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脂联素通过减轻内质网应激介导的凋亡抑制心肌细胞钙化
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过培养 SD 大鼠乳鼠心室肌细胞并建立细胞钙化模型,观察脂联素对心肌细胞钙化的影响及

其机制。 方法摇 采用域型胶原酶消化法原代培养 SD 大鼠乳鼠心室肌细胞,琢 肌动蛋白免疫荧光法进行鉴定。 选

用培养 72 h 的单层心肌细胞,实验分为 3 组:对照组、钙化组、脂联素 + 钙化组。 茁鄄甘油磷酸钠和丙酮酸钠联合诱

导制备心肌细胞钙化模型,茜素红和 Von Kossa 染色法对钙化心肌细胞进行鉴定,通过细胞钙含量、碱性磷酸酶活

性和骨钙素的测定判断钙化程度。 通过乳酸脱氢酶活性测定和流式细胞术检测心肌细胞凋亡。 用定量实时聚合

酶链反应测定骨保护素及内质网应激指标葡萄糖调节蛋白 78、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 12 的表达。 结果摇 与对

照组相比,单纯心肌细胞钙化后,钙含量、碱性磷酸酶活性和骨钙素分泌量显著增加(P < 0郾 01),骨保护素及内质网

应激指标葡萄糖调节蛋白 78 和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 12 在 mRNA 水平表达明显增高,乳酸脱氢酶活性和细胞

凋亡率显著增加(P < 0郾 01)。 用脂联素进行干预后,可较大程度地逆转上述指标变化,与心肌细胞钙化组相比均具

有显著差异(P < 0郾 05),并且呈现一定的浓度依赖性。 结论摇 钙化心肌细胞可以诱导心肌细胞内质网应激介导的

凋亡;脂联素可促进血管保护因子骨保护素的表达,并通过减轻内质网应激来减轻心肌细胞钙化及凋亡,对心肌细

胞有保护作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of adiponectin on calcification in cultured cardiomyocytes via reducing
endoplasmic reticulum stress鄄mediated apoptosis in vitro. 摇 摇 Methods摇 Primary cultured cardiomyocytes were obtained
from neonatal rats by collagenase II digestion method. 摇 The 琢鄄actin expression as molecular marker of the cardiomyocytes
was observed by immunocytochemistry. 摇 The cells cultured for 72 h were used in the experiment and divided into groups
randomly: control group, calcified myocardial cells (CMC) group, adiponectin + CMC (3, 10, 20, 30 mg / L) groups. 摇
The morphological changes of the cardiomyocytes were observed under phase contracted microscope. 摇 CMC was prepared
by incubation with 茁鄄glycerophosphate (BGP). 摇 Calcification was confirmed by Von Kossa staining and Alizarin Red S. 摇
Calcium content and alkaline phosphatases (ALP). 摇 Alkaline phosphatase was measured by spectrophotometric measure鄄
ment of p鄄nitorphenol release. 摇 Osteocalcin was detected by radioimmunoassay. 摇 The content of lactate dehydrogenase
(LDH) was measured. 摇 The cardiomyocyte apoptosis was detected by flow cytometry. 摇 The expression levels of glucose
regulated protein 78 (GRP78) / cysteine鄄containing aspartate鄄specific proteases鄄12 (Caspase鄄12) / osteoprotegerin (OPG)
mRNA were detected by quantitative real鄄time polymerase chain reaction ( qRT鄄PCR). 摇 摇 Results 摇 The immunocyto鄄
chemical stain for smooth muscle 琢鄄actin confirmed cardiomyocytes phenotype and the multicellular nodules spontaneously
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appeared in cardiomyocytes culture. 摇 ALP activity and the content of calcium and osteocalcin in calcified myocardial cells
was increased by 138% and 136郾 9% (all P <0郾 05), respectively, compared with control. 摇 The apoptotic rate and the lev鄄
els of LDH was also significantly increased. 摇 Compared to untreated cells, the mRNA levels of GRP78 and Caspase鄄12 in鄄
creased in CMC, but the mRNA levels of OPG decreased. 摇 Adiponectin elevated the level of OPG mRNA, but suppressed
ALP activity, the content of calcium, osteocalcin secretion and decreased mRNA levels of GRP78 and Caspase鄄12 in a dose鄄
dependent manner. 摇 摇 Conclusion摇 Adiponectin inhibits calcification in cultured rat neonatal cardiomyocytes via reducing
endoplasmic reticulum stress鄄induced apoptosis and plays a protective role by extenuation of cardiomyocytes calcification.

