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对慢性心力衰竭大鼠心功能&心肌细胞凋亡及相关基因表达的影响
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摘
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要"目的
!

探讨促红细胞生成素"

TOW

#对慢性心力衰竭大鼠心功能$心肌细胞凋亡及凋亡相关基因表

达的影响%方法
!

选择
5&

只
YX

大鼠!随机分为研究组"

'&

例#$对照组"

'&

例#$空白组"

'&

例#'

5&

只大鼠均置

于相同环境下饲养!研究组和对照组大鼠采用阿霉素构建心力衰竭模型!模型构建成功后给予研究组大鼠

TOW

%采用
[TG@G@D)

彩色多普勒超声诊断仪检测各组大鼠心功能指标!然后处死大鼠并留取心脏标本!

"E9<-

法检测心肌细胞凋亡!荧光定量聚合酶链反应检测心肌组织中
!8H

和
OV3̂ +4S6

的表达%结果
!

空白组大

鼠心功能优于研究组大鼠和对照组大鼠"

!

%

&(&$

#!研究组大鼠心功能优于对照组大鼠"

!

%

&(&$

#'对照组大

鼠的心肌细胞凋亡指数明显高于研究组与空白组大鼠"

!

%

&(&$

#!研究组大鼠的心肌细胞凋亡指数高于空白组

大鼠"

!

%

&(&$

#'对照组大鼠
!8H+4S6

的表达水平明显高于研究组与空白组大鼠"

!

%

&(&$

#!研究组大鼠

!8H+4S6

的表达水平高于空白组大鼠"

!

%

&(&$

#'研究组大鼠
OV3̂ +4S6

的表达水平高于对照组大鼠和空

白组大鼠"

!

%

&(&$

#%结论
!
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有助于改善慢性心力衰竭大鼠的心功能!并能明显减少心力衰竭大鼠的心

肌细胞凋亡!其可能机制为活化
OV3̂

途径%

关键词"促红细胞生成素'
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慢性心力衰竭'
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!!

心力衰竭是心脏结构或功能异常性疾病引起的

心室充盈或射血能力受损而导致的综合征#是各种心

血管疾病终末期的临床表现)

%

*

'目前#临床上治疗心

力衰竭多从症状控制出发#尚缺少治疗心力衰竭的特

效药物'有学者研究发现#慢性心力衰竭患者存在心

肌细胞的过度凋亡和氧化应激过度激活'因此#有研

究者将促红细胞生成素$

TOW

%应用于慢性心力衰竭

合并贫血的治疗#结果发现其对心力衰竭患者心功能

的改善具有较好的作用)

'73

*

'而以往的研究报道#

TOW

的主要作用为抗凋亡(抗氧化应激#并对心(脑缺

血再灌注损伤具有明显的保护作用)

#

*

'因此#本研究

主要探讨
TOW

对慢性心力衰竭大鼠心功能(心肌细

胞凋亡的影响#并同时观察其对凋亡相关基因表达的

影响#现报道如下'

$

!

材料与方法

$($

!

材料来源
!

本研究使用的主要材料与试剂包

括!

YX

大鼠
5&

只)体质量$

''&Z'&

%

I

#购自成都达硕

实验动物有限公司*(阿霉素$购自某医院药剂科%(

TOW

$购自
Y@

I

+8

公司%(

"E9<-

试剂盒$购自天根公

司%(

"4V;,-4S6

抽提试剂盒$购自天根公司%(反转

录试剂盒$购自天根公司%及
4<8-Q8H=<?Q@A

$购自

天根公司%'

$(/

!

方法

$(/($

!

动物模型制备方法及给药方案
!

大鼠饲养!

健康清洁级
YX

大鼠
5&

只#随机分为研究组$

'&

只%(

对照组$

'&

只%(空白组$

'&

只%#分笼常规饲养#大鼠

自由进食饮水#每
'D

更换垫料'模型制备!大鼠适应

性生长
%

周后开始用药#研究组和对照组大鼠采用腹

腔注射阿霉素造模#

'($

毫克"$千克+次%#空白组大

鼠予以相同剂量的生理盐水腹腔注射'各组均每周

注射
'

次#共
$

周'造模完成后#给予研究组大鼠

TOW

)

$&`

"$

d

I

+

D

%*腹腔注射#而对照组与空白组大

鼠给予相同剂量的生理盐水腹腔注射#持续时间为

$

周'

$(/(/

!

