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　　摘　要：目的　通过建立大鼠双侧卵巢切除及异丙肾上腺素诱导的心肌损伤模型，研究雌激素对异丙肾上腺素致大鼠心肌损

伤及心肌细胞凋亡的影响。方法　５０只雌性ＳＤ大鼠行双侧卵巢切除术和假手术后分为５组（每组１０只）：假手术组（Ｓｈａｍ组）；

双侧卵巢切除组（ＯＶＸ组）；心肌损伤组（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组），雌激素４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１治疗组（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ａ组），雌激素

４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１治疗组（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组）。分别测量大鼠大体指标，颈总动脉置管监测心脏血流动力学参数，分离培养单

个心肌细胞观察形态与收缩功能改变，以及蛋白免疫印迹法检测心肌细胞凋亡蛋白的表达。结果　异丙肾上腺素明显降低心肌

功能，增加心肌细胞肥大与凋亡，降低单个心肌细胞收缩功能（犘＜０．０５）。高剂量雌激素（４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）替代治疗显著改善

异丙肾上腺素引起的心肌损伤与心肌功能下降（犘＜０．０５），并通过增加Ｂｃｌ２蛋白表达，减少Ｂａｘ蛋白表达与Ｃａｓｐａｓｅ３的激活，

降低心肌细胞肥大与凋亡（犘＜０．０５）。而低剂量雌激素（４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）只表现出轻度抗异丙肾上腺素心肌损伤的作用，但差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　适宜剂量的雌激素替代治疗通过降低心肌细胞凋亡，提高心肌细胞收缩功能，从而对异丙肾

上腺素诱导的心肌损伤发挥保护作用。

关键词：雌激素类；异丙肾上腺素；心肌损伤；凋亡

中图分类号：Ｒ５４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）３４４５６６０４

犈犳犳犲犮狋狅犳犲狊狋狉狅犵犲狀狅狀犮犪狉犱犻犪犮犻狀犼狌狉狔犪狀犱犮犪狉犱犻狅犿狔狅犮狔狋犲犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳狉犪狋犻狀犱狌犮犲犱犫狔犻狊狅狆狉狅狋犲狉犲狀狅犾


犣犺犪狀犵犢犪狀犵
１，犠狌犢狌２，犠犪狀犵犎狅狀犵犼狌狀

１，犕犲狀犵犑犻狀犵
１，犔犻狌犌狅狀犵犼犻犪狀

１△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犃狀犲狊狋犺犲狊犻狅犾狅犵狔，犡狌狕犺狅狌犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犡狌狕犺狅狌，犑犻犪狀犵狊狌２２１００２，犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳

犕犲犱犻犮犻狀犲，狋犺犲犉犻狉狊狋犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犡狌狕犺狅狌，犡狌狕犺狅狌，犑犻犪狀犵狊狌２２１０００，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｓｔｒｏｇｅｎｏｎｃａｒｄｉａｃｉｎｊｕｒｙａｎｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒａｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅ

ｎｏｌｂｙｍｏｄｅｌｉｎｇｃａｒｄｉａｃｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｂｉｌａｔｅｒａｌｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ（ＯＶＸ）ａｎｄｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ（ＩＳＯ）．犕犲狋犺狅犱狊　ＦｉｆｔｙｆｅｍａｌｅＳＤｒａｔｓ

ｗｉｔｈｂｉｌａｔｅｒａｌｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙａｎｄｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ（Ｓｈａｍ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ５ｇｒｏｕｐｓ：ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ），

ｂｉｌａｔｅｒａｌｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙｇｒｏｕｐ（ＯＶＸｇｒｏｕｐ），ｃａｒｄｉａｃｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐ（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉｇｒｏｕｐ），ｌｏｗｄｏｓｅｅｓｔｒｏｇｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ａｇｒｏｕｐ，４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１），ｈｉｇｈｄｏｓｅｅｓｔｒｏｇｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂｇｒｏｕｐ，４０μｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）．

