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·基础研究·
衣霉素诱导大鼠心肌细胞内质网应激凋亡模型的构建 *
沈明志 刘佳妮 翟雅莉 赵 萌 丁铭格 王 博 岳 劲 王晓明

（第四军医大学西京医院老年病科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：通过衣霉素诱导内质网应激建立新生大鼠心肌细胞凋亡模型。方法：不同浓度、不同时间的衣霉素作用于原代培养乳

鼠心肌细胞，通过 MTT 实验和流式细胞术测定心肌细胞的存活率和凋亡率，Western blot 检测内质网应激蛋白 GRP78，CHOP 表

达水平。结果：①与阴性对照组相比，衣霉素具有损伤心肌细胞的作用，并呈现剂量与时间依赖关系（P<0.05，n=12）。②通过流式

细胞术判断心肌细胞死亡的性质，当衣霉素浓度为 100ng/ml，作用 72h 时，心肌细胞存活率和凋亡率分别为 57.4±3.2%（n=12），

25.9±5.8%（n=3）。提示衣霉素损伤细胞的形式主要为凋亡性死亡。③内质网应激蛋白 GRP78 和 CHOP 表达于 6h 开始增加，24h
达到峰值，随后呈下降趋势。结论：应用衣霉素成功诱导 SD 乳鼠心肌细胞内质网应激凋亡模型，衣霉素的最佳诱导浓度为

100ng/ml，作用时间为 72h。
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ABSTRACT Objective: To establish endoplasmic reticulum stress-induced apoptotic model by tunicamycin induced on cultured
neonatal rat cardiomyocytes. Methods: Neonatal rat cardiomyocytes in primary culture were exposed to tunicamycin with different
concentrations and action times. MTT assay and flow cytometry analysis were applied to detect cardiomyocyte viability and apoptosis
rate. Western blot was used to examine the expression of GRP78 and CHOP. Results: ① Compared with the negative control,
tunicamycin resulted in cardiomyocyte injury，which was time and concentration-dependent (P<0.05, n=12). ② The treatment of
tunicamycin produced 57.4±3.2 %(n=12) of cellular viability and 25.9±5.8%(n=3) of apoptotic population in cardiomyocytes by flow
cytometry.③ The levels of GRP78 and CHOP upregulated at 6 h, respectively. After tunicamycin treatment for 24h, the upregulation of
GRP78 and CHOP reached the maximum. Conclusions: Tunicamycin-induced apoptotic model in cultured neonatal rat cardiomyocytes
were successfully constructed The optimal concentration and action time of tunicamycin treatment was 100ng/ml, 72h, respectively.
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前言

心肌细胞凋亡与心律失常、高血压、动脉粥样硬化、急性冠

脉综合症、心肌缺血再灌注损伤、心肌病、心肌炎、先天性心脏

病、心力衰竭[1]等心血管疾病密切相关。死亡受体途径和线粒体

途径是心肌细胞凋亡的两种主要方式。内质网应激(endoplas-
mic reticulum stress，ERS)在心血管疾病导致的心肌细胞凋亡过

程中发挥了重要作用，成为近期研究的热点[2-4]。内质网(endo-
plasmic reticulum，ER)是真核细胞内重要的细胞器，主要参与

膜蛋白和分泌蛋白修饰和折叠[5]。内质网对外界环境较敏感，各

种应激所导致的代谢异常、蛋白质糖基化抑制、二硫键形成障

碍等均可引起错误折叠和未折叠蛋白在内质网腔内聚集，破坏

内质网稳态，引发内质网应激(ERS)[6]。应激发生后，内质网通过

上调分子伴侣 GRP78 表达、抑制蛋白质合成、加速错误折叠和

未折叠蛋白质降解等方式缓解 ERS。然而持续或 / 和较严重的

ERS 则触发凋亡信号，诱导 CHOP、caspase-12、JNK 等促凋亡

因子的表达及活化，导致细胞凋亡[7]。尽管已有衣霉素通过内质

网应激诱导细胞凋亡的报道[8]，但目前尚缺乏构建心肌细胞凋

亡的模型。为此，本研究应用衣霉素对心肌细胞进行干预，通过

MTT 实验检测细胞存活率、流式细胞术检测细胞凋亡率和
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图 1 衣霉素对心肌细胞存活率的影响。
Fig. 1 The viability of cardiomyocytes induced by tunicamycin.

