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摘摇 要摇 目的摇 观察尾加压素域(U域)对心肌细胞氧化应激反应的影响及其机制。 方法摇 体外培养新生 SD 乳鼠

心肌细胞,建立尾加压素域诱导心肌细胞氧化应激反应模型。 用活性氧(ROS)敏感的 DCFH鄄DA 探针测定胞内 ROS 水

平。 以细胞存活率、丙二醛(MDA)含量、上清液乳酸脱氢酶(LDH)活性、胞内超氧化物歧化酶(SOD)活性作为心肌细胞

损伤的指标,免疫印迹法测定 NADPH 氧化酶亚单位 p22 phox表达情况。 结果摇 U域可显著提高胞内二氯荧光黄(DCF)荧

光信号强度,降低细胞存活率及 SOD 活性,上调 LDH 活性及 MDA 含量。 U域能上调 NADPH 氧化酶亚单位 p22 phox表达。
结论摇 U域可诱导心肌细胞氧化应激损伤反应,机制可能与增强 NADPH 氧化酶亚单位 p22 phox表达有关。
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Effects of Urotensin 域 on Cardiomyocyte Oxidative Stress and NADPH Oxidase p22 phox

Expression
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ABSTRACT摇 Objective摇 To investigate the effects and mechanism of urotensin II (U域) on cardiomyocyte oxidative
stress. 摇 Methods 摇 The model of cardiomyocyte oxidative stress induced by U域was established in the primary culture of
neonatal rat cardiomyocytes. The content of reactive oxygen species ( ROS ) was measured by ROS sensitive 2, 7鄄
dichlorofluorescein diacetate(DCFH鄄DA) probe. As indexes of cardiomyocyte oxidative stress, the cell vialibity, cellular contents
of MDA, SOD, and LDH were tested. The expression of NADPH oxidase p22 phox was assessed by Western blot. 摇 Results 摇
Urotensin 域 significantly enhanced the intracellular dichlorofluorescein(DCF) signal, inhibited cell survival and SOD activity,
upregulated LDH and MDA, and increased the p22 phox expression. 摇 Conclusion 摇 The stimulation of urotensin 域 for
cardiomyocyte oxidative stress may be associated with upregulation of p22 phox expression.
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摇 摇 尾加压素域(urotensin 域,U域)是一种生长抑素

样环肽,属神经肽范畴[1]。 其受体在心血管系统广泛

表达[2]。 目前研究发现 U域与心肌肥厚及充血性心力

衰竭密切相关[3],其能诱导培养的新生乳鼠心肌细胞

肥大[4鄄5]。 心肌细胞的肥大反应需要氧化应激反应的

激活。 作为一种新的心肌肥大诱导剂,U域对心肌细

胞氧化应激反应的作用笔者尚未见报道。 本实验中以

培养的新生乳鼠心肌细胞为实验模型,观察 U域对心

肌细胞氧化应激反应的影响,并观察其对还原型烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸( reduced form of nicotinamide
adenine dinucleotide 3鄄phosphate, NADPH ) 氧 化 酶

p22phox亚单位表达的影响,以进一步探讨 U域的心血
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管药理作用机制。
1摇 材料与方法摇
1. 1摇 材料 摇 清洁级新生 SD 乳鼠购于华中科技大学

同济医学院实验动物中心,许可证号:SYXK(鄂)2008鄄
0008。 U域、达尔伯克改良伊格尔培养基(Dulbecco's
modified Eagle's medium,DMEM)、胰蛋白酶和胎牛血

清购于美国 Gibco 公司,超氧化物歧化酶( superoxide
dismutase,SOD)、丙二醛(malonaldehyde,MDA)、乳酸

脱氢酶( lactate dehydrogenase,LDH)测定试剂盒均购

自南京建成生物工程研究所。 DMEM 干粉培养基、胰
蛋白酶、胎牛血清(Gibco 公司),PMSF、小鼠抗大鼠

p22 phox单克隆抗体(Sigma 公司)。 其余试剂为国产分

析纯。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 细胞培养和试验分组 摇 1 d 龄新生 SD 乳鼠,
无菌条件下开胸取左心室,剪碎后置于预热的0. 125%
胰蛋白酶液 37 益水浴反复消化 6 次,每次 10 min 直

