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刺囊酸对缺氧复氧诱导心肌细胞凋亡相关基因表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究刺囊酸预处理对原代培养的 SD 乳鼠心肌细胞缺氧复氧损伤诱导的心肌细胞凋亡相关基

因 Bcl鄄2、Bax 及聚二磷酸腺苷核糖聚合酶(PARP 89 kDa)表达的影响。 方法摇 实验随机分为 6 组:对照组,缺氧复

氧损伤组,缺氧预处理组及低、中、高剂量刺囊酸组(0郾 5 滋mol / L、5 滋mol / L 和 50 滋mol / L),分别予以缺氧 3 h 后再

复氧 2 h,检测细胞存活率、乳酸脱氢酶(LDH)活性,Western Blot 杂交法检测心肌细胞 Bcl鄄2、Bax 及 PARP(89 kDa)
蛋白表达变化。 结果摇 与对照组比较,缺氧复氧损伤组心肌细胞 Bcl鄄2 蛋白表达显著低于对照组(P < 0郾 01),Bax
蛋白及 PARP(89 kDa)表达显著高于对照组( P < 0郾 01),细胞存活率明显低于对照组( P < 0郾 05)。 与缺氧复氧损

伤组比较,不同剂量的刺囊酸预处理能显著提高细胞存活率,降低 LDH 活性,呈剂量依赖性;中剂量刺囊酸显著增

加 Bcl鄄2 蛋白表达 (P < 0郾 05),抑制 Bax 及 PARP(89 kDa)蛋白表达(P < 0郾 05)。 结论摇 刺囊酸预处理可通过上调

Bcl鄄2 蛋白表达,抑制 PARP(89 kDa)及 Bax 蛋白表达,抑制细胞凋亡,对抗心肌细胞缺氧复氧损伤。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effects of Echinocystic acid on the protein expression of apoptosis鄄associated Bcl鄄
2, Bax and PARP (89 kDa) in the primary cultured rat cardiomyocytes subjected to anoxia / reoxygenation injury. 摇 摇
Methods摇 The cardiomyocytes were divided into normal group, anoxia / reoxygenation injury group, anoxia / reoxygenation
preconditioning group, different concentration Echinocystic acid groups (0郾 5 滋mol / L, 5 滋mol / L and 50 滋mol / L). 摇 Car鄄
diomyocytes were subjected to anoxia for 3 hours and subsequently reoxygenation for 2 hours. 摇 Cell viability and LDH ac鄄
tivity in medium were measured. 摇 The expression o f Bcl鄄2 and the apoptotic protein Bax and PARP (89 kDa) were detec鄄
ted by Western Blot. 摇 摇 Results摇 Compared with that of the control group, the expression of Bcl鄄2 protein in cardiomyo鄄
cytes decreased significantly (P < 0郾 01) and the expression of Bax protein and PARP (89 kDa) in cardiomyocytes in鄄
creased significantly (P < 0郾 01) after reoxygenation. 摇 Cell viability decreased obviously (P < 0郾 05). 摇 Compared with
that of the anoxia / reoxygenation group, pretreatment with different concentration Echinocystic acid decreased LDH activity
and increased cell viability(P < 0郾 05), the expression of Bcl鄄2 protein in the Echinocystic acid (5 滋mol / L) groups in鄄
creased significantly (P < 0郾 05) and the expression of Bax protein decreased significantly (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇
The antiapopotic effects of Echinocystic acid might be attributed to the up鄄regulated expression of Bcl鄄2 gene and the inhibi鄄
ted expression of Bax and PARP(89 kDa) gene expression.
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摇 摇 研究表明凋亡是急性心肌缺血再灌注过程中

