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小剂量过氧化氢对大鼠心肌细胞钙瞬变及凋亡的作用 *
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摘要 目的：探讨小剂量过氧化氢导致的氧化应激对大鼠心肌细胞钙瞬变及细胞凋亡的作用。方法：解剖取出成年大鼠心脏，应用

langendorff方法分离心肌细胞，加入 fluo-3荧光指示剂后，应用不同浓度的过氧化氢作用于心肌细胞，在共聚焦显微镜下测定心
肌细胞内钙瞬变。分离并培养新生大鼠心肌细胞，观察过氧化氢处理心肌细胞后其形态的变化，从而评价小剂量过氧化氢对心肌

细胞的凋亡作用。 结果：应用 0.125 mmol/L、0.25 mmol/L及 0.375 mmol/L的过氧化氢作用于心肌细胞后，心肌细胞内钙瞬变幅
度明显升高，并呈时间剂量依赖性。在培养的大鼠原代心肌细胞中加入 0.25 mmol/L的过氧化氢后，心肌细胞发生凋亡的形态变
化。结论：小剂量过氧化氢可开放心肌细胞 L-钙通道，明显增加心肌细胞内钙瞬变，并导致心肌细胞凋亡。
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Effect of Low-Dose Hydrogen Peroxide on Intracellular Calcium Transient
and Apoptosis in Rat Cardiomyocyte*

The effect of low-dose hydrogen peroxide on intracellular calcium transient and apoptosis in rat
cardiomyocyte are investigated in the experiment. We have anatomized and removed the heart of adult rat, and isolated the
cardiomyocyte with langendorff method. The cells were stained with fluo-3 fluorescent indicator and determined for the changes of the
intracellular calcium transient at exposing to low-dose hydrogen peroxide with confocal microscope. Moreover, we isolated and
cultivated primary rat myocardial cells, and observed the morphological changes of cardiomyocyte apoptosis using different concentrations
of low-dose hydrogen peroxide. After adding 0.125, 0.25 and 0.375 mmol/L of hydrogen peroxide in isolated cardiomyocyte, the
intracellular calcium transient amplitude increased significantly in a dose-and time-dependent manner. The cardiomyocyte apoptotic
morphology can be observed in the cultivated rat cardiomyocyte. Low dose of hydrogen peroxide increased the intracellular
calcium transient amplitude significantly, and led to cardiomyocyte apoptosis.
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前言

细胞凋亡是一个极其复杂的过程，它是指生物体内细胞在

特定的内源和外源信号诱导下，其死亡途径被激活，并在有关

基因的调控下发生的程序性死亡过程[1]。一些研究证实细胞凋

亡过度与心肌缺血再灌注损伤、神经元退行性疾病等有关；细

胞凋亡不足与肿瘤、自身免疫病等有关。心肌细胞凋亡是维持

心脏组织形态相对稳定的不可缺少的细胞学基础，它与房颤、

心力衰竭[2]、缺血性心肌病、心肌梗死[3]以及缺血 /再灌注损伤[4]

等一系列心血管疾病均密切相关。许多研究表明活性氧（ROS）
是心脏疾病时诱导心肌细胞凋亡的重要因素之一。过氧化氢

（H2O2）是一种 ROS，也是体内氧化代谢的中间产物，它能破坏
细胞器，如内质网、线粒体膜以及细胞膜，导致胞内钙离子

（Ca2+）重新分布[5]。Ca2+是介导细胞凋亡的第二信使，在细胞凋

亡过程中发挥重要作用，因此不难得出 H2O2通过影响细胞内

Ca2+进而诱导细胞凋亡的设想。但对于 H2O2剂量与细胞凋亡

之间定量关系仍值得进一步探讨。本研究通过对细胞内钙离子

荧光指示强度的测定及对心肌细胞形态的观察，探讨小剂量的

过氧化氢对心肌细胞损伤的作用。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 成鼠心肌细胞的分离 应用胎龄为 13-14周，重量为 350 g
的 Wistar 大鼠，雌雄不限，全麻（1%戊巴比妥钠，浓度为 50
mg/kg，10分钟起效）后 37 ℃恒温下行气管插管，人工呼吸，迅
速开胸，暴露心脏，切断肺动脉放血，分离周围组织，露出升主

动脉，逆向插管至冠状动脉口，结扎，切断主动脉，取出大鼠心

脏，应用 langendorff灌注装置逆行灌注心脏，首先应用无钙液
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灌注 2分钟，再经胶原酶 I（美国 Sigma公司）消化约 15分钟，
至心脏变大变软变白，剪下心脏，剪去心房及右心室，并去除结

