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[摘　 要] 　 目的　 观察血管紧张素(１￣７)[Ａｎｇ(１￣７)]对心肌细胞凋亡的影响ꎬ探讨其可能的作用机制ꎮ 方法　 应

用异丙肾上腺素( ＩＳＯ)处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 １２ ｈ 建立心肌细胞凋亡模型ꎬＡｎｇ(１￣７)或 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 与

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞共处理 １２ ｈ 观察对 ＩＳＯ 诱导的心肌细胞凋亡的影响ꎮ 显微镜下观察 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞生长情况ꎬ采用

ＭＴＳ 法检测各组细胞的相对细胞活性ꎬＴＵＮＥＬ 法检测各组细胞凋亡率ꎮ ＪＣ￣１ 荧光探针检测线粒体膜电位ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｐ￣Ａｋｔ 及 Ａｋｔ 蛋白的表达量ꎮ 结果　 ＩＳＯ 呈浓度依赖性抑制 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的相对细胞

活性ꎬＡｎｇ(１￣７)呈浓度依赖性逆转 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞相对活性的降低ꎻ与对照组比较ꎬＩＳＯ 组细胞凋亡率

及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达量显著增加ꎬ线粒体膜电位和 ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达量显著降低ꎻＡｎｇ(１￣７)可抑制 ＩＳＯ 诱导

的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡率的增加ꎬ减少 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达ꎬ增加线粒体膜电位和 ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达量ꎮ
ＬＹ２９４００２ 预处理后 Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的保护作用明显减弱ꎬ表现为心肌细胞凋亡率及 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达量明显增加ꎬｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达量减少ꎮ 结论　 ＩＳＯ 能诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞线粒体途径的细胞凋

亡ꎬ而 Ａｎｇ(１￣７)能抑制 ＩＳＯ 诱导的线粒体途径的细胞凋亡ꎮ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路可能在 Ａｎｇ(１￣７)抑制 ＩＳＯ 诱导的

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡中起到关键作用ꎮ
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Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ(１￣７) ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ
ＣＡＩ Ｓｈａｏ￣Ａｉ１ꎬ ＺＨＡＯ Ｇａｎ￣Ｊｉａｎ２ꎬ ＨＵＡＮＧ Ｙｉｎ２ꎬ ＤＥＮＧ Ｂｏ３ꎬ ＷＡＮＧ Ｓｈａｎ４

(１.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｒｉａｔｒｉｃｓꎬ ２.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ ３.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ４.Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏ￣
ｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｌｌｅｒｇｙ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌａｇｙ / Ｔｈｅ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌ￣
ｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１０２６０ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ(１￣７)ꎻ　 Ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌꎻ　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎻ　 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ] 　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ( １￣７) ( Ａｎｇ ( １￣７)) ｏｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ (ＩＳＯ) ｆｏｒ １２ ｈ ｔｏ ｅａｓｔａｂｌｉｓｈ
ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.　 Ｃｏ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ｏｒ ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (ＬＹ２９４００２) ｗｉｔｈ ＩＳＯ ｏｒ ＩＳＯ ａｎｄ Ａｎｇ(１￣７) ｆｏｒ １２ ｈ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ＩＳＯ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. 　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ
ｗｈｉｔｅ ｌｉｇｈｔ.　 ＭＴＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ.　 Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.　 Ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｂｅ ＪＣ￣１.　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ Ａｋｔ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＩＳＯ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ.　 Ａｎｇ(１￣７) ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ＩＳＯ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ.　
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ＩＳＯ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｎｏｔａｂｌｙ.　 Ａｎｇ (１￣７)
ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｃ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓ￣
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ ｉｎ ＩＳＯ￣ｉｎｄｃｕｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ.　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ｏｎ

８３４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ５ꎬ２０１８



ＩＳＯ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＬＹ２９４００２ꎬ ｅｖｉｄｅｎｃｅｄ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｃ ｒａｔｅ
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＩＳＯ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ. 　 Ａｎｇ(１￣７) ｃｏｕｌｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ. 　 Ａｎｇ(１￣７)
ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ＩＳＯ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｍａｙ ｒｅｌａｔｅ ｔｏ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 高血压、心肌梗死、心力衰竭、糖尿病是危害人

