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［摘要］　目的　探讨尼可地尔通过磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）通路对大鼠缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）
心肌细胞发挥抗凋亡作用的机制。方法　原代培养 ＳＤ乳鼠的心肌细胞，建立 Ｈ／Ｒ模型，实验随
机分为４组，Ｃｏｎ组：在正常培养箱中孵育；Ｈ／Ｒ组：在三气培养箱和正常培养箱先后孵育；Ｎｉｃ组：
孵育前加入尼可地尔５０μｍｏｌ／Ｌ；Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组：孵育前加入尼可地尔５０μｍｏｌ／Ｌ和 Ｌｙ２９４００２
２０μｍｏｌ／Ｌ。采用比色法检测心肌细胞乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）漏出率，ＣＣＫ８法检测心肌细胞存活率，
流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率，蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相
关ｘ蛋白（Ｂａｘ）及磷酸化的蛋白激酶Ｂ（ｐＡｋｔ）表达水平。结果　Ｈ／Ｒ组、Ｎｉｃ组和Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组
心肌细胞凋亡率、ＬＤＨ漏出率和Ｂａｘ表达水平均高于Ｃｏｎ组；Ｎｉｃ组和 Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组上述指标
均低于 Ｈ／Ｒ组；Ｎｉｃ组上述指标均低于 Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。Ｈ／Ｒ组、Ｎｉｃ组和 Ｎｉｃ＋
Ｌｙ２９４００２组心肌细胞存活率和Ｂｃｌ２表达水平均低于Ｃｏｎ组；Ｎｉｃ组和Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组上述指标
均高于Ｈ／Ｒ组；Ｎｉｃ组上述指标均高于Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。Ｎｉｃ组心肌细胞 ｐＡｋｔ表达
水平高于Ｃｏｎ组和Ｈ／Ｒ组，Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组低于Ｃｏｎ组、Ｈ／Ｒ组和Ｎｉｃ组（Ｐ＜０．０５）。结论　尼
可地尔可阻止Ｈ／Ｒ引起的心肌细胞凋亡，其作用的发挥与ＰＩ３Ｋ信号通路关系密切。

［关键词］　尼可地尔；　ＡＴＰ敏感性钾通道；　磷脂酰肌醇３激酶信号通路；　细胞凋亡
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　　近年来，急性心肌梗死（ＡＭＩ）的发病率逐年上升，
且发病年龄日趋年轻化，严重威胁人类健康，２０００～
２０１７年我国１８岁以上人群的 ＡＭＩ住院粗病死率为
８．５％，冠状动脉再通后的心肌缺血再灌注损伤（ＭＩＲＩ）
是其重要原因之一［１］。如何减轻ＭＩＲＩ、最大限度地保
护心肌，一直是临床上关注的焦点。既往已有较多研

究证实 ＭＩＲＩ中存在细胞凋亡现象，进一步研究也发
现在 ＭＩＲＩ中有多种机制引起心肌细胞凋亡，其中线
粒体损伤机制受到广泛关注。有研究结果显示，线粒

体内 Ｃａ２＋超载可导致线粒体严重损伤，体积增大至
１０％左右，在 ＡＴＰ敏感性钾通道（ＫＡＴＰ）开放剂作用
下，线粒体损伤明显减轻，同时 ＫＡＴＰ开放剂也可调节
细胞内自由基的产生，继而起到抑制细胞凋亡的作

用［２３］。蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）是磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）
信号通路中的关键激酶，也是细胞内最重要的原癌基

因之一，其能够影响胰岛素、生长因子、凝血酶等多种

细胞生存所需因子的分泌，通过多种途径对细胞的生

长和死亡发挥重要调控作用。深入研究后发现，ＫＡＴＰ
开放对多种凋亡信号通路如ＰＩ３Ｋ、细胞外调节蛋白激
酶（ＥＲＫ）均有影响，可能与 Ａｋｔ、活性氧（ＲＯＳ）、一氧
化氮（ＮＯ）等中介物质的变化有关，相互关系复杂。本
研究通过建立大鼠心肌细胞缺氧复氧（Ｈ／Ｒ）模型，采
用ＫＡＴＰ开放剂尼可地尔和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂 Ｌｙ２９４００２
干预心肌细胞，探讨尼可地尔通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
发挥抗凋亡作用的内在机制，为尼可地尔应用于 ＡＭＩ
的临床防治提供依据。