缔组织，保留左心室，将左心室剪成小碎块，用 KB 液终止消
化，用尼龙网过滤，去除细胞团块，1000 r/min离心 3分钟，去除
细胞碎片，将获取的心肌细胞，取 400 滋L上述液体平铺于 6组
直径为 1.5厘米的培养皿中。
1.1.2 幼鼠心肌细胞的分离及培养 选择 1-2天龄 S-D 乳鼠，
雌雄不限，将乳鼠用 75%的酒精进行消毒，取出心脏，放入
D-Hank's液中，用滴管冲洗心脏，剥离心房及其主动脉，弃去
D-Hank's液，用剪子将心脏剪成 1 mm3的组织块，放入约 2.5
毫升的 0.06%的胰酶，用滴管吹打将其混匀，放入 37 ℃水浴箱
中消化 8分钟，取出后弃去上清液，加入约 2.5毫升的 0.08%II
型胶原酶，放入 37 ℃水浴箱中消化 8分钟，取出吸出上清液放
入含有 10%胎牛血清的高糖 DMEM中，重复该步骤 2次，即共
应用 II型胶原酶消化 3次，最后将含上清液的含有 10%胎牛
血清的高糖 DMEM放入离心机中，1000 r/min，离心 8分钟，弃
去上清，加入新鲜含有 10%胎牛血清的高糖 DMEM培养液，用
滴管吹打使其成为细胞悬液，将悬液接种到 6孔板中。37 ℃、
5% CO2培养箱中培养 60分钟，采取差速贴壁法纯化心肌细
胞，并用含有 10%的胎牛血清的 DMEM培养基继续培养未贴
壁生长的心肌细胞。

1.2 心肌细胞钙瞬变的测定
在上述分离的成鼠心肌细胞中加入 DMSO 液稀释至 25

滋mol/L的 Fluo-3 40 滋L染色，将培养皿置于 37 ℃水浴箱中，
避光水浴 30分钟后，加入无钙液 400 滋L冲洗 2次，去除多余
染料；应用 FV300激光扫描共聚焦显微镜（日本 Olympus公
司)于镜下找到形态较好，染色程度最佳的细胞，用该显微镜实
时监测心肌细胞荧光值变化，代表钙离子浓度变化。参数设置

如下：激发波长(入 ex)488 nm，发射波长(入 em)520 nm。分别加
入浓度为 5 mmol/L过氧化氢 10 滋L，20 滋L，30 滋L，使过氧化氢
终浓度为 0.125 mmol/L、0.25 mmol/L、0.375 mmol/L，使用 Time
Course程序对 XY平面进行扫描，每个实验组扫描 60张，每张
间隔 10秒，连续观察各实验组 500秒内钙离子荧光强度(FI)的
变化。

1.3 心肌细胞凋亡的形态检测
分离的幼鼠心肌细胞培养 48小时后换液，将原培养基吸

出后应用 D-Hank，s液冲洗 2次，向 2孔中加入 500 滋L培养基
继续培养。经过 48小时后将其中一孔设为对照组，另一孔为实
验组，向实验组加入浓度为 5 mmol/L H2O2 25 滋L。再次将两组
6孔板置于 37 ℃培养箱中培养 3小时后取出，向各孔中加入
500 滋L Hoechest33342染色液，以充分覆盖住待染色的样品，
再次置于 37 ℃培养箱中培养 30分钟。弃染色液，用 D-Hank，s
液洗涤 2次，然后行荧光检测。
1.4 统计学方法

将每 10秒对应钙离子荧光值减去基线钙离子荧光值所得
数据作为某时钙瞬变荧光强度，共取 50个时间点，计算其平均
值，表示为钙瞬变荧光强度值。应用 SPSS18.0软件进行统计学
处理，正态分布计量资料采用均值?标准差表示，多个样本比较
采用单因素方差分析，以 P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 低剂量 H2O2对心肌细胞内钙瞬变的作用

加入 0.125 mmol/L H2O2后，心肌细胞内钙瞬变荧光强度

迅速升高，并于 100秒达到平台期（如图 1），加入 0.25 mmol/L
H2O2后，心肌细胞内钙瞬变荧光强度 400秒内迅速升高，后趋
于平台期（如图 2），加入 0.375 mmol/L H2O2后，心肌细胞内钙

瞬变荧光强度 100秒内迅速升高，后续 400秒缓慢上升（如图
3）。由上述结果可见，不同浓度的小剂量 H2O2可引起心肌细胞

内 Ca2+浓度呈时间依赖性升高。

2.2 不同浓度 H2O2作用于心肌细胞后钙瞬变的比较（表 1）
由表 1 可见：0.125 mmol/L、0.25 mmol/L、0.375 mmol/L

H2O2均引起心肌细胞内 Ca2+瞬变增加，其中 0.375 mmol/L所
引起的 Ca2+瞬变增加幅度高于 0.125 mmol/L、0.25 mmol/L，
0.25 mmol/L所引起的 Ca2+瞬变增加幅度高于 0.125 mmol/L。