类生命健康的常见病、多发病ꎮ 心肌细胞凋亡在心

肌肥厚、心肌梗死、糖尿病心肌病等病理过程中起

着重要作用ꎬ是多种心血管疾病的共同发病机

制[１￣４]ꎮ 线粒体途径是心肌细胞凋亡的主要途径之

一ꎬ也是心肌细胞损伤的主要表达形式[５￣６]ꎮ 目前

导致心肌细胞凋亡的具体机制尚未完全清楚ꎮ 因

此ꎬ深入探讨心肌细胞凋亡的机制ꎬ寻找潜在的抗

心肌细胞凋亡的药物ꎬ对于防治心血管疾病具有重

要的意义ꎮ
血管紧张素 (１￣７) [ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ( １￣７)ꎬＡｎｇ ( １￣

７)]是近年发现的一种内源性多肽激素ꎬ由血管紧

张素转换酶 ２ 降解血管紧张素Ⅱ(ａｎｇｉｏｎｔｅｓｉｎⅡꎬ
ＡｎｇⅡ)而生成ꎬ具有对抗 ＡｎｇⅡ的作用[７]ꎮ 近年来

的研究发现ꎬＡｎｇ(１￣７)可改善糖尿病高血压大鼠心

肌缺血再灌注损伤[８]ꎬ抑制自发性高血压大鼠左心

室肥大和心肌纤维化的进展[９￣１０]ꎮ 在阿霉素诱导的

扩张型心肌病大鼠上的研究也发现ꎬＡｎｇ(１￣７)可改

善左心室功能ꎬ 减少心肌细胞凋亡[１１]ꎮ 那么ꎬ
Ａｎｇ(１￣７) 能否抑制异丙肾上腺素 ( ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌꎬ
ＩＳＯ)所诱导的心肌细胞凋亡? Ａｎｇ(１￣７)能否通过

线粒体途径抑制心肌细胞凋亡? 本研究采用 ＩＳＯ 诱

导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡ꎬ探讨 Ａｎｇ(１￣７)对 Ｈ９ｃ２ 心

肌细胞凋亡的作用及其具体机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

　 　 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞购自中科院上海细胞生物学研

究所ꎻＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、０.２５％胰蛋白酶购

自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＤＭＳＯ 购自 Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｇｒａｄｅ 公司ꎻＭＴＳ
购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻｐ￣Ａｋｔ 兔多克隆抗体、Ａｋｔ 兔多

克隆抗体、ＧＡＰＤＨ 兔多克隆抗体、羊抗兔 ＩｇＧ￣ＨＲＰ
购自 ＣＳＴ 公司ꎻｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 兔多克隆抗体购

自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ Ａｎｇ ( １￣７) 购自

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公

司ꎻＩＳＯ 购自上海禾丰制药有限公司ꎻ一步法 ＴＵＮＥＬ
细胞凋亡检测试剂盒、ＤＡＰＩ、ＪＣ￣１ 线粒体膜电位检

测试剂盒、ＥＣＬ 显影液购自碧云天生物技术研究所ꎮ

１.２　 实验分组及处理

实验分为 ４ 组:①对照组:Ｈ９ｃ２ 心肌细胞未进

行任何处理ꎻ②ＩＳＯ 组:使用 １６０ μｍｏｌ / Ｌ ＩＳＯ 处理

１２ ｈꎻ ③ Ａｎｇ ( １￣７ ) ＋ ＩＳＯ 组: 使 用 ２００ ｎｍｏｌ / Ｌ
Ａｎｇ(１￣７)预处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２ ｈꎬ再加入 ＩＳＯ 处

理心肌细胞 １２ ｈꎻ④ＬＹ２９４００２＋Ａｎｇ(１￣７) ＋ＩＳＯ 组:
使用 ＬＹ２９４００２ 预处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２ ｈꎬ再加入

Ａｎｇ(１￣７)及 ＩＳＯ 共同处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 １２ ｈꎮ
１.３　 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的培养

将 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞培养于含有 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ在 ５％ＣＯ２ 培养箱中 ３７℃下培养ꎮ
待细胞生长到培养皿底面积 ９０％ 左右时ꎬ加入

０.２５％胰蛋白酶消化传代ꎮ 每 ３ 天传一代ꎮ
１.４　 ＭＴＳ 法检测细胞增殖

取对数生长的心脏成纤维细胞ꎬ０.２５％胰蛋白

酶消化ꎬ调整细胞密度为(４ ~ ５) ×１０７ Ｃｅｌｌｓ / Ｌꎬ接种

到 ９６ 孔板ꎬ每孔 １００ μＬꎬ培养 ２４ ｈ 后换成不含血清

的 ＤＭＥＭ 培养基同步培养 ２４ ｈꎮ 再分别加药处理

１２ ｈ 后ꎬ每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＳ 试剂ꎬ继续培养 ２ ｈꎮ
于 ４９０ ｎｍ 波长处检测 ＯＤ 值ꎮ
１.５　 ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡

将 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞按每孔 １×１０８ Ｃｅｌｌｓ / Ｌ 接种于

２４ 孔板的玻璃爬片上ꎬ给予不同药物处理后ꎬ再用

ＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎮ 每皿加入 ５０ μＬ ＴＵＮＥＬ 检测液ꎬ
３７℃避光孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ再加入 ＤＡＰＩ 常

温孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ加入抗荧光淬灭封片

液ꎬ在荧光显微镜下摄片ꎬ实验重复 ５ 次ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达

用预冷的 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ每皿细胞(６０ ｍｍ
培养皿)加入 １００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ冰上裂解 １５
ｍｉｎꎬ用细胞刮刮下细胞ꎬ超声破膜ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 低

温离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清ꎮ ＢＣＡ 法检测蛋白浓度ꎬ用
ＲＩＰＡ 补齐ꎬ使各组蛋白浓度一致ꎬ加入 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 于 １００℃ 水浴 １０ ｍｉｎꎬ使蛋白变性ꎬ－８０℃ 冻

存ꎮ 取 ２０ μｇ 蛋白样品进行电泳ꎮ 电泳结束后转到

ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ分别加入 Ａｋｔ
(１ ∶ １０００)、 ｐ￣Ａｋｔ ( １ ∶ １０００ )、 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
(１ ∶ １０００)及 ＧＡＰＤＨ(１ ∶ １０００)抗体于 ４℃摇床孵

育过夜ꎬ０.１％ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ加入 ＨＲＰ 标记的山羊

抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ １０００)ꎬ室温缓慢摇动 ２ ｈꎬ０.１％ＴＢＳＴ
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洗膜 ３ 次ꎬＥＣＬ 显影ꎬ曝光ꎮ
１.７　 线粒体膜电位测定

将 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞按每孔 １×１０８ / Ｌ 接种于 １２
孔细胞培养板上ꎬ给予不同药物处理后ꎬ再用 ＰＢＳ
洗涤 １ 次ꎮ 每孔加入 １ ｍＬ ＪＣ￣１ 染色工作液ꎬ３７℃
孵育 ２０ ｍｉｎꎬ终止培养ꎬ弃上清ꎮ ＪＣ￣１ 缓冲液洗涤 ２
次ꎬ每孔再加入 ２ ｍＬ 新鲜培养基ꎬ荧光显微镜下

观察ꎮ
１.８　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件进行数据分析ꎬ计量

资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析

(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ以 Ｐ < ０. ０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞相对细

胞活性的影响

ＭＴＳ 法检测显示ꎬ不同浓度的 ＩＳＯ 处理 Ｈ９ｃ２
心肌细胞 １２ ｈꎬＩＳＯ 呈浓度依赖性抑制 Ｈ９ｃ２ 心肌细

胞的相对细胞活性ꎬ 其中 ８０ μｍｏｌ / Ｌ 组和 １６０
μｍｏｌ / Ｌ组比较差异有统计学意义(Ｐ<０.００１ꎻ图 １)ꎮ
选择 １６０ μｍｏｌ / Ｌ ＩＳＯ 进行后续实验ꎮ 使用不同浓

度的 Ａｎｇ(１￣７)预处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２ ｈꎬ再使用

１６０ μｍｏｌ / Ｌ ＩＳＯ 处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 １２ ｈ 发现ꎬＡｎｇ
(１￣７)呈浓度依赖性逆转 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细

胞相对细胞活性的降低ꎬ其中 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 组、２００
ｎｍｏｌ / Ｌ 组与 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ 组(即 ＩＳＯ 组)比较差异有统

计学意义(Ｐ < ０. ０５ 或 Ｐ < ０. ００１ꎻ图 ２)ꎮ 选择 ２００
ｎｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)进行后续实验ꎮ

图 １. ＩＳＯ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞相对细胞活性的影响(ｎ ＝ ５) 　
　 ａ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩＳＯ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｈ９ｃ２
ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

图 ２. Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞相对细胞活性

的影响(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为

Ｐ<０.００１ꎬ与 ＩＳＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ(ｎ＝ ５)

