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　　【摘要】　目的　观察 ２类多巴胺受体（ＤＲ２）激活对乳鼠心肌细胞凋亡的影响及其与 ＭＡＰＫ通路的关
系。 方法　通过原代培养乳鼠心肌细胞缺氧唱复氧模拟缺血唱再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤模型。 心
肌细胞随机分为 ４ 组：正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃ ｇｒｏｕｐ），缺血唱再灌注组（ Ｉ／Ｒ ｇｒｏｕｐ），１０ μｍｏｌ／Ｌ Ｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅ
（ＤＲ２激动剂）组（Ｂｒｏ ｇｒｏｕｐ），１０ μｍｏｌ／Ｌ Ｈａｌｏｐｅｒｉｄｏｌ（ＤＲ２抑制剂）组（Ｈａｌ ｇｒｏｕｐ）。 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色观察细
胞凋亡情况；免疫荧光检测心肌细胞促凋亡因子（ｃａｓｐａｓｅ唱３、ｃａｓｐａｓｅ唱９）和抑凋亡因子（Ｂｃｌ唱２）蛋白的表达；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ＭＡＰＫ通路相关因子 ｐ唱ＥＲＫ、ｐ唱ｐ３８ 及 ｐ唱ＪＮＫ活性变化。 结果　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，Ｉ／Ｒ
组凋亡细胞增加，ｐ唱ｐ３８、ｐ唱ＪＮＫ、促凋亡因子及抑凋亡因子表达均增加，唯有 ｐ唱ＥＲＫ蛋白表达减少；与 Ｉ／Ｒ组
比较，Ｂｒｏ可减轻心肌细胞凋亡，下调促凋亡因子的蛋白表达和 ｐ唱ｐ３８、ｐ唱ＪＮＫ的活性，上调抑凋亡因子的蛋白
表达和 ｐ唱ＥＲＫ活性；Ｈａｌ则对上述指标影响不明显。 结论　ＤＲ２的激活可抑制乳鼠心肌细胞凋亡，其机制与
ＭＡＰＫ通路相关。
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【Abstract】 　Objective　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＲ２ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙｓ．Methods　Ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ （ Ｉ／Ｒ）
ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ａｎｏｘｉａ 唱ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｓｓｉｇｎｅｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｉ／Ｒ，Ｂｒｏ ａｎｄ Ｈａｌ ｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ｄｙｅ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ唱３， ｃａｓｐａｓｅ唱９ ａｎｄ Ｂｃｌ唱２ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＡＰＫ唱ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒｓ ａｓ ｐ唱ＥＲＫ，ｐ唱ｐ３８ ａｎｄ ｐ唱ＪＮＫ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Results　Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ，
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ，ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐ唱ｐ３８ ａｎｄ ｐ唱ＪＮＫ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ唱ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ａｎｔｉ唱ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｂｕｔ ｐ唱ＥＲＫ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｉ／Ｒ ｇｒｏｕｐ，ａｌｌ ｉｎｄｅｘ ａｂｏｖｅ唱ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ唱
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｏｒ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｉｎ Ｂｒｏ唱ｇｒｏｕｐ，ａｎｄ ｈａｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｈａｌ ｇｒｏｕｐ．Conclusion　ＤＲ２ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｒａｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ，ｗｈｉｃｈ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙｓ．

【Key words】　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，Ｄｏｐａｍｉｎｅ；　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；　Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ；　ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙｓ

　　近年来，心肌缺血唱再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉ唱
ａ唱ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）已成为心血管研究的热点问
题，发生机制尚不清楚。 大量的动物实验研究指出，
ＭＩＲＩ的发生与细胞凋亡关系密切［１］ ，ＭＩＲＩ使心肌细胞
凋亡明显增加，减少心肌细胞凋亡对减轻心肌损伤有

重要的保护意义。
多巴胺受体（Ｄｏｐａｍｉｎｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＲ）是七跨膜区

域所组成的 Ｇ蛋白偶联受体［２］ 。 根据其药理作用和结
构特征将其分为 ２ 类：１类多巴胺受体（ＤＲ１）和 ２ 类多
巴胺受体（ＤＲ２）。 ＤＲ主要分布于中枢神经系统，少量
分布于外周，如肾脏、肠系膜、心脏、血管等［２］ 。 当今国
内外对于 ＤＲ的研究主要集中在帕金森氏病、精神分裂
症等，其对 ＭＩＲＩ 的影响，国内外鲜有报道。 本研究的
前期工作已证明，在大鼠心肌缺血唱再灌注损伤过程中，
ＤＲ２表达增加［３］ ，并且 ＤＲ２ 激活可通过下调线粒体途
径和死亡受体途径减轻心肌缺血唱再灌注损伤及细胞凋
亡

