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血管紧张素Ⅱ诱导心肌细胞凋亡与增殖的
时相特征及益气活血药对其影响

郭书文 崔 巍 王硕仁 牛福玲 王国华

摘要 目的 动态观察心肌细胞在血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)作用后细胞凋亡与增殖的变化情况及益气、

活血中药对其的影响。方法 用AngⅡ作用于培养的sD大鼠乳鼠心肌细胞，利用图像分析系统、流式细胞

仪、生化测定等，观察作用不同时间心肌细胞的搏动幅度、节律、频率、蛋白质含量、细胞面积大小、细胞凋亡

情况以及益气、活血药对其的影响。结果 模型组于实验24～48 h细胞搏动频率加快，以24 h搏动幅度最

大；24 h心肌细胞面积增大，48 h明显增大；蛋白质含量于实验24 h增加，48 h达到最高含量；细胞数量

12～48 h有增多趋势，而从24 h有细胞凋亡，48～72 h凋亡率逐渐增高，72 h达到最高(P<0．05或P<

0．01)，说明心肌细胞在肥大增生为主期(24～48 h)进入凋亡为主期(48～96 h)，益气、活血药均有良好的防

治作用，尤以益气加活血药作用明显(P<0．05，P<0．01)。结论 AngⅡ作用于心肌细胞后存在肥大增生

时间窗与细胞凋亡时间窗的特征。细胞肥大增生为主时，可能出现心肌肥大，细胞凋亡可能是由心肌肥大向

心力衰竭转变的机制之一；益气活血药对其有改善作用。
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Abstract objective To observe the dynamic change of apoptosis and proliferation of cardiac musck cells

(CMC)after being induced by AngiotensinⅡ(AngⅡ)，and the effect of TCM herbs for supplementing qi and／

or activating bl∞d circulation on it．Methods The cultured CMC of SD suckling rat were treated by AngⅡ，

and the amplitude，rhythm and frequency of ceU pulsation，the protein content，area size and apoptosis of ceIls at

various phases as well as the influence of TCM herbs afterwards were determined by image pattern analysis sys—

tem，flow cytometry and biochemical assay． Results In the model group，cell pulsation showed quickened fre—

quency from the 24th to 48th hr after AngⅡtreatment with the highest amplitude at the 24th hr；the cell area

enlarged at the 24th hr， the enlargement became evident at the 48hr． Cell content of protein increased at the

24th hr，which reached to its peak at the 48th hr；an increasing trend of ceU number was shown from the 12th

to 48th hr；cell apoptosis started to appear at the 24th hr，it increased gradually from the 48th to 72th hr，and

reached to the peak at the 72th hr(P<0．05 or P<0．01)．All the Chinese herbs，both for supplementing qi

and／or activating blood circulation，especially when they were used in combination， showed faVourable preVen—

tive and therapeutic effect on CMC(P<0．05 or P<0．01)，either at the early phase(24——48th hrs)mainly

manifesting hypertrophy and proliferation or the late phase(48——96th hrs)mainly manifesting apoptosis． Con-

clusion There exist characterized phasic windows of CMC after being treated by AngⅡ，the window of hyper—

trophy—proliferation phase and the window of ceU apoptosis phase． When CMC were mainly in hypertrophic

manner，myocardial hypertrophy may appear． Cell apoptosis may be one of the mechanisms for turning myoca卜

dial hypertrophy to heart failure，and it could be improVed by Chinese herbs for supplementing qi and／or actiVat一
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ing blood circulation．
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在心力衰竭情况下，循环中及心肌局部血管紧张

