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内质网应激在高脂血症大鼠心肌细胞凋亡中的作用 
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【摘 要】目的：研究内质网应激是否在高脂血症大鼠诱导心肌细胞凋亡中起作』fJ。方法：通过建立高脂血症大鼠模型，全自动 

化生化仪检测血清甘油 酯(Trig1ycercide，TG)及胆固醇(Cholesterol，TC)水平；HE染色观察心肌组织的病理学变化 ；TUNEL法 

检测心肌细胞凋亡 ；免疫组化法及 RT—PCR技术检测心肌细胞内质网应激(Endoplasmie iculum s1[tess，ERS)信号通路分子 

GRP78的表达变化。结果：喂养 12周时模型组大鼠血清 Tc、TG含量明显高于对照组(P<O．01)；大鼠模型组较正常组心肌组织 

排列紊乱 、边界不清 、心肌纤维断裂、部分细胞核溶解消失 ；模型组大鼠心肌细胞凋亡率明显高于正常组(P<0．05)；大鼠心肌 

GRP78~mRNA及蛋白的表达量，模型组均较对照组明显升高(P<0．05)。结论：ERS途径可能在高脂血症诱导心肌细胞凋亡中起到 

重要作用。 
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Effect of endoplasmic reticulum stress on apoptosis cf cardiomyocyte in 

hyperlipidemia rats 
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【Abstract】O ~ctive：To investigate the mechanism of effects of endoplasmic reticulum stress Oil apoptosis c f cardiomyocyte in 

hyperlipidemia rats． ￡， 如 ：Rat model ofestablished with fat y dieting．After twelve weaks，the s~rum triglycerides(TG)and cholest,rol 

(TC)were oberserved by completely automatic bi~hemistry meter；The pathological changes 0f myocardial tissue were detected by HE 
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staining；The apoptosis of cardiomyocyte were tested by TUNEL．． 

