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目的
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$对大鼠心肌

细胞缺氧复氧损伤"
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$的影响%方法
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用厌氧培养箱&
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$!另外以正常培养心肌细胞作为正常对照组!孵育
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后!透射电镜观察心

肌线粒体超微结构!
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试剂盒检测线粒体膜电位!末端脱氧核苷酸转移酶"
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缺口末端标记"
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$技术检

测心肌细胞凋亡%结果
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组线粒体损伤程度较
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明显下降!
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研究发现心肌缺血再灌注损伤的发病机制反映了复合通

路的汇集#包括氧自由基)离子通道)炎性反应和内皮功能障碍

等#其中再灌注后初始几分钟内氧自由基大量产生及钙超载最

为显著&

$

'

*铜锌超氧化物歧化酶 $
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%是一种特异性内源性自由基清除剂#在清

除机体氧自由基$

;65

%的抗氧化反应过程中最早发挥作用&

1

'
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但是#由于
Z3

"

4,567

在哺乳动物细胞膜上没有专一受体或

通道#外源性的
Z3

"

4,567

很难进入细胞和组织内发挥生物

学作用*目前#可采用细胞穿透肽
0

$又称为蛋白转导结构

域
0

#

8970

%作为载体#介导外源性
Z3

"

4,567

进入细胞发挥作

用*前期研究表明#

8970

可将
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"
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导入大鼠心肌细胞#且

具有生物活性*本研究拟评价
8970

介导的
23

"

4,567

$

8970.23
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%对大鼠心肌细胞缺氧复氧损伤$

:;<

%的影响*

B

!

材料与方法

B&B

!

细胞来源
!

大鼠心肌细胞
:(@1

#购自美国
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公司*
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!

方法

B&C&B

!

8970.23

"

4,567

的制备
!

参照文献&
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*具体方法如下!合成细胞穿透肽
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基因片段#将其与具有相同酶切位点的载体质粒
8G9$)W

连

接#得到重组质粒
8G9$)W.8970

*提取胚胎肝脏组织的总
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#以其为模板用于
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全长
27+

的反转录和扩

增#将获得的
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"

4,567

全长
27+

片段与线性化的载体质粒

8G9$)W.8970

进行重组#获得含有
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基因片段的重

组质粒
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%*将获得的
P

G9$)W.

8970.23

"

4,567

$

27+

%原核表达载体导入感受态大肠杆菌表

达菌株
\D1$

$

7G'

%中#进行扩增培养#收集菌体#将其裂解离

心#镍离子$

?#

1A

%亲和层析柱层析#收集目的蛋白#定量后分别

储存于
[-%]

冰箱内备用*

B&C&C
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模型的构建
!

)

孔板中的细胞在
'-] 26

1

培养

箱中培养
10N

后换液#细胞长满至
/%>

后#用磷酸盐缓冲液

$

8\5

%冲洗#再加入不含血清的低糖
7 Ĝ̂

#置入含
/=>

氮气

$

?

1

%)

$%>

氢气$

:
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1

的
'-]

饱和湿度厌氧培养箱#

培养
0N

后取出#完成缺氧*缺氧后#加入新鲜含
$=>

胎牛血

清的
7 Ĝ̂

培养基#置入
26

1

培养箱中继续培养
1N

#完成

复氧*

B&C&D

!

细胞分组
!

将培养的细胞分为
0

组#正常对照组!正常

培养的心肌细胞(

:;<

组!在
:;<

的细胞培养液中不加任何处

理因素(
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组!在
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的细胞培养液中

加入
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融合蛋白(

:;<AZ3

"

4,

567

组!在
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的细胞培养液中加入
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融合蛋白#然后共同孵育
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心肌细胞线粒体模电位检测
!
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是近年来发现的

一种具有高度特异性#能快速灵敏地检测细胞线粒体膜电位的

线粒体荧光探针&
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*在线粒体膜电位较高时#

E2.$

聚集在线

粒体基质中#形成聚合物#产生红色荧光(在线粒体膜电位较低

时#

E2.$

不能聚集在线粒体基质中#此时
E2.$

为单体#产生绿

色荧光#这样即可通过荧光颜色的转变来检测线粒体膜电位的

变化*吸出每孔的培养液#

8\5

洗涤细胞
$

次#再加入
$BD

培养液*再加入
$BDE2.$

染色工液#充分混匀#

'-]

孵育

1%B#,

#吸去上清液#用
E2.$

染色缓冲液洗涤
1

次$冰浴%*荧

光显微镜下观察*

B&C&F

!

细胞凋亡检测
!

采用末端脱氧核苷酸转移酶$
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%介

导的
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缺口末端标记$
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%技术检测细胞凋亡#
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多聚甲醛固定细胞
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#随后用
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的
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*
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%于样品区域上#室温平衡
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的
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反应液于样品区域上#于
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湿盒中孵育
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*样品

放入
1%̀ 552

溶液的染色缸中终止反应#加
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至
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#最后用蒸馏水冲洗终止显色*苏木精复

染
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至
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#脱水后封片*显微镜下观察#凋亡的细胞显

色为棕褐色*每份标本选取
0%%

倍视野
=

个#每个视野数
$%%

个心肌细胞#计数各视野阳性凋亡细胞数#各视野凋亡指数

$

I<

%

a

各视野凋亡细胞数"
$%%

#每张片子的
I<

等于各视野
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的平均值$单个周围无明显炎性反应%*

B&C&G

!

