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Ｊａｇｇｅｄ１蛋白对乳鼠心肌细胞缺氧复氧损伤的作用
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［摘要］：目的　研究Ｊａｇｇｅｄ１蛋白（Ｊａ１）对乳鼠心肌细胞缺氧复氧损伤（ＳＩ／ＲＩ）的作用，为探明Ｎｏｔｃｈ信号通路在心肌缺血
再灌注损伤（Ｉ／ＲＩ）中的作用提供理论依据。方法　实验分为５组，分别为正常对照组、ＳＩ／ＲＩ组、缺氧复氧＋不同浓度Ｊａ１组
（５、１０、２０μＭ），四氮唑盐比色（ＭＴＴ）法测定各组细胞存活率；缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）法测定各组细胞凋亡率；专用试剂盒检
测培养液中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）含量。结果　与对照组相比，ＳＩ／ＲＩ组细胞活力明显下降（Ｐ＜０．０１），凋
亡率明显上升（Ｐ＜０．０１），同时期培养液中ＳＯＤ水平明显降低（Ｐ＜０．０１），ＭＤＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；不同浓度Ｊａ１可
以使上述指标明显改善（Ｐ＜０．０１），并呈浓度依赖性。结论　Ｊａ１蛋白对 ＳＩ／ＲＩ造成的心肌细胞损伤具有保护作用，作用机
制与增强细胞抗凋亡、抗氧化以及减轻脂质过氧化物导致的细胞膜损伤有关，Ｎｏｔｃｈ信号通路可能在心肌缺血再灌注损伤中
发挥重要的调控作用。
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　　心肌缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕ
ｒｙ，Ｉ／ＲＩ）是缺血性心肌病和体外循环心脏手术过程
中十分常见的病症，其病理机制复杂，有很多信号通

路和细胞因子参与其中［１－２］。Ｎｏｔｃｈ信号通路在心
血管系统的发生、发育、病理和生理过程中发挥着重

要作用［３］。研究提示Ｎｏｔｃｈ信号通路可能在心肌梗
死后心肌保护中发挥调控作用［４－５］，但其在心肌
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急性Ｉ／ＲＩ中的研究尚无报道。Ｊａｇｇｅｄ１蛋白（Ｊａ１）
是Ｎｏｔｃｈ信号通路重要的配体，研究显示 Ｊａ１可以
有效的激活Ｎｏｔｃｈ信号通路［６］。有研究指出细胞凋

亡和氧化应激损伤是Ｉ／ＲＩ的重要的病理特征［７－８］。

因此，目前抗心肌Ｉ／ＲＩ药物治疗多集中在增强细胞
抗凋亡、抗氧化、减轻自由基和脂质过氧化物导致的

细胞膜损伤等方面［９］。本研究将以 ＳＤ大鼠乳鼠心
肌细胞作为研究对象，观察不同浓度 Ｊａ１对心肌细
胞缺氧复氧损伤（ｓｉｍｕｌａｔｅｄｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕ
ｒｙ，ＳＩ／ＲＩ）的作用，为探明Ｎｏｔｃｈ信号通路在心肌Ｉ／
ＲＩ中的作用提供理论依据。
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１　材料和方法

１．１　研究对象　新生 Ｓｐｒａｇｕｒｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，雌雄
不拘，１～２ｄ，由第四军医大学实验动物中心提供。
１．２　主要试剂和仪器　Ｊａ１（Ｒ＆Ｄ公司，美国），胶
原酶Ⅰ（Ｓｉｇｍａ公司美国），二甲基亚砜（Ｓｉｇｍａ公司，
美国），ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），胰蛋白酶
（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），
ＳＯＤ和ＭＤＡ检测试剂盒（南京建成公司，中国），脱
氧葡萄糖（Ａｌｐｈａ公司，美国），亚硫酸钠（Ｓｉｇｍａ公
司，美国），乳酸钠（Ｓｉｇｍａ公司，美国），ＴＵＮＥＬ凋亡
检测试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司，美国）。

细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国），倒置荧光显
微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ公司，日本），酶标仪（Ｂｉｏｔｅｋ公司，
美国），低速离心机（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，美国），
超净无菌工作台（富康生物技术公司，中国）。

