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血管紧张素Ⅱ诱导乳鼠心肌细胞凋亡的研究

赵榆华 ,迟路湘 ,陈一茂　　(第三军医大学西南医院心血管内科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　观察血管紧张素Ⅱ(angiotensinⅡ , AngⅡ)/1 型受体拮抗剂(AT1R antagonist)对心肌细胞凋亡的影响及

其机制。方法　体外培养的Wistar乳鼠心肌细胞 ,培养 96 h后随机分为 3 组 , 对照组:无血清培养 2、6、12 、24 h;Ang Ⅱ组:

以 10-7 mol/ LAng Ⅱ刺激 2、6 、 12、 24 h , 用TUNEL方法检测凋亡细胞数 , 免疫组化观察 Bcl-2 蛋白染色 ,荧光法检测 caspase-

3 活性;AngⅡ+AT1R拮抗剂伊贝沙坦(Irbesartan)组:以10-7 mol/ LAng Ⅱ与10-5 mol/ L伊贝沙坦共同孵育 ,观察其对心肌细

胞凋亡的影响。结果　随着时间的延长 AngⅡ组TUNEL染色凋亡心肌细胞数量显著增高;同时伴有 Bcl-2 蛋白表达下降 ,

caspase-3 活性增高;加入伊贝沙坦后 , TUNEL染色凋亡细胞数下降 , caspase-3 活性下降。结论　血管紧张素Ⅱ可以诱导乳

鼠心肌细胞凋亡 ,伊贝沙坦抑制 AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡 , 其作用可能通过 1型受体介导 , AngⅡ诱导心肌细胞凋亡是以

caspase依赖方式 , Bcl-2蛋白参与调节。
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Angiotensin Ⅱ induces apoptosis of neonatal rat cardiomyocytes
ZHAO Yu-hua , CHI Lu-xiang , CHEN Yi-mao (Department of Cardiology , Southwest Hospital , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the mechanisms of angiotensin Ⅱ(Ang Ⅱ)induced apoptosis of cultured car-
diomyocytes of neonatal rats.Methods　Cultured neonatal rat cardiomyocytes were divided into three groups.Cells in

the control group were incubated in serum-free medium for 2 , 6 , 12 , and 24 h.Cells in Ang Ⅱgroup were incubated

with Ang Ⅱat the dose of 10-7 mol/L for 2 , 6 , 12 , and 24 h.Cells in Ang Ⅱand Ang Ⅱ type 1 receptor antagonist

group were incubated in medium containing 10
-7

mol/ L Ang Ⅱplus 10
-5

mol/L irbesartan.The apoptotic cells were

detected by TUNEL assay.The Bcl-2 protein expression was assessed by immunohistochemistry.Caspase-3 activity was

measured by a fluorescent assay kit.Results　The number of apoptotic cells in Ang Ⅱgroup increased significantly in

a time-dependent manner , accompanied by decreased Bcl-2 protein expression but increased activity of caspase-3.

Treatment with irbesartan resulted in decreased number of apoptotic cells and decreased activity of caspase-3.Conclu-
sion　Angiotensin Ⅱcould induce the apoptosis of neonatal rat cardiomyocytes through the caspase-dependent pathway ,

which might be mediated by Ang Ⅱ type 1 receptor.Bcl-2 may participate in the regulation.
　　Key words:cardiomyocyte;apoptosis;angiotensin Ⅱ/AT1R antagonist;Bcl-2;caspase-3

　　心肌细胞凋亡(apoptosis)是心肌细胞的一种程序

性死亡方式 ,它在心脏的发育及心力衰竭 、原发性高血

压 、心律失常等许多心脏疾病的病理生理中起重要作

用[ 1] 。血管紧张素Ⅱ是重要的细胞生长因子 ,可以促

进血管平滑肌细胞和成纤维细胞增殖及心肌肥大 ,在

心肌梗塞过程中循环及心肌局部 Ang Ⅱ增高 ,心肌

Ang Ⅱ受体表达增加 ,参与心室重构过程
[ 2]
。血管紧

张素Ⅱ作用在特殊的G-蛋白偶联受体。基于这些受

体对肽类和非肽类配体的选择亲和性 ,血管紧张素受
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体分为两类 ,称为 1 型 、2型受体[ 3] 。已有文献[ 4]报

