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探讨视黄酸对乳鼠心肌细胞凋亡及凋亡相关基因'蛋白表达的影响%方法
!

原代培养
3N=O

(

K

乳鼠心肌细胞!

并纯化获得心肌细胞%用不同浓度视黄酸"

)'2

'

%')

'

&')

'

1')

#

Q@=
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Y

$进行处理!

&1H

后倒置显微镜下观察各组心肌细胞的形态'

搏动情况#流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率#

79$8-7

检测凋亡相关基因,,,

#N.

!

#N.=Q7+D

的表达%

_I.EI4>O=@E

测定乳鼠心

肌细胞
#N.

!

#N.=

蛋白的表达%结果
!

不同浓度的视黄酸对心肌细胞的影响不同%与对照组相比!低浓度组"
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'
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#

Q@=
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Y

$对

心肌细胞形态'搏动影响不明显!

#N.

'

#N.=Q7+D

及蛋白表达增加!差异无统计学意义"

!

$

)')2

$#当视黄酸的浓度大于
&')

#

Q@=

(

Y

时!心肌细胞损伤明显!搏动力减弱'凋亡增加!

#N.

'

#N.=Q7+D

及蛋白表达均明显增高"

!

#

)')2

$%结论
!

高浓度视黄

酸对心肌细胞有明显的抑制及促凋亡作用!与
#N.

!

#N.=

介导的死亡受体信号转导途径密切相关%

关键词"细胞凋亡#小鼠#视黄酸#基因!
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先天性心脏病$先心病&的发病率约占全部活产婴儿的

)'B[

$

)'*[

#估计我国每年有
%2

万左右的先心病患儿出生)

先心病已严重影响我国婴幼儿的身心健康及人口生存质量)

有关先心病的病因#目前认为主要是遗传因素*环境因素*母体

自身的因素或各危险因素综合作用所致)在怀孕早期母体受

到某些病毒或药物的影响#使心肌细胞的发育*增殖*凋亡过程

受到影响#都将有可能导致心脏发育的畸形'

%$&

(

)

视黄酸$

4IE;>@;KNK;5

#

7D

&是维生素
D

在体内一种重要的

生物活性物质#在胚胎和胎儿发育的关键时期发挥着重要作

用'

A

(

)在心脏发育中#视黄酸能影响早期心肌前体细胞区域

化#心脏前后轴建立*左右决定*心内膜垫的形成#对心肌细胞

和成纤维细胞具有抗生长活性#过量或缺乏视黄酸均可导致心

脏发育的畸形#但其导致心脏畸形的确切机制目前尚不明确)

本实验通过检测视黄酸对心肌细胞凋亡与凋亡相关蛋白*基因

的影响#探讨视黄酸对未成熟心肌细胞影响的机制#为进一步

研究先心病的发病机制及预防途径提供理论依据)
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!

材料与方法

B'B

!

材料
!

$

%

&实验动物!

)

$

&

日龄的
3N=O

"

K

小鼠乳鼠
A)

只#购自桂林医学院实验动物中心)采用胰蛋白酶
f

'

型胶原

酶逐次消化获得乳鼠心肌细胞)$

&

&试剂与主要仪器!

&)[

胎

牛血清$

#3,

&*含各种氨基酸和葡萄糖的培养基$

0:V:

&*胰

蛋白酶均购自
W;OK@

公司#

'

型胶原酶*

2$

溴脱氧尿苷$

2$34$

5F

&*视黄酸购自
,;

P

QN

公司#

97;b@=

购自大连宝生物公司#逆

转录试剂盒购自美国
84@Q;

P

N

公司#

9N

g

酶购自日本
9NdN7N

公司#引物合成购自上海生工生物公司#

8-7

扩增仪*凝胶成

像仪购自北京天能公司#

3-D

蛋白浓度测定试剂盒购自上海

碧云天公司#一抗兔抗小鼠
#N.

