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白藜芦醇对异丙肾上腺素诱导的

大鼠心肌细胞凋亡的影响

林$岩#

!

!

!

&

$周$丽#

$王$臖!

$肖$薇!

$李$波!

$金$莉!
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$刘吉成#

摘要$目的$观察白藜芦醇"

H;IJ;H>KH1.

!

L;I

#对异丙肾上腺素"

?I1MH1K;H;N1.

!

)OE

#诱导的大鼠心

肌细胞凋亡的影响及其机制$ 方法$利用
)OE

建立乳鼠心肌细胞凋亡模型!分为正常对照组"无血清

D,<,

培养液#%模型组"无血清
D,<,

培养液加入
)OE # !=1.FP

作用
84 Q

#!白藜芦醇干预组"分别向培

养基中加入
)OE # !=1.FP

和
L;I :" !=1.FP

作用
84 Q

#和白藜芦醇对照组"向无血清
D,<,

培养液中加

入
L;I :" !=1.FP

#$

R1CQ;IK&&!:4

染色检测细胞凋亡率&电镜观察心肌细胞超微结构&检测培养液中乳

酸脱氢酶"

.>CK>K; S;Q/SH1T;N>I;

!

PDR

#漏出量&

+;IK;HN A.1K

检测
9C.

"

!

和
9>U

蛋白表达$ 结果$模

型组心肌细胞数量减少!细胞核形态不规则!可见凋亡小体!细胞凋亡率增加$ 白藜芦醇干预组和白藜芦醇

对照组细胞膜完整!核膜清晰!核内染色质浓缩!细胞损伤程度减轻$ 与正常对照组比较!模型组心肌细胞凋

亡率和
PDR

漏出量均增加!

9C.

"

!

蛋白水平下调!

9>U

蛋白水平上调!差异均有统计学意义"

V W"

!

":

!

V W

"

!

"#

#&与模型组比较!白藜芦醇干预组和白藜芦醇对照组心肌细胞凋亡率和
PDR

漏出量均降低!

9C.

"

!

蛋

白表达上调!

9>U

蛋白表达下调!差异均有统计学意义"

V W"

!

":

#$ 结论$

L;I

明显减轻
)OE

诱导的心肌

细胞凋亡!其机制可能与逆转凋亡相关因子
9C.

"

!

和
9>U

蛋白表达有关$

关键词$心肌细胞&白藜芦醇&细胞凋亡&

9C.

"

!

&

9>U

<XX;CK 1X L;IJ;H>KH1. 1N )I1MH1K;H;N1. )NS-C;S '>HS?1=/1C/K; YM1MK1I?I L>KI

$

P)3 6>N

#

!

!

!

&

!

7REZ P?

#

!

+Y3[ (-N

!

!

\)YE +;?

!

!

P) 91

!

!

()3 P?

!

!

+Y3[ [-1

"

]Q1NT

!

!

>NS P)Z (?

"

CQ;NT

#

$

# )N

"

IK?K-K; 1X ,;S?C?N;

!

5?@?Q>H ,;S?C>. ZN?J;HI?K/

!

R;?.1NT^?>NT

$

#$#""$

%

!2 D;M>HK=;NK 1X V>KQ1MQ/I?1.1T/

!

5?@?Q>H ,;S?C>. ZN?J;HI?K/

!

R;?.1NT^?>NT

$

#$#""$

%&

& )*'+, V1IKS1CK1H L;I;>HCQ ';NK;H

!

R;?.1NT^?>NT

ZN?J;HI?K/ 1X *H>S?K?1N>. 'Q?N;I; ,;S?C?N;

!

R>HA?N

$

#:""8"

%

Y9O*LY'*

$

EA^;CK?J;

$

*1 1AI;HJ; KQ; ;XX;CK >NS =;CQ>N?I= 1X H;IJ;H>KH1.

$

L;I

%

1N ?I1MH1K;H;

"

N1.

$

)OE

%

?NS-C;S C>HS?1=/1C/K; >M1MK1I?I H>KI 2 ,;KQ1SI

$

VH?=>H/ C-.K-H;S N;1N>K>. C>HS?1=/1C/K; >M

"

1MK1I?I H>K =1S;. _>I ;IK>A.?IQ;S -I?NT )OE2 YM1MK1I?I C;..I _;H; KQ;N H>NS1=./ S?J?S;S ?NK1 8 TH1-MI

!

