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[摘　 要] 　 目的　 探讨降钙素基因相关肽(ＣＧＲＰ)对缺氧状态下 ｃ￣ｋｉｔ＋心脏干细胞(ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ)生存活力的影响及

其可能的机制ꎮ 方法　 体外建立细胞缺氧模型ꎬ实验随机分为缺氧细胞组、ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组、ＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ８￣３７ ＋
缺氧细胞组和对照组(不缺氧细胞)ꎻ通过 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞的活力ꎬ采用流式细胞仪和线粒体膜电位法来检测细

胞凋亡ꎮ 结果　 在缺氧状态下ꎬ缺氧细胞组细胞增殖活力较对照组下降ꎬＣＧＲＰ 作用缺氧细胞后不同时间点ꎬ与缺

氧细胞组比较ꎬ细胞增殖活力均增加(Ｐ<０.０５)ꎬ尤其以 ３０ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ 最为明显ꎻ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎬ
ＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ８￣３７＋缺氧细胞组在 ３０ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ 细胞增殖活力明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 流式细胞仪结果显示:与对照

组比较ꎬ缺氧细胞组早期凋亡率最高(Ｐ<０.０５)ꎻ与缺氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋缺氧细胞组早期凋亡率降低(Ｐ<０.０５)ꎻ
与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ８￣３７＋缺氧细胞组早期凋亡率增高(Ｐ<０.０５)ꎮ 线粒体膜电位结果显示:与缺

氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋缺氧细胞组红色荧光 / 绿色荧光比值增高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋
ＣＧＲＰ８￣３７＋缺氧细胞组红色荧光 / 绿色荧光比值降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＣＧＲＰ 能够促进缺氧状态下 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 增殖

存活ꎬ抑制细胞早期凋亡ꎮ
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　 　 心脏中含有干细胞特征的细胞群ꎬ它们具有多

向分化潜能ꎬ能够自我更新并且维持心肌细胞内环

境的稳定ꎬ被称之为心脏干细胞(ｃａｒｄｉａｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ＣＳＣ) [１]ꎮ 相关研究显示无论是通过移植或者动员

内源性的心脏干细胞ꎬ均能够促进心肌再生和血管

生成ꎬ从而改善心脏功能[２]ꎮ 心脏干细胞表面标记

有 ｃ￣ｋｉｔ、 Ｓｃａ￣１、 Ｉｓｌｅｔ￣１、 ＳＳＥＡ￣１、ＭＤＲ￣Ｉ 等ꎬ其中ꎬ ｃ￣
ｋｉｔ＋ 心脏干细胞 ( ｃ￣ｋｉｔｐｏｓ ｃａｒｄｉａｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｃ￣ｋｉｔ＋

ＣＳＣ)具有最强的增殖能力ꎬ心脏干细胞对心肌修复

中主要是 ｃ￣ｋｉｔ＋ ＣＳＣ[３]ꎮ 然而ꎬ无论是何种干细胞

系ꎬ心肌梗死后恶劣微环境(缺血缺氧)使移植或动

员的细胞存活率低ꎬ有文献报道干细胞通过心肌内

或冠状动脉内注射到心肌后 １ 周ꎬ仅有不到 ５％的

移植细胞被检测到[４]ꎮ 如何增强固有或移植细胞

抵御心肌梗死后恶劣微环境ꎬ增加细胞存活率并发

挥效应ꎬ是当前的研究重点ꎮ 降钙素基因相关肽

(ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ ｇｅｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅꎬＣＧＲＰ)是一种扩血

管神经肽ꎬ广泛分布于神经系统和心血管系统

中[５]ꎮ 在氧化应激条件下 ＣＧＲＰ 通过调节 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 和 ＭＡＰＫ 信号通路来促进心肌细胞存活[６]ꎮ 除