#

#N.=

购自美国
,N>EN-4Fb

公

司#辣根过氧化物酶$

!78

&标记羊抗兔购自北京中杉金桥生

物公司)
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方法

*1/&

重庆医学
&)%&

年
*

月第
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卷第
&(

期

"

基金项目"广西自然科学基金重点资助项目$
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!

乳鼠心肌细胞的分离及纯化
!

无菌条件下取出
3N=O

"

K

小鼠乳鼠心脏#剪成约
%')QQZ%')QQZ%')QQ

的小块#加

入
)')/[

胰蛋白酶
f

'

型胶原酶#

A(i

水浴
(

$

/Q;>

#吸取

上清液#加入适量培养基终止消化#重复消化约
2

$

B

次#至组

织块成透明状为止)收集每次消化的细胞#

%)))4

"

Q;>

离心

%)Q;>

)再加入含有
2$345F

的
&)[ #3,

的
0:V:

高糖培养

液充分混悬#接种于培养皿中#置
2[-?

&

培养箱中培养
%'2

$

&')H

后重新接种在
*B

孔板中#采用差速贴壁法和化学药物抑

制法去除成纤维细胞#纯化心肌细胞)将培养
(&H

的心肌细

胞分组处理#用于实验)

B'C'C

!

实验分组
!

心肌细胞培养
(&H

后进行干预)将其分

为
2

组#对照组#不同浓度视黄酸$

)'2

*

%')

*

&')

*

1')

#

Q@=

"
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&

干预组$即
)'2

干预组*

%')

干预组*

&')

干预组*

1')

干预组&)

对照组用
&)[#3,

的
0:V:

培养液培养#其他各组用含有不

同浓度视黄酸的培养液培养#在用药干预
&1H

后观察细胞形

态*检测相关因子)每组设
B

个复孔)

B'C'D

!

倒置显微镜下观察细胞形态
!

纯化后的心肌细胞呈圆

形#细胞培养
BH

左右开始贴壁生长#逐渐变成梭形*多边形*

不规则形等不同的形状#约
%&H

可见细胞自发性搏动#搏动的

频率和节律不规则)

(&H

后细胞逐渐伸出伪足相互连接成细

胞簇#似菊花状)心肌细胞搏动有力*同步#搏动频率为
B)

$

%%)

次"
Q;>

)

B'C'E

!

流式细胞仪检测细胞凋亡率
!

收集药物干预
&1H

后

不同用药浓度组的心肌细胞#制成单细胞悬液#离心弃上清液#

83,

洗涤
A

次#

()[

乙醇固定#

1i

放置
%H

后#离心收集固定

细胞#

83,

洗去固定液#加入
&)

#

Y7>N.ID

#

A( i

孵育
A)

Q;>

#暗处加
8"

染液#冰浴
A)Q;>

#染色后以
A))

目筛网过滤)

调整细胞浓度为
%Z%)

2

"

QY

后用流式细胞仪#在波长
1//>Q

下用
:F=E;K

G

K=I0+D

分析软件行凋亡率测定#实验重复
A

次)

B'C'F

!

79$8-7

检测
#N.

*

#N.=Q7+D

基因的表达
!

培养
(&

H

的心肌细胞#加入不同浓度的视黄酸$

)'2

#

%')

#

&')

#

1')

#

Q@=

"

Y

&#继续培养
&1H

后#收集各种细胞)用
97;b@=

试剂提

取高质量的
Q7+D

)按照反转录试剂盒说明合成
K0+D

)鼠

内参
&

$NKE;>

上游引物!

2h$--9 9-9 9W- DW- 9-- 9--

W9-$Ah

#下游引物!

2h$9-9--D9D9-W9---DW99WW

9W$Ah

%

#N.

上游引物!

2h$D-D DDW 99--DD 99D 9DD

W-9--$Ah

#下游引物!

2h$WDWD-D99-D99WW-D-D-$

Ah

%

#N.Y

上游引物!

2h$-D9W--DWDDWD9D--DW9$Ah

#

下游引物
2h$W9D99W99-DD9WD-WD--9W$Ah

%采用一步

法
79$8-7

系统做反转录聚合酶链反应#扩增产物进行
&[

琼

脂糖凝胶$含
V3

&电泳#溴化乙淀染色#用图像分析仪进行分析)

B'C'G

!

