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过表达 Bax 抑制剂 1 通过抑制线粒体通透性转换孔开放及
细胞凋亡减轻心肌缺血再灌注损伤
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[摘　 要] 　 目的　 探讨过表达 Bax 抑制剂 1(BI-1)基因对缺血再灌注损伤的影响及其相关机制。 方法　 30 只 SD
大鼠随机分为假手术组、缺血再灌注组( I / R 组)、对照的腺病毒载体组(Ad-EGFP 组)、过表达 BI-1 的腺病毒载体

组(Ad-BI-1 组)、环孢素 A(CsA 组)。 建立大鼠心肌缺血再灌注损伤(MIRI)模型后,TTC 染色观察各组大鼠心肌

梗死面积,TUNEL 染色观察心肌细胞凋亡情况,电镜下观察心肌细胞超微结构变化,qRT-PCR 检测各组大鼠心肌

组织中 BI-1 mRNA 表达。 分离培养乳鼠心肌细胞并按细胞处理方式的不同将其分为对照组、缺氧复氧组(H / R
组)、对照的腺病毒载体组(Ad-EGFP 组)、过表达 BI-1 的腺病毒载体组(Ad-BI-1 组)、环孢素 A(CsA 组),免疫荧光

法检测 BI-1 的亚细胞定位,Western blot 检测各组细胞中 BI-1 蛋白表达,Calcein-AM 法检测各组心肌细胞线粒体通

透性转换孔(MPTP)开放水平;应用 Western blot 检测凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、细胞色素 C(CytC)及 Caspase-3、
Caspase-9 的表达。 结果　 缺血再灌注后,与假手术组相比,I / R 组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组、CsA 组大鼠心肌梗死

面积显著增加,心肌细胞凋亡数明显增多,心肌线粒体结构受损显著加重(P<0. 05);而与 I / R 组或 Ad-EGFP 组相

比,Ad-BI-1 组、CsA 组大鼠的上述指标明显改善(P<0. 05)。 qRT-PCR 结果显示,与假手术组相比,I / R 组、Ad-
EGFP 组、CsA 组中 BI-1 mRNA 表达均显著降低,而 Ad-BI-1 组 BI-1 mRNA 表达明显增加(P<0. 05)。 成功分离乳

鼠心肌细胞,免疫细胞结果显示 BI-1 主要定位于心肌细胞内质网;与对照组相比,H / R 组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组

及 CsA 组的 Calcein-AM 荧光强度显著降低(P<0. 05),而 Ad-BI-1 组及 CsA 组较 H / R 组细胞明显增加(P<0. 05);
Western blot 结果显示,H / R 组、Ad-EGFP 组、CsA 组中 BI-1 蛋白表达较对照组显著降低(P<0. 05),而 Ad-BI-1 组

BI-1 蛋白表达明显增加(P<0. 05)。 此外,在大鼠心肌组织中,与假手术组相比,I / R 组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组与

CsA 组大鼠的 Bcl-2 / Bax 比值均显著降低(P<0. 05),凋亡蛋白 Caspase-3、Caspase-9 表达均显著增加(P<0. 05),而
Ad-BI-1 组及 CsA 组大鼠的 Bcl-2 / Bax 比值明显高于 I / R 组(P<0. 05),Caspase-3 和 Caspase-9 蛋白表达亦较 I / R 组

明显降低(P<0. 05)。 CytC 表达结果显示,在心肌组织总蛋白中,与假手术组相比,I / R 组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组

及 CsA 组大鼠中 CytC 表达均显著升高(P<0. 05),且后四组之间差异无统计学意义(P>0. 05);但在心肌细胞线粒

体中,I / R 组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组及 CsA 组大鼠的 CytC 表达均显著降低(P<0. 05),且 Ad-BI-1 组及 CsA 组大

