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!摘
!

要"

!

目的
!

心肌细胞凋亡是许多心血管疾病发生与演变的细胞学基础&成为心血管疾病研究中的一个

热点问题'国内外研究表明心肌缺血后再灌注可导致心肌细胞凋亡&但缺血是否引起心肌细胞凋亡尚有争议'该

研究旨在探讨心肌缺氧损伤时是否发生心肌细胞凋亡'方法
!

取
#

!

"1

的新生
@A

乳鼠心室肌进行心肌细胞培

养&采用模拟*缺血模型+&分不同时间段缺氧缺糖组和正常对照组观察&用
8))-B()4CDEF&

,

0E

双染色流式细胞术

$

D5+GH

I

,+.-9,3

I

&

D&J

%-

K+-H'L,

,

0E

荧光染色镜检判断细胞凋亡'用原子吸收法测定细胞内钙-镁含量'结果

!

DEF&C8))-B()4

,

0E

双染色法
D&M

检测&缺氧
==6?

&

=#6?

&

=;6?

和
="6?'

早期凋亡细胞比例分别为$

=$6NO

$6"?

%

P

&$

=;6NO$6N=

%

P

&$

=?O$6?"

%

P

和$

=N6#O$6!N

%

P

&比正常对照组$

;6?NO$6#!

%

P

明显增高&差异有显著

性$

!

"

$6$=

%#

K+-H'L,

,

0E

染色计数心肌细胞凋亡指数&缺氧
==6?

&

="6?'

分别为
=%O#6"

&

#?O;6%

高于正常对

照组
;6N?O$6>!

&差异有显著性$

!

"

$6$=

%#缺氧缺糖各组与对照组相比心肌细胞内钙含量高-而镁含量低&差异

有显著性$

!

"

$6$?

%&但不同时间段缺氧缺糖心肌细胞内钙-镁含量变化差异无显著性$

!

#

$6$?

%'结论
!

在缺

氧缺糖模拟*缺血模型+上发现缺氧缺糖可引起心肌细胞凋亡&细胞内钙超负荷和镁含量下降与凋亡发生有关'
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缺血缺氧是许多疾病常见的基础病理生理改变

和临床常见的急性事件&易引起心肌损伤'过去认

为&心肌细胞对凋亡有特殊的抵抗性&不发生细胞凋

亡'近年研究证实&病毒性心肌炎等许多心脏疾病

都有心肌细胞凋亡现象!

=

"

'但心肌缺血缺氧是否引

起心肌细胞凋亡尚有争议!

#

&

;

"

'由于受神经体液等

因素的影响&在体心肌不能确切地反映某些因子或

因素在心肌损伤中的作用&而培养心肌细胞可避免

这些因素的影响&成为研究心肌损伤的有用模型!

"

"

'

因此&我们采用纯化的原代心肌细胞进行缺氧缺糖

培养模拟*缺血模型+&观察其对心肌细胞凋亡的影

响'

&

!

材料与方法

&6&

!

材料

实验用新生
#

!

"1

的
@

/

32

:

9-A2G5-

I

乳鼠&

雌雄不拘&由本院动物中心提供'培养基
Q0JE<

=!"$

$

S(TH+

产品%&新生牛血清$杭州四季青公司%&

8

/

+8U-3,

$

8))-B() 4<DEF& 8

/

+

/

,+L(LV(,6

V#$#?<=

$

&UW7FX&K

产品%#胰蛋白酶$

=Y

#?$

%&

03+

/

(1(9.E+1(1-

$

0E

%和
K+-H'L,;;;"#

购自

于
@(

:

.2

公司&其他试剂为国产分析纯级'

ZU

G;=#"$

流式细胞仪$

&+95,5

I

-3X5-,3+)(-L&+3

/

%&

W5

I

.

/

9LRZ<!$

荧光显微镜$

*2

/

2)

%'

&6!

!

乳鼠心肌细胞培养

无菌条件下取出心脏&立即在无菌
A<K2)[L

液中洗去残血&将心室肌剪成
=..

;大小碎块&用

$6=P

胰蛋白酶$

,3

I/

L()=Y#?$

%溶液消化&分离心

肌细胞&用差速贴壁法纯化&制备成心肌细胞悬液&

用
?P

二氧化碳培养箱$

;N\

%培养&实验用原代培

养
>!'

的心肌细胞'

&6%

!

实验分组

分正常对照组和缺氧组'本实验参照
F2)2C

[2

!

?

"等研究&并经预实验将缺氧组分为$缺氧
==6?

&

=#6?

&

=;6?

和
="6?'

%

"

个不同时间段观察心肌细胞

凋亡情况'*缺氧损伤+实验模型的复制(参照文

献!

!

"

&用经高纯氮气$

=U

,

.()

%饱和
;$.()

的
!P

新生牛血清无糖
K2)[L

置换正常培养液&用氮气置

换培养瓶内空气&闭瓶培养即缺氧模型'正常对照(

用
!P

新生牛血清含糖-含氧平衡盐溶液&闭瓶培养'

)

=;;

)
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平衡盐溶液成分$

..+5

,

U

%(

72&5=;!

