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黄芪甲甙对大鼠阿霉素心肌细胞凋亡的影响
*

钟 飞,李 辉,周卫华
(吉首大学医学院, 湖南 吉首 416000)

摘 要: 目的 探讨黄芪甲甙对大鼠阿霉素心肌病心肌细胞凋亡及其端粒酶活性表达的影响. 方法 雄性 SD大鼠,体重

250 g左右.建立阿霉素心肌病模型, 随机分为黄芪甲甙干预组、模型组 (阿霉素组 )、正常对照组、正常大鼠黄芪甲甙对照

组. 用原位末端标记法 ( TUN EL )标记凋亡的心肌细胞, 用 TRAP PCR EL ISA 法检测端粒酶活性.结果 阿霉素组凋亡指数明

显高于对照组 (P < 0. 05), 黄芪甲甙干预组凋亡指数明显低于阿霉素组 (P < 0. 05), 但仍高于对照组 (P < 0. 05); 黄芪甲甙

干预组与阿霉素组比较,端粒酶活性明显升高 (P < 0. 05),但仍低于对照组 (P < 0. 05). 结论 心肌细胞凋亡是阿霉素心肌病

的重要机制, 黄芪甲甙干预治疗可减少阿霉素心肌病的心肌细胞凋亡, 可能与黄芪甲甙能提高端粒酶活性有关.
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阿霉素 ( A dr iam ycin, ADR )是一种高效的广谱抗肿瘤药物, 临床上常用于治疗多种肿瘤, 但其对心肌有损伤, 严重时可

致阿霉素性心肌病 [ 1].

端粒是位于真核细胞线染色体末端的特殊蛋白复合物,可防止双链打开时染色体末端被识别, 以保持其完整性和稳定

性. 端粒酶及其相关蛋白共同调节端粒结构、长度及其末端复制功能.端粒酶由端粒逆转录酶和端粒酶成分组成, 后者系合

成新的端粒序列的模板. 近来研究发现, 原发性高血压、动脉粥样硬化、心力衰竭等心血管疾病发生发展过程中存在端粒长

度、端粒酶活性的相关变化,表达增加, 促进心肌细胞增生, 减少细胞凋亡. [2]但端粒酶在阿霉素损伤心肌病理中的作用, 目

前尚未见报道.

黄芪甲甙为黄茂有效成分皂甙类的一单体成分. 笔者通过观察大鼠阿霉素损伤心肌端粒酶活性及其催化亚基的表达

以及黄芪甲甙干预后的改变,探讨黄芪甲甙对阿霉素损伤心肌细胞端粒酶活性的作用.研究表明, 黄芪甲甙可抑制病毒的复

制, 减轻心肌纤维化与心肌细胞凋亡, 防止心功能紊乱、心衰; 比较不同剂量黄芪甲甙对阿霉素损伤心肌端粒酶的影响, 发现

低黄芪甲甙及中黄芪甲甙剂量对端粒酶活性无影响,而只有高剂量黄芪甲甙才能增强端粒酶活性.

1 材料与方法
1. 1材料

黄芪甲甙购于 S igm a公司; SD大鼠, 4周龄、雄性、近系纯种、清洁级, 为吉首大学医学院自己饲养; TR Izo l试剂、逆转录

酶和 T aq聚合酶、原位细胞凋亡检测试剂盒均购于 Invitrogen公司;端粒酶活性试剂盒购自 M illipore公司.

1. 2方法

1. 2. 1阿霉素心肌病模型建立及分组 雄性 SD大鼠, 体重 250 g左右,阿霉素剂量每次 20 mg /kg, 溶于注射用水 0. 5 mL中,

腹腔注射, 隔天 1次,共 6次,总剂量为 120 mg /kg, 于 2周内注射. [ 3]检测血清肌磷酸激酶、血清脑钠素 ( BN P)水平作为心力

衰竭生化指标, 彩色超声心动图测定心功能参数. 以左室射血分数、左室缩短分数较正常参考值下降 30% ,同时有血清肌磷

酸激酶升高、血清脑钠素升高作为心肌病模型并心力衰竭建立成功的标准 .然后按随机分组原则进行分组.