材料与方法

１．材料：胎牛血清（ＦＢＳ）和 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购
于ＧＩＢＣＯ公司，碘化丙啶（ＰＩ）购于 Ｓｉｇｍａ公司，ＣＣＫ８
购于Ｄｏｊｉｎｄｏ公司，尼可地尔购于北京四环科宝公司，乳
酸脱氢酶（ＬＤＨ）购于南京建成生物公司，Ｌｙ２９４００２、
凋亡蛋白淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关ｘ蛋白（Ｂａｘ）、
Ａｋｔ、ｐＡｋｔ和ＧＡＰＤＨ抗体购于 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，三
气培养箱（９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２混合气体）购于 Ｅｓｃｏ公
司，二氧化碳培养箱购于Ｓａｎｙｏ公司，流式细胞仪购于
ＥｐｉｃｓＥｌｉｔｅ公司，酶标仪购于 Ｔｅｃａｎ公司，凝胶成像系
统购于ＢｉｏＲａｄ公司。
２．方法
（１）原代心肌细胞培养：选取出生１～２ｄ的ＳＤ乳

鼠，处死后取其心脏心尖部组织，酒精浸泡５ｍｉｎ，用预
冷的ＤＨａｎｋ’ｓ液洗涤３遍，剪碎至１ｍｍ３左右，加入
０．１２５％胰酶８ｍｌ，在３７℃水浴箱中温浴１０ｍｉｎ，弃上
清，加入０．１２５％胰酶和 ０．０８％Ⅱ型胶原酶各 ３ｍｌ，
３７℃水浴箱中再次温浴５ｍｉｎ，收集上清液，加入等量

的含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，吹打制备成细胞
悬液，以１０００ｒ／ｍｉｎ转速离心５ｍｉｎ，重复３次，弃上
清，培养液重悬细胞后置于３７℃、５％的ＣＯ２培养箱中
培养９０ｍｉｎ，利用差速贴壁分离法调整细胞浓度至
５×１０５个／ｍｌ，将最后的细胞悬液接种于 ９６孔板上。
接种实验前３ｄ于接种板中加入０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的５溴脱
氧尿苷，抑制非心肌细胞的生长［４］。

（２）Ｈ／Ｒ模型的构建和实验分组：将原代心肌细
胞置于含 １０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，于 ５％
ＣＯ２、３７℃条件下传代培养约２４ｈ，待细胞生长至约
８０％的融合状态时可用于实验。然后先将心肌细胞置
于三气培养箱中孵育３ｈ，再次更换培养液转移至正常
培养箱（９５％空气 ＋５％ＣＯ２混合气体）中复氧孵育
３ｈ，依此构建 Ｈ／Ｒ心肌细胞损伤模型［５］。实验随机

分为４组，每组接种６个孔，①对照组（Ｃｏｎ组）：仅在
正常培养箱中孵育；②Ｈ／Ｒ组：先后在三气培养箱
和正常培养箱中孵育；③尼可地尔组（Ｎｉｃ组）：加入
５０μｍｏｌ／Ｌ尼可地尔作用心肌细胞６０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）洗涤 ２次，更换含 １０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
基，然后依次在三气培养箱和正常培养箱孵育；④尼
可地尔 ＋ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径特异性抑制剂 Ｌｙ２９４００２组
（Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组）：加入 ５０μｍｏｌ／Ｌ尼可地尔和
２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２作用心肌细胞６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
２次，更换含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基，然后依次在
三气培养箱和正常培养箱孵育。

（３）比色法检测 ＬＤＨ漏出率：收集４组培养孔内
的培养液，以３０００ｒ／ｍｉｎ转速离心１０ｍｉｎ，取上清液备
检。待培养液吸出后加入等量 ＰＢＳ，超声波破碎细胞
后的溶液待测。应用酶标仪于４９０ｎｍ处测定上清液和
破碎细胞液吸光度（ＯＤ）值，ＬＤＨ漏出率（％）＝上清液
ＯＤ值／（上清液ＯＤ值＋破碎细胞液ＯＤ值）×１００％。

