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探讨重组人促红细胞生成素和粒细胞集落刺激因子

联合应用对缺氧心肌细胞保护的分子机制
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［摘要］：目的　通过研究促红细胞生成素（ＥＰＯ）联合应用粒细胞集落刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）对缺氧心肌细胞的影响，探讨
其对缺氧心肌细胞发挥保护作用可能的分子机制。方法　采用９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２气体充分置换的１％胎牛血清 ＤＭＥＭ培养
液培养２４ｈ，建立缺氧心肌细胞模型。将心肌细胞分为５组，对照组、缺氧组、缺氧＋ＥＰＯ组、缺氧＋Ｇ－ＣＳＦ组和缺氧 ＋ＥＰＯ
＋Ｇ－ＣＳＦ联合给药组。建立缺氧模型２４ｈ后收集５组心肌细胞标本。采用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ－ｂｌｏｔ方法检测各组心肌细胞中的 Ｂｃｌ
－２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ的表达，采用Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ方法检测各组心肌细胞中的Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、细胞色素ｃ（ＣｙｔＣ）、磷酸化信
号转导与转录活化因子３（ｐ－ＳＴＡＴ－３）、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的表达。结果　成功建立了心肌细胞缺氧模型。与缺氧组相比：
ＥＰＯ、Ｇ－ＣＳＦ和联合给药组明显提高缺氧心肌细胞的存活率，减少凋亡率和总死亡率（Ｐ＜０．０１）。与缺氧组相比：ＥＰＯ组和
Ｇ－ＣＳＦ组Ｂｃｌ－２表达增加（Ｐ＜０．０１），Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３表达减少（Ｐ＜０．０１），联合治疗组作用最明显，强于单独药物治疗
组（Ｐ＜０．０１），ＥＰＯ和Ｇ－ＣＳＦ组之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）；ＣｙｔＣ表达在ＥＰＯ组、Ｇ－ＣＳＦ组和联合给药组明显降低（Ｐ
＜０．０１）；三组之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）；Ｐ－ＳＴＡＴ－３蛋白表达在联合给药组明显增高（Ｐ＜０．０１）。结论　ＥＰＯ联合Ｇ－
ＣＳＦ治疗，可能通过激活线粒体途径和Ｊａｎｕｓ激酶／信号转导和转录激活子（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）途径联合发挥更强的抗凋亡作用。
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　　心肌梗死后，心肌细胞持续发生凋亡，心脏收缩
和舒张功能持续下降。目前已有细胞因子治疗心肌

梗死的报道，其中重组人促红细胞生成素（Ｅｒｙｔｈｒｏ
ｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）和重组人粒细胞集落刺激因子（ｇｒａｎ
ｕｌｏｃｙｔｅ－ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，Ｇ－ＣＳＦ）分别应
用于急性心肌梗死的治疗［１－５］，取得了一定的实验

结果。但是，两种细胞因子联合应用的治疗效果以

及发生保护作用的具体机制还有待进一步研究。体

外培养的心肌细胞缺氧模型，是细胞水平上研究心

肌梗死的重要方法。本实验在乳鼠心肌细胞缺氧模

型的基础上，在细胞水平上探讨了两种药物联合发

挥心肌细胞保护作用的机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料　
１．１．１　实验动物　实验采用新生健康 Ｗｉｓｔａｒ乳鼠
（０～１ｄ）４０只，由解放军总医院动物实验中心提
供。

１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基、特级胎牛血清
（Ｇｉｂｃｏ公司）、胰蛋白酶（粉剂，Ａｍｒｅｓｃｏ公司）。
ＥＰＯ（商品名利血宝，３０００ＩＵ／支），Ｇ－ＣＳＦ（商品名
惠尔血，１５０ｕｇ／支）。兔抗Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、半胱氨酸天
冬氨酸特异性蛋白酶 －３（ｃａｓｐａｓｅ－３）、细胞色素 Ｃ
（ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ）多克隆抗体、兔抗 β－Ａｃｔｉｎ
多克隆抗体、磷酸化信号转导与转录活化因子３（Ｐ
－ＳＴＡＴ－３）小鼠单克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。羊抗兔 ＩｇＧ／ＨＲＰ，羊抗小鼠 ＩｇＧ／
ＨＲＰ，ＥＣＬ显色系统（中山公司），ＭｉｃｒｏＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎ
试剂盒（Ｓｉｇｍａ公司）。５－溴４－氯 －３－吲哚 －β
－Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－ｇａｌ）（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），５，６－碳
氧荧光素醋酸盐（ＣＦＤＡ粉剂）、Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ公司），
Ｇｅｎｅｃｌｅａｎ纯化试剂盒（Ｂｉｏ１０１公司），探针的同位
素标记试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司），α－３２Ｐ－ｄＣＴＰ（北京
市亚辉生物医学工程公司）。其他试剂均为进口公