Western blot 观察伴侣分子 GRP78 和 CHOP 的表达，为进一步

探讨内质网应激诱导心肌细胞凋亡性相关疾病的机制提供了

基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

Sprague Dawley（SD）大鼠 1 日龄乳鼠由第四军医大学实

验动物中心提供，高糖 DMEM 培养基(Gibico)，胎牛血清(Gibi-
co)，Ⅰ型胶原酶(Sigma)，MTT(Sigma)，DMSO(Sigma)，衣霉素

(Sigma)，胰蛋白酶 (Sigma)，5-Brdu(Sigma)，Anti-GRP78(biowo-
rld)，Anti-GADD153/CHOP (Santa Cruz)，β-actin (博士德)，An-
nexin Ⅴ/PI 凋亡试剂盒(BD)，BCA 蛋白定量试剂盒(Pierce)。
1.2 原代培养新生大鼠心肌细胞

取 1 日龄新生 SD 仔鼠，在 70%酒精中浸泡数秒，用眼科

弯剪沿剑突偏左侧下剪，取出心脏，冰 PBS 清洗 3 次，剔除新

房及大血管，转入同位素瓶，用眼科直剪将其剪成 1mm3 组织

块，1mg/ml 的胶原酶分 5 次消化，每次 5-7min。收集除第一次

消化的细胞悬液，加入含血清的 DMEM 培养基终止消化，

1000r/min 离心 5min，弃上清。重悬细胞，用滴管吹打至单细胞

悬液，经 200 目筛网过滤后接种于培养瓶，差速贴壁 1h。取细

胞悬液，加入 100umol/l 的 Brdu，24h 后换液。通过倒置显微镜

观察细胞形态及搏动，α-actin 细胞荧光鉴定心肌细胞纯度达

90%以上时进行实验。
1.3 衣霉素诱导凋亡模型制备

未处理的心肌细胞作为对照组，应用 25ng/ml，50ng/ml，
100ng/ml，200ng/ml，500ng/ml 衣霉素作用心肌细胞，分别在

0h，24h，48h，72，96h 进行各项指标检测。
1.4 MTT 法检测心肌细胞存活率

心肌细胞按照 5×105/ml 的浓度接种于 96 孔板，每孔

100ul，经无血清培养液处理后，随机分组，每组设 12 个副孔：

①对照组, ②衣霉素组(25ng/ml，50ng/ml，100ng/ml，500ng/ml)。
分别刺激 0h，24h，48h，72h，96h 后每孔加入 MTT 溶液 10ul
(5mg/ml)，37℃继续孵育 4h，吸弃孔内上清液，加入 150ulDM-
SO，选择 570nm 波长，振荡 10min，检测各孔吸光度 A 值（A 值

与活细胞数成正比），以只加 DMSO 的孔测得的值为本底 A
值，计算细胞存活率。细胞存活率 =（实验组 A 值 - 本底 A 值）/

（对照组 A 值 - 本底 A 值）×100%，实验至少重复 3 次。
1.5 流式细胞仪检测细胞凋亡率

参照试剂盒说明书进行实验。100ng/ml 衣霉素与心肌细胞

共同培养 0h，24h，48h，72h，96h 后，0.25%胰酶消化细胞，每组

收集约 1×106 个细胞，用冰 PBS 洗涤 2 次，70%乙醇固定，4℃
过夜，Annexin V/PI 染色，经流式细胞仪检测，分析细胞凋亡情

况。结果判断：左下象限为正常细胞，右下象限为早期凋亡细

胞，右上象限为晚期凋亡细胞，左上象限为死细胞。
1.6 Western blot 检测内质网应激蛋白的表达

收集各时间点蛋白样品，12%SDS-PAGE，85V 电泳 30min
后将电压调制 125V，待溴酚蓝跑出胶板时停止电泳。100V、2h
将蛋白样品转移至 NC 膜上，5%脱脂奶粉室温封闭 1h。加入稀

释后的 GRP78（1：1000），CHOP（1：500），β-actin（1：1000），4℃
孵育过夜。TBST 洗膜 3 次，每次 5min。加入荧光二抗（1 ：

15000），室温孵育 1h。TBST 洗膜 3 次，每次 5min，经 Odessy 红

外成像系统扫描。应用 Image J 软件半定量分析条带灰度，相对

表达量以各样本与 β-actin 条带灰度比值计算。
1.7 统计学分析

实验数据均以均值±标准差（x±S）表示。采用 SPSS 10.0
统计软件，以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 衣霉素对心肌细胞存活率的影响

MTT 结果显示（图 1）：与对照组相比，应用不同浓度衣霉

素作用心肌细胞，细胞存活率呈现明显剂量和时间依赖性（P＜
0.05，n=12）。当衣霉素浓度为 100ng/ml、作用 72h 时，心肌细胞

存活率为 57.4±3.2%（n=12）。

2.2 衣霉素对心肌细胞凋亡率的影响

流式细胞仪检测显示（图 2）：正常对照组心肌细胞状态良

好，凋亡率为 2.1%。100ng/ml 衣霉素处理心肌细胞于 24h、48h、
72h 和 96h 各时间点所致心肌细胞凋亡率分别为 7.6%，25.9%，

36.5%和 34.7%，较对照组高（p＜0.05），坏死率分别为 0.5%，

10.4%，19%，27.5%，呈逐渐增加趋势，呈现明显时间依赖性。
48h 组有明显的细胞凋亡的发生（p＜0.05），72h 凋亡细胞达到

峰值，而后坏死细胞增多，与对照组相比有统计学差异 （P＜
0.05）。
2.3 衣霉素对心肌细胞 GRP78 蛋白表达水平的影响

为了验证衣霉素是通过 ERS 途径诱导的心肌细胞凋亡，

本研究通过 Western blot 的方法检测内质网分子伴侣 GRP78。
与对照组相比，100ng/ml 衣霉素组 GRP78 蛋白表达水平在 12h
时明显升高，24h 达峰值，48h 明显下降，72h 降至正常水平（详

