浓度

K:

I

&

=.

苯基丁酸"

=.MO?

#干预细胞)将
K+)%

细胞分为对照组&

K=$$

组&

K=$$M%

组!对照组使用普通培养基!

K=$$

组加入
=$$

*

/42

,

P

的
K:

I

!

K=$$M%

组在
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组基础上加入
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,

P

的
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)

))Q.!

检测细胞存活率!

RVN-P

染色评估细胞凋亡!免

疫细胞化学检测内质网氧化还原酶
"
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#表达!

X@<B@C5H24B

检测蛋白表达差异)结果
"
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I

对
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心肌细胞损伤呈浓

度依赖性"

.g%$&+9+'!

!
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$

$9$"

#)与对照组比较!
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组细胞凋亡分数及胰腺内质网激酶"
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#&磷酸化
M-MQ

"
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.M->Q
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增强子结合蛋白同源蛋白"

)KWM

#&
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表达均增加"
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K=$$M%

组细胞凋亡分数及
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表达均有所下降!与
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组比较均差异有统计学意义"
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通过内质网应激机制介

导心肌细胞凋亡)
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同型半胱氨酸"
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#是体内一种含硫氨基

酸%近年相关研究表明%

K:

I

通过多种机制导致疾病的发生%并

将其列为心血管疾病重要的独立危险因素*

"

+

$在
K:
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致心血

管疾病的众多机制中%内质网应激"
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#作为近年来研究损伤与凋亡的热点而备受关

注*

%

+

$内质网是细胞内调节蛋白质合成和折叠的细胞器%体内

外诸多因素导致错误折叠蛋白和未折叠蛋白集聚在内质网称

->(

$在未发生应激时%内质网分子伴侣葡萄糖调节蛋白
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#紧密结合在一起%抑制后三者激活*

&
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$在应

激状态下%

M->Q

&
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和
S>M#!

解离%进而结合未折

叠蛋白%启动未折叠蛋白反应"
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VM>

#%阻止未折叠蛋白堆积而发挥细胞保护作用$但长时间

->(

%

M->Q

磷酸化为磷酸化
M->Q

"

7

.M->Q

#%后者激活下游

的
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增强子结合蛋白同源蛋白"
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下游靶点内
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#%启动凋亡程序*

=

+

$有研究发现%慢性心力衰竭

"

)KU

#患者血清
K:

I

水平较无心力衰竭患者增高%提示除缺

血因素外%

K:

I

是导致
)KU

的又一独立危险因素%但其机制

仍不清楚*

'

+

$目前
K:

I

通过
->(

促进动脉斑块形成的报道较

多%而
K:

I

对心肌的影响鲜见报道$本研究旨在探讨
K:

I

是

否通过
->(

导致心肌细胞损伤%其损伤是否和
)KWM.->W"

)

通路激活所介导的凋亡有关%以为临床干预提供理论依据$

!
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材料与方法
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材料
"

K+)%

心肌细胞由中乔新舟提供,

LD2H@::4k<

改良

培养基"

LJ-J

#及胎牛血清"
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#购自
S1H:4

公司%
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苯基丁
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/0

公司,十

二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶"

(L(.M?S-

#制备试剂盒购自

康为世纪公司,抗
S?MLK

单抗及抗
'

.0:B15

单抗购自中杉金

=!'

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期

!

基金项目!国家自然科学基金资助项目"

!"=8$$#+

#$

"

作者简介!杜海林"

"+!%,

#%主治医师%硕士研究生%主要从事同型半胱氨酸致心

脏疾病的机制研究$

"

#

"

通信作者%
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桥公司,
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抗体试剂盒购自
)@22(1

3

50215

3

R@:G5424

3I

,

?5B1.->W"

)

抗体购自
?H:0/

公司,

U*R)

标记山羊抗兔荧光

二抗购自中杉金桥公司,全蛋白提取试剂盒及
O)?

蛋白浓度

检测试剂盒均购自凯基生物公司,

))Q.!

细胞毒力检测试剂

盒购自上海合元生物公司,罗氏
RVN-P

凋亡检测试剂盒购自

>4:G@

公司,酶标仪由
RG@C/4

公司提供$

!9"

"

方法

!9"9!

"

))Q.!

检测
K:

I

及
=.MO?

对细胞损伤
"

将
K+)%

细

胞于含
"$TUO(

的
LJ-J

"普通培养基#中培养%待细胞生长

至对数期时用于实验!"

"

#将细胞重悬后接种于
+8

孔板用于

))Q.!

检测%密度为
"l"$

& 个)孔%并将其分为对照组"

K$

#及

K

组%培养
%=G

使其贴壁%对照组给予普通培养基培养%

K

组

分别在上述普通培养基中加入终浓度为
'$

&

"$$

&

=$$

&

"$$$

*
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)

P

的
K:

I

"分别为
K'$

&

K"$$

&

K=$$

&

K"$$$

#%每组
"$

个

复孔$培养
#%G

后更换无血清
LJ-J

%并向每孔中加入

))Q.!