鼠较 I / R 组明显增加(P<0. 05)。 结论　 过表达 BI-1 基因能够缩小 MIRI 大鼠的心肌梗死面积,减轻心肌细胞的凋

亡并改善线粒体结构及功能损伤,其作用机制可能是过表达 BI-1 通过改变 Bcl-2 / Bax 比值,抑制 MPTP 的开放,减
少细胞 CytC 的释放,降低凋亡蛋白 Caspase-3 及 Caspase-9 的活化而发挥上述作用。
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Overexpression of Bax inhibitor-1 reduces myocardial ischemia-reperfusion injury by
inhibiting mitochondrial permeability transition pore opening and apoptosis
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Bcl-2 / Bax;　 CytC
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of overexpression of Bax inhibitor-1 (BI-1) gene in cardiomyocytes on
ischemia-reperfusion injury and its mechanism. 　 　 Methods　 Thirty SD rats were randomly divided into sham operation
group (sham group), ischemia-reperfusion group (I / R group), adenovirus control group (Ad-EGFP group), overexpres-
sion of BI-1 genome group (Ad-BI-1 group), cyclosporine A group (CsA group). 　 After the establishment of myocardial
ischemia-reperfusion injury (MIRI)model in rats, TTC staining was used to observe myocardial infarction area, TUNEL
staining was used to observe myocardial apoptosis, ultrastructural changes of myocardial cells were observed under electron
microscope; qRT-PCR was used to detect the expression of BI-1 mRNA in the myocardium of rats in each group. 　 The my-
ocardial cells of neonatal rats were isolated and cultured and divided into control group, hypoxia / reoxygenation group (H / R
group), adenovirus control group (Ad-EGFP group), overexpression of BI-1 genome group (Ad-BI-1 group) and cyclos-
porine A group (CsA group) according to different cell treatment. 　 The subcellular localization of BI-1 was detected by
immunocytochemistry, the expression of BI-1 protein was detected by Western blot, and the MPTP opening level of myocar-
dial mitochondria was detected by Calcein-AM; and the expression of apoptosis related proteins Bcl-2, Bax, CytC,
Caspase-3 and Caspase-9 were detected by Western blot. 　 　 Results　 Compared with sham group, myocardial infarct are-
a, apoptosis number, mitochondrial structure damage in I / R group, Ad-EGFP group, Ad-BI-1 group and CSA group in-
creased significantly (P<0. 05), while those in Ad-BI-1 group and CsA group decreased significantly (P<0. 05) compared
with I / R group. 　 qRT-PCR results showed that compared with sham group, BI-1 mRNA expression decreased significantly
in I / R group, Ad-EGFP group and CsA group, while it increased significantly in Ad-BI-1 group; Subcellular location
showed that BI-1 was mainly located in the endoplasmic reticulum of cardiomyocytes, and the fluorescence intensity of Cal-
cein-AM was significantly lower in H / R group, Ad-EGFP group, Ad-BI-1 and CsA group than that in control group, while
that of Ad-BI-1 and CsA group was significantly higher than that of H / R group; Compared with control group, the expres-
sion level of BI-1 protein was significantly decreased in H / R group, Ad-EGFP group and CsA group, but it was significant-
ly increased in Ad-BI-1 group. 　 Western blot results showed that compared with sham group, the ratio of Bcl-2 / Bax de-
creased significantly in I / R group, Ad-EGFP group, Ad-BI-1 group and CsA group (P<0. 05), the expression of Caspase-
3 and Caspase-9 increased significantly (P<0. 05); while the ratio of Bcl-2 / Bax increased significantly in Ad-BI-1 group
and CsA group compared with I / R group ( P < 0. 05 ), and the expression of Caspase-3 and Caspase-9 decreased
significantly (P<0. 05). 　 The expression of CytC was significantly higher in I / R group, Ad-EGFP group, Ad-BI-1 group
and CsA group than that of sham group (P<0. 05). 　 However, the expression of CytC in the mitochondria of myocardial
cells was significantly lower in I / R group, Ad-EGFP group, Ad-BI-1 group and CsA group than that of sham group (P<
0. 05), and the expression of CytC was significantly higher in the Ad-BI-1 group and the CsA group than that of I / R group
(P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Overexpression of BI-1 gene can reduce the myocardial infarct area of MIRI rats, reduce the
apoptosis of myocardial cells and improve the mitochondrial structure and function damage. 　 The mechanism may be that
overexpression of BI-1 can play the above role by changing the Bcl-2 / Bax ratio, inhibiting the opening of MPTP, reducing
the release of CytC, and reducing the activation of Caspase-3 and Caspase-9.

　 　 心肌缺血再灌注损伤 ( myocardial ischemia-
reperfusion injury,MIRI)是指缺血心肌在恢复血流

灌注后,心肌细胞结构受损及细胞功能障碍进一步

加剧的现象,这常常导致心肌的梗死范围扩大,并
进一步加重心功能损害[1]。 因此,针对改善 MIRI
的研究对提高临床治疗及改善患者预后具有重要

意义。 目前,关于 MIRI 的机制报道较为复杂,钙超

载、氧化应激、细胞凋亡、炎症及线粒体功能障碍等

均起着重要作用且相互关联[2]。 线粒体通透性转

换 孔 ( mitochondrial permeability transition pore,
MPTP)是位于线粒体内外膜之间的非特异性通道,
大量研究表明,MPTP 开放在 MIRI 发病过程中起着