·2821· Herald of Medicine Vol郾 31 No郾 10 October 2012



至组织块消化完全,收集上清液,1 000 r·min-1 离心

10 min,加入培养基制成细胞悬液,接种于培养瓶,二
氧化碳培养箱静置培养 90 min 后行差速贴壁以去除

成纤维细胞。 收集未贴壁细胞接种于 6 孔板,置于

37 益、5%二氧化碳(CO2)培养箱中培养 2 d,然后换

正常培养基。 根据所加试剂分为对照组及试验组:淤
对照组,给予等体积培养液;于U域 低、中、高剂量组

(10-10,10-9,10-8mol·L-1)。
1. 2. 2摇 活性氧(reactive oxygen species,ROS)水平变化

的检测摇 培养第 4 天,培养液中加入乙酰乙酸二氯氢化

荧光素二酯 ( chlormethy鄄2,7鄄dichlorodihydrofluorescein
diacetate,DCFH鄄DA),终浓度为 5 滋mol·L-1,细胞内生

成 的 ROS 可 将 其 氧 化 为 二 氯 荧 光 黄

(dichlorofluorescein,DCF)而被检测。 置于 37 益避光孵

育 30 min 后,用 磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗 3 遍,加入胰

酶消化细胞,再用含 10%胎牛血清终止消化。 荧光分光

光度计在激发光波长 485 nm、发射光波长 535 nm 下观

察胞内产生荧光强度的变化,反映细胞内 ROS 水平。
1. 2. 3摇 细胞存活率摇 细胞存活率用锥虫蓝拒染实验

测定。 用 0. 125% 胰酶消化分离贴壁心肌细胞,制成

单细胞悬液,取各组细胞悬液 450 滋L 移入试管中,加
0. 04%锥虫蓝溶液 50 滋L 混匀。 用细胞计数板在光镜

下分别计数活细胞和死细胞(蓝染细胞)。 细胞存活

率(% ) = 未蓝染细胞 / (蓝染细胞 +未蓝染细胞) 伊
100% 。
1. 2. 4 摇 胞内 MDA 含量、培养液中 LDH 活性和 SOD
活性摇 LDH 能催化乳酸生成丙酮酸,后者与 2,4鄄二硝

基苯鄄肼反应生成的丙酮酸二硝基苯腙,在碱性溶液中

呈棕红色,通过比色法可反映 LDH 活力。 各组细胞经

处理后,取其培养液,根据试剂盒步骤,在酶标仪上测

定 LDH 活性。 各组细胞经处理后,吸弃原培养液。 用

PBS 洗 2 次,置低温冰箱( -70 益)反复冻融,取上清

液,按试剂盒使用说明测定 MDA 含量和 SOD 活力。
1. 2. 5 摇 NADPH 氮化酶亚单位 p22 phox表达 摇 细胞先

经冷 PBS 冲洗 3 遍,裂解细胞,100 益水浴 10 min 后,
10 000伊g 离心 10 min,收集上清液,采用考马斯亮蓝

法进行蛋白定量,制备好的蛋白样品置-80 益冰箱保

存备用。 以20 滋g蛋白 /泳道上样,经聚丙烯酰胺凝胶

SDS / PAGE 电泳后,电转膜至硝酸纤维膜。 室温封闭

3 h,加一抗,室温下孵育 2 h,再加 110 000 稀释的二

抗室温下孵育 1 h,采用 DAB 显色试剂盒进行显色2 ~
5 min,待蛋白条带显色清晰时,中止反应,拍摄照片,
对结果进行吸光度扫描分析。
1. 3摇 统计学方法 摇 所有数据均采用均数 依标准差

(x依s)表示,用 SPSS 12. 0 统计软件包进行单因素方差

分析。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2摇 结果摇
2. 1摇 U域对心肌细胞 ROS 的产生的影响摇 免疫荧光

法显示,对照组心肌细胞内荧光信号较低,各浓度 U域
处理后,心肌细胞内 ROS 明显聚集,荧光信号显著增

强,差异有统计学意义。 见图 1。

图 1摇 4 组 ROS 水平的检测值摇
A. 对照组;B. 10-10 mol·L-1 U域组;C. 10-9 mol·L-1 U域

组;D. 10-8 mol·L-1 U域组;与对照组比较,*1 P<0. 05,*2 P<
0. 01

Fig. 1摇 The ROS levels in 4 groups摇
A. control group; B. 10-10 mol · L-1 U 域 group; C. 10-9

mol·L-1U域group;D. 10-8 mol·L-1 U域 group;Compared with
control group,*1P<0. 05,*2P<0. 01

