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柿叶提取物减轻大鼠心梗后心肌细胞凋亡 

和心室重塑相关机制研究 

黄永洪’，汪 浩 ，考国营2肖 骏z，张 颖z 

(1．重庆市第六人民医院心内科，重庆 400060；2．重庆市急救医疗中心心内科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨大鼠心梗模型下柿叶提取物对心室重塑的影响及相关机制。方法：用24只Sprague Dawley大鼠结扎左冠状 

动脉前降支制作心肌梗死大鼠模型，随机分为心肌梗死组(n=8)、柿叶提取物组(n=8)、假手术组(n=8)。6周后，用TUNEL法测 

定心肌细胞凋亡，免疫印迹法检测心肌Fas、Caspase一3蛋白含量，并测定大鼠血流动力学参数和左心室质量指数。结果：柿叶提 

取物组、心肌梗死组左心室质量指数分别为 2．417±0．053、2．514 4-0．101(F=136．762，P=0．011)，明显低于心肌梗死组 ；柿叶提取 

物组、心肌梗死组Fas分别是 0．342 4-0．058、0．585 4-0．059(F=163．991，P=0．000)；柿叶提取物组、心肌梗死组Caspase一3蛋白水 

平分别是 0．1244-0．019、0．478 4-0．079(F=183．553，P=-0．000)，明显低于心肌梗死组。柿叶提取物组、心肌梗死组心肌细胞凋亡指 

数分另0是 1．198 4-0．171、0．507 4-0．132(F=93．023，P=0．000)，明显低于心肌梗死组。柿叶提取物组左心室舒张末期压(1eft yen— 

trieular end diastolic pressure，LVEDP)明显降低(F=347．661，P=0．000)，左心室收缩压(1eft ventricular systolic pressure，LVSP)明 

显增加(F=444．949，P=O．000)。结论：心肌细胞凋亡参与心肌梗死后心室重塑过程，柿叶提取物可能通过减少凋亡相关蛋白表达 

抑制心肌细胞凋亡从而预防心室重塑，改善心肌梗死后心脏收缩功能。 
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AIleviation of persimmon leaf extract On post—infarction cardiomyocyte 

apoptosis and myocardiaI remodeling in rats 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect and mechanism of pe~immon leaf extract on apoptosis-related protein dependent signal 

pathway mediated myocardial remodeling after myocardial infarction in rats．M ethods：Twenty—four Sprague Dawley rats were establi— 

shed as myocardial infarction model by ligating the left anterior descending coronary a~ery and were randomized into three groups： 

myocardial infarction group(n=8)，persimmon leaf extract administration group(n=8)，sham-operated group(n=8)．After six weeks， 

cardiomyocyte apoptosis was measured by TUNEL，Fas and Caspase-3 protein expression was detected by Western blot and 

hemodynamics and left ventficular mass index(LVMI)of rats were measured．Results：The LVMI in the persimmon leaf extract group 

(2．417±0．053)was lower than that in the myocardial infarction group(2．514±0．101)(F=136．762，P=0．011)．The Fas in the 

persimmon leaf extract group and the myocardial infarction group were 0．342±0．058，0．585±O
．059，respectively(F=163．991，P=O．ooo)． 

The level of Caspase一3 protein in the persimmon leaf extract group(0．124 4-0．019、was significantly lower than that in the myocardial 

infarction group(0．478±0．079)( 183．553，P=0．000)．The index of myocardial apoptosis in the persimmon leaf extract group 

(1．198±0．171)was significantly lower than that in the myocardial infarction group(O．507 4-0．132)(F=93．023，P=0．ooo)．In the 

per；immon leaf extract group，the LVEDP was decreased significantly(F=347．661，P=O．000)and the LVSP was increased significantly 

(F=444．949，P=O．000)．Conclusion：Cardiomyocyte apoptosis is involved in myocardial remodeling after myocardial infarction． 
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Persimmon leaf extract can prevent myocardial remo-deling and 

improve post-infarction systolic function by reducing the expre- 

ssion of apoptosis—related protein and inhibiting the cardiomyo- 

cyte apoptosis． 

【Key words]persimmon leaf extract；myocardia1 remodeling； 

apoptosis；miocardial infarction 
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心室重塑是各种病因心脏病发展到心力衰竭 

