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［摘要］　目的　探讨同种异体脂肪组织来源干细胞（ＡＳＣｓ）联合地黄低聚糖（ＲＧＯｓ）对心肌梗死（ＭＩ）小型
猪心肌凋亡的影响。方法　球囊封堵冠状动脉前降支制备小型猪ＭＩ模型，１７头小型猪造模成功，采用随机数
字表法分为４组：ＡＳＣｓ组（ｎ＝４），ＲＧＯｓ组（ｎ＝４），ＲＧＯｓ＋ＡＳＣｓ组（ｎ＝４）及对照组（ｎ＝５）。造模前３天、造模
后１月ＲＧＯｓ组及ＲＧＯｓ＋ＡＳＣｓ组均饲以ＲＧＯｓ粗提物；造模７～１０ｄ经冠状动脉移植ＡＳＣｓ，ＲＧＯｓ组及对照组
均注入０．９％氯化钠注射溶液。移植后８周检测心肌梗死边缘区细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ法）及 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达。
结果　与对照组比较，ＲＧＯｓ组及ＲＧＯｓ＋ＡＳＣｓ组心肌细胞凋亡均显著降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），三组Ｂａｘ的表
达均明显降低（Ｐ＜０．０５），ＲＧＯｓ组及 ＲＧＯｓ＋ＡＳＣｓ组 Ｂｃｌ２的表达均明显升高（Ｐ＜０．０１）。结论　ＡＳＣｓ联合
ＲＧＯｓ抑制了梗死边缘区心肌细胞凋亡。
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　　急性心肌梗死（ＡＭＩ）是一种常见的心血管急
症，严重威胁着现代人的健康与寿命。现行的“再

灌注”治疗虽然可以恢复缺血梗死区血流，但对于

已经发生坏死的心肌也无能为力；另外，“缺血再灌

注损伤”还会进一步损伤心肌细胞，恶化心功能。

现已发现，干细胞具有自我复制以及多向分化潜能，

这为缺血性心脏病的再生治疗带来了新的曙光［１］。

干细胞存活、分化以及生物学效能的发挥离不开其

所处微环境。ＭＩ早期梗死区氧化应激、炎性反应强
烈，营养物质严重缺乏，这种恶劣的微环境使干细胞

存活率极低，改善梗死区微环境是提高干细胞移植

率的重要策略。地黄是一种最常用的滋补中药，地
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黄低聚糖（ＲＧＯｓ）是地黄的主要成分之一，近年研
究［２７］发现，ＲＧＯｓ具有促进骨骼肌成肌细胞、骨髓
干细胞及脂肪组织来源干细胞（ＡＳＣｓ）增殖、分化，
抗氧化损伤，抗凋亡作用。笔者前期的研究发

现［８］，ＲＧＯｓ可以提高 ＡＳＣｓ移植治疗小型猪 ＭＩ疗
效，改善心功能，减轻左心室重构，其作用机制可能

与ＲＧＯｓ促进ＡＳＣｓ增殖分化，抗纤维化有关。基于
以上研究，本文进一步探讨了ＡＳＣｓ联合ＲＧＯｓ对梗
死边缘区心肌细胞凋亡的影响。

１　材料与方法
１．１　实验动物与材料　巴马小香猪，月龄５～７个
月，体质量２０～３０ｋｇ，由中国人民解放军总医院实
验动物中心提供，动物合格证号：ＳＹＸＫ（军）２００７
００９。