摇 摇 心血管组织的钙化是高血压、动脉粥样硬化、糖
尿病血管病变和肾性心血管病的重要危险因素[1]。
研究发现心血管组织钙化是钙磷沉积于心肌和血管

平滑肌细胞,使心血管细胞向成骨样细胞表型转化

的主动过程,受到体内许多因素的调控[2]。 脂联素

具有抗动脉粥样硬化、抗炎、增加机体对胰岛素敏感

性、抗糖尿病等作用,是心血管疾病的保护因子[3]。
Duan 等[4]研究证实内质网应激(endoplasmic reticu鄄
lum stress,ERS)介导的凋亡参与血管钙化,但脂联

素是否通过减轻 ERS 来减轻心肌细胞钙化尚未见

文献报道。 本研究采用离体纯化培养的乳鼠心室肌

细胞建立心肌细胞钙化模型,在细胞水平观察脂联

素对心肌细胞钙化损伤的影响,同时在基因水平观

察 ERS 指标葡萄糖调节蛋白 78 ( glucose regulated
protein 78,GRP78)和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 12
( cysteine鄄containing aspartate鄄specific proteases鄄12,
Caspase鄄12)的表达变化,探讨脂联素是否通过减轻

ERS 来抑制心肌细胞钙化,为心血管组织钙化的防

治提供理论依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

1郾 1郾 1摇 动物 摇 摇 SD 新生大鼠(1 ~ 3 天),雌雄不

限,由山西医科大学实验动物中心提供。
1郾 1郾 2摇 主要试剂摇 摇 重组人脂联素(R&D 公司)、
DEME 培养基(Gibco 公司)、胎牛血清(杭州四季青

公司)、兔抗人 琢 肌动蛋白一抗(Acris 公司)、异硫

氰酸荧光素( fluorescein isothiocyanate,FITC)标记的

羊抗兔二抗(Solarbio 公司)、茁鄄甘油磷酸钠(茁鄄glyc鄄
erophosphate,BGP)(Sigma 公司,美国)、茜素红 S 染

料(上海江莱生物科技有限公司)、碱性磷酸酶(al鄄
kaline phosphatase,ALP)和乳酸脱氢酶( lactate dehy鄄
drogenase,LDH)活性测定试剂盒(南京建成生物工

程研究所)、骨钙素测定试剂盒(上海研吉生物科技

有限公司)、Annexin V鄄FITC 流式检测试剂盒(北京

四正柏生物科技有限公司),其余试剂均为国产分

析纯产品。

1郾 2摇 鼠心室肌细胞的原代培养及纯化

选取出生 1 ~ 3 天的 SD 乳鼠,采用 Webster 等

报道的方法并加以适当的改进,无菌条件下开胸取

心脏剪碎,采用域型胶原酶消化、差速贴壁培养,调
整细胞浓度到 1 伊 106 个 / cm3,接种于培养板。 取原

代培养 72 h 的心肌细胞进行实验。
1郾 3摇 原代心肌细胞的鉴定

倒置显微镜下观察细胞形态及自发搏动情况。 针

对胞浆中心 琢 肌动蛋白,采用 琢 肌动蛋白一抗与 FITC
羊抗兔 IgG(荧光二抗)免疫荧光法鉴定心肌细胞。
1郾 4摇 实验分组

实验分 3 组:(1)对照组:心肌细胞正常培养;
(2)钙化组:采用 Shioi 等描述的方法在含 10%胎牛

血清的 DMEM 培养基中加入 10 mmol / L BGP、10
mmol / L 丙酮酸钠连续培养 10 天,每 2 ~ 3 天换液 1
次;(3)脂联素 +钙化组:脂联素分别用不同的浓度