的必然之路。近来研究表明，心肌细胞的肥大和间 

质纤维化是心室重塑的必然进程，同时伴有调控心 

肌细胞凋亡相关基因异常表达，导致心肌细胞凋亡。 

心力衰竭时心肌细胞凋亡尤其明显。心室重塑的分 

子生物学机制研究，将为减缓心肌细胞凋亡、治疗 

心力衰竭及恢复心功能提供新思路。柿叶提取物中 

含有黄酮、有机酸和香豆素类等化学活性成分，有抗 

炎、抗氧化、改善血管平滑肌功能、降压、降脂、改善 

血流动力学等作用，目前已广泛应用于心脑血管病 

的治疗 ，但其作用机制尚需进一步阐明。本实验 

通过观察柿叶提取物对心肌梗死后大鼠心肌细胞 

凋亡及与细胞凋亡相关的Fas、Caspase一3蛋白表达 

的影响，探讨心室重塑的细胞学基础及柿叶提取物 

防治心肌梗死后心肌细胞凋亡、重塑的药物作用 

机理 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 

考马斯亮兰蛋白测定试剂盒购自南京建成生物工程研 

究所，DAB显色试剂盒、辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG购 

自北京中山生物技术有限公司，兔抗大鼠Fas及 Caspase一3多 

克隆抗体购自Santacruz公司，细胞凋亡检测试剂盒、蛋白酶 

K购自美国罗氏公司。柿叶提取物采用由广州白云山和记黄 

埔中药有限公司生产的脑心清片。 

1．2 心肌梗死模型复制 

24只sD大鼠，雌雄不限，体质量 210～230 g。购自南京 

市青龙山动物中心，随机分为3组：假手术组(Sham组)、心 

肌梗死组(AMI组)、柿叶提取物干预组(PLE组)。AMI模型 

的建立：自左锁骨中线纵向切开皮肤约2 am，在第 4肋问分 

离肌层暴露心脏 。在左心耳与肺动脉圆锥之间下方 2 mm处 

结扎左冠状动脉前降支，观察左心室壁颜色和心电图，若结 

扎区心室壁变为暗红色，心电图v1、v2、V3导联即刻出现宽 

大QRS波、病理性Q伴sT段抬高，并持续 30 min为结扎成 

功的标志 ，Sham组只穿线不结扎。PLE组于术后第 1天起， 

每天将柿叶提取物[100 mg／(d·kg)]溶于自来水中给心肌梗 

死的大鼠灌胃，Sham组、AMI组饮用等量自来水，相同照明时 

间。3组术后连续3 d在腹腔内注射青霉素20万单位预防感 

染。喂养 6周后取材。 

1．3 指标检测 

3组SD大鼠6周后腹腔注射麻醉剂，在大鼠颈部腹侧偏 

右切开皮肤．在胸锁乳突肌内侧分离颈总动脉 1．5 cm，插入 

已准备好的左室导管 ．用丝线轻轻扎动脉壁于导管上，稳定 

后记录平均动脉血压 mean arterial blood pressure。MAP)和心 

率(heart rate，HR)，然后继续插入导管至左心室，导管会随着 

心脏搏动而明显抖动．稳定后记录左心室收缩~(1efi ventric— 

ular systolic pressure，LVSP)和左心室舒张末期压(1eft ven— 

tricular end diastolic pressure，LVEDP)。迅速开胸取出心脏， 

盐水洗净，沿冠状沟剪掉左右心房，紧贴室间隔右侧剪下右 

心室游离壁，剩余部分滤纸吸干，用电子天平称重剩余部分 

质量为左心室质量，计算左心室质量指数(1eft ventficular mass 

