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［摘要］　目的：从细胞及动物整体水平研究银耳多糖（ｔｒｅｍｅｌｌａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＴＰ）抗心肌细胞凋亡的作用。方法：采用醇

提法提取精制ＴＰ，气相色谱法检测ＴＰ纯度。对乳鼠心肌细胞原代培养后随机分为正常对照组（Ａ组），凋亡对照组（Ｂ组）和

ＴＰ预处理组（Ｔ组），７２ｈ后进行形态学观察和锥虫蓝摄取率测定。采用流式细胞术检测各组心肌细胞凋亡指数。在动物体

内实验中，选择清洁级ＩＣＲ纯系小鼠１００只，按体质量随机分为５组：阴性对照组（Ｎ组）每天腹腔注射生理盐水，其余４组每

天腹腔注射１２０ｍｇ／ｋｇＤ半乳糖以建立小鼠衰老模型，同时阳性对照组（Ｃ组）每日以生理盐水灌胃，Ｌ、Ｍ、Ｈ组分别以每日

１００、２００、４００ｍｇ／ｋｇＴＰ灌胃。８周后处死小鼠，获取心肌标本进行组织学研究和生化检测。结果：培养的各组乳鼠心肌细胞

锥虫蓝摄取率：Ｂ＞Ｃ＞Ａ（Ｐ＜０．０１）；心肌细胞凋亡指数：Ｂ＞Ｃ＞Ａ（Ｐ＜０．０１）。动物实验中，与 Ｎ组相比，阳性对照组（Ｃ组）

及各ＴＰ干预组心肌均无明显病理学改变。ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡指数显示：Ｈ＜Ｍ＜Ｃ（Ｐ＜０．０５）。心肌组织匀浆检

测结果显示：Ｈ、Ｍ组 ＭＤＡ和ＬＰ含量低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５），且Ｈ组低于 Ｍ组（Ｐ＜０．０５）；各ＴＰ干预组ＧＳＨＰｘ和ＳＯＤ活性

均高于Ｃ组（Ｐ＜０．０５），而 Ｈ组活性最高（Ｐ＜０．０５）。结论：银耳多糖能抑制氧化损伤诱导体外培养乳鼠心肌细胞凋亡的发

生，对心肌细胞具有保护作用。对Ｄ半乳糖致衰老模型小鼠心肌细胞具有抗凋亡和抗氧化作用，且这种作用具有剂量相关性。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（４）：３８３３８６］

　　心肌细胞凋亡可导致心肌收缩力减弱、心功能
降低等老年退行性改变。已有研究证实，通过干预
心肌细胞凋亡，可以在一定程度上保护心肌功能［１］。
目前，在探索中药有效成分对心肌细胞凋亡影响方
面的研究正在不断深入。本单位通过前期对银耳多
糖（ＴＰ）的研究证实，ＴＰ具有清除氧自由基、抗脂质
过氧化的作用［２］。根据这一结果，我们又进行了细
胞与动物体内实验，以探索 ＴＰ的抗心肌细胞凋亡
作用。

１　材料和方法

１．１　药品和试剂　胰蛋白酶（１２５０）、过氧化氢、
碘化丙啶 （ＰＩ）购自 Ｓｉｇｍａ公司。新生牛血清、

ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１１）培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。锥
虫蓝购自中国医药（集团）上海化学试剂公司。谷胱
甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰＸ）检测试剂盒由南京建成
生物工程研究所提供。其他试剂均为国产分析纯。

ＴＰ精制品为自制［３］，纯度８０％，其中糖醛酸含量为

１３．９％。

１．２　乳鼠心肌细胞培养［４］　每次取１～２ｄ龄ＳＤ
乳鼠２０只（第二军医大学实验动物中心提供），剪取
心脏后立即置入４℃预冷的ＤＨａｎｋ’ｓ液中。洗尽
残留的血液后，剪成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的组
织块，加入１０ｍｌ０．１２５％胰蛋白酶，在３７℃水浴消
化１０ｍｉｎ，弃上清，再次向组织块中加入等量的

０．１２５％胰蛋白酶，以相同方法消化至组织块为絮状
时终止消化。将每次收集的上清液低温离心后收集
沉淀制成细胞悬液，调整细胞密度为８×１０５个／ｍｌ。
差速贴壁法纯化培养后接种至３５ｍｍ培养皿中（每
只皿２ｍｌ），于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２培养箱中继
续培养。

１．３　培养心肌细胞的分组　取已培养２４ｈ后的心
肌细胞，以每只培养皿为１个标本，随机分为３组，
每组６个标本：（１）正常对照组（Ａ组）：在不含处理
因素的培养基中培养；（２）Ｈ２Ｏ２诱导凋亡模型组（Ｂ
组）：在含终浓度为０．１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的培养基中培
养；（３）ＴＰ预处理组（Ｔ组），先在含终浓度为０．３
ｍｍｏｌ／Ｌ（９０μｇ／ｍｌ）ＴＰ的培养基中预处理３０ｍｉｎ
后，再加入 Ｈ２Ｏ２，使 Ｈ２Ｏ２终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ。

７２ｈ后对各组心肌细胞分别进行形态学观察与锥虫
蓝摄取率测定［５］。

１．４　流式细胞术检测各组心肌细胞凋亡指数　采

用ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法［６］对培养的心肌细

胞进行染色后，利用流式细胞仪检测细胞凋亡比例。
每组取２个样本（每个样本１００００个细胞），重复测
定３次，采用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ功能软件进行分析。

