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色甘酸钠对大鼠心肌梗死后心肌凋亡及凋亡蛋白的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究肥大细胞脱颗粒程度对心肌梗死后的心肌凋亡及心肌纤维化的影响,探讨细胞凋亡机制在

心肌梗死后心室重构中的作用。 方法摇 建立雄性 SD 大鼠心肌梗死模型,分成假手术组(n = 6)、模型组(n = 8)、色
甘酸钠组(n = 7)。 术后 4 周,留取心肌标本行 TUNEL 染色观察心肌细胞凋亡指数(AI),Masson 染色检测心肌胶

原容积分数(CVF),Western blot 法检测 Caspase鄄3、Bcl鄄2 和 Bax 蛋白表达。 结果摇 与假手术组相比,模型组、色甘酸

钠组在 AI、CVF、Caspase鄄3 及 Bax 蛋白表达量等方面均显著升高(P < 0郾 05),Bcl鄄2 蛋白表达明显下降;色甘酸钠组

与模型组相比,AI、CVF、Caspase鄄3 及 Bax 蛋白表达量均有所下降(P < 0郾 05),Bcl鄄2 蛋白有所升高,但两者差异无统

计学意义(P = 0郾 127)。 AI 与 CVF 呈正相关( r = 0郾 769,P < 0郾 01)。 结论摇 心肌梗死后心肌凋亡显著增加,抑制肥

大细胞脱颗粒可明显减少心肌凋亡,减轻左心室心肌纤维化程度。
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The Effects of Cromolyn Sodium on Myocardial Apoptosis and Apoptosis Protein af鄄
ter Myocardial Infarction
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To clarify the effects of myocardial apoptosis on ventricular remodeling after myocardial infarc鄄
tion, and to study the effects of mast cell degranulation on myocardial apoptosis and fibrosis. 摇 摇 Methods摇 Myocardial in鄄
farction (MI) model was established in male Sprague鄄Dawley (SD) rats by ligation of left anterior descending coronary ar鄄
tery. 摇 The rats were randomly divided into three groups: sham鄄operated group (n = 6), MI model group (n = 8) and cro鄄
molyn sodium group ( n = 7). 摇 Four weeks after ligation, myocardial apoptosis index (AI), collagen volume fraction
(CVF) and expression level of caspase鄄3, Bcl鄄2 and Bax were obtained. 摇 摇 Results 摇 Compared with sham鄄operated
group, AI, CVF and expression level of caspase鄄3 and Bax in MI model group and cromolyn sodium group increased (P <
0郾 05), but decreased in Bcl鄄2 (P < 0郾 05). 摇 Cromolyn sodium group was decreased in these factors (P < 0郾 05) com鄄
pared with MI model group. 摇 Bcl鄄2 level in cromolyn sodium group was higher than MI model group, but there is no signif鄄
icant difference among these two groups (P = 0郾 127). 摇 The AI was positive correlation with CVF ( r = 0郾 769, P < 0郾 01).
Conclusions摇 Myocardial apoptosis increased after myocardial infarction. 摇 Mast cell degranulation inhibition can decrease
apoptosis and reduced myocardial fibrosis.

摇 摇 心肌梗死(myocardial infarction,MI)是心力衰

竭最重要的致病原因,心肌梗死后,心肌细胞坏死、
凋亡造成心肌数目减少,细胞外基质胶原网络系统

重塑和心室重构导致心力衰竭的发生。 细胞凋亡

是细胞在正常生理或病理状态下发生的一种自发

的、程序化的死亡过程。 细胞凋亡发生时呈现独特

的形态学和生物化学特征,表现为细胞膜完整,细
胞器形态改变较轻,细胞核固缩、断裂,最终形成凋
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亡小体并被巨噬细胞等清除。 近年的研究显示,细胞

凋亡参与MI 心肌细胞的死亡,并在心室重构、心功能

改变过程中起关键作用[1,2]。 而在心肌凋亡的过程中,
肥大细胞扮演的角色还不明确,肥大细胞脱颗粒的长

期抑制对心肌梗死后心肌凋亡的影响尚待确定。 本研

究以心脏肥大细胞(cardiac mast cell,CMC)为切入点,
以肥大细胞稳定剂色甘酸钠诱导 SD 大鼠为研究对象,
探讨色甘酸钠对心肌凋亡的影响及可能的临床应用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 动物分组及构建动物模型

