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Ghrelin对缺氧／复氧心肌细胞凋亡的影响 

及其机制的研究 

傅 航，王 华，黄德嘉 

(重庆医科大学附属第一医院心内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：本实验研究 Ghrelin对缺氧／复氧干预下心肌细胞凋亡的影响以及其具体的作用机制。方法：用体外培养的SD 

乳大鼠心肌细胞，建立缺氧(4 h)／复氧(1h)模型。实验分4组：①对照组；②缺氧／复氧组(H／R)；③H／R+Ghrelin干预组；④ 

H，R+Ghrelin+沃曼青霉素干预组。分别检测各组培养液中 LDH浓度，Tunel法测定各组细胞凋亡率，免疫印迹法检测细胞内激 

酶磷酸化 Akt的表达。结果：实验发现，与H／R组和 H／R+Ghrelin+沃曼青霉素干预组相比H／R+Ghrelin组能明显减轻缺氧，复 

氧损伤所导致的 LDH的漏出(30．00 4-6．60与 78．00±4．20 U／L；30．00±6．60与 61．67±7．22 U／L)，以及明显减低心肌细胞的凋亡 

率(0．0859±0．0303与 0．3516 4-0．06329；0．0859±0．0303与 0．3255±0．02258)(P<0．05)。同时 H／R+Ghrelin干预组磷酸化 Akt 

的表达明显增强。结论：Ghrelin具有减轻缺氧 ／复氧所引起的心肌细胞损伤，抑制心肌细胞凋亡的作用。与 Ghrelin激活细胞内 

信号传递途径 PI3K／Akt(磷脂酰肌醇 3激酶 ／丝 一苏氨酸激酶)有关。 
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Anti-apoptotic actions and mechanisms of ghrelin in cardiomyocytes after 

hypoxia／reoxygenation injury 

FUHang，et ol 

(Department ofCardiology，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To explore the anti—apoptostic effect of Ghrelin in cardiomyocytes after Hypoxia／Reoxygenation injury and manifest 

the specific cellular singaling transduction pathway．Methods：Newborn SD rats’hearts were isolated and cardiomyoeytes were separated 

by trypsin digestion method．The primary cardiomyocytes were collected and incubated in vitro and randomly alloted to 4 groups(① 

Con~ol；②H，R group；③H／R+Ghrelin group；④H／R+Ghrelin+Wortmannin group)after 5 days ofcuhivation．Hypoxia／Reoxygenation 

injury was established by 4 hours of hyopxia and subsquently 1 hour of reoxygenation．Lactic dehydrogenase concentration，cell apoptotic 

rate and the expression of phosph-Akt were detected by Automatic Biochemistry Analytic Instrument，Tunel method an d Western blotting 

method respectively．Results：Compared with H／R group and H／R+Ghrelin+Wortmannin group，the LDH concentration in media was 

significantly reduced and the myoeardium apoptotic rate was pretty low in H／R+Ghrelin group．Ghrelin also increased phosph—Akt activity 

but this effect Was abolished by applying Wortmannin simultaneously．Conclusions：Ghrelin provides concrete protection against Hypoxia／ 

Reoxygenation injury in the primary cultivated rat cardiomyocytes，which manifest dereasing LDH leaking，inhibitting cell apoptosis． 

Theantiapoptotic effect is partly mediated by the activation of the PI3K／Akt(Pbospbatidylinositol一3 kinase／Akt)pathway． 

【Keywords】Cardiomyocyte；Ghrelin；Hypoxia／Reoxygenation injury；Apoptosis；PI3K／Akt 

促生长激素释放多肽(Ghrelin)是一种可以刺激生长激素 

分泌的物质，主要由胃肠分泌Ill，在心血管系统也存在 Ghrelin 

的受体日，临床及动物实验表明Ghrelin对心血管系统有保护作 

用口一。PI3K／Akt信号途径的激活可有效地抑制低氧诱导的心肌 

细胞凋亡的发生目。Ghrelin是否通过激活PI3K／Akt发挥缺血 ／ 

作者介绍：傅 航(1974一)，男，医师，硕士 

研究方向：冠心病、心律失常。 

再灌注心肌的保护作用 目前尚不清楚。本研究利用体外原代培 

养的sD大鼠心肌细胞建立缺氧 ／复氧的模型，模拟缺血侑 整 

注条件下的心肌细胞，同时用 PI3K特异性抑制剂 Wortmannin 

(沃曼青霉素)抑制 Akt的活化目，观察各实验组心肌细胞损伤 

指标 ，心肌细胞凋亡率以及磷酸化 Akt的表达情况。研究 

Ghrelin对缺隼c／复氧心肌细胞的保护作用，对心肌细胞凋亡的 

抑制作用，以及 Ghrelin抑制凋亡的细胞信号机制。以期对 

Ghrelin对缺血，再灌注损伤的保护机制有进一步的了解。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