１．３　乳鼠原代心肌细胞的培养及实验分组　根据
文献所述［１０］，出生１～２ｄ的ＳＤ大鼠，７５％酒精消毒
两次，在超净台内无菌条件下迅速取下心脏，在无血

清ＤＭＥＭ培养基中剪碎。用含胶原酶 Ｉ的 ＨＥＰＥＳ
液（ｍｍｏｌ／Ｌ：ＭｇＳＯ４０．８、ＮａＣ１１１６．０、ＫＣ１５．４、
ＮａＨ２ＰＯ４１０．０、Ｇｌｕｃｏｓｅ５．１、ＨＥＰＥＳ２０．０，ｐＨ７．３）
重复消化３次，每次３ｍｉｎ。细胞悬液置于含１０％
血清的ＤＭＥＭ培养液中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清。用含血清培养基（ＤＭＥＭ培养基，１０％新生
牛血清，青霉素１００Ｕ／ｍｌ，链霉素１００Ｕ／ｍｌ）重悬细
胞，用差数贴壁分离法将细胞置于培养箱中孵育１～
１．５ｈ，纯化心肌细胞。将未贴壁细胞经２００目筛网
过滤，去除未消化组织块。轻轻收集细胞悬液，进行

细胞计数，加入０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ的５－溴脱氧尿苷（５
－Ｂｒｄｕ），接种至９６孔或２４孔培养板，接种密度为
５×１０５个细胞／孔。细胞于３７℃，５％ＣＯ２、９１％湿度
环境培养，每２４ｈ换１次液，培养３～４ｄ后使用。
缺氧复氧模型采用文献所述方法［１１］，实验时换高浓

度氮气饱和的缺氧液（ｍｍｏｌ／Ｌ：ＮａＣｌ１３７，ＫＣｌ１２，
ＭｇＣｌ２０．４９，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．９，ＨＥＰＥＳ４，脱氧葡萄
糖 １０，亚硫酸钠 ０．７５，乳酸钠 ２０，ｐＨ６．５），培养板
置于９５％Ｎ２和５％ＣＯ２，持续通气的缺氧密闭容器
中（３７℃）２ｈ，再更换预先用纯氧饱和的复氧液，以
９５％Ｏ２和５％ＣＯ２复氧孵育４ｈ。实验分为５组：正
常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）；缺氧复氧组（ＳＩ／ＲＩ）；浓度分别
为５μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ的Ｊａ１＋ＳＩ／ＲＩ
组（缺氧前用不同浓度Ｊａ１孵育２ｈ）。
１．４　ＭＴＴ法检测　根据文献所述［１２］，各组心肌细

胞处理完后，弃去培养液，加入 ＤＭＥＭ培养液（１００

μｌ）和含０．５％ ＭＴＴ的培养液（１０μｌ），３７℃、５％ＣＯ２
培养箱内孵育４ｈ后，弃培养液，加入１００μｌ的ＤＭ
ＳＯ原液，振荡１０ｍｉｎ，待结晶完全溶解后拍照，同时
用酶标仪于４９０ｎｍ波长处测定吸光值（ＯＤ值），实
验重复３次。
１．５　ＴＵＮＥＬ法检测　制作各组心肌细胞爬片，处
理结束后用４０ｇ／Ｌ多聚甲醛固定１５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗
涤３ｍｉｎ１次，滴加０．１％的 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００穿孔 ３
ｍｉｎ，再ＰＢＳ洗涤３ｍｉｎ３次。严格按照试剂盒说明
书操作，最后用 ５０％石蜡封片后荧光显微镜下观
察，其中凋亡细胞为绿色荧光，细胞核为蓝色荧光，

随意选取１０个视野计数。凋亡率为：凋亡细胞数／
总细胞数×１００％。
１．６　细胞培养液中 ＳＯＤ和 ＭＤＡ检测　各组细胞
处理结束后留取细胞培养液，－２０℃保存。严格按
照试剂盒说明书进行操作。

１．７　统计分析方法　 数据用 ＳＰＳＳ１２．０软件进行
分析，检测结果以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组
间比较用ｔ检验，Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意
义。

２　结　果

２．１　各组细胞活力检测结果　与对照组相比，ＳＩ／
ＲＩ组细胞存活率显著下降（Ｐ＜０．０１），而Ｊａ１各浓
度干预组细胞存活率较 ＳＩ／ＲＩ组明显上升（Ｐ＜
０．０１），并呈浓度依赖性，见图１。

注　与Ｃｏｎｔｒｏｌ比较Ｐ＜０．０１；

　与ＳＩ／Ｒ组比较＃＃Ｐ＜０．０１；

与Ｊａ１（５μｍｏｌ／Ｌ）＋ＳＩ／ＲＩ组比较△△Ｐ＜０．０１；

与Ｊａ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ＳＩ／ＲＩ组比较☆☆Ｐ＜０．０１。
图１　ＭＴＴ法检测Ｊａ１对心肌细胞
　ＳＩ／ＲＩ损伤后活力的影响
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２．２　各组细胞凋亡率检测结果　与对照组相比，
ＳＩ／ＲＩ组细胞凋亡率显著上升（Ｐ＜０．０１），而 Ｊａ１
各浓度干预组细胞凋亡率较 ＳＩ／ＲＩ组明显下降（Ｐ
＜０．０１），并呈浓度依赖性，见图２。
２．３　各组细胞 ＳＯＤ和 ＭＤＡ检测结果　与对照组
相比，ＳＩ／ＲＩ组细胞培养液中ＳＯＤ水平明显降低（Ｐ
＜０．０１），ＭＤＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；不同浓
度Ｊａ１可以使上述指标明显改善（Ｐ＜０．０１），并呈
浓度依赖性，见图３。