index，LVMI)。沿左室最宽处将其分为两部分。一部分放入 

10％中性福尔马林固定24 h，常规脱水、透明石蜡包埋、制作 

切片，余下部分经液氮速冻后一80℃冰箱保存，用于 Fas及 

Caspase一3蛋白免疫印迹实验。 

1．3．1 心肌细胞凋亡检测 采用脱氧核糖核苷酸末端转移 

酶介导的缺口末端标记法(TUNEL法)对心肌标本进行检测， 

按试剂盒实验步骤操作，凋亡心肌细胞核呈深浅不一的棕褐 

色。每张切片随机取 5个视野，在 200 X高倍镜下计凋亡细 

胞数及细胞总数，算出凋亡指数(apoptosis index，AI)，凋亡指 

数=凋亡细胞核数目，总细胞核数目。 

1．3．2 免疫印迹法分析 Fas及 Caspase一3蛋白表达 称取约 

200 mg组织在冰浴下充分研磨后加入 1．0 mL细胞裂解液孵 

育 30 min，组织匀浆后 4℃离心，12 000 g／min离心 10 min。 

上清液即所含要测定的蛋白样品。将所有蛋白样品调至等浓 

度200 mg／L上样，把聚丙烯酰胺变性凝胶中的蛋白质电泳转 

移到硝酸纤维素膜上。放于封闭液中缓慢摇动 1 h．分别加一 

抗于室温下摇动2 h，辣根过氧化物酶标记二抗于室温下摇 

动 1 h，DAB显色，以凝胶成像系统扫描 ，Quantity One 1一D 

5．4．1图象分析软件分析图片，总的光密度值作为衡量Fas和 

Caspase一3相对含量的指标 ，重复实验 3次。 

1．4 统计学处理 

使用SPSS 21．0软件对所有数据进行统计学分析。计量 

资料用以均数±标准差( ±s)表示。运用单因素方差分析判 

断多组间正态计量资料是否存在差异，在总的统计学存在差 

异的情况下，组间两两分析采用 LSD—t法。检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 解剖学和血流动力学 

与 Sham组相比：AMI组和 PLE组的大鼠左心室质量指 

数(F=136．762，P=0．O11)、LVEDP(F=347．661，P=0．000)明显 

增加，LVSP(F=444．949，P=O．000)明显降低。PLE组和 AMI组 

相比：左心室质量指数(P=O．000)、LVEDP(P=0．000)明显降 

低，LVSP(P=0．000)明显增加。PLE组改善了心室重塑，对HR 

(F=19．669，P=O．370)、MAP(F=17．850，P=0．147)无明显影响， 

见表 1。 

2．2 心肌 细胞凋亡指数 

柿叶提取物能明显抑制术后心肌细胞的凋亡：TUNEL 

染色结果显示，AMI组与 Sham组比较，AI明显升高( ．000)； 

PLE组AI与AMI组比较明显下降(F=93．023，P=0．000)，结果 

如表2、图1所示；凋亡心肌细胞核呈棕黄色。主要分布在梗 

死区周围，结果如图 2所示。 



注-iI， AM i比较，P<O．05；b． j PLE组比较，P<O．0l 

表 2 柿叶提取物对细胞凋亡、Fas、Caspase一3蛋白含量的影响 

(n=8) 

Tab．2 Comparison of persimmon leaf extract on cardiomyocyte 

apoptosis．Fas and Caspase一3 protein(，I=8) 