Ghrelin(Phonenix Pharmaceuticals)；小鼠抗横纹肌肌动蛋 

白单克隆抗体、过氧化物酶标记羊抗小鼠IgG、免疫印迹增强 

化学法光法试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司)；兔抗鼠磷 

酸化 Akt(S473)抗体(R＆D Systems，Inc．)；Tunel试剂盒、蛋 白 

酶抑制剂 、NP一40(Roche)；Wortmannin(MP公司)；考马斯亮蓝 

蛋白测定试剂盒(南京建成生物工程研究所)；SDS—PAGE低分 

子量标准蛋白、PVDF膜(上海生物研究所 )；TEMED(N，N，N’， 

N’一四甲基已二胺)(Sigma公司)；DMEM高糖培养基(GIBCO 

公司)；新生小牛血清、胰蛋白酶 (蓉海生物)；1-3 d龄的 

Sprague—Dawley大鼠。 

1．2 实验步骤和方法 

1．2．1 体外培养 SD乳鼠心肌细胞 10只幼鼠心脏，胰酶消 

化法分离心肌细胞，差速贴壁法纯化细胞 ，培养 7 d后进行 

实验。 

1．2．2 实验分组 标本随机分配成 4组 ：①对照组；②缺氧／ 

复氧组 (H／R)；③缺 氧／复氧 +Ghrelin(浓度为 1 mol／L)组 

(H／R+G)；④缺氧／复氧 +Ghrelin(终浓度为 1 mol／L)+Wort— 

mannin(终浓度为 100 nmol／L)组(H／R+G+W)。每个小组含 6 

个样本 ，Ghrelin和 Wortmannin于进行缺氧／复氧干预前 1 h 

加人。 

1．2．3 建立缺氧复氧模型 三气培养箱参数(1％氧气 ，94％ 

氮气，5％二氧化碳 )，37℃下处理 4 h，然后转换到常氧条件 

下复氧处理 1 h。对照组在常氧条件下培养。 

1．2．4免疫组化法鉴定 心肌细胞 1．4％多聚 甲醛固定 20 

min，3％H2O2浸泡 25 min；37℃山羊血清封闭孵育 20 min，加 

入一抗(小鼠抗横纹肌肌动蛋白单克隆抗体 ，1：200)100 l， 

37~C孵育 40 min后加入二抗(过氧化物酶标记羊抗小鼠IgG， 

1：500)100 l，37℃孵育 30 min；加入底物显色剂 DAB。 

1．2．5 乳酸脱氢酶(Lactate dehydrogenase LDH)的检测 取 

细胞培养上清液 500 l，送至临床生化检验室用自动生化分 

析仪测定。 

1．2．6 细胞凋亡的 TUNEL分析 室温下依次浸泡于 4％的 

多聚甲醛液中 1 h、3％的 H2O2浸泡 10 min、0．1％TritonX—100 

中浸泡 2 min。TUNEL反应液 5 l的 TUNEL酶加 45 l— 

TUNEL标记溶液比例组成。每张片滴加 50 1TUNEL反应 

液，避光反应 60 min后再加 5O l过氧化物酶标记的羊抗地 

高辛抗体避光反应 30 min。PBS洗涤后滴加 50 l过氧化物 

酶的底物 DAB，反应 20 min后封片。 

1．2．7 Western Blotting检测磷酸化 Akt的表达 动物细胞蛋 

白质的提取，细胞裂解液的配方 ：Tris—HCI(0．5 moFL，pH8．0) 

