
　　 基 金 项 目：新 疆 维 吾 尔 自 治 区 自 然 科 学 基 金 资 助 项 目

（２０１９Ｄ０１Ｃ２４１）

作者单位：８３００６３　乌鲁木齐，新疆医科大学第二附属医院心内科

通讯作者：景江新，电子信箱：ｚｘｌ０１３８＠１６３．ｃｏｍ

ＢＩ－１在心肌缺血再灌注损伤中的作用及机制研究
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摘　要　目的　探讨凋亡抑制基因 ＢＩ－１（Ｂａｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－１，ＢＩ－１）在心肌缺血再灌注损伤中的作用及机制研究。方法　构

建大鼠心肌缺血再灌注损伤和 Ｈ９ｃ２心肌细胞氧化应激损伤模型，在不同条件下通过实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅ

ＰＣＲ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）检测 ＢＩ－１的基因表达量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＢＩ－１的蛋白表达量，激光共聚焦检测 ＢＩ－１的亚细胞定位。构

建 ＢＩ－１过表达和干扰重组质粒，转染至心肌细胞，观察 ＢＩ－１表达量的变化、细胞存活率、乳酸脱氢酶活性、半胱天冬酶 －３

（ｃａｓｐａｓｅ－３）、半胱天冬酶 －９（ｃａｓｐａｓｅ－９）活性及心肌细胞凋亡率。结果　与假手术组比较，缺血再灌注组出现了心肌梗死区，

乳酸脱氢酶水平明显升高（Ｐ＝０．０００），ＢＩ－１基因和蛋白表达水平随缺血时间或再灌注时间依赖性升高（Ｐ＜０．０１）。在心肌细

胞氧化应激损伤模型中，ＢＩ－１基因和蛋白表达水平随过氧化氢刺激时间或刺激浓度依赖性升高（Ｐ＜０．０１），过表达 ＢＩ－１使乳

酸脱氢酶的活性降低（Ｐ＜０．０５），心肌细胞的凋亡数下降（Ｐ＜０．０１），抑制了氧化应激所引起的 ｃａｓｐａｓｅ－３、ｃａｓｐａｓｅ－９活性上

升，使细胞存活率升高（Ｐ＜０．０１）。干扰 ＢＩ－１表达使乳酸脱氢酶的活性升高（Ｐ＜０．０１），细胞存活率下降（Ｐ＜０．０５），心肌细胞

的凋亡数增加（Ｐ＜０．０１）。激光共聚焦观察 ＢＩ－１定位于线粒体上。结论　缺血再灌注损伤和氧化应激损伤可促进心肌细胞中

ＢＩ－１的表达，ＢＩ－１能够抑制氧化应激所导致的心肌细胞凋亡，从而起到心肌保护作用。
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Ｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢＩ－１ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｏｖｅｒｅｘ
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　　冠状动脉急性和持续性缺血缺氧所导致的心肌
坏死称为急性心肌梗死

［１］
，如今社会老龄化严重，饮

食习惯改变，生活节奏加快，急性心肌梗死的发生率

在我国不断升高，居高不下的高病死率给人们的身体

健康和社会的稳定发展带来很大的危害
［２，３］
。支架

置入术、直接冠状动脉介入治疗及溶栓治疗等技术的

不断进步，明显降低了急性心肌梗死的病死率
［４］
。

但是，心肌梗死患者因缺少改善冠状动脉血管再灌注

损伤的有效方案，预后受到极大的影响。研究表明心

肌缺血再灌注损伤中有大量心肌细胞凋亡现象
［５，６］
。
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心肌凋亡是造成损伤进一步恶化的重要事件，而凋亡

作为程序性细胞死亡，是可以经过调控被阻断的，因

此靶向凋亡有助于缓解损伤。近年来发现的存在于

细胞中的凋亡抑制因子 ＢＩ－１（Ｂａｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－１），能
够通过抑制线粒体相关凋亡途径来阻止细胞凋亡相

关过程
［７］
。研究表明，ＢＩ－１是一种抗凋亡蛋白，可

保护细胞免受许多不同的固有死亡刺激包括内质网

应激引起的细胞凋亡等，ＢＩ－１可以抑制 Ｂａｘ介导
ＴＮＦ相关的凋亡诱导配体（ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ
ｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）诱导的细胞凋亡［８～１０］