&

&2&5

#

=6#!

&

J

:

@W

"

$6"

&

J

:

&5

#

!

$6?

&

VK

#

0W

"

!

$6""

&

72

#

K0W

"

!

$6;"

&

72K&W

;

"

&

V&5?6;N

&酚红
$6$;

&

K-

/

-L"

$

/

K

N6"

%'

&6#

!

观察指标

=6"6=

!

细胞存活率计数
!

采用台盼蓝染色检测'

各组取少许细胞混悬液&

$6?P

台盼蓝混匀
=.()

&

用血细胞计数板按白细胞计数法在光镜下计数蓝染

细胞'细胞存活率
]

未蓝染细胞,$蓝染细胞
^

未蓝

染细胞%

_=$$P

'

=6"6#

!

8))-B()4<DEF&

$

0E

双染色法
D&J

检测

凋亡
!

用
$6=#?P

胰蛋白酶-

$6$#PXAF8

混合液

=6#.5

使细胞脱壁&用等量培养液中止消化&离心

$

=#%3

,

.()

&

?.()

&室温%&收集各组贴壁和培养上

清液中漂浮的细胞&按试剂说明染色!

N

"

'设置阴性

对照$不加
8))-B()4<DEF&

%做为本底&计数
;6?

_=$

"个细胞&微机根据细胞荧光标记特征进行细

胞分类&

DEF&

^

,

0E

<的细胞为早期凋亡细胞'

=6"6;

!

K+-H'L,;;;"#

$

0E

双染色荧光镜检
!

为检

测细胞形态变化收集缺氧
==6?

&

="6?'

两个时间段

和正常对照组的细胞&方法同上&取
;_=$

?个细胞

荧光染色$

K+;;;"#

终浓度
=$.

:

,

U

&

0E

终浓度为

?$.

:

,

U

%&取细胞悬液
=?

!

#?

"

5

点在载玻片上&加

盖玻片'紫外光激发&荧光显微镜下观察细胞形态

及颜色改变'凋亡细胞为亮蓝色弱红光&有的细胞

体积小&核呈块状荧光!

%

"

'数至少
?

个高倍视野&至

少
#$$

个细胞&计数各组细胞凋亡指数(凋亡指数
]

$阳性细胞数,细胞总数%

_=$$

'

=6"6"

!

细胞钙%镁测定采用原子吸收法
!

收集
?_

=$

!细胞&用硝酸消化&分别测定钙标准液$

=$

"

:

,

.5

%-镁标准液$

=

"

:

,

.5

%的吸光度
8L

-样品吸光度

8B

和本底吸光度
8

$

'计算
?_=$

!个细胞钙-镁含

量$

:

%

]

$

8

B

<8

$

%,

8L_

标准液浓度
_

样品体积

$

.5

%

_=$

<!

'

&6(

!

统计方法

所有结果用
%

"O#

表示&采用用
#

#检验&随机

设计的方差分析加
$

检验'

!

"

$6$?

为有统计学

意义'

!

!

结果

!!

细胞存活率(正常对照组$

%"6!=O;6;=

%

P

&缺

氧组$缺氧
==6?

&

=#6?

&

=;6?

和
="6?'

%分别为$

??6"!

O;6=!

%

P

&$

?#6N?O;6;N

%

P

&$

?=6"%O"6=N

%

P

和

$

">6#!O#6;N

%

P

&细胞存活率明显降低&与对照组

比较&差异有显著性$

!

"

$6$=

%'

"

个不同缺氧时

间组之间差异无显著性$

!

#

$6$?

%'

8))-B()4<DEF&

,

0E

双染色(正常对照组

8))-B() 4

^

,

0E

< 的 早 期 凋 亡 细 胞 $

;6?NO

$6#!

%

P

&缺氧组$缺氧
==6?

&

=#6?

&

=;6?

和
="6?'

%分

别为$

=$6NO$6"?

%

P

&$

=;6NO$6N=

%

P

&$

=?6$O

$6?"

%

P

和$

=N6#O$6!N

%

P

&均明显高于对照组$

!

"

$6$=

%'

K+-H'L,

,

0E

染色细胞凋亡指数&缺氧

==6?

&

="6?'

分别为$

=%O#6"

%和$

#?O;6%

%&高于

对照组$

;6N?O$6>!

%&差异有显著性$

!

"

$6$=

%'

从缺氧
==6?'

到缺氧
="6?'"

个不同缺氧时间段

心肌早期凋亡细胞百分率有所增加&但差异无显著

性$

!

#

$6$?

%'缺氧
==6?

&

="6?'

两个时间段比

较&心肌细胞凋亡指数差异无显著性$

!

#

$6$?

%'

表明缺氧可引起心肌细胞凋亡&不同缺氧时间对凋

亡的影响没有差别'见表
=

'

表
&

!

缺氧对心肌细胞凋亡的影响

8))-B()4

^

,

0E

<凋亡细胞$

P

%

例数
%

"O#

细胞凋亡指数

例数
%

"O#

正常对照组
? ;6?NO$6#! ? ;6N?O$6>!