A组 (黄芪甲甙干预组 ): 在造模完成 2周后 (即最后 1次注射阿霉素 2周 )开始每天给予黄芪甲甙 5 m g /kg,用 1%甲基

纤维素钠 0. 1 mL溶解, 灌胃,每天 1次, 疗程 14 d; B组 (模型组 (阿霉素组 ) ):在造模完成 2周后 (即最后 1次注射阿霉素 2

周 ) ,给予 1%甲基纤维素钠 0. 1 mL,灌胃, 每天 1次 ,共 14 d; C组 (正常对照组 ) :正常大鼠, 腹腔注射与阿霉素等体积的注

射用水, 隔天 1次,共 6次. 治疗开始后每天给予 1%甲基纤维素钠 0. 1 mL, 灌胃, 每天 1次, 共 14 d; D组 (正常大鼠黄芪甲
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甙对照组 ):正常大鼠处理同 D组,治疗开始后每天给予黄芪甲甙,剂量、用法同 A组. 第 15天处死全部大鼠.

1. 2. 2凋亡细胞原位标记 ( TUN EL )与半定量分析 心肌组织行常规石蜡包埋, 每个标本取 3个不同部位的切片, 厚 4 m,

采用 TUNEL法标记凋亡细胞核中的 DNA 3, OH 末端.凋亡细胞半定量分析: 镜下正常心肌细胞核呈蓝色,凋亡细胞核呈

深浅不一的红色颗粒状.在计算机图像分析仪上, 在 400倍视野下,每张切片拍摄 5个阳性视野,每个视野计数 200个细胞

核, 根据阳性细胞所占的百分比作为凋亡细胞阳性指数 ( A I) [ 4] . A I等于凋亡阳性细胞数 /总细胞数 100. A I作为心肌细胞

凋亡数量的半定量参数.

1. 2. 3 TRAP PCR EL ISA 法检测端粒酶活性的影响 收集大鼠外周血 0. 5 mL, 经 F icoll梯度离心分离单个核细胞 (约 1

106 ),按试剂盒说明制备端粒酶提取液.取提取液上清 2 L, 加入含有 50 L反应混合物的 TRAP反应管中, 混匀, 加入 50

L液体石蜡,置 25 水浴保温 30 m in,在 PCR仪上经 94 和 2 m in灭活后,再分别经 94 和 30 s、48 和 30 s、72 和 90

s共 35次循环扩增; 于 72 延伸 10 m in后 ,分别取扩增产物 30 L加入含有杂交反应液的微孔板各孔中,混匀, 置 37 恒

温反应 1 h,加入显色剂, 37 避光显色 10 m in,加入终止液终止反应, 测 450 nm 的光吸收值,以光吸收值的大小反映端粒

酶活性的高低 [ 5- 6] .

1. 2. 4统计学处理 所有数据以均数 标准差 ( x s)表示,采用 SPSS13. 0 for w indow s专业统计软件进行数据分析处理, 两

样本均数间比较用 t检验.多个样本均数间的比较用方差分析, 多个样本均数间的两两比较用 q检验 ( N ewm an K euls法 ) .

2 结果
2. 1心肌细胞凋亡指数的变化

阿霉素组凋亡指数明显高于对照组 (P < 0. 05) ,黄芪甲甙干预组凋亡指数明显低于阿霉素组 (P < 0. 05), 但仍高于对照

组 (P < 0. 05) (见表 1).

2. 2黄芪甲甙对心肌细胞端粒酶活性的影响

黄芪甲甙干预组与阿霉素组比较,端粒酶活性明显升高 (P < 0. 05), 但仍低于对照组 (P < 0. 05) (见表 1).