。控制心

肌缺血再灌注损伤的关键途径之一是抑制心肌细胞

凋亡。ＢＩ－１作为细胞凋亡调控蛋白，其对缺血再灌
注心肌是否具有保护作用以及如何发挥作用，仍然不

清楚。因此，本实验旨在研究 ＢＩ－１在心肌缺血再灌
注损伤和氧化应激损伤下抗心肌细胞凋亡的作用，进

一步探讨其发挥心肌保护的作用机制。

材料与方法

１．材料：体质量约 ２５０ｇ，７～８周龄的清洁级雄
性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，来自新疆医科大学实验动物
中心。大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞购自中国科学院上海细
胞生物研究所。ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ－ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓ
ｍｅｄｉｕｍ）培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）购
自大连 ＴａＫａＲａ公司；线粒体荧光探针（ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ）
购自上海翊圣生物科技有限公司；ＢＩ－１单克隆抗体
购自圣克鲁斯生物技术（上海）有限公司；鼠抗 ＧＡＰ
ＤＨ多克隆抗体购自天津三箭生物技术有限公司；辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗（ＧｏａｔＡｎｔｉ－Ｒａｂ
ｂｉｔＩｇＧＳｅｃｏｎｄａｒｙＡｎｔｉｂｏｄｙ）、辣根过氧化物酶标记的
山羊抗鼠二抗（ＧｏａｔＡｎｔｉ－ＭｏｕｓｅＩｇＧＳｅｃｏｎｄａｒｙＡｎｔｉ
ｂｏｄｙ）购自北京义翘神州科技有限公司；ＥＣＬ化学发
光试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；乳酸脱

氢酶活性检测试剂盒购自南京建成生物公司；ｐｃＤ
ＮＡ３．１（－）－ＢＩ－１质粒购自上海吉玛公司；ｓｈＲＮＡ
ＮＣ和 ＢＩ－１ｓｈＲＮＡ质粒购自上海吉玛制药技术公
司；Ｔｕｒｂｏｆｅｃｔ转染试剂购自赛默飞世尔科技（中国）
公司。３７℃恒温细胞培养箱购自自黑龙江东拓仪器
制造有限公司；组织切片仪购自徕卡显微系统（上

海）贸易有限公司；荧光定量 ＰＣＲ仪购自赛默飞世尔
科技（中国）公司；激光扫描共聚焦显微镜购自德国

ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司产品；凝胶成像仪和蛋白电泳仪购自
美国伯乐公司。

２．大鼠心肌缺血再灌注损伤（Ｉｓｃｈｅｍｉａ－ｒｅｐｅｒｆｕ

ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，Ｉ／Ｒ）模型的建立：按照文献方法制备模
型

［１１］
：用１０％水合氯醛麻醉 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，

仰卧位固定大鼠，通过左胸廓切开术打开胸腔暴露心

脏。将５／０丝线缝合在左冠状动脉前降支（Ｌｅｆｔａｎｔｅ
ｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ，ＬＡＤ）周围，使用活结打结。关闭开胸
手术，左冠状动脉前降支结扎１５、３０或４５ｍｉｎ后，允许
心脏再灌注不同的时间（１、２、４、８ｈ），再灌注期结束后，
收集血液，并迅速取出左心室游离壁缺血区心脏。假

手术组冠状动脉不结扎，模型制备方法和上述相同。

３．乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）活性
测定：根据 ＬＤＨ测定说明书测定 ＬＤＨ活性：收取假
手术组和缺血再灌注组血清，将相同体积的蒸馏水、

待测样本和标准液分别加到标准管、空白管、对照管

和测定管中。再向各管添加 ２５０μｌ基质缓冲液，将
５０μｌ辅酶Ⅰ加到待测管里，充分混匀后在 ３７℃水浴
锅中孵育１５ｍｉｎ，将２，４－二硝基苯肼加入到各管中，
３７℃孵育 １５ｍｉｎ，添加 ２．５ｍｌ氢氧化钠（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）
溶液于各管中，静置 ５ｍｉｎ，测定各管吸光度，利用公
式 ＬＤＨ活性（Ｕ／Ｌ）＝（ＯＤｕ－ＯＤｃ）／（ＯＤＳ－ＯＤＢ）×
Ｃｓ×Ｎ×１０００进行计算。