(3、10、20、30 mg / L)与心肌细胞孵育 48 h,余同钙

化组。
1郾 5摇 钙化心肌细胞染色

根据文献方法对钙化心肌细胞( calcified myo鄄
cardial cells,CMC)染色。 (1)茜素红 S 染色:冰丙酮

固定细胞爬片 20 min,浸入 1% 茜素红溶液内 30
min,0郾 2%醋酸溶液快速冲洗 1 次,滤纸吸干。 系列

乙醇脱水,二甲苯固定、封片。 钙盐沉积处被染为橘

红色。 (2)Von Kossa 染色:冰丙酮固定细胞爬片 20
min,浸入 5%硝酸银溶液,避光室温孵育 15 min,紫
外线灯下照射 10 min,蒸馏水冲洗后浸入 5% 硫代

硫酸钠溶液内 1 min,蒸馏水充分洗涤,最后用 1%
碱性品红复染 1 min。 钙盐沉积处被染为黑色。
1郾 6摇 生化指标测定

1郾 6郾 1摇 碱性磷酸酶测定摇 摇 取上述方法培养的心

肌细胞,加入适量 1% Triton X鄄100 生理盐水,4益放

置 24 h,超声波处理 20 s 后反复吹打,使细胞充分

破裂,离心后取上清采用 ALP 检测试剂盒测量 ALP
活性。 同时取少量样品采用 Bradford 蛋白浓度测定

试剂盒测量蛋白含量,校正 ALP 活性。
1郾 6郾 2摇 钙含量测定摇 摇 按照上述步骤收集上清,采
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用钙测定试剂盒测量细胞钙含量。 同时取少量样品

采用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒测量蛋白含量,
校正钙含量。
1郾 6郾 3摇 骨钙素测定摇 摇 取上述心肌细胞培养上清

液,用酶联免疫吸附法 ( enzyme鄄linked immunosor鄄
bent assay,ELISA)检测上清液中骨钙素含量,Brad鄄
ford 方法测定细胞内总蛋白量,校正骨钙素含量。
1郾 6郾 4摇 乳酸脱氢酶的测定摇 摇 用试剂盒检测细胞

培养液 LDH 的活性,LDH 的活性用 u / L 表示。
1郾 7摇 心肌细胞凋亡率的测定

用 0郾 125%胰蛋白酶制备单细胞悬液,用膜联

蛋白吁/ 碘化丙啶(Annexin 吁 / PI)双染色标记法进

行流式细胞仪检测细胞凋亡百分率。
1郾 8摇 定量实时聚合酶链反应测定 mRNA 表达量

定量实时聚合酶链反应( quantitative real鄄time
polymerase chain reaction,qRT鄄PCR)测定方法如下:

采用 RNAiso plus 提取总 RNA,紫外分光光度计测

定 RNA 量,吸光度 (A260 / 280 ) 均在 1郾 7 ~ 2郾 0。 将

RNA 反转录成 cDNA,进行两步法扩增,PCR 反应体

系为 20 滋L:cDNA 1 滋L,RNA 上下游引物各 0郾 5
滋L,2 伊 Mix 8 滋L,实验引物依据文献检索及 Primer
5郾 0 软件进行设计并验证,由上海生工生物有限公

