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脂联素依赖 p38鄄MAPK 途径抑制衣霉素诱导的内质网
应激致心肌细胞凋亡
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过原代培养 SD 大鼠的乳鼠心肌细胞建立衣霉素心肌细胞内质网应激损伤模型,观察脂联素

对心肌细胞内质网应激致细胞凋亡的作用及其机制。 方法摇 采用酶消化法原代培养乳鼠心肌细胞,倒置相差显微

镜下观察细胞生长,通过 琢鄄肌动蛋白免疫荧光法对培养的心肌细胞进行鉴定。 选用原代培养 3 ~ 4 天的心肌细胞,
随机分为五组:对照组、1 mg / L 衣霉素组、1 mg / L 衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组、1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L
SB203580 组及 1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L SB203580 + 100 mg / L 脂联素组。 实验终止后,在倒置相差显微镜下观察

心肌细胞形态变化,通过流式细胞术检测心肌细胞凋亡,用 qRT鄄PCR 及免疫荧光法检测内质网应激指标 GRP78 和

CHOP 的 mRNA 及蛋白表达。 结果摇 与对照组相比,给予衣霉素后,细胞凋亡率显著增加,GRP78 和 CHOP 的 mR鄄
NA 及蛋白表达增加。 脂联素预处理后给予衣霉素,可较大程度地逆转上述指标变化,细胞凋亡率显著下降,
GRP78 和 CHOP 的 mRNA 及蛋白表达减少;而加用 p38鄄MAPK 抑制剂 SB203580 后脂联素的保护作用明显减弱,凋
亡率显著增加,GRP78 和 CHOP 的 mRNA 及蛋白表达增高,但较单纯衣霉素处理组凋亡率低,GRP78 和 CHOP 的

mRNA 及蛋白表达也减少。 结论摇 衣霉素可使 GRP78 和 CHOP 表达增强,启动内质网应激,导致心肌细胞凋亡,脂
联素可以通过减轻内质网应激逆转衣霉素所致的心肌细胞凋亡作用,对心肌细胞有保护作用,且这种保护作用部

分是通过 p38鄄MAPK 途径实现的。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the protective effects of adiponectin (APN) on endoplasmic reticulum stress in鄄
jury of the 3 ~ 4 days SD rat cardiomyocytes, which was induced by the tunicamycin and the signaling pathway of its protec鄄
tion. 摇 摇 Methods摇 Primary cardiomyocytes were obtained from neonatal rat and cultured by enzymatic digestion methods.
The morphology of neonatal rat cardiomyocytes was studied by inverted phase contrast microscope. 摇 Its molecular markers
were observed by 琢鄄actin immunocytochemistry. 摇 Primary 3 ~ 4 days cells were used in experiment, and they were ran鄄
domly divided into control group, 1 mg / L tunicamycin group (1 mg / L tunicamycin, 24 h), 1 mg / L tunicamycin + 100
mg / L APN group, 1 mg / L tunicamycin + 3 滋mol / L SB203580 ( the inhibitor of p38鄄MAPK), 1 mg / L tunicamycin + 3
滋mol / L SB203580 + 100 mg / L APN group. 摇 The change of morphology of cardiomyocytes was observed by inverted phase
contrast microscope. 摇 The cardiomycocytes apoptosis was detected by Annexin V鄄FITC / PI flow cytometry. 摇 The expres鄄
sions of GRP78 and CHOP which were molecular markers of endoplasmic reticulum were detected by qRT鄄PCR and immu鄄
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nofluorescence technic. 摇 摇 Results摇 Compared with the control group, the apoptosis of cardiomyocytes was significantly
increased and the molecular makers of endoplasmic reticulum stress GRP78 and CHOP were greatly increased after exposed
to tunicamycin. 摇 APN pretreatment significantly decreased the apoptosis rate, and the expression of GRP78 and CHOP. 摇
SB203580 pretreatment decreased the protection of APN, the apoptosis was higher compared with 1 mg / L tunicamycin +
100 mg / L adponectin group and the expression of GRP78 and CHOP were increased. 摇 Compared to 1 mg / L tunicamycin
group, the apoptosis was lower and the expression of GRP78 and CHOP was decreased. 摇 摇 Conclusion摇 Tunicamycin en鄄
hance the expressions of GRP78 and CHOP, and make endoplasmic reticulum stress to start which induces the apoptosis of
cardiomyocytes. 摇 APN which can attenuate endoplasmic reticulum stress, have a protective effect on myocardial cells. 摇 Its
protection against endoplasmic reticulum stress was partly through p38鄄MAPK signaling pathway.