４．大鼠心肌细胞氯化三苯基四氮唑（ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色：建立大鼠缺血再灌注
损伤模型后，将各组细胞心脏取出，用 ＰＢＳ冲洗几
次，吸干水分后置于 －２０℃冷冻 ３０ｍｉｎ，用组织切片
仪切取冷冻的心脏，将切取的冷冻切片置于 ２％ＴＴＣ
溶液中，于室温浸泡 ２０ｍｉｎ，注意避光，用 ４％多聚甲
醛固定染好的心脏切片，观察灰白色区域（梗死区）

和砖红色区域（非梗死区）并拍取照片。

５．心肌细胞培养及处理：在含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基的培养瓶中培养 Ｈ９ｃ２细胞，放于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。每天按时观察细胞状
态，用 １ｍｍｏｌ／Ｌ过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）
刺激心肌细２、４、８、１６ｈ后收集细胞 ＲＮＡ样和蛋白样
用于检测，不同浓度（０．２５、０．５０、０．７５、１．００ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｈ２Ｏ２刺激细胞 １６ｈ收集细胞 ＲＮＡ样和蛋白样用于
后续实验。

６．细胞转染：将 Ｈ９ｃ２细胞以 １×１０５个／孔接种
于１２孔板，待细胞密度生长至约 ７０％时，将 ｐｃＤ
ＮＡ３．１（－）－ＢＩ－１、ｐｃＤＮＡ３．１（－）、ＢＩ－１ｓｈＮ和
ｓｈＮＣ质粒（序列为：ＢＩ－１－ｓｈＲＮＡ：５′－ＧＣＡＴＣＣＴ
ＴＡＴＣＡＣＴＧＣＡＴＴＴＧ － ３′，ｓｈＮＣ：５′－ ＧＴＴＣＴＣ
ＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ－３′）按照 Ｔｕｂｆｅｃｔ转染试剂的说
明书转染到 Ｈ９ｃ２细胞中，放于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱
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中小心培养一定时间后，收集细胞 ＲＮＡ样和蛋白样
用于后续实验。

７．ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ－８（ＣＣＫ－８）法检测细胞存
活率：将转染 ｐｃＤＮＡ３．１（－）－ＢＩ－１、ｐｃＤＮＡ３．１
（－）、ＢＩ－１－ｓｈＲＮＡ和 ｓｈＮＣ质粒的 Ｈ９ｃ２细胞株按
照１×１０５个／毫升铺于 ９６孔板中，放在 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养，用 １ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２刺激细胞
１６ｈ，同时设置未用 Ｈ２Ｏ２刺激的细胞作为对照组，
然后去除上清液，每个孔加入 １００μｌ混合培养液
（ＣＣＫ８工作液和培养液比例为 １∶１０），继续自培养
箱中培养 ２ｈ后，用酶标仪读取各孔细胞在 ４５０ｎｍ
处的吸光值。

８．实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）：按照实验要
求收取细胞 ＲＮＡ样，利用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞的
ＲＮＡ，测定浓度后，参照 ＴａＫａＲａ公司两步法反转录
试剂盒说明书反转成 ｃＤＮＡ，使用 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
７３００实时 ＰＣＲ系统完成 ＲＴ－ｑＰＣＲ，用 ２－△△Ｃｔ法分
析定量结果。实验所用的引物见表１。

表 １　引物序列

基因名称 引物序列（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＣＡＡＧＧＡＣＣＴＣＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣ
ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＧＧＴＧＣＴＡＧＧＣＴＡＴＧＧＴＡＴＣＧＴＴＣ
ＢＩ－１－Ｆ ＧＡＣＣＧＡＧＣＡＡＡＡＧＡＧＡＣＴＧＧ
ＢＩ－１－Ｒ ＡＡＧＧＣＣＡＧＧＡＴＣＡＡＣＡＴＧＡＧ

　　９．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：收取蛋白样，提取出蛋白
质后，通过 ＢＣＡ法测定上清液中蛋白质的浓度，配置
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶，浓缩胶 ８０Ｖ、３０ｍｉｎ，分离胶 １２０Ｖ、
１５ｈ的程序进去电泳，结束后根据蛋白大小湿转或
半干转至 ＰＶＤＦ膜上，室温下用 ５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉封闭
２ｈ，用 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）按比例稀释特异
性一抗，将封闭后的 ＰＶＤＦ膜转移至一抗稀释液中
４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗５洗，每次５ｍｉｎ，再将 ＰＶＤＦ膜
转移至 ＴＢＳＴ稀释好的二抗中，３７℃孵育 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗
５洗，每次５ｍｉｎ，将 ＰＶＤＦ膜置于 ＥＣＬ发光成像仪中
显影照相，分析结果。