重要的作用,抑制 MPTP 开放可在心肌缺血后发挥

保护作用[3]。 而环孢素 A(cyclosporin A,CsA)可通

过与细胞内基质亲环蛋白 D 相互结合来抑制 MPTP
开放[4]。 既往体内外研究发现,CsA 能够通过上述

原理防止 MIRI,缩小心肌梗死面积并保留再灌注后

的心功能等[4-5]。
Bax 抑制剂 1(Bax inhibitor-1,BI-1)是近年来发

现的凋亡抑制因子,其不属于细胞程序性死亡有关

的任何基因家族,是少数几种同时存在于动植物中

的保守性细胞死亡抑制因子之一。 研究发现,BI-1
主要通过抑制线粒体相关的凋亡途径阻断细胞凋

亡过程[6-7]。 在 MIRI 中,MPTP 开放导致线粒体膜

通透性增加,继而膜内外离子浓度差和电位差失

衡,致使钠钾离子泵功能紊乱,进而引发线粒体功
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能障碍,膜电位降低,释放细胞色素 C( cytochrome
C,CytC),启动细胞凋亡[3,8]。 近年来,有学者研究

表明 BI-1 能够通过介导线粒体钙离子摄入调控

MPTP 功能而影响细胞凋亡[9]。 鉴于以上机制,我
们认为过表达 BI-1 基因可能通过影响 MPTP 开放

及细胞凋亡改善缺血再灌注心肌损伤,并通过建立

大鼠 MIRI 模型进行验证。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

清洁级健康成年雄性 SD 大鼠 30 只(体质量

250 ~ 300 g),1 ~ 3 天 SD 大鼠乳鼠 30 只,均由新疆

医科大学动物实验中心提供;MPTP 抑制剂 CsA、戊
巴比妥钠 (美国 Sigma 公司);线粒体提取试剂

(Qiagen 公司);兔抗 Bcl-2、Bax、GAPDH 单克隆抗

体(美国 Abcam 公司);小鼠抗 Caspase-3、Csapase-9
单克隆抗体(美国 Affinity 公司);辣根过氧化物酶

(HRP)标记的山羊抗兔、抗小鼠 IgG(广州晶彩生物

公司);兔抗 GRP78、BI-1(美国 Santa Cruz 公司);
Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 555 结合的山羊抗兔二