摇 摇 内质网是哺乳动物细胞中一种重要的亚细胞

器。 膜 P 分泌性蛋白、氨基多糖、胆固醇及钙信号

等的代谢均与内质网功能直接相关,如分泌性蛋白

的合成与空间折叠、蛋白质糖基化修饰、蛋白质分

泌等均在内质网内发生。 目前研究发现,心肌细胞

内质网功能障碍可能是心肌缺血再灌注损伤的重

要原因[1,2]。 脂联素(APN)具有增加胰岛素敏感

性、抗炎、抗动脉粥样硬化、维持血管稳态等作

用[3]。 研究表明脂联素通过抗氧化应激所致心肌

细胞的凋亡作用能够有效减轻心肌缺血再灌注损

伤,减少心肌细胞死亡[4]。 脂联素是否通过减轻内

质网应激来减轻心肌细胞缺血再灌注损伤,目前较

少有文献报道。 衣霉素能阻碍内质网内新生蛋白

质糖基化修饰,使内质网应激指标 GRP78 和 CHOP
等表达增加,导致内质网应激。 本研究采用体外培

养乳鼠心肌细胞,通过建立衣霉素诱导内质网应激

模型观察脂联素对心肌细胞凋亡的影响,同时观察

内质网应激指标 GRP78 和 CHOP 的 mRNA 及蛋白

表达水平,以探讨脂联素是否通过减轻内质网应激

来减轻心肌细胞凋亡。 另外通过 p38鄄MAPK 的特异

性抑制剂 SB203580 干预,观察脂联素作用的变化,
进一步分析脂联素是否通过 p38鄄MAPK 信号转导途

径激活内质网应激来发挥作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 由山西医科大学实验动物中心提供的健康 SD
乳鼠,1 ~ 5 天龄。 脂联素、DMEM 培养基购自 Gibco
公司;胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限

公司;域型胶原酶、胰蛋白酶、FITC鄄羊抗兔域抗、4%
多聚甲醛、Triton X鄄 100 购自 Solarbio;兔抗人 琢鄄肌
动蛋白及 FITC 羊抗兔二抗购自北京博奥森,Annex鄄
in V / PI 双染色试剂盒购自北京四正柏生物科技有