道血管紧张素Ⅱ在心脏调节凋亡具有细胞特异性 ,在

体外血管紧张素 Ⅱ增加心肌细胞凋亡依赖于 AT1R活

化。但对于结合后的下游事件国内研究报道很少 。本

实验将从细胞水平观察不同时相点 ,血管紧张素 Ⅱ/1

型受体拮抗剂与心肌细胞凋亡 , Bcl-2蛋白表达及 cas-

pase-3活性变化的关系 。

1　材料与方法

1.1　实验动物与主要试剂
　　出生48 h 以内的Wistar乳鼠 196只 , 雌雄不限 , 由第三军医

大学大坪医院野战外科研究所动物室提供。胎牛血清购自德
国 PPA 公司 ,高糖 DMEM ,胰蛋白酶(1∶250), 血管紧张素Ⅱ购

自 Sigma 公司 , 伊贝沙坦由法国 Sanofi公司提供 , 溴脱氧尿苷
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(Brdu 5 Bromo-2′-deoxyuridine)购自华美公司 , 原位程序性细胞

死亡检测试剂盒购自德国 Roche 公司。 0.01 mol/L PBS , Bcl-2

小鼠抗大鼠单克隆抗体 , 购自北京中山生物公司 , caspase-3 荧

光检测试剂盒购自 BD Biosciences公司。

1.2　实验方法
1.2.1　体外乳鼠心肌细胞培养　　出生 48 h 以内的Wistar 乳

鼠 ,碘酒 、酒精消毒皮肤 , 剑突下剪开十字切口 , 搏动状态下取

出心脏 ,剪碎后用 0.1%(质量分数)胰蛋白酶 37 ℃轻微搅拌下

分次消化 , 分离细胞 , 加含 10%(体积分数)胎牛血清的高糖

DMEM制成细胞悬液 , 1 000 r/min 离心 6 min , 弃上清 ,以含 0.1

mmol/ L Brdu(质量分数)、10%(体积分数)胎牛血清的高糖

DMEM悬浮 , 细胞悬液经 200 目孔径不锈钢网过滤 ,去除未消化

的组织块 ,再次离心 , 以含青霉素 100 U/ml、链霉素 100 μg/ml、

0.1 mmol/ L Brdu 、10%(体积分数)胎牛血清的高糖 DMEM悬浮 ,

细胞悬液接种于 50 ml培养瓶。在37 ℃ 5%CO2、95%空气孵箱

中差速贴壁 45 min , 去除成纤维细胞 , , 将心肌细胞悬液以每片

105 个接种于 12 mm×12 mm 的盖玻片上(盖波片置于 24 孔培

养板中),让其贴壁生长 , 用于免疫组化及原位细胞凋亡染色。

同时将另一部分以 1×106 生长密度接种于 50 ml培养瓶中 , 用

于细胞裂解提取蛋白 ,检测 caspase-3 活性。 Brdu 可抑制非心肌

细胞的增殖 ,胎牛血清可促进心肌细胞生长 , 此法培养的心肌

细胞于 2 h即有部分贴壁变形成为短棒状 , 12 h 可见部分搏动。

24 h后换液 , 换用含 10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养 , 心肌细

胞约 90%都在收缩 , 取生长 96 h 的心肌细胞进行试验。

1.2.2　凋亡模型建立及分组　　将培养 96 h 的心肌细胞按处

理条件不同分为 3 组 , 每组 5 个样本。 对照组:无血清高糖

DMEM培养 2 、6、12、24 h;Ang Ⅱ组:以 10-7 mol/ L Ang Ⅱ与无血

清的高糖 DMEM 培养 2、6、12、24 h 诱导心肌细胞凋亡;AngⅡ +

伊贝沙坦组以 10-7 mol/ L AngⅡ中加入 10-5 mol/ L伊贝沙坦与

无血清的高糖 DMEM 培养 2、6 、12、24 h。

1.3　培养心肌细胞 caspase-3活性的测定
1.3.1　培养心肌细胞蛋白提取(按照BD ApoAlertTMcaspase 荧光