细胞的死亡形式之一[1],而细胞凋亡的发生受多种

基因表达的调控,其中 Bcl鄄2、Bax 及聚二磷酸腺苷

核糖聚合酶[PARP(89 kDa)]基因表达变化与凋亡

的关系倍受关注。 设想通过药物干预凋亡相关基

因的表达,以降低缺血再灌注过程中心肌细胞发生

凋亡的程度,从而可为缺血再灌注损伤的防治提供

新方法。 刺囊酸(Echinocystic acid)可以显著抑制

大鼠肝星状细胞系 HSC / T6 的增殖,具有抗肝纤维

化活性[2],还具有诱导 HepG2 及 HL鄄60 凋亡作

用[3,4],另外,对异丙肾上腺素及加压素诱导的大鼠

急性心肌缺血模型具有保护作用,可以防止 ST 段

压低[5],尚未见是否对心肌缺血再灌注损伤凋亡作

用的影响之报道。 本研究旨在观察刺囊酸对缺氧

复氧(anoxia / reoxygenation,A / R)诱导心肌细胞凋亡

相关基因 Bcl鄄2、Bax 及 PARP(89 kDa)表达的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 仪器

摇 摇 SW鄄CJ鄄2FD 型超净化工作台(苏州苏净集团安

泰公司);METTLER AE260 电子天平 (美国 MET鄄
TLER 公司);Thermo Multiskan MK3 型酶标仪、Ther鄄
mo Scientific Series 8000 CO2 培养箱(美国 Thermo
公司);DU640 紫外分光核酸蛋白分析仪 (美国

BECKMAN 公司);Mini鄄PROTEAN3 电泳系统、Mini
Trans鄄Blot 转移系统(美国 Bio鄄Rad 公司)。
1郾 2摇 试药

刺囊酸单体 (南京春秋生物工程有限公司,批
号:510鄄30鄄5鄄201101,纯度 98% ,规格 5 mg / 支);
MTT(美国,Ameresco 公司产品,批号:20110228);
乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒(南京建成生物工程研究

所产品,批号:20110229);Bcl鄄2、Bax、茁鄄actin 小鼠抗

大鼠多克隆抗体及 PARP 兔抗大鼠多克隆抗体和羊

抗小鼠 IgG 抗体(二抗)、羊抗兔(二抗)(美国,Santa
Cruz 公司产品,批号 sc鄄7382,批号 sc鄄4239,批号 sc鄄
4634,批号 sc鄄4409,批号 sc鄄4012);其它试剂均为分

析纯标准。
1郾 3摇 动物

SD 新生大鼠(1 ~ 3 天),体重 5 ~ 10 g,雌雄不

拘(合格证号 SCXK20110011),由中山大学实验动

物中心提供。
1郾 4摇 心肌细胞的分离培养

取出乳鼠心脏,剪碎 0郾 1%胰酶消化,用含 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基混悬后置 CO2 培养箱培

养 2 h,将悬浮的心肌细胞过 200 目不锈钢网,计算

细胞悬液中台盼蓝负染的活细胞数,达 90%以上进

行培养。 头 3 天加入终浓度为 0郾 1 mmol / L BrdU 抑

制纤维细胞生长,培养第 4 天随机分组进行实验。
1郾 5摇 MTT 试验

取对数期生长的细胞接种于 96 孔板,每孔 1 伊
105 个细胞,细胞贴壁后,用 MTT 试验法筛选出刺囊

酸 0郾 5 滋mol / L ~ 80 滋mol / L 药物无毒的浓度用于

实验。
1郾 6摇 实验分组

实验随机分为 6 组。 对照组:换正常培养液持

续 5%CO2、37益孵育 5 h。 缺氧复氧损伤组:按本实

验室报道的方法[6],用模拟缺氧缺糖溶液轻洗三

次,换用模拟缺氧缺糖溶液将培养板置于持续 95%
N2、5%CO2 平衡的缺氧密闭容器中 37益孵育 3 h,
再换上模拟再灌注液,以 95% O2、5% CO2 进行复氧

37益孵育 2 h。 缺氧预处理组:缺氧 10 min,再复氧

10 min,重复三次,进行 A / R 操作。 低、中、高剂量

刺囊酸组:各孔分别加入终浓度为 0郾 5 滋mol / L、5
滋mol / L 和 50 滋mol / L 的刺囊酸预处理 1 h 之后,进
行 A / R 操作。
1郾 7摇 细胞存活率检测

