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目的
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探究胡芦巴碱"
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$对缺氧'复氧乳鼠心肌细胞的保护作用及其机制%方法
!

原代培养
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乳鼠心肌细胞!

随机分成
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组$和
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组$#采用流式细胞术分别检测
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对缺氧'复氧乳鼠心肌细胞凋亡和线粒体膜电位的影响#采用超氧化物歧化酶"

O_U

$和丙二醛"

3UA

$试剂盒检测
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稳定线粒体膜电位"

!

$

%&%2

$!促进
FG+

I

G+<.(

和
FG+

I

G+<.'

的活化%结论
!

98]

可减轻缺氧'复氧对乳鼠心肌细胞的损伤!其机

制可能与抗脂质过氧化和稳定线粒体膜电位有关%
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&是一种生物碱#最早是从豆

科植物葫芦巴的干燥种子中提取出来的#故而得名#此后发现
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还广泛存在于各种豆科植物的种子和咖啡中'
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)同时#
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还是人体内烟酸和色氨酸的代谢产物'
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具多种

生物学作用#如降低血糖血脂'

'.0
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*抑癌'
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(

*抗氧化'
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*改善记
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(和抗感染'
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(等)最近的一项研究表明#
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具有心肌保

护作用'

(

(

)本研究通过建立乳鼠心肌细胞缺氧"复氧模型#观

察胡芦巴碱对缺氧"复氧心肌细胞的凋亡*超氧化物歧化物

$

O_U

&和丙二醛$

3UA

&水平*线粒体膜电位以及
FG+
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G+<.(

和
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活性的影响#以探究
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对缺氧"复氧心肌细胞的

保护作用及其机制#为治疗心肌缺血再灌注损伤提供新思路)
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材料与方法
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材料
!

出生
-1D

内的
OU

乳鼠购自郑州大学实验动物中

心#高糖
U3Q3

和胎牛血清$

V

C
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公司&#
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*典化丙啶

$
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抗体*
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&试剂盒和
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方法
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乳鼠心肌细胞原代培养
!

将出生
'!

以内的
OU

乳鼠

心室肌剪碎#用
%&$12̂

胰蛋白酶进行消化#采用差速贴壁法

纯化心肌细胞#用含
1%̂

胎牛血清的
U3Q3

培养基#于
'-

S

*

2̂ :_

1

孵箱中培养#每隔
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小时更换一次细胞培养液#

待细胞融合度达
/%̂

以上时进行实验)
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制备缺氧"复氧心肌细胞损伤模型
!

将培养的心肌细

胞换用预先经
(2̂ M

1

和
2̂ :_

1

混合气体饱和
$D

的缺氧

液#于
(2̂ M

1
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2̂ :_

1

的密闭容器中培养
1D

#再换用预先经

(2̂ _

1

和
2̂ :_

1

混合气体饱和
$D

的复氧液#于
(2̂ _

1

*

2̂ :_

1

的密闭容器中培养
0D

#建立心肌细胞缺氧"复氧损伤

模型'

/.(

(

)

?&@&A

!

实验分组
!

正常对照$

:",=>"@

组&!更换正常培养基后

于
'-S

*

2̂ :_

1

孵箱中培养
)D

%缺氧"复氧组$

V

"

8

组&!更

换缺氧液缺氧培养
1D

#再更换复氧液复氧培养
0D

%
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加缺

氧"复氧组$
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8

组&!更换含
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$
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67

&的缺
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#再更换含
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氧培养
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流式细胞术检测细胞凋亡
!

制备各实验组细胞悬液#

用
4TO

洗涤细胞
1

次#然后用
-%̂

冰乙醇于
0S

固定
10D

#

再用
4TO

洗
1

次#加入
$674[

染液#

0S

避光染色
'%6#,

#送

流式细胞仪检测)
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!

O_U

与
3UA

检测
!

O_U

的测定采用黄嘌呤氧化酶

法#

3UA

的测定采用硫代巴比妥酸法#按照试剂盒说明书

测定)

?&@&D

!

流式细胞术检测线粒体膜电位
!

制备细胞悬液#用

4TO

缓冲液漂洗
1

次#将
8D"!G6#,<$1'

加入到细胞悬液$终浓

度为
2

#
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"

67

&#

'-S

孵育箱中放置
'%6#,

#再用
4TO

缓冲液

漂洗
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次#送流式细胞仪检测)
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!
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检测蛋白水平
!

裂解各组细胞提取总蛋

白#

T:A

法测定蛋白浓度#经
$%̂

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰

胺凝胶$

OUO.4A]Q

&电泳并转移至聚偏氟乙烯$
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&膜#用
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洗膜
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进行发光反应#暗室
d

胶片显影#胶片用凝胶成像系统携带的白色光源拍照#
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.GF=#,

蛋白条带为内参照)
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!

统计学处理
!

采用
O4OO$)&%

软件分析数据#计量资料

以
,e9

表示#多组间比较采用单因素方差分析$
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&#组

间两两比较采用
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法#以
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结
!!

