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鹿茸蛋白对缺血缺氧诱导心肌细胞凋亡的保护作用
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摘要"目的"探讨鹿茸蛋白对缺血缺氧诱导心肌细胞凋亡的作用及其机制" 方法"将
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鹿茸蛋白可能通过调控
M)&NG-V@

信号通路下游凋亡相关蛋白减轻缺血缺氧对心肌细胞造成的损伤#维持细
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切相关"可出现心肌细胞线粒体功能下降'膜电位发生

改变"细胞代谢紊乱'功能障碍"甚至出现心肌细胞萎

缩'凋亡和坏死等情况(
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* 研究证实"鹿茸可以提高
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保护作用(
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* 另有研究显示"鹿茸多肽能够调节心肌缺

血大鼠心肌细胞线粒体中
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和
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* 但目前尚无研究证实鹿茸蛋白或多肽能够减轻

缺血缺氧诱导的心肌细胞凋亡* 本研究应用不同浓度

鹿茸蛋白的培养基培养心肌细胞"观察细胞凋亡相关指

标"同时对细胞内凋亡相关蛋白进行检测"探讨鹿茸蛋

白对缺血缺氧诱导心肌细胞凋亡的作用及其机制*

材料与方法
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* 实验方案通过中日友好医院伦理委员会动物实

验伦理审查$
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"实验用鹿茸蛋白"鹿茸的采集'鹿茸蛋白的提

取和鉴定同课题组之前的报道(
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"
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)

* 选用
%

周龄雄性

梅花鹿鹿茸(

8

)

"梅花鹿养殖于吉林省辽宁市东风梅花
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%* 应用真空泵对鹿茸进行抽血
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后"去皮肉"切片冻干 $冻干机 #
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%"真空气压
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%"低温研碎至粉末"过
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目筛* 取适量样品
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匀"进行匀浆$匀浆
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单细胞悬液&置于
&8

%细胞培养箱中孵育*

#7 <0A

后"每管加入
! <J #

'

=??=R ZQPP:/

"轻轻震荡细胞"

# """ /G<0A

离心
7 <0A

"弃上清* 每管加入
# <J

#

'

=??=R ZQPP:/

"轻轻震荡细胞"离心后弃上清* 每

管加入
7"" !J #

'

=??=R ZQPP:/

重悬细胞"应用流式

细胞仪检测* 线粒体膜电位降低时
('

$

#

浓度降低呈

单体分布"

('

$

#

单体值升高"以蓝色荧光显示* 线粒

体膜电位升高时
('

$

#

浓度升高形成聚集体"

('

$

#

聚

合物值升高"以红色荧光显示* 上述实验重复
&

次*

8

"

+:?@:/A U13@

检测信号通路关键蛋白的表达

变化"设立对照组'模型组'高剂量鹿茸蛋白组和高剂量

鹿茸蛋白组
K JL!$%""!

(

M)&N

抑制剂$

#" !<31GJ

%)*

各组细胞给予相应处理后"裂解细胞"匀浆'离心后取上

清"根据上清的体积加入
13=T0AB ZQPP:/

"沸水煮
6 <0A

"

待冷却后#

!"

%保存* 常规配制
#!c

分离胶'

7c

浓缩

胶和电泳液"制胶后每孔上样
!" !J

电泳"转膜电流至

&"" <-

"孵育
-V@

和
.

$

-V@

前转膜
# >

"孵育
U=O

'

UD1

$

!

及
D1:=W:T

$

'=?.=?:&

前转膜
"

!

7 >

* 将转好的膜进行

脱 色' 封 闭*

-V@

'

.

$

-V@

'

U=O

'

UD1

$

!

及
D1:=W:T

$

'=?.=?:&

均以
#

&

# """

稀释"待封闭结束后"

%

%冰箱中

摇床过夜孵育一抗* 之后用
*UI*

清洗膜
&

次"每次

#7 <0A

*以
*UI*

配制
&c

的脱脂奶粉将二抗以
7 """

&

#

的比例稀释"避光室温摇床孵育二抗
! >

* 用
FTR??:R

I- =AT )<=B: I@QT03 W:/?03A %

!

"

检测条带* 以上实

验重复
&

次*

6

"统计学方法"应用
IMII #8

!

"

统计软件"计

量资料以
O

(

?

表示"多组比较符合正态分布采用方

差分析"若方差齐则使用
JIE

法"方差不齐使用

*=<>=A:?

)

*!

法"不符合正态分布用非参数检验*

应用
^/=.>M=T M/0?< 7

软件生成图表"

M X"

!

"7

为

差异有统计学意义*

结""果

#

"各组心肌细胞凋亡情况比较$图
#

'

!

%"与对

照组比较"模型组正常细胞减少"晚期凋亡细胞增加

$

M X"

!