培养于 96 孔培养板心肌细胞,接种密度为 105

个细胞。 实验结束后各组每孔加入 MTT 溶液(5 g /
L)20 滋L,孵育 4 h,每孔加入 150 滋L DMSO,振荡 10
min,选择 490 nm 波长,在酶联免疫检测仪上测定各

孔光吸收值。 设不加细胞只加孵育液的空白对照。
取 8 孔平均值计算细胞存活率,细胞存活率 = (试
验组光吸收值 / 对照组光吸收值) 伊 100% 。
1郾 8摇 乳酸脱氢酶活性检测

实验结束后各组分别取孵育液 200 滋L,用试剂

盒测量 LDH 的活性。
1郾 9摇 心肌细胞 Bcl鄄2、Bax 及 PARP(89 kDa)蛋白含

量的测定

实验结束后,用预冷 PBS 洗涤各组细胞,分别

按试剂盒方法提取总蛋白和核蛋白,按 Lowrry 法进

行蛋白定量,用 15% 分离胶和 5% 积层胶制胶,加
样,电泳 70 min (恒压 80 V 15 min,恒压 180 V 50
min),电转移 120 min (恒流 200 mA)后,膜取出放

入 1%脱脂奶粉中封闭(4益过夜)。 再分别取 Bcl鄄
2、Bax 或 茁鄄actin (内标) 小鼠抗大鼠一抗 (效价

1颐 2000),PARP(89 kDa)一抗与膜孵育 3 h,洗膜后

再与羊抗小鼠二抗或羊抗兔(二抗) (效价 1颐 1000)
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孵育 2 h,用增强化学发光试剂进行显色及摄片处

理,美 国 GDS鄄8000 UVP 成 像 仪 成 像, 用 LAB
WOEK45 软件分析条带灰度值,以各组灰度值进行

统计分析,重复实验 3 次。
1郾 10摇 数据处理

各实验组数据均以x + s 表示,并根据资料性质

分别进行 字2 检验、方差分析及组间 t 检验,P < 0郾 05
为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 刺囊酸对缺氧复氧损伤后心肌细胞存活率及

LDH 活性的影响

与对照组相比,缺氧复氧损伤组细胞存活率明

显降低,LDH 活性显著升高(P < 0郾 01);与缺氧复氧

损伤组相比,缺氧预处理组及低、中、高剂量刺囊酸

组细胞存活率升高,LDH 活性显著降低,且呈剂量

依赖性,表明刺囊酸预处理可以保护心肌细胞(P <
0郾 01;表 1)。

表 1. 刺囊酸对缺氧复氧损伤后心肌细胞存活率及 LDH 活

性的影响(x + s,n = 8)
Table 1. Effect of Echshinone acid on cell viability and
LDH activity in rat ventricular myocytes subjected to A / R
injury (x + s,n =8)

分摇 组 细胞存活率 LDH (IU / L)

对照组 98郾 12% 依 12郾 43% 2郾 11 依 0郾 89

缺氧复氧损伤组 34郾 56% 依 4郾 67% a 112郾 89 依 20郾 67a

缺氧预处理组 90郾 45% 依 11郾 12% b 11郾 45 依 4郾 06b

低剂量刺囊酸组 52郾 12% 依 7郾 21% b 78郾 34 依 13郾 56b

中剂量刺囊酸组 72郾 56% 依 10郾 23% b 56郾 76 依 8郾 75b

高剂量刺囊酸组 88郾 79% 依 11郾 85% b 29郾 68 依 3郾 23b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与缺氧复氧损伤组比较。