2 ml；NaC1(1 mol／L)1 ml；NP一40(10％)1 ml；H2O 3．45 ml；NaF 

(0．2 mol／L)2．5ml；Na3VO4(0．2 mol／L)0．05 ml；Complete，Mini 

CocktailTabletl片。细胞裂解液蛋白质浓度的测定：本试验采 

用 Bradford法对蛋白质定量，用已知浓度的 BSA(牛血清白 

蛋白)制作标准曲线。分离胶浓度 10％；玻璃板间距 0．75 mm； 

样本在成层胶中泳动时，电压为 80 v，条带进入分离胶 ，电压 

增至 100 V。溴酚蓝指示剂移至距凝胶底部 1 em时，终止电 

泳。转膜电压及时间：100V恒压转移 60～90min；加入 5ml 

封闭液稀释的一抗(兔抗 鼠磷酸化 Akt抗体 )，一抗的浓度为 

O．5 1／ml，置于在 4摄氏度下孵育过夜 ；按 1：2 000的比例用 

封闭液稀释二抗(辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG抗体 )； 

准备 ECM液(免疫 印迹增强化学发光法反应液 )：每 em 

PVDF膜需要 0．125 ml工作液，每 ml水中加入 ECM A液和 B 

液各 1滴；PVDF膜移人 x线胶片盒中，曝光 1~2min后冲洗 

出负片。 

1．2．8 结果判定 用横纹肌肌动蛋白单克隆抗体 Mouse an— 

ti一仅一Sareomerieactin)对所分离得到的心肌细胞进行鉴定，心 

肌细胞的胞浆中有棕黄色致密颗粒，而对照细胞未见棕黄色 

颗粒，结果显示心肌细胞分离效果好。 

凋亡的判定 ：每 1张病理片在 100×光学显微镜下随机 

选取 10个视野，每个视野分别计数凋亡细胞数和该视野下的 

细胞总数，计数完毕计算凋亡率： 嘉 ×100％。凋 
亡阳性的细胞，其细胞核被染成黄色或棕黄色。 

Image Pro．Plus 5．0图像分析软件检测胶片上免疫印迹 

条带的光密度值(IOD，Integrated Optical Density)进行定量分 

析，以反映免疫印迹条带颜色的深浅及面积的大小 ，间接反 

映心肌细胞产生磷酸化Akt蛋白的量。 

1．3 统计分析 

数据用均数 ±标准差( 4-s)表示 ，采用 SPSS(ver．10．0) 

统计软件进行单因素方差分析以及各组均数的多重 比较 

(S-N—K法)，取 P<0．05表示有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 原代培养心肌细胞形态及生长情况 

心肌细胞呈梭形 ，继而向四周伸展形成不规则的星型； 

核较小，圆而致密，细胞中可见 1个细胞核并在最初 的7～ 

10 d内可以观察到细胞 自律性的搏动，频率平均为 50—70 

次／min。相邻心肌细胞搏动同步化。 

2．2心肌 细胞免疫组化鉴定 

心肌细胞的胞浆中有棕黄色致密颗粒 ，而对照细胞未见 

棕黄色颗粒。结果显示心肌细胞分离效果好。 

2．3 各组培养液中LDH含量的比较 

缺氧／复氧后心肌细胞培养液中 LDH的含量，在 H／R组 

较对照组明显增加(P<0．05)；Ghrelin干预组与H／R组比较， 

LDH浓度明显较低(尸<0．05)；而加人 Wortmannin干预的实验 

组，LDH的含量较 Ghrelin组和对照组都明显增高(P<0．05 o 

2．4 各实验组心肌细胞凋亡率的比较 

H／R组细胞的凋亡率明显高于对照组(P<0．05)；而H／R+G 

组细胞凋亡率明显较 H／R组低(P<0．05)；而在 H／R+G+W组 

中凋亡率与对照组和 H／R+Ghrelin组的凋亡率比较明显增高 
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( P < 0 ． 0 5 ) ；也 与这 一 组 相 对 H ／R 组 的凋亡 率 没 有 统计 学 上 的

差 异 ( P > 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 5 各 实验 组 磷 酸 化 A k t 表达 量 的 比 较

W e s t e m B l o t t i n g ( 免疫 印迹 )实验 检 测 磷 酸 化 A k t 表 达 的

图像 。 图 中高密度条带为磷酸化 A k t 的免疫 印迹 。 磷酸化 A k t

为该 蛋 白的活化形 式 。

从 上 述 实 验 结 果 和 统 计 数 据 表 明 ， H ／R + G 组 的 磷 酸 化

A k t 水平 明显 高于 其它各组 ( 均 P < 0 ． 0 5 ) ；H ／R + G + W 组 的磷 酸

化 A k t 水平 明显 低 于 除对 照 组 外 的其 它 各组 ( 均 P < 0 ． 0 5 ) ；心

l j

图 1 倒 置 相 差 显 微 镜 下 的 原 代

心 肌 细胞 ( × 1 0 0 )