［４］ ，但是，其激活与 ＭＡＰＫ通路的关系，尚未见报道。

·８７８４· 中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ６月第 ７卷第 １１ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｊｕｎｅ １，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１１



故本实验旨在以 ＭＡＰＫ通路为切入点，探讨 ＤＲ２ 活性
变化对乳鼠心肌细胞凋亡的影响及其与 ＭＡＰＫ通路的
关系。

材料与方法

一、实验动物
健康Ｗｉｓｔａｒ乳鼠（２ ～３ ｄ），雌雄不拘，由哈尔滨医

科大学附属二院动物研究所提供。
二、主要试剂
ＤＲ２受体激动剂 Ｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅ 和抑制剂 Ｈａｌｏｐｅｒｉ唱

ｄｏｌ（ Ｓｉｇｍａ）；Ｂｃｌ唱２，ｃａｓｐａｓｅ唱３ 和 ｃａｓｐａｓｅ唱９ 单克隆抗体
（Ｓａｎｔａ）；ｐ唱ＥＲＫ／ｔ唱ＥＲＫ、ｐ唱ｐ３８／ｔ唱ｐ３８、ｐ唱ＪＮＫ／ｔ唱ＪＮＫ（Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；高糖和低糖 ＤＭＥＭ培养基、１０％
胎牛血清、胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；其他试剂为国产分
析纯。
三、主要器材
高速低温离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ），荧光显微镜（德国

Ｌｅｉｃａ），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳槽（美国 ＢＩＯ唱ＲＡＤ），培养箱
ＭＣＯ唱１７ＡＩＣＯ２（ＳＡＮＹＯ），Ｓ唱１３００唱Ｕ净化工作台等。

四、原代心肌细胞培养
１．乳鼠心肌细胞的培养：将出生 １ ～３ ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ

乳鼠浸泡 ７０％的酒精中消毒，开胸后取心室肌，用
Ｈａｎｋ液清洗 ２次，剪碎，放入 １０ ｍｌ 离心管中；离心管
中装有 ５ 倍体积的 ０畅２５％胰酶，３７ ℃消化 １０ ｍｉｎ 后，
加等体积高糖 ＤＭＥＭ培养液终止消化，自然沉淀；取出
沉淀物，放入另一盛有胰酶的离心管中，重复上述消化
过程 ４ 次，每次 ３７ ℃ ２０ ｍｉｎ；收集除第一次以外的上
清液，１５００ ｒ／ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，弃上清，用含 １０％胎牛
血清的高糖 ＤＭＥＭ培养液充分而轻柔地吹打成单细胞
悬液，经 ２００ 目筛网过滤去除未消化组织块。 然后按
差速贴壁分离法 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵育 １ ～１畅５ ｈ，纯化心
肌细胞。 细胞计数，相同密度接种于培养瓶中，３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 条件下培养。 于培养后 １２ ｈ即可见部分细胞
收缩，２４ ｈ 后换液，此时心肌细胞约 ９０％以上都在收
缩，速率达 ９６ ～１２０／ｍｉｎ。 以后每 ３ ｄ换 １次液，取第 ４
小时的细胞进行实验研究。

２．心肌细胞缺氧唱复氧模型复制：参照文献建立细
胞缺氧唱复氧模型［４唱５］ 。 细胞缺氧：首先将高纯度氮气
（Ｎ２ ）通入低糖 ＤＭＥＭ饱和 ３０ ｍｉｎ，以驱除氧气。 取生
长 ４ ｄ的单层心肌细胞，换用 Ｎ２ 饱和的低糖 ＤＭＥＭ，放
入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 及 ９５％ Ｎ２ 孵箱中培养。 细胞复氧：
将缺氧心肌细胞的培养液换成含 １０％胎牛血清的高糖
ＤＭＥＭ培养液常规培养。
五、实验分组
培养的乳鼠心肌细胞随机分为四组（n ＝１０）：（１）