此外ꎬ也有研究显示 ＣＧＲＰ 通过恢复大鼠心肌细胞

Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ 活性抑制去甲肾上腺素诱导心肌细胞凋

亡[７]ꎬ从上述可知 ＣＧＲＰ 可通过不同细胞凋亡途径

抑制细胞凋亡作用ꎮ 但 ＣＧＲＰ 对 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 是否也

有作用呢? 为了进一步观察 ＣＧＲＰ 对 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 的

作用ꎬ本实验拟通过 ＣＧＲＰ 处理缺氧状态下 ｃ￣ｋｉｔ＋

ＣＳＣꎬ观察 ＣＧＲＰ 对细胞存活及凋亡情况的影响ꎬ以
期为心肌梗死后提高 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 移植治疗效果提供

实验室理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物

　 　 随机选择清洁级 ４~６ 周龄 ＳＤ 小鼠ꎬ雌雄不限ꎬ
购自第三军医大学实验动物中心ꎮ
１.２　 主要试剂与溶液

Ｈａｍ’ｓ / Ｆ￣１２ 培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ)ꎬ小鼠碱性成纤

维生长因子(ＦＧＦ￣β)(Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ)ꎬ大鼠 / 小鼠 ＣＧＲＰ
多肽、大鼠 / 小鼠 ＣＧＲＰ ８￣３７多肽(Ｐｈｏｅｎｉｘ Ｐｈａｒｍａｃｅｕ￣
ｔｉｃａｌｓꎬ ＩＮＣ)ꎬ兔抗小鼠 ＲＡＭＰ１ 多克隆抗体、兔抗小

鼠 ＲＣＰ 多克隆抗体、兔抗小鼠 ＣＲＬＲ 多克隆抗体

(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ)ꎬ线粒体膜电位检测试剂盒( ＪＣ￣１)和

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒(碧云天)ꎮ
１.３　 小鼠 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 的获取

参考课题组前期细胞培养方法[８]ꎬ取 ４ ~ ６ 周龄

小鼠全身肝素化后行颈椎脱臼处死ꎬ在无菌操作下

迅速分离小鼠双侧心耳ꎬ充分剪碎成大小为 １ ｍｍ２

的组织块ꎻ然后置于 １５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ０.１％Ⅱ
型胶原酶ꎬ于 ３７℃恒温水浴锅中边摇晃边消化约 １
ｈꎻ１２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ Ｈａｍ’ ｓ / Ｆ￣１２ 完

全培养基重悬并分装于细胞培养瓶内ꎬ３７℃、５％
ＣＯ２ 孵箱中孵育ꎮ

待细胞铺满瓶底至 ８０％ ~９０％时ꎬ弃培养基ꎬ加
入 ０.０５％胰蛋白酶消化分离贴壁细胞ꎬ１２００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ １％ＢＳＡ 封闭非特异性位点ꎬ含
１％ＦＢＳ 的 Ｈａｍ’ｓ / Ｆ￣１２ 培养基 ５ ｍＬ(不含双抗)重
悬细胞ꎬ加入兔抗小鼠 ｃ￣ｋｉｔ 抗体(１ ∶ ２５０)ꎬ垂直混

合仪上 ４℃旋转孵育 １ ｈꎻ１２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃
上清ꎬＨａｍ’ｓ / Ｆ￣１２ 培养基 ３ ｍＬ 重悬细胞ꎬ加入羊抗

兔二抗包被磁珠(１ ∶ １５０)ꎬ再次置于垂直混合仪

上ꎬ４℃ 孵育半小时ꎮ 孵育完毕后将细胞悬液置于

ＤＹＮＡＬ 磁力架上ꎬ移液枪轻轻吸除管中液体(不可

触碰管壁一侧附着的棕褐色磁珠)ꎬ培养基重悬细

胞ꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中孵育ꎬ每隔 ２ 天全量换液

一次ꎮ 待 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 铺满瓶底至 ８０％ ~９０％时ꎬ流式

细胞仪检测细胞表面抗原 ｃ￣ｋｉｔ、ＣＤ３４ 和 ＣＤ４５ 的

表达ꎮ
１.４　 建立体外 ＣＳＣ 缺氧模型[９]

取 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣꎬ并将培养基更换为无血清 Ｈａｍ’
ｓ / Ｆ￣１２ 培养基后继续孵育 ２４ ｈꎬ使细胞达到同步化