检测试剂盒操作手册)　　以 1×106 密度取各组心肌细胞 , 1

100 r/min 离心 5 min ,弃上清 , 加入 50μl预冷的细胞裂解液 , 溶

解心肌细胞 ,冰上孵育 10 min后 , 4 ℃ 13 500 r/min 离心 10 min

后取上清。

1.3.2　Caspase-3检测活性测定及计算　　每个样品中加入 50

μl的 2×Reaction Buffer/ DTT , 5 μl 1 mmol/ L caspase-3 底物 , 37

℃、水浴 1 h , 将样本移入 96 孔板 , 使用 400 nm-EX/ 505 nm-EM

读取数据。公式为:y=28x+15 R2=0.9807 , y 为荧光读数值 ,

单位为 pmol·μg-1·min-1。 同时制定标准曲线 , 并以此为参照

计算细胞提取液 caspase-3 活性。

1.4　培养心肌细胞 Bcl-2蛋白免疫组化观察
　　取各组培养心肌细胞爬片 , Bcl-2 小鼠抗大鼠单克隆抗体 ,

二步法进行免疫组化染色 , 0.01 mol/ L PBS 轻柔洗涤 2 次 ,去除

杂质 , 加入 4%的多聚甲醛室温固定 30 min。 3% H2O2 室温孵

育10 min。蒸馏水冲洗 , 0.01 mol/ L PBS 浸泡 5 min , 以 1∶100 稀

释浓度加入 1抗 , 4 ℃湿盒中孵育过夜。0.01 mol/L PBS 冲洗 , 2

min×3次。滴加试剂(labelledl Polymer)室温孵育 37 ℃ 30 min ,

0.01 mol/L PBS 冲洗 , 2 min×3 次。显色剂显色 , 复染。光学显

微镜下观察后封片。在显微镜视野下 , 随机观察并计数 10 个

相邻视野(0.16 mm2/视野)的 Bcl-2蛋白染色阳性和阴性心肌细

胞数。染色结果用 Image-Pro Plu 4.5 软件处理 , 对 Bcl-2 蛋白染

色阳性面积进行评估分析。

1.5　TUNEL染色
　　取上述各组心肌细胞爬片 , 0.01 mmol/ L PBS 轻柔洗涤 2

次 ,去除杂质。经空气干燥后用新配制的 4%(质量百分比)多

聚甲醛室温固定 30 min , 0.01 mol/ L PBS 洗片后与 0.3% H2O2

甲醇溶液室温孵育 30 min , 0.01 mol/ L PBS 洗片 , 与 0.1% Tri-

tion-X100 , 冰上孵育 2 min。 0.01 mmol/L PBS 洗片 2 次 , 滴加 50

μl的TUNEL反应混合液 , 湿盒中 37 ℃孵育 60 min , 荧光镜下检

测结果(阴性对照用 50 μl标记溶液代替反应混合液)后封片。

在荧光显微镜 1×40视野下 ,随机观察并计数 10 个相邻视野的

TUNEL染色阳性和阴性心肌细胞数 , 计算它们各自的免疫阳性

心肌细胞所占百分率。

1.6　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用 SPSS10.0 统计软件进行多因素方

差分析。

2　结果

2.1　心肌细胞 caspase-3活性的观察
　　从表 1可见 , 随着 AngⅡ刺激时间的延长 , caspase-3 活性在

刺激 2 h时开始升高 , 之后呈进行性升高 , 直到 24 h 仍高居未

降。其中各相邻组间比较相差非常显著(P<0.01), AngⅡ刺激

2 h caspase-3 活性约为对照组 2 倍 , 随刺激时间延长 caspase-3

显著升高。加入AT1R拮抗剂后 , 2 h 无显著性差异 ,但随着时

间延长 caspase-3活性与 AngⅡ刺激组相比下降显著。表明 cas-

pase-3活性受到明显抑制。同时也观察到加入 AT1R拮抗剂后