摇 摇 健康雄性 SD 大鼠,体重 250 ~ 300 g,由中山医

科大学动物实验中心提供。 随机分为假手术组(n
= 6)、模型组(n = 8)、色甘酸钠组(n = 7)。 5 天后

制作心肌梗死模型[3]:模型组、色甘酸钠组在肺动

脉圆锥与左心耳根部交界处下 2 ~ 3 mm 处结扎左

冠状动脉前降支,制作大鼠急性心肌梗死(acute my鄄
ocardial infarction,AMI)模型。 以域导联 ST 段弓背

向上抬高为结扎成功的标志,同时术后 2 周测量心

脏 B 超,以心功能减退[射血分数(ejection fraction,
EF) < 50% ]提示建模成功。 假手术组不结扎前降

支,其他步骤同模型组。 色甘酸钠组腹腔注射色甘

酸钠 25 mg / (kg·d),假手术组、模型组腹腔注射等

剂量的生理盐水,时间为术前 5 天至术后 4 周。
1郾 2摇 心脏标本处理

术后 4 周,称量大鼠体重后常规处死。 取大鼠心

脏,在左心室结扎点以下,垂直左心室心肌长轴横切左

心室4 等分,从心尖部向心底部依次取第2 和第4 块心

肌组织。 这两块心肌用中性甲醛固定后,常规石蜡包

埋。 取第1 及第3 块心肌组织保存于 -70益冰箱保存。
1郾 3摇 TUNEL 法检测心肌细胞凋亡

取石蜡包埋组织作心肌横向切片(厚 4 滋m)。
Tunel 法原位标记凋亡细胞核[试剂盒购于美国 Pro鄄
mega(北京)生物技术有限公司]。 切片样本常规脱蜡

入水。 4%甲醛溶液室温固定 15 min。 20 mg / L 蛋白酶

K 室温下消化15 min。 加100 滋L 平衡缓冲液室温平衡

10 min。 加入50 滋L TdT 工作液37益湿盒孵育60 min。
2 伊 SSC 溶液洗涤 15 min 终止反应。 Streptavidin HRP
工作液室温孵育 30 min。 DAB 显色。 水洗残液,苏木

素复染。 分化,返蓝。 切片脱水,二甲苯透明,树脂封

片。 阳性细胞可见胞核裂解,胞质中充满棕黄色物质,
正常细胞核染为蓝色。 每只大鼠观察 2 张切片,每张

切片人工记数 4 个梗死边缘区高倍视野(放大 400 倍)
中的凋亡细胞数,计算凋亡指数(apoptosis index,AI) =

(凋亡细胞 / 心肌细胞) 伊100%。
1郾 4摇 Masson 染色检测心肌纤维化

切片脱蜡至水,Weigert 铁苏木素染 5 ~ 10 min,
流水稍洗,1%盐酸酒精分化,流水冲洗数分钟,丽春

红酸性品红染液染 5 ~10 min,流水稍冲洗,磷钼酸溶

液处理约 5 min,不用水洗,直接用甲苯胺蓝染液复染

5 min,1%冰醋酸处理1 min,95%酒精脱水多次,无水

酒精脱水,二甲苯透明,中性树胶封固。 镜下观察,胶
原纤维染成蓝色,肌纤维染成红色,细胞核为黑色。
每个样本观察 2 个切片,拍照后应用 Image鄄pro Plus
6郾 0 医学图像分析软件计算心肌胶原容积分数(colla鄄
gen volume fraction,CVF) = (胶原面积 / 心肌总面积)
伊100% ,CVF 代表心肌纤维化程度。
1郾 5摇 Western blot 法检测凋亡相关蛋白 Caspase鄄3、
Bcl鄄2、Bax

取 -70益冰箱保存的心肌组织块 100 mg 置于匀

浆器中剪碎,加 500 滋L RIPA 裂解液冰上裂解 30 min,
4益下 14 000 r / min 离心 10 min,取上清液用 BCA 法定

量。 将提取好样品的蛋白溶液和上样缓冲液按 5颐 1 混

合,煮沸5 min。 80 V 恒压电泳50 min,120 V 恒压电泳

至溴酚蓝刚出胶底部止。 取出凝胶,将其放置滤纸上,
形成凝胶转印堆积层。 取出杂交膜,5%脱脂奶粉溶液

室温封闭 1 h,加入稀释后的相应一抗(Caspase鄄3、Bcl鄄
2、Bax 一抗均购于美国 Anbo 生物科技有限公司)37益
孵育 2 h,加入二抗(1颐 8 000)孵育1 h,将化学荧光发光