心肌细胞及线粒体超微结构观察
!

使用细胞刮刮下细

胞#

0]8\5

离心漂洗后#贴壁加入
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!

D0]1&=>

戊二醛#

于
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冰箱静置
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#透射电镜下观察心肌细胞及线粒体超微

结构改变*

B&D

!

统计学处理
!

采用
5855$/&%

统计软件进行统计分析#

计量资料以
EH:

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
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为差异有统计学意义*
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结
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果
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各组心肌细胞超微结构观察
!

正常对照组!细胞结构形

态正常#线粒体无肿胀#膜结构完整#嵴紧密整齐排列#细胞核

染色质均匀*

:;<

组!细胞结构不清晰#线粒体明显肿胀#膜

结构模糊不清#部分发生断裂#嵴疏松溶解排列紊乱#有明显的

空泡形成#细胞核染色质减少*
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组!线粒体

肿胀#膜结构模糊不清#嵴排列紊乱#部分断裂溶解#部分空泡

形成#出现细胞核染色质边集*
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细胞形态基本正常#线粒体轻度肿胀#膜基本完整#线粒体嵴密

集#部分溶解#没有明显空泡形成#胞核染色质均匀#边集少见*
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组线粒体损伤程度与
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组相比无明

显差别#见图
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心肌细胞线粒体膜电位检测
!

正常心肌细胞呈现红色荧

光#没有绿色荧光$没有线粒体膜电位下降%#正常对照中细胞

均呈现绿色荧光$线粒体膜电位下降明显%*与
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组与
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组相比较#红色荧光增强不

明显#见图
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各组心肌细胞凋亡情况
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染色结果显示!与正

常对照组相比#
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组心肌细胞可见大量棕褐色的凋亡细胞*
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组棕褐色凋亡细胞较
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各组心肌细胞线粒体膜电位的变化
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法检测各组心肌细胞中细胞凋亡情况&
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讨
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论

=%

年前已有学者描述心肌缺血再灌注损伤现象#通过不

断深入的探索#对其潜在机制的理解也显著增加#主要包括

;65

爆发式生成)钙离子$

2L

1A

%超载)内皮细胞功能障碍)炎

性反应等#最终导致以心肌细胞凋亡为主要特征的不可逆损

伤&

=

'

*心肌缺血再灌注后最初数分钟内
;65

的爆发式生成被

认为是心肌损伤的始动因素和重要机制*本研究利用
8970

携带缺乏内源性受体的自由基清除剂
23

"

4,567

#在再灌注

损伤早期进入心肌细胞内#以期在
;65

生成早期就大量清除#

从而改善心肌细胞的再灌注损伤*

线粒体作为能量代谢的主要场所#与再灌注损伤各个环节

密切相关#成为心肌细胞凋亡等损伤环节的重要保护靶点&

)

'

*

线粒体的完整性对心肌细胞的存活至关重要#心肌
:;<

与线

粒体形态变化相关#

:;<

过程中线粒体趋向于分裂或片段

化&

)

'

*本研究透射电镜观察发现#

:;<

组细胞结构不清晰#线

粒体明显肿胀#膜结构模糊不清#部分发生断裂#嵴疏松溶解排

列紊乱#有明显的空泡形成#细胞核染色质减少*而
8970.

23

"

4,567

融合蛋白组细胞形态基本正常#线粒体轻度肿胀#

膜基本完整#线粒体嵴密集#部分溶解#没有明显空泡形成#细

胞核染色质均匀#边集少见*直观上可以观察到
8970.23

"

4,

567

融合蛋白#减轻了心肌细胞线粒体的
:;<

*

当线粒体受损时#线粒体膜通透性增加#线粒体膜电位下

降*因此#将线粒体膜电位改变作为判断线粒体膜通透性改变

的指标#线粒体膜电位下降则标志着线粒体受损及细胞凋亡的

开始&

-

'

*

;65

可导致线粒体跨膜电位崩解#呼吸链解耦联#线

粒体基质渗透压升高#内膜肿胀#最终可引起细胞的凋亡*在

本实验中观察到#心肌细胞
:;<

引起线粒体膜电位的显著下

降#而
8970.23

"

4,567

融合蛋白的干预显著减轻线粒体膜

电位的下降*在细胞凋亡的检测中#这一趋势得到进一步证

实#

8970.23

"

4,567

融合蛋白处理明显减少了因
:;<

导致

的心肌细胞凋亡数目*证实
8970.23

"

4,567

融合蛋白能够

有效地抑制线粒体膜电位的降低#从而减少
:;<

引起的心肌

细胞凋亡*

本研究依赖于生物信息学蛋白结构和跨膜蛋白结构的原

理#设计合成具有高效穿膜活性的
897

穿透肽结构和融合表

达的
23

"

4,567

&

/

'

#且经过实验显示出良好的穿膜特性*研

究结果表明#

8970.23

"

4,567

融合蛋白转导后进入
:;<

大

鼠
:(21

心肌细胞内#减轻了线粒体的形态和结构的损伤#抑

制了线粒体膜电位的降低#最终减少了心肌细胞的凋亡*

综上所述#细胞穿透肽
8970

介导的
23

"

4,567

可以减

轻大鼠心肌细胞
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