抗、LipofectamineTM3000(美国 Invitrogen 公司);磷酸

化蛋白提取试剂盒(江苏碧云天);Calcein-AM 试剂

盒(武汉博士德);小鼠抗 CytC、COXⅣ单克隆抗体

(美国 Santa Cruz 公司);过表达 BI-1 的腺病毒载体

(Ad-BI-1)及携带绿色荧光蛋白的对照腺病毒载体

(Ad-EGFP)(滴度均为 1×109 PFU / mL) (上海吉凯

基因技术有限公司);PCR 试剂盒(日本 TaKaRa);
PCR 引物由上海生工合成。
1. 2　 心肌缺血再灌注损伤模型制备及分组

各组大鼠适应性喂养 1 周,检查心电图及体温

正常。 ①Ad-BI-1 及 Ad-EGFP 腺病毒转染参考文献

报道[10-12]方法进行,简述如下:术前 12 h 禁食不禁

水。 经腹注射 40 mg / kg 的戊巴比妥钠麻醉大鼠后

进行气管插管,按氧含量 330 mL / L、呼吸比 2 ∶ 1、频
率 70 ~ 80 次 / min、潮气量 7 ~ 8 mL 的参数设置进行

正压通气。 左胸部常规消毒、铺巾后,于胸骨左缘

3、4 肋间开胸,逐层钝性分离,剪开心包,充分暴露

心脏,分离左主动脉及肺动脉根部,用无损伤血管

钳在左主动脉、肺动脉根部进行钳夹以阻断其血

流,用 27 号针头在心尖区向左心室腔注入 0. 1 mL
腺病毒试剂,10 s 后松开血管钳以恢复左主动脉、肺
动脉血流。 操作期间密切观察心脏变化。 充分膨

肺后关胸,并注射青霉素 10 万 U 预防感染。 ②心

肌缺血再灌注模型制备:按照上述操作进行大鼠麻

醉及呼吸支持后,常规记录肢体Ⅱ导联心电图,分
离大鼠右侧股静脉,置入聚乙烯管以备药物注射。
左胸部常规消毒、铺巾后,于胸骨左缘 3、4 肋间进

胸,打开心包,以动脉圆锥与左心耳之间的左冠状

静脉主干为标志,在左心耳下方 1 ~ 2 mm 分离左冠

状动脉前降支( left anterior descending,LAD),5-0 的

无创缝合线在其下方穿线,以活结结扎 LAD 血流,
观察心电图出现 ST 段抬高(>0. 15 mV)和(或)T 波

高耸或弓背抬高,且左心室前壁颜色发绀及心肌收

缩减弱时说明结扎成功,再灌注时解开活结,即可

实现阻断的 LAD 血流再通,且心肌组织反应性充

血,心电图 ST 段逐渐下降。 ③按随机数字表法将

大鼠分为 5 组,每组 6 只,即假手术组(Sham):开胸

后仅于 LAD 穿线但不进行结扎,并给予股静脉注射

1. 5 mL 的生理盐水;心肌缺血再灌注损伤组( I / R
组):阻断 LAD 30 min 后,经股静脉给予 1. 5 mL 的

生理盐水,松开结扎线恢复血管再灌注,并逐层关

胸;过表达 BI-1 的腺病毒载体组(Ad-BI-1 组)及对

照的腺病毒载体组(Ad-EGFP 组):Ad-BI-1 及 Ad-
EGFP 腺病毒转染 3 天后阻断 LAD 30 min,再恢复

血流灌注;环孢素 A 组(CsA 组):阻断 LAD 30 min
后,并于再灌注前 5 min 经股静脉给予 CsA(10 mg /
kg)后,再恢复血流灌注。 再灌注 24 h 后,取材检测

相关指标。
1. 3　 TTC 染色检测心肌梗死面积

再灌注后 24 h,摘取心脏,4 ℃预冷生理盐水冲

净残余血液后,-20 ℃冷冻 1 h,切片至 1 ~ 2 mm 厚

的截面,置于 10 mL / L 的三苯基四氮唑(TTC)溶液

在 37 ℃孵箱中孵育 20 min。 PBS 清洗组织切片后,
将其在室温下于 4%多聚甲醛中固定过夜。 取出切

片用滤纸吸除残余液体后,根据薄片上不同颜色划

分区域,其中梗死区为灰白色,用 Image Pro Plus 6. 0
软件计算心肌梗死面积( infarct size,IS)比例 =左心

室梗死总面积 / 左心室总面积×100% 。 以上实验单

独重复 3 次。
1. 4　 透射电镜观察心肌细胞线粒体超微结构

再灌注后 24 h,按上述方法麻醉大鼠后,摘取心

脏,在缺血危险区取适量新鲜心脏组织,2. 5% 戊二

醛固定,梯度酒精脱水、包埋、切片、加入醋酸铀和

枸橼酸铅双染后制成超薄切片,于电子显微镜下观

察心肌细胞超微结构变化,每个标本随机拍摄 5 张

照片,每张照片随机选取 20 个线粒体进行观察,参
考 Flameng 等[13]方法进行线粒体损伤程度评分。 0
级:线粒体超微结构完整,颗粒完好;1 级:线粒体轻

度肿胀,嵴与基质结构正常,但颗粒出现缺失;2 级:
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线粒体中度肿胀,基质透明,基质颗粒丧失,但嵴未

被破坏;3 级:线粒体重度肿胀,基质均匀透明出现

凝固,基质颗粒丧失,嵴断裂;4 级:线粒体严重肿

胀,颗粒丧失,嵴完全断裂,线粒体内外膜完整性

丧失。
1. 5　 TUNEL 法检测心肌细胞凋亡

再灌注后 24 h,将摘取的心脏组织于 4% 多聚

甲醛中固定,石蜡包埋,切片后按照 TUNEL 试剂盒

说明书进行心肌组织细胞凋亡情况检测。 每个切

片随机选取 6 个视野计算凋亡指数(凋亡指数 =凋

亡细胞数 / 细胞总数×100% )。 以上实验单独重复

3 次。
1. 6　 原代心肌细胞分离、转染及缺氧复氧模型建立

①原代心肌细胞的分离:取 SD 大鼠乳鼠心室

肌细胞,应用 0. 08%的中性蛋白酶与Ⅱ型胶原酶进

行消化后,将其置于含 10% FBS 与 1% 青链霉素的

DMEM / HG 培养液中于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱

中进行培养,2 h 后更换培养液以利用差速贴壁法

去除成纤维细胞与内皮细胞,收集未贴壁细胞并接

种至 6 孔板中按上述条件进行培养。 每天观察细胞

生长情况,按需更换培养液,3 ~ 4 天时观察到细胞

成片跳动即可使用。 ②心肌细胞的分组及缺氧复

氧(hypoxia / reoxygenation,H / R)模型建立:将心肌细

胞按实验目的分为 5 组,即对照组(Control):正常培

养的心肌细胞;H / R 组:将心肌细胞置于不含葡萄

糖和血清的 DMEM 中于 37 ℃、95% N2、5% CO2 的

低氧培养箱中缺氧 1 h 后,更换为含 10% FBS 的

DMEM / HG 培养液于 37 ℃、95%空气、5% CO2 环境

中复氧 8 h,建立缺氧复氧模型;过表达 BI-1 的腺病

毒载体组(Ad-BI-1 组)及对照的腺病毒载体组(Ad-
EGFP 组):将载有过表达 BI-1 及对照序列的腺病毒

感染心肌细胞,24 h 后更换新鲜的培养基;并将感

染后的心肌细胞按上述方法进行缺氧复氧处理;环
孢素 A 组(CsA 组):即预先使用 10 μmol / L 的 CsA
处理心肌细胞后将按上述方法进行缺氧复氧处理。
1. 7　 BI-1 在心肌细胞中亚定位检测