检测试剂
"$

*

P

$同时设置空白对照组!仅加入无血清

培养基及
))Q.!

检测试剂$继续培养
%G

后酶标仪检测
$?

值$"

%

#取上述对数生长期细胞检测
=.MO?

对细胞存活率的

影响!将细胞分为对照组"

M$

#和
M

组%对照组给予普通培养基

培养%

M

组分别在上述普通养基中加入终浓度为
"

&

%

&

&

&

=

&

'
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的
=.MO?

"分别为
M"

&

M%

&

M&

&

M=

&

M'

#%其余实验步骤

同上%检测出
%//42

)

P

的
=.MO?

对细胞无损伤作用%并将此

浓度用于后续实验$"

&

#取对数生长的
K+)%

细胞%分为
K

组

和
KM%

组%

K

组按上述"

"

#步骤加入不同浓度
K:

I

"分别为

K'$

&

K"$$

&

K=$$

&

K"$$$

#$

KM%

组除按"

"

#步骤加入
K:

I

外%每组另加终浓度为
%//42

)

P

的
=.MO?

"分别为
K'$M%

&

K"$$M%

&

K=$$M%

&

K"$$$M%

#%其余操作同前$经过
#%G

干预%

使用酶标仪检测
+8

孔板
$?

值%通过
$?

值计算每孔细胞存

活率$细胞存活率
g

"

?

干预
,?

空白#)"

?

对照
,?

空白#

l"$$T

$

?

干预指含有细胞&

))Q.!

溶液和干预试剂孔的
$?

值,

?

空白 指

含有培养基和
))Q.!

溶液而没有细胞孔的
$?

值,

?

对照 指含

有细胞&

))Q

溶液而无药物溶液孔的
$?

值$

!9"9"

"

RVN-P

凋亡染色
"

经过
))Q.!

检测%根据细胞半数

抑制率及存活率选择
=$$

*

/42

)

P

的
K:

I

及
%//42

)

P

的
=.

MO?

作为最适浓度%用于后续实验$预先在
%=

孔板中放入细

胞爬片%向孔内接种对数生长期
K+)%

细胞%密度为
"l"$

=

个)孔%并将其分为对照组&

K=$$

组&

K=$$M%

组%贴壁
%=G

后%

对照组给予普通培养基培养%

K=$$

组给予含
K:

I

终浓度为

=$$

*

/42

)

P

上述普通培养基培养%

K=$$M%

组在
K=$$

组基础

上加入终浓度为
%//42

)

P

的
=.MO?

$培养
#%G

后取出爬片%

按罗氏
RVN-P

凋亡染色试剂盒说明进行操作%荧光显微镜下

观察并计数视野下细胞总数及凋亡细胞数%每组计数
"$

个视

野用于统计学分析$

!9"9#

"

免疫荧光检测
->W"

)

表达
"

预先在
%=

孔板中放入细

胞爬片%向孔内接种对数生长期
K+)%

细胞%密度为
'l"$

&

个)孔%并将其分为对照组&

K=$$

组&

K=$$M%

组%贴壁
%=G

后%

对照组给予普通培养基培养%

K=$$

组给予含
K:

I

终浓度为

=$$

*

/42

)

P

上述普通培养基培养%

K=$$M%

组在
K=$$

组基础

上加入终浓度为
%//42

)

P

的
=.MO?

$培养
#%G

后取出爬片%

=T

多聚甲醛固定%

&T

过氧化氢作内源性过氧化物酶处理%

"T

RC1B45.h"$$

通透%山羊血清封闭%加入抗
->W"

)

单抗"

"e

%$$

#于
=f

过夜%次日
MO(

清洗后加入
U*R)

标记山羊抗兔荧

光二抗"

"e"$$

#%

L?M*

显色%荧光显微镜下观察细胞质红染

的阳性细胞%并计数每个视野下阳性细胞数占该视野下细胞总

数百分数%每组计数
"$

个视野用于统计学分析$
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检测
M->Q

)

7

.M->Q

)

)KWM

)

->W"

)

表

达
"

取对数生长期
K+)%

细胞%重悬后将其接种于
8

孔板%密

度为
'l"$

= 个)孔%并将其分为对照组&

M%

组&

K=$$

组&

K=$$M%

组$贴壁
%=G

后%对照组给予普通培养基培养,

M%

组

给予含
=.MO?

终浓度为
%//42

)

P

的上述普通培养基培养,

K=$$

组给予含
K:

I

终浓度为
=$$

*

/42

)

P

的上述普通培养基

培养,

K=$$M%

组在
K=$$

组基础上加入终浓度为
%//42

)

P

的
=.MO?