状态ꎮ 移至 ３７℃三气培养箱中进行缺氧处理ꎬ培养

箱内 ３ 种气体比例分别为 Ｎ２ ９４％、ＣＯ２ ５％、Ｏ２ １％ꎬ
缺氧 １２ ｈ 进行后续实验ꎮ
１.５　 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞生存活力

实验分为缺氧细胞组、ＣＧＲＰ ＋缺氧细胞组、
ＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ ８￣３７＋缺氧细胞组和对照组(不缺氧细

胞)ꎬ参考文献[７] ＣＧＲＰ ８￣３７ 浓度为 １ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ
ＣＧＲＰ 浓度为 １×１０－８ ｍｏｌ / Ｌꎮ 各组处理时间分别为

０、１０、３０、６０、９０、１２０ ｍｉｎꎬ未经任何处理的正常细胞

为对照组ꎬ并设不接种细胞的空白孔ꎬ加入等体积

Ｈａｍ’ｓ / Ｆ￣１２ 培养液ꎬ每组各 ５ 个复孔ꎮ 每孔加入

８５６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ７ꎬ２０１６



１０ μＬ ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱内继续孵

育 ２ ｈꎬ用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值ꎮ
１.６　 流式细胞仪检测细胞凋亡

实验分组同上ꎬ收集四组细胞ꎬＨａｍ’ ｓ / Ｆ￣１２ 完

全培养基重悬细胞ꎬ取 １×１０５ 个重悬细胞ꎬ１２００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入 １９５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣
ＦＩＴＣ 结合液＋５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 混匀并重悬细

胞ꎮ 室温(２０ ~ ２５℃)避光孵育 １０ ｍｉｎ 后ꎬ１２００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入 １９０ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣
ＦＩＴＣ 结合液＋１０ μＬ 碘化丙啶(ＰＩ)染色液混匀并重

悬细胞ꎬ冰浴避光放置ꎮ 另设三管对照ꎬ分别为空

白细胞管、仅加 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 管及仅加 １０
μＬ ＰＩ 管ꎮ 上机前向各管中再加入 ３００ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ 结合液ꎬ枪头轻轻吹打混匀ꎬ进行流式细胞

仪检测ꎮ
１.７　 线粒体膜电位检测细胞凋亡

分组同前ꎬ消化、离心收集细胞ꎬＨａｍ’ｓ / Ｆ￣１２ 完

全培养基重悬细胞ꎬ接种于 ３５ ｍｍ 培养皿中ꎬ调整

细胞密度为 １×１０６ 个ꎮ 培养至 ９０％融合后吸除培

养基ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞一次ꎬ加入 １ ｍＬ 细胞培养基

及 １ ｍＬ ＪＣ￣１ 染色工作液ꎬ充分混匀ꎮ 细胞培养箱

中 ３７℃孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 在孵育期间ꎬ按照每 １ ｍＬ ＪＣ￣１
染色缓冲液(５×)加入 ４ ｍＬ 蒸馏水的比例ꎬ配制适

量的 ＪＣ￣１ 染色缓冲液(１×)ꎬ并放置于冰浴ꎮ ３７℃
孵育结束后ꎬ吸除上清ꎬ用 ＪＣ￣１ 染色缓冲液(１×)洗
涤 ２ 次ꎮ 加入 ２ ｍＬ 细胞培养液ꎬ激光共聚焦显微镜

下观察ꎮ
１.８　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１９.０ 软件包进行统计学分析ꎬ数据以

ｘ±ｓ 表示ꎬ组间资料比较采用单因素方差分析ꎮ 以 Ｐ
<０.０５ 认为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｃ￣ｋｉｔ＋ ＣＳＣ 的分离、培养及鉴定