The expression 0f endoplasmic reticulum stress associ3ted 

molecular gIucose regulated protein 78 in myocardial tissue were 

restedbyimmunohistochemistry and RT-PCR．Results：The levels 

cId『lcer【J】_Nat Clin Prart Oneol，2005，2(6)：315-324． 

[21】 Ren W，Duan Y，Yang Y，et a1．Down—regulation 0f Sta~3 induces 

apoptosis of human i0ma cell：a potential method t0~reat brain cancer[J]． 

Neurol Res．2008．30(3)：297—301． 

[3】 杨 光，裘正军，张 放，等．激活和抑制 Star3信号途径对胰腺 

癌细胞侵袭能力的影s~l[J1．肿瘤，2009，29(7)：645—649． 

[4] 吴 健 ，王方金，何蕴韶．STAT3特异性小干扰 RNA表达载体 

的构建及其对 STAT3表达的抑制『J1用中瘤杂志，2005，25(1)：37一-a0． 

[5] Visintin I，Feng Z，I~-mgton G，et a1．Diagnostic markers for early de— 

tecti0n ofovarian cancer ．Clin Cancer Res，2008，14(4)：1065—1072． 

【6】 Abou-Ghazal M，Yang D S，Qia0 w，et a1．The incidence，correlation 

with tumor-一dnfihrating inflammation，and prognosis 0f phosphorylated 

STAT3 expression in hum an i0mas⋯．Ctin．Cancer R s，2008，14(24)： 

8228—8235． 

【7】 Chen X，Lin J，Kanekura T，et a1．A small interfering CD147一Jar-一 

ge|ing RNA inhibited the pml“ rati0n，invasiveness，and metastatic aetiv-一 

itv of~．alignantmelanoma[J1．CancerRes，2006，66(23)：11323-11330． 

f81 李光辉 ，陈正堂 ，胡义德 ，等．Lentivims介导 RNAi抑制人胶质 

瘤干细胞 STAT3基因生物学效应观察『J1．中华神经外科疾病研究杂 

志 ，2008，7(6)：498—501． 

[9] Klosek SK，Nakashim K，Hara S，et a1．Stat3 as a molecular target 

in RNA interference-based treatment of oral squamous ce1l eareinoma[J]． 

Oneol Rep，2008，20(4)：873-878． 

【10] Kunigal S，Lakka S S，Sodadasu P K，et a1．Sta3一-siRNA induces 

Fas—mediated apoptosis in vitro and in vivo in breast caneerp1．Int J On(’0l， 

2009．34(5)：l209—1220． 

[I 1] Fan Y，Zhang Y L，Wu Y，et a1．Inhibition of signal lransdueer and 

activator 0f transcription 3 expression bv RNA interference suppresses in— 

vasion through inducing mroikis in human colon cancer cells【J]．w0r】d J 

Gastmentero1．2008．14(3)：428一-434． 

『12] 汪光蓉，张国元，杨 健，等．小干扰 RNA(siRNA)对小鼠Z 型 

肝炎病毒复制和表达影响的实验研究lJ1．中国现代医学杂志，20)8， 

l8(2)：157—160． 

[13] Song E， e S K，WangJ，et a1．RNA interference targeting Fas pm— 

teets m]'cefromfulminanthepatitis[J]．Nat Med。2003，9(3)：347—351． 

[14] Fuchs U，B0rkhardt A．The application 0f siRNA technology Io can- 

cerbiology discover[J]．AdvCancerRes．2007．96：75—102． 

(责任编辑：关蕴良) 



一

1510 一  重庆医科大学学报2010年第 35卷第 lO期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 NO．10) 

of TC and TG in blood sera of control group did not change after 12 weeks，while TC and TG in model group significantly increased along 

with the te mporal prolongation compared with those in control group (P<0．01)．The expression of GRP78 mRNA and protein in 

myocardiocyte ofrats in model group significantly increased with those in control group(P<0．05)．Enhanced expression ofGRP78 could be 

induced by fatty diet．Couclusion：The hyperlipidemia maybe can induce myocardiocyte apoptosis through endoplasmie reticulum pathways． 