限公司;PBS 缓冲液、多聚赖氨酸购自博士德生物工

程有限公司。 GRP78、CHOP 兔抗大鼠多克隆抗体

[Santa Cruz 公司(北京中杉金桥生物技术有限公司

分装)],FITC 标记的羊抗兔 IgG 抗体(北京中山生

物技术有限公司),Randiance 2100 型激光扫描共聚

焦显微镜(美国 Bio鄄Rad 公司)。
1郾 2摇 乳鼠心肌细胞的培养及鉴定

经动物管理委员会同意,根据 Webster 等[5] 方

法将乳鼠浸入 75%酒精中浸泡数秒,其后步骤在超

净工作台中进行。 颈椎脱臼处死,将乳鼠的头、四
肢仰卧固定,眼科剪从小鼠腋下剪开胸廓暴露胸腔

剪取心脏,迅速置入预冷的 PBS 液中,洗去残留红

细胞。 剪去心房,取心室肌组织放入另一平皿中,
剪成约 1 mm 伊 1 mm 伊 1mm 大小碎块,加入 5 倍于

组织体积的域型胶原酶,将混悬液转移至一青霉素

小瓶中,吹打消化 4 min 后静置,弃上清,再次加入

适量域型胶原酶,多次吹打,自然沉降,取上清。 重

复上述步骤 4 ~ 5 次,直至织块完全消化。 将每次所

得上清移入离心管中,加等体积的含 15%胎牛血清

的 DMEM 培养液终止胶原酶作用,800 r / min 离心

10 min,弃上清。 用 DMEM 培养基将细胞沉淀集中

混匀制成细胞悬液(DMEM 培养基含 15% 胎牛血

清、105 u / L 青霉素和 105 u / L 链霉素,调整 pH 为

7郾 2)。 差速贴壁法分离纯化心肌细胞:将细胞悬液

接种于培养瓶中,37益、5% CO2 培养箱中静置培养

2 h,非心肌细胞贴壁速度较快,贴于瓶底,而心肌细

胞仍处于悬浮状态。 吸出细胞悬液,在其中加入 5鄄
Brdu 至 0郾 1 mmol / L 以抑制非心肌细胞增殖。 将细

胞悬液以约 1 伊 106 cells / cm3 的密度,接种于 6 孔

板,在 37益、95%O2 + 5% CO2 的培养箱中培养。 48
h 后更换培养基。 每 2 ~ 3 天换液 1 次,使用含 15%
胎牛血清的 DMEM 培养基培养 3 ~ 4 天,待贴壁心

肌细胞伸出伪足,连接成片,搏动好且趋于同步化

后,给予干预。 采用免疫荧光法,兔抗大鼠肌动蛋

白一抗及 FITC 羊抗兔二抗检测胞浆 琢鄄肌动蛋白对

心肌细胞进行鉴定。

875 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 20,No 7,2012



1郾 3摇 实验分组

选用原代培养至 3 ~ 4 天的 6 孔培养板中贴壁

的心肌细胞总共五板,随机分为五组,每板为一组。
对照组为不加干预措施的心肌细胞正常培养;1
mg / L衣霉素组为培养液中加入终浓度为 1 mg / L 衣

霉素培养 24 h;1 mg / L 衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组

为培养液中加入终浓度为 100 mg / L 脂联素与心肌

细胞共同孵育 24 h,再加入终浓度 1 mg / L 衣霉素培

养 24 h;1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L SB203580 组为

培养液中加入终浓度为 5 滋mol / L SB203580 与心肌

细胞共同孵育 30 min,再加入终浓度 1 mg / L 衣霉素

培养 24 h;1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L SB203580 +
100 mg / L 脂联素组为培养液中加入终浓度为 5
滋mol / L SB203580 与心肌细胞共同孵育 30 min,然
后加入终浓度为 100 mg / L 脂联素与心肌细胞共同

孵育 24 h,再加入终浓度 1 mg / L 衣霉素培养 24 h。
1郾 4摇 流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率

采用 Annexin V鄄FITC / PI 双标记染色法检测心

肌细胞凋亡率。 原代培养乳鼠心肌细胞,使 6 孔板

中待测细胞的浓度为 0郾 6 伊 108 ~ 1 伊 109 cells / L。 用

0郾 25%胰蛋白酶消化收集细胞,800 r / min 离心 5
min,弃上清。 用预冷的 PBS 冲洗细胞,轻轻震荡使

细胞悬浮,800 r / min 离心 5 min,弃上清。 重复上述

步骤 2 次。 用 PBS 重悬细胞,800 r / min 离心 5 min,
弃上清,将细胞重悬于 500 滋L Binding Buffer 中,加
入 10 滋L Annexin V鄄FITC 和 5 滋L PI,轻轻混匀,避
光室温反应 15 min。 在 1 h 内采用流式细胞仪

检测。
1郾 5 摇 逆转录实时荧光定量聚合酶链反应检测

GRP78 和 CHOP 的 mRNA 表达

应用生工生物工程有限公司出产的 UNIQ鄄10
柱式总 RNA 抽提试剂盒提取细胞总 RNA,分别取 2
滋L RNA 进行定量,取相等量的各组 RNA,用 RNase鄄
free 水将总体积调至 10 滋L,之后加入其它反应试