Ⅳ型胶原酶、胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ公司），特级胎牛
血清（ＦＢＳ）、ＤｉｓｐａｓｅⅡ中性蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公司），
ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司），羊抗小鼠ＩｇＧ、山羊血
清、小牛清蛋白血清（中杉金桥），小鼠抗Ｂｃｌ２单克
隆抗体（Ｌｉｆｅｓｐａｎｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司），兔抗Ｂａｘ多克隆
抗体（ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ公司），硝酸纤维素膜（ＢｉｏＲａｄ公
司），ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ公司）。二氧化
碳孵箱（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），低温离心机（Ｓｉｇｍａ
３Ｋ１８），普通光学显微镜（ＬｅｉｃａＤＭＩＬ），倒置相差显
微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１）。动脉鞘管、冠脉指引导管及
冠脉球囊（Ｃｏｒｄｉｓ），血管造影机（ＧＥＯＥＣ９８００），多
导生理记录仪（成都 ＲＭ６２４０）。ＲＧＯｓ是以生地黄
为原料加工后由解放军总医院中医科提纯，高效液

相色谱法检测 ＲＧＯｓ提纯物中水苏糖含量为
３１．１５％。
１．２　方法
１．２．１　ＡＳＣｓ的分离、培养及鉴定　详见文献［４］。

１．２．２　动物分组及 ＭＩ模型的制备　１７头小型猪
成功造模、存活并完成整个实验，采用随机数字表

法分为对照组（ｎ＝５）、ＡＳＣｓ组（ｎ＝４）、ＲＧＯｓ组
（ｎ＝４）及 ＲＧＯｓ＋ＡＳＣｓ联合组（ｎ＝４）。造模前３
ｄ所有动物均饲以酒石酸美托洛尔（５０ｍｇ／ｄ）及阿
司匹林肠溶片（１００ｍｇ／ｄ），ＲＧＯｓ组及联合组同时
饲以 ＲＧＯｓ粗提物（４ｇ，２次／天）。小型猪 ＭＩ模
型制备术前处理，术中操作及术后处理详见文

献［８］。

１．２．３　ＡＳＣｓ移植　详见文献［８］。

１．２．４　心脏取材　动物麻醉、称重，经耳缘静脉注
入１００ｍｇ肝素钠注射液。股动脉放血法使动物致

死，开胸取出心脏，垂直左室长轴将左心室切成５～
６ｍｍ厚度的薄片，留取心肌梗死边缘区标本
－７０℃保存及４％多聚甲醛固定后保存。
１．２．５　心肌细胞凋亡检测（ＴＵＮＥＬ法）　每头小型
猪随机留取３张梗死边缘区切片计算心肌细胞凋
亡。方法如下：①切片脱蜡、水化；②加蛋白酶Ｋ（２０
μｇ／ｍＬ）），３７℃孵育３０ｍｉｎ，０．０１ＭＰＢＳ漂洗３次，
每次５ｍｉｎ；③加３％小牛血清清蛋白及２０％山羊
血清，２０ｍｉｎ；④加反应液５０μＬ，置湿盒内３７℃孵
育１ｈ，０．０１ＭＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；⑤重复步
骤③；⑥加 １∶２稀释的 ＨＲＰ连结抗荧光素抗体
２０μＬ，置湿盒内３７℃孵育３０ｍｉｎ；０．０１ＭＰＢＳ漂洗
３次，每次５ｍｉｎ；⑦显微镜下观察 ＤＡＢＨ２Ｏ２显色，
当细胞核呈深棕色时自来水冲洗终断反应，苏木精

染色，梯度酒精脱水，二甲苯透明，树胶封片。每张

切片随机选取５个非重叠视野（×４００），计数心肌
细胞总数及凋亡心肌细胞数，计算凋亡率。

１．２．６　梗死边缘区 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达　ＲＩＰＡ裂解
液提取各组心肌总蛋白，ＢＣＡ法检测样品蛋白浓
度。蛋白样品和蛋白上样缓冲液按１∶４（Ｖ∶Ｖ）混
合，１００℃加热５ｍｉｎ。１２％聚丙烯酰胺凝胶蛋白电
泳，完毕后将蛋白转至硝酸纤维素膜，转膜后经５％
脱脂奶粉室温下封闭１ｈ，ＴＴＢＳ杂交液漂洗３次，加
入一抗（Ｂａｘ，１∶２００；Ｂｃｌ２，１∶２００），４℃过夜；次日
加入辣根过氧化物酶标记的二抗，以 ＥＣＬ化学发光
法进行检测。βａｃｔｉｎ为内参对照。
１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
分析。计量资料两组间比较采用 ｔ检验，多组之间
比较先采用Ｆ检验而后进行ｑ检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果
２．１　小型猪ＡＳＣｓ形态学观察及 ＡＳＣｓ表面抗原表
达　详见参考文献［４］。