１０．激光共聚焦显微镜检测了 ＢＩ－１的亚细胞定
位：培养 Ｈ９ｃ２细胞于激光共聚焦皿中，待细胞密度
合适时，将重组质粒 ＧＦＰ－ＢＩ－１转染于细胞里，培
养２４ｈ后，加入 Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ探针，３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中培养 ４５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，加入 ４０
ｇ／Ｌ多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，
加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染核 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３次，每次

５ｍｉｎ，在激光共聚焦显微镜下观察细胞。
１１．ｃａｓｐａｓｅ－３、ｃａｓｐａｓｅ－９活性检测：在指定的

时间段内，用 １ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２处理细胞。用 ５０μｌ
细胞裂解液裂解细胞１０ｍｉｎ，在４℃条件下以 １２０００ｒ／
ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，通过Ｂｒａｄｆｏｒｄ法（ＤｉｎｇＧｕｏＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ）测定上清液中的蛋白质浓度。含有等量蛋白质的
上清液用于 ｃａｓｐａｓｅ－３比色测定或 ｃａｓｐａｓｅ－９活性
测定，在３７℃下孵育１～２ｈ后，用微量滴定板读数器
测量４０５ｎｍ处的吸光度。

１２．流式细胞仪（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测心肌
细胞凋亡：用１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理 Ｈ９ｃ２心肌细胞，胰
酶消化后，用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ进行中和，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ弃上清，ＰＢＳ洗 ３次，沉淀置于
７０％的乙醇中于４℃固定过夜，用流式细胞仪检测各
组细胞的细胞凋亡水平，收集数据进行显著性分析。

１３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对
数据进行统计分析，计量资料采用均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间
两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

结　　果
１．缺血再灌注损伤模型中 ＢＩ－１的表达量：建立

缺血再灌注损伤模型，通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测不同缺血
时间和不同再灌注时间细胞中 ＢＩ－１的基因水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＢＩ－１的蛋白水平，测定乳酸脱
氢酶活性和 ＴＴＣ染色观察心肌梗死范围。与假手术
组比较，缺血再灌注组乳酸脱氢酶活性明显升高

（Ｐ＝０．０００，图 １Ａ），出现了心肌梗死区，心肌梗死组
织大面积呈现灰白色（图 １Ｂ）；不同缺血时间（１５、
３０、４５ｍｉｎ）后再灌注８ｈ，细胞中 ＢＩ－１的基因水平和
蛋白水平均明显升高，且随缺血时间依赖性升高

（Ｐ＝０．０００，图 １Ｃ，图 １Ｄ）；缺血 ４５ｍｉｎ后，再灌注不
同时间（１、２、４、８ｈ），ＢＩ－１的基因和蛋白表达量也
明显升高，且随再灌注时间依赖性升高（Ｐ＜０．０１，图
１Ｅ，图１Ｆ）。
　　２．Ｈ９ｃ２心肌细胞氧化应激损伤模型中 ＢＩ－１的
表达量：建立 Ｈ９ｃ２心肌细胞氧化应激损伤模型，通
过 ＲＴ－ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测同一浓度 Ｈ２Ｏ２刺
激不同时间 ＢＩ－１的基因和蛋白表达量和不同浓度
Ｈ２Ｏ２刺激相同时间 ＢＩ－１的基因和蛋白表达量。与
对照组比较，用 １ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２刺激心肌细 ２、４、８、
１６ｈ后 ＢＩ－１的基因水平和蛋白水平均明显提高，且
随刺激时间依赖性升高（Ｐ＜００１，图２Ａ，图２Ｂ）。不
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图 １　ＢＩ－１在大鼠心肌缺血再灌注损伤细胞中的表达
Ａ．假手术组和缺血再灌注组乳酸脱氢酶活性测定；Ｂ．心肌细胞 ＴＴＣ染色（×２００）；Ｃ．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测不同缺血时间 ＢＩ－１的表达

量；Ｄ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测不同缺血时间 ＢＩ－１的表达量；Ｅ．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测不同再灌注时间 ＢＩ－１的表达量；Ｆ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

检测不同再灌注时间 ＢＩ－１的表达量。与假手术组比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＝０．０００

　