心肌细胞爬片处理完成后,4%多聚甲醛于室温

下固定 15 min 后,0. 3% Triton X-100 于 4 ℃下通透

5 min,10% 山羊血清封闭 1 h 后,将 GRP78 抗体

(1 ∶ 500)、BI-1(1 ∶ 800)于 4 ℃ 下孵育过夜。 次

日,PBS 漂洗细胞后,加入 Alexa Fluor 488 或 Alexa
Fluor 555 结合的二抗(1 ∶ 2 000)于室温下孵育 2 h,
PBS 再次漂洗后,加入 DAPI 染核 3 min,最后在荧

光显微镜下拍照。

1. 8　 提取大鼠心肌线粒体

再灌注后 24 h,按上述方法麻醉大鼠后,将摘取

的心脏组织用灭菌后的眼科剪进行剪碎至 2 mm3,
按照线粒体提取试剂盒说明书方法于冰上提取大

鼠心肌线粒体,方法简述如下:将剪碎的心肌组织

置于匀浆器内,加入 500 μL 裂解液进行匀浆,加入

1. 5 mL 裂解液,4 ℃ 3 000 r / min 离心 10 min,向底

层沉淀中加入 1. 5 mL 裂解液,重复上述匀浆过程,
再次 4 ℃ 3 000 r / min 离心 10 min 后取上清液,
6 000 g 离心 20 min,进行纯化后,置于 1 mL 的线粒

体保存液中进行储存。
1. 9　 MPTP 开放水平的检测

采用 Calcein-AM 释放试验检测心肌细胞 MPTP
开放水平。 简述如下:各组心肌细胞按上述方法缺

氧或 CsA 处理后,1 mmo / L 的 Calcein 与氯化钴于室

温下孵育 30 min,复氧 20 min 后即用 Hank 平衡盐

溶液漂洗细胞,并将细胞培养液更换为无钙离子的

1 mmo / L 氯化钴的 DMEM / HG 培养液,分别应用

200 μmol / L 的 MitoTracker Red CMXRos 与 1 μmol /
L Hoechst33342 对线粒体及细胞核染色 5 min。 荧

光共聚焦显微镜观察 Calcein-AM 的荧光强度。
1. 10　 实时荧光定量 PCR 实验

将各组大鼠的心肌组织在液氮中研磨后,按照

Trizol 法提取组织中总 RNA,经纯度检测与定量后,
根据反转录试剂说明书反转录为 cDNA。 再按照

qRT-PCR 试剂盒说明书及预实验确定的反应时间

与温度进行实时定量。 qRT-PCR 反应条件为:95 ℃
预变性 10 min 后,95 ℃变性 7 s→60 ℃退火 20 s→
72 ℃延伸 38 s,40 个循环。 qRT-PCR 引物为:BI-1
上 游 5′-CCTCTTCTGGTGGATGC-3′, 下 游 5′-GC-
CTCGCTCTGTTGATGTGA-3′;GAPDH 上游 5′-AGAAG-
GCTGGGGCTCATTTG-3′,下 游 5′-AGGGGCCATCCA-
CAGTCTTC-3′。 以 GAPDH 为内参,采用 2-ΔΔCt 方法

分析 BI-1 mRNA 的表达量。
1. 11　 Western blot 实验

利用蛋白质提取试剂盒提取各组大鼠心肌缺

血区和各组原代心肌细胞中的总蛋白。 BCA 法进

行蛋白定量,按照 1 ∶ 4 比例向上清液中加入 5×上
样缓冲液,并于沸水中加热变性 10 min。 取 30 μg
的蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳进行

蛋白分离,采用湿转法将分离的蛋白转至 PVDF 膜

上,5%脱脂牛奶于室温下封闭 2 h 后,分别加入

BI-1(1 ∶ 500)、Bcl-2(1 ∶ 1 500)、Bax(1 ∶ 1 000)、
Caspase-3 ( 1 ∶ 1 000 )、 Caspase-9 ( 1 ∶ 1 000 )、
GAPDH(1 ∶ 2 000)一抗,4 ℃摇床孵育过夜。 TBST
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溶液清洗 3 次, 5 min / 次, 以 HRP 标记的二抗