司产品。

１．２　实验方法
１．２．１　乳鼠心肌细胞缺氧模型的构建及不同药物
的治疗干预　当日生乳鼠４０只，取心尖前１／２心室
肌，采用胰酶消化、重悬细胞，经１００μｍ孔径的筛
网过滤后的细胞悬液以１×１０４／ｃｍ２密度接种于２５
ｃｍ２培养瓶中，３７℃ ５％ＣＯ２培养箱中培养。隔日换
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，原代心肌细胞生
长２～３ｄ，密度达到８０％以上后可传代。

选择生长状态良好的第二代心肌细胞（＞１×
１０６／瓶）进行分组干预。将细胞随机分为５组。正

常对照组、缺氧组、缺氧加ＥＰＯ５Ｕ／ｍｌ组、缺氧加Ｇ
－ＣＳＦ３０μｇ／Ｌ组、缺氧加 ＥＰＯ５Ｕ／ｍｌ加 Ｇ－ＣＳＦ
３０μｇ／Ｌ组，每组６瓶细胞，采用９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２
气体充分置换的１％胎牛血清 ＤＭＥＭ培养液培养，
培养瓶内的空气也用９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２气体充分置
换。缺氧干预后分别加入上述浓度的药物，密封后

封口膜密闭，３７℃５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ。２４ｈ
后收集细胞。细胞收集后行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。实验重复３次。
３瓶细胞，通过磷脂酰结合蛋白Ⅴ（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ）

联合碘化丙啶（ＰＩ）双染法，采用流式细胞仪检测细
胞凋亡情况。另外３瓶细胞收集后行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
检测和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。实验重复３次。
１．２．２　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌细胞 Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，
Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ的表达　根据产品说明，采用Ｔｒ
ｉｚｏｌ提取心肌细胞总 ＲＮＡ并进行定性与定量鉴定。
设计引物（北京赛百盛公司合成）：Ｃａｓｐａｓｅ－３：５＇－
ＡＣＧＧＴＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＡＡＧＴＧＡＣ－３＇，５＇－ＴＣＣＴ
ＧＡＣＴＴＣＧＴＡＴＴＴＣＡＧＧＧＣ－３＇；Ｂｃｌ－２：５＇－ＡＴＧＣ
ＣＡＡＧＧＧＧＧＡＡＡＣＡＣＣＡＧＡＡＴ－３＇，５＇－ＣＧＧＧＣＧＴ
ＴＣＧＧＴＧＣＴＣＴＣＡ－３＇；Ｂａｘ：５＇－ＡＴＧＧＡＣＧＧＧＴＣ
ＣＧＧＧＧＡＧＣＡ－３＇，５＇－ＴＣＡＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＣＡＧＡ
－３＇；ＧＡＰＤＨ：５＇－ＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣ－３＇，５＇
－ＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣ－３＇。采用 ＲＴ－ＰＣＲ
方法，扩增产物，测序验证后，标记探针。总ＲＮＡ行
甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，转膜２４ｈ后，以５×ＳＳＣ
液洗膜后进行紫外交联６ｍｉｎ。预杂交２ｈ后，４２℃
杂交１６ｈ。洗膜后，－７０℃放射性自显影７２ｈ，冲
洗胶片，并进行图象扫描分析。内参选用 ＧＡＰＤＨ
校准上样量。实验重复３次以上，结果进行统计学
分析。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌细胞 Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，Ｃｙｔ
Ｃ，ＳＴＡＴ－３，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的表达　采用ＲＩＰＡ裂
解液，充分裂解细胞，收集细胞总蛋白。采用 ＢＣＡ
蛋白试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ）测定蛋白浓度。ＳＤＳ聚丙酰胺
电泳，将蛋白从聚丙酰胺凝胶转移至硝酸纤维素膜