图 ２　ＢＩ－１在氧化应激损伤心肌细胞中的表达
Ａ．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测１ｍＭＨ２Ｏ２刺激心肌细不同时间后 ＢＩ－１的表达量；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２刺激心肌细不同

时间后 ＢＩ－１的表达量；Ｃ．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测不同浓度 Ｈ２Ｏ２刺激细胞１６ｈ后 ＢＩ－１的表达量；Ｄ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

检测不同浓度 Ｈ２Ｏ２刺激细胞１６ｈ后 ＢＩ－１的表达量。与对照组比较，Ｐ＜０．０１，Ｐ＝０．０００

　

同浓度 Ｈ２Ｏ２（０．２５、０．５０、０．７５、１．００ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激细
胞１６ｈ后，ＢＩ－１的基因水平和蛋白水平均显著提
升，且随刺激浓度依赖性升高（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｃ，图
２Ｄ）。
　　３．过表达 ＢＩ－１对 Ｈ２Ｏ２所致 Ｈ９ｃ２细胞损伤的
影响：构建了 ｐｃＤＮＡ３．１（－）－ＢＩ－１重组质粒，转染
Ｈ９ｃ２细胞并用１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２刺激细胞，检测过表达

ＢＩ－１对 Ｈ２Ｏ２所致 Ｈ９ｃ２细胞损伤的影响。ＲＴ－
ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＢＩ－１的基因和蛋白表达
量都高于对照组，ｐｃＤＮＡ３．１（－）－ＢＩ－１重组质粒
在 Ｈ９ｃ２细胞中成功表达（图 ３Ａ，图 ３Ｂ）。过表达
ＢＩ－１使乳酸脱氢酶的活性降低（Ｐ＜０．０５），还能减
少细胞毒性，使细胞存活率升高（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｃ，图
３Ｄ）；过表达ＢＩ－１抑制了氧化应激所引起的 ｃａｓｐａｓｅ－
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３、ｃａｓｐａｓｅ－９活性上升（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｇ，图 ３Ｈ）；过
表达ＢＩ－１明显抑制了氧化应激损伤所致细胞的凋

亡（Ｐ＜０．０１，图３Ｅ，图３Ｆ）。

图 ３　过表达 ＢＩ－１对 Ｈ２Ｏ２所致 Ｈ９ｃ２细胞损伤的影响

Ａ．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测 ｐｃＤＮＡ３．１（－）－ＢＩ－１的过表达效果；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｐｃＤＮＡ３．１（－）－ＢＩ－１的过表达效果；

Ｃ．乳酸脱氢酶活性测定；Ｄ．心肌细胞存活率测定；Ｅ．流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率；Ｆ．心肌细胞凋亡率统计；

Ｇ．ｃａｓｐａｓｅ－３活性检测；Ｈ．ｃａｓｐａｓｅ－９活性检测。Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＝０．０００

　

　　４．干扰 ＢＩ－１表达对 Ｈ２Ｏ２所致 Ｈ９ｃ２细胞损伤
的影响：构建了 ＢＩ－１－ｓｈＲＮＡ重组质粒，转染 Ｈ９ｃ２
细胞并用 １ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２刺激细胞，检测干扰 ＢＩ－１
表达对 Ｈ２Ｏ２ 所致 Ｈ９ｃ２细胞损伤的影响。ＲＴ－
ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＢＩ－１的基因和蛋白表
达量都低于对照组，ＢＩ－１－ｓｈＲＮＡ重组质粒在 Ｈ９ｃ２
细胞中成功表达（图４Ａ，图４Ｂ）。干扰 ＢＩ－１表达使
乳酸脱氢酶的活性升高（Ｐ＜０．０１），细胞存活率下降
（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ，图 ４Ｄ）。干扰 ＢＩ－１表达使 Ｈ９ｃ２
细胞的凋亡数增加（Ｐ＜０．０１，图４Ｅ，图４Ｆ）。