2. 2摇 U域对心肌细胞氧化应激损伤的影响摇 锥虫蓝

摄取实验显示,对照组细胞生长状态良好,存活率

(91. 39依9. 28)% ;各浓度 U域处理后,心肌细胞存活

率较对照组明显下降,同时 MDA 含量和 LDH 活性明

显上调,而 SOD 活性明显下降,差异有统计学意义。
见表 1。
2. 3摇 U域对心肌细胞 NADPH 氮化酶亚单位 p22 phox表

达的影响摇 结果显示,对照组心肌细胞 p22 phox表达较

低,各浓度 U域处理后,p22 phox表达显著增加,差异有

统计学意义。 见图 2。
3摇 讨论摇

心室重塑是心肌梗死、高血压等疾病的重要病理

生理过程,包括心肌细胞肥大,促进进行性心室扩大和

心力衰竭[6]。 在心室重塑过程中,氧化应激起重要作

用。 NADPH 氧化酶在心肌细胞是超氧阴离子的主要

来源。 调控氧化应激是临床上治疗心肌损伤的重要途

径[7]。
MDA 是 ROS 引发脂质过氧化反应的终产物,它

可损伤生物膜脂质双分子层结构,其浓度增高反映了

细胞膜上脂质过氧化反应增强。 SOD 是内源性抗氧

化系统的重要抗氧化酶之一,能保护心肌细胞免受氧
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表 1摇 U域对心肌细胞存活率、MDA 含量、LDH 活性及 SOD 活性的影响摇
Tab. 1摇 Effects of U域 on cell survival rate,MDA content,LDH activity and SOD activity of myocytes摇 x依s

组别 细胞存活率 / % MDA / (mmol·L-1)
LDH SOD

(U·L-1)
U域(10-10 mol·L-1) 82. 25依8. 78*1 0. 612依0. 078*1 42. 97依9. 12*1 48. 22依5. 12*1

U域(10-9 mol·L-1) 72. 86依9. 57*2 0. 786依0. 092*2 57. 46依6. 88*2 39. 67依4. 01*2

U域(10-8 mol·L-1) 60. 55依7. 21*2 0. 903依0. 103*2 60. 56依4. 18*2 29. 96依3. 02*2

对照组 91. 39依9. 28 0. 580依0. 090 31. 16依5. 78 53. 87依7. 22

摇 摇 与对照组比较,*1P<0. 05,*2P<0. 01
Compared with control group,*1P<0. 05,*2P<0. 01

图 2摇 U域对 p22phox表达的影响摇
A. 对照组;B. 10-10 mol·L-1U域组;C. 10-9 mol·L-1U域组;

D. 10-8 mol·L-1U域组;与对照组比较,*1P<0. 05,*2P<0. 01
Fig. 2摇 Effects of U域 on p22phoxexpression摇
A. control group; B. 10-10 mol · L-1 U 域 group; C.

10-9 mol·L-1U域group;D. 10-8 mol· L-1 U域group;Compared
with control group,*1P<0. 05,*2P<0. 01

自由基的破坏并有效地清除氧自由基,使心肌细胞内

线粒体的膜磷脂免遭破坏。 本研究发现,U域显著提

高胞内 DCF 荧光信号强度,降低细胞存活率及 SOD 活

性,上调 LDH 活性及 MDA 含量。 提示 U域确能诱导

心肌氧化应激反应,促使心肌损伤。
此外,本实验还发现 U域可上调 NADPH 氧化酶亚

单位 p22 phox表达。 NADPH 氧化酶由多种亚单位构成,
包括存在于胞浆膜上的 p22phox和 gp91phox构成的异源

二聚体以及存在于胞浆中的 p47phox、p67phox、p40phox、
Rac2 等几种胞浆蛋白成分[8]。 p22phox 是细胞色素

b558 的异构体,作为最终的电子传递体从 NADPH 传

递电子到氧产生 O-
2。 另有研究表明 p22phox基因多态

性是冠心病独立危险因素[9]。
综上所述,本研究提示 U域可诱导体外培养的乳

鼠心肌细胞氧化应激反应,机制可能与上调 NADPH
氧化酶亚单位 p22 phox表达有关。
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