１．５　动物分组、复制模型及给药　取清洁级ＩＣＲ纯
系小鼠１００只，雌雄各半，体质量（１９±３）ｇ，由上海
西普尔必凯公司提供。按体质量随机分为５组。Ｎ
组每天腹腔注射生理盐水，Ｃ、Ｌ、Ｍ、Ｈ 组每天腹腔
注射Ｄ半乳糖１２０ｍｇ／ｋｇ，同时，Ｌ、Ｍ、Ｈ组分别每
天灌胃１００、２００、４００ｍｇ／ｋｇＴＰ，Ｃ组灌胃生理盐
水。自由进食水，室温２０℃。８周后称体质量，处死
小鼠，剪取心室肌进行组织学研究和生化检测。

１．６　心肌组织学研究　常规 ＨＥ染色后，于光镜
下观察心肌病理改变，采用ＴＵＮＥＬ法检测标本中
发生凋亡的细胞并计算凋亡指数（ＡＩ）。

１．７　心肌生化检测　取心肌组织在预冷的０．９％生
理盐水中漂洗，去除血液，将组织制备成１０％匀浆
液，离心后取上清。考马斯亮蓝法进行蛋白定量。
按试剂盒说明书分别进行各组组织超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、ＧＳＨＰｘ、丙二醛（ＭＤＡ）、脂褐质（ＬＰ）的检
测，经紫外分光光度计测定并与标准曲线相比后计
算结果。

１．８　统计学处理　实验原始数据以ＳＰＳＳ１１．０软
件处理，以珚ｘ±ｓ表示。采用单因素方差分析（ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）或ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ 检验，两两比较
用ＬＳＤ检验，Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　各组心肌细胞形态学观察　倒置显微镜下观
察各组细胞形态和搏动情况，可见 Ａ组心肌细胞互
相连接成片，细胞之间境界不清，胞质内颗粒较少。
细胞之间保持同步搏动，搏动频率为８０～１００次／

ｍｉｎ。Ｂ组有较多细胞胞体固缩，体积明显较正常细
胞变小，且有所变形，部分细胞已与周围细胞脱落，
胞质内出现粗大颗粒，透明度降低，仅见少许单个心
肌细胞搏动，频率４０～６０次／ｍｉｎ。Ｔ组多数细胞形
态基本正常，一些细胞仍能互相连接成片，胞体固缩
不明显，脱落细胞也较少，胞质中颗粒较Ｂ组少。多
数细胞仍能保持同步搏动，频率为５０～７０次／ｍｉｎ。

２．２　各组心肌细胞的锥虫蓝摄取率　Ｂ组的锥虫
蓝摄取率高于Ａ组［（３８．９６±４．０３）％ｖｓ（１１．７９±
３．２２）％，Ｐ＜０．０１］，Ｔ组锥虫蓝摄取率［（２４．４６±
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３．４２）％］低于Ｂ组，但高于Ａ组（Ｐ＜０．０１）。

２．３　流式细胞术检测心肌细胞凋亡指数　由于凋
亡细胞ＤＮＡ发生降解，细胞内的ＤＮＡ含量减低，
在流式细胞术测定的细胞ＤＮＡ含量直方图中Ｇ１峰
前可出现亚二倍体峰，即所谓凋亡峰。采用 Ｍｕｌｔｉ
ｃｙｃｌｅ软件分析凋亡细胞分布峰所占面积比并计算
凋亡指数。Ｂ组细胞凋亡指数高于 Ａ组［（４３．５６±
４．３１）％ｖｓ（１３．９８±２．８６）％，Ｐ＜０．０１］；Ｔ组的细
胞凋亡指数［（１９．４±３．８０）％］低于Ｂ组但高于 Ａ
组（Ｐ＜０．０１）。

２．４　心肌组织学检查　体内实验结束后，对获取的
各组小鼠心室肌标本行常规 ＨＥ染色，与正常组小
鼠（Ｎ组）相比，其余各组心肌均无明显病理改变。
图１所示为ＴＵＮＥＬ荧光染色后Ｃ组和 Ｈ 组的典
型样本，Ｃ组凋亡阳性细胞数（绿色荧光标记）明显
多于 Ｈ 组。Ｎ 组心肌细胞凋亡指数 ［（４．６８±
０．２０）％］低于其余各组（Ｐ＜０．０５）；Ｍ、Ｈ组细胞凋
亡指数均低于 Ｃ组［（５．３５±０．５２）％和（５．０７±
０．２５）％ｖｓ（７．３６±０．８７）％，Ｐ＜０．０５］，其中 Ｈ 组
最低（Ｐ＜０．０５）。Ｌ组心肌细胞凋亡指数为（７．２９±
１．０３）％。

图１　ＴＵＮＥＬ法免疫荧光检测凋亡心肌细胞

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ａｐｏｐｔｏｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｂｙＴＵＮＥＬ
Ａ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＣ）；Ｂ：４００ｍｇ／ｋｇＴＰｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐ

Ｈ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．５　心肌组织生化检测　ＴＰ对各组小鼠心肌组织
匀浆的氧化性指标（ＭＤＡ、ＬＰ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ）的影响
结果如表１所示。可见Ｈ、Ｍ组 ＭＤＡ含量低于Ｃ组
（Ｐ＜０