司进行合成。 扩增程序:95益 30 s,95益 5 s,60益
34 s,40 个循环。 使用 ABI Prism 7000 荧光定量

PCR 分析仪进行扩增及定量分析。 反应结束后,确
认实时 PCR 的扩增曲线和溶解曲线,各组 PCR 均

重复 3 次。 用 2 -吟吟Ct(Ct 表示反应体系中荧光信号

的强度值,吟Ct =目的基因 Ct -参照基因 Ct,吟吟Ct
=待测样本吟Ct - 校准样本吟Ct, 2 -吟吟Ct表示实验

组目的基因的表达相对于对照组的变化倍数)方法

进行 mRNA 相对定量分析(表 1)。

表 1. GRP78、Caspase鄄12、OPG、GAPDH 引物序列

Table 1. Primer sequence of GRP78, Caspase鄄12, OPG and GAPDH

名摇 称 上游引物 下游引物 bp

GRP78 55爷鄄CTGGGTACATTTGATCTGACTGG鄄3爷 5爷鄄GCATCCTGGTGGCTTTCCAGCCATTC鄄3爷 345

Caspase鄄12 5爷鄄GAAGGAATCTGTGGGGTGAA鄄3爷 5爷鄄TCCCTTTGCTTGTGGATACC鄄3爷 181

OPG 5爷鄄GAATGGTCACTGGGCTGTTT鄄3爷 5爷鄄GAGGAAGGAAAGGGCCTATG鄄3爷 272

GAPDH 5爷鄄TGAACGGGAAGCTCACTGG鄄3爷 5爷鄄TCCACCACCCTGTTGCTGTA鄄3爷 307

GAPDH:磷酸甘油醛脱氢酶(glyceraldehyde phosphate dehydrogenase)。

1郾 9摇 统计学处理

数据以x 依 s 表示,使用 SPSS 13郾 0 统计软件对实

验数据进行单因素方差分析,多重比较采用 LSD 法。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 原代培养心肌细胞的形态特征及鉴定

摇 摇 倒置显微镜下可见心肌细胞形态多样,呈梭形、
三角形或星形,核呈卵圆形并居中,折光性强(图
1A)。 细胞伸出伪足,成簇生长,并可见明显的同步

节律性搏动。 荧光倒置显微镜下,心肌 琢 肌动蛋白

免疫荧光可见胞浆呈现黄绿色荧光(图 1B),符合

心肌细胞的特征。
2郾 2摇 钙化心肌细胞的形态特征

倒置显微镜观察:随着培养时间延长,单纯钙化

组细胞内颗粒增多,透明度下降,少数细胞胞质内出

现空泡,少量细胞脱落死亡,细胞层出现弥漫分布的

点、片状黑色沉淀物。 茜素红染色时,与对照组(图
2A1)相比,钙化组(图 2A2)可见许多橘红色深染区

散在分布于细胞间,部分呈结节状,从而证实细胞层

出现明显的钙盐沉积。 Von Kossa 染色时,与对照组

(图 2B1)相比,钙化组(图 2B2)可见细胞间散在分

布着许多黑色沉着区。
2郾 3摇 碱性磷酸酶活性、钙含量、骨钙素和乳酸脱氢

酶活性

钙化组 ALP 活性和钙含量较对照组明显升高

(P < 0郾 01),不同浓度脂联素组 ALP 活性和钙含量

明显低于钙化组(P < 0郾 05),且脂联素的作用呈现

剂量依赖关系(表 2)。
2郾 4摇 心肌细胞凋亡率

对照组细胞生长良好,钙化组出现大量凋亡细

胞,并有部分坏死细胞,与对照组相比差别显著(P
< 0郾 01)。 不同浓度的脂联素预处理后在流式图中

B4 区和 B2 区的细胞分布均明显减少,即减少了细

胞钙化造成的凋亡和坏死,凋亡率均较钙化组明显

减低(P < 0郾 05),且脂联素的作用呈现剂量依赖关

系(表 3 和图 3)。
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图 1. 原代培养乳鼠心肌细胞及鉴定( 伊 200) 摇 摇 A 为原代培养乳鼠心肌细胞,B 为 琢 肌动蛋白免疫荧光染色对心肌细胞的鉴定。

Figure 1. Primary culture and identification of neonatal rat cardiomyocytes

图 2. 钙化心肌细胞的形态特征( 伊 200) 摇 摇 A1 为对照组茜素红染色,A2 为钙化组茜素红染色;B1 为对照组 Von Kossa 染色,B2 为钙化

组 Von Kossa 染色。

Figure 2. Calcification morphological characteristics of cardiomyocytes

表 2. 各组心肌细胞 ALP、钙含量、骨钙素和 LDH 比较(x 依 s,n = 4)
Table 2. Comparison of the ALP, calcium, osteocalcin, and LDH level in different groups

分摇 组 ALP(ku / g) 钙含量(mmol / g) 骨钙素(滋g / L) LDH(u / L)