原代 ＣＳＣ 贴壁生长 １０ 天后ꎬ倒置显微镜下可

见细胞形态呈一致的长梭状或多角形ꎬ分布不均匀

(图 １Ａ)ꎮ 待原代细胞基本铺满细胞瓶底时ꎬ行免

疫磁珠分选法分选出 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 继续培养ꎬ细胞生长

大约 ５ 天时ꎬ高倍显微镜下可见细胞体积与未分选

前相比稍有增大ꎬ形态不规则ꎬ周围附有数个半透

明折光度强的圆形小磁珠(图 １Ｂ)ꎮ
磁珠分选后ꎬ待细胞生长达到 ８０％融合时ꎬ选

取三组生长良好的 ＣＳＣꎬ每组约 １ × １０６ 个细胞行

ＦＡＣＳ 检测ꎬ结果示 ＣＳＣ 表面抗原的表达情况为:ｃ￣
ｋｉｔ ８６.０％ꎬＣＤ３４ ４.０％ꎬＣＤ４５ ４.２％(图 ２)ꎮ 其结果

与 Ｋｅｉｔｈ 等[３] 人心脏干细胞流式细胞仪鉴定结果

一致ꎮ

图 １. 原代 ＣＳＣ 及 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ　 　 Ａ 为原代培养 １０ 天 ＣＳＣ(１００

×)ꎬＢ 为磁珠分选后 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ(２００×)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ

２.２　 ＣＧＲＰ 对 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 生存活力的影响

ＣＧＲＰ 作用缺氧 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 后 １０、３０、６０、９０ 及

１２０ ｍｉｎꎬＣＣＫ￣８ 法检测 ＣＧＲＰ 对细胞活力的影响ꎬ
结果显示应用 ＣＧＰＲ 干预缺氧细胞后ꎬ与缺氧细胞

组比较ꎬ细胞生存活力均增强ꎬ差异具有统计学意

义ꎬ尤其以 ＣＧＰＲ 干预后 ３０ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ 的差异更

为明显ꎻ 应用 ＣＧＲＰ 拮抗剂干扰 ＣＧＲＰ 作用后

(ＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ ８￣３７ ＋缺氧细胞组)ꎬ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细

胞组比较ꎬＣＧＲＰ 对细胞的生存活力在 ３０ ｍｉｎ 和 ６０
ｍｉｎ 受到抑制ꎬ差异具有统计学意义ꎬ随着时间延长

抑制作用不明显ꎮ 细胞缺氧后其细胞生存活力较

正常细胞(对照组)下降(表 １)ꎮ

表 １. ＣＣＫ￣８法检测各组 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 存活情况(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ １. ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

作用时间 对照组 缺氧细胞组 ＣＧＲＰ 组＋缺氧细胞组 ＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ８￣３７＋缺氧细胞组

１０ ｍｉｎ ０.６９１４±０.００４３ ０.６３３８±０.０１３ ０.６９３８±０.０１０ ０.６８０４±０.０１８１
３０ ｍｉｎ ０.６９７７±０.００７１ ０.６３４１±０.０２１８ ０.９１１１±０.０１７２ａ ０.８０８０±０.００３６ｂ

６０ ｍｉｎ ０.７２８５±０.０１１７ ０.６４１９±０.０１３５ ０.９１８５±０.０１０２ａ ０.８０４８±０.０１３２ｂ

９０ ｍｉｎ ０.７３４４±０.００９９ ０.６４０４±０.００８７ ０.８４１１±０.０１３８ａ ０.８２７７±０.０１０９
１２０ ｍｉｎ ０.７６２８±０.０１８７ ０.６０６７±０.００６６ ０.７９８７±０.００６０ａ ０.８２３４±０.０１０９
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与缺氧细胞组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎮ
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图 ２. 流式细胞术检测 ＣＳＣ 细胞表面抗原

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＣＳＣ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２.３　 ＣＧＲＰ 对缺氧 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 凋亡的影响

２.３.１　 流式细胞术结果 　 　 使用流式细胞术检测

ＣＧＲＰ 对缺氧状态下 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 凋亡的影响ꎬ结果显

示与缺氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋缺氧细胞组早期细胞

凋亡率明显降低ꎬ存活细胞数增加(Ｐ<０.０５)ꎬ且晚

期细胞凋亡率也比缺氧细胞组降低(Ｐ<０.０５)ꎻ但阻

断 ＣＧＲＰ 作用后ꎬ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ
＋ＣＧＲＰ ８￣３７ ＋缺氧细胞组早期及晚期细胞凋亡率增