(1 ∶ 5 000)室温孵育 1 h,以 TBST 溶液清洗 3 次,5
min / 次。 CytC 的检测:选取 1. 8 中分离纯化的心肌

线粒体与缺血区的心肌组织,应用蛋白质提取试剂

盒提取线粒体与心肌组织中的总蛋白,其余步骤同

上,加入 CytC(1 ∶ 1 000),COX Ⅳ(1 ∶ 2 000)为内

参。 最后在载有蛋白条带的 PVDF 膜上均匀滴加

ECL 发光液后于凝胶成像仪进行曝光拍照。 Image
J 软件测定条带灰度值,以目标蛋白与内参的比值

作为其相对含量。 以上实验单独重复 3 次。
1. 12　 统计学分析

采用 SPSS 19. 0 和 GraphPad Prism 5. 0 进行统

计分析。 数据结果用 x±s 表示,两组间比较采用独

立样本 t 检验,多组间比较采用单因素方差分析

(one-way ANOVA)的 Dunnett’ s 或 Bonferroni’ s 多

重比较进行分析;P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 过表达 BI-1 减轻大鼠心肌梗死面积

TTC 双染法检测大鼠心肌梗死面积,结果显示

与假手术组相比,I / R 组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组及

CsA 组大鼠心肌梗死面积显著增加(P<0. 05);而与

I / R 组大鼠相比,Ad-BI-1 组和 CsA 组大鼠心肌梗死

面积明显减少(P<0. 05),后两组大鼠之间心肌梗死

面积差异无显著性(P>0. 05;图 1)。

图 1. TTC 染色观察心肌梗死面积(n=3)
a 为 P<0. 05,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,与 I / R 组相比。

Figure 1. Myocardial infarction area observed after TTC staining (n=3)

2. 2　 过表达 BI-1 减轻大鼠心肌细胞凋亡

各组大鼠心肌组织经 TUNEL 染色后,正常细胞

核为蔚蓝色,而凋亡细胞核为棕褐色(红色箭头指

示)。 实验结果表明假手术组大鼠心肌组织无明显

细胞凋亡, I / R 组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组和 CsA
组大鼠的心肌组织中凋亡的细胞较假手术组均显

著增加(P<0. 05),而 Ad-BI-1 组和 CsA 组大鼠凋亡

细胞明显少于 I / R 组(P<0. 05),后两组大鼠之间心

肌细胞凋亡无统计学差异(P>0. 05;图 2)。
2. 3　 过表达 BI-1 减轻大鼠心肌细胞线粒体损伤

透射电镜观察大鼠心肌细胞超微结构改变,结
果表明假手术组大鼠心肌细胞线粒体结构完整,外
膜光滑无肿胀,基质内颗粒丰富;I / R 组和 Ad-EGFP
组大鼠心肌细胞线粒体结构大量破坏,发生肿胀,

棘突排列紊乱,线粒体膜破损严重,基质内颗粒明

显减少,且能够见到少量空泡样变性(红色箭头指

示);Ad-BI-1 组和 CsA 组大鼠可见心肌细胞线粒体

结构多数完整,棘突变短、数目减少,但棘断裂少

见,基质内颗粒丰富,仅少数线粒体出现肿胀、膜破

损现象(图 3)。
2. 4　 过表达 BI-1 抑制心肌细胞线粒体 MPTP 的开

放水平

Calcein-AM 法检测原代心肌细胞线粒体 MPTP
的开放水平,结果发现,与对照组相比,H / R 组、Ad-
EGFP 组、Ad-BI-1 组及 CsA 组细胞的 Calcein-AM 荧

光强度显著降低,提示 MPTP 开放水平明显升高(P
<0. 05);而 Ad-BI-1 组和 CsA 组细胞的 Calcein-AM
荧光强度显著高于 H / R 组(P<0. 05);后两组细胞
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的 Calcein-AM 荧光强度差异无显著性(P>0. 05)。
结果提示,过表达 BI-1 能够抑制心肌细胞中 MPTP

的开放水平(图 4)。

图 2. TUNEL 染色观察心肌细胞凋亡(n=3)
A 为假手术组,B 为 I / R 组,C 为 Ad-EGFP 组,D 为 Ad-BI-1 组,E 为 CsA 组。

a 为 P<0. 05,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,与 I / R 组相比。

Figure 2. Apoptosis of cardiomyocytes observed by TUNEL staining (n=3)

图 3. 透射电镜观察心肌细胞线粒体结构变化(n=3)
A 为假手术组,B 为 I / R 组,C 为 Ad-EGFP 组,D 为 Ad-BI-1 组,E 为 CsA 组。 a 为 P<0. 05,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,与 I / R 组相比。

Figure 3. Changes of mitochondrial structure of cardiomyocytes observed by
transmission electron microscope (n=3)
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图 4. Calcein-AM 法检测线粒体 MPTP 开放水平(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 H / R 组相比。