剂,在总体积为 20 滋L 的反应体系中逆转录合成

cDNA,取 2 滋L cDNA 于 20 滋L 反应体系中进行 PCR
扩增。 GRP78 引物上游为 5忆鄄CTG GGT ACA TTT
GAT CTG ACT GG鄄3忆,下游为 5忆鄄GCA TCC TGG TGG
CTT TCC AGC CAT TC鄄3忆,总长度为 345 bp;CHOP
引物上游为 5忆鄄AGC AGA GGT CAC AAG CAC CT鄄
3忆,下游为 5忆鄄CTG CTC CTT CTC CTT CAT GC鄄3忆,总
长度为 166 bp; 茁鄄actin 引物上游为 5忆鄄CTA CAA
TGA GCT GCG TGT GGC鄄3忆,下游为 5忆鄄CAG GTC
CAG ACG CAG GAT GGC鄄3忆,总长度为 270 bp。
PCR 反应条件为 95益 预变性 30 s,95益 变性 5 s,

60益退火 31 s,进行 40 个循环。 计算出其相对浓

度,各组间进行比较。
1郾 6摇 免疫荧光法测定 GRP78 和 CHOP 的蛋白表达

原代培养乳鼠心肌细胞,先以差速贴壁法去除非

心肌细胞,再以台盼兰染色计数活细胞,用 20%牛血

清培养基调整心肌细胞至 5 伊 108 cells / L,接种于 12
孔板(每孔内置有多聚耐氨酸处理过的盖玻片以便细

胞爬片),每孔 1郾 5 mL。 各组分别处理后 24 h,PBS
冲洗 3 次,将盖玻片取出,用 4% 多聚甲醛固定 30
min;PBS 冲洗 3 次后,用含 0郾 1% TritonX鄄100 的 4%
甲醇孵育20 min;之后用10%正常山羊血清室温封闭

30 min;分别加入第一抗体,即 GRP78、CHOP 兔抗鼠

多克隆抗体,4益过夜;PBS 清洗 3 次,再加入 1 颐 50
FITC 标记的羊抗兔 IgG 抗体,室温作用1 h,PBS 冲洗

3 次后,90%甘油封片。 将待测样品置于激光扫描共

聚焦显微细胞仪下,分别选用 10 倍和 100 倍物镜(目
镜为 10 倍),HQ590鄄70 发射滤片确定 HeNe 激光器激

发光波长为 543 nm,使用 LaserSharp 2000 程序(Bio鄄
Rad CA USA),预扫描后选定最佳细胞扫描参数,固
定参数下扫描细胞照片并保存,采用软件 Laser sharp
2000 进行数据测量。
1郾 7摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示,组间比较采用方差分析,以 P
< 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 乳鼠心肌细胞的鉴定

摇 摇 倒置相差显微镜下可见原代培养的乳鼠心肌

细胞成簇生长,有伪足,折光性强,且搏动明显。 细

胞形态呈多样化,如圆形、梭形及锥形等;荧光倒置

显微镜下可见细胞呈扁平多角形,心肌细胞胞浆 琢鄄
肌动蛋白阳性表达(绿色荧光) ,而非心肌细胞胞浆

无阳性表达(图 1)。
2郾 2摇 心肌细胞凋亡率

对照组细胞集中在 B3 区,在 B4 区和 B2 区内

无分布或分布甚少,细胞凋亡率极低;1 mg / L 衣霉

素组出现大量细胞凋亡,且主要为早期凋亡,细胞

凋亡率与对照组相比差异有统计学意义 ( P <
0郾 05)。 加用脂联素后,细胞凋亡率明显减少。 而

加用 SB203580 后,细胞凋亡率与 1 mg / L 衣霉素组

差异无统计学意义(P > 0郾 05)。 1 mg / L 衣霉素 + 3
滋mol / L SB203580 + 100 mg / L 脂联素组细胞凋亡率

介于 1 mg / L 衣霉素组和 1 mg / L 衣霉素 + 100 mg / L
脂联素组之间(表 1 和图 2)。
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图 1. 倒置相差显微镜下观察乳鼠心肌细胞生长(左, 伊 200)及 琢鄄肌动蛋白免疫荧光染色对心肌细胞的鉴定(右, 伊 200)
Figure 1. Delect the morphology of neonatal rat cardiomyocytes by inverted phase contrast microscope( left, 伊 200) and ob鄄
serve its molecular markers by 琢鄄actin immunocytochemistry(right, 伊200)