肌 细胞 在单纯 的 H ／R 干 预 后 其磷 酸化 A k t 的表 达 相 与对 照组

相 比也 是 增 高 的 ( P < 0 ． 0 5 o

3 讨 论

本研 究 探 讨 了 G h r e l i n 这 种 心 血 管 胃肠 多肽 对 缺 氧／复氧

干 预 下 的心 肌 细胞 损伤及 凋亡 的阻 断作用 。 研 究结果 表 明 ， 在

给予 体外培 养 的心 肌 细胞 长 达 4 h 的缺 氧 ， 继 以 1 h 的 复氧后

。

．
●

�

誊

‘

弗

”

f
�

#
母 -

” 靠 一‘

，

d

～

● 静

-

^
#

0 #

d

p
#

。

●
．

●
撼

∞ 。

’

。

●

∞
-

●
。

～

●

图 2 肌 动 蛋 白单 克 隆抗 体 免疫 组 化 鉴 定

心 肌 细 胞 ( x 2 0 0 )
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图 5 H ／R + G 组 心 肌 细 胞 T u n e l 染色 ( M OO )

图 7 W e s t e r n B l o t t i n g 检 测 到 的磷 酸 化 A k t 的表 达

图 3 对 照 组 心 肌 细 胞 T u n e l 染 色 ( X 10 0 )
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图 6 H ／R + G + W 组 心 肌 细 胞 T u n e l 染色 ( x 10 0 )

表 1 各 干 预 组 心 肌 细 胞 L D H 漏 出量 的 比较

组 别 L D H 含量 ( u 几 )

正 常 对 照 组

H ／R 组

H ／R - 4- G h r e l i n 组

H ／R + G h r e l i n + W o r t m a n n i n 组

2 5 ． 6 7 ± 7 ． 1 4
。 0

7 8 ． 0 0 ± 4 ． 2 0

3 0 ． 0 0 ± 6 ． 6 0
‘ 0

6 1 ． 6 7 ± 7 ． 2 2

$ 代 表 与 H ／R 组 相 比 ( p < o ． 0 5 ) ； §表 示 与 H ／R + G + W 组 相 比

( P < 0 ． 0 5

表 2 各 实 验 组 细 胞 凋 亡 率 的 比较
表 3 G h r e l i n 对 缺 氧／复 氧 心 肌 细 胞 磷 酸 化 A k t 表 达 量 的影 响

组 别 凋 亡 率

对 照 组

H ，R 组

H ／R + G 组

H ／R + G + W 组

0 ． 0 3 4 4 ± 0 ． 0 14 1 0

0 ．3 5 1 6 ± 0 ． 0 6 3 2 9
’

0 ． 0 8 5 9 ± 0 ． 0 3 0 3 0

0 ． 3 2 5 5 4 - 0 ． 0 2 2 5 8
‘

+ 代表 与对 照 组 相 比 有统 计学 差 异 (P < 0 ． 0 5 ) ； §代 表 与 H ／R 组

和 H／R + G + w 组 相 比有统计学差 异 ( P < O． 0 5 )

组 别 免 疫 印迹 条带 I O D 值

对 照组

H ／R 组

H ，R + G 组

H ，R + G + W 组

9 7 ． 8 4 14 ± 4 ． 7 1 4 6

1 1 8 ． 5 5 0 2 ± 1 ． 5 2 5 7
’

1 8 8 ． 4 8 3 4 ± 8 ． 2 5 2 7 0

8 2 ． 7 5 6 3 ± 6 ． 6 6 0 8

§代 表 H ／R + G 组 与其 它各组 I O D 值 相 比有 统 计 学 差 异 ( JD<

O． 0 5 ) ；
} 代表 H ／R 组 与对 照组 相 比 I O D 值有统计学差 异 ( JP < 0 ． 0 5 )
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H／R+G组心肌细胞 LDH的漏出量明显减少，而经 H／R+G+W 