底物均匀地加到膜的表面,并使反应持续 5 min。 用凝

胶成像仪拍摄条带。 结果分析以磷酸甘油醛脱氢酶

(glyceraldehyde phosphate dehydrogenase,GAPDH)为内

参对目标蛋白上样量进行校正,计算相对表达量 = (目
的条带灰度值 / GAPDH 条带灰度值)。
1郾 6摇 统计学分析

所得结果用医学图像系统分析,所有数据以

x 依 s表示,用 SPSS 13郾 0 对数据进行处理,多组间比

较采用单因素方差分析及 LSD 法。 对心肌凋亡指

数与心肌胶原容积分数进行相关分析,以 P < 0郾 05
为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 色甘酸钠对急性心肌梗死大鼠心肌细胞凋亡

的影响

3 组大鼠心肌组织切片 TUNEL 染色后,梗死边缘

区均可见细胞核碎裂、胞质充满深棕色颗粒的细胞,表
明这些细胞发生了凋亡。 模型组大鼠心肌细胞凋亡指

数为 28郾 50% 依3郾 45%,较假手术组(5郾 33% 依0郾 54%)
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明显升高(P <0郾 01)。 色甘酸钠组大鼠心肌细胞凋亡

指数为 21郾 96% 依 1郾 78%,较模型组明显降低(P <
0郾 01),但仍较假手术组明显升高(P <0郾 01)(图 1)。
2郾 2摇 色甘酸钠对心肌纤维化的影响

Masson 染色切片镜下观察,模型组、色甘酸钠

组均明显可见染成蓝色的胶原纤维,主要分布于梗

死区,而假手术组胶原纤维少见。 色甘酸钠组大鼠

心肌 CVF 为 10郾 54% 依 3郾 73% ,较模型组(14郾 64%
依3郾 78% )明显降低(P < 0郾 05),但仍较假手术组

(0郾 40% 依0郾 12% )明显升高(P < 0郾 01)(图 2)。

图 1. TUNEL 染色检测心肌凋亡( 伊 400) 摇 摇 A 为模型组,B 为色甘酸钠组,C 为假手术组;箭头所指为凋亡细胞。

Figure 1. Tunel staining of myocardial apoptosis( 伊 400)

图 2. Masson 染色显示心肌胶原纤维( 伊 40) 摇 摇 A 为模型组,B 为色甘酸钠组,C 为假手术组;呈蓝色的为胶原纤维。

Figure 2. Massion staining of myocardial collagen fiber( 伊 40)