上。用１０％脱脂牛奶封闭过夜后，加入一抗（１：
２００）摇床轻摇４℃过夜。加入 ＰＢＳ稀释的 ＨＲＰ标
记的二抗（１∶２０００），室温１ｈ。ＥＣＬ显色，Ｘ光片
曝光，经显影定影后观察结果。结果以 β－Ａｃｔｉｎ为
内参照，用 ＡＬＰＨＡＩＭＡＧＥＲ２２００凝胶图象分析系
统，进行半定量分析。

１．２．４　数据处理和统计学分析　所有数据均建立
数据库，应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析。实验
数据计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两样本
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均数比较采用ｔ检验，组内比较采用配对 ｔ检验，不
同组间比较用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５有显著性
差异。

２　结　果

２．１　流式细胞仪检测结果　存活率：各组细胞之间
差异显著（Ｐ＜０．０１），正常心肌细胞存活率最高，
缺氧心肌细胞存活率最低。ＥＰＯ组、Ｇ－ＣＳＦ组低
于联合给药组，ＥＰＯ组和 Ｇ－ＣＳＦ组未见显著差异
（Ｐ＞０．０５）。凋亡率：各组细胞之间差异显著（Ｐ
＜０．０１），正常心肌细胞凋亡率最低，缺氧心肌细胞
凋亡率最高，干预组中，联合治疗组凋亡率最低，明

显低于单独给药组（Ｐ＜０．０１），ＥＰＯ组和 Ｇ－ＣＳＦ
组未见显著差异（Ｐ＞０．０５）。坏死率：各组细胞与
缺氧心肌细胞相比差异显著（Ｐ＜０．０１），其余各组
之间接近，未见显著差异。总死亡率：各组细胞之间

差异显著（Ｐ＜０．０１），正常心肌细胞总死亡率最
低，缺氧心肌细胞总死亡率最高。ＥＰＯ组、Ｇ－ＣＳＦ
组高于联合给药组，ＥＰＯ组和Ｇ－ＣＳＦ组未见显著差
异（Ｐ＞０．０５）。５组细胞中，凋亡细胞占总死亡细胞
的比例分别为３７．８３％、７０．０５％、６７．４２％、６１．０３％、
５６．０７％，各组与缺氧组比较差异显著（Ｐ＜０．００１），
其中，ＥＰＯ组、Ｇ－ＣＳＦ组高于联合给药组，ＥＰＯ组
和Ｇ－ＣＳＦ组未见显著差异（Ｐ＞０．０５）。见图１。

注：与缺氧组比较Ｐ＜０．０１，

与ＥＰＯ＋Ｇ－ＣＳＦ组比较＃Ｐ＜０．０１。
　图１　缺氧后２４ｈ后流式细胞仪检测结果

２．２　联合给药对乳鼠缺氧心肌细胞Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ表达影响　Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ：对照组
表达明显低于其余４组表达（Ｐ＜０．０１）。缺氧组表
达增加，但是低于 ３组药物干预组（Ｐ＜０．０１）。
ＥＰＯ组和 Ｇ－ＣＳＦ组表达明显增加，２组间无显著

差异（Ｐ＞０．０５）。联合治疗组表达增加最多，明显
高于单独药物干预组（Ｐ＜０．０１）。ＢａｘｍＲＮＡ：对
照组中仅有少量 的表达，明显低于其余４组（Ｐ＜
０．０１）。缺氧组表达最高，明显高于３组药物干预组
（Ｐ＜０．０１），ＥＰＯ组和 Ｇ－ＣＳＦ组表达接近（Ｐ＞
０．０５），高于联合治疗组（Ｐ＜０．０１）。Ｃａｓｐａｓｅ－３
ｍＲＮＡ：对照组中几乎没有的表达，明显低于其余４组
表达量（Ｐ＜０．０１）。缺氧组表达最高（Ｐ＜０．０１），
ＥＰＯ组和Ｇ－ＣＳＦ组表达接近（Ｐ＞０．０５），高于联
合治疗组（Ｐ＜０．０１）。见图２。