?2

;2

!

KQ; N1H=>. C1NKH1. TH1-M

$

N1N

"

I;H-= D,<, C-.K-H; X.-?S

%!

KQ; =1S;. TH1-M

$

N1N

"

I;H-= D,<, C-.

"

K-H; X.-?S ` )OE # !=1.FP X1H 84 Q

%!

KQ; L;I ` )OE TH1-M

$

)OE # !=1.FP `L;I :" !=1.FP X1H 84 Q

%!

KQ; L;I

C1NKH1. TH1-M2

$

N1N

"

I;H-= D,<, C-.K-H; X.-?S ` L;I :" !=1.FP

%

2 *Q; >M1MK1I?I H>K; _>I =;>I-H;S A/

R1CQ;IK&&!:4 IK>?N?NT2 Z.KH>IKH-CK-H>. CQ>NT;I 1X C>HS?1=/1C/K; _;H; 1AI;HJ;S A/ ;.;CKH1N =?CH1IC1M;2

P;>a>T; 1X .>CK>K; S;Q/SH1T;N>I;

$

PDR

%

?N KQ; C-.K-H; X.-?S _>I =;>I-H;S2 VH1K;?N ;UMH;II?1NI 1X 9C.

"

!

>NS 9>U _;H; S;K;CK;S -I?NT +;IK;HN A.1K2 L;I-.KI

$

*Q; C1-NK 1X C>HS?1=/1C/K;I _;H; H;S-C;S >NS KQ;

N-C.;-I IQ>M; _>I ?HH;T-.>H 2 *Q; >M1MK1I?I A1S?;I _;H; J?I?A.; >NS KQ; >M1MK1I?I H>K; _>I ?NCH;>I;S ?N

KQ; =1S;. TH1-M2 *Q; C;.. =;=AH>N; _>I C1=M.;K; _?KQ C.;>H N-C.;>H =;=AH>N; ?N KQ; L;I ` )OE TH1-M

>NS KQ; L;I C1NKH1. TH1-M2 3-C.;>H CQH1=>K?N _>I C1NC;NKH>K;S >NS C;.. ?N^-H;S S;TH;; _>I >KK;N->K;S ?N

KQ; L;I ` )OE TH1-M >NS KQ; L;I C1NKH1. TH1-M2 '1=M>H;S _?KQ KQ; N1H=>. C1NKH1. TH1-M

!

KQ; >M1MK1I?I

H>K; >NS PDR .;>a>T; ?NCH;>I;S

!

KQ; MH1K;?N ;UMH;II?1N 1X 9C.

"

! _>I S1_N

"

H;T-.>K;S

!

>NS KQ; ;UMH;II?1N
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1X 9>U _>I -M

"

H;T-.>K;S ?N KQ; =1S;. TH1-M

$

V W"

'

":

!

V W"

'

"#

%

2 '1=M>H;S _?KQ KQ; =1S;. TH1-M

!

KQ;

>M1MK1I?I H>K; >NS PDR .;>a>T; S;CH;>I;S

!

KQ; MH1K;?N ;UMH;II?1N 1X 9C.

"

! _>I -M

"

H;T-.>K;S

!

>NS KQ;

;UMH;II?1N 1X 9>U _>I S1_N

"

H;T-.>K;S ?N KQ; L;I ` )OE TH1-M >NS KQ; L;I C1NKH1. TH1-M

$

V W"

'

":

%

2 '1N

"

C.-I?1N

$

L;I C1-.S 1AJ?1-I./ >KK;N->K; )OE ?NS-C;S C>HS?1=/1C/K; >M1MK1I?I

!

>NS ?KI =;CQ>N?I= =?TQK

A; >II1C?>K;S _?KQ H;J;HI?NT MH1K;?N ;UMH;II?1NI 1X 9C.

"

! >NS 9>U2

b<6+ELDO

$

C>HS?1=/1C/K;

&

H;IJ;H>KH1.

&

>M1MK1I?I

&

9C.

"

!