$培养
#%G

后使用全蛋白提取试剂盒提取各组细胞

全蛋白%使用
O)?

蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度%以
"$T

(L(.M?S-

电泳转移至聚偏二氟乙烯膜"

MFLU

#%室温下脱脂

牛奶封闭
+$/15

%加入相应一抗!

M->Q

"

"e"$$$

#&

7

.M->Q

"

"e"$$$

#&

)KWM

"

"e"$$$

#&

->W"

)

"

"e"$$$

#&

S?MLK

"

"e%$$$

#&

'

.0:B15

"

"e%$$$

#于
=f

孵育过夜%次日洗膜后加

入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗%室温孵育
"G

$

)215A.

)G@/1(:4

7

@8&$$

化学发光成像系统自动曝光%并使用系统配

套软件分析条带灰度值$以
S?MLK

或
'

.0:B15

作为内参%重

复实验
&

次%将
&

次实验结果所测得的灰度值作统计学分析$

!9#

"

统计学处理
"

所有数据均采用
(M((%"9$

统计软件包进

行分析%计量资料采用
EcK

表示%两组间比较采用
B

检验%方

差不齐时使用
BQ

检验,多组之间比较使用方差分析%均采用双

侧检验%以
!

$

$9$'

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"9!

"

K:

I

及
=.MO?

对细胞损伤
"

经不同浓度
K:

I

干预
#%G

后%细胞存活率明显降低%且随
K:

I

浓度增加存活率呈下降趋

势%与对照组比较差异有统计学意义"

.g%$&+9'!$

%

!

$

$9$"

#%见图
"?

$当
K:

I

浓度为
=$$

*

/42

)

P

时%细胞存活率

接近半数抑制率%故选用
K:

I

浓度为
=$$

*

/42

)

P

完成后续实

验$

=.MO?

为
&//42

)

P

时%可见明显损伤作用$而
=.MO?

为

%//42

)

P

时%对
K+)%

心肌细胞无明显损伤作用%与对照组比

较差异无统计学意义"

Bg$9%='

%

!g$9!%&

#%见图
"O

%故选用

%//42

)

P

的
=.MO?

作 为 后 续 实 验 浓 度$

K:

I

浓 度 为
'$

*

/42

)

P

时%是否加入
=.MO?

%细胞存活率差异无统计学意义

"

Bg$9&%$

%

!g$9#''

#%见图
")

$随着
K:

I

浓度增大%

KM%

组

细胞存活率较同浓度
K

组明显增加%差异均有统计学意义

"

Bg"&9"8"

&

%+9%''

&

'%9=#=

%

!

$

$9$"

#$

""

?

!

K:

I

干预后细胞存活率,

O

!

=.MO?

干预后细胞存活率,

)

!相同
K:

I

浓度下
K

组与
KM%

组细胞存活率比较,

0

!

!

$

$9$"

%与
K

组比较

图
"

""

不同浓度
K:

I

及
=.MO?

干预后的细胞存活率

'!'

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



""

?

!上图为视野下所有细胞%下图为凋亡细胞"

l=$$

#,

O

!不同组凋亡平均百分数比较,

0

!

!

$

$9$"

%与对照组比较,

H

!

!

$

$9$"

%与
K=$$

组比较

图
%

""

RVN-P

细胞凋亡染色检测

""

?

!上图为视野下细胞总数%下图为阳性细胞"

l=$$

#,

O

!各组
->W"

)

表达阳性细胞平均百分数,

0

!

!

$

$9$"

%与对照组比较,

H

!

!

$

$9$"

%与

K=$$

组比较

图
&

""

免疫荧光染色检测
->W"

)

表达

""

0

!

!

$

$9$"

%与示
K=$$

组比较,

H

!

$

$9$"

%与
K=$$M%

组比较

图
=

""

各组
M->Q

)

7

.M->Q

)

)KWM

)

->W"

)

表达在各组中的条带灰度值

"9"

"

RVN-P

凋亡染色
"

K=$$

组经
=$$

*

/42

)

P

的
K:

I

干预

后%与对照组比较%凋亡细胞分数明显增加"

Bg%"9'+&

%

!

$

$9$"

#,

K=$$M%

组由于培养基中含有
%//42

)

P

的
=.MO?

%与

K=$$

组比较%细胞凋亡分数明显减少"

Bg!9#=%

%

!

$

$9$"

#%见

图
%?

&

O

$

"9#

"

免疫荧光检测
->W"

)

表达
"

与对照组比较%

K=$$

组细

胞质
->W"

)

表达明显增加%差异有统计学意义"

Bg"+9%$'

%

!

$

$9$"

#,而同时经
K:

I

及
=.MO?

干预的
K=$$M%

组%

->W"

)

表达与
K=$$

组比较明显减低%差异有统计学意义"

Bg+9+$!