ｔｈｅｓｅｓｔａｔｕｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｌｙｍｅａｓｕｒｅｄ：ｒａｔｓ′ｇｅｎｅｒａｌｆｅａｔｕｒｅｓ，ｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｍｏｎｉｔｏｒｅｄｏｆｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ，ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｏｆｓｉｎｇｌｅｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｅｐａｒａｔｅｃｕｌｔｕｒｅｄ，ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ．犚犲狊狌犾狋狊　ＩＳＯｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｐｕｍｐｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｎｄ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｒｅｄｕｃｅｄｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｉｔｙｏｆｓｉｎｇｌｅｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（犘＜０．０５）．Ｈｉｇｈｄｏｓｅｅｓｔｒｏｇｅｎ（４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）

ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄＩＳＯｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｉｎｊｕｒｙａｎｄｃａｒｄｉｏｆｕｎｃｔｉｏｎｓｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ，ａｌｓｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄＢａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄｃａｓｐａｓ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｎｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇＢｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（犘＜０．０５），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．ｗｈｉｌｅｌｏｗｄｏｓｅｅｓｔｒｏｇｅｎ（４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｍａｒｇｉｎａｌｌｙｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｎＩＳＯｉｎ

ｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｉｎｊｕｒｙｗｉｔｈｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｄｏｓｅｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｃａｒｄｉｏ

ｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｉｍｐｒｏｖｅｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｉｔｙ，ｓｏａｓｔｏｐｒｏｔｅｃｔＩＳＯｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｅｓｔｒｏｇｅｎ；ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ；ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　研究显示心肌收缩功能降低是各种心血管疾病造成心脏

泵血能力降低的主要原因。流行病学调查发现，男性和女性的

心血管疾病发病率和严重程度存在明显差异，且绝经前妇女心

血管疾病的发生率明显低于同年龄男性［１２］，这表明雌激素对

于维持心血管健康起重要作用［３４］。然而，这种心肌保护作用

的机制尚不清楚。

心血管疾病致病因素当中，交感肾上腺髓质系统活动增强

在中老年患者当中尤为重要，过度增加的儿茶酚胺分泌会造成

急性或慢性心肌损伤，对于绝经后妇女儿茶酚胺的作用更为明

显［５］。有实验证据表明，细胞凋亡是心肌损伤的重要原因［６］，

损伤后的心肌收缩功能明显下降。已有研究发现，凋亡相关蛋

白Ｂａｘ的高表达和Ｂｃｌ２的低表达与凋亡的活化有关
［７８］，而

儿茶酚胺过多会造成心肌细胞凋亡，心肌损伤，心功能下降［９］。

因此，药物方法抑制心肌细胞凋亡可能是保护因儿茶酚胺过多

造成心肌损伤的治疗靶点［１０］。因此，本研究旨在阐明雌激素

替代治疗对异丙肾上腺素造成心肌损伤的保护作用，并证明雌

激素保护心肌的机制为抑制异丙肾上腺素造成的心肌细胞

凋亡。
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１　材料与方法

１．１　实验材料与动物分组　正常健康ＳＤ 雌性成年大鼠５０

只，体质量２００～２５０ｇ，由徐州医学院实验动物中心提供（使用

许可号：ＳＹＸＫ［ｓｕ］２００２００３８）。实验主要试剂：异丙肾上腺素

购自Ｓｉｇｍａ公司（美国），１７β雌二醇购自 ＡＢＣＲ公司（德国），

一抗Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＧＡＰＤＨ与二抗均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ

公司（美国）。实验动物由戊巴比妥钠６０ｍｇ／ｋｇ麻醉，切除双

侧卵巢。３ｄ后皮下注射异丙肾上腺素１００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，

连续５ｄ
［５］。参照本实验室既往研究［１１］，实验动物分组为假手

术组（Ｓｈａｍ 组）、双侧卵巢切除组（ＯＶＸ 组）、心肌损伤组

（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组）、雌激素４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１治疗组

（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋ Ｅ２ａ组）、雌激素４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１治疗组

（ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组）。ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉｚ组和 ＯＶＸ＋ＩＳＯ

＋Ｅ２ａ组分别皮下注射１７β雌二醇与溶剂连续４周。

１．２　方法

１．２．１　大鼠血流动力学测定　雌激素替代治疗４周后，测量

身长，大鼠戊巴比妥钠６０ｍｇ／ｋｇ麻醉后，左侧颈总动脉置入

微压力传感导管，检测平均动脉血压（ＭＡＢＰ）、左心室舒张末

期压力（ＬＶＥＤＰ）、左心室压力变化速率（±ｄｐ／ｄｔ）
［１２］。

１．２．２　成年大鼠心肌细胞分离和培养　分离和培养成年大鼠

心肌细胞的方法如作者之前的研究［１３］，简而言之，ＳＤ大鼠，麻

醉后迅速开胸取心脏，称体质量，Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ主动脉逆行灌流

无钙酶液（含０．０４％胶原酶），循环灌流２０～３０ｍｉｎ，将心室组

织剪成约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ碎块，然后用２００目尼龙网过

滤，室温下静置２０ｍｉｎ，弃上清，反复３次，最后将细胞置于

ＣＯ２ 培养箱中。

１．２．３　培养心肌细胞存活率的计算　倒置显微镜采集横纹清

晰、胞膜完整、长杆状的心肌细胞（放大２００倍）测算心肌细胞

杆状存活率，心肌细胞肝状存活率＝（杆状细胞数量／全部细胞

数量）×１００％。

１．２．４　单个心肌细胞收缩功能的测定　倒置显微镜（Ｎｉｋｏｎ

Ｅ４００）视频记录心肌细胞收缩功能的方法如作者之前的研

究［１３］，把培养的心肌细胞置于收缩功能分析装置的细胞浴槽

内，２ｍｍｏｌ／Ｌ钙和１０－７ ｍｍｏｌ／Ｌ 异丙肾上腺素的 ＫＨ 液灌

流，０．５Ｈｚ电刺激。采集横纹清晰、胞膜完整、长杆状的心肌

细胞（放大２００倍）分析其收缩的状况，以及收缩时间（ＴＴＰ）、

舒张９０％时间（Ｒ９０），心肌细胞收缩幅度（％）＝（心肌细胞舒

张末长度－收缩末长度）／心肌细胞静息长度×１００％。

１．２．５　流式细胞仪检测细胞凋亡　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染色法

标记分离培养的心肌细胞，经流式细胞仪检测细胞凋亡率。每

样本细胞数控制为（１～５）×１０６／ｍＬ，５００～１０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，弃去培养液。加入荧光（ＳＡＦＬＯＵＳ）溶液４℃下孵育２０

ｍｉｎ，流式细胞仪检测。在双变量流式细胞仪的散点图上，左下

象限显示活细胞；右上象限是非活细胞，即坏死及凋亡细胞。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ

３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测。等量蛋白样

品（２０μｇ）加入１０％ 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离，转膜后加入一抗（１∶１０００）４℃过夜，二抗

（１∶３０００）室温孵育２ｈ。ＩｍａｇｅＪ３．０软件分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析。

计量资料以狓±狊表示，两组间的比较采用狋检验，多组间的比较

采用方差分析（ＡＮＯＶＡ），以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　外源性雌激素替代治疗对大鼠一般指标的影响　为了检