素Ⅱ(AngⅡ)增加，对心肌细胞的生存产生影响。本

研究以动态探讨心肌细胞凋亡与增殖的变化情况及其

时相演变特征来揭示心肌肥大发展以及向心力衰竭转

变的情况，并进一步观察益气、活血中药对其的

作用。

材料与方法

1 材料

1．1 动物 1～3天sD大鼠乳鼠，sPF级，许可

证No：SCXK 11—00—0008，北京维通利华实验动物技术

有限责任公司提供。

1．2 仪器 Diagnostic Spot 2 e显微图像分析系

统，美国产；E1591型流式细胞仪，美国BD公司生产。

1．3 试剂和药物 胎牛血清，美国HYCOLONE

产品；HEPES，美国DNN公司产品；DMEM、胰蛋白

酶，美国GIBCO产品；5’溴脱氧尿嘧啶，上海生物化学

研究所提供；AngⅡ、牛血清白蛋白、碘化丙啶(PI)，均

为美国Sigma公司产品；RnaseA，华美生物技术公司

产品；FLUO一3，AM Ester，Bitium，Inc，Fremont，Gali—

fornia，购于北京岳泰科技有限责任公司。益气注射

液：由党参、黄芪组成，每毫升含相当于生药2 g，pH：

6．82；活血注射液：由丹参、川芎、赤芍组成，每毫升含

相当于生药2 g，pH：6．80，均由北京中医药大学第一

临床医学院制剂室按注射剂制备工艺制成。益气活血

药按益气注射液与活血注射液1：2比例配制。各组中

药用量是通过前期多个剂量水平研究筛选确立⋯。

2方法

2．1 心肌细胞培养、模型建立及分组参照文

献旧’3。方法取心肌进行心肌细胞培养。计数并调整细

胞浓度为1×105／ml，接种于6孔培养板，每孔体积为

3 ml，细胞培养至第5天，取出细胞，吸干原培养液，无

血清DMEM培养液轻轻冲洗细胞2次，加入1％胎牛

血清DMEM培养液。用AngⅡ作用心肌细胞建立模

型(接种于细胞培养孔的终浓度为10 mol／L)H1。将

细胞分为5组，即空白组、模型组(加AngⅡ10。7 mol／

L)、益气组(加AngⅡ10
47
m01／L和益气药10．5 ml／

L)、活血组(加AngⅡ10
7

mol／L和活血药10．5 ml／

L)、益气加活血组(加AngⅡ10—7 mol／L和益气活血药

10．5 ml／L)。观察各组在实验(造模的同时给药)不同

时间(12、24、48、72、96 h)指标的变化情况。每组不同

时间点各12孔。

2．2心肌细胞搏动幅度、频率及节律测定 心肌

细胞动态摄影，每个细胞成像50张，成像时间平均在

0．833 s／张。对各组各时点细胞用图像分析系统分析

软件测量心肌细胞搏动舒张期的成像面积和收缩期的

成像面积(像素点)，用两面积之差与细胞搏动舒张期

成像面积的百分比来判断心肌细胞的搏动幅度(％)。

细胞搏动频率与节律：成像后每分钟细胞搏动的次数

及异常节律次数。细胞数用血细胞计数法。

2．3心肌细胞凋亡测定 分别在造模后24、48、

72、96h各时间点，用0．25％胰蛋白酶消化细胞，胎牛

血清终止消化，收集细胞悬液，用4℃PBS于1000r／

min，离心10 min，洗细胞2次。用终浓度为70％预冷

乙醇固定细胞过夜(12 h以上)，取出固定好的细胞，

用4℃PBS洗2次，最后于离心管中留取0．5ml细胞

悬液，轻轻混匀，加入RNaseA20弘g／ml(终浓度)，于

37℃恒温水浴箱中孵育30 min，然后用50肚g／ml(终

浓度)的碘化丙啶染色，4℃避光放置60 min，混匀，过

300目尼龙网，上流式细胞仪检测。应用CELL Quest

软件获取细胞，以Modfit软件进行凋亡峰拟合DNA

细胞周期分析，并绘出DNA分布图，G。一G，期前的

G，亚峰(AP)即为细胞凋亡峰。

2．4心肌细胞面积测定 HE染色，用显微图

像分析系统软件测量分析心肌细胞面积(单位为像素

点)。方法：对各组封片成像，用特定分析软件进行

细胞轮廓的界定，然后计算该细胞的像素点。

2．5心肌细胞蛋白质含量的测定 参照Lowry

法¨’。蛋白含量(肛g)=测定OD值／标准OD值×标

准含量。

3统计学方法采用f检验。

结 果

1 各组不同时间心肌细胞搏动频率、节律变化

情况见表1。模型组心肌细胞在24～48h搏动频率

加快，而在72 h后搏动频率逐渐变慢，与空白组比较

差异均有显著性(P<0．05)，同时模型组出现搏动节

律不规则，主要表现在停跳(1次或2次不等)。各中

药组与模型组搏动频率比较，差异均有显著性(P<

0．05)。
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表1 各组不同时间心肌细胞搏动

频率比较 (次／min，孟±s)

