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瘦素对窒息新生大鼠心肌组织 calpain-1 和
Bcl-2 的表达及细胞凋亡的影响

吴丹丹　吴星恒　张丽娜

（南昌大学第一附属医院儿科，江西 南昌　330006）

［摘要］　目的　研究瘦素对窒息新生大鼠心肌组织钙依赖中性蛋白酶（calpain-1）、B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）

的表达及心肌细胞凋亡的影响。方法　将 48 只新生大鼠随机分为正常对照组、窒息组、瘦素处理组（L20 组、

L80 组、L160 组）和 calpain-1 抑制剂组（CAI-1 组）。建立新生大鼠常压窒息模型，各瘦素处理组在造模后立

即给予瘦素 20、80、160 μg/kg 进行腹腔注射，CAI-1 组造模后立即给予 calpain-1 抑制剂 10 mg/kg 腹腔注射。各

组均在造模完成后 2 h 取心肌组织，免疫组化法检测 calpain-1、Bcl-2 的表达，Tunel 法检测心肌细胞凋亡指数（AI）。

结果　窒息组 calpain-1、Bcl-2 的表达及 AI 值较正常对照组均明显升高（P<0.05）；各瘦素处理组、CAI-1 组

calpain-1 表达水平及 AI 值较窒息组显著下降，Bcl-2 表达水平较窒息组显著升高（P<0.05）；与窒息组相比，

各指标变化均以 CAI-1 组最显著，且与 L160 组比较差异均无统计学意义（P>0.05）；窒息后各组 calpain-1 与

AI 值呈正相关，Bcl-2 与 calpain-1 和 AI 值均呈负相关（P<0.05）。结论　瘦素可抑制 calpain-1 的活化，上调

Bcl-2 表达，从而减少窒息新生大鼠心肌细胞凋亡。      ［中国当代儿科杂志，2016，18（10）：1044-1049］
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Effect of leptin on expression of calpain-1 and Bcl-2 and apoptosis in myocardial 
tissue of neonatal rats after asphyxia

WU Dan-Dan, WU Xing-Heng, ZHANG Li-Na. Department of Pediatrics, First Affiliated Hospital of Nanchang 
University, Nanchang 330006, China (Wu X-H, Email: wxh0709@163.com) 

Abstract: Objective    To study the effect of leptin on the expression of calcium-activated neutral protease 1 
(calpain-1) and B cell lymphoma-2 (Bcl-2) and apoptosis in the myocardial tissue of neonatal rats after asphyxia. 
Methods    A total of 48 neonatal rats were randomly and equally divided into normal control group, asphyxia group, 
leptin treatment groups, and calpain-1 inhibitor (CAI-1) group. The neonatal rat model of asphyxia under normal 
atmospheric condition was established in all groups except the control group. For the leptin treatment groups, rats 
received 20, 80, and 160 μg/kg leptin by intraperitoneal injection immediately after model establishment, respectively. 
For the CAI-1 group, rats received 10 mg/kg CAI-1 by intraperitoneal injection immediately after model establishment. 
For all the groups, the myocardial tissue was collected at 2 hours after model establishment. Immunohistochemistry 
was used to measure the expression of calpain-1 and Bcl-2. The TUNEL method was used to evaluate apoptosis of 
myocardial cells. Results    The expression of calpain-1 and Bcl-2 and apoptosis index (AI) were significantly higher 
in the asphyxia group than in the normal control group (P˂0.05). The leptin treatment groups and the CAI-1 group had 
significantly lower expression of calpain-1, significantly lower AI, and significantly higher expression of Bcl-2 than the 
asphyxia group (P˂0.05). The CAI-1 group had the largest changes in all the indices compared with the asphyxia group. 
However, there were no significant differences in all indices between the 160 μg/kg leptin treatment group and the CAI-
1 group. After asphyxia, the expression of calpain-1 was positively correlated with AI, while the expression of Bcl-2 
was negatively correlated with AI and the expression of calpain-1 (P˂0.05). Conclusions    Leptin reduces apoptosis 
of myocardial cells in asphyxiated neonatal rats by the inhibition of calpain-1 activation and upregulation of Bcl-2 
expression.                                                                                         [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(10): 1044-1049]
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新生儿窒息常可引起多种组织脏器损伤（如