对照组 48郾 92 依 4郾 46 41郾 01 依 14郾 10 8郾 63 依 3郾 32 20郾 28 依 1郾 67
钙化组 320郾 68 依 13郾 66a 340郾 73 依 17郾 20a 96郾 48 依 4郾 58a 64郾 14 依 2郾 00a

3 mg / L 脂联素 +钙化组 278郾 00 依 11郾 53ab 307郾 43 依 23郾 82ab 307郾 43 依 23郾 82ab 78郾 41 依 1郾 06ab

10 mg / L 脂联素 +钙化组 237郾 08 依 8郾 61ab 276郾 52 依 7郾 28ab 64郾 38 依 2郾 93ab 126郾 08 依 7郾 29ab

20 mg / L 脂联素 +钙化组 204郾 95 依 4郾 73ab 246郾 97 依 4郾 22ab 44郾 11 依 4郾 24ab 177郾 18 依 9郾 54ab

30 mg / L 脂联素 +钙化组 152郾 12 依 10郾 85ab 205郾 06 依 3郾 28ab 21郾 34 依 1郾 51ab 234郾 47 依 14郾 20ab

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与钙化组比较。

表 3. 各组心肌细胞凋亡率比较(x 依 s,n = 4)
Table 3. Apoptotic rates of cardiomyocytes in different
groups

分摇 组 n 凋亡率

对照组 4 2郾 65% 依 1郾 16%
钙化组 4 26郾 43% 依 1郾 74% a

3 mg / L 脂联素 +钙化组 4 21郾 12% 依 1郾 28% ab

10 mg / L 脂联素 +钙化组 4 15郾 57% 依 1郾 10% ab

20 mg / L 脂联素 +钙化组 4 11郾 46% 依 0郾 94% ab

30 mg / L 脂联素 +钙化组 4 8郾 43% 依 1郾 20% ab

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与钙化组比较。

2郾 5摇 葡萄糖调节蛋白 78、半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶 12、骨保护素 mRNA 的表达

钙化组 GRP78 mRNA、Caspase鄄12 mRNA 表达明

显增加(P < 0郾 01),骨保护素(osteoprotegerin,OPG)
mRNA 表达明显减少(P < 0郾 01;图 4);不同浓度脂联

素组 GRP78 mRNA、Caspase鄄12 mRNA 表达明显低于

钙化组(P <0郾 05),OPG mRNA 表达明显高于钙化组

(P < 0郾 05),且随着脂联素浓度的增大,GRP78 mR鄄
NA、Caspase鄄12 mRNA 表达量减低,OPG mRNA 表达
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量增加,脂联素的作用呈现剂量依赖关系。

图 3. 各组心肌细胞凋亡

Figure 3. Apoptotic of cardiomyocytes in different groups

图 4. 各组心肌细胞 GRP78、Caspase鄄12、OPG mRNA 的表达

(x 依 s,n = 4) 摇 摇 1 为对照组,2 为钙化组,3 为 3 mg / L 脂联素 +
钙化组,4 为 10 mg / L 脂联素 + 钙化组,5 为 20 mg / L 脂联素 + 钙化

组,6 为 30 mg / L 脂联素 + 钙化组。 a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b
为 P < 0郾 05,与钙化组比较。

Figure 4. Quantitative Real鄄time PCR showed GRP78,
Caspase鄄12 and OPG mRNA expression in different groups