2郾 3摇 心肌凋亡指数与心肌胶原容积分数相关性

分析

相关分析表明,心肌凋亡指数与心肌胶原容积

分数呈正相关( r = 0郾 769,P < 0郾 01;图 3)。
2郾 4摇 色甘酸钠对心肌组织 Caspase鄄3 表达的影响

Western blot 结果可见,各组在 36 kDa 处均有

显色的 GAPDH 条带,各泳道显色基本均一,说明各

泳道上样量基本一致。 可见两条 Caspase鄄3 蛋白特

异条 带, 分 别 为 Caspase鄄3 前 体 及 活 性 裂 解 体

(Cleaved Caspase鄄3)。 Caspase鄄3 前体及裂解体在模

型组及色甘酸钠组均比假手术组显著升高 (P <
0郾 01);与模型组比较,色甘酸钠组的相对表达量显

著降低(P < 0郾 01)(表 1、图 4)。
2郾 5摇 色甘酸钠对心肌组织 Bcl鄄2、Bax 蛋白表达的

影响

Bax 蛋白在模型组(0郾 83 依 0郾 26)与色甘酸钠组

(0郾 45 依0郾 21)中的相对表达量均比假手术组(0郾 12 依
0郾 09)明显升高(P < 0郾 05),色甘酸钠组的 Bax 蛋白相

对表达量比模型组显著下降(P <0郾 01)。 Bcl鄄2 蛋白在

模型组(0郾 59 依0郾 20)与色甘酸钠组(0郾 86 依0郾 35)中的

相对表达量均低于假手术组(1郾 26 依0郾 43)(P <0郾 05);
与模型组相比,色甘酸钠组 Bcl鄄2 蛋白相对表达量有升

高的趋势,但差异无统计学意义(P =0郾 127)(图 5)。

表 1. Caspase鄄3 及其活性裂解体在各组的相对表达量

Table 1. Expression of caspase鄄3 and cleaved caspase鄄3 in
each group

分摇 组 Caspase鄄3 Cleaved Caspase鄄3
模型组(n = 8) 0郾 50 依 0郾 09a 0郾 82 依 0郾 10a

色甘酸钠组(n = 7) 0郾 39 依 0郾 09ab 0郾 57 依 0郾 13ab

假手术组(n = 6) 0郾 21 依 0郾 04 0郾 34 依 0郾 03

a 为 P < 0郾 01,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 01,与模型组比较。
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图 3. 心肌凋亡指数与心肌胶原容积分数的相关性分析

Figure 3. Correlation analysis of apoptosis index and colla鄄
gen volume fraction

图 4. Caspase鄄3 在各组的相对表达量摇 摇 A 为模型组,B 为色

甘酸钠组,C 为假手术组。

Figure 4. Expression of caspase鄄3 in each group

3摇 讨摇 论

心脏中含有大量的 CMC,CMC 通过释放 5 羟色

胺(5鄄hydroxytryptamine,5鄄HT)、组胺、肿瘤坏死因子 琢
(tumor necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)等炎症介质[4],启动

炎症级联反应,损害心肌收缩功能、组织完整性和电

生理活动[5]。 色甘酸钠是一种抗变态反应药,它通过

抑制细胞内环磷酸腺苷磷酸二酯酶,使细胞内环磷酸

腺苷的水平升高,阻止肥大细胞的钙离子内流,从而

稳定肥大细胞,减少肥大细胞脱颗粒作用导致的细胞

损伤[6]。 本课题采用色甘酸钠处理急性心肌梗死后

的大鼠,通过对肥大细胞脱颗粒作用的长期抑制,研
究其对心肌梗死后晚期心室重构的影响。

本课题前期研究结果表明,梗死区心外膜肥大

细胞密度,与假手术组相比,模型组明显增加(P <

图 5. Bcl鄄2 与 Bax 在各组的相对表达量摇 摇 A 为模型组,B 为

色甘酸钠组,C 为假手术组。

Figure 5. Expression of Bcl鄄2 and Bax in each group

0郾 01);与模型组相比,色甘酸钠组明显下降(P <
0郾 01)。 非梗死区心外膜肥大细胞密度,与假手术

相比,模型组明显增加(P < 0郾 05);而与模型组相

比,色甘酸钠组虽然呈下降的趋势,但差异没有统

计学意义。 说明心外膜肥大细胞参与了大鼠心肌

梗死后心室重构的过程。 本文进一步探讨 3 组间心

肌纤维化程度及心肌凋亡的差异。
心肌纤维化是心肌坏死及凋亡导致左心室不

良重构的关键环节。 心肌纤维化主要是心肌玉型

和域型胶原蛋白的非正常增多,心肌坏死或调亡后

某些炎症介质和细胞因子过度激活,促使成纤维细

胞及心肌细胞胶原表达合成增多,同时也使基质金

属蛋白酶活性降低,胶原降解减少[7]。 近期 Elnak鄄
ish 等[8] 的研究提示心肌凋亡与心肌纤维化之间有

显著的相关性。 本研究显示,与假手术组相比,无
论是模型组还是色甘酸钠组,心肌凋亡程度及纤维

化程度均显著升高,在所有样本中,心肌凋亡程度

与纤维化程度表现出明显的正相关性。 说明心肌

凋亡及纤维化参与了心肌梗死后心室重构的过程。
其中的机制可能是:急性心肌梗死后非梗死区由于

缺氧及心室壁压力负荷增高,心肌细胞可发生凋

亡,使存活心肌细胞产生侧向滑移,从而导致心室

进行性扩张,发生心力衰竭,心功能的下降导致心

室内压力负荷增加,从而诱发心肌纤维化;而心肌
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纤维化,特别是血管周围纤维化,一方面加重了心