&

9>U

$$心肌肥大是高血压'心力衰竭等多种心血管疾病

的共同病理过程!肾上腺素能
"

#受体系统活性增强

和血浆中儿茶酚胺物质的持续增高参与心衰的发生发

展(

#

)

* 白藜芦醇$

H;IJ;H>KH1.

!

L;I

% 作为葡萄属植

物抗毒素是一类广泛存在于植物中的多酚类化合

物(

!

)

* 近年!

L;I

对心血管的保护作用已受到广泛关

注!表现为抑制血小板聚集!调节血脂代谢!引起血管

舒张!减轻心肌梗死面积等作用(

&

!

8

)

*

本课题前期研究表明!

L;I

对异丙肾上腺素$

?I1

"

MH1K;H;N1.

!

)OE

%诱导的大鼠心肌细胞肥大有抑制作

用(

:

)

* 研究显示!细胞凋亡参与了心肌肥大向心力衰

竭的转变!但
L;I

对心肌细胞凋亡影响如何还不清

楚(

$

!

%

)

* 因此!本研究利用乳鼠心肌细胞原代培养!旨

在探讨
L;I

对
)OE

诱导的心肌细胞凋亡和凋亡因子

9C.

"

!

和
9>U

的表达影响! 从而为研究心力衰竭的临

床治疗提供实验依据*

材料与方法

#

$动物$

!"

只新生
#

%

&

天
OD

乳鼠!雌雄不

拘!由齐齐哈尔医学院动物研究所提供!动物合格证编

号#

O6\b

$黑%

!""4""8

*

!

$药品与仪器$

L;I

$

L:"#"

%'异丙肾上腺素

$

)$&%G

%和胰蛋白酶$批号#

"G%&

%均购自美国
O?T=>

公司&

D,<,

培养基$批号#

#!#""

#

"8$

%'新生牛血

清$批号#

#$"#"

#

#:G

%购自美国
[)9'E

公司&乳酸

脱氢酶$

PDR

%试剂盒$批号#

!"#:"!!4

%测试盒购于

南京建成生物工程研究所&

R1;CQIK&&!:4

细胞凋亡

检测试剂盒购自江苏碧云天生物技术公司 $批号#

!"#:"&!8

%!其他试剂均为国产分析纯*

9C.

"

!

'

9>U

一抗和二抗$辣根过氧化物酶偶联山羊抗兔
)T[

和兔抗

鼠
)T[

%购自武汉博士德生物科技有限公司!

"

"

>CK?N

一

抗购自美国
O>NK> 'H-]

公司* 二氧化碳孵箱$美国

*Q;H=1X1H=>)NC

公司%&倒置显微镜$日本
E./=M-I

公司%&电泳仪'电泳槽$上海天能科技有限公司%*

&

$方法

&

!

#

$乳鼠心肌细胞原代培养$参照文献(

4

!

G

)!

无菌条件下!开胸取心室肌!采用
"

!

!:c

胰酶分次消

化至单细胞悬液!离心!弃上清!用含
!"c

胎牛血清

的
D,<,

培养基制成细胞悬液!

'E

!

孵箱中差速贴壁

G" =?N

!吸取未贴壁的心肌细胞接种到培养板上!置

入
&%

&!

:c 'E

!

饱和湿度培养箱中继续培养!细胞

贴壁
!8 Q

后出现自发性同步搏动!于接种
84 Q

后换

正常培养基继续培养*

&

!

!

$细胞分组及处理$心肌细胞随机分为

8

组*正常对照组#无血清
D,<,

培养液&模型组#无

血清
D,<,

培养液加入
)OE # !=1.FP

作用
84 Q

&白

藜芦醇干预组#分别向培养基中加入
)OE # !=1.FP

和

L;I :" !=1.FP

作用
84 Q

&白藜芦醇对照组#向无血

清
D,<,

培养液中加入
L;I :" !=1.FP

!观察
L;I

是否损伤心肌细胞*

&

!

&

$透射电镜检测细心肌胞超微结构$细胞培

养
84 Q

后!

V9O

洗细胞
&

次!离心后收集细胞!经固

定'梯度脱水'包埋及聚合后!做超薄切片!用透射电镜

观察心肌细胞超微结构!拍照并进行分析*

&

!