心、脑、肾上腺、肠等）。心脏属于高代谢、高

耗氧器官，极易受缺氧因素影响，出现细胞水肿、

凋亡、变性坏死等一系列病理变化，其中细胞凋

亡是心肌细胞发生缺氧损伤的重要形式之一 [1]。

钙依赖中性蛋白酶（calpain-1）是一种钙离子

依赖性的半胱氨酸蛋白水解酶，参与细胞凋亡过

程。正常情况下，calpain-1 的酶活性处于抑制状态，

但当机体受到缺氧等刺激时，calpain-1 因 Ca2+ 超

载而被活化，能够产生一些可诱导细胞凋亡的信

号及载体，最终导致细胞凋亡坏死 [2]。

瘦素是一种具有类似于一些细胞因子结构的

内分泌激素，由肥胖基因（Ob 基因）编码，具有

调节能量代谢、抑制摄食、参与激素分泌、促进细

胞生长生殖、造血和调节免疫反应等多种功能 [3-4]。

心脏作为瘦素的重要靶器官之一，瘦素与心脏相

关疾病的研究成为近年来研究的热点，大量实验

表明瘦素对心脏有直接保护作用，但是关于瘦素

对 calpain-1 的影响目前尚无研究。因此本实验通

过建立窒息新生鼠模型，检测心肌组织 calpain-1
及 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）蛋白表达变化及心肌

