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河豚毒素对缺血再灌注大鼠心肌细胞凋亡及相关蛋白表达的影响
綦俊，杨双强，刘胜中（重庆医科大学附属第一医院心胸外科，重庆４０００１６）

摘要：目的　 研究河豚毒素（ＴＴＸ）心脏停搏液对缺血再灌注大鼠心肌细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响。方法　 取Ｗｉｓｔａｒ
大鼠２４只，建立ＬａｎｇｅｎｄｏｒｆｆＮｅｅｌｙ离体心脏灌注模型，随机分为３组（ｎ ＝ ８）：基础组、ＳＴＨ２组、ＴＴＸ组。用ＴＵＮＥＬ法检测心
肌细胞凋亡指数，免疫组化测定凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｐ５３的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２蛋白表达。结果　 ＳＴＨ２组凋亡
指数（ＡＩ）（１１． ２０ ± ０． ７９）％高于ＴＴＸ组（６． ９２ ± １． １０）％和基础组（１． ３４ ± ０． ２３）％（Ｐ ＜ ０． ０１）。ＴＴＸ组Ｂｃｌ２的ＰＥＩ为
（２２． ６３ ± １． １０）％高于ＳＴＨ２组（１３． ５１ ± ０． ６７）％和基础组（２． ５２ ± ０． ５８）％（Ｐ ＜ ０． ０１）；ＳＴＨ２组Ｂａｘ的ＰＥＩ为（８． ０４ ±
０． ５７）％高于ＴＴＸ组（６． ０５ ± ０． ４６）％和基础组（２． １４ ± ０． ５７）％（Ｐ ＜ ０． ０１）。ＴＴＸ组Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ为３． ７８ ± ０． ４１高于ＳＴＨ２组
１． ７５ ± ０． １５（Ｐ ＜ ０． ０１）。ＴＴＸ组Ｂｃｌ２的相对蛋白含量为（８６． １ ± ０． ９８）％高于ＳＴＨ２组（５３． ２ ± １． ７６）％和基础组（２３． ７ ±
２． ６１）％（Ｐ ＜ ０． ０１）。ｐ５３蛋白在各组均未见明显阳性表达。结论　 与ＳＴＨ２比较，ＴＴＸ能减少缺血再灌注大鼠心肌细胞凋
亡数，其抗凋亡的机制可能与上调Ｂｃｌ２表达，下调Ｂａｘ表达，提高Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比值有关。
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　 　 河豚毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）是一种快速可逆的
细胞膜上钠离子（Ｎａ ＋）通道阻滞剂，具有高特异性，
在药理学、神经生理学等研究领域被广泛应用，是研
究Ｎａ ＋通道最常用的工具药。目前，已从器官水平
证明用ＴＴＸ停搏并保存后的离体大鼠心脏在血流
动力学、心肌酶学、能量物质保护和心肌细胞超微结
构保护等方面明显优于传统的Ｓｔ． Ｔｈｏｍａｓ液［１］；从
细胞水平证明与Ｓｔ． Ｔｈｏｍａｓ液比较，用ＴＴＸ停搏并
复搏的离体大鼠心肌细胞内Ｎａ ＋超载和Ｃａ２ ＋超载
均较轻，且心肌细胞活力更强［２］。本实验从心肌细
胞凋亡及凋亡相关蛋白的角度来研究ＴＴＸ心脏停
搏液的心肌保护作用机制。
１　 材料与方法
１． １　 材料
１． １． １ 　 实验动物及主要试剂　 成年健康雄性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只（由第三军医大学大坪医院实验动
物中心提供），体重２５０ ～ ３００ ｇ。ＴＴＸ：美国Ｓｉｇｍａ
公司。兔抗大鼠Ｂｃｌ２单克隆抗体、兔抗大鼠Ｂａｘ
单克隆抗体、兔抗大鼠ｐ５３单克隆抗体、兔抗大鼠
βａｃｔｉｎ单克隆抗体：Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司。ＰＶＤＦ膜：美
国ＤＵＰＯＮＴ公司。ＴＥＮＵＬ试剂盒：南京凯基生物科
技发展有限公司。ＳＰ９００１免疫组化试剂盒：北京
中杉生物公司。ＲＩＰＡ细胞裂解液：上海申能博彩生
物科技有限公司。
１． １． ２　 灌注液及停搏液配方　 配方见表１。
表１　 灌注液及停搏液配方
Ｔａｂ １　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｐｌｅｇｉａ

成分
／ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ Ｋ － Ｈ灌注液 ＳＴＨ －２心脏

停搏液
ＴＴＸ心脏
停搏液

ＮａＣｌ １１９ １１０ １１９
ＮａＨＣＯ３ ２５ － ２５
ＫＣｌ ４． ７５ １１６ ４． ７５
ＭｇＳＯ４ １． ２ － １． ２
ＫＨ２ＰＯ４ １． １８ － １． １８
ＣａＣｌ２ １． ４ ２． ０ １． ４
Ｇｌｕｃｏｓｅ １１ － １１
ＭｇＣｌ２ － １６ －

ＴＴＸ ／ μｍｏｌ·Ｌ －１ － － ２０
ｐＨ ７． ８ ７． ８ ７． ８

１． １． ３　 主要仪器和设备　 ＬＥ１２３０６离体心脏灌流系
统：澳大利亚ＡＤＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司。ＰＡＧＥ凝胶电泳
仪、ＴＲＡＮＳＢＬＯＴ ＳＤ半干电转移系统：美国ＢｉｏＲａｄ
公司。可见光／紫外凝胶扫描分析系统：美国ＵＶＰ公
司。扫描分析软件系统：美国ＬａｂｗｏｒｋｓＴＭ Ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ公司。ＧＤ８型病理影像多媒体图文操作系
统：成都金盘电子科大多媒体技术有限公司。
１． ２　 实验方法
１． ２． １　 鼠离体心脏灌注模型的建立　 腹腔注射肝
素钠２００ ｕ，２０ ｍｉｎ后脱颈处死大鼠，迅速取下心脏。
建立离体鼠心Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌注模型，主动脉根部灌
注３７ ℃，９５％ Ｏ２ ＋ ５％ ＣＯ２混合气持续氧合的ＫＨ
缓冲液，压力６０ ｍｍＨｇ。稳定后经左心耳插管，灌
注液转流至左心房，建立Ｎｅｅｌｙ左心室工作灌注模
型，灌注压１５ ｍｍＨｇ，后负荷５０ ｍｍＨｇ。
１． ２． ２　 动物分组及实验步骤　 随机均分为３组，每
组８只。基础组为缺血前对照；ＳＴＨ２组和ＴＴＸ组
为缺血再灌注实验组。基础组：离体鼠心持续用Ｋ
Ｈ液灌注工作６０ ｍｉｎ后取左心室标本备检。ＴＴＸ
组和ＳＴＨ２组待离体鼠心持续用ＫＨ液灌注工作
６０ ｍｉｎ后，分别用４ ℃ ＳＴＨ２和ＴＴＸ心脏停搏液从
主动脉根部缓慢灌注（２ ｍｉｎ，压力６０ ｍｍＨｇ）使心
脏停搏；低温保存６０ ｍｉｎ（其间３０ ｍｉｎ时分别追加
灌注ＳＴＨ２和ＴＴＸ心脏停搏液１次）；停搏６０ ｍｉｎ
后复温，复灌３７ ℃，９５％Ｏ２ ＋ ５％ ＣＯ２混合气持续氧
合的ＫＨ缓冲液，复跳，工作６０ ｍｉｎ后停止实验。３
组鼠心取左心室前壁全层心肌组织分为两份，一份
分别行Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｐ５３蛋白表达免疫组化染色及
ＴＵＮＥＬ检测；另一份用作Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测组织中
Ｂｃｌ２蛋白的表达。
１． ２． ３　 ＴＵＮＥＬ检测心肌细胞凋亡　 按试剂盒提示
操作，正常心肌细胞核呈蓝色，而凋亡阳性心肌细胞
核呈棕黄色。每只大鼠观察４张切片，每张切片在
光学显微镜下计数５个高倍镜视野（× ４００）中的凋
亡阳性细胞核数／总细胞核数，取其平均值为心肌细
胞凋亡率即凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｅｘ ，ＡＩ）。
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１． ２． ４ 　 免疫组化检测心肌组织中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｐ５３
的蛋白表达　 按试剂盒提示操作，每张切片随机计
数５个高倍镜视野（× ４００），应用ＧＤ８型病理影像
多媒体图文操作系统进行图像分析，测定阳性细胞
胞核或胞浆的平均光密度（Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ，ＯＤ值）
与阳性细胞百分比，计算蛋白阳性表达指数（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ，ＰＥＩ）。ＰＥＩ ＝ ＯＤ值×（阳性细胞
数／总心肌细胞数）×１００％。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌组织中Ｂｃｌ２的蛋白表
达　 ①操作步骤：组织蛋白质提取→总蛋白定量→聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ电泳）→蛋白质的电
转印→蛋白质的Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交→化学发光试剂
检测。②积分光密度值的测定：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果用
ＢｉｏＲａｄ图象分析系统照相，美国ＬａｂｗｏｒｋｓＴＭ Ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ公司的扫描分析软件系统行软件分析，以
Ｂｃｌ２蛋白条带的积分光密度值／ βａｃｔｉｎ蛋白条带的