2郾 2摇 刺囊酸对心肌细胞缺氧复氧损伤后 Bcl鄄2、Bax
及 PARP(89 kDa)蛋白表达的影响

从表 1 结果呈剂量依赖性诱导出心肌细胞保护

作用,故可选择中剂量组进行实验,结果表明,缺氧

复氧损伤组心肌细胞 Bcl鄄2 蛋白表达显著低于对照

组(P < 0郾 01),Bax 及 PARP(89 kDa)蛋白表达显著

高于对照组(P < 0郾 01);而与缺氧复氧损伤组比较,
中剂量刺囊酸能显著增加 Bcl鄄 2 蛋白表达(P <
0郾 05),抑制 Bax 及 PARP(89 kDa)蛋白表达(P <
0郾 05;表 2 和图 1)。

表 2. 刺囊酸对缺氧复氧损伤后心肌细胞 Bcl鄄2、Bax 及

PARP(89 kDa)蛋白表达的影响(x + s,n = 3)
Table 2. Effect of Echshinone acid on relative expression of
Bcl鄄2, Bax and PARP (89 kDa) in cultured cardiomyocytes
subjected to A / R injury (x + s,n =3)

分摇 组 Bcl鄄2 Bax PARP

对照组 36郾 56 依 5郾 78 44郾 33 依 6郾 97 13郾 29 依 5郾 45

缺氧复氧损伤组 9郾 80 依 1郾 24a 79郾 34 依 14郾 90a 47郾 43 依 9郾 98a

缺氧预处理组 35郾 21 依 6郾 13b 50郾 73 依 10郾 81b 17郾 67 依 4郾 11b

中剂量刺囊酸组 32郾 37 依 5郾 98b 51郾 56 依 10郾 23b 23郾 63 依 5郾 04b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与缺氧复氧损伤组比较。

图 1. 各种处理对心肌细胞 Bcl鄄2、Bax 及 PARP(89 kDa)蛋白

表达的影响摇 摇 1 为对照组,2 为缺氧复氧损伤组,3 为缺氧预处

理组,4 为中剂量刺囊酸组。

Figure 1. Effect of anoxia and reoxygenation and other
treatments on the expression of Bcl鄄2, Bax and PARP(89
kDa) in cultured cardiomyocytes

3摇 讨摇 论

心肌细胞缺氧再复氧时,产生大量氧自由基,
造成细胞膜脂质过氧化,膜通透性增加,胞内酶

LDH 等漏出,LDH 漏出量的多少能反映细胞膜的受

损程度[1]。 本研究发现,刺囊酸预处理 24 h 后,呈
剂量依赖性使细胞存活率升高,LDH 显著降低,有
效对抗缺氧再复氧损伤。

细胞凋亡发生过程中有多种促凋亡和抗凋亡

的蛋白相互作用,两者失调导致细胞凋亡[7]。 Bcl鄄2
蛋白是一种重要的抗凋亡蛋白,主要在凋亡的上游

过程发挥作用,Bcl鄄2 蛋白与 Bax 蛋白结合形成异二

聚体,抑制了 Bax 蛋白的促凋亡作用,此二聚体成为

细胞死亡信号通路上的分子开关[8]。 本实验结果

表明,刺囊酸可以上调 Bcl鄄2 蛋白表达,下调 Bax 蛋

白的表达,最终减少缺氧复氧心肌细胞凋亡。
PARP 是定位在细胞核内,与应激条件下 DNA

修复密切相关的一种酶。 PARP 对于细胞的稳定和
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存活非常重要,PARP 失去酶活力会加速细胞的不

稳定。 PARP 剪切被认为是细胞凋亡的一个重要指

标,也通常被认为是 Caspase鄄3 激活的指标[9,10]。 本

实验结果表明,在心肌细胞受到氧化刺激时损伤细

胞 DNA,胞内 DNA 的损伤激发应激蛋白 PARP 的活

性,使其表达增加,超过其修复 DNA 损伤能力,而刺

囊酸预处理后,能显著抑制 PARP(89 kDa)蛋白表

达,使 DNA 损伤程度降低,修复损伤以利于细胞功

能的恢复。
本研究结果证明刺囊酸预处理可通过上调 Bcl鄄

2 蛋白表达,抑制 Bax 蛋白活性,进而抑制心肌细胞

在缺氧复氧损伤时细胞凋亡。
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