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  [摘要] 目的 探究不同浓度芦丁对体外储存悬浮红细胞凋亡及腺苷三磷酸(ATP)水平的影响,并探究

其凋亡相关蛋白表达的变化。方法 通过流式细胞术及 Western
 

blot分析不同浓度芦丁处理20和40
 

d后悬

浮红细胞的凋亡及其凋亡相关蛋白的变化。同时,通过ATP水平检测分析不同浓度的芦丁处理后体外储存悬

浮红细胞在第20、40天时ATP水平。结果 芦丁处理第20天10、20和40
 

μmol/L芦丁处理组红细胞凋亡率

分别为(2.21±0.09)%、(1.97±0.09)%和(1.81±0.08)%,均低于0
 

μmol/L[(2.51±0.16)%],差异有统计

学意义(P<0.05)。芦丁处理第40天10、20和40
 

μmol/L芦丁处理组红细胞凋亡率分别为(6.99±0.36)%、
(6.10±0.31)%、(5.69±0.27)%,均低于0

 

μmol/L[(9.30±0.77)%],差异有统计学意义(P<0.05)。芦丁

处理第20、40天10、20和40
 

μmol/L芦丁处理组Bcl-2蛋白表达升高,Bax蛋白表达降低,Bcl-2/Bax比例明显

升高,且储存悬浮红细胞中ATP水平也明显升高(P<0.05),且有一定的浓度依赖性。结论 芦丁可通过上调

Bcl-2/Bax抑制红细胞凋亡,其可升高储存悬浮红细胞中ATP的水平。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

rutin
 

on
 

the
 

apoptosis
 

and
 

content
 

of
  

adenosine
 

triphos-
phate

 

(ATP)
 

in
 

stored
 

suspended
 

red
 

blood
 

cells
 

in
 

vitro,and
 

analyze
 

the
 

change
 

of
 

apoptosis-related
 

protein
 

expression.Methods The
 

percentage
 

of
 

apoptotic
 

suspended
 

red
 

blood
 

cells
  

treated
 

with
 

rutin
 

for
 

20
 

or
 

40
 

days
 

was
 

analyzed
 

by
 

flow
 

cytometry.Western
 

blot
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

apoptosis-
related

 

protein
 

of
 

erythrocytes.The
 

content
 

of
 

ATP
 

in
 

suspended
 

red
 

blood
 

cells
 

was
 

detected
 

and
 

analyzed
 

on
 

20th
 

and
 

40th
 

days.Results The
 

percentage
 

of
 

apoptotic
 

RBC
 

treated
 

with
 

rutin
 

at
 

10,20
 

and
 

40
 

μmol/L
 

on
 

the
 

20th
 

day
 

was
 

(2.21±0.09)%,(1.97±0.09)%
 

and
 

(1.81±0.08)%,respectively,which
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

at
 

0
 

μmol/L[(2.51±0.16)%],the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
 

The
 

percentage
 

of
 

apoptotic
 

RBC
 

treated
 

with
 

rutin
 

at
 

10,20
 

and
 

40
 

μmol/L
 

on
 

the
 

40th
 

day
 

was
 

(6.99±0.36)%,(6.10±
0.31)%

 

and
 

(5.69±0.27)%,respectively,which
 

were
 

lower
 

than
 

that
 

at
 

0
 

μmol/L[(9.30±0.77)%],the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).On
 

the
 

20th
 

and
 

40th
 

days
 

of
 

rutin
 

treatment,the
 

expres-
sion

 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

increased,the
 

expression
 

of
 

Bax
 

protein
 

decreased,the
 

ratio
 

of
 

Bcl-2/Bax
 

increased,and
 

the
 

ATP
 

level
 

in
 

stored
 

suspended
 

RBC
 

increased
 

(P<0.05),and
 

there
 

was
 

a
 

certain
 

concentration
 

depend-
ence.Conclusion Rutin

 

can
 

inhibit
 

RBC
 

apoptosis
 

by
 

up-regulating
 

Bcl-2/Bax,which
 

can
 

increase
 

the
 

level
 

of
 

ATP
 

in
 

stored
 

suspended
 

RBC.
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  芦丁又名芸香苷,是一种从植物中提取的黄酮类

化合物,也是一种生物活性强、临床应用广泛的中药,
具有抗自由基活性、抗脂质过氧化、抗病毒、抗急性胰

腺炎等药理作用[1]。经过长期研究发现,芦丁疗效确

切,使用安全性较高,已广泛应用于心血管疾病如动

脉硬化、高血压、冠状动脉供血不全、心绞痛、心肌梗

死、高脂血症、脑梗死、脑血管痉挛及老年性痴呆防治

等疾病[2-3]。早期研究发现黄酮类化合物具有抑制过

氧化氢(H2O2)引起的红细胞溶血和红细胞脂质过氧化

的作用[4],本文就芦丁对体外储存悬浮红细胞的凋亡及

腺苷三磷酸(ATP)的影响进行研究,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

  血液标本50
 

mL/人,采自5例22~35岁O型健

康献血者,本研究获得桂林市人民医院伦理委员会

批准。

1.2 方法

1.2.1 悬浮细胞制备

将血液标本在无菌条件下与腺嘌呤(CPDA-1)
 