组别 。一!堂盟苎垫塑兰—————一 一一
12 h 24 h 48 h 72 h 96 h

空白 60 58．5±4．9 59．2±5．6 56．6±3．9 52．3±4．4 50．7±3．6

模型 60 57．3±4．2 71．4±6．9‘69 5±5 3’41．6±4 7’38．4±3．3+

益气 60 59，6±5．6 64 3±5 3△61．7±4 8△58．1±4．6△53．2±5 O△

活血 60 60．2±6．6 58．9±3 1△61．1±5 2△56．8±5．O△51．6±4 5△

益气加活血60 60．9±5．7 62 6±5．8△59．7±5 3△56．9±4．8△53．6±4 1△

注：与空白组比较，。P<0．05；与模型组比较，oP<0．05

2各组不同时间心肌细胞搏动幅度测定结果

见表2。模型组心肌细胞在24 h搏动幅度加大，而在

72 h时后搏动幅度降低，与空白组比较差异均有显著

性(P<0．05)。24 h各中药组与模型组心肌细胞搏动

幅度比较，差异均有显著性(P<0．05)；益气加活血组

各时间段心肌细胞搏动幅度加大(P<0．05)。

表2 各组不同时间心肌细胞搏动幅度比较(％，趸±s)

注：与空白组比较，‘P<0．05，“P<0．05；与模型组比较，oP<

0．05

3各组不同时间心肌细胞数量的变化情况模

型组心肌细胞数量从12～48 h有增多趋势，但与空白

组比较差异无显著性。各中药组心肌细胞数量与模型

组比较差异无显著性(具体数据省略)。

4各组不同时间心肌细胞凋亡测定结果 见表

3。与空白组比较，模型组24～96 h心肌细胞凋亡增

加(P<0．05，P<0．01)。各中药组48～96h心肌细

胞凋亡率均明显低于模型组(_P<0．05)，尤以益气加

活血组作用明显(P<0．01)。

表3 各组不同时间心肌细胞凋亡测定

结果比较 (％，孟±s)

注：与空白组比较，+P<0．05，”P<0．01；与模型组比较，oP<

O．05．2nP<0．01

5各组不同时间心肌细胞蛋白质含量测定结果

见表4。与空白组比较，模型组24～96 h心肌细胞蛋

白质含量增加(P<0．05，P<0．01)；以48 h后更明

显；与模型组比较，益气组48h及活血组不同时间心

表4 各组不同时间心肌细胞蛋白质含量

测定结果比较(肛g／ml，又±s)

注：与空白组比较，+P<0．05，”P<0．01；与模型组比较，oP<

0．05．“P<0．01

肌细胞蛋白质含量均明显降低(P<0．05)，尤以益气

加活血组下降更明显(P<0．01)。

6各组不同时间心肌细胞面积测定结果见表

5。与空白组比较，模型组各时间段心肌细胞面积增大

(P<0．05或P<0．01)；与模型组比较，益气组、活血

组、益气加活血组心肌细胞面积均减少(P<0．05，

P<0．01)。

表5 各组不同时间心肌细胞面积测

定结果 (像素点，j±s)