干预后 Ghrelin减少 LDH漏出的作用受到明显的抑制。在以 

Langendofff灌流的离体大鼠心脏为研究对象的试验中，给予 

30min的缺血，继以 120min的再灌注干预后，Ghrelin干预组 

心肌梗塞面积显著地缩小 ，LDH的释放也是相应减少。临床 

上再灌注多发生在缺血后数小时，所以研究较长时间的缺血／ 

再灌注损伤是有临床意义的。本实验证实对于长时间的缺氧 

心肌 Ghrelin也具有明显的保护作用。LDH浓度可反映心肌细 

胞损伤的程度。缺血／再灌注损伤的另一个机制是氧自由基的 

产生，细胞膜磷脂的氧化，蛋白质的变性 ，导致细胞膜完整性 

的破坏[81。既往有研究发现早期给予 Ghrelin可以减轻中毒性 

休克的大鼠体内ATP的耗竭191。本实验提示 Ghrelin对维持细 

胞膜结构的完整性有作用 ，并能是通过抑制 ROS的生成 ，以 

及减轻 ATP的消耗达到的，但还需进一步研究证实。缺隼c／复 

氧诱导下心肌细胞发生明显的凋亡，其凋亡率可达到35％。而 

在缺氧／复氧之前加入 Ghrelin干预可明显降低心肌细胞的凋 

亡率。但是在加入 Ghrelin的同时，加入 PI3K抑制剂 Wort— 

mannin则不会出现降低凋亡率的作用。说明 Ghrelin可明显降 

低缺氧／复氧诱导的心肌细胞凋亡率，而这一作用可被 Wort— 

mannin所阻断，提示 Ghrelin的细胞保护作用与 PI3K有关。缺 

血 注损伤除了与细胞能量代谢障碍、氧自由基产生、炎眭 

反应等因素有关外，近来越来越多的研究证实与细胞凋亡有 

密切的关系㈣。本研究表明 Ghrelin减轻心脏缺血 注损伤 

与抑制心肌细胞凋亡作用有关。本实验采用免疫印迹试验检 

测到在缺氧／复氧实验组以及缺氧，复氧 +Ghrelin组有磷酸化 

Akt的表达。但是以缺氧／复氧 +Ghrelin组心肌细胞内的磷酸 

化 Akt表达最明显并且细胞凋亡率是所有组别中最低的。而 

加入 Wortmannin的实验组磷酸化 Akt表达量明显低于上述 

两组，同时心肌细胞凋亡率明显增加。Akt位于PI3K的下游， 

PI3K可使 Akt发生磷酸化转变为活性形式 ，当加入 PI3K抑 

制剂 Wortmannin后 PI3K受到抑制，Akt将不能被激活，当用特 

异性抗体进行免疫印迹试验不能检测到该组磷酸化 Akt的表 

达。而单独以Ghrelin进行干预的缺氧／复氧组磷酸化 Akt表达 

很明显。表明 Ghrelin通过激活 PI3K／Akt途径抑制缺氧／复氧 

所诱导的细胞凋亡的发生。本研究结果表明单纯缺氧／复氧组 

有磷酸化Akt的表达，但量很低，对细胞的凋亡影响不大。已有 

的研究表明心脏短暂的缺血⋯喊是缺血预适应l】21可以保护心功 

能，减轻因缺血、缺氧所致的心肌细胞损伤 ，同时伴有 Akt的 

激活。与本实验不同的是既往研究所采用的缺血时间较短分别 

为30min和5rain，明显低于本实验长达 4 h的缺氧。本实验中 

Ghrelin干预组磷酸化 Akt的表达明显高于单纯 H／R组，说明 

Ghrelin具有较强的激活磷酸化 Akt的作用，而且这一作用是 

独立于H／R作用的。这种激活 PI3K／Akt能力的不同可以解释 

这两组间细胞凋亡率的差异。同时也提示 Ghrelin抑制心肌细 

胞凋亡可能还有其它的机制：如抗 ROS的作用以及保护线粒 

体的作用。本研究结果说明Ghrelin对心肌缺氧／复氧损伤的保 

护作用是多途径的，其中涉及对细胞凋亡的抑制，以及对细胞 

膜结构的保护作用。结合本研究与其他研究的结果可以推测 

在病人缺血，再灌注损伤发生期间激活 PI3K／Akt信号传递途 

径具有心脏保护作用，PI3K／Akt信号传递途径可能是治疗缺 

血／再灌注损伤的靶点。 
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