加ꎬ存活细胞数目减少(Ｐ<０.０５)ꎮ 与缺氧细胞组比

较ꎬＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ ８￣３７＋缺氧细胞组早期及晚期细胞凋

亡率减少ꎬ细胞存活数目增加ꎬ但差异无统计学意

义(Ｐ>０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. 流式细胞仪检测 ＣＧＲＰ 对缺氧 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 细胞存活的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)　 　 Ｑ１ 为坏死细胞ꎬＱ２ 为晚期凋亡细胞ꎬＱ３ 为存活细

胞ꎬＱ４ 为早期凋亡细胞ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与缺氧细胞组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＧＲＰ ｏｎ ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｂｙ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｙ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

２.３.２　 免疫荧光技术检测线粒体膜电位 　 　 与缺

氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋缺氧细胞组红色荧光 /绿色

荧光比值增高(Ｐ<０.０５) (表示早期凋亡的细胞减

少)ꎬ加入 ＣＧＲＰ 拮抗剂后ꎬ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比

较ꎬＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ ８￣３７＋缺氧细胞组红色荧光 /绿色荧

光比值降低(Ｐ<０.０５)(表示早期凋亡的细胞增多)ꎬ
且与缺氧细胞组相比差异无统计学意义(Ｐ>０.０５ꎻ
图 ４ 和图 ５)ꎮ

３　 讨　 论

ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 是目前修复梗死心肌的理想候选细

胞ꎬ但 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 与其它干细胞一样均逃脱不了移植

后细胞存活率低的问题[１０]ꎮ 细胞生存活力主要体

现在两方面:即细胞早期凋亡量减少和增殖量升

高ꎬ最终可使存活细胞数增加ꎮ 而细胞凋亡是程序

性细胞死亡的形式之一ꎬ其中有多因素和多基因参
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图 ４. ＪＣ￣１检测 ＣＧＲＰ 对缺氧状态下 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 凋亡的影响 (２００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＧＲＰ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ｂｙ ＪＣ￣１ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ (２００×)

图 ５. 各组红色荧光 /绿色荧光比值( ｘ±ｓꎬｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与缺氧细胞组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｒｅｄ / ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

与调控ꎮ 当细胞受到各种不利因素作用后ꎬ例如ꎬ
缺血缺氧环境ꎬ细胞内预存的凋亡程序被激活ꎬ凋
亡相关基因表达从而引起程序性的细胞死亡增加ꎮ
本课题为了进一步观察缺氧环境中 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 存活
情况ꎬ建立 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 缺氧模型ꎬ流式细胞仪检测细
胞凋亡结果显示:与对照组比较ꎬ缺氧 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 早、
晚期凋亡率及死亡率均最高ꎬ存活率最低 ( Ｐ <

０.０５)ꎮ 体外实验结果与 Ｅｌｌｉｓｏｎ 等[１０]人研究结果一

致ꎬ恶劣的微环境(缺血缺氧环境)使细胞早晚期凋

亡增加ꎬ因而使移植或固有细胞发挥效应作用明显

减弱ꎮ 如何增加移植或固有细胞抵御恶劣微环境

来增加细胞存活率是目前研究干细胞研究的重点

问题ꎮ
ＣＧＲＰ 广泛分布于神经系统和心血管系统中ꎬ其

治疗脑血管疾病已得到公认ꎬ其作用机制与抑制炎性

因子生成及促进血管生成有关ꎮ 除此外ꎬ也有研究显

示:使用 ＣＧＲＰ 处理后的单核巨噬细胞及树突状细胞

能够抑制 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣１２ｐ４０ 和 ＣＣＬ４ 等炎症因

子产生[１１]ꎮ 目前多项研究显示 ＣＧＲＰ 在心血管系统

中的保护作用ꎮ Ｓｕｅｕｒ 等[１２] 人研究显示:Ｈ２Ｏ２ 模拟

氧化应激状态诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损伤ꎬ使用 ＣＧＲＰ
预处理后则可以减少一半的细胞凋亡ꎬ增强细胞的存