图 2. 流式细胞术检测心肌细胞凋亡率摇 摇 从左到右依次为对照组、1 mg / L 衣霉素组、1 mg / L 衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组、
1 mg / L衣霉素 + 3 滋mol / L SB203580 组、1 mg / L 衣霉素 + 3滋mol / L SB203580 + 100 mg / L 脂联素组。
Figure 2. The cardiomycocytes apoptosis detected by Annexin V鄄FITC / PI flow cytometry

表 1. 心肌细胞凋亡率(x 依 s, n = 6)
Table 1. The rate of cardiomyocytes apoptosis

分摇 组 细胞凋亡率

对照组 1郾 1% 依0郾 8%

1 mg / L 衣霉素组 43郾 5% 依5郾 3% a

1 mg / L 衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组 18郾 2% 依2郾 3% ab

1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L SB203580 组 43郾 9% 依5郾 0% ab

1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L
SB203580 + 100 mg / L 脂联素组

38郾 7% 依6郾 3% ab

a 为 P <0郾 05,与对照组相比;b 为 P <0郾 05,与 1 mg / L 衣霉素组相比。

2郾 3摇 GRP78 和 CHOP 的 mRNA 表达

与对照组相比,1 mg / L 衣霉素组 GRP78 和 CHOP
的 mRNA 表达明显增加(P <0郾 05),加用脂联素后,其
表达量明显减少。 而加用 SB203580 后,GRP78 和

CHOP 的 mRNA 表达量与 1 mg / L 衣霉素组差异无统

计学意义(P > 0郾 05)。 1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L
SB203580 + 100 mg / L 脂联素组 GRP78 和 CHOP 的

mRNA 表达量介于 1 mg / L 衣霉素组和 1 mg / L 衣霉素

+100 mg / L 脂联素组之间(表 2 和图 3)。

2郾 4摇 心肌细胞 GRP78 和 CHOP 的蛋白表达

各组核染色亮度存在明显差异,而胞浆染色与

对照组相比,1 mg / L 衣霉素组 GRP78 和 CHOP 染

色亮度明显增高,蛋白表达明显增加;加用脂联素

后,其表达量明显减少。 而加用 SB203580 后,
GRP78 的蛋白表达量与 1 mg / L 衣霉素组无明显差

异。 1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L SB203580 + 100
mg / L脂联素组其表达量介于 1 mg / L 衣霉素组和 1
mg / L衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组之间(图 3 和 4)。

表 2. 各组心肌细胞 GRP78 和 CHOP 的 mRNA 表达

Table 2. The mRNA expression of GRP78 and CHOP of
each group
分摇 组 GRP78 mRNA CHOP mRNA
对照组 1 1

1 mg / L 衣霉素组 2郾 10 依 0郾 08a 2郾 42 依 0郾 05a

1 mg / L 衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组 1郾 23 依 0郾 05ab 1郾 76 依 0郾 08ab

1 mg / L 衣霉素 +3 滋mol / L SB203580 组 2郾 08 依 0郾 07ab 2郾 41 依 0郾 03ab

1mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L
SB203580 + 100 mg / L 脂联素组

1郾 78 依 0郾 10ab 2郾 11 依 0郾 05ab

a 为 P <0郾 05,与对照组相比;b 为 P <0郾 05,与1 mg / L 衣霉素组相比。
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图 3. 免疫荧光法检测 GRP78 的蛋白表达摇 摇 左图为核染色,
右图为胞浆染色。 从上至下分别为对照组、1 mg / L 衣霉素组、1
mg / L衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组、1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L
SB203580 组、1 mg / L 衣霉素 + 3滋mol / L SB203580 + 100 mg / L 脂联