caspase-3活性与对照组间存在显著性差异。

表 1　AngⅡ及AngⅡ+伊贝沙坦对培养心肌细胞 caspase-3活性影

响(pmol·μg-1·min-1 ,  x±s)

Tab 1　Effects of Ang Ⅱ and Ang Ⅱ plus irbesartan on the activity of

caspase-3 of cultured cardiomyocytes(pmol·μg-1·min-1 ,  x

±s)

Time of stimulation(h) Control Ang Ⅱ Ang Ⅱ+irbesartan

2 14.44±0.44 27.86±0.35＊＊ 27.86±0.57

6 16.64±0.90 40.76±0.84＊＊★★ 33.98±0.37＊＊##★★

12 20.10±0.41★★ 60.48±1.25＊＊★★ 39.86±0.42＊＊##★★

24 21.74±0.04★★ 61.72±1.12＊＊★★ 40.05±0.34＊＊##

Ft=38.970 , P=0.000;FG=159.931, P=0.000;＊＊:P<0.01 ,

vs control;##:P<0.01 , vs AngⅡ group;★★:P<0.01 , vs 2 h

2.2　心肌细胞 Bcl-2免疫组化图像分析半定量观察
　　从表 2所见 , 在 Ang Ⅱ刺激 2 h , Bcl-2蛋白表达面积值无明

显改变 , 但随着时间的延长 , Bcl-2 蛋白染色阳性面积值表达下

降明显(P<0.01),加入 AT1R拮抗剂伊贝沙坦后 , 与刺激组比

较 ,面积值有所回升(P <0.05), 见表 2。

2.3　培养心肌细胞凋亡阳性率观察
　　从表 3可见 , 使用 AngⅡ与心肌细胞共同孵育后 , 于 2 h 心

肌细胞凋亡数开始上升 , 随着时间延长凋亡细胞数明显升高 ,

伊贝沙坦抑制其作用(图 1 ～ 3)。
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表 2　AngⅡ及 AngⅡ+Irbesartan对培养心肌细胞 Bcl-2阳性 面积

值的影响( x±s)

Tab 2　Effects of AngⅡ and Ang Ⅱ plus irbesartan on the positive

area of Bcl-2 of cul tured cardiomyocytes( x±s)

Time of stimulation(h) Control Ang Ⅱ Ang Ⅱ+irbesartan

2 49 577±6 267 32 311±11 906 33 422±11 361

6 57 773±5 596 23 479±4 028＊＊★★ 36 703±6 315＊＊##

12 41 787±5 596 16 385±6 960＊＊★★ 32 743±5 049＊＊##★★

24 34 740±14 124 10 093±1 404＊＊★★ 22 199±1 478＊＊##★★

Ft=13.18, P=0.000;FG=45.83, P=0.000;＊＊:P<0.01 , vs

control;##:P<0.05 , vs AngⅡ group;★★:P<0.01, vs 2 h

表 3　AngⅡ及 Irbesartan对培养心肌细胞 TUNEL反应阳性率的

影响观察[ ( x±s)%]

Tab 3　Effects of Ang Ⅱ and Ang Ⅱ plus irbesartan on positive rate

of apoptotic bodies of cultured cardiomyocytes [ ( x±s)%]