"#

%&与模型组比较"鹿茸蛋白各组晚期凋亡细

胞减少$

M X"

!

"#

%"鹿茸蛋白各组间比较"差异无统计

学意义$

M Y"

!

"7

%*

""注#左下象限为
-"

$

M)

双阴性细胞&左上象限为
-"

阴性$

M)

阳性的细胞"为早期凋亡细胞&右下象限为
-"

阳性$

M)

阴性的细

胞&右上象限为
-"

阳性$

M)

阳性的细胞"为晚期凋亡细胞

图
#

$各组心肌细胞凋亡情况

图
!

$各组心肌细胞凋亡比较

!

"各组线粒体膜电位比较$图
&

%"对照组'模型

组'鹿茸蛋白低'中'高剂量组
('

$

#

单体强度分别为

#%

!

$$

(

!

!

#9

'

87

!

$$

(

6

!

7%

'

%9

!

$!

(

%

!

8&

'

&6

!

7%

(

!

!

$$

'

!$

!

69

(

7

!

#9

* 与对照组比较"模型组心肌细胞

线粒体膜电位降低$

M X"

!

"#

%&与模型组比较"鹿茸蛋

白各组心肌细胞的线粒体膜电位升高$

M X"

!

"#

%*

&

"各组凋亡相关蛋白表达水平比较$图
%

"表
#

%

与对照组比较"模型组
U=O

和
D1:=W:T

$

'=?.=?:&

蛋白

的表达增加"

.

$

-V@

和
UD1

$

!

的表达水平下降$

M X"

!

"7

"

M X"

!

"#

%* 与模型组比较"鹿茸蛋白高剂量组
U=O

和
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!

%

!!"($$!

表
#

$各组凋亡相关蛋白表达水平比较$$

O

(

?

%

分组
A .

$

-V@G-V@ U=OG$

$

=D@0A UD1

$

!G$

$

=D@0A D1:=W:T

$

'=?.=?:&G'=?.=?:&

对照
& #

*

""

(

"

*

"$ #

*

""

(

"

*

#" #

*

""

(

"

*

!% #

*

""

(

"

*

#7

模型
&

"

*

78

(

"

*

"$

!

&

*

8%

(

"

*

&8

!!

"

*

78

(

"

*

"6

!

&

*

9!

(

"

*

#8

!!

鹿茸蛋白高剂量
&

#

*

!8

(

"

*

!"

"

!

*

%#

(

"

*

#6

"

#

*

%7

(

"

*

#$

"

!

*

8!

(

"

*

#$

"

鹿茸蛋白高剂量
K JL!$%""! &

"

*

96

(

"

*

"6

##

!

*

69

(

"

*

#$

#

"

*

6$

(

"

*

#!

##

&

*

#7

(

"

*

!"

#

""注#与对照组比较"

!

M X"

!

"7

"

!!

M X"

!

"#

&与模型组比较"

"

M X"

!

"#

&与鹿茸蛋白高剂量组比较"

#

M X"

!

"7

"

##

M X"

!

"#

""注# 横轴为
SJ

$

#

通道收集的蓝色荧光信号"来自
('

$

#

单体&

纵轴为
SJ

$

!

通道收集的红色荧光信号"来自
('

$

#

聚合物

图
&

$各组心肌细胞线粒体膜电位比较

""注#

-

为对照组&

U

为模型组&

'

为鹿茸蛋白高剂量组&

E

为鹿茸蛋白

高剂量
KJL!$%""!

组

图
%

$各组心肌细胞凋亡相关蛋白表达水平条带图

D1:=W:T

$

'=?.=?:&

表达下降"

.

$

-V@

和
UD1

$

!

表达

水平增加$

M X "

!

"#

%&鹿茸蛋白高剂量
K JL!$%""!

组各蛋白比较"差异无统计学意义$

M Y"

!

"7

%*与鹿茸

蛋白高剂量组比较"鹿茸蛋白高剂量
K JL!$%""!

组

U=O

和
D1:=W:T

$

'=?.=?:&

表达增加"

.

$

-V@

和
UD1

$

!

表达下降$

M X"

!

"7

"

M X"

!