（４）ＣＣＫ８法检测心肌细胞存活率：将４组建模
后的心肌细胞接种于 ９６孔板上，调整细胞数量为
６×１０３个／孔，设６个复孔，每孔加入培养液２００μｌ（内
含２０μｌＣＣＫ８）。另设空白组，空白组不接种心肌细
胞只加培养液，在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育１ｈ。
Ｈ／Ｒ处理后除去培养液，再次加入 ＣＣＫ８培养液置于
培养箱中孵育４ｈ。最后采用酶标仪在４５０ｎｍ处测定
ＯＤ值。细胞活力（％）＝（处理组ＯＤ值空白组ＯＤ值）／
（对照组ＯＤ值空白组ＯＤ值）×１００％。

（５）流式细胞仪检测细胞凋亡率：收集各组心肌
细胞悬液，加入９５％的冷乙醇４℃固定１２ｈ以上，以
２０００ｒ／ｍｉｎ转速离心后加入等量 ＰＢＳ，重复３次。取
细胞悬液５０μｌ，加入ＰＩ１００μｌ，染色２０ｍｉｎ以上，４℃
下密封避光保存备检。流式细胞仪检测５×１０３个细
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胞，激发光波长为４８８ｎｍ，发射光波长为６２０ｎｍ，用于
检测ＰＩ荧光。采用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件计算凋亡率。

（６）蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、
Ａｋｔ和 ｐＡｋｔ蛋白表达水平：收集各组心肌细胞悬液，
４℃ ＰＢＳ液反复洗涤２次，加入预冷的细胞裂解缓冲
液，冰上裂解１５ｍｉｎ，裂解的产物再次于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ。待蛋白变性后，先进行十二烷基磺酸钠
（ＳＤＳ）聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）电泳，电泳后转移至
聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，以 ５％脱脂奶粉室温封闭
２ｈ，用ＴＢＳＴ溶液洗膜１０ｍｉｎ×３次，加入 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、
ｐＡｋｔ和ＧＡＰＤＨ一抗（ＧＡＰＤＨ的稀释度为１∶５０００，
其余蛋白的稀释度均为１∶１０００），４℃孵育过夜，用
ＴＢＳＴ溶液洗膜 １０ｍｉｎ×３次，加入辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记的二抗（１∶５０００），３７℃孵育２ｈ，ＴＢＳＴ溶
液洗膜１０ｍｉｎ×３次，以化学发光试剂（ＥＣＬ）显色后，
置于凝胶成像系统上成像，采用 ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析
图像。凋亡蛋白（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）的相对表达水平以其与
内参（ＧＡＰＤＨ）条带的灰度值比值表示，Ａｋｔ磷酸化水
平以ｐＡｋｔ和Ａｋｔ条带的灰度值比值表示［６］。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检验。
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．４组心肌细胞 ＬＤＨ漏出率和存活率比较：Ｈ／Ｒ
组、Ｎｉｃ组及 Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组 ＬＤＨ漏出率均高于
Ｃｏｎ组，Ｎｉｃ组和 Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组 ＬＤＨ漏出率均低
于Ｈ／Ｒ组，Ｎｉｃ组ＬＤＨ漏出率低于 Ｎｉｃ组 ＋Ｌｙ２９４００２
（Ｐ＜０．０５）；Ｈ／Ｒ组、Ｎｉｃ组及 Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组心肌
细胞存活率均低于Ｃｏｎ组，Ｎｉｃ组和Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组
心肌细胞存活率均高于 Ｈ／Ｒ组，Ｎｉｃ组心肌细胞存活
率高于Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。见表１。
　　２．４组心肌细胞凋亡率比较：Ｃｏｎ组、Ｈ／Ｒ组、Ｎｉｃ
组、Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组心肌细胞凋亡率分别为（３．９７±
１．３０）％、（３６．７８±２．３８）％、（２１．１２±２．０５）％、（２８．６９±
１．８４）％，其中Ｈ／Ｒ组、Ｎｉｃ组及Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组均高
于Ｃｏｎ组，Ｎｉｃ组和Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组均低于Ｈ／Ｒ组，