测雌激素在心泵功能中的作用，将雌性大鼠双侧卵巢切除，该

模型可以明显降低血中雌激素水平，随后注射异丙肾上腺素，

子宫切除后的雌性大鼠，血浆中雌激素水平（图１Ａ）、子宫体质

量（图１Ｂ）显著降低，但是大鼠身长没有改变（本文没有显示该

数据）。与Ｓｈａｍ组和ＯＶＸ组比较，ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组心脏

质量与心脏质量／身长比率增加（图１Ｃ、Ｄ）。而ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋

Ｅ２ｂ组较ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组血浆雌激素水平与子宫质量显

著增加（图１Ａ、Ｂ），并且降低了由于ＩＳＯ刺激而引起的心脏质

量与心脏质量／身长比率（图１Ｃ、Ｄ）。但是较低剂量的雌激素

（４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）对血浆雌激素水平升高不明显（图１Ａ），而

且对恢复子宫质量的作用非常有限（图１Ｂ）。在实验中，还发

现较低剂量的雌激素（４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）对于异丙肾上腺素所

导致的心脏质量和心脏质量／身长比率的增加几乎没有作用

（图１Ｃ、Ｄ）。

　　Ａ：血浆雌激素水平；Ｂ：子宫质量；Ｃ：心脏质量；Ｄ：心脏质量／身

长。：犘＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组

比较。

图１　　各组大鼠一般指标检测（狓±狊，狀＝１０）

　　Ａ：ＭＡＢＰ水平；Ｂ：ＬＶＥＤＰ水平；Ｃ：±ｄｐ／ｄｔ水平；Ｄ：－ｄｐ／ｄｔ水

平。：犘＜０．０５，与ｓｈａｍ组比较；＃：犘＜０．０５，与ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组

比较。

图２　　各组大鼠心脏功能监测（狓±狊，狀＝１０）

２．２　外源性雌激素替代治疗改善异丙肾上腺素造成的心肌收

缩功能降低　经大鼠左侧颈总动脉置管，并逆行进入左心室记

录各组大鼠的血流动力学指标。与Ｓｈａｍ组和 ＯＶＸ组比较，

ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组平均动脉血压（ＭＡＢＰ）与左室舒张末压
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（ＬＶＥＤＰ）明显升高（图２Ａ、Ｂ），但是±ｄｐ／ｄｔ显著降低（图２Ｃ、

Ｄ）。而ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组较ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组 ＭＡＢＰ与

ＬＶＥＤＰ明显降低（图２Ａ、Ｂ），±ｄｐ／ｄｔ升高（图２Ｃ、Ｄ）。但是

ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组对于ＩＳＯ所导致的 ＭＡＢＰ、ＬＶＥＤＰ升

高，±ｄｐ／ｄｔ降低几乎无作用（图２Ａ～Ｄ）。

２．３　外源性雌激素替代治疗对单个心肌细胞的影响　通过倒

置显微镜观察记录各组分离培养的单个成年大鼠心肌细胞，在

体外经电刺激收缩搏动的影像。Ｓｈａｍ组与ＯＶＸ组单个心肌

细胞横纹清晰、包膜完整，细胞长度与直径正常，而ＯＶＸ＋ＩＳＯ

＋Ｖｅｈｉ组心肌细胞明显肥大，不规则，细胞长度与直径明显增

加，而ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组心肌细胞形态明显改善，但ＯＶＸ＋

ＩＳＯ＋Ｅ２ａ组心肌细胞形态恢复的极为有限。见图３。

　　Ａ：Ｓｈａｍ组；Ｂ：ＯＶＸ组；Ｃ：ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组；Ｄ：ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋

Ｅ２ａ组；Ｅ：ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组。Ａ、Ｂ、Ｅ放大倍数为４００倍；Ｃ、Ｄ放大

倍数为２００倍。

图３　　各组大鼠单个心肌细胞光学显微镜观察

　　Ａ：心肌细胞杆状率；Ｂ：收缩幅度；Ｃ：ＴＴＰ；Ｄ：Ｒ９０。：犘＜０．０５，与

ｓｈａｍ组间比较；＃：犘＜０．０５，与ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组间比较。

图４　　各组大鼠左心室单个心肌细胞收缩功能

测定（狓±狊，狀＝１０）

　　同时也发现，与Ｓｈａｍ 组或 ＯＶＸ组相比，ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋

Ｖｅｈｉ组心肌细胞杆状率、收缩幅度明显降低（图４Ａ、Ｂ），ＴＴＰ

及Ｒ９０明显延长（图４Ｃ、Ｄ）。而 ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组相对于

ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组心肌细胞的杆状率、收缩幅度显著增加

（图４Ａ、Ｂ），而 ＴＴＰ与 Ｒ９０则明显下降（图 ４Ｃ、Ｄ）。但是

ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ａ组心肌细胞的这种恢复作用几乎没有（图

４Ａ～Ｄ）。

２．４　外源性雌激素替代治疗对心肌细胞凋亡的影响　分离培

养的心肌细胞经 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染色法标记，流式细胞仪检

测细胞凋亡率（图５Ａ～Ｅ），与Ｓｈａｍ组或 ＯＶＸ组相比，ＯＶＸ

＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组心肌细胞凋亡率显著增加（图５Ｆ），而ＯＶＸ＋

ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组相对于 ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组心肌细胞凋亡率显