细胞凋亡情况，并观察瘦素及 calpain-1 抑制剂处

理后各指标的变化，以探讨瘦素是否可通过抑制

calpain-1 的活化而上调 Bcl-2 表达，进而减少心肌

细胞凋亡。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组 

48 只健康 7 日龄新生 Sprague-Dawley（SD）

大鼠，随机分为正常对照组、窒息组、瘦素处理

组和 calpain-1 抑制剂组（CAI-1）组，其中瘦素处

理组依据给予瘦素腹腔注射的浓度不同分为 L20

组、L80 组和 L160 组，每组 8 只。

1.2　药品及主要试剂

瘦素（200 μg）购于美国 Peprotech 公司，凋

亡试剂盒购于北京中杉金桥生物公司，calpain-1
抑 制 剂（5 mg） 购 于 美 国 Sigma 公 司， 兔 抗 鼠

calpain-1 抗体及 Bcl-2 单克隆抗体购于武汉三鹰生

物公司。

1.3　动物模型制备及给药

参照文献王彩霞等 [5] 报道的方法制备新生大

鼠常压窒息模型，将新生鼠分别置于含有 5 g 钠石

灰、容量为 55 mL 的磨口瓶中，其中窒息组、瘦

素处理组、CAI-1 组均用凡士林涂抹瓶口，塞瓶塞，

密闭窒息 30 min 取出，复氧 2 h，而对照组仅模拟

该模型，不塞瓶口。其中瘦素处理组（L20 组、

L80 组、L160 组） 在 窒 息 后 立 即 分 别 给 予 瘦 素

20、80、160 μg/kg 进行腹腔注射 [6]，CAI-1 组窒息

后立即给予 calpain-1 抑制剂 10 mg/kg 腹腔注射 [7]。

1.4　标本留置及制作

各组新生大鼠在复氧 2 h 后，用 1% 的戊巴比

妥钠腹腔注射进行麻醉，开胸取出心脏，每组 8

个标本，PBS 液冲洗（尽量去除血管及脂肪组织），

取心尖部组织，用 10% 甲醛固定 24 h，石蜡包埋、

切片，分别进行苏木精 - 伊红（HE）染色，免疫

组化及 Tunel 法检测。

1.5　免疫组化法检测心肌组织 calpain-1、Bcl-2
的表达

每个标本随机取 3 张切片，参照实验试剂盒

说明书进行常规脱蜡、水化，3% H2O2 液浸泡，高

压热修复抗原，滴加一抗、二抗，DAB 显色，复

染等操作后，封片置于显微镜下观察。Calpain-1
及 Bcl-2 在胞浆内均有表达，阳性免疫反应产物呈

棕黄色，在放大 400 倍条件下随机选取 5 个不重

叠视野进行拍照，采用 Image-Pro Plus 6.0 图像分

析系统，统计各组累计光密度值（IOD），取平均

值作为检测值，分别对 calpain-1 及 Bcl-2 的表达进

行定量分析。

1.6　Tunel 法检测心肌细胞凋亡

每个标本随机取 3 张切片，按北京中杉金桥

公司 Tunel 试剂盒说明书进行操作，对切片进行

DAB 显色后，将切片置于 400 倍光镜下观察，当

细胞核内出现棕黄色颗粒即为凋亡细胞，随机选

取 5 个不重叠视野进行拍照并分析图像，计算凋

亡指数。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验；相关性分析采用 Pearson 相关性分

析，P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　各组新生鼠心肌组织病理改变

正常对照组心肌细胞排列整齐，细胞质均匀

淡染，细胞核清晰，偶见炎性细胞浸润；窒息组

可见心肌细胞排列紊乱，不规则，部分细胞核浓缩、

碎裂、消失，间质充血水肿，可见较多炎性细胞

浸润；各瘦素处理组及 CAI-1 组上述病理改变较

窒息组明显减轻，少量细胞排列紊乱，可见少量

炎性细胞浸润，心肌坏死不明显，其中 L160 组及

CAI-1 组病变最轻微。见图 1。

图 1　各组新生鼠心肌组织病理改变（HE 染色，×200）　　对照组心肌细胞排列整齐，细胞质均匀淡染，细胞核

清晰；窒息组可见心肌细胞排列紊乱，不规则，较多炎性细胞浸润；各瘦素处理组及 CAI-1 组上述病理改变较窒息组明显减轻，

其中 L160 组及 CAI-1 组病理改变最轻微。

正常对照组

L80 组 L160 组 CAI-1 组

窒息组 L20 组

2.2　各组新生鼠心肌组织 calpain-1 和 Bcl-2 表达

与正常对照组相比，窒息组、各瘦素处理组

及 CAI-1 组 calpain-1 表达均显著升高（P<0.05）；

与窒息组比较，各瘦素处理组及 CAI-1 组 calpain-1
表 达 均 显 著 下 降（P<0.05）， 其 中 CAI-1 组

calpain-1 表达最低，但与 L160 组之间比较差异无

统计学意义（P>0.05）。见表 1，图 2。

与正常对照组相比，窒息组、瘦素各处理组

及 CAI-1 组 Bcl-2 表达均显著升高（P<0.05）；与

窒息组比较，各瘦素处理组及 CAI-1 组 Bcl-2 表

达均显著升高（P<0.05），其中 CAI-1 组 Bcl-2 表

达最高，但与 L160 组之间比较差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 1，图 3。

表 1　各组新生鼠心肌组织 calpain-1 和 Bcl-2 的表达及心

肌细胞凋亡指数比较　（x±s）

组别 n
calpain-1 IOD 值

(×103)

Bcl-2 IOD 值

(×103)

凋亡指数

(%)

正常对照组 8 31±4 6.0±2.4 2.7±0.4

窒息组 8 100±10a 17.4±5.2a 25.0±5.2a

L20 组 8 85±9a,b 30.4±3.9a,b 20.0±1.7a,b

L80 组 8 65±10a,b,c 48.7±4.4a,b,c 14.6±1.2a,b,c

L160 组 8 50±7a,b,c,d 57.8±5.4a,b,c,d 8.3±2.4a,b,c,d

CAI-1 组 8 44±5a,b,c,d 62.3±5.6a,b,c,d 6.6±1.7a,b,c,d

F 值 90.84 196.12 87.35

P 值 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与正常对照组比较，P<0.05；b 示与窒息组比较，
P<0.05；c 示与 L20 组比较，P<0.05；d 示与 L80 组比较，P<0.05。
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2.3　各组新生鼠心肌细胞凋亡变化