【Key words】Hypedipidemia；Endop1asmic reticulum stress；Cardiomyeyte；Apoptosis 

近年研究发现，葡萄糖或营养物质缺乏、脂质过度负荷、 

病毒感染、药物 、毒素和分泌蛋白合成增加等均可打破内质 

网的稳态，其功能紊乱时出现错误折叠与未折叠蛋白在腔内 

聚集以及 Ca2 平衡紊乱的状态，称为内质网应激(Endoplas— 

mic reticulum stress，ERS)。研究表明，ERS参与动脉粥样硬 

化、心肌缺血再灌注损伤、心力衰竭等病理生理过程 。研究 

发现，高脂血症可诱发和加重心肌缺血再灌注引起的心肌细 

胞凋亡 ，ERS作为细胞凋亡的新机制，在心肌肥厚合并心 

力衰竭的心肌细胞凋亡中起重要作用 ，推测 ERS也可能是 

高脂血症导致心肌细胞凋亡的重要机制。本实验建立高脂血 

症大鼠模型，观察心肌细胞凋亡和 ERS信号通路分子 一葡萄 

糖调节蛋白(Glucose regulated protein，GRP)78的表达 ，探讨 

ERS在高脂血症大鼠诱导的心肌细胞凋亡中的作用及其机 

制。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组及模型建立 

清洁级雄性 Wistar大鼠 l6只，4周龄，体重 200—250 g。 

动物及普通饲料由第三军医大学大坪医院试验动物中心提 

供。适应性饲养 l周后 ，分为对照组(rt=8)、高脂血症模型组 

( =8)。对照组给予基础饲料，高脂血症模型组给予高脂饲料 

(2％胆固醇、10％猪油、0．5％胆盐 、5％蛋黄、0．2％的丙硫氧嘧 

啶、82．3％基础饲料)。 

1．2 主要试剂 

兔抗大鼠GRP78抗体(美国 Santa Cruz公司)，SABC免 

疫组化试剂盒、TUNEL试剂盒(武汉博士德 )，RT—PCR试剂 

盒(．raKaHa公司)；其余为国产分析纯试剂。 

1．3 方法 

13．1 血清胆固醇(Triglycercide TC)、甘油三酯(Cholesterol， 

TG)测定 在饲养 12周时，分别取各组大鼠的尾静脉血，用 

全自动化生化仪检测血清中TC、TG含量。 

1．3．2 心肌组织的病理学检测 确定模型成功后 ，用断髓法 

处死动物，消毒大鼠胸部 ，用灭菌手术器械打开胸腔，迅速取 

出心脏，沿室间隔分离左心室，沿左心室最宽处垂直于长轴 

留取的心肌组织一部分置于4％多聚甲醛固定，经脱水、石蜡 

包埋、切片(4 LLm)后，行 HE染色，光学显微镜下观察心肌组 

织的病理学改变。 

1．3-3 心肌细胞凋亡检测 按照 TUNEL试剂盒说明书进行 

操作。光镜下正常心肌细胞核呈蓝色 ，凋亡心肌细胞核呈棕 

黄色。每一切片选取5个视野，在 200倍高倍镜下，计算阳性细 

胞数，并计算心肌细胞凋亡指数(Cardiocytes apoptosis index， 

CAI)。CAI：(阳性细胞数目，计数细胞总数)×100％。 

1_3．4 免疫组化检测心肌 GRP78蛋白质的表达 切片常规 

脱蜡至水 ，微波修复抗原 ，加入 1：1 000稀释的兔抗大 鼠 

GRP78抗体，4cIC过夜。PBS冲洗后分别加入羊抗兔 IgG一辣 

根过氧化酶，作用 30 min。DAB显色，复染后封片。细胞浆着 

棕黄色者为阳性表达细胞，细胞浆无棕色或与背景色一致者 

为阴性。 

1．3．5 RT—PCR检测心肌 GRP78 mRNA的表达 基因GRP78 

引物序列 的上游引物为 5’一AGTGGTGGcCAcTAATGGAG 

一 3’，下游引物为 5’一CATGGTAGAGCGGAACAGGT-3’，预计 

扩增的产物长度为 289 bp。B—actin上游引物为5’一AGTGG 

TGGCACTAATGGAG一3’，下游引物为 5’一TCTITrGTCAGGG 

GTCGTYC一3’，预计扩增的产物长度 696 bp。PCR反应条件 

为：94％ 3 min，94 40 s，55~C 40 S，72oC 1 min，35个循环 ， 

结束前 72℃延伸 10 min。 

1．4 统计学处理 

数据均以 ±s表示，采用SPSS10．0软件分析处理。 

2 结果 

2．1 血清血脂水平的变化 

喂养 12周后，与普通饲料喂养的正常对照组比较，高脂 

饲料喂养的高脂血症组大鼠血清Tc和 TG水平均显著增高， 

其差异均有统计学意义(JP<0．01)；从而确立模型建立成功。 

表 1 各组大鼠血清TC、TG水平 (n=8．x±S wmmol／L) 

a、b：P<0．01，与正常对照组比较 

2．2心肌组织病理学的改变 

用光镜观察心肌组织，正常对照组心肌细胞排列规则、心 

肌细胞边界清晰、细胞核完整；高脂血症组心肌细胞排列紊 

乱、边界不清、心肌纤维断裂、部分细胞核溶解消失。见图 1。 

2．3 心肌组织凋亡细胞的 变化 

凋亡的心肌细胞核内分布有棕褐色颗粒，体积等于或小 

于正常细胞核。正常对照组偶见心肌细胞凋亡，心肌细胞 

CAI为 2．6％±0．25％，高脂血症组心肌细胞 CAI为 38．37％ 

±0．65％，显著高于正常对照组(P<0．05 o见表 2、图 2。 
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2．4 心肌组织GRP?8蛋白表达的变化 

免疫组化结果显示 ，正常对照组心肌组织 GRP78蛋白 

有微量表达；高脂血症组 GRP?8蛋白呈强阳性表达，胞浆内 

充满棕黄色颗粒 ，其表达量明显高于正常对照组(尸<O．05)。 

见图 3、表 3。 

2．5 心肌组织 GRP78 mRNA表达的变化 

与正常对照组比较，高脂血症组 GRP?8 mRNA的表达 

明显增高，具有显著统计学差异(P<0．05)。见图4、表 3。 

3 讨 论 

高脂血症是一常见的心血管疾病 ，系人体脂代谢失调所 

致，是构成动脉粥样硬化的重要因素，也是公认的高血压、冠 

心病和脑血管意外的主要危险因素之一 ，严重地危害人类的 

正常对照组 高脂血症组 

图 1 12周时各组大鼠心肌病理改变(HEx400) 

嚣 

正常对照组 高脂血症组 

图 2 TUNEL法检测各组大鼠心肌细胞凋亡的严重程度(DAB x 200) 