沣 ． nn1 比较 ，P=O000；l1： j AMI组比较 ．，】：0．00 0； j 

Sh：tnl绀比较．， ：0000 

主 ≥主 二主立≤。t 荽 ≥ 二 ， ， ’ ， ‘ 一 ’ ． ：：，< ． ·， ，t三’ Ie。，§ 。 。。 

2．3 Fas和 Caspase一3蛋白表达 

WesI l】1)1 c，t结果{llj．示，与 Sham组 比较，AMI组 0Nfit 

织巾 Fas及 CaspasP一3蛋 白表达明 增强(F=163．991，P： 

o．ooo)：PI E组 AMI绀比较 ，Fas及 Caspase一3蛋rI表达【J月 

显降低( l83．553，P=O．000)，结果如 3所爪．． 

图3 柿叶提取物对 Fas、Caspase一3蛋白含量的影响 

Fig．3 Effects of persimmon leaf extract on Fas and Caspase一3 

protein expression 

3 讨 论 

心室重 是各种病 心脏病发展刮心力衰竭 

的必然之路 心室暇塑导致心脏腔室扩大，心脏质 

增加，心室 的顺应性降低，舒张功能减遐；心室 

亘塑还影响心肌细胞力的产牛和传递，导致收缩功 

能受到损害，最后发腱为难治性心力衰竭I I、心 承 

中jI；现一C,t]JLfltt胞肥大和问质纤维化， C'HJLflI{胞 

凋亡和相关堪 表达异常相关。细胞凋 是一种具 

有生理性 、选择性的程序性死 ， 许多组织的细 

胞生长、结构渊控rfl起重要作川。日前已 定心肌 

细胞凋 是多种病 所致，是左室肥厚形成以及心 

肌肥厚向心力衰竭转化的重要病理生理学堪础之 

-- I(卜III 

慕凶渊控的细胞程序性死亡导致细胞凋亡，涉 

及一系列基 的激活、表达和渊控．．作为一种雨要 
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的促凋亡基因，Fas基因易受活性氧族的激活而促 