正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃ）：正常细胞培养，不做任何处
理；（２）模拟缺血唱再灌注组（ Ｉ／Ｒ）：按照上述方法缺氧
２ ｈ，复氧 ２４ ｈ；（３）激动剂干预组（Ｂｒｏ）：在复氧时加入
Ｂｒｏ（１０ μｍｏｌ／Ｌ），其余方法同 Ｉ／Ｒ组；（４）抑制剂干预
组（Ｈａｌ）：复氧时加入 Ｈａｌ（１０ μｍｏｌ／Ｌ），其余方法同 Ｉ／
Ｒ组。
六、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色观察细胞凋亡
用 ＰＢＳ制备１０ ～５０ μｍｏｌ／Ｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染料，将

１／１０ 细胞培养基体积的 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染料溶液加入细胞培
养物中，３７ ℃培养细胞 １０ ～２０ ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ或合适的
缓冲液洗细胞 ２次。 用带有 ３５０ ｎｍ 激发波长，４６０ ｎｍ
发射波长的滤光片的荧光显微镜观察细胞，可数 ２００
个细胞，计算凋亡率。
七、免疫荧光检测 Ｂｃｌ唱２、ｃａｓｐａｓｅ唱３ 和 ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋

白表达水平

细胞在经 ４％多聚赖氨酸预处理的盖玻片（放置于
６ 孔培养板内）上培养，用预冷的 ０畅１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ 冲洗，
４％的多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，山羊血清 ３７ ℃下封闭
３０ ｍｉｎ；抗鼠 Ｂｃｌ唱２、ｃａｓｐａｓｅ唱３ 和 ｃａｓｐａｓｅ唱９ 单克隆抗体
（１∶２００）孵育，４ ℃过夜，阴性对照用 ０畅１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ代
替一抗；０畅１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ 冲洗 ３ 次；ＦＩＴＣ唱标记的抗鼠
ＩｇＧ（１∶５０），孵化 ３７ ℃ １ ｈ；ＰＢＳ冲洗 ３ 次，荧光显微镜
下观察。 免疫荧光结果的评定方法：以半定量方法评
定阳性染色率，以胞质或胞膜呈现特异性绿色荧光为
阳性表达。 共分四级：（ －）无荧光；（ ＋）荧光较弱，但
清楚可见；（ ＋＋）荧光明亮；（ ＋＋＋）荧光闪亮。
八、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达情况
取各组培养的心肌细胞，ＰＢＳ 洗涤，加入全细胞裂

解液，冰上处理 １０ ｍｉｎ，４ ℃，１２ ０００ ×g离心 １５ ｍｉｎ，取
上清进行蛋白质定量。 取 ５０ μｇ总蛋白样品于 １０％变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳，随后转印至 ＰＶＤＦ膜，用 １０％
无脂肪牛奶封闭后，分别用 １∶１０００ 抗 ｐ唱ＥＲＫ／ｔ唱ＥＲＫ、ｐ唱
ｐ３８／ｔ唱ｐ３８、ｐ唱ＪＮＫ／ｔ唱ＪＮＫ ４ ℃孵育过夜。 再用二抗（碱
性磷酸酶标记，稀释度 １∶１０００）室温孵育 １ ｈ，最后用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｆｏｒ ＡＰ （Ｐｒｏｍｅｇａ）显色，
光密度扫描半定量分析显影条带。
九、统计学分析
实验数据以均值 ±标准差（珋x ±s）表示，采用方差

分析和配对 t 检验判断其差异显著性。 P ＜０畅０５ 差异
为有统计学意义。 全部数据统计采用 ＳＰＳＳ １０畅１ 统计
软件包进行。

结　　果

１．Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色检测细胞凋亡情况：正常情
况下，荧光染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 只有少量能透过细胞膜
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　 表 1　各组心肌细胞 ｃａｓｐａｓｅ唱３、ｃａｓｐａｓｅ唱９及 Ｂｃｌ唱２表达的变化（n ＝１０）