缺氧
==6?' ? =$6NO$6"?

2

? =%6$O#6"

2

缺氧
=#6?' ? =;6NO$6N=

2

< <

缺氧
=;6?' ? =?6$O$6?"

2

< <

缺氧
="6?' ? =N6#O$6!N

2

? #?6$O;6%

2

!!

注(

2

与正常对照组比较
!

"

$6$=

!!

细胞内钙-镁含量(缺氧
==6?

&

=#6?

&

=;6?

和

="6?'

与正常对照组比较&细胞钙含量高-而镁含

量低&差异有显著性$

!

"

$6$?

%'但
"

个不同缺氧

时间段之间心肌细胞内钙-镁含量变化差异无显著

性$

!

#

$6$?

%&见表
#

'

表
&

!

各组间
?_=$

!个细胞内钙-镁含量$

=$

<%

:

%

细胞内钙

例数
%

"O#

细胞内镁

例数
%

"O#

正常对照组
> !6$$O=6;" =$ N6#>O=6%=

缺氧
==6?' > N6>%O=6#?

2

=$ ?6?#O=6?%

2

缺氧
==6?' > %6"!O=6?;

2

=$ ?6N$O$6>N

2

缺氧
=;6?' > %6%!O=6";

2

=$ ?6%$O$6N%

2

缺氧
="6?' > >6=;O=6?#

2

=$ "6"=O$6>!

2

!!

注(

2

与正常对照组比较
!

"

$6$?

%

!

讨论

!!

在培养的心肌细胞上&虽然可避免神经体液等

)

#;;

)
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因素对心肌的影响&但通常难以产生真实的缺血状

态'由于机体在心肌缺血过程中组织细胞发生缺氧

和葡萄糖耗竭等变化&所以&我们利用培养心肌细胞

经缺氧缺糖溶液培养制备模拟缺血损伤模型'已有

研究证明&这种模型接近整体动物的缺血过程&成为

研究心肌损伤的有用模型!

"

"

'我们用台盼蓝染色检

测细胞存活率发现缺氧组与正常对照组比较均明显

降低&差异有统计学意义$

!

"

$6$=

%'表明本实验

模拟缺血损伤模型的复制是成功的'

本实验用
8))-B()4<DEF&

检测暴露在凋亡

细胞表面的
0@

&同时结合使用
0E

拒染法检测细胞

膜尚未破裂的早期凋亡细胞&

K+;;;"#

,

0E

双染色

荧光镜检计算凋亡细胞指数&发现不同时间缺氧组

的早期凋亡细胞均比正常对照组明显增加&差异有

统计学意义$

!

"

$6$=

%'表明在培养的心肌细胞

模拟*缺血损伤模型+上&缺氧缺糖可引起心肌细胞

凋亡&提示在心肌缺血过程中会发生心肌细胞凋亡'

与
&'2[32T23,(

等!

#

"研究结果相一致'说明心肌细

胞凋亡是心肌缺血时心肌细胞死亡的重要形式'缺

血缺氧能否引起心肌细胞凋亡&缺氧时间长短是关

键&不同的实验条件缺氧诱导心肌细胞凋亡所需的

时间不同&本资料缺氧
==6?

&

=#6?

&

=;6?

和
="6?'

均有心肌细胞凋亡&

"

个不同缺氧时间组之间细胞

凋亡率差别无显著性意义$

!

#

$6$?

%&表明上述不

同缺氧时间对凋亡的影响差别不大&与
F2)2[2

等!

?

"研究缺氧
=#'

诱导心肌细胞凋亡相接近'已

有研究表明!

>

"

&凋亡的早期改变之一是质膜上磷脂

分布的不对称性被破坏&使正常位于细胞膜内面的

磷脂酰丝氨酸$

/

'+L

/

'2,(1

I

5L-3()-

&

0@

%暴露在细胞

膜外表面&但早期细胞膜保持完整'随后细胞出现

特异性的形态学和生化改变'所以&用
8))-B()4

<DEF&

,

0E

双染色法
D&J

可检测出早期的凋亡细

胞&即
8))-B()4<DEF&

^

,

0E

<的细胞'并与
0E

染

色阳性的细胞进行区别'

0E

染色阳性的细胞代表

坏死的心肌细胞和细胞膜不完整的晚期凋亡的心肌

细胞&反映了心肌细胞凋亡检测的可靠性'

已明确&细胞内钙超负荷是导致心肌缺血损伤

发病的另一重要机制'

A78

有控降解时核酸内切

酶的激活需
&2

#̂

-

J

:

#̂

&细胞内
&2

#̂ 的升高还可以

增加氧自由基的合成&激活细胞凋亡调控基因'所

以认为
&2

#̂ 与凋亡发生有关'本实验证实&缺氧使

细胞内钙含量比正常对照增加了近
;$P

!

?$P

&镁

含量下降了
#"P

!

;>P

&差异有显著性$

!

"

$6$?

%'表明细胞内钙超负荷与镁含量降低与凋亡

发生有关'但心肌细胞凋亡启动是否确实由细胞内

&2

#̂ 超载引起还需进一步深入研究'
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