注：与缺氧组比较Ｐ＜０．０１，

与ＥＰＯ＋Ｇ－ＣＳＦ组比较＃Ｐ＜０．０１。
　图２　ＥＰＯ联合Ｇ－ＣＳＦ对缺氧心肌细胞Ｂｃｌ－２、

　Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ表达的影响

２．３　联合给药对缺氧心肌细胞 Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，Ｃｙｔ
Ｃ、Ｐ－ＳＴＡＴ－３和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达的影响　
Ｂｃｌ－２：Ｂｃｌ－２的表达各组表达排列为：对照组＜缺
氧组＜ＥＰＯ组和Ｇ－ＣＳＦ组＜联合治疗组，ＥＰＯ组和
Ｇ－ＣＳＦ组两组间无显著差异（Ｐ＞０．０５），其余各组
间均有显著差异（Ｐ＜０．０１）。Ｂａｘ：对照组中仅有少
量的表达，明显低于其余４组（Ｐ＜０．０１）。缺氧组
表达最高，明显高于３组药物干预组（Ｐ＜０．０１），
ＥＰＯ组和Ｇ－ＣＳＦ组 Ｂａｘ表达接近（Ｐ＞０．０５），高
于联合治疗组（Ｐ＜０．０１）。ＣｙｔＣ：对照组中几乎没
有表达，明显低于其余４组（Ｐ＜０．０１）。缺氧组表
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达明显高于 ＥＰＯ组、Ｇ－ＣＳＦ组和联合治疗组（Ｐ
＜０．０１）。３个药物治疗组之间未见明显差异（Ｐ＞
０．０５）。Ｐ－ＳＴＡＴ－３：对照组中几乎没有蛋白的表
达，明显低于其余４组（Ｐ＜０．０１）。缺氧组、ＥＰＯ
组和Ｇ－ＣＳＦ组表达接近（Ｐ＞０．０５）。联合治疗组
表达增高（Ｐ＜０．０１）。Ｃａｓｐａｓｅ－３：对照组表达很
少，与联合治疗组比较未见明显差异（Ｐ＞０．０５）。
缺氧组蛋白表达最高（Ｐ＜０．０１），ＥＰＯ组和Ｇ－ＣＳＦ
组表达接近（Ｐ＞０．０５），但是明显高于联合治疗组
（Ｐ＜０．０１）。见图３。

注：与缺氧组比较Ｐ＜０．０１，

与ＥＰＯ＋Ｇ－ＣＳＦ组比较＃Ｐ＜０．０１。
　图３　ＥＰＯ联合Ｇ－ＣＳＦ对心肌细胞Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ－３、ＣｙｔＣ和Ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白表达的影响

３　讨　论

急性心肌梗死后，心肌细胞凋亡细胞数目多，累

及范围广，造成有功能的心肌细胞数量持续减少，引

起心脏收缩和舒张功能的减退和心室重塑，是心肌

梗死后疾病进展的主要机制之一。研究显示，ＥＰＯ

和Ｇ－ＣＳＦ可以减少心肌梗死后心肌细胞的凋亡，
改善心功能，延缓疾病进展［６－８］。

ＥＰＯ对体外培养的心肌细胞具有促进细胞生
存、抑制细胞凋亡等保护作用［９］。ＥＰＯ能抑制心肌
细胞凋亡关键效应酶 ｃａｓｐａｓｅ－３的活化，明显降低
心肌细胞凋亡率，对心肌细胞具有以抗凋亡为主的

保护效应，ＥＰＯ可以促进骨髓间充质干细胞向梗死
部位迁移，促进血管生成和减少梗死面积［１０］。动物

实验显示，Ｇ－ＣＳＦ可以通过促进干细胞向梗死心
肌归巢，抑制心肌细胞凋亡，促进血管新生，从而改

善心功能和防止左室重塑达到治疗急性心肌梗死的

作用［４，１１］。

关于细胞因子联合治疗急性心肌梗死的实验研

究目前报道较少，现有的报道多为 ＥＰＯ或 Ｇ－ＣＳＦ
与干细胞联合作用对心肌梗死的研究［１０，１２］。本课

题组的前期研究显示ＥＰＯ联合Ｇ－ＣＳＦ治疗［１３］，可

以改善缺氧心肌细胞的存活，进一步的研究显示，联

合治疗可以改善大鼠心肌梗死模型的左室功能［１４］。

本研究在前期研究的基础上，进一步探讨了联合治

疗发挥心肌细胞保护作用的分子机制。

心肌细胞凋亡主要通过死亡受体途径、线粒体

途径和有丝分裂原激活蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）途径实
现。前 ２种致凋亡信号通过 ２条主要途径激活
Ｃａｓｐａｓｅｓ而引起心肌细胞凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ－３是凋亡
过程中的关键酶，具有促进细胞凋亡的作用。以往