大鼠心功能测定
!

选用
[TG@G@D)

彩色多普

勒超声诊断仪#采用
%'Q];

高频探头进行检查#主

要测量大鼠的左心室舒张末期内径$

.RTXX

%(左心

室收缩末期内径$

.RTYX

%#以及大鼠的左心室射血分

数$

.RT!

%'其后将大鼠处死#取心肌组织固定后

备用'

$(/('

!

"E9<-

法检测心肌细胞凋亡
!

操作步骤严格

按照
"E9<-

试剂盒说明书进行#具体如下!采用甲醛

溶液进行标本固定#固定完成后将所有标本进行石蜡

切片#每张切片厚度大约
$

#

+

#将上述切片在二甲苯

中脱蜡
3

次#每次脱蜡时间
$

'

!%

#+@9

#其后将标

本置于
&(30

的
]

'

W

'

中封闭
3&+@9

'封闭完成后将

标本置于
'&+

I

"

.

蛋白酶
^

溶液中消化细胞膜上的

蛋白及细胞核膜上的蛋白#时长
'&+@9

#然后加入

"E9<-

反应液#置于
3)f

恒温箱中将其孵育
%>

#再加

入荧光素抗体进行反应'反应完成后加入
X6U

染色

液进行染色#染色
3&+@9

后置于清水中漂洗
$+@9

后

加入苏木精进行复染#后置于梯度乙醇中脱水#蒸馏

水冲洗(干燥后封片'

正常大鼠左心室心肌细胞的细胞核呈蓝色#而凋

亡心肌细胞的细胞核呈棕色或棕黄色'随机计数
$

个$

j#&

%显微镜视野#计数总的细胞数和凋亡细胞

数#凋亡指数
c

$凋亡细胞数"总的细胞数%

j%&&0

'

$(/(1

!

荧光定量聚合酶链反应测定心肌
!8H

和

OV3̂

的
+4S6

表达
!

称取
%&&+

I

的心肌组织加入

约
%+."4V;,-

#将其进行匀浆后在
$&&&?

"

+@9

离心

机中离心#离心时间为
%&+@9

'离心完成后取上清

液#用
4S6

提取试剂盒提取心肌总
4S6

#随后按照

说明书进行反转录'引物序列来自南京建成生物工

程公司'

!8H

的上游引物为
$k7M[MM"6"[[""[

""[6MM73k

#下游引物为
$k7M"MM6[ 6M6 ""[

"M"MM73k

#扩增片段为
#))F

*

&

OV3̂

的上游引物为

$k76[6"[M"""M666M[M7"6"73k

#下游引物

为
$k7[M"["M[M"M6M"MM673k

#扩增片段为

3$/F

*

&

[6OX]

的上游引物为
$k76[[MM[ [M"

"M[M[[[M[73k

#下游引物为
$k7M"M[[[ 6[M

M6M6M[M6[73k

#产物为
#$&F

*

'扩增条件按照说

明书设置#其后对扩增产物进行检测'

$('

!

统计学处理
!

采用
YOYY%/(&

软件进行统计分

析#计量资料以
KZ:

表示#多组间比较采用单因素方

差分析#组间两两比较采用
.YX7?

检验#以
!

%

&(&$

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/($

!

3

组大鼠实验过程中存活情况
!

实验过程中#共

有
#

只大鼠死亡#其中研究组死亡
'

只#对照组死亡
'

只#空白组无大鼠死亡'其余大鼠均存活'

/(/

!

3

组大鼠心功能测定结果比较
!

空白组大鼠心

功能优于研究组大鼠和对照组大鼠#研究组大鼠心功

能优于对照组大鼠#差异均有统计学意义$

!

%

&(&$

%'

见表
%

'

表
%

!!

3

组大鼠心功能测定结果比较#

KZ:

%

组别
( .RTXX

$

++

%

.RTYX

$

++

%

.RT!

$

0

%

研究组
%P $(P#Z&(3'

"(

3())Z&('3

"(

)%(3)Z5(#3

"(

对照组
%P )(3'Z&(3&

(

$('%Z&(3'

(

$$('3Z#('/

(

空白组
'& #(#5Z&('/ '(''Z&(%5 P5(P/Z)(''

!!