果
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对缺氧"复氧心肌细胞凋亡的影响
!

流式细胞术结
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组和
98]cV

"

8

组的细胞凋亡率分

别为$

2&1e%&(

&

^

*$

'/&-e0&'

&

^

和$

10&$e'&)

&

^

#

V

"

8

组

较
:",=>"@

组明显升高$

!

$

%&%2

&#

98]cV

"

8

组较
V

"

8

组

明显降低$

!

$

%&%2

&)见图
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对缺氧(复氧心肌细胞凋亡的影响

@&@

!

98]

对缺氧"复氧心肌细胞
O_U

活性和
3UA

水平的影

响
!

与
:",=>"@

组比较#

V

"

8

组
O_U

活性降低*

3UA

水平升

高$
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&#说明
V
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组细胞抗氧化能力降低)与
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比较#

98]cV

"

8

组
O_U

活性增强*
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对缺氧"复氧心肌细胞线粒体膜电位的影响
!

应用

流式细胞仪检测各实验组样本的荧光强度#用平均荧光强度值

$

6<G,E@B"><+F<,F<#,=<,+#=

C
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3J[

&代表线粒体膜电位的水平)
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大幅下降$
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&#表明缺氧"复氧刺激使线粒体膜电位发

生了显著的去极化%
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能够稳定线粒体膜电位)见

图
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对缺氧(复氧心肌细胞线粒体膜电位的影响
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对
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和
FG+

I

G+<.'

活性的影响
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结果显示#
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可抑制缺氧"复氧诱导的
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心肌缺血"再灌注所导致的心肌细胞凋亡与细胞内能量代谢紊

乱*线粒体渗透性转换孔的开放*钙超载*氧自由基的产生与清

除失衡等均有关'

$$.$0

(

)

在本研究中#乳鼠心肌细胞经缺氧"复氧后#与
:",=>"@

比

较#

V

"

8

组心肌细胞凋亡率明显升高#说明缺氧"复氧心肌细

胞损伤模型建立成功)与
V

"

8

组比较#

98]cV

"

8

组心肌细

胞凋亡率明显降低#说明
98]

对缺氧"复氧损伤的心肌细胞

具有一定的保护作用)

参与心肌缺血再灌注损伤的自由基主要有羟自由基*过氧

化氢和超氧阴离子等)心肌缺血再灌注时#自由基清除系统功

能下降#从而产生大量的自由基)自由基可广泛攻击含不饱和

脂肪酸的生物膜结构#引起脂质过氧化#破坏膜结构和功能并

产生大量
3UA

)

O_U

是人体最重要的自由基清除剂#当自由

基大量增多时
O_U

消耗增加#

O_U

活性就会下降'

$2

(

)因此有

效阻止氧自由基产生并增强清除氧自由基的能力成为治疗心

肌缺血再灌注损伤的重要措施之一)

本研究结果显示#与
:",=>"@

组比较#

V

"

8

组心肌细胞内

3UA

水平显著升高#同时
O_U

活性显著下降#表明缺氧"复氧

过程使得脂质过氧化反应强烈#细胞损伤严重#而
98]

可能

通过增强心肌细胞对氧自由基的清除能力#减轻细胞膜脂质过

氧化损伤#从而发挥对心肌细胞的保护作用)

缺血再灌注时所产生的钙超载和氧自由基可促进线粒体

通透性转换孔大量开放#导致线粒体膜电位去极化#线粒体高

度肿胀#外膜破裂#线粒体膜间隙中的细胞色素
:

$

:

C

=:

&和凋

亡诱导因子$

A[J

&等凋亡因子被释放到细胞质中#继而激活

FG+

I

G+<.(

和
FG+

I

G+<.'

#最终导致细胞凋亡'

$)

(

)线粒体膜电位

去极化是线粒体功能逐渐丧失的关键阶段)

本研究结果显示#与
:",=>"@

组比较#

V

"

8

组心肌细胞线

粒体膜电位发生了显著的去极化#

I

>"FG+

I

G+<.(

和
I

>"FG+

I

G+<.

明显减少#但
F@<GL<!FG+

I

G+<.(

和
F@<GL<!FG+

I

G+<.'

显著增多#

这表明缺氧"复氧过程使得线粒体通透性转换孔大量开放#

FG+

I

G+<.(

和
FG+

I

G+<.'

被激活)与
V

"

8

组比较#

98]cV

"

8

组心肌细胞线粒体膜电位水平显著升高#

F@<GL<!FG+

I

G+<.(

和

F@<GL<!FG+

I

G+<.'

显著减少#这表明
98]

对线粒体膜电位水平

起到了稳定作用#抑制了
FG+

I

G+<.(

和
FG+

I

G+<.'

的活化#这可

能与其抗氧化能力有关#但其对心肌细胞钙超载是否起到抑制

作用尚待进一步阐明)
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