２．２　梗死边缘区心肌细胞凋亡指数　各组心肌细
胞凋亡指数分别为（２１．０２±１．８３）％，（１７．２８±
１．０６）％，（１８．９±１．６１）％，（１２．６８±１．８８）％。与
对照组比较，ＲＧＯｓ组及联合治疗组凋亡指数均明
显降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而ＡＳＣｓ组差异无统计
学意义；ＡＳＣｓ组与 ＲＧＯｓ组凋亡指数比较，差异无
统计学意义，而联合治疗组凋亡指数明显低于单纯

ＲＧＯｓ及 ＡＳＣｓ治疗组（均 Ｐ＜０．０１）（图 １）（Ｆ＝
２０．１０５２，Ｐ＝０．００００）。
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　　与对照组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；与 ＲＧＯｓ组比较，ｃＰ＜

０．０１；与ＡＳＣｓ组比较，ｄＰ＜０．０１

图１　移植后８周各组梗死边缘区心肌细胞凋亡指数

２．３　梗死边缘区 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２表达　图 ２示各组
Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达。Ｂａｘ半定量分析：与假手术
（Ｓｈａｍ）组比较，对照组 Ｂａｘ水平明显升高（Ｐ＜
０．０１）；干预治疗后ＡＳＣｓ组、ＲＧＯｓ组及联合治疗组
Ｂａｘ水平均明显低于对照组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１）（图３）（Ｆ＝１３．５８５８，Ｐ＝０．０００５）。Ｂｃｌ２
半定量分析：与假手术（Ｓｈａｍ）组比较，对照组 Ｂｃｌ２
水平明显降低（Ｐ＜０．０１），干预治疗后 ＲＧＯｓ组、联
合治疗组Ｂｃｌ２的水平均明显高于对照组（均 Ｐ＜
０．０１）；而ＡＳＣｓ组与对照组比较，差异无统计学意
义（图４）（Ｆ＝３４．１６６５，Ｐ＝０．００００）。

ｓｈａｍ：假手术组

图２　各组Ｂａｘ、Ｂｃｌ２表达的条带图

　　与假手术组比较，ａＰ＜０．０１；与对照组比较，ｃＰ＜０．０５；ｂＰ＜

０．０１；ｓｈａｍ：假手术组

图３　各组Ｂａｘ的表达

　　与假手术组比较，ａＰ＜０．０１；与对照组比较，ｂＰ＜０．０１；ｓｈａｍ：假

手术组

图４　各组Ｂｃｌ２的表达

３　讨论
目前研究发现，细胞凋亡受多条信号通路调控，

如线粒体通路、内质网通路及死亡受体通路。各种

引起细胞凋亡的因素均可以破坏线粒体膜，使线粒

体膜通透性转变孔道开放，线粒体跨膜压下降及通

透性增加，激活胞浆内的ｃａｓｐａｓｅ，导致细胞凋亡［９］。

Ｂｃｌ２蛋白家族在调节线粒体通透性及细胞凋亡信
号转导中发挥了关键作用。根据 Ｂｃｌ２蛋白家族在
细胞凋亡中发挥的生物效应不同可分为以下两类，

①促凋亡蛋白：如 Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂａｄ、Ｂｉｄ、Ｂｉｍ、Ｂｉｋ、Ｂｏｋ、
Ｐｕｍａ等；②抗凋亡蛋白：如 Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｗ、Ｂｃｌｘｌ、
Ｍｃｌ１等；其中，Ｂａｘ与Ｂｃｌ２之间的平衡在细胞是否
发生凋亡中发挥重要作用［１０］。