8

$

R1;CQIK&&!:4

染色检测细胞凋亡率$细

胞培养
84 Q

!用
V9O

洗
#

%

!

遍!弃
V9O

!每孔加入

"

!

: =P 8c

多聚甲醛
8

&固定过夜!弃多聚甲醛!

V9O

洗
&

遍!每次
#" =?N

!弃
V9O

后!每孔加入

#" =TFP R1;CQIK&&!:4

染液
"2 : =P

!染色
&" =?N

!

在倒置荧光显微镜下拍照* 连续观察
#"

个高倍视野!

采用双盲法计数每
#""

个细胞中的阳性细胞数!取其

平均值作为细胞凋亡率*

&

!

:

$

+;IK;HN A.1K

检测
9C.

"

!

和
9>U

蛋白表达

$取各组心肌细胞!加裂解液!离心后吸取上清液!

9H>SX1HS

法测定蛋白质浓度* 各组取蛋白
&" !T

上

样!

ODO

"

VY[<

电泳!蛋白转至
V0Dd

膜!封闭液室温

封闭
# Q

后分别加入一抗为
9C.

"

!

和
9>U

多克隆抗

体和
"

"

>CK?N

单克隆抗体!浓度均为
#

'

:""

!

8

&孵育

过夜!相应二抗孵育
#

!

: Q

!浓度
#

'

: """

* 化学发光

<'P

显色* 电泳成像系统定量扫描分析!结果以
"

"

>CK?N

校正*

&

!

$

$心肌细胞培养上清液
PDR

水平检测$收

集经不同处理的心肌细胞培养上清液! 按试剂盒说明

进行检测*
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$统计学方法$采用
OVOO #:

!

"

统计软件

处理!计量资料以
U

(

I

表示!多组间比较采用单因素

方差分析!组间两两比较采用
POD

"

K

检验!

V W"2 ":

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组心肌细胞的观察$倒置显微镜观察显示#

与正常对照组比较!模型组细胞数量减少!细胞坏死和

皱缩增多!搏动节律不齐!频率明显减慢&与模型组比

较!白藜芦醇干预组心肌细胞形态较规则!细胞搏动频

率规则!改善显著!呈现向心性同步化搏动*

!

$各组心肌细胞超微结构变化比较 $图
#

%

正常对照组心肌细胞核完好!线粒体数量正常'包膜完

整!嵴排列连续'整齐&模型组细胞核形态不规则!核内

染色质散乱!可见凋亡小体形成!线粒体数量增多!线

粒体内无嵴结构&白藜芦醇干预组和白藜芦醇对照组

与模型组比较!细胞膜完整!核膜清晰!核内染色质浓

缩!细胞损伤程度减轻*

$$注#

Y

为正常对照组&

9

为模型组&

'

为白藜芦醇干预组&

D

为白藜芦醇对照组

图
#

$各组心肌细胞超微结构比较$$电镜! )

4 """

%

&

$各组心肌细胞凋亡情况比较$图
!

!表
#

%$模

型组细胞核致密浓染'核固缩!颜色发白甚至呈亮白

色&白藜芦醇干预组和白藜芦醇对照组致密浓染的凋

亡细胞减少* 与正常对照组比较!模型组心肌细胞凋

亡率增加$

V W"

!

":

%* 与模型组比较!白藜芦醇干预

组和白藜芦醇对照组心肌细胞凋亡率降低 $

V W

"

!

":

%*

$$注#

Y

为正常对照组&

9

为模型组&

'

为白藜芦醇干预组&

D

为白藜芦醇对照组

图
!

$各组心肌细胞凋亡率比较

$

R1;CQIK&&!:4

染色! )

8""

%

8

$各组心肌细胞培养液
PDR

水平比较$表
#

%

与正常对照组比较!模型组
PDR

释放量增加 $

V W

"
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":

%&与模型组比较!白藜芦醇干预组和白藜芦醇对
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PDR
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$$注#

Y

为正常对照组&

9

为模型组&

'

为白藜芦醇干预组&

D

为白藜芦醇对照组

图
&

$各组心肌细胞
9C.

"

!