５．激光共聚焦观察 ＢＩ－１的亚细胞定位：构建
ＧＦＰ－ＢＩ－１重组质粒，通过激光共聚焦观察 ＢＩ－１
的亚细胞定位，ＢＩ－１定位于线粒体上，和线粒体标

志物存在共定位（图５）。
讨　　论

随着人们生活方式的不断改变，急性心肌梗死患

者病死率不断上升，作为心血管危重症，其危害性很

大。笔者在心肌梗死早期利用溶栓治疗或放置支架

进行干预
［１２，１３］

。然而心肌梗死后使用冠状动脉搭桥

术常出现心肌缺血再灌注损伤，引起心肌细胞凋亡和

死亡，进而引发冠状动脉疾病
［１４］
。心肌缺血再灌注

损伤是复杂的病理学过程，研究表明该损伤与氧自由

基的产生、白细胞激活和腺嘌呤核苷三磷酸（ａｄｅｎｏ
ｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）合成障碍等有关，对急性心肌
梗死患者的预后产生很大的影响，但其生理机制尚未

完全清楚。研究发现 ＢＩ－１作为一种凋亡抑制因子，

·１９·
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图 ４　干扰 ＢＩ－１表达对 Ｈ２Ｏ２所致 Ｈ９ｃ２细胞损伤的影响

Ａ．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测干扰 ＢＩ－１表达后 ＢＩ－１的表达量；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测干扰 ＢＩ－１表达后 ＢＩ－１的表达量；Ｃ．乳酸脱氢酶活性测定；

Ｄ．心肌细胞存活率测定；Ｅ．流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率；Ｆ．心肌细胞凋亡率统计。Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＝０．０００

　

图 ５　激光共聚焦观察 ＢＩ－１的亚细胞定位
Ａ．激光共聚焦观察 ＢＩ－１－ＧＦＰ的定位；Ｂ．激光共聚焦观察

线粒体的定位；Ｃ．激光共聚焦观察细胞核的定位；

Ｄ．激光共聚焦观察 ＢＩ－１与线粒体的共定位

　

已参与了机体各种病理和生理过程。因此，本实验利

用过表达和干扰等技术探讨 ＢＩ－１在心肌缺血再灌
注损伤和氧化应激损伤中的作用及其机制。

研究表明 ＢＩ－１在脑、心脏、肾脏、肝脏等大部分
组织中均有表达，在很多疾病中都发挥关键作用。有

文献报道 ＢＩ－１基因对于哺乳动物肝脏和肾脏心肌
缺血再灌注损伤具有内在抵抗力。另外发现在脑损

伤和急性脑梗死模型中，ＢＩ－１能够通过抑制海马区
内 ＥＲＳ调控其诱导的细胞凋亡［１５］

。本实验中笔者

首先检测了 ＢＩ－１在大鼠心肌缺血再灌注损伤中的
表达量，结果发现 ＢＩ－１基因和蛋白表达量均升高；
在氧化应激模型中，ＢＩ－１的表达量也明显上升，笔
者认为表达量上调是由缺血再灌注和氧化应激损伤

所诱导产生的。猜想 ＢＩ－１表达量上升可能会起到
心肌保护作用，所以构建了 ＢＩ－１过表达和干扰重组

质粒，转染细胞后检测过表达和干扰 ＢＩ－１对 Ｈ２Ｏ２所
致 Ｈ９ｃ２细胞损伤的影响，结果发现过表达 ＢＩ－１能够
明显抑制氧化应激引起的细胞损伤和凋亡，由此可见

ＢＩ－１具有心肌保护作用。ｃａｓｐａｓｅｓ－３、ｃａｓｐａｓｅ－９凋
亡执行蛋白酶在细胞凋亡过程中起关键作用，笔者检

测了过表达 ＢＩ－１对 ｃａｓｐａｓｅ－３、ｃａｓｐａｓｅ－９活性的
影响，发现过表达 ＢＩ－１能够降低 ｃａｓｐａｓｅ－３、
ｃａｓｐａｓｅ－９活性，进一步说明了 ＢＩ－１能够在细胞中
发挥抗凋亡功能。之前研究发现，在调节细胞凋亡过

程中，线粒体发挥着枢纽作用。而通过激光共聚焦发

现 ＢＩ－１定位于线粒体上，和线粒体标志物存在共定
位，更进一步证明了 ＢＩ－１的抗凋亡作用。

综上所述，凋亡抑制因子 Ｂａｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－１（ＢＩ－
１）在缺血再灌注损伤和氧化应激中表达量增加，能
够抑制损伤所导致的心肌细胞凋亡，从而起到心肌保

护作用。然而这可能仅是一方面，有关 ＢＩ－１抗心肌
细胞凋亡的作用机制还需要进一步探讨，为 ＢＩ－１在

·２９·
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急性心肌梗死靶向治疗中的应用提供更多的依据。
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