２.２　 Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡的

影响

图 ３ 展示了对照组、ＩＳＯ 组及 Ａｎｇ(１￣７)＋ＩＳＯ 组

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的生长状态ꎮ 对照组 Ｈ９ｃ２ 心肌细

胞呈梭形贴壁生长ꎬ胞浆丰富ꎬ细胞生长良好ꎬ未经

漂浮的挛缩呈球形的死亡细胞ꎻＩＳＯ 组 Ｈ９ｃ２ 心肌细

胞呈短梭形贴壁生长ꎬ胞浆量明显增多ꎬ培养基中

可见一些漂浮呈球形的死亡细胞ꎻＡｎｇ(１￣７)＋ＩＳＯ 组

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞呈梭形贴壁生长ꎬ胞浆丰富ꎬ培养基

中球形细胞较 ＩＳＯ 组明显减少ꎮ 与对照组比较ꎬＩＳＯ
组细胞凋亡率及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达量明显

增加(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ａｎｇ(１￣７) ＋ＩＳＯ 组细胞凋亡率及

ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达量均较 ＩＳＯ 组明显下降

(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.００１ꎻ图 ４ 和图 ５)ꎮ 这表明 ＩＳＯ 可

诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡ꎬ而 Ａｎｇ(１￣７)可保护 Ｈ９ｃ２
心肌细胞ꎬ避免 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡ꎮ
２.３　 Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞线粒体

膜电位的影响

正常线粒体膜电位时 ＪＣ￣１ 以单体形式存在ꎬ呈
绿色荧光ꎻ当线粒体膜电位下降时ꎬＪＣ￣１ 以多聚体

形式存在ꎬ呈红色荧光ꎮ 对照组 ＪＣ￣１ 呈绿色为主ꎻ
ＩＳＯ 组绿色荧光明显降低ꎬ红色荧光明显增加(Ｐ<
０.００１)ꎻＡｎｇ(１￣７)＋ＩＳＯ 组与 ＩＳＯ 组比较绿色荧光有

所增加ꎬ而红色荧光有所降低(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.００１ꎻ
图 ６)ꎮ 这表明 ＩＳＯ 组线粒体膜电位显著降低ꎬＡｎｇ
(１￣７)能对抗这种线粒体膜电位的降低ꎮ

０４４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ５ꎬ２０１８



图 ３. Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞生长状态的影响(ｎ＝ ５)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ｏｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ(ｎ＝ ５)

图 ４. Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３表达的影响(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与 ＩＳＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＳＯ(ｎ＝ ５)

图 ５. Ａｎｇ(１￣７)和 ＬＹ２９４００２ 对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡率的影响(ｎ ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
ＩＳＯ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７)＋ＩＳＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ａｎｄ ＬＹ２９４００２ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＳＯ(ｎ＝ ５)
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图 ６. Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞线粒体膜电位的影响(ｎ ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.００１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<
０.００１ꎬ与 ＩＳＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＳＯ(ｎ＝ ５)

图 ７. Ａｎｇ(１￣７)对 ＩＳＯ 诱导的Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 Ａｋｔ 磷酸化及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３的影响(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与 ＩＳＯ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７)＋ＩＳＯ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＳＯ(ｎ＝ ５)

２４４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ５ꎬ２０１８



２.４　 Ａｎｇ(１￣７)通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路保护 ＩＳＯ 对

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的损伤作用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＩＳＯ 组 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞

ｐ￣Ａｋｔ 表达量明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ａｎｇ(１￣７)预处

理后 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ｐ￣Ａｋｔ 表达量显著上升 (Ｐ <
０.０５)ꎮ ＰＩ３Ｋ 抑制剂可抑制 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ｐ￣Ａｋｔ
的表达(Ｐ<０.０５)ꎬ增加 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡率(Ｐ<
０.０５)及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达(Ｐ<０.０５ꎻ图
４、图 ５ 和图 ７)ꎮ 这表明 Ａｎｇ(１￣７)通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信
号通路保护 ＩＳＯ 损伤 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎮ

３　 讨　 论

高血压患者长期存在儿茶酚胺过度激活ꎬ一开

始心肌代偿性肥大ꎬ而后心肌逐渐退化萎缩ꎬ心室

壁变薄ꎬ心室腔扩大ꎬ最终出现心衰ꎮ 细胞凋亡是

由基因控制的、主动的、有序的细胞死亡方式ꎮ 心

肌肥大和心肌细胞凋亡同时存在于心肌肥厚病理

过程中[１２]ꎮ 因此ꎬ深入探讨心肌细胞凋亡的机制ꎬ
寻找潜在的抗心肌细胞凋亡的药物ꎬ对于防治高血

压等心血管疾病具有重要的意义ꎮ
Ａｎｇ(１￣７)是 ＡｎｇⅡ或 ＡｎｇⅠ在血管紧张素转换

酶 ２ 等作用下产生的内源性多肽激素ꎬ具有保护高

血压、心肌缺血、心肌病、心衰、心肌炎等引起的心

脏损害的作用ꎬ以及扩张血管、抑制血管平滑肌增

殖等作用ꎮ Ａｎｇ(１￣７)亦可改善扩张型心肌病大鼠

的左心室功能ꎬ减少心肌细胞凋亡[１１]ꎮ 本研究采用

１６０ μｍｏｌ / Ｌ ＩＳＯ 刺激 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 １２ ｈꎬ构建体