注　与Ｃｏｎｔｒｏｌ比较Ｐ＜０．０１；

　与ＳＩ／Ｒ组比较＃＃Ｐ＜０．０１；

与Ｊａ１（５μｍｏｌ／Ｌ）＋ＳＩ／ＲＩ组比较△△Ｐ＜０．０１；

与Ｊａ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ＳＩ／ＲＩ组比较☆☆Ｐ＜０．０１。
图２　ＴＵＮＥＬ法检测Ｊａ１对心肌细胞

ＳＩ／ＲＩ损伤后凋亡的影响

注　与Ｃｏｎｔｒｏｌ比较Ｐ＜０．０１；

　与ＳＩ／Ｒ组比较＃＃Ｐ＜０．０１；

与Ｊａ１（５μｍｏｌ／Ｌ）＋ＳＩ／ＲＩ组比较△△Ｐ＜０．０１；

与Ｊａ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋ＳＩ／ＲＩ组比较☆☆Ｐ＜０．０１。
图３　Ｊａ１对心肌细胞ＳＩ／ＲＩ损伤培养液中

ＳＯＤ和ＭＤＡ的影响
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３　讨　论

缺血性心脏病（ｉｓｃｈｅｍｉｃｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＩＨＤ）是
危害人类健康的第一杀手，我国现有患者超过２０００
万人，且每年新增１００万人左右，其治疗的核心就是
重新恢复心肌血液供应，但缺血心肌组织重新恢复

血液供应（再灌注）后常继发和加重心肌组织损伤，

即心肌 Ｉ／ＲＩ［１］，常导致患者死亡、预后不良、严重并
发症发生，是ＩＨＤ临床治疗效果不佳的主要原因之
一。心肌Ｉ／ＲＩ的病理机制复杂，有很多信号通路和
细胞因子参与其中［１－２］。研究提示 Ｎｏｔｃｈ信号通路
可能在心肌梗死后心肌保护中发挥调控作用［４－５］，

而Ｎｏｔｃｈ信号通路在心肌急性 Ｉ／ＲＩ中的研究尚无
报道。Ｎｏｔｃｈ信号通路有 ５种配体，包括 Ｊａ１、Ｊａｇ
ｇｅｄ２、Ｄｅｌｔａ１、Ｄｅｌｔａ３、Ｄｅｌｔａ４，其中 Ｊａ１是 Ｎｏｔｃｈ信号
通路重要的配体，研究显示 Ｊａ１可以有效的激活
Ｎｏｔｃｈ信号通路［６］。

ＳＯＤ是生物体内清除活性氧自由基的重要酶
类，也是自然界惟一的以氧自由基为底物的酶，ＳＯＤ
活力的高低可以间接反应机体清除氧自由基的能

力［１３］。ＭＤＡ是脂质过氧化的终产物，为研究抗氧
化功能的常用检测指标之一［１４］。正常情况下，机体

通过抗氧化系统的正常工作，体内氧自由基和脂质

过氧化物的产生与清除保持动态平衡［１５］。心肌 Ｉ／
ＲＩ发生后，体内异常代谢过程中产生的氧自由基通
过攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸而引发脂质过氧

化作用，产生一系列反应，导致生物膜损伤而引发细

胞组织的病理改变［１６］。

本研究结果显示：Ｊａ１可以有效对抗心肌细胞
ＳＩ／ＲＩ，减少细胞凋亡率，增加 ＳＯＤ水平同时降低
ＭＤＡ水平，且其保护效果呈浓度依赖性（５、１０、２０
μｍｏｌ／Ｌ）。由此，我们分析Ｊａ１的作用机制与增强细
胞抗凋亡、抗氧化能力以及减轻脂质过氧化物导致的

细胞膜损伤有关。本研究为 Ｎｏｔｃｈ信号通路参与调
控心肌Ｉ／ＲＩ过程提供了理论依据，有利于寻找全新
药物作用靶点对心肌 Ｉ／ＲＩ的主要作用环节进行干
预，对于获得全新的心肌保护方法提供了新的思路。
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