素组。

Figure 3. The protein expressions of GRP78 detected by im鄄
munofluorescence technic

3摇 讨摇 论

内质网在多肽的合成以及翻译后修饰折叠成

细胞内或分泌性功能蛋白过程中起着至关重要的

作用,当由于某种原因导致细胞内质网稳态失衡,
产生过量错误折叠蛋白时即会发生内质网应激[6]。
研究表明内质网应激反应是细胞的一种自我保护

性机制,以恢复内质网稳态,但是过强的或长时间

的内质网应激反应可以引起细胞凋亡。 越来越多

图 4. 免疫荧光法检测 CHOP 的蛋白表达摇 摇 左图为核染色,
右图为胞浆染色。 从上至下分别为对照组、1 mg / L 衣霉素组、1
mg / L衣霉素 + 100 mg / L 脂联素组、1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L
SB203580 组、1 mg / L 衣霉素 + 3滋mol / L SB203580 + 100 mg / L 脂联

素组。

Figure 4. The protein expressions of CHOP detected by im鄄
munofluorescence technic

的研究证实,内质网应激在许多遗传性或代谢性疾

病的发生中起重要作用,如神经变性性疾病、进行

性精神异常、糖尿病、感染和炎症性疾病和癌症

等[7,8]。 葡萄糖调节蛋白 78 /免疫球蛋白结合蛋白

(GRP78 / BIP)对维持内质稳态起着重要的作用,是
内质网应激的标志之一[9]。 因此本研究中 GRP78
表达上调表明衣霉素诱导了心肌细胞的内质网应

激,且其 mRNA 和蛋白的表达量可表明内质网应激

的程度。 内质网应激所致的细胞凋亡与 CHOP 也密
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切相关,故其也可作为内质网应激的标志[10]。 脂联

素是 20 世纪 90 年代中期由美国和日本 4 个独立的

实验小组从不同的角度相继在动物及人类脂肪细

胞中发现的一种主要由脂肪细胞分泌的蛋白质。
1999 年 Arita 等将其命名为脂联素。 脂联素可以调

节体内能量平衡、糖脂代谢、抗炎症、抗动脉粥样硬

化和抗纤维化等,是一种具有广泛生物效应的细胞

因子。 大量研究发现,脂联素可减轻心肌缺血再灌

注损伤[11,12]。 Motoshima 等[13] 发现,心肌缺血再灌

注后,脂联素基因敲除小鼠与野生型小鼠相比,心
肌细胞凋亡率明显增高,心肌梗死面积显著增大。
而腺病毒介导的脂联素补给可逆转上述改变。 但

是脂联素是否通过减轻内质网应激反应来减轻心

肌细胞凋亡,目前文献报道较少。 衣霉素能阻碍内

质网内新生蛋白质糖基化修饰,诱导内质网应激。
本研究中发现,衣霉素处理 24 h 后,内质网应激标

志物 GRP78 和 CHOP 的 mRNA、蛋白表达都显著增

加,表明衣霉素诱导心肌细胞产生了内质网应激,
且细胞凋亡率与对照组相比明显增高,说明衣霉素

诱导的内质网应激导致了心肌细胞凋亡。 加入脂

联素预处理后,其凋亡和内质网应激标志物的表达

都明显减少,说明脂联素对心肌细胞凋亡有保护作

用,且这种保护作用是通过减轻内质网应激实现

的。 1 mg / L 衣霉素 + 3 滋mol / L SB203580 + 100
mg / L脂联素组凋亡率及内质网应激标志物的表达

介于 1 mg / L 衣霉素组和 1 mg / L 衣霉素 + 100 mg / L
脂联素组之间,即 SB203580 消除了部分脂联素的

保护作用,说明脂联素对衣霉素诱导的内质网应激

致心肌细胞凋亡的保护作用,部分是通过 p38鄄
MAPK 途径实现的。
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