活能力ꎮ 除此外也有研究显示 ＣＧＲＰ 可通过上调

Ｂｃｌ￣２ / Ｂａｘ 的比值来抑制去甲肾上腺素诱导的心肌细

胞凋亡[７]ꎮ 前期课题研究显示 ＣＧＲＰ 抑制血管平滑

肌细胞凋亡ꎬ减轻血管成形术后再狭窄[１３]ꎮ 上述研

究表明 ＣＧＲＰ 可以调节多种细胞免受炎性因子作用ꎬ
除此外还可抑制多种细胞凋亡ꎮ

那么 ＣＧＲＰ 对 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 是否也会发挥同样的效

应? 目前国内外文献尚未见报道ꎮ 本实验建立细胞

缺氧模型ꎬ应用 ＣＧＲＰ 作用缺氧 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 不同时间ꎬ
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ＣＣＫ￣８ 法检测结果显示:与缺氧细胞组比较ꎬ加
ＣＧＲＰ 作用缺氧细胞后细胞活力增强ꎬ尤其以 ＣＧＰＲ
干预后 ３０ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ 的差异更为明显ꎬ与缺氧细

胞组比较差异均有显著性ꎻ应用 ＣＧＲＰ 拮抗剂拮抗

ＣＧＲＰ 作用后ꎬＣＧＲＰ 对缺氧细胞增殖活力影响在 ３０
ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ 明显较弱ꎬ但随着拮抗时间延长抑制作

用不明显增加ꎮ 以上说明 ＣＧＲＰ 对缺氧细胞的增殖

活性有影响作用ꎮ 对凋亡影响研究显示:与缺氧细胞

组比较ꎬＣＧＲＰ＋缺氧细胞组早晚期细胞凋亡率均降

低ꎬ存活细胞数增加ꎻ但阻断 ＣＧＲＰ 作用后ꎬ与 ＣＧＲＰ
＋缺氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ８￣３７＋缺氧细胞组早期

及晚期细胞凋亡率增加ꎬ存活细胞数目减少ꎮ 与缺氧

细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ８￣３７ ＋缺氧细胞组早期及晚

期细胞凋亡率减少ꎬ细胞存活数目增加ꎬ但差异无统

计学意义ꎮ 上述实验观察到 ＣＧＲＰ 能够抑制缺氧下

ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 凋亡作用ꎬ为了进一步证实 ＣＧＲＰ 对缺氧

ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 凋亡的影响ꎬ本实验从另一种凋亡途径观

察细胞凋亡的情况ꎮ
众所知之ꎬ线粒体通路在细胞凋亡信号转导途径

中有着重要的意义ꎬ凋亡诱导信号等可作用于线粒体

膜ꎬ使其跨膜电位明显下降和膜转换孔开放ꎬ导致线

粒体膜通透性增高、凋亡蛋白酶 ９ 前体激活、凋亡诱

导因子表达增加及细胞色素 Ｃ 释放等[１４]ꎮ 特异性的

抑制线粒体通路还可以保护心肌细胞而避免其损

伤[１５￣１６]ꎮ 因而ꎬ本实验拟从线粒体膜电位变化情况来

间接反映 ＣＧＲＰ 对细胞凋亡的影响ꎬ结果显示与缺氧

细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋缺氧细胞组红色荧光 /绿色荧光

比值增高ꎬ说明早期存活细胞多ꎬ加入 ＣＧＲＰ 拮抗剂

后ꎬ与 ＣＧＲＰ＋缺氧细胞组比较ꎬＣＧＲＰ＋ＣＧＲＰ８￣３７＋缺氧

细胞组红色荧光 /绿色荧光比值降低ꎬ说明早期凋亡

的细胞增多ꎻ线粒体膜电位的变化进一步支持流式细

胞仪检测细胞凋亡的结果ꎮ
本研究建立体外细胞缺氧模型ꎬ观察到 ＣＧＲＰ

能够促进缺氧 ｃ￣ｋｉｔ＋ＣＳＣ 增殖活力增强ꎬ抑制细胞早

期凋亡ꎬ这对增强心脏干细胞抵御移植后不利微环

境的能力、提高其治疗效果提供了新的方向ꎮ
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