注!与对照组比较#

"

!

%

&(&$

&与空白组比较#

(

!

%

&(&$

/('

!

3

组大鼠心肌细胞凋亡情况比较
!

对照组的心

肌细胞凋亡指数明显高于研究组与空白组$

!

%

&(&$

%#研究组的心肌细胞凋亡指数高于空白组$

!

%

&(&$

%'见图
%

'
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图
%

!!

3

组大鼠心肌细胞凋亡情况比较

/(1

!

3

组大鼠
!8H

和
OV3̂

的
+4S6

表达情况比

较
!

对照组大鼠的
!8H+4S6

的表达水平明显高于

研究组与空白组大鼠$

!

%

&(&$

%#研究组大鼠
!8H

+4S6

的表达水平高于空白组大鼠$

!

%

&(&$

%&研究

组大鼠的
OV3̂ +4S6

的表达水平高于对照组和空

白组大鼠$

!

%

&(&$

%'见表
'

'

表
'

!!

3

组大鼠的
!8H

和
OV3̂

的
+4S6

表达

!!!

情况比较#

KZ:

%

组别
( !8H+4S6 OV3̂ +4S6

研究组
%P &(5'Z&(&/

"(

%(P#Z&(%5

"(

对照组
%P &(/)Z&(%' &(/PZ&(%'

空白组
'& &(3%Z&(&$

"

%(&3Z&(&/

!!

注!与对照组比较#

"

!

%

&(&$

&与空白组比较#

(

!

%

&(&$

'

!

讨
!!

论

!!

慢性心力衰竭的发病原因复杂#目前主要认为其

与长期的高血压(冠状动脉硬化等密切相关'这些病

因引起心室壁缺血#使心肌长期供氧不足#导致心肌

细胞出现坏死(凋亡等一系列变化'尤其是长期存在

的心肌细胞凋亡#被认为是慢性心力衰竭形成的主要

机制)

$75

*

'大片心肌细胞凋亡(坏死时导致心室壁收

缩能力下降(顺应性降低#进而导致心力衰竭'

在关于心力衰竭的研究中#其首要任务是构建心

力衰竭的动物模型'目前构建心力衰竭模型的主要

方法有药物法和外科手术法#而外科手术多用于构建

急性心力衰竭模型)

)7P

*

'药源性心力衰竭模型主要采

用心脏毒性药物来损伤或降低心肌收缩能力#显著降

低射血分数#引起心室功能不全#从而导致心力衰竭'

阿霉素是用于构建心力衰竭动物模型的药物之一#目

前认为阿霉素在构建心力衰竭动物模型的过程中#主

要通过自由基的连锁反应而形成心肌毒性机制)

/

*

'

邓琴琴等)

%&

*发现#在采用阿霉素构建心力衰竭模型的

过程中#血清超氧化物歧化酶和血清丙二醛在心力衰

竭动物模型体内呈高表达状态#而机体过氧化应激导

致的心肌毒性作用主要通过激活细胞凋亡而形成'

!8H

又被称为凋亡蛋白
7%

#由研究者于
%/P/

年发

现'

!8H

主要存在
"

淋巴细胞(髓样细胞和成纤维细

胞表面#膜结合型的
!8H

与配体
!8H.

特异性结合#激

活信号传导通路#触发细胞凋亡'由此可见#

!8H

的表

达与细胞的凋亡密切相关)

%%7%'

*

'在本研究中#比较了

空白组大鼠和对照组大鼠的凋亡指数和
!8H+4S6

表达情况#结果发现#慢性心力衰竭大鼠$对照组%的

凋亡指数和
!8H+4S6

的表达均明显高于正常大鼠

$空白组%#这提示在慢性心力衰竭大鼠心肌组织中存

在凋亡通路的激活'

OV3̂

"

6d=

信号通路是近年来发现的体内重要的

信号转导通路之一'

OV3̂

被激活后#细胞膜上产生

第二信使
OVO3

#

OVO3

与细胞内含有
O]

结构域的信

号蛋白
6d=

和
OX̂ %

结合#促使
OX̂ %

磷酸化
6d=

蛋

白的某些位点#使得
6d=

得到活化'活化的
6d=

继续

磷酸化其下游信号分子$如
+"W4

%#这些下游的分子

被激活后主要起到促进细胞生长(抑制细胞凋亡的作

用'由此可见
OV3̂

是机体中的一项重要的抗凋亡

因子)