积分光密度值表示Ｂｃｌ２蛋白的相对蛋白含量。
１． ３　 统计学处理

所有数据以均数±标准差（珋ｘ ± ｓ）或中位数±四
分位数间距（Ｍ ± Ｑ）表示，采用ＳＡＳ ８． ０进行统计
分析，使用方差分析、ｑ检验和非参数检验（秩和检
验）。
２　 实验结果
２． １　 ＴＵＮＥＬ检测心肌组织中心肌细胞凋亡的改变

心肌组织经ＴＵＮＥＬ染色，在基础组中偶见凋亡
心肌细胞，见图１Ａ。经过缺血再灌注后，心肌细胞
凋亡数明显增多。与ＴＴＸ组相比较，ＳＴＨ２组中凋
亡细胞的数目更多，见图１Ｂ，１Ｃ。心肌细胞凋亡
指数基础组为（１． ３４ ± ０． ２３）％，ＴＴＸ组为（６． ９２ ±
１． １０）％，ＳＴＨ２组为（１１． ２０ ± ０． ７９）％，与基础组比
较ＴＴＸ组和ＳＴＨ２组均有显著差异（Ｐ ＜ ０． ０１），
ＴＴＸ组与ＳＴＨ２组比较亦有显著差异（Ｐ ＜０． ０１）。

图１　 心肌细胞凋亡检测图
Ａ －基础组；Ｂ － ＴＴＸ组；Ｃ － ＳＴＨ２组
Ｆｉｇ １　 Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（ＴＵＮＥＬ × ４００）
Ａ － Ｂａｓｅ ｇｒｏｕｐ；Ｂ － ＴＴＸ ｇｒｏｕｐ；Ｃ － ＳＴＨ２ ｇｒｏｕｐ
２． ２　 免疫组织化学检测心肌细胞凋亡相关蛋白表
达结果
２． ２． １　 Ｂｃｌ２蛋白　 免疫组织化学染色后，基础组偶
见Ｂｃｌ２蛋白阳性染色细胞，见图２Ａ，ＳＴＨ２组的
Ｂｃｌ２蛋白阳性染色的细胞增多，见图２Ｂ，ＴＴＸ组的

Ｂｃｌ２阳性染色的细胞更多，见图２Ｃ。Ｂｃｌ２蛋白的
ＰＥＩ基础组为（２． ５２ ± ０． ５８）％，ＳＴＨ２组为（１３． ５１ ±
０． ６７）％，ＴＴＸ组为（２２． ６３ ± １． １０）％，与基础组比较
ＴＴＸ组和ＳＴＨ２组均有显著差异（Ｐ ＜０． ０１），ＴＴＸ组
与ＳＴＨ２组比较亦有显著差异（Ｐ ＜０． ０１）。

图２　 Ｂｃｌ２蛋白表达（免疫组化染色× ４００）
Ａ －基础组；Ｂ － ＳＴＨ２组；Ｃ － ＴＴＸ组
Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂａｓｅ ｇｒｏｕｐ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ４００）
Ａ － Ｂａｓｅ ｇｒｏｕｐ；Ｂ － ＳＴＨ２ ｇｒｏｕｐ；Ｃ － ＴＴＸ ｇｒｏｕｐ
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２． ２． ２　 Ｂａｘ蛋白　 免疫组织化学染色后，基础组偶
见Ｂａｘ蛋白阳性染色细胞，见图３Ａ，ＴＴＸ组的Ｂａｘ
蛋白阳性染色的细胞增多，见图３Ｂ，ＳＴＨ２组的
Ｂａｘ阳性染色的细胞更多，见图３Ｃ。Ｂａｘ蛋白的