外心肌细胞凋亡模型ꎮ 在此细胞模型上使用

Ａｎｇ(１￣７)预处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ观察 Ａｎｇ(１￣７)对
ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡的影响及可能机制ꎮ
本研究也发现ꎬＡｎｇ(１￣７)能逆转 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２
心肌 细 胞 相 对 细 胞 活 性 的 下 降ꎬ 减 少 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达ꎬ降低细胞凋亡率ꎬ抑制 ＩＳＯ
诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡ꎮ

心肌细胞凋亡的机制包括线粒体途径、内质网

途径和死亡受体途径ꎬ各个途径间相互影响ꎬ形成

错综复杂的网络系统ꎮ 而线粒体作为心肌细胞主

要的能量来源ꎬ是调控心肌细胞凋亡的主要途径之

一ꎮ 线粒体膜电位是反映线粒体功能的重要指标ꎬ
线粒体膜电位的丧失是线粒体凋亡途径的先决条

件ꎮ 改善线粒体功能可逆转缺血再灌注所诱导的

心肌细胞凋亡[１３￣１４]ꎮ 在糖尿病心肌病模型上的研

究发现ꎬＡｎｇ(１￣７)可通过提高线粒体膜电位保护心

肌细胞对抗高糖诱导的损伤[１５]ꎮ 本研究发现ꎬＩＳＯ
处理后 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞线粒体膜电位明显下降ꎬ而
Ａｎｇ(１￣７)预处理能够抵抗 ＩＳＯ 引起的这种线粒体

膜电位的改变ꎮ 这提示 Ａｎｇ(１￣７)抗心肌细胞凋亡

的作用与提高线粒体膜电位有关ꎮ 这与博来霉素

通过线粒体凋亡途径诱导肺泡上皮细胞死亡的研

究结果相一致[１６]ꎮ
ＰＩ３Ｋ 及其下游分子蛋白的 Ａｋｔ 组成的信号通

路与细胞的增殖、存活、凋亡密切相关[１７￣１８]ꎮ 对糖

尿病心肌病大鼠的研究显示ꎬＡｎｇ(１￣７)抗细胞凋亡

主要通过 Ａｋｔ 信号通路[１]ꎮ 那么ꎬＡｎｇ(１￣７)抗 ＩＳＯ
诱导的心肌细胞凋亡是否通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路

呢? 自发性高血压大鼠长期使用 Ａｎｇ(１￣７)后ꎬ左心

室肥厚和心肌纤维化的发展受到明显抑制ꎮ 因而ꎬ
本研究采用致心肌肥厚及心肌凋亡的共同小分子

物质 ＩＳＯ 来进行研究ꎬ结果发现ꎬＩＳＯ 可抑制 Ａｋｔ 蛋
白磷酸化ꎬＡｎｇ(１￣７)可逆转 ＩＳＯ 诱导的 ｐ￣Ａｋｔ 蛋白

表达量的减少ꎮ 而使用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 可

抑制 ｐ￣Ａｋｔ 蛋白的表达ꎬ增加细胞凋亡率及 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达ꎮ 这提示 Ａｎｇ(１￣７)可通过激

活 ＰＩ３Ｋ 促进 Ａｋｔ 的磷酸化ꎬ进而抑制 ＩＳＯ 诱导的心

肌细胞凋亡ꎮ 这与缺氧诱导的心肌细胞凋亡模型

上的结果相一致[１９]ꎮ
总之ꎬＡｎｇ(１￣７)能抑制 ＩＳＯ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌

细胞线粒体途径的细胞凋亡ꎮ 此外ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号

通路在 Ａｎｇ(１￣７)抗 ＩＳＯ 诱导下 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡

中起到关键作用ꎮ 下一步ꎬ本研究团队拟在细胞水

平上进一步研究 Ａｎｇ(１￣７)通过线粒体途径抗 ＩＳＯ
诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡的具体机制ꎬ并在动物

模型上验证ꎮ
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