组别
ｃａｓｐａｓｅ唱３ 蛋白阳性细胞数

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

ｃａｓｐａｓｅ唱９ 蛋白阳性细胞数
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

Ｂｃｌ唱２ 蛋白阳性细胞数
－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

Ｃ 组 ０ c９ �１ 棗０ 1０ 趑８ ２ (０ 侣０ 厖５  ３ 构２ S
Ｉ／Ｒ 组 ０ c０ �２ 棗８ 1０ 趑０ １ (９ 侣０ 厖３  ２ 构５ S
Ｂｒｏ 组 ０ c６ �１ ３ 1０ 趑５ 帋３ (２ 侣０ 厖１  １ 构８ S
Ｈａｌ组 ０ c０ �３ ７ 1０ 趑０ ２ (８ 侣０ 厖６  １ 构３ S
　　注：Ｃ： 正常对照组；Ｉ／Ｒ： 缺血唱再灌注组；Ｂｒｏ： ＤＲ２ 激动剂组；Ｈａｌ： 抑制剂组

进入细胞，使其染上低蓝色。 但是当细胞发生凋亡时，
它的细胞膜通透性增强，因此进入凋亡细胞中的 Ｈｏ唱
ｅｃｈｓｔ３３３４２ 比正常细胞的多，荧光强度要比正常细胞中
要高。 此外，凋亡细胞的染色体 ＤＮＡ的结构发生了改
变，从而使该染料能更有效地与 ＤＮＡ 结合，并且凋亡
细胞膜上的 ｐ唱糖蛋白泵功能受到损伤不能有效地将
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 排出到细胞外使之在细胞内积累增加等
都使凋亡细胞的蓝色荧光增强。 本实验结果显示：Ｃ
组正常的细胞核呈圆形，淡蓝色，细胞凋亡率只有
（６畅８ ±１畅６）％；与 Ｃ 组比较，Ｉ／Ｒ 组凋亡的细胞增多，
核呈分叶或碎块状，致密浓染，高亮度荧光，细胞凋亡
率达（７８畅４ ±１０畅３）％（P ＜０畅０１）；Ｂｒｏ 组细胞凋亡率为
（３９畅６ ±８畅９）％，较 Ｉ／Ｒ组降低（P ＜０畅０１）；Ｈａｌ组细胞
凋亡率为（７５畅２ ±１４畅８）％，与 Ｉ／Ｒ 组比较变化不明显
（图 １）。

２．免疫荧光检测 ｃａｓｐａｓｅ唱３、ｃａｓｐａｓｅ唱９ 及 Ｂｃｌ唱２ 蛋
白表达水平：ＦＩＴＣ 的激发波长为 ５２０ ｎｍ，发散波长为
４８８ ｎｍ，在激发状态，ＦＩＴＣ发出绿色荧光。 在实验各组
加入抗鼠 ｃａｓｐａｓｅ唱３、ｃａｓｐａｓｅ唱９ 和 Ｂｃｌ唱２ 单克隆抗体，如
有相应蛋白的表达，则抗体就会在培养细胞的膜表面
及胞质中与相应蛋白结合。 抗原唱抗体复合物再与有
ＦＩＴＣ标记的而抗结合，在激发状态下就会呈现特异性
绿色荧光；无相应蛋白的表达组，则无荧光显现。 本实
验结果显示， Ｃ 组：心肌细胞胞质及胞膜有微量
ｃａｓｐａｓｅ唱３和 ｃａｓｐａｓｅ唱９及少量 Ｂｃｌ唱２ 表达；Ｉ／Ｒ 组和 Ｈａｌ
组：ｃａｓｐａｓｅ唱３ 和 ｃａｓｐａｓｅ唱９ 在胞质及胞膜上呈强阳性表
达，而 Ｂｃｌ唱２ 呈中度表达；Ｂｒｏ 组：ｃａｓｐａｓｅ唱３ 和 ｃａｓｐａｓｅ唱９
在胞质及胞膜上弱强阳性表达，而 Ｂｃｌ唱２ 呈强阳性表达
（图 ２，表 １）。

３．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ唱ＥＲＫ、ｐ唱ｐ３８ 及 ｐ唱ＪＮＫ 活性
的变化：分别以 ｐ唱ＥＲＫ、ｐ唱ｐ３８ 和 ｐ唱ＪＮＫ与 ｔ唱ＥＲＫ、ｔ唱ｐ３８
及 ｔ唱ＪＮＫ的比值为参数，与 Ｃ组相比：Ｉ／Ｒ组 ｐ唱ＥＲＫ 活
性减弱，ｐ唱ｐ３８ 和 ｐ唱ＪＮＫ活性均增加（P ＜０畅０１）；与 Ｉ／Ｒ
组比较：Ｂｒｏ 增强 ｐ唱ＥＲＫ 的活性，减弱 ｐ唱ｐ３８ 和 ｐ唱ＪＮＫ
的活性（P ＜０畅０５）；Ｈａｌ对上述指标的影响不明显（P ＞
０畅０５，图 ３）。