见图 3）。
2.4 衣霉素诱导前后心肌细胞 CHOP 蛋白表达水平的比较

为进一步验证衣霉素是否激活了 ERS 信号通路，本研究

同时检测了内质网特异性促凋亡蛋白 CHOP 的表达水平。结果

表明（图 4），100ng/ml 衣霉素应用前后心肌细胞 CHOP 表达水

平存在差异 （P＜0.05）。衣霉素处理 6h 时 CHOP 开始缓慢升

高，24h 达峰值，之后缓慢下降。

3 讨论

随着人们生活水平的提高和运动量的减低，在全球范围内

心血管疾病的病死率仅次于肿瘤的病死率，严重危害人们的健
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图 2 心肌细胞凋亡率与衣霉素作用时间的关系

Fig. 2 The apoptosis of cardiomyocytes induced by tunicamycin

图 3 衣霉素对心肌细胞 GRP78 蛋白表达水平的影响

Fig. 3 The levels of GRP78 of cardiomyocytes induced by tunicamycin.
图 4 衣霉素诱导前后心肌细胞内 CHOP 蛋白表达水平的比较

Fig. 4 The levels of CHOP of cardiomyocytes induced by tunicamycin.

康[9]。在中国，心血管疾病还在继续大范围的蔓延，所以治疗心

血管疾病刻不容缓。作为终末分化细胞，心肌细胞凋亡在几乎

所有心血管疾病发生发展过程中都扮演着重要的角色[10]。以往

的研究主要集中在死亡受体途径和线粒体途径诱导的心肌细

胞凋亡[3]。近十年研究发现在心肌缺血、心肌缺血再灌注损伤、
高血压、高血脂、动脉粥样硬化、冠心病、心肌肥厚、心力衰竭
[3,11-13]等发病过程中都伴随着内质网微环境的改变，蛋白质的折

叠，钙离子的稳态等都受到影响，这启动了 ERS 信号，并最终

导致了细胞凋亡。由此可见，研究内质网应激诱导的心肌细胞

凋亡是非常重要的。
文献报道[14]衣霉素可以阻碍内质网内新生蛋白质的糖基

化过程，使新生蛋白质不能够正确折叠从而堆积在内质网中诱

发 ERS。本实验应用衣霉素诱导体外培养的 SD 乳鼠心肌细

胞，成功诱导了心肌细胞凋亡的模型。通过应用 MTT 法检测心

肌细胞的存活率，该方法可以快速筛选出衣霉素用药浓度和作

用时间，不足之处是其不能判定细胞是因为坏死还是凋亡而死

亡, 而流式细胞仪是通过检测细胞 DNA 变化而对凋亡细胞进

行定量分析的方法，它具有灵敏、快速、准确、结果客观且重复

性好的特点，是定量分析凋亡细胞的首选。通过 MTT 实验和流

式细胞计数发现，100ng/ml 衣霉素处理 72h，心肌细胞的存活

率和凋亡率分别为 57.4±3.2%，25.9±5.8%，以此浓度和时间

建立的心肌细胞模型比较适合后续的实验研究。
分子伴侣 GRP78 与凋亡促进因子 CHOP 在 ERS 时有比

较高的表达，因此在 ERS 时起着非常重要的作用，被看作是
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ERS 的标志。实验过程中，我们观察到 GRP78 和 CHOP 都有不

同程度的升高，说明应用衣霉素成功诱导了 ERS 的模型。
文献报道[15]，在内质网应激的早期阶段，ERS 通过上调分

子伴侣 GRP78 促进蛋白折叠，试图恢复内质网的功能,当 ERS
较严重和 / 或持续时间较长时，内质网启动了促凋亡信号，从

而诱导了细胞凋亡，而 CHOP 是此信号途径的重要成员之一。
本实验的结果显示，ERS 过程中 GRP78 和 CHOP 的表达模式

不尽相同。随着衣霉素作用时间的延长，GRP78 表达水平是先

升高后降低。100ng/ml 衣霉素处理 6h，GRP78 表达水平即可上

调，24h 达峰值，而后迅速下降,而 CHOP 表达水平在 6h 开始轻

微升高，在 24h 达到高峰，但随后下降比较缓慢，并且持续时间

较长。这提示我们，在 ERS 情况下具有保护作用的分子伴侣

GRP78 升高的速度比较快，但同时下降的也较快，而具有诱导

凋亡作用的 CHOP 上升速度较慢，同时下降的速度也较慢。
总之，本实验证明衣霉素可以通过激活内质网应激途径诱

导心肌细胞凋亡，为进一步阐明心肌细胞凋亡的分子机制以及

制定治疗策略提供了有效的模型基础。
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