进细胞凋亡。Fas基因表达的Fas蛋白是重要的促 

凋亡因子，Fas蛋白与Fas配体(FasL)结合后．在氧 

化应激条件下可启动凋亡程序，在体内直接激活细 

胞凋亡的死亡信号转导系统，递次激活Fas相关死 

亡结构域蛋白(FADD)的死亡效应区，并同时结合 

Caspase一8效应蛋白，Caspase一8再顺序激活其下游 

的效应蛋白Caspase一3，诱导细胞凋亡。Caspase一3 

是凋亡信号级联转导途径下游的关键性效应蛋白， 

是细胞启动凋亡程序的效应分子。作为细胞凋亡程 

序中的关键蛋白酶，在氧化应激条件下，Caspase一3 

被激活后可以激活脱氧核糖核酸酶(CAD)，触发DNA 

降解，诱发细胞凋亡。抑制Caspase一3酶活性或拮抗 

Caspase一3功能均可使细胞凋亡程序受抑。所以细 

胞是否发生凋亡，关键在于细胞质中活化Caspase一 

3的表达量[11 3]。 

随着医学技术的不断进步．肺叶提取物对心脑 

血管影响的研究也有了深层次的发现，具有抗炎、抗 

氧化、清除氧自由基作用；同时可以改善血管平滑 

肌、保护血管内皮，有抗血小板聚集作用、抗动脉粥 

样硬化的作用；对缺血及再灌注损伤有保护作用；还 

有降压、降血糖等作用 61。国内学者孙懿争 7】研究 

显示柿叶黄酮能通过提高缺血再灌注离体大鼠心 

肌细胞中超氧化物歧化酶(superoxide dismutase， 

SOD)、Na+，K+一ATP酶和 ca“一ATP酶的活性，减少 

天门冬氨酸转氨酶(aspartic transaminase，AST)、肌酸 

激酶(creatine kinase，CK)、乳酸脱氢酶(1actic dehy— 

drogenase。LDH)的释放以及心肌组织丙二醛(real— 

ondialdehyde，MAD)的产生，增强氧自由基清除系统 

的功能。减轻心肌细胞钙超载，从而减轻心肌细胞 

变性坏死。黄仁彬【 8】研究发现柿叶黄酮可能通过抑 

制脂质过氧化损伤、保护三磷酸腺苷酶(adenosine 

triphosphatase，ATP)酶活性、降低游离脂肪酸(free 

fatty acids。NEFA)含量、提高一氧化碳合成酶 car— 

bon monoxide synthetase．TNOS)活性、改善心功能和 

抑制心肌细胞凋亡。对犬心肌缺血再灌注损伤具有 

明显的保护作用。另一研究发觋【 9]柿叶黄酮可通过 

降低模型鼠肾组织转化生长因子一p(transforming 

growth factor—B，TGF—p)表达， 抑制肾组织纤维化， 

改善肾脏病理损伤。而TGF—B也是已知的促进心 

肌细胞增殖分化的主要生长因子，在心肌细胞的增 

殖分化及心肌梗死后心室重塑中促进心肌细胞的 

肥大起了重要的作用。在本实验中，肺叶提取物也 

可能通过抑制心肌梗死大鼠Fas和 Caspase-3凋亡 

蛋白表达(图3，表2)，从而抑制心肌细胞凋亡(图 

1、2)，改善心室重塑，使左心室质量降低。并且增加 

心肌收缩及舒张功能。 

实验已证实柿叶提取物具有活血化瘀、抑制血 

小板聚集、降低血液黏滞度、改善全身微循环、清除 

氧自由基、改善组织缺氧、抗炎抗氧化等作用．现已 

广泛应用于临床疾病的治疗，但其应用机制需进一 

步探讨。肺叶提取物通过多种途径改善心室重塑、 

改善心功能、保护靶器官、副作用小。值得临床深入 

研究 
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GRASP65的表达对胃癌细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响 

易永芬 ，张9g．-~ ，彭豆豆 ，罗 彳书 

(1．重庆医科大学基础医学院病理学教研室、分子医学与肿瘤研究中心，重庆 400016； 

2．重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨高尔基体堆叠蛋白65(Golgi reassembly stacking protein 65，GRASP65)在体外对人胃癌细胞增殖、凋亡、迁 

移和侵袭能力的影响。方法：首先，通过 Western blot和 RT—qRCR鉴别低分化胃癌细胞 MKN一45、中分化胃癌细胞 SGC-7901、 

高分化 胃癌细胞 MKN一28和正常 胃黏膜细胞 GES一1中 GRASP65蛋 白和 mRNA的表达量。然后 ，用 siRNA干扰技术通过 

Lipofectamine 2000瞬时转染下调和MKN一45细胞中GRASP65的表达量。用qRT—PCR和Western blot检测转染后各组细胞中 

GRASP65的蛋白和mRNA表达量以证实转染成功。最后，用 CCK一8、流式细胞术、Transwell迁移和侵袭实验检测转染后的各组 

胃癌细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的改变。结果：Western blot和qRT—RCR结果显示 MKN一45细胞和SGC一7901细胞中 

GRASP65的蛋 白和 mRNA表达量明显高于 MKN一28细胞和 GES一1细胞中 GRASP65蛋白和 mRNA表达量 (P<0．05)，故选择 

低分化胃癌细胞 MKN一45作为实验细胞株来下调 GRASP65的表达量。qRT—PCR和 Western blot结果证明转染成功，转染组 

GRASP65的mRNA和蛋白表达量与阴性对照组和空白对照组对比有统计学意义(P<0．05)。CCK一8、流式细胞术、Transwell迁移 

和侵袭实验均证明，下调MKN一45细胞的GRASP65的表达量可抑制胃癌细胞 MKN一45体外增殖、迁移和侵袭能力，并促进细 

胞凋亡。结论：下调GRASP65的表达可明显减弱胃癌细胞的体外增殖能力，同时促进胃癌细胞的凋亡、体外侵袭和迁移。 

【关键词】GRASP65；siRNA；增殖；凋亡；迁移；侵袭 
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Effect of G RASP65 expression on proliferation，apoptosis，migration 

and lnvaslOn ot gastric cancer cells 
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( ．Department ofPathology，Molecular Medicine and Cancer Research Cancer，Chongqing Medical University； 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of GRASP65 expression on proliferation，apoptosis，migration and invasion of gastric 

cancer cells in vitro．Methods：First，Western blot and qRT-PCR were carried out in three different differentiated gastric cancer cells 

(MKN-45，SGC-7901，MKN-28)and normal gastric mucosa cells(GES一1)to test the expression of GRASP65 protein and mRNA． 
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