著下降，但是ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ａ组心肌细胞凋亡率下降没有

ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组明显，且与ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组相比差异

无统计学意义（犘＞０．０５）（图５Ｆ）。

　　Ａ～Ｅ：双染色标记法；Ｆ：流式细胞仪检测细胞凋亡率。：犘＜

０．０５，与ｓｈａｍ组间比较；＃：犘＜０．０５，与ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组间比较。

图５　　各组大鼠心肌细胞凋亡率测定（狓±狊，狀＝１０）

　　Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３表达；Ｂ：Ｂａｘ表达；Ｃ：Ｂｃｌ２表达。：犘＜０．０５，与

ｓｈａｍ组间比较；＃：犘＜０．０５，与ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组间比较。

图６　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠凋亡蛋白的表达

（狓±狊，狀＝１０）

２．５　外源性雌激素替代治疗对心肌细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ

表达的影响　利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析心肌细胞中凋亡相关蛋

白Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达情况。与Ｓｈａｍ组或ＯＶＸ组相

比，ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组心肌细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ表达显著增

加（图６Ａ、Ｂ），而Ｂｃｌ２表达降低（图６Ｃ）。与 ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋

Ｖｅｈｉ组比较，ＯＶＸ＋ＩＳＯ＋Ｅ２ｂ组心肌细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ表

达明显降低（图６Ａ、Ｂ），而Ｂｃｌ２表达增高（图６Ｃ）。但是ＯＶＸ

＋ＩＳＯ＋Ｅ２ａ组心肌细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达与ＯＶＸ

＋ＩＳＯ＋Ｖｅｈｉ组相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５）（图 ６

Ａ～Ｃ）。
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３　讨　　论

绝经前女性心血管疾病的发病率较低，但更年期后这种优

势明显降低，这表明雌性激素，尤其是雌激素在减少心血管疾

病风险中起到举足轻重的作用［１４］。而且，随着绝经后女性年

龄的增长，其心血管疾病的发病风险也逐步增加，这与逐渐减

少的血浆雌激素水平直接相关。而无论女性还是男性，雌激素

均可改善血管舒张反应，降低缺血造成的心肌损伤［１５］。所以，

雌激素也许对心肌具有直接的保护作用。

在心肌损伤大鼠的离体心脏中，没有太多的证据可以表明

心肌收缩功能的改变与细胞凋亡间的关系。而目前的研究表

明，雌激素环境对心脏非常重要，在异丙肾上腺素刺激造成心

肌损伤之后进行雌激素替代治疗，通过测量在体心脏 ＭＡＢＰ、

ＬＶＥＤＰ和±ｄｐ／ｄｔ，发现心脏收缩功能明显改善。而且通过维

持卵巢切除后雌性大鼠的血浆雌激素水平，可以增加单个心室

肌细胞收缩功能，减少心肌细胞凋亡蛋白的表达。同时验证了

雌性大鼠卵巢切除动物模型血浆雌激素水平和子宫质量降低，

是可以通过雌激素连续替代治疗得以恢复的。通过视频记录

了分离培养的成年大鼠单个心室肌细胞受电刺激而收缩的动

态图像，从中截取了照片观察心肌细胞形态改变，结果发现异

丙肾上腺素连续大剂量刺激可引起心肌细胞肥大，长度与直径

均有不同程度的增加，而收缩幅度与速率则明显降低。通过连

续皮下注射雌激素后，心肌细胞的形态与功能均有不同程度的

改善，尤以高剂量雌激素（４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）替代治疗改善显

著，而低剂量雌激素（４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１）的恢复效果不甚明显。

这表明雌激素在４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１剂量可以明显改善异丙肾

上腺素引起的心肌受损。

此外，本研究利用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染法标记分离培养的

成年大鼠心肌细胞，经流式细胞仪分析发现，大剂量异丙肾上

腺素连续刺激明显增加心肌细胞凋亡数量，但经雌激素４０μｇ

·ｋｇ
－１·ｄ－１替代治疗４周后凋亡数量明显减少，而４μｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１作用不明显。心肌细胞凋亡是心肌损伤的主要原因