%37%#

*

'

TOW

主要由肾脏分泌#其受体在机体内广泛分

布#又以心脏(肾脏及血管分布最多'以往的研究发

现#

TOW

对机体的调节作用是促进血红蛋白的生成#

而近几年有学者研究发现#

TOW

对心血管亦具有保护

作用#其保护作用体现在抗细胞凋亡(促血管生成(抗

炎(抗氧化应激作用(促进心肌细胞增殖方面#而其具

体机制尚不明确)

%$

*

'

基于上述研究#本研究的主要目的是在于证明

TOW

对于慢性心力衰竭大鼠心肌组织的抗凋亡作用'

本研究发现#采用
TOW

治疗心力衰竭大鼠一段时间

后#其凋亡指数(

!8H+4S6

的表达水平均低于未采

用任何治疗措施的大鼠#而采用
TOW

治疗心力衰竭

大鼠的
OV3̂ +4S6

的表达量也高于未采用任何治

疗措施的大鼠'但在与正常大鼠做比较时发现#研究

组大鼠的凋亡指数(

!8H+4S6

的表达仍高于空白组

大鼠#这提示
TOW

并未治愈心力衰竭'此外#本研究

还对比了不同组别大鼠的心功能#发现空白组大鼠心

功能优于研究组和对照组大鼠#研究组大鼠心功能优

于对照组大鼠#显示了
TOW

在改善慢性心力衰竭大

鼠心功能方面的作用'

综上所述#

TOW

有助于改善慢性心力衰竭大鼠的

心功能#并能明显减少心力衰竭大鼠的心肌细胞凋

亡#其可能机制为活化
OV3̂

途径'
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Ỳ ]b

#

.V\b

#

M]TS"Y

#

<=8-(Q<-8=,9@98==<9E8=<H897

I

@,=<9H@9

'

7@9DEC<DC8?D@,+

:

,C

:

=<>

:*

<?=?,

*

>

:

=>?,E

I

>=><

M

:

O6

"

MX%#)H@

I

98-@9

I*

8=>J8

:

)

\

*

(Q,-M<--U@,C><+

#

'&%5

#

#''

$

%

"

'

%!

P$7/$(

)

'

*

]6.T[Q

#

]6YY6SY.

#

]`QQT.Y.

#

<=8-(V+

*

8C=

,B8

*

>8?+8C@H=7+8978

I

<D ><8?=B8@-E?<

*

,H=D@HC>8?

I

<

$

F?@D

I

<

%

C-@9@CB,?G<=<?89H

)

\

*

(699O>8?+8C,=><?

#

'&%)

#

$%

$

)

%!

$$$7$5'(

)

3

*

L644TS7[6Y]M

#
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R6aè Ta.

#

<=8-(WH=<,=,+<

H@9EHB-,,?<-<G8=@,9J@=>,E=

I

?8B=@9

I

+8=<?@8-

!

8%7

:

<8?

*

?,H

*

<C=@G<

*

@-,=H=ED

:

J@=>V"V@+

*

-89=H

)

\

*

(M-@9 W?8-

V+

*

-89=H4<H

#

'&&5

#

%)

$

5

%!

5)/75P5(

)

/

*

M64X64WOW.V[

#

646n\W Q

#

.VSX]T\(X

:

98+@CH

,BF,9<=@HHE<B,?+8=@,9@9=,,=><A=?8C=@,9H@=<H

!

89<A7

*

<?@+<9=8-H=ED

:

@9D,

I

H

)

\

*

(\M-@9O<?@,D,9=,-

#

'&&3

#

3&

$

/

%!

P&/7P%P(

)

%&

*

SW.6SO\

#

!4TTQ6S ^

#

4̂6̀ "4 6(M,??<-8=@,9

F<=J<<9YC>9<@D<?@89+<+F?89<

*

<?B,?8=@,989DH@9EH-@B=

I

?8B=,E=C,+<

!

8?<=?,H

*

<C=@G<<G8-E8=@,9,B3$/8E

I

+<97

=<DH@9EH

)

\

*

(\W?8-Q8A@--,B8CYE?

I

#

'&%#

#

)'

$

%

%!

#)7$'(

)

%%

*

OWQQT4 U

#

S̀[T4 T

#
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