ＰＥＩ基础组为（２． １４ ± ０． ５７）％，ＳＴＨ２组为（８． ０４ ±
０． ５７）％，ＴＴＸ组为（６． ０５ ± ０． ４６）％，分别与基础组
比较，ＴＴＸ组和ＳＴＨ２组均有显著差异（Ｐ ＜ ０． ０１）；
ＴＴＸ组与ＳＴＨ２组比较亦有显著差异（Ｐ ＜０． ０１）。

图３　 Ｂａｘ蛋白表达（免疫组化染色× ４００）
Ａ －基础组；Ｂ － ＴＴＸ组；Ｃ － ＳＴＨ２组
Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｂａｓｅ ｇｒｏｕｐ（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ４００）
Ａ － Ｂａｓｅ ｇｒｏｕｐ；Ｂ － ＴＴＸ ｇｒｏｕｐ；Ｃ － ＳＴＨ２ ｇｒｏｕｐ
２． ２． ３　 Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ比值　 Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ蛋白表达的比
值基础组为１． １９ ± ０． ０８，ＳＴＨ２组为１． ７５ ± ０． １５，
ＴＴＸ组为３． ７８ ± ０． ４１。ＴＴＸ组和ＳＴＨ２组与基础
组比较，均有显著差异（Ｐ ＜ ０． ０１）；ＴＴＸ组与ＳＴＨ２
组比较亦有显著差异（Ｐ ＜０． ０１）。
２． ２． ４　 ｐ５３蛋白　 所有组别的切片经免疫组织化
学染色后均未见ｐ５３蛋白的阳性表达。
２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测心肌细胞中Ｂｃｌ２蛋白表达
结果

ＴＴＸ组和ＳＴＨ２组中Ｂｃｌ２蛋白的相对蛋白含
量分别为（８６． １ ± ０． ９８）％、（５３． ２ ± １． ７６）％均比基
础组（２３． ７ ± ２． ６１）％高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０． ０１）；
与ＳＴＨ２组比较，ＴＴＸ组Ｂｃｌ２蛋白表达更多，（Ｐ ＜
０． ０１）差异有显著性，见图４。

图４　 心肌细胞中Ｂｃｌ２蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
Ａ －基础组；Ｂ － ＴＴＸ组；Ｃ － ＳＴＨ２组
Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｃｅｌｌ
（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）
Ａ － Ｂａｓｅ ｇｒｏｕｐ；Ｂ － ＴＴＸ ｇｒｏｕｐ；Ｃ － ＳＴＨ２ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论
细胞凋亡是组织细胞在正常生长发育过程中或

在病理条件下的主动死亡过程，受细胞内基因的精
确调控，是不同于细胞坏死的一种特殊的细胞死亡
形式。心肌细胞凋亡是心肌缺血再灌注损伤
（ＭＩＲＩ）的主要形式。Ｒａｐｈａｅｌ等［３］证实降低凋亡指
数，减少心肌细胞凋亡是减轻ＭＩＲＩ的重要机制之
一。参与细胞凋亡调控的蛋白很多，其中研究较多、
功能明确的是抑制凋亡蛋白Ｂｃｌ２，促进凋亡蛋白
Ｂａｘ、ｐ５３。凋亡相关蛋白在ＭＩＲＩ所致细胞凋亡中
发挥重要的调节作用。

ＴＴＸ能直接阻断心肌细胞Ｎａ ＋通道，使心肌细
胞不能形成动作电位而导致心脏停搏时心肌细胞处
于极化状态，较以往高Ｋ ＋去极化的停搏液（Ｓｔ．
Ｔｈｏｍａｓ液为代表）更接近生理，Ｃｈａｍｂｅｒｓ等将此种
停搏方式称作“极化停搏”。实验可见，同样经过缺
血再灌注，ＴＴＸ组凋亡指数明显低于ＳＴＨ２组，表
明ＴＴＸ能减少缺血再灌注损伤中心肌细胞的凋亡
数量，抑制心肌细胞凋亡，从而有效减轻ＭＩＲＩ。

凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２的作用机制，可能有以下
几个方面：①直接的抗氧化作用。②阻止细胞色素
Ｃ（Ｃｙｔｃ）从线粒体中的释放［４］。③维持促凋亡成员
在细胞内的定位分布，保护细胞不进入凋亡程序。
④抑制凋亡蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅｓ）的激活。⑤维持细胞
钙稳态。⑥干扰某些细胞周期蛋白的细胞转运。⑦
抑制促凋亡蛋白Ｂａｘ，Ｂａｋ的细胞毒作用。本实验中
通过免疫组化染色和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法都检测到ＴＴＸ
组心肌组织中Ｂｃｌ２蛋白的表达比ＳＴＨ２组明显增
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多同时伴随着凋亡减少、ＭＩＲＩ减轻。提示Ｂｃｌ２蛋
白可能参与ＴＴＸ心脏停搏液缺血再灌注模型中鼠
心肌细胞凋亡的调控，ＴＴＸ的心肌保护作用可能是
通过上调凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２从而抑制心肌细胞凋
亡来实现的。

促进凋亡蛋白Ｂａｘ蛋白由１９２个氨基酸残基组
成，相对分子质量为２３． ０ × １０３，定位于细胞质。
Ｈｏｃｈｈａｕｓｅｒ等［５］采用转基因技术，发现Ｂａｘ基因敲
除小鼠的离体心脏缺血３０ ｍｉｎ再灌注１２０ ｍｉｎ后，
用ＴＵＮＥＬ法测得凋亡阳性细胞较对照组显著减少。
本实验发现，ＴＴＸ组和ＳＴＨ２组的Ｂａｘ蛋白表达指
数均高于基础组，表明心肌缺血再灌注损伤时Ｂａｘ
蛋白表达增多；但ＴＴＸ组的Ｂａｘ蛋白表达却明显低
于ＳＴＨ２组，显示ＴＴＸ能抑制Ｂａｘ蛋白表达，提示
ＴＴＸ保护心肌细胞的作用可能与下调Ｂａｘ蛋白有关。

Ｄｉｅｐ等［６］在ＳＤ大鼠皮下注射心肌细胞凋亡诱
导因子血管紧张素Ⅱ，发现血管紧张素Ⅱ使Ｂｃｌ２ ／
Ｂａｘ比值比正常对照组降低了两倍，同时增加了心
肌细胞凋亡。实验发现与ＳＴＨ２组比较，ＴＴＸ组
Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ的比值增高，心肌细胞凋亡减少。机制可
能为：当Ｂｃｌ２高表达时，与Ｂａｘ形成异源二聚体使
Ｂａｘ失活，抑制凋亡发生；当Ｂａｘ表达增高时，Ｂｃｌ２
被磷酸化与Ｂａｄ相结合，Ｂａｘ就从异源二聚体中释
放出来，游离的Ｂａｘ可以形成诱导细胞死亡的同源
二聚体，当其易位到线粒体后破坏线粒体的功能，进
而导致Ｃｙｔｃ及凋亡蛋白酶激活因子１（Ａｐａｆ１）释放
入胞浆，启动Ｃａｓｐａｓｅ酶系级联反应从而导致细胞
凋亡。本研究再次证实凋亡终点事件的发生不仅与
促进凋亡蛋白或抑制凋亡蛋白的表达密切相关，更
重要的是依赖于抑制凋亡蛋白与促进凋亡蛋白的比
值；同时表明ＴＴＸ的心肌保护作用可能与提高Ｂｃｌ
２ ／ Ｂａｘ比值从而减轻心肌细胞凋亡密切相关。

有报道ｐ５３蛋白在急性缺血或缺血再灌注的心
肌细胞凋亡中起着重要作用［７］。Ｖｅｎａｔａｐｕｒａｍ等［８］

联合应用异氟醚与ｐ５３的抑制剂αｐｉｆｉｔｈｒｉｎ明显减
小缺血再灌注后兔心的心肌梗塞面积。本实验中各
组心肌组织运用免疫组化染色均未检测到ｐ５３蛋白
的明确表达，具体原因尚有待于进一步探讨。但与
Ｋａｗａｍｕｒａ等［９］报道相符：基因改造的高表达ｐ３００
基因的大鼠能对抗阿霉素所致心肌细胞凋亡及心
衰，仅通过提高Ｂｃｌ２基因表达水平实现，而ｐ５３没

有变化。
综上所述：与传统的ＳＴＨ２心脏停搏液比较，

ＴＴＸ心脏停搏液能减少大鼠缺血再灌注心肌细胞凋
亡的数量，具有更好的心肌保护作用；ＴＴＸ心脏停搏
液减轻心肌细胞凋亡可能是通过上调抑制凋亡蛋白
Ｂｃｌ２表达，下调促进凋亡蛋白Ｂａｘ表达，提高Ｂｃｌ
２ ／ Ｂａｘ比值来实现。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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