保存液混合制成悬浮红细胞后分为4组,分别向10
 

mL红细胞悬液中加入浓度为10
 

mmol/L的芦丁(上
海试剂二厂粉剂,以二甲基亚砜配制母液)溶液0、10、

20和40
 

μL,使其终浓度为0、10、20和40
 

μmol/L,然
后将其放入(4±2)℃的红细胞储存冰箱中分别保存

至第20、40天,实验开始前将所有实验标本中的红细

胞均调整为
 

4.0×1012 个/L备用。

1.2.2 红细胞凋亡率检测

  取CPDA-1保存液保存至第20、40天的红细胞

进行凋亡检测,检测试剂为膜联蛋白V标记的异硫氰

酸荧光素(Annexin
 

V-FITC)/碘化丙啶(PI)试剂盒

(美国Ebioscience公司),具体操作如下:取红细胞悬

液100
 

μL(1×10
6 个细胞/L),每管加入200

 

μL
 

Bind-
ing

 

buffer稀释液,重新悬浮并混匀后加入5
 

μL
 

An-
nexin

 

V-FITC试剂,然后将其置于室温下避光孵育

15
 

min,在实验管中加入10
 

μL
 

PI试剂后,室温下避

光孵育15
 

min后 上 流 式 细 胞 仪(美 国 Bectonand
 

Dickinson公司)进行流式检测并分析红细胞的凋亡

情况。

  A:流式细胞图;B:芦丁处理第20天各处理组红细胞凋亡率柱状图;C:芦丁处理第40天各处理组红细胞凋亡率柱状图。

图1  不同浓度芦丁对储存悬浮红细胞凋亡的影响
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1.2.3 ATP
 

水平检测
 

  采用ATP水平测试盒(南京建成)检测各组红细

胞中ATP水平,操作步骤严格按照试剂盒说明书执

行,具体操作步骤如下:首先裂解红细胞和热沉淀血

红蛋白(Hb),然后用肌酸激酶催化 ATP和肌酸,生
成肌酸激酶,最后在636

 

nm波长处,通过磷钼酸比色

法检测红细胞中ATP水平。

1.3 统计学处理

  采用SPSS18.0
 

软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 供者红细胞及Hb分析

  在对红细胞进行凋亡分析及ATP水平检测前,
首先对供者储存红细胞的计数及 Hb水平进行了分

析,分析发现供者红细胞计数为(5.01±0.32)×1012/

L,Hb为(141±12)g/L。

2.2 芦丁对红细胞的凋亡影响

  芦丁处理第20天,10、20和40
 

μmol/L芦丁处理

组红细胞凋亡率分别为(2.21±0.09)%、(1.97±
0.09)%和(1.81±0.08)%,与0

 

μmol/L[(2.51±
0.16)%]比较,差异有统计学意义(P<0.05)。芦丁

处理第40天,10、20和40
 

μmol/L芦丁处理组红细胞

凋亡率分别为(6.99±0.36)%、(6.10±0.31)%和

(5.69±0.27)%,与0
 

μmol/L[(9.30±0.77)%]比
较,差异有统计学意义(P<0.05),见图1。

2.3 芦丁对血小板凋亡相关蛋白表达的影响

  芦丁处理第20天,悬浮红细胞抗凋亡蛋白Bcl-2
表达上调,促凋亡蛋白 Bax表达下调,10、20和40

 

μmol/L芦丁处理组Bcl-2/Bax比值分别为(1.19±
0.32)、(2.38±0.45)、(3.65±0.58),与0

 

μmol/L比

较,差异有统计学意义(P<0.05)。芦丁处理第40
天,10、20和40

 

μmol/L芦丁处理组Bcl-2/Bax比值

分别为(1.54±0.40)、(2.98±0.56)、(4.11±0.64),
与0

 

μmol/L比较,差异有统计学意义(P<0.05),见
图2。

2.4 储存悬浮红细胞及其添加不同浓度芦丁后ATP
 

水平的变化

  芦丁处理第20天,与0
 

μmol/L[(3.21±0.10)

μmol/g
 

Hb]比较,10、20和40
 

μmol/L芦丁处理组可

明显提 升 储 存 悬 浮 红 细 胞 中 ATP 水 平[(3.47±
0.11)、(3.97±0.13)和(4.31±0.10)μmol/g

 

Hb],
差异有统计学意义(P<0.05),且随着芦丁浓度的增

高,ATP水平逐渐升高。芦丁处理第40天,与0
 

μmol/L[(2.17±0.13)μmol/g
 

Hb]比较,10、20和40
 

μmol/L芦丁处理组可明显提升储存红细胞中 ATP
水平[(2.83±0.12)、(3.15±0.12)和(3.26±0.05)