之一［１６］。有研究表明，Ｂｃｌ２家族蛋白在调节生理和病理性细

胞凋亡中发挥关键作用，这些蛋白质包括促进细胞死亡的

Ｂａｘ、Ｂａｄ和抑制细胞死亡的Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘ等
［１７］。诱导和抑制细

胞凋亡的蛋白相互作用，形成一个复杂的调控网络，而细胞的

存活或者死亡的调控基于这个网络中促凋亡和抗凋亡蛋白的

比率［１８］。已经明确的是Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白比率增高可以明显促

进细胞凋亡［１９］。本研究证实经雌激素４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１剂量

持续４周的替代治疗可以上调Ｂｃｌ２，同时下调Ｂａｘ的表达，而

４μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１的治疗剂量并没有明显作用。这些结果显

示，雌激素替代治疗可以防治儿茶酚胺类激素过多而引起的心

肌细胞凋亡，从而保护受损的心肌细胞。因此，作者认为补充

雌激素可能是通过上调抗凋亡蛋白，下调促凋亡蛋白的表达而

发挥心肌保护作用的。雌激素替代治疗调节Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋

白的机制尚不清楚，雌激素调节细胞凋亡相关基因的机制亦不

明确。但是雌激素替代治疗会引起许多抗氧化剂影响细胞凋

亡基因的表达，所以，雌激素的抗氧化与抗脂质过氧化的作用

可能是其主要机制［２０］。

综上所述，雌激素替代治疗，尤其是４０μｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１剂

量，可以明显改善由于异丙肾上腺素刺激增加心肌细胞凋亡而

造成的心肌损伤、心肌收缩功能下降。而且此浓度的雌激素替

代治疗可能对卵巢功能不足而引起的心肌收缩功能降低起到

保护作用。本研究还表明，增加Ｂｃｌ２蛋白、减少Ｂａｘ蛋白的

表达在雌激素心脏保护作用中起到了至关重要的作用。所以，

适宜剂量的雌激素替代治疗对于儿茶酚胺类激素异丙肾上腺

素增加造成的心肌细胞凋亡、心肌收缩功能降低具有明显的保

护作用。
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通过在线数据的深度挖掘，成功缩小胃癌中目标 ｍｉＲＮＡ

分析范围。ｍｉＲ２１与胃癌的发生和转移有关，有望作为胃癌

分子标志［１１］，选择其进一步分析预测靶基因。经过整合常用

ｍｉＲ靶基因预测软件的靶基因数据库 ｍｉＲＧｅｎ（ｖ３）进行靶基

因预测后，应用基因表达谱数据库有效缩小靶基因范围，获得

在胃癌中相关的预测靶基因集。应用在线软件 ＤＡＶＩＤ和

ＰａｔｈｗａｙＭｉｎｅｒ分别进行ＧＯ基因注释、功能富集分析和信号

通路分析。结果显示在胃癌中 ＭｉＲ２１的靶基因涉及系列信

号通路中，包括黏附连接、胰岛素信号转导通路、细胞凋亡、钙

信号转导通路、ＪＡＫＳＴＡＴ信号转导途径等与肿瘤发生、发展

及转移密切相关的信号通路［１２１３］。

经过充分数据发掘，利用生物信息学分析结果所提供的重

点信号转导通路为基础，可以开展针对性的实验研究，将有助

于进一步理解Ｐ５３、ｍｉＲＮＡ及下游靶基因组成的调控网络在

胃癌发生、发展中的作用机制。
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