3摇 讨摇 论

异位钙化是指非骨组织钙化,伴有或者不伴有

组织坏死和损伤。 心血管组织钙化是比较常见的一

种异位钙化,与动脉粥样硬化、心肌梗死、脑卒中、猝
死等临床疾病息息相关,是导致心、脑血管事件的重

要危险因子。 研究发现心血管组织钙化是类似于骨

基质矿化的主动、可调控过程[5]。 随心血管组织钙

化进展,钙化心肌细胞失去了心肌细胞原有表型特

征,而具备成骨细胞的特征和功能,合成并分泌多种

骨特异性蛋白,出现成骨细胞的特征性基因表达。
碱性磷酸酶是基质小泡的重要组成,广泛存在

于全身的血管中,是钙盐形成过程中重要的酶。 研

究发现,生物钙化过程中 ALP 可水解各种磷酸酯

键,增加局部羟磷灰石晶体中磷酸盐浓度,为磷酸钙

结晶的生成提供原料;此外 ALP 还可水解焦磷酸

盐,解除其对磷酸钙生成的抑制作用[6]。 骨钙素为

体内最丰富的非胶原类骨基质蛋白,是骨细胞成熟

的晚期标志之一。 骨钙素可促进骨吸收并抑制矿

化,调节骨矿含量,特别是羟基磷灰石结晶的排列。
ALP 和骨钙素是成骨细胞的表型特征,在心血管组

织钙化中起重要作用[7]。
脂联素是脂肪细胞特异性分泌的生物活性多

肽,具有抗糖尿病、抗炎、抗动脉粥样硬化斑块形成、
保护血管的生理效应[8]。 研究发现血清脂联素水

平与冠状动脉钙化程度呈负相关,血清脂联素水平

降低预示冠状动脉钙化恶化,而脂联素水平升高可

减缓心血管病变进一步发生[9,10]。 Berner 等[11] 研

究发现成骨细胞有脂联素及其受体的表达,提示脂

联素可能参与了动脉钙化的调节过程。 OPG 即破

骨细胞生成抑制因子,是肿瘤坏死因子受体家族的

一员,可在体内外调节破骨细胞的形成、分化、存活

并诱导其凋亡。 OPG 基因敲除小鼠出生后出现早

期的全身性骨质疏松和主动脉中层钙化[12]。 研究

发现 OPG 能抑制动脉粥样硬化病变扩大和动脉钙

化[13]。 因此 OPG 既是骨代谢的重要调节因子,又
是重要的血管保护因子,与血管钙化关系密切[14]。

内质网应激与心血管疾病,如动脉粥样硬化、心
肌缺血和心肌病等的发生和发展密不可分。 研究表

明内质网应激是一种自我保护性机制,通过上调分

子伴侣 GRP78 来发挥保护作用,GRP78 被认为是内

质网稳态的中心调节剂[15],也被认为是内质网应激

的标志。 过度 ERS 可以诱导细胞凋亡从而加重细

胞损伤,Caspase鄄12 激活是触发内质网应激相关凋

亡途径的重要信号转导通路,在 ERS 时被特异性激

活而诱导细胞凋亡。 近年内质网应激凋亡信号途径

在心血管组织钙化诱发细胞凋亡机制中的作用已引

起广泛重视。
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茁鄄甘油磷酸钠是体内有机磷供体,提供富含钙

磷的微环境,诱导细胞聚集形成多细胞结节,促进钙

磷沉积于细胞内和组织间[10]。 因此本实验采用

BGP 诱导离体培养的新生乳鼠心肌细胞形成钙化

心肌细胞,使正常的心肌细胞转化为成骨细胞样表

型,观察脂联素对钙化心肌细胞损伤的影响。 结果

发现离体培养的乳鼠心肌细胞可以形成明显细胞矿

化结节,钙含量、ALP 活性和骨钙素含量较对照组明

显增加,标志着局部细胞发生成骨细胞样分化,表明

细胞已具备矿化的能力。 心肌细胞钙化后细胞凋亡

率显著增加,内质网应激指标 GRP78 和 Caspase鄄12
mRNA 水平明显增加,血管保护因子 OPG mRNA 水

平明显降低;而脂联素预处理后再进行心肌细胞钙

化,上述改变均能得到较大程度地逆转,并且呈现一

定的浓度依赖性。 这些结果证实脂联素可促进血管

保护因子 OPG 的表达,减轻心肌细胞钙化,抑制心

肌细胞表型向成骨细胞样表型转化,其可能作用靶

点在内质网,通过减轻内质网应激,改善内质网功能

的稳态进一步减少心肌细胞凋亡来发挥心血管保护

作用,为动脉粥样硬化、心肌梗死等疾病的细胞保护

治疗提供了新的方向。
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