注：与空白组比较，。P<0．05，”P<0．01；与模型组比较，6P<

O．05．△△P<0．01

讨 论

有研究证实，心肌肥大是心肌慢性压力超负荷时

的一种有效的代偿反映，在心肌肥大发展及向心力衰

竭转变的过程中，有心肌细胞丢失¨’，这种细胞丢失机

制一直是研究的热点。美国Bing认为细胞凋亡可能

是慢性压力超负荷情况下肥大向心力衰竭转变的可能

机制之一¨’。AngⅡ为一种多功能的生物活性物质，

经过不同的受体介导，作用于不同的靶器官引起组织

的收缩、代谢、分泌和增殖等不同的效应。心脏局部的

AngⅡ在心肌肥厚及心力衰竭的发生、发展中起着重

要的调控作用。川。本研究表明模型组24～48 h心肌

细胞搏动频率加快，24h搏动幅度最大；24 h心肌细胞

面积增大，48 h明显增大；蛋白质含量24 h增加，48 h

达到最高含量，说明AngⅡ对培养的心肌细胞的作用

是在24～48 h以促肥大为主。同时，模型组从24 h开

始有凋亡，48～72 h凋亡率逐渐增高，72 h达到最高。

说明心肌细胞在48 h后凋亡增加，72 h达到凋亡高峰

期。此外，心肌细胞的数量在12～48 h有增多趋势，

但差异无显著性。正因如此，凭心肌细胞凋亡率较高
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时点的结果分析，其除肥大外，仍有可能存在增生，从

而保持细胞凋亡与增殖自我调节的相对平衡状态，表

现为以肥大增生为主的时间窗是24～48 h，以凋亡为

主的时间窗是48～96 h。细胞肥大增生为主时，可能

出现心肌肥大，细胞凋亡可能是由心肌肥大向心力衰

竭转变的机制之一。益气、活血和益气加活血药均有

良好的防治作用，尤以益气加活血药作用明显。
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首届国际中西医结合肝病学术会议在沪召开 第四次全国中西医结合男科学术会议在贵阳召开

首届国际中西医结合肝病学术会议暨第十四次全国中西医

结合肝病学术会议于2005年9月21～24日在上海召开。上海

中医药大学副校长刘平教授作为中国中西医结合学会肝病专业

委员会主任委员与本次大会主席主持本次会议，上海市卫生局、

中国中西医结合学会、上海浦东新区科协等领导参加了开幕式，

上海中医药大学校长陈凯先院士开幕辞。

会议收到论文198篇，与会代表300余人来自我国各省市

及香港特别行政区、美国、法国、日本、澳大利亚等，会议邀请国

际肝病学权威美国西奈山医学院Friedman教授与哈佛大学医

学院schuppan教授等到会发表主题演讲。大会共进行专题报

告11篇，大会发言12篇，壁报交流60余篇，内容主要涉及慢性

肝炎、肝纤维化与肝硬化、脂肪肝、肝癌等，基本反映了国内外中

西医结合肝病学研究新进展，并讨论形成了“肝纤维化中西医结

合诊疗指南的草案”。大会进行了新一届肝病专业委员会换届

选举，刘平教授继续担任中国中西医结合学会肝病专业委员会

主任委员，曙光医院胡义扬教授担任副主任委员兼秘书长。

本次大会的成功举办，标志着我国中西医结合治疗肝病的

水平近年得到较大提高，并开始迈向国际化。

(刘成海)

第四次全国中西医结合男科学术会议于2005年8月19—

23日在贵阳召开，来自全国各地代表180余人出席了本次会

议，大会收到论文200余篇。大会作了中西医结合男科学未来

发展的方向、如何做好男科临床工作、泌尿男科科研课题申请存

在的问题与对策等14个专题报告，并进行了论文交流。大会学

术交流论文从基础理论研究到临床经验总结，涉及到中西医结

合男科的各个方面，会议论文内容丰富，构思新颖独特，反映了

当前中西医结合男科学的水平。会议期间举行了“瑞和之夜”晚

会，晚会之后举办男科沙龙，代表们分别以“勃起功能障碍”、“前

列腺疾病”和“男性不育症”为主题分组进行讨论，代表们发言积

极，会场气氛热烈，将此次大会推向了一个高潮。

为了更好的促进医生之问学术交流及医患之间的沟通，会

上介绍了中国中西医结合学会男科专业委员会网站“男康网”

(www．adp”n．∞m)改版升级后的概况，为男科同道、医患之间

提供了网络空间。大会在原有的36位委员的基础上，新增了李

学斌、郭军、姜辉、商学军等12位同志为中国中西医结合学会第

一届男科专业委员会委员。

此次会议为男科同道得供了良好的学术交流平台，展示了

中西医结合的临床与科研水平，推动了中西医结合男科学学术

的发展，尤其是有利于西部中西医结合男科学事业的发展。

(中国中西医结合学会男科专业委员会)
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