%

!

$

$9$"

#%见图
&?

&

O

$

"9$

"

X@<B@C5H24B

检测
M->Q

&

7

.M->Q

&

)KWM

&

->W"

)

表达

"

K+)%

心肌细胞经
=$$

*

/42

)

P

的
K:

I

干预后%

->(

相关蛋

白
M->Q

&

7

.M->Q

&

)KWM

&

->W"

)

表达均有所增加%与对照组

比较%各因子表达均差异有统计学意义"

Bg#$9&%8

&

"'9+#&

&

8+9&'&

&

&+9$"+

%

!

$

$9$"

#$与
K=$$

组比较%

K=$$M%

组

M->Q

&

7

.M->Q

&

)KWM

&

->W"

)

表达均有所下降"

Bg=$9#88

&

+9'=$

&

&$9&+$

&

"%9'!#

%

!

$

$9$"

#%见图
=

$

#

"

讨
""

论

K:

I

作为体内蛋氨酸脱甲基代谢的一种中间产物%具有细

胞毒性$当前的一些研究证实其毒性作用可致全身多种疾病%

8!'

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



包括
%

型糖尿病&肿瘤&肾脏疾病及动脉粥样硬化等*

8.#

+

$本研

究第一次观察到
K:

I

对心肌细胞的直接损伤作用%并通过细

胞模型探讨了损伤的机制%对临床高同型半胱氨酸血症"

KK.

:

I

#的干预提供了理论依据$

KK:

I

"

&

"$

*

/2

)

P

#是
XKW

近年公布的致心血管疾病

新的危险因素*

!

+

$关于
K:

I

致心血管疾病的机制%较为明确

的有!"

"

#

K:

I

诱发氧化应激反应*

+

+

,"

%

#诱导平滑肌细胞增殖

等导致动脉粥样硬化*

"$

+

,"

&

#诱导生长抑制因子和
LN?

损伤

诱导因子"

S?LL&=

#及
R

细胞死亡基因
'"

"

RL?S'"

#表达%触

发
->(

反应*

""

+

$本课题组首先通过
))Q.!

试剂盒检测到了

K:

I

对心肌细胞损伤%同时通过
RVN-P

染色%证实了
K:

I

致

心肌损伤的机制是通过促进细胞凋亡所致%最后采用免疫荧光

及
X@<B@C5H24B

等手段%观察到了经
K:

I

干预后%

->(

通路

中%凋亡调节蛋白的表达增加%清楚地阐明了
K:

I

通过
->(

致心肌凋亡的一条通路$首次发现了
K:

I

通过
->(

机制%直

接导致心肌损伤$

K:

I

是人体蛋氨酸代谢的产物%体内叶酸和维生素
O

"%

缺

乏都将导致血清
K:

I

积聚*

"%

+

$故目前对
KK:

I

的预防主要

是补充维生素
O

"%

和叶酸*

"&

+

$但近来一些临床相关的
J@B0

分

析显示%人为的补充
FO

"%

和叶酸并不能降低临床发生心血管

事件的风险*

"=

+

$因此需要探索新的手段对临床高
K:

I

进行干

预%本实验结果显示%在含有
K:

I

的培养基中加入
=.MO?

%细

胞损伤明显减轻%

RVN-P

染色也提示相应凋亡细胞比例减

少%

X@<B@C5H24B

也显示%

=.MO?

干预后的心肌细胞内质网通

路相关蛋白
M->Q

&

7

.M->Q

&

)KWM

&

->W"

)

表达均有所下降%

而
)KWM

及
->W"

)

被认为是细胞凋亡的起始因子%此二者表

达增加提示
K:

I

可以经凋亡通路介导心肌损伤*

"'."8

+

$其机制

可能为
=.MO?

作为一个分子伴侣%通过阻断炎症信号%稳定蛋

白构象而抑制
->(

*

"#

+

$同时通过辅助内质网进行正确的蛋白

折叠%减轻
->(

负担%从而抑制
)KWM

及其下游分子
->W".

)

转录和翻译%减轻心肌细胞凋亡%发挥心肌保护作用$本实验

创新之处在于引入
=.MO?

%一方面利用其对
->(

的阻断作用%

证实
->(

在
K:

I

致心肌细胞凋亡过程中的重要性%另一方面

也为血清高
K:

I

的干预寻找可能的靶点$

总之%本研究证实了
K:

I

对心肌细胞的直接损伤%其对心

肌细胞的损伤是通过促细胞凋亡实现的%至少有一条通路是通

过激活
->(

%促进
M->Q

磷酸化%介导
)KWM

及
->W"

)

表达%

导致细胞凋亡$同时本研究还有许多不足之处%比如%未探讨

K:

I

对
->(

其他通路的影响%未进行体内实验等%这些不足课

题组将在后续研究中加以补充$
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