ＲＧＯｓ是从地黄中提取的低分子量多糖成分，
药理研究表明，地黄多糖对于正常及病理动物具有

较好的抗氧化、抗衰老、抗肿瘤、降血糖、增强免疫功

能、促进造血等作用［１１］。近年研究发现，ＲＧＯｓ还具
有促进骨骼肌成肌细胞、脂肪间充质干细胞增

殖［２４］，诱导骨髓造血干细胞分化成心肌样细胞及神

经样细胞的作用［１２１３］。多位学者对于地黄及其组

分抗氧化、抗缺血性损伤进行了深入研究。杨兵

等［１４］研究发现，地黄多糖可以降低正常动物血清丙

二醛含量，增强血清谷胱甘肽过氧化物酶和超氧化

物歧化酶活性。Ｈｕａｎｇ等［１５］研究发现，缺血再灌注

前给予梓醇处理，可以明显降低大鼠心肌细胞凋亡

和心肌坏死，改善心功能，其作用机制与降低过氧亚

硝基阴离子的形成，增加蛋白激酶、内皮型一氧化氮

合酶磷酸化和一氧化氮的生成，提高抗氧化能力，降

低一氧化氮合酶表达和超氧阴离子自由基的在心肌

缺血再灌注心脏中的产生有关。另一研究［１６］发现，

梓醇预处理后可以明显减少星形胶质细胞数目，增

加神经元及微血管数量，使胞体和突起数目及形态
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趋近于正常，提示梓醇具有保护神经血管单元、促进

脑缺血后神经功能恢复的作用。程小丽等［１７］研究

发现，经地黄饮子孵育的骨髓间充质干细胞移植可

以明显增加脑缺血损伤大鼠脑组织 Ｂｃｌ２蛋白的表
达，抑制Ｂａｘ蛋白的表达，从而调节 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表
达，抑制细胞凋亡。彭辉［１８］研究显示，地黄多糖能

够通过抑制氧化应激损伤和细胞凋亡对缺氧／复氧
损伤乳鼠心肌细胞起到一定的保护作用，其作用机

制可能与改善抗氧化酶活性，提高 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表
达，抑制促凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３表达有关。

笔者前期的研究发现［８］，ＡＳＣｓ联合 ＲＧＯｓ使小
型猪心肌梗死体积明显缩小，梗死区室壁厚度显著

增加，同时心功能进一步改善；其可能的机制包括

ＲＧＯｓ促微血管形成，提高 ＡＳＣｓ存活率，促进 ＡＳＣｓ
向心肌细胞分化，抗纤维化，改善心室重构。基于以

上研究，本研究进一步探讨了ＡＳＣｓ联合ＲＧＯｓ对梗
死边缘区心肌细胞凋亡的影响。本研究发现，单纯

ＲＧＯｓ组心肌细胞凋亡指数明显小于对照组，而联
合治疗组心肌细胞凋亡指数又显著低于单纯 ＲＧＯｓ
组；本研究还显示ＲＧＯｓ既能下调Ｂａｘ的表达，又能
上调 Ｂｃｌ２的表达，而 ＡＳＣｓ仅能下调 Ｂａｘ的表达，
对于Ｂｃｌ２的表达无明显上调作用。提示 ＲＧＯｓ具
有抗心肌细胞凋亡的作用，ＡＳＣｓ可能也有潜在的抗
心肌细胞凋亡作用，而两者联合抗凋亡作用最强。

本研究发现，ＡＳＣｓ联合ＲＧＯｓ可以明显减少心肌梗
死边缘区细胞凋亡，其可能的机制与调节Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
的表达有关。这为ＡＳＣｓ联合ＲＧＯｓ改善ＭＩ小型猪
心功能提供了新的证据。
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