和
9>U

蛋白电泳图

讨$$论

心力衰竭是临床心脏患者的主要死亡原因* 在心

衰发生和发展过程中!伴有肾上腺素能
"

#受体系统活

性增强和血浆中儿茶酚胺物质的持续增高*

)OE

作为

非选择性
"

#肾上腺素受体$

"

"

YL

%激动剂!具有拟儿

茶酚胺的作用!长期的儿茶酚胺类刺激和
"

#受体激动

可导致心肌细胞的凋亡和心肌的纤维化重构! 参与心

衰的发生(

#"

)

* 本实验结果显示!

)OE

明显增加心肌细

胞凋亡率!诱导心肌细胞凋亡!细胞
PDR

漏出量增加!

同时抑制抗凋亡基因
9C.

"

!

蛋白表达!增加促凋亡基因

9>U

蛋白表达* 一般认为心肌属于终末分化的不可再

生性组织!其凋亡必然造成参与收缩活动的心肌细胞减

少!进而心肌细胞肥大'纤维化增生!促进心力衰竭的发

生和发展* 近来还有研究提示! 凋亡的关键酶

'>IM>I;

活化可直接引起心肌收缩蛋白的降解!这些

都可使心脏的泵血活动逐渐减弱!参与心衰的发

生(

##

!

#!

)

* 因此!抑制心肌细胞凋亡是防治心力衰竭的

有效途径之一*

L;I

是一类主要存在于虎杖'藜芦'葡萄'花生等植

物中的多酚类化合物!具有抗肿瘤'抗炎'清除自由基'

抗氧化等多方面药理活性(

#&

!

#8

)

*

L;I

有顺式和反式两

种同分异构体存在形式!反式异构体可在紫外光照射下

转化为顺式异构体* 天然植物中主要以反式白藜芦醇

存在!其生理活性及稳定性强于顺式异构体* 细胞凋亡

受多种相关基因及蛋白调控!其中
9C.

"

!

家族是目前最

受关注的凋亡相关基因家族(

#:

)

*

9C#

#

!

通过调节线

粒体膜上通透性转换孔来调节线粒体膜的通透性!通过

阻止细胞色素
'

释放入胞质而抑制细胞凋亡!而
9>U

可直接结合到线粒体膜上!改变膜的通透性!引起细胞

色素
'

释放入胞浆!激活
'>IM>I;I

家族!最终引起凋

亡(

#$

)

*

9C.

"

!

作为一种重要的内源性抗凋亡基因!通过

调节
9C.

"

!F9>U

的平衡!保持线粒体稳定!抑制细胞凋

亡* 本研究观察了
L;I

预处理对
)OE

诱导的心肌细胞

凋亡的影响* 结果显示!

L;I

显著抑制心肌细胞凋亡!

并逆转
9C.

"

!

和
9>U

蛋白表达!降低心肌细胞
PDR

漏

出量!减轻心肌细胞损伤* 最新研究证实!

L;I

通过影

响
,YVb

信号通路!抑制心肌细胞凋亡!对低温环境诱

导的心肌肥大发挥保护作用(

#%

)

*

临床上! 检测
PDR

等心肌酶是评价急性心肌梗

死进程与预后的重要手段之一*

PDR

在心肌组织中

含量尤为丰富!当心肌细胞受到损伤时!心肌酶
PDR

从胞浆中漏出!培养细胞上清中
PDR

水平升高!测定

上清中
PDR

活性已成为反映心肌损伤程度的敏感指

标(

#!

)

*

L;I

可以增强超氧化物歧化酶'过氧化氢酶'

谷胱甘肽过氧化酶的活性!提高机体清除自由基的能

力!降低血管内皮细胞氧化应激损伤* 结合研究结果

提示
L;I

通过上调
9C.

"

!

蛋白表达!下调
9>U

蛋白表

达!使
9C.

"

!F9>U

比值增加!阻止各种促凋亡蛋白从线

粒体中释放!减轻了细胞对凋亡的易感性*

综上所述!

L;I

能明显抑制
)OE

诱导的乳鼠心肌

细胞凋亡!上调
9C.

"

!F9>U

比值可能是其发挥作用的

重要机制之一* 如何增强细胞抗凋亡能力!减少心肌

细胞的缺失!针对心肌细胞凋亡发生的关键环节阻断

凋亡'延缓心力衰竭的形成和发展可能是今后药物治

疗的一个新方向*
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