Ｎｉｃ低于Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。见图１。

表１　各组间心肌细胞ＬＤＨ漏出率和存活率比较
（ｎ＝６，％，珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＤＨ漏出率 心肌细胞存活率

Ｃｏｎ组 ５．１０±１．０８ ９０．３０±４．２４
Ｈ／Ｒ组 ３６．４０±２．０５ａ ５１．５１±３．１２ａ

Ｎｉｃ组 ２５．６３±１．８６ａｂ ８１．２３±３．９４ａｂ

Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组 ３１．６３±１．９８ａｂｃ ６２．４１±３．６９ａｂｃ

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａＰ＜０．０５；与 Ｈ／Ｒ组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｎｉｃ组
比较，ｃＰ＜０．０５

　　３．４组心肌细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 ｐＡｋｔ表达水平比
较：Ｈ／Ｒ组、Ｎｉｃ组及 Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组 Ｂｃｌ２表达水
平均低于Ｃｏｎ组，Ｎｉｃ组和 Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组 Ｂｃｌ２表
达水平均高于Ｈ／Ｒ组，Ｎｉｃ组Ｂｃｌ２表达水平高于 Ｎｉｃ
＋Ｌｙ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。Ｈ／Ｒ组、Ｎｉｃ组及 Ｎｉｃ＋
Ｌｙ２９４００２组Ｂａｘ表达水平均高于Ｃｏｎ组，Ｎｉｃ组和Ｎｉｃ
＋Ｌｙ２９４００２组 Ｂａｘ表达水平均低于 Ｈ／Ｒ组，Ｎｉｃ组
Ｂａｘ表达水平低于Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组（Ｐ＜０．０５）。Ｎｉｃ
组 ｐＡｋｔ表达水平高于 Ｃｏｎ组和 Ｈ／Ｒ组，Ｎｉｃ＋
Ｌｙ２９４００２组 ｐＡｋｔ表达水平低于 Ｃｏｎ组、Ｈ／Ｒ组和
Ｎｉｃ组（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　４组心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和ｐＡｋｔ表达水平比较
（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｂｃｌ２ Ｂａｘ ｐＡｋｔ

Ｃｏｎ组 １．０６±０．１０ ０．６９±０．０９ ０．５９±０．０９
Ｈ／Ｒ组 ０．６２±０．０９ａ １．４０±０．１２ａ ０．４１±０．０６
Ｎｉｃ组 ０．８６±０．０９ａｂ ０．８４±０．１１ａｂ ０．８５±０．０８ａｂ

Ｎｉｃ＋ＬＹ２９４００２组 ０．７３±０．０９ａｂｃ ０．９９±０．１１ａｂｃ ０．３２±０．０６ａｂｃ

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａＰ＜０．０５；与 Ｈ／Ｒ组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｎｉｃ组
比较，ｃＰ＜０．０５

讨　　论

根据在细胞上的分布情况，ＫＡＴＰ被分为 ｍＫＡＴＰ和

ｓＫＡＴＰ两种，前者存在于线粒体膜表面，后者存在于细
胞膜表面，其在心脏保护方面发挥重要的正面作用。

ＫＡＴＰ在正常生理情况下并不开放，当冠状动脉阻塞、心
肌坏死、缺血、缺氧、能量匮乏时，ＫＡＴＰ开放以发挥阻止
心肌细胞死亡、保护剩余心肌细胞的作用。既往研究

图１　流式细胞仪检测心肌细胞凋亡情况（Ａ：Ｃｏｎ组；Ｂ：Ｈ／Ｒ组；Ｃ：Ｎｉｃ组；Ｄ：Ｎｉｃ＋Ｌｙ２９４００２组；ＰＩ染色，×１００；在荧光显微镜下，

ＰＩ染色的凋亡心肌细胞核显示为红色荧光）
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结果显示，ｍＫＡＴＰ可降低室颤的发生率，缩小 ＡＭＩ的最
后坏死面积；选择性ｍＫＡＴＰ阻断剂５羟色胺（５ＨＤ）可
降低ＡＭＩ期间恶性心律失常的发生率，抑制ＡＭＩ的梗
死面积扩大［７］。心肌缺血再灌注后心脏出现的心律