肌细胞的缺氧,另一方面降低了心室壁弹性,增加

了心肌细胞压力负荷。 以上因素的共同作用导致

心室重构往不可逆的方向进行性发展[9]。 随着肥

大细胞脱颗粒程度的抑制,色甘酸钠组对比模型

组,在凋亡和纤维化程度上均表现出明显下降。 这

说明肥大细胞可能通过脱颗粒作用,直接参与心肌

凋亡的信号传导过程,从而影响了心室重构的进程。
细胞凋亡的发生受到细胞内凋亡调节蛋白的调

控,目前已知的凋亡调节蛋白中,Caspase 家族与 Bcl鄄
2 家族两大类最为关键[10]。 Caspase 蛋白家族激活的

级联反应在凋亡调控中起执行作用,Caspase鄄3 合成

后通常以非活化的前体形式存在于细胞质中,在多种

凋亡信号刺激下经蛋白水解作用被激活成活化形式,
可切断核内板(核内板是位于核内膜下的参与染色质

组织的坚硬结构),引起核内板裂解和染色质凝聚,从
而在细胞凋亡过程中起关键作用。 在 Bcl鄄2 家族中,
Bcl鄄2 蛋白通过干扰细胞色素 C 的释放而阻断下游

Caspase 蛋白的激活,抑制细胞的凋亡[11]。 Bax 蛋白

作为线粒体膜上的离子通道的组成成分,使细胞色素

C 得以穿过线粒体膜,激活 Caspase鄄9,并进一步激活

Caspase鄄3,导致细胞凋亡[12]。
肥大细胞对心肌凋亡的影响,主要是通过脱颗

粒作用分泌大量炎症介质,如 TNF鄄琢、干扰素 酌( in鄄
terferon鄄酌,IFN鄄酌)、白细胞介素 1茁( interleukin鄄1茁,
IL鄄1茁)等,与细胞膜上的受体结合,通过细胞内信号

转导机制改变各种凋亡蛋白的表达量,从而影响心

肌凋亡。 本实验中应用 Western blot 法检测大鼠心

肌组织中的 Caspase鄄3、Bcl鄄2 及 Bax 蛋白表达量。
Caspase鄄3 的活性裂解体在模型组、色甘酸钠组均较

假手术组明显升高(P < 0郾 01),而色甘酸钠组较模

型组显著降低(P < 0郾 01),Caspase鄄3 前体也表现出

同样的趋势。 这可能由于本研究获取心脏组织标

本的时间点为心肌梗死后 4 周,心肌细胞在炎症介

质长 时 间 的 作 用 下, 通 过 信 号 转 导 机 制 诱 导

Caspase鄄3 前体的合成及活化均增加所致;而色甘酸

钠组的这一过程则受到了抑制。
与假手术组相比,模型组、色甘酸钠组的 Bax 蛋

白表达量显著升高(P < 0郾 05),Bcl鄄2 蛋白表达明显

下降(P < 0郾 05);色甘酸钠组与模型组相比,Bax 蛋

白表达量明显下降(P < 0郾 01),Bcl鄄2 蛋白虽然有所

升高,但两者差异无统计学意义(P = 1郾 27)。 这提

示色甘酸钠减少心肌凋亡的机制可能是抑制肥大

细胞脱颗粒作用,减少炎症介质的释放,从而减少

细胞内促凋亡蛋白 Bax 及 Caspase鄄3 的表达,而其对

Bcl鄄2 蛋白的影响可能为细胞继发性的改变。
本课题前期研究已证实:虽然肥大细胞脱颗粒

的长期抑制无法有效阻止心脏的扩大,但可明显提

高心脏的心搏量,减轻左心室心肌肥厚,进而改善

心功能[13]。 本实验进一步研究了心肌梗死后心肌

凋亡与心肌纤维化的关系,并以此为切入点,探讨

了肥大细胞稳定剂色甘酸钠对心肌梗死后的心脏

保护作用,这种作用可能是通过抑制肥大细胞脱颗

粒作 用, 从 而 下 调 细 胞 内 促 凋 亡 蛋 白 Bax 及

Caspase鄄3 的表达而实现。 这为心肌梗死后阻止心

室重构进程的药物治疗提供了新思路。
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