_I.EI4>O=@E

检测
#N.

*

#N.=

蛋白的表达
!

取出已用药

&1H

的心肌细胞#加入适量细胞裂解#离心后取上清液#

3-D

法测定蛋白质含量)聚丙烯酰胺凝胶电泳后行
_I.EI4>O=@E

)

相应蛋白表达值为条带的灰度值除以
&

$NKE;>

内参校正)

B'D

!

统计学处理
!

采用
,8,,%A')

统计软件进行分析#各组

间比较采用多样本均数比较的方差分析#以
!

#

)')2

为差异

有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C'B

!

倒置显微镜下观察细胞损伤情况
!

对照组心肌细胞交织

成细胞簇#同步收缩#搏动)

&1H

后显微镜下观察各组细胞损

伤情况)

)'2

干预组及
%')

干预组的心肌细胞损伤不明显)

细胞搏动稍减弱#细胞凋亡在
&)[

以下)

&')

干预组和
1')

干

预组心肌细胞数量明显减少#凋亡率大于
A)[

%细胞变圆*团

缩#细胞搏动力减弱#速率减慢)随着药物浓度的增加#细胞损

伤更明显#凋亡率更高)

C'C

!

流式细胞仪检测细胞凋亡率
!

用药
&1H

不同浓度视黄

酸干预后心肌细胞细胞静止期$

W

)

&*

0+D

合成前期$

W

%

&*

0+D

合成期$

,

&*

0+D

合成后期$

W

&

&及细胞分裂期$

:

&的凋

亡率#见表
%

)

表
%

!!

各组心肌细胞在不同细胞周期的比例及

!!

细胞凋亡率的比较#

[

%

组别
W

)

fW

%

,

W

&

f:

凋亡率

对照组
21'&T)'1 &/'2T)'% %('AT)'1 %'%T)'2

)'2

干预组
2/'BT)'( &B'2T)'1 %1'*T)'& &')T)'%

%')

干预组
2*'*T)'2 &2'AT)'% %1'/T)'2 &'&T)'&

&')

干预组
BB'%T)'A &A'&T)'2 %)'(T)'& &2'AT)'1

1')

干预组
(A'/T)'% %('%T)'1 *'%T)'A A%'2T)'B

C'D

!

凋亡相关基因
#N.

*

#N.=Q7+D

表达
!

与对照组比较#

&')

*

1')

干预组
#N.

#

#N.=Q7+D

表达水平均上升$

!

#

)')2

&#

且随着浓度的越高表达越强)

)'2

*

%')

干预组与对照组比较

#N.

#

#N.=Q7+D

表达有所增强#但差异无统计学意义$

!

$

)')2

&#见图
%

*

&

)

!!

:

!标记物%

%

!对照组%

&

!

)'2

干预组%

A

!

%')

干预组%

1

!

&')

干预

组%

2

!

1')

干预组)

图
%

!!

用药
&1H

后各药物浓度组
#N.Q7+D

表达水平

!!

:

!标记物%

%

!对照组%

&

!

)'2

干预组%

A

!

%')

干预组%

1

!

&')

干预

组%

2

!

1')

干预组)

图
&

!!

用药
&1H

后各药物浓度组
#N.=Q7+D

表达水平

!!

%

!对照组%

&

!

)'2

干预组%
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检测
#N.

#

#N.=

蛋白的表达
!

以甘油醛
$A$

磷

酸脱氢酶$

WD80!

&为内参#与对照组比较#

&')

*

1')

干预组

#N.

*

#N.=

蛋白表达水平均增强$

!

#

)')2

&#且随着浓度增高表

达增强)

)'2

*

%')

干预组与对照组比较#

#N.

*

#N.=

蛋白水平表

达有所增强#但差异无统计学意义$

!

$

)')2

&#见图
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讨
!!