失常和心电图监测发现的众多变化多数与心肌细胞的

ＫＡＴＰ状态有关，主要表现包括静息膜电位和动作电位
电压降低、时程缩短、除极化速度和电传导速率减慢。

进一步研究发现，ＫＡＴＰ在 ＭＩＲＩ中开放不足，不能维持
心肌细胞动作电位的复极化顺序时，可能会产生早期

后去极化（ＥＡＤ），继而导致各种恶性心律失常的发
生［８］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是细胞内重要的信号通路，在介导心肌
细胞存活方面具有非常重要的作用，Ａｋｔ存在于细胞
膜内面，其表达在ＰＩ３Ｋ调控下被激活，通过多条途径
直接或间接调控心肌细胞凋亡，主要途径如下：（１）影
响细胞转录因子的活性：叉头转录因子磷酸化可在

ｐＡｋｔ作用下被激活，在磷酸化的叉头转录因子的作用
下，促凋亡基因（如 Ｆａｓｌ）的表达可能被抑制；同时活
化的Ａｋｔ也能够上调ＭＤＭ２的活性。（２）抑制凋亡相
关因子的释放：在 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的活化作用下，
线粒体凋亡因子如细胞色素 Ｃ释放减少，促凋亡相关
因子（半胱天冬蛋白酶 Ｃａｓｐａｓｅ９）可在 ｐＡｋｔ的活化
作用下失去作用，继而综合多方面发挥抗凋亡作用。

（３）通过级联激活直接调控细胞凋亡：ｐＡｋｔ能够激活
促凋亡蛋白（如Ｂａｄ、Ｂａｘ等），同时也能够激活抗凋亡
蛋白（如Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸＬ等），在整体作用下，线粒体功
能受到保护，细胞凋亡受到明显抑制［９１０］。

Ａｈｍａｄ等［１１］通过研究缺血预处理模型，发现

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号传导通道中关键酶 Ａｋｔ的磷酸化能被
ｍＫＡＴＰ开放剂ＢＭＳ１９１０９５和二氮嗪激活，且该节点被
阻断后，ｍＫＡＴＰ开放剂降低心肌细胞凋亡的作用明显下
降，对ＫＡＴＰ开放剂保护心肌、抗凋亡的机制可能与
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号传导通道相关做了系统研究。其他学
者也发现ＫＡＴＰ开放剂对ＥＲＫ信号通路也有影响，可能
与ＲＯＳ和 ＮＯ相关，进一步研究发现 Ｐ３８ＭＡＰＫ／ＥＲＫ
的保护作用可被５羟色胺阻断，同时也表明 ＫＡＴＰ在体
内的作用机制较复杂［１２１３］。另有研究结果显示，在应

激导致的心肌凋亡和线粒体损伤中，ＫＡＴＰ能通过与钙
结合的方式进而与线粒体发生相互联系，从而发挥抗

心肌凋亡和抗线粒体损伤的重要保护作用［１４］。

本研究结果显示，ＫＡＴＰ开放剂尼可地尔对 Ｈ／Ｒ损
伤模型中心肌细胞的 ＬＤＨ漏出率和细胞凋亡有明显

抑制作用，且此作用的发挥与 ＰＩ３Ｋ信号通路关系密
切。通过对凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 ｐＡｋｔ表达水
平的检测，提示尼可地尔减轻细胞凋亡与影响凋亡蛋

白有关，同时其作用发挥也与 ＰＩ３Ｋ信号通路关系密
切。本研究中，阻断ＰＩ３Ｋ信号通路关键酶ＡＫＴ后，尼
可地尔的保护作用并未完全消失，表明尼可地尔发挥

抗凋亡作用存在多通路多方向，这为今后探讨 ＫＡＴＰ和
尼可地尔提供了更宽广的视角。
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