正常对照组仅见少数几个凋亡细胞，窒息组

凋亡细胞最多，瘦素各处理组及 CAI-1 组凋亡细

胞均较窒息组减少，其中 L160 组与 CAI-1 组凋亡

细胞减少最明显。见图 4。

与正常对照组相比，窒息组、瘦素各处理组

及 CAI-1 组凋亡指数均明显升高（P<0.05）；与窒

息组比较，瘦素各处理组及 CAI-1 组凋亡指数均

显著下降（P<0.05），以 CAI-1 组凋亡指数下降

最明显，但与 L160 组之间比较差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 1。

正常对照组

正常对照组

窒息组

窒息组

L20 组

L20 组

L80 组

L80 组

L160 组

L160 组

CAI-1 组

CAI-1 组

图 3　各组新生鼠心肌组织 Bcl-2 表达（免疫组化，×400）　　Bcl-2 表达阳性产物呈棕黄色。正常对照组可见少

许 Bcl-2 表达；窒息组、瘦素各处理组及 CAI-1 组较对照组 Bcl-2 表达均增多，其中 L160 组及 CAI-1 组 Bcl-2 表达增多最显著。

图 2　各组新生鼠心肌组织 calpain-1 表达（免疫组化，×400）　　Calpain-1 表达阳性产物呈棕黄色。正常对照组

可见少许 calpain-1 表达；窒息组明显增多；瘦素各处理组及 CAI-1 组 calpain-1 表达较窒息组减少，其中 L160 组及 CAI-1 组

calpain-1 表达减少最明显。



 第 18 卷 第 10 期

  2016 年 10 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.10

Oct. 2016

·1048·

正常对照组 窒息组 L20 组

L80 组 L160 组 CAI-1 组

图 4　TUNEL 法检测各组新生鼠心肌细胞凋亡（DAB 显色，×400）　　凋亡细胞显示为棕黄色。正常对照组可

见少许凋亡细胞；窒息组凋亡细胞明显增多；瘦素各处理组及 CAI-1 组凋亡细胞较窒息组减少，其中 L160 组与 CAI-1 组凋亡

细胞减少最明显。

2.4　相关性分析

窒 息 组、L20 组、L80 组、L160 组 及 CAI-1
组 calpain-1 表 达 与 凋 亡 指 数 均 呈 正 相 关（ 分 别

r=0.73、0.77、0.79、0.81、0.87，P<0.05）； 窒 息

组、L20 组、L80 组、L160 组 及 CAI-1 组 Bcl-2 表

达与凋亡指数均呈负相关（分别 r=-0.84、-0.78、 

-0.82、-0.73、-0.83，P<0.05）；窒息组、L20 组、

L80 组、L160 组及 CAI-1 组 calpain-1 表达与 Bcl-2
表达均呈负相关（分别 r=-0.71、-0.80、-0.81、 

-0.86、-0.89，P<0.05）。

3　讨论

新生儿窒息后心肌组织发生缺氧及酸中毒、

细胞内钙超载、氧自由基生成过多等病理变化，

而这些病理改变可直接造成细胞膜及细胞损伤，

导致心肌细胞凋亡坏死。

研究表明 calpain-1 参与心肌细胞凋亡过程，

窒息后，胞内钙超载，calpain-1 被活化，开始心

肌损伤过程。如 Zhao 等 [8] 发现，当用 TNF-α 诱导

H9c2 心肌细胞凋亡时，胞内 calpain-1 表达增多，

而给予钙蛋白酶抑制剂处理后，胞内 calpain-1 表

达降低，细胞凋亡减少。另外 Zheng 等 [9] 亦证实

calpain-1 可通过内质网应激途径，参与心肌缺氧 /

复氧过程中的心肌损伤，而抑制其酶活性，可明显

减少心肌细胞凋亡，减轻心肌损伤。本实验亦发

现新生鼠窒息后心肌组织 calpain-1 表达及凋亡指

数明显升高，分别为正常对照组的 3.2 倍及 9.3 倍；

而当新生鼠窒息后给予 CAI-1 处理后，calpain-1 表

达及凋亡指数明显下降，分别降为正常对照组的 1.4

倍及 2.4 倍。实验结果说明 calpain-1 参与了窒息

新生鼠心肌细胞凋亡的过程，且具有促进作用。

Bcl-2 是目前研究较广泛的一种抗凋亡蛋白，

Bcl-2 主要是通过减少氧自由基生成、抑制 Ca2+ 跨

膜流动、改变线粒体通透性、结合其家族中促凋

亡相关蛋白等机制抑制细胞凋亡。本实验发现新

生鼠窒息后心肌组织 Bcl-2 表达增多，且窒息组、

L20 组、L80 组、L160 组及 CAI-1 组 Bcl-2 表达与

凋亡指数具有负相关性。说明 Bcl-2 的表达对窒息

新生鼠心肌细胞凋亡具有抑制作用。

大量研究已经证实瘦素参与诸多心脏疾病（如

心律失常、心肌缺血再灌注、慢性心衰等）的病

理发展过程，对心脏有直接保护作用 [10-12]。近年

来还发现，瘦素对心肌细胞具有抗凋亡作用。如

王文艳等 [13] 发现瘦素能控制大鼠心肌缺血再灌注

损伤的炎症反应，促进相关抑凋亡蛋白表达并维

持细胞生存，其可能经 PI3K/AKT/NF-κB 信号通路

减轻心肌缺血再灌注损伤。Yu 等 [14] 实验发现瘦素

可抑制细胞色素 C 的释放，上调 Bcl-2 的表达，从

而减少 TNF-α 诱导的心肌细胞凋亡，其分子机制

可能为通过 P38MAPK、NF-κB 信号通路发挥对心

脏的保护作用。上述研究结果与本实验结果一致，
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窒息后心肌细胞凋亡指数明显增多，为对照组的

9.3 倍；给予不同浓度瘦素（20 μg/kg、80 μg/kg、

160 μg/kg）处理后，凋亡指数逐渐下降，依次为

对照组的 7.4 倍、5.4 倍、3.1 倍；与窒息组比较，

瘦素处理后 calpain-1 表达下降，Bcl-2 表达增多；

而将瘦素处理组与 CAI-1 组进行各实验指标比较，

发现 L160 组与 CAI-1 组之间 calpain-1 及 Bcl-2 表达、

凋亡指数等结果均无统计学意义，进一步证明了

瘦素可抑制 calpain-1 的活化，上调 Bcl-2 表达，从

而减少窒息新生鼠心肌细胞凋亡。

然而本实验仅对瘦素 3 个小剂量浓度进行研

究，不能更确切的知道瘦素治疗的有效剂量范围，

高剂量的瘦素浓度是否具有同样作用及其抗细胞

凋亡的确切机制仍需更多的实验研究。
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