表 1 凋亡指数、端粒酶光吸收检测比较

A组 B组 C组 D组

细胞凋亡率 19. 77 2. 93a 40. 05 1. 96 3. 75 0. 16 3. 30 0. 11

端粒酶阳性表达率 74. 82 0. 94a 30. 17 1. 30 80. 45 1. 51 81. 27 0. 13

注 肩标 a表示 P < 0. 05有显著差异

3 讨论

阿霉素所引起的心肌损伤的机制尚未完全阐明,有报道 [ 7]认为阿霉素心肌病的心肌损伤与其所引发的心肌细胞凋亡

有关, 心肌细胞凋亡是阿霉素心肌病的重要机制. 该研究显示,阿霉素组心肌细胞凋亡指数明显高于黄芪组和对照组,进一

步说明细胞凋亡机制参与了阿霉素心肌病的病理过程.

阿霉素是一种高效广谱抗肿瘤药物,但是同时对心肌的损伤不容小视, 它能引发心肌细胞的凋亡, 加速心肌毒性.该实

验研究人员在发现阿霉素在引起心肌细胞凋亡的过程中,同时观测了端粒酶的变化,发现阿霉素会同时降低心肌细胞端粒

酶的活性; 心肌端粒酶活性的表达能够让心肌细胞具有复制功能 [ 8- 9], 能够进行有丝分裂和修复, 获得增殖的能力, 有效地

保护心肌细胞的新陈代谢 [ 10- 14] . 端粒酶活性的降低会加速心肌细胞的凋亡, 实验中阿霉素组心肌的凋亡明显大于正常细

胞, 其端粒酶的表达也远远低于正常细胞.

黄芪是一种传统的补气药物,黄芪甲甙为黄芪有效成分皂甙类的一单体成份. 实验中发现黄芪甲甙对阿霉素心肌损伤

有良好的改善作用, 能显著降低阿霉素对心肌细胞的凋亡作用, 增强端粒酶的活性, 改善心脏功能, 从而推测黄芪甲甙可能

具有促进心肌细胞再生和修复功能 [ 15- 16].

实验研究表明, 黄芪甲甙能有效抑制阿霉素引起的心肌细胞凋亡, 从而为黄芪甲甙临床防治阿霉素心脏毒性提供可靠

的药理学依据. 其机制可能是通过提高端粒酶活性, 上调其催化亚基的表达, 增强心肌细胞的有丝分裂和修复, 从而减少心

肌细胞坏死和凋亡, 改善阿霉素毒性心肌病理损伤程度.
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Effects of Astragaloside on Cardiomyocyte Apoptosis in

Adriam ycin Induced Cardiom yopathy in Rats

ZHONG Fe,i LIH u,i ZHOU W ei hua

(M ed ica l College o f Jishou U n ive rs ity, Jishou 416000, H unan Ch ina)

Abstract: Objective To explore the effects o fA stragaloside on cardiom yocy te apoptosis and the expression o f te

lom erase in adriam ycin ( ADR ) induced card iom yopathy in rats. MethodsM a le SD rats w e ighing abou t 250 g

w ere used to establish the m odel ofAdriam ycin induced Cardiom yopathy, then random ized into groups: Astraga lo

side group, ADR group, contro l group and contro l+ A stragaloside group. A popto tic cardiom yocy tes w ere detected

using the term inal deoxynucleo tidyl transferase m ediated dUTP n ick end labe ling m ethod ( TUNEL). The expres

sion of te lom erase w as determ ined by TRAP PCR ELISA m ethod. Results Com pared w ith contro l group, ADR

group had sign ificantly higher index o f apoptot ic cardiom yocy tes (P < 0. 05). The apoptotic index in A stragaloside

group w as less than tha t in ADR g roup (P < 0. 05) , how ever sign ificantly h igher than that in contro l group and

contro l+ Astragaloside g roup (P < 0. 05). The expression of telom erase in A stragaloside group w as significant ly

higher than that in ADR g roup(P < 0. 05) , how ever sign if icantly low er than that in control group and control+

A stragaloside group (P < 0. 05). Conc lusionsM yocardial apoptosis is an im portan tm echan ism o f adriam yc in in

duced card iom yopathy. A stragaloside therapy can inhibit cardiom yocy te apoptosis in adriam yc in induced card io

m yopathy, partly because itm ight increase expression of telom erase. .

Key words: astraga loside; adriam ycin; m yocard ium; apoptosis; te lom erase (责任编辑 向阳洁 )
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