讨　　论

大量研究证明，心肌缺血唱再灌注存在细胞凋
亡［１］ ，其发生可能与缺血唱再灌注损伤活性氧大量产
生、钙超载等直接或间接激活细胞凋亡的信号途径，启
动凋亡相关基因的表达有关

［１］ 。
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 是一种可穿透细胞膜并对细胞核

ＤＮＡ染色的蓝色荧光染料，常用于细胞凋亡检测。 凋
亡细胞的膜通透性增强、染色体 ＤＮＡ的结构发生了改
变，使该染料有效地与 ＤＮＡ 结合从而蓝色荧光增强。
本实验结果显示缺血唱再灌注组心肌细胞核浓集呈亮蓝
色，分叶或碎片状，边集，表明心肌细胞发生明显的损
伤及凋亡，我们给予 ＤＲ２的激动剂 Ｂｒｏ 后，细胞凋亡减
轻，这证明 ＤＲ２ 激活后能够抑制细胞凋亡，这与我们以
前的报道相符

［４］ 。
ｃａｓｐａｓｅ唱３、唱９是参与细胞凋亡的关键蛋白酶，其活

化可触发凋亡级联反应［６］ 。 抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ唱２ 可抗氧
化自由基，减轻脂质过氧化和增强细胞对活性氧的耐
受，并抑制 ｃａｓｐａｓｅｓ 激活而阻断凋亡发生［７］ 。 本实验
免疫荧光结果与以前报道的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果一
致［４］ ，即：缺血唱再灌注后心肌细胞 ｃａｓｐａｓｅ唱３、唱９和 Ｂｃｌ唱２
蛋白表达明显增加；Ｂｒｏ 能够下调 ｃａｓｐａｓｅ唱３ 和唱９ 的表
达，上调 Ｂｃｌ唱２的表达，这说明，ＤＲ２激活能够通过减少
促凋亡因子、增加抑凋亡因子抑制缺血唱再灌注损伤诱
导的细胞凋亡。 其中 Ｂｃｌ唱２ 的蛋白表达在缺血唱再灌注
组也是增加的，这可能是机体代偿的适应性反应。
丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ唱ａｅｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ唱

ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）是生物体内重要的信号转导系统之一，参
与细胞生长、分裂、分化、凋亡以及细胞间的功能同步
等多种生理过程

［８唱９］ 。 ＭＡＰＫ 通路主要包括 ＥＲＫ、ＪＮＫ
和 ｐ３８ 三条途径，其中，ＥＲＫ磷酸化激活不仅促进细胞
增殖和分化，同时还可以抑制 Ｃａｓｐａｓｅｓ 激活和诱导抗
凋亡蛋白表达，从而抑制细胞凋亡［８］ 。 ＪＮＫ 与 ｐ３８ 属
应激激活蛋白激酶，磷酸化激活促进细胞凋亡［９］ 。 本
实验Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示缺血唱再灌注组 ｐ唱ＥＲＫ 活性
降低，ｐ唱ｐ３８和 ｐ唱ＪＮＫ活性均增加，而 Ｂｒｏ升高了 ｐ唱ＥＲＫ
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的活性，降低了 ｐ唱ｐ３８ 和 ｐ唱ＪＮＫ的活性，这表明 ＤＲ２ 激
活通过改变 ＭＡＰＫ 通路相关因子的活性抑制细胞
凋亡。
我们还发现，应用 ＤＲ２的抑制剂 Ｈａｌ 对缺血唱再灌

注损伤诱导的细胞凋亡没有明显的影响，其机制有待

于进一步研究。
综上所述，缺血唱再灌注损可以诱发心肌细胞凋亡，

ＤＲ２激活能抑制细胞凋亡的发生，其机制与下调促凋
亡因子、上调抑凋亡因子及改变 ＭＡＰＫ 通路相关因子
的活性有关。 结合我们前期实验结果，激活心肌 ＤＲ２
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有望为缺血性心脏病的防治提供新靶点和新方向。
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