研究显示，ＥＰＯ和Ｇ－ＣＳＦ可以减少心肌细胞凋亡，
因此，我们选取了以 Ｃａｓｐａｓｅ－３为核心的两条通路
上的蛋白包括：ＪＡＫ－ＳＴＡＴ－Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ－Ｃａｓｐａｓｅ
－３和 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ－ＣｙｔＣ－Ｃａｓｐａｓｅ－３进行了研
究。

ＪＡＫ－ＳＴＡＴ途径在发挥心肌保护作用的机制
中占有重要的地位。凋亡发生后，外界给予的保护

性蛋白与细胞膜上的配体结合，可以促进 ＪＡＫ的磷
酸化，磷酸化的 ＪＡＫ触发 ＳＴＡＴ蛋白的激活形成二
聚体，易位到细胞核内，结合到特异的 ＤＮＡ反应单
元上，发挥抗凋亡作用。本研究中，我们探讨了

ＥＰＯ和Ｇ－ＣＳＦ联合作用对 ＪＡＫ－ＳＴＡＴ通路及其
下游相关蛋白的表达水平的影响，结果显示，ＥＰＯ
和Ｇ－ＣＳＦ单独治疗，增加了抗凋亡基因 Ｂｃｌ－２的
表达，减少了促凋亡基因Ｂａｘ和凋亡关键酶Ｃａｓｐａｓｅ
－３的表达，联合治疗对上述基因的表达的改变程
度高于单独治疗组。ＥＰＯ和 Ｇ－ＣＳＦ单独治疗对 Ｐ
－ＳＴＡＴ－３表达影响较小，联合治疗能够增加 Ｐ－
ＳＴＡＴ－３的表达，进一步证实了联合治疗放大了
ＪＡＫ－ＳＴＡＴ途径上相应蛋白的表达，发挥更显著的
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心肌保护作用。

线粒体途径属于“内源性凋亡通路”，在钙超

载、缺氧、缺血和活性氧等因子存在下，线粒体释放

ＣｙｔＣ，当释放入细胞质后，与凋亡蛋白酶激活因子
（Ａｐａｆ－１）连接，并与ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ－９聚集，导致ｐｒｏ
ｃａｓｐａｓｅ－９的分解和活化。活化的Ｃａｓｐａｓｅ－９可激
活Ｃａｓｐａｓｅ－３而导致细胞凋亡［１５］。本研究结果显

示，ＥＰＯ、Ｇ－ＣＳＦ单独治疗和联合治疗可以使ＣｙｔＣ
蛋白表达减少，其上游的 Ｂｃｌ－２表达增加，Ｂａｘ表
达减少，下游的 Ｃａｓｐａｓｅ－３表达减少。提示单独治
疗和联合治疗可以通过线粒体途径发挥抗心肌细胞

凋亡的作用，联合治疗的保护作用更明显。

本研究通过对两条通路上的关键因子的ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平的观察，在转录和翻译水平首次证

实了在缺氧心肌细胞中，ＥＰＯ联合Ｇ－ＣＳＦ治疗，明
显增强了 Ｐ－ＳＴＡＴ－３、Ｂｃｌ－２的表达，减少了
Ｂａｘ、ＣｙｔＣ的表达，更有效的激活ＪＡＫ－ＳＴＡＴ通路，
抑制线粒体通路，通过对两条通路的共同作用，抑制

了下游Ｃａｓｐａｓｅ－３前体活化为 Ｃａｓｐａｓｅ－３，减少了
凋亡关键酶的生成，抑制了心肌细胞的凋亡。本研

究显示，二者联合作用，发挥了更大的抗心肌细胞凋

亡作用，明显优于任何一种的保护作用，有利于心肌

梗死后，保留存活心肌细胞，减少梗死面积，减轻左

室重塑，改善心功能。
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