Figure 4. Detection of mitochondrial MPTP opening level by Calcein-AM method (n=3)

2. 5　 缺血再灌注 /缺氧复氧对心肌细胞 BI-1 表达

的影响及 BI-1 的亚细胞定位

qRT-PCR 检 测 各 组 原 代 心 肌 细 胞 中 BI-1
mRNA 的表达水平,结果表明与对照组相比,H / R
组、Ad-EGFP 组及 CsA 组心肌细胞中 BI-1 mRNA 表

达水平均显著下降(P <0. 05),Ad-BI-1 组中 BI-1

mRNA 表达水平较其他组均明显增加(P<0. 05),
CsA 组中 BI-1 mRNA 表达较 H / R 组明显增加(P<
0. 05,图 5A)。 Western blot 检测各组原代心肌细胞

中 BI-1 蛋白表达水平,结果表明与对照组相比,H /
R 组、Ad-EGFP 组及 CsA 组心肌细胞中 BI-1 蛋白表

达水平均显著降低(P<0. 05),而 Ad-BI-1 组中 BI-1
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蛋白表达较其他组均明显增加(P<0. 05),CsA 组细

胞中 BI-1 蛋白表达水平较 H / R 组明显增加(P <
0. 05,图 5B)。 BI-1 在原代心肌细胞中亚定位结果

表明,BI-1 主要表达于内质网中(图 5C)。

图 5. 各组原代心肌细胞中 BI-1表达变化及 BI-1在细胞中的亚定位(n=3)
A 为 qRT-PCR 检测各组心肌细胞中 BI-1 mRNA 表达水平,B 为 Western blot 检测各组心肌细胞中 BI-1 蛋白表达差异,
C 为 BI-1 在原代心肌细胞中的亚细胞定位的免疫荧光检测。 a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 H / R 组相比。

Figure 5. The expression level of BI-1 in primary cardiomyocytes of each group and
the sublocalization of BI-1 in cardiomyocytes (n=3)

2. 6 　 过表达 BI-1 对各组大鼠心肌组织中 Bcl-2 /
Bax、CytC 及 Caspase-3、Caspase-9 表达的影响

Western blot 结果表明,与假手术组相比, I / R
组、Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组及 CsA 组大鼠心肌细胞

中 Bcl-2 / Bax 比值均显著降低(P<0. 05),而 Ad-BI-
1 组及 CsA 组大鼠的 Bcl-2 / Bax 比值明显高于 I / R
组(P<0. 05),后两组之间的 Bcl-2 / Bax 比值差异无

显著性 ( P > 0. 05; 图 6 )。 凋亡蛋白 Caspase-3、
Caspase-9 检测结果表明,与假手术组相比,I / R 组、
Ad-EGFP 组、Ad-BI-1 组及 CsA 组大鼠心肌组织中

上述两种蛋白表达均显著增加(P<0. 05),而 Ad-BI-1
组和 CsA 组大鼠较 I / R 组明显减少(P<0. 05),后两

组间 Caspase-3 和 Caspase-9 蛋白表达差异无显著性

(P>0. 05;图 6)。 CytC 表达结果显示,在心肌细胞

总蛋白中,与假手术组相比,I / R 组、Ad-EGFP 组、
Ad-BI-1 组及 CsA 组大鼠心肌细胞中 CytC 表达均

显著升高(P<0. 05),且后四组之间差异无统计学意

义(P>0. 05)。 但在心肌细胞线粒体中,I / R 组、Ad-
EGFP 组、Ad-BI-1 组及 CsA 组大鼠的 CytC 表达均

较假手术组显著降低(P<0. 05),且 Ad-BI-1 组及

CsA 组大鼠较 I / R 组明显增加(P<0. 05),后两组之

间差异无统计学意义(P>0. 05;图 6)。

3　 讨　 论

MIRI 常发生于缺血性心脏病再灌注治疗过程

中,是临床常见且亟待解决的病理生理现象。 细胞

凋亡对 MIRI 的预后具有重要影响。 研究表明,抑
制 MIRI 过程中的心肌细胞凋亡能够减少梗死范围

的扩大,并有效保护心功能[14]。 线粒体是广泛存在

于细胞中的一种重要细胞器,在生理水平下线粒体

处于稳定状态,但当其损伤时,可产生大量超氧化

物和活性氧,导致钙超载和氧化应激等不良刺激,
从而诱导细胞发生凋亡和坏死[14]。 大量研究证实,
线粒体功能异常在 MIRI 的发生发展过程中占有重

要地位。 MPTP 是线粒体功能的关键调节因子,其
异常开放能够诱导线粒体结构紊乱,进而影响线粒

体功能,并最终导致细胞凋亡。 在正常生理条件下

MPTP 保持闭合状态,而钙离子超载和过度氧化应

激等引起的再灌注可诱导其开放,在缺血再灌注过
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图 6. Western blot 检测大鼠心肌细胞中 Bcl-2 / Bax、CytC 及 Caspase-3、Caspase-9表达(n=3)
a 为 P<0. 05,与假手术组相比;b 为 P<0. 05,与 I / R 组相比。