论

视黄酸与脊椎动物从受孕至死亡的整个过程密切相关#参

与调控细胞的分化*增殖和凋亡)视黄酸作为内源性信号分

子#通过与细胞核内的视黄酸受体结合改变特异基因的转录#

其在脊椎动物心脏发育的各阶段$包括心脏原基的出现*心管

形成*左右不对称发育*心脏环化*腔室形成*内流系统形成*心

壁形成及传导系统发生等阶段&发挥重要的调节功能'

1$B

(

)生

理剂量视黄酸在细胞增殖*分化*凋亡及生殖*视觉*各种动物

的胚胎模式形成等生物学事件中发挥重要作用#是胚胎发育过

程中不可或缺的形态发生素'

(

(

)然而视黄酸也是一种致畸因

子#胚胎发育过程中#过多摄入视黄酸或视黄酸缺乏均可导致

哺乳动物神经管*心脏和颜面部等多种畸形的发生'

/$*

(

)

以视黄酸为致畸原的动物实验#即在小鼠不同孕期给予一

定剂量的视黄酸#将导致唇腭裂*先心病*短肢畸形*颜面*脊椎

骨畸形等出生缺陷的动物模型已经建立)然而以视黄酸为致

畸原对细胞凋亡影响的研究发现#视黄酸对细胞的影响与细胞

类型和视黄酸的浓度密切相关'

%)

(

)

-HN>

P

等'

%%

(和
UHN>

P

等'

%&

(的研究均进一步验证了此观点)本实验通过采用不同药

物浓度视黄酸作用于心肌细胞#在连续培养细胞时观察到视黄

酸
)'2

*

%')

#

Q@=

"

Y

干预组在用药
&1H

后心肌细胞损伤不明

显#细胞搏动稍减弱#细胞凋亡在
&)[

以下%视黄酸
&')

*

1')

#

Q@=

"

Y

干预组心肌细胞受损明显#细胞搏动力减弱#搏动频率

降低%细胞凋亡明显增加#呈逐渐增强趋势%本研究与刘苗

等'

%A

(研究采用不同浓度视黄酸干预胚鼠心肌细胞使心肌细胞

损伤结果相一致#但在导致细胞损伤的最佳药物浓度及作用时

间上有差异#以及检测的凋亡信号因子也有所不同)

#N.

及

#N.=

在心肌细胞有丰富的表达#

#N.

主要位于心肌细胞膜上#

#N.=

是
#N.

的天然配体#当表达
#N.

的心肌细胞和活性细胞的

#N.=

交联后#激活
#N.

"

#N.=

信号凋亡途径#最终导致靶细胞凋

亡)本实验结果显示#

#N.

*

#N.=Q7+D

基因与蛋白表达明显

增加)实验提示一方面视黄酸通过上调细胞膜表面
#N.

蛋白

的表达#直接启动细胞凋亡的信号传导系统#促使细胞凋亡的

发生)这与文献'

%1$%2

(研究相一致#即药物通过影响
#N.

受

体表达#上调或下调
#N.

蛋白的表达#促进或抑制细胞凋亡的

发生#提示该药可能对这种细胞有毒性或保护作用)另一方面

视黄酸作用于心肌细胞后#

#N.

表达增加#心肌细胞对
#N.

"

#N.=

介导的凋亡更加敏感#使细胞凋亡不断发生)然而细胞凋

亡是一个非常精密*复杂的调控系统#在其过程中又受到不同

诱导因子的调节#虽然国内外学者对视黄酸致畸的机制进行了

大量深入的研究#但其确切的作用机制尚不能确定)

综上所述#

#N.

"

#N.=

介导的死亡受体信号转导途径为细胞

凋亡三大途径之一#在本实验中随着视黄酸药物浓度增加心肌

细胞的凋亡率不断增加#而
#N.

*

#N.=

的基因及蛋白表达均增

加#提示视黄酸诱导心肌细胞的凋亡#其作用机制与
#N.

"

#N.=

介导死亡受体途径导致细胞凋亡密切相关#是否与细胞凋亡其

他途径相关及详细机制还有待进一步研究)
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