M l 2 

正常对照组 高脂血症组 

图3 SABC法检测各组大鼠心肌组织GRP78的表达水平(x 400) 

．．卜—一 GEP?8 

(28 bp) 

●l_—一 B—actin 

(696bp) 

1．正常对照组；2．高脂血症组 

图4 RT-PCR检测各组大鼠心肌组织 GRP78的表达水平 

表 2 各组大鼠心肌细胞的凋亡指数[CAl=(1~l性细胞数目肼  

数细胞总数)x 100％】 

组别 CAI 

正常对照组 

高脂血症组 

2．6％ ±0．25％ 

38．37％ ±0．65％ a 

a：P<O．05，与正常对照组比较 

表 3 大鼠心肌组织 GRP78蛋白及 GRP78 

mRNA表达(n=8。 ±s) 

a：P<0．05，与正常对照组比较 
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生命和健康。高脂血症可以激活内皮细胞、单核细胞等多种 

炎症细胞，从而引起心肌细胞的功能障碍，还可以产生脂质 

过氧化反应，产生大量的自由基 ，从而损伤心肌细胞 。我们 

通过喂养法建立高脂血症大鼠模型中发现 ，在喂养 12周后 

血清 TC、TG较正常对照组明显增高(P<0．01)及心肌细胞的 

凋亡(P<0．05)，其次高脂血症可以引起心肌组织的结构紊 

乱，降低了心肌细胞对脂质因子的耐受性。 

心肌细胞凋亡存在于心血管系统的许多生理和病理变 

化过程中，是导致多种心血管疾病发生的重要细胞学基础。 

机体内存在着促细胞凋亡和抗细胞凋亡信号转导通路 ，彼此 

之间存在着复杂的调控网络。ERS是由某种原因使内质网生 

理功能发生紊乱的一种亚细胞器病理过程，可促进内质网对 

蓄积在网腔内的错误折叠或未折叠蛋白质的处理，从而有利 

于维持细胞的正常功能并使之存活，但长时间的 ERS可引 

起细胞凋亡m。GRP78又称免疫球蛋白结合蛋白(Bip)，是热 

休克蛋白7O家族的成员之一 ，存在于细胞质内质网膜上 ， 

是 ERS的标志蛋白。由ERS诱发的细胞凋亡有 3种细胞信 

号途径：①CHOP／GADD153基因激活转录途径；②JNK激活 

途径；③内质网特有的半胱氨酸蛋白酶 caspase一12激活途 

径。研究发现，在腹主动脉缩窄术后大鼠心肌细胞的凋亡及 

ERS信号分子GRP78、CHOP蛋白表达明显高于假手术组 ； 

Zhao H等191在腹主动脉结~L(TAC模型)引起心肌重构过程 

中，ERS信号分子 GRP78、GRP94、CHOP／GADD 153的表达 

增多，Zhang GG等 】通过离体心脏行离体灌注(Langendorff 

氏法 )建立大鼠心肌再灌注损伤的模型发现 ，心肌细胞凋亡 

明显增加，GRP78、CHOP蛋白、caspase一12蛋白明显增加。这些 

试验都证实 ERS参与心肌细胞凋亡及心肌重构。我们在试验 

中发现，高脂血症组心肌组织排列紊乱，心肌细胞的 GRP78 

mRNA表达上调(P<0．05)，心肌细胞的凋亡率 明显增加 

(P<O．05)，说明高脂血症诱导了ERS相关的凋亡信号通路， 

这与文献报道基本上是一致的。 

为了避免葡萄糖或营养物质缺乏 、病毒感染 、药物、毒 

素和分泌蛋白合成增加等原因导致 ERS的出现 ，我们严格 

设置对照组(无上述因素干扰 )中发现只有极少量的内质网 

应激被激活，在高脂血症组大鼠ERS被大量激活(GRP78信 

号分子表达增高)，推测高脂血症诱导 ERS信号通路的激 

活，而其他学者研究亦表明，ERS后启动固醇调节级联反应， 

与其脂质代谢密切相关l1】]。脂质代谢分子是否在 ERS激活中 

起主要的中介作用，是激活何种 ERS凋亡信号通路，还有待 

于进一步研究。因此本文研究发现高脂血症可以诱导心肌细 

胞凋亡，可能与激活 ERS途径相关 ，具体的信号分子调节网 

络机制，还有待于进一步研究。 
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