图 1 0.125 mmol/L H2O2导致心肌细胞内钙瞬变的变化

Fig. 1 Change of intracellular Ca2+ transient induced

by 0.125 mmol/L of H2O2

图 3 0.375 mmol/L H2O2导致心肌细胞内钙瞬变的变化
Fig. 2 Change of intracellular Ca2+ transient induced

by 0.375 mmol/L of H2O2

图 2 0.25 mmol/L H2O2导致心肌细胞内钙瞬变的变化
Fig. 2 Change of intracellular Ca2+ transient induced

by 0.25 mmol/L of H2O2
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H2O2 concentrations（mmol/L） Ca2+ transient

0.125

0.25

0.375

89.74± 42.199

213.05± 128.253*

468.46± 163.449*△

表 1 不同浓度小剂量 H2O2作用于心肌细胞后钙瞬变的比较

Table 1 Intracellular Ca2+ transient induced by different
concentrations of H2O2

2.3 心肌细胞凋亡的形态变化
如图 4所示，加入 0.25 mmol/L H2O2后，可见幼鼠心肌细

胞出现细胞体积缩小，呈圆形。细胞核凝聚、断裂，染色体分叶，

存在凋亡小体。

3 讨论

活性氧（ROS）是体内一类氧的单电子还原产物,包括氧的
超氧阴离子、过氧化氢、羟基自由基以及一氧化氮等[6]。在心肌

细胞活性氧的来源可能是线粒体电子传递链，一氧化氮合酶

（NOS），NADPH氧化酶，黄嘌呤氧化酶和脂氧合酶 /环氧和各
种物质的氧化，特别是儿茶酚胺[7]。已有许多研究表明 ROS是
心脏疾病时诱导心肌细胞凋亡的重要因素之一[8]。通常在生物

体内存在的抗氧化系统，能够清除部分 ROS，维持代谢平衡。在
一些损伤因素的作用下，体内抵制 ROS的保护机制发生变化，
诱导大量的自由基堆积，产生氧化和抗氧化的不平衡———氧化

应激。氧化应激反应可以导致细胞内 Ca2+稳态失调，从而诱导

细胞损伤。依据来源的不同可以将 ROS分为内源性 ROS和外
源性 ROS。许多类型的刺激能够造成内源性 ROS的产生，介导
细胞凋亡；外源性 ROS作用于细胞也可诱导细胞凋亡[9]。

本实验中的小剂量 H2O2是一种少量外源性 ROS，它可作
为信号，诱导线粒体通透性转变孔（MPTP）开放，促进线粒体
Ca2+内流，同时促进自身线粒体及其他线粒体产生 ROS———
氧化应激。氧化应激通过影响电压依赖性钙离子通道使非特异

性细胞膜钙离子通透性变化和 Na+／Ca2+交换等，并影响 Ca2+

从内质网释放[10]，从而破坏内质网内 Ca2+的稳态，导致内质网

超负荷反应。该反应以激活核转录因子 NF2资B为主要特点，启
动多种前炎性蛋白和细胞粘附分子的转录表达，对凋亡进行调

控。由此可推断诱导心肌细胞凋亡的过程为外源性 ROS可使
心肌细胞抗氧化防御系统受损而导致内源性 ROS生成增加，
产生氧化应激，导致细胞内钙离子重新分布，从而进一步诱导

心肌细胞凋亡[11]。

本研究结果证实小剂量 H2O2能明显增加心肌细胞的钙离

子浓度，且呈时间及剂量依赖性，而且它可以诱导心肌细胞凋

亡，因此，本实验为研究外源性 ROS诱导细胞凋亡的途径提供
了佐证。有研究报道大剂量 H2O2能引起心肌细胞死亡[12]。

由于认识到氧化应激 -心肌细胞凋亡 -心脏疾病之间有着
密切的联系，抗氧化治疗将有望成为治疗心血管疾病的一种潜

在治疗药物[13]。近年已有各种合成抗氧化剂被证实能够抑制心

肌梗死、主动脉缩窄或快速心房起搏老鼠心脏重塑[14]。但由于

到目前为止，对于氧化应激介导的心肌细胞凋亡的分子机制的

研究尚无定论，抗氧化治疗还有许多问题需要进一步明确。

Ca2+可作为许多细胞凋亡的信号载体，对细胞的生存与凋

亡有着重要的作用。近年研究揭示出凋亡是由十分复杂的信号

传导通路所调控的，目前已知有三个主要的信号传导通路：线

粒体通路，死亡受体通路和内质网通路[15-18]。由于 Ca2+通过肌浆

/内质网钙离子 ATP酶(SERCA)从胞浆中摄入，通过肌醇 -1，
4，5-三磷酸受体(InsP3R)／钙离子通道或 RyR／钙离子通道释
放[19]，可见这些信号转导通路都与 Ca2+有密切关系。因此，降低

细胞内 Ca2+，对保护心肌细胞免于损伤起着非常重要的作用[20]，

临床上应用钙拮抗剂可明显抑制氧化应激参与的心血管疾病。

但是，关于 Ca2+如何激活凋亡调节因子的分子机制的研究目前

刚刚起步，随着我们下一步研究的进展，我们会更清楚地认识

Ca2+在细胞凋亡过程中的确切作用。
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