Time of stimulation(h) Control Ang Ⅱ Ang Ⅱ+irbesartan

2 3.58±1.43 4.65±0.63 4.46±0.50

6 5±0.80 10.4±1.14＊＊★★ 7.52±0.46＊＊★★

12 5±0.16 14.8±0.83★★ 11.41±0.89＊＊★★

24 5.02±0.6★★ 17.8±0.84＊＊★★ 13.51±1.0＊＊★★

Ft=43.02, P=0.000;FG=80.42, P=0.000;＊＊:P<0.01 , vs

Control;##:P<0.01 , vs control group and AngⅡgroup;★★:P<

0.01 , vs 2 h

图 1　荧光显微镜下显示无血清培养 24 h心肌细胞 TUNEL染色结果 ,亮点为凋亡小体　(TUNEL×40)

Fig 1　Apoptotic bodies found after serum-free incubation for 24 h by fluorescent microscopy　(TUNEL×40)

图 2　荧光显微镜下显示 AngⅡ刺激 24 h心肌细胞 TUNEL染色结果 ,亮点为凋亡小体　(TUNEL×20)

Fig 2　Apoptotic bodies found after incubation with Ang Ⅱ for 24 h by fluorescent microscopy　(TUNEL×20)

图 3　荧光显微镜下显示 AngⅡ和 AT1R拮抗剂伊贝沙坦共同孵育 24 h心肌细胞 TUNEL染色结果 ,亮点为凋亡小体　(TUNEL×40)

Fig 3　Apoptotic bodies found after incubation with Ang Ⅱ and AT1R antagonist irbesartan for 24 h by fluorescent microscopy　(TUNEL×40)

3　讨论

　　本实验观察到随着时间的延长 ,AngⅡ刺激的心肌

细胞 caspase-3活性显著增高 , Bcl-2蛋白表达在刺激 2

h后 ,随刺激时间延长显著性降低 ,同时 TUNEL 染色

结果显示细胞凋亡逐步加重。通过实验还表明 ,心肌

细胞凋亡率与 caspase-3活性呈正相关 ,Bcl-2蛋白表达
呈负相关关系。表明 AngⅡ诱导心肌细胞凋亡是依赖

caspase 途径来完成 ,Bcl-2家族蛋白参与凋亡调节。加
入AT1R拮抗剂伊贝沙坦后削弱了 Ang Ⅱ诱导心肌细

胞凋亡作用 ,表明其作用可能通过 1型受体介导。通

过复习文献 ,提出 Ang Ⅱ诱导心肌细胞凋亡可能与下

列机制相关 。 ①AngⅡ通过 AT1R介导诱导心肌细胞

凋亡。本实验用 AT1R拮抗剂伊贝沙坦与血管紧张素

Ⅱ共同孵育心肌细胞 ,削弱了 AngⅡ诱导心肌细胞凋

亡作用。该结果表明血管紧张素Ⅱ诱导心肌细胞凋亡

与AT1受体介导有关。有文献[ 5]报道活体心肌细胞

在持续给于血管紧张素Ⅱ灌注时可诱导产生快速的细

胞凋亡 ,其作用可被缬沙坦(valsartan AT1R antagonist)

阻断 。本实验结果与其相同。但是 ,目前也有文献[ 6]