Figure 6. The expressions of Bcl-2 / Bax, CytC, Caspase-3 and Caspase-9 in cardiomyocytes by Western blot (n=3)

程中能够诱发细胞死亡和组织损伤等作用[15]。 He
等[16]研究发现,在大鼠 MIRI 模型中吗啡预处理能

够通过减少心肌细胞钙离子超载的发生,阻遏

MPTP 的开放,降低 CytC 的释放从而抑制心肌细胞

凋亡,发挥保护心肌的作用。 CsA 通过与线粒体中

的基质亲环蛋白 D 特异性结合,而阻止 MPTP 开

放,从而抑制细胞发生凋亡[17]。
BI-1 是新发现的一种凋亡抑制基因,其蛋白产

物能够抑制由 Bax、星形细胞素等引起的凋亡。 应

用化学交联和免疫共沉淀实验发现,BI-1 并非与

Bax 直接作用,而是与抗凋亡蛋白 Bcl-2 和 Bcl-XL
相互结合,通过改变其表达,调节 BI-1 / Bcl-XL / Bcl-
2 和 Bax 比值,调控细胞凋亡[18]。 其可能的分子机

制为:Bcl-2 和 Bcl-XL 可以与 Bax 形成 Bcl-2 / Bax、
Bcl-XL / Bax 异源二聚体,而使 Bax / Bax 同源二聚体

形成减少,从而抑制 Bax 引起的凋亡。 同时 Bax / Bax
同源二聚体能够促进线粒体释放 CytC,使其进入胞

质,诱导细胞发生凋亡[15,19-21]。 此外,有研究报道,
BI-1 / Bcl-2 二聚体能够与 MPTP 的主要组成成分外

膜电压依赖性离子通道 ( voltage-dependent anion
channel,VDAC)相结合,从而通过抑制 MPTP 的形

成保护线粒体结构及功能的完整,进而发挥抗凋亡

作用[20]。 近年来关于 BI-1 在心肌缺血再灌注的作

用逐渐被人们所重视,如 Zhou 等[22-23] 在心肌缺血

再灌注的微血管损伤中先后发现 BI-1 可通过 Syk-
Nox2-Drp1 与 XO / ROS / F-actin 分子信号通路维持

线粒体稳态以减轻心脏微血管再灌注损伤。
本研究实验结果表明,心肌细胞过表达 BI-1 基

因能够缩小 MIRI 大鼠的心肌梗死面积,减轻心肌

细胞的凋亡并改善线粒体结构及功能损伤,进一步

通过 Western blot 分析凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、
Caspases 及 CytC 发现,过表达 BI-1 可能是通过改变

Bcl-2 / Bax 比值,抑制 MPTP 的开放,减少细胞 CytC
的释放,降低凋亡蛋白 Caspase-3 及 Caspase-9 的活

化而发挥上述作用。 CytC 一般存在于线粒体的内

外膜间隙之间,生理条件下其不能穿过线粒体外膜

到达细胞质,在 MPTP 异常开放并导致线粒体膜结

构发生损伤时,CytC 从线粒体内释放到胞质中,并
作为重要的促凋亡因子,在三磷酸脱氧腺苷的协同

作用下与凋亡蛋白酶活化因子 1(apoptosis protease-
activating factor 1,APAF-1)相互结合,激活 Caspase-9,
然后进一步激活下游的 Caspase-3,启动 Caspases 的
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级联 反 应, 最 终 导 致 细 胞 凋 亡 的 发 生。 其 中

Caspases 的活化是凋亡的中心环节,而 Caspase-3 是

细胞凋亡过程中的关键执行者,它的活化是凋亡进

入不可逆阶段的标志[24-26]。
众所周知,MIRI 机制复杂,涉及到钙超载、氧化

应激、细胞凋亡、炎症及线粒体功能障碍等因素,迄
今尚无有效的治疗手段。 本研究发现,心肌细胞过

表达 BI-1 基因能够通过抑制心肌细胞凋亡,减轻心

肌结构及功能损伤,从而发挥保护心肌的作用。 而

基因治疗是近年来疾病研究的热点,在癌症、自身

免疫性疾病、传染性疾病等领域已取得瞩目的成

绩,其作为一种全新的治疗手段,必将在以后的疾

病治疗中发挥关键作用。
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