"#

%*

讨""论

鹿茸作为传统动物药材"能够壮肾阳"补精髓"养

气血"基于中医 +心肾相交,'+水火既济,理论"鹿茸

常被用于治疗心肾相关疾病"在心宝丸(

6

)中"鹿茸即

为主要成分* 本课题组前期研究结果提示鹿茸能够改

善心梗大鼠的心功能"降低血清中
U5M

水平(

$

)

&鹿茸

蛋白粗提物能够保护受损的心脏微血管内皮细胞"影

响内皮祖细胞的活力"调节二者的增殖'迁移等

能力(

#"

"

##

)

*

正常生理情况下"心肌细胞需要大量能量供应"细

胞内有丰富的线粒体$约占
%"c

的细胞容量%为心肌

细胞提供足够的能量"其中
67c

的能量用于细胞收缩

以维持心肌泵功能* 在缺血缺氧情况下"细胞线粒体

功能下降"能量生成减少"造成细胞代谢功能障碍'结

构损伤"包括心肌舒缩功能'细胞内外离子交换等"甚

至造成细胞凋亡* 这一过程中心肌组织修复是心脏功

能恢复的关键"目前临床除曲美他嗪能够对心肌产生

一定营养作用外"尚无其他药物能直接保护受损心肌*

袁玲等(

!

)发现"鹿茸可以提高缺血心肌组织
IFE

活

性'降低
,E-

含量* 鹿茸醇提取物通过影响心肌组

织中
5F

和
'^_M

含量"减轻冠脉结扎大鼠心肌损伤

程度(

&

)

* 陈晓光等(

#!

) 实验证实" 鹿茸多肽
9"

'

#!" <BGVB

尾静脉注射能够使心梗大鼠模型心肌梗死

面积明显减小"血清肌酸激酶'乳酸脱氢酶'谷草转氨

酶活性降低" 血清及心肌组织
,E-

含量下降"

IFE

表达升高"由此可见鹿茸多肽可能通过抗氧化作用减

轻心肌组织缺血损伤* 赵天一等(

%

)给予心肌缺血大

鼠鹿茸多肽$

& a#" VE

%灌胃
!#

天"发现鹿茸多肽能

够增加心肌线粒体中
UD1

$

!

的表达"抑制
U=O

的表

达"进而降低缺血造成的心肌细胞凋亡*

在缺血缺氧诱导心肌细胞凋亡过程中"死亡受体

途径和线粒体途径起到关键调控作用" 其 中

'=?.=?:

$

&

是两条途径中的关键蛋白(

#&

"

#%

)

"是细胞凋

亡关键酶和凋亡发生的标志酶"其激活和表达增加发

生于凋亡过程早期(

#7

)

*

'=?.=?:

$

&

切割活化之后就

会变
D1:=W:T

$

'=?.=?:&

"即
D1:=W:T

$

'=?.=?:&

是

'=?.=?:

$

&

的活化形式*

UD1

$

!

家族在细胞凋亡过程

中起着至关重要的作用"

UD1

$

!

家族基因所表达的蛋

白常被用于作为判断细胞凋亡程度的重要检测指

标(

#9

)

* 其中"抗凋亡蛋白
UD1

$

!

与促凋亡蛋白
U=O

在
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!

%

细胞内的含量是判断细胞凋亡程度的关键"

UD1

$

!GU=O

增加细胞凋亡受到抑制"

UD1

$

!GU=O

降低则预示着细

胞凋亡增加*

UD1

$

!

家族与
'=?.=?:

家族均一定程

度受
M)&NG-V@

信号通路的调控* 另一方面"宋华培

等(

#8

)发现"应用
M)&N

抑制剂
JL!$%""!

加重缺血缺

氧对心肌细胞造成损伤"说明
M)&NG-V@

信号通路参与

缺血缺氧心肌细胞的内源性保护反应"激活
M)&NG-V@

信号通路能够减轻缺血缺氧造成的心肌细胞损伤*

本研究检测细胞凋亡情况"对细胞的早凋'晚凋情

况进行量化* 细胞膜的改变发生在早凋细胞初期"

-A

$

A:O0A "

为磷脂结合蛋白"可与早凋细胞质膜外翻暴

露的磷脂酰丝氨酸结合* 当细胞凋亡进程进一步发

展"细胞核暴露后"

M)

标染细胞核"以此分出细胞所在

的不同凋亡状况* 线粒体膜电位降低和膜通透性增加

均发生在细胞凋亡早期* 本研究应用荧光探针
('

$

#

检测心肌细胞线粒体膜电位变化"线粒体膜电位降低

时
('

$

#

浓度降低呈单体分布"线粒体膜电位升高时"

('

$

#

浓度升高形成聚集体"应用流式细胞术检测时"

分别以蓝色荧光和红色荧光显示* 研究同时对心肌细

胞内
.

$

-V@

'

UD1

$

!

'

U=O

和
D1:=W:T

$

'=?.=?:&

蛋白

水平进行检测"结果显示"鹿茸蛋白能够减少缺血缺氧

诱导的心肌细胞凋亡"维持线粒体膜电位稳定性"其机

制可能与调节上述凋亡相关蛋白的表达有关*

利益冲突声明#笔者同其他任何人或组织不存在

经济和个人关系"该论文不涉及任何性质或类型利益

冲突*
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