报道AngⅡ在体外培养小鼠心肌细胞不仅没有诱导凋

亡的作用 ,相反具有防止凋亡的作用。文献[ 7] 报道

AT1和AT2R的交联调节着胚胎大鼠平滑肌细胞的凋

亡 ,并且酪氨酸蛋白磷酸酶 SPH-1是 AT2R信号通路

的关键分子 。造成矛盾的结果 ,使我们认识到凋亡本

身的复杂性 ,同时对 AngⅡ诱导凋亡的机制的研究有

待进一步深入。 ②Ang Ⅱ诱导心肌细胞凋亡与 caspase

激活有关。实验观察到经 Ang Ⅱ干预后心肌细胞 cas-

pase-3活性显著升高 。通过复习文献提出 AngⅡ通过

AT1R介导诱导炎性因子表达增强 ,Fu等
[ 8]
的实验证

明 ,去甲肾上腺素诱导体外培养心肌细胞凋亡 ,是通过

心肌细胞表达TNF-α增高 ,TNF-α诱导 caspase-2 ,-3 ,-6 ,

和-9激活完成 。Caspase-3作为下游分子 ,通常以 32×

103的无活性半胱氨酸酶前体存在 ,无论哪种上游分子

被激活 ,它都跟随激活转为 20×103的活性片段[ 9] ,使

细胞凋亡进入执行阶段。本实验未观察上游事件 ,但

观察到下游 caspase-3活性显著增高现象。 ③Bcl-2家

组蛋白参加调节作用 。本实验观察到AngⅡ诱导心肌

细胞凋亡的同时 ,导致心肌细胞内 Bcl-2 蛋白表达下

降。抗凋亡蛋白 Bcl-2在控制细胞死亡中扮演重要角

色 ,但对其作用环节却有不同的报道 ,文献[ 10]报道认

为Bcl-2作用于 caspase级联反应的下游。文献[ 11]报
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道认为 Bcl-2作用于 caspase级联反应的上游。因本实

验没有监测细胞浆内细胞色素 C的水平 ,无法明确指

出AngⅡ诱导心肌细胞凋亡作用于上游还是下游。另

有文献[ 13]报道NO诱导大鼠平滑肌细胞凋亡的作用

是通过增加 Bax/Bcl-2基因表达的比例 ,导致细胞色素

C从线粒体释放到胞浆 ,最终激活 caspase-3导致凋亡。

本实验使我们进一步认识到 AngⅡ除了调节血压方面

以外的作用 ,实验结果表明 AngⅡ可能成为心肌细胞

的损伤因素 ,其机制可能与诱导凋亡有关。AT1R拮抗

剂不仅具有血液动力学效应 ,还可能通过抑制 AngⅡ

诱导的心肌细胞凋亡而产生心肌保护作用。
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关于计量单位的使用

　　在医学领域中几乎时时处处都离不开计量单位 。国务院于 1984-02-27公布了《关于在我国统一实行法定计

量单位的命令》和《中华人民共和国法定计量单位》 。1993-12-27国家技术监督局发布了《量和单位》国家强制标

准 ,全国必须统一采用的计量单位 。

　　我国的法定计量单位包括:①国际单位制的基本单位 ,如长度(m)、质量(kg)、时间(s)等;②国际单位制的辅

助单位;③国际单位制中具有专门名称的导出单位 ,如频率(Hz)、压力(Pa)、能量(J);④国家选定的非国际单位制

单位 ,如时间(min 、 h 、d)、转速(r/min);⑤由以上单位构成的组合形式单位 ,如速度(m/ s)、浓度(mol/L);⑥由词头

和以上单位所构成的倍数和分数单位 ,如μm 、kPa 、ml等。在医学写作时必须严格执行国务院的命令和有关的国

家标准。

　　各种单位除在无数值的叙述性文字中和科普读物中可使用中文名称或中文符号外 ,均应使用符号 。单位符

号都是正体拉丁和希腊字母 ,无复数形式 ,符号后不附加圆点(正常语法名字尾标点符号除外)。来源于人名的单

位 ,例如:Pa、Gy 、W等和106以上的词头 ,例如:M 、G 、T等的首字母大写以外均为小写 , “升”的符号可用大写(L)也

可用小写(l),一般在单独使用不加词头时用大写。数值与单位符号之间 、单位符号与相邻的其他符号(例如:化

学元素符号)之间应留半个阿伯数字空隙 ,词头与其所组合的单位符号之间不需空隙。词头不能单独使用 ,也不

能重叠使用(例如:“mμm”应为“nm”)。
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