μmol/g
 

Hb],差异有统计学意义(P<0.05),且有一

定的浓度依赖性,见图3。

  A:Western
 

blot;B:芦丁处理第20、40天体外循环红细胞凋亡相

关蛋白表达水平柱状图;a:P<0.05。

图2  芦丁对体外储存红细胞凋亡相关蛋白表达的影响

  a:P<0.05。

图3  芦丁处理后红细胞ATP
 

水平变化情况

491 重庆医学2020年1月第49卷第2期



3 讨  论

  芦丁是一种存在于蔬菜水果及其他日常饮食中

的黄酮类化合物[1-2],可有效清除体内氧自由基、抑制

细胞膜脂质过氧化、降低过氧化脂质的水平、提高红

细胞超氧化物歧化酶(SOD)的活性等[3-5]。通过大鼠

红细胞氧化溶血实验研究发现,芦丁等黄酮类化合物

对各种氧自由基均有明显的清除和抑制作用,其抗氧

化能力以芦丁最为显著,且有明显的剂量效应。在

H2O2 诱导的大鼠红细胞膜损伤实验中研究发现,芦
丁等黄酮类化合物对红细胞溶血的抑制率明显升高,
且红细胞悬液中丙二醛(MDA)水平明显降低、SOD
及谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性明显升高。悬

浮红细胞在体外储存过程中随着储存时间的延长,细
胞内的ATP和2,3-二磷酸甘油酸(2,3-DPG)水平逐

渐降低,导致红细胞膜氧化损伤,进一步引起红细胞

活性降低、变形性及弹性下降等变化,最终导致其凋

亡的发生,这些变化可能与红细胞膜类脂过度氧化等

因素有关[6-8]。在细胞凋亡或坏死的过程中可将膜上

的磷脂酰丝氨酸移至膜外,可借助Annexin
 

V易于结

合磷脂酰丝氨酸的特性及细胞膜完整的细胞对PI拒

染的特性用于红细胞凋亡检测[9]。本研究发现在体

外储存的红细胞悬液中添加一定浓度芦丁可抑制红

细胞的凋亡,并且随着芦丁浓度的增高,红细胞的凋

亡率逐渐降低,即芦丁对其凋亡的抑制有一定的浓度

依赖性。

Bcl-2
 

蛋白家族是迄今研究得最深入、最广泛的

凋亡调控基因之一,编码产物Bcl-2蛋白可抑制细胞

凋亡,参与细胞增殖与凋亡动态平衡的调控[4];
 

Bcl-2
是一种通过抗氧化和抑制Ca2+ 向细胞内流动来抑制

细胞凋亡的原癌基因[3]。细胞膜造孔蛋白Bax能促

进细胞色素C的释放,进而引发含半胱氨酸的天冬氨

酸蛋白水解酶(caspase)介导的细胞凋亡[9]。本研究

发现芦丁处理悬浮红细胞20、40
 

d,Bcl-2蛋白的表达

上调,而Bax蛋白表达降低,Bcl-2/Bax蛋白比例的上

调可抑制caspase-3蛋白的活化引起的线粒体凋亡,
即表明芦丁可通过调节Bcl-2/Bax蛋白表达来拮抗悬

浮红细胞的凋亡。此外,芦丁对悬浮红细胞凋亡的抑

制作用,还可能与其抗氧化、清除自由基、抗炎症作用

有关[3,10]。

ATP是红细胞中唯一的供能物质,直接反映红

细胞的代谢能力,被公认为最重要的血液质量指标之

一[10]。在临床输血实践中,患者输注储存红细胞24
 

h
后体内红细胞存活率大于70%

 

、ATP>1
 

500
 

μmol/

g
 

Hb是对储存红细胞血液质量合格的客观要求与明

确规定[10]。此外,红细胞中ATP水平的高低也是红

细胞储存损伤的重要影响因素[11-12]。本研究发现芦

丁可明显提高储存悬浮红细胞中 ATP水平,且有一

定的浓度依赖性;芦丁提升悬浮红细胞中 ATP水平

的作用,可能与其抗氧化、保护相关代谢酶的活性有

关,如细胞膜上
 

Na+-K+-ATP
 

酶及ATP
 

合成酶等,
这些酶的活性容易在储存损伤过程中遭到破坏,基于

芦丁的清除氧自由基、抑制细胞膜脂质过氧化及提高

红细胞超氧化物歧化酶的活性可有效保护蛋白酶的

活性免遭破坏[13-15]。
综上所述,体外添加芦丁能够抑制储存悬浮红细

胞的凋亡,有效改善储存红细胞中ATP水平,进而为

延长红细胞在体外的储存时间,降低其储存损伤提供

了某种可能。但芦丁在储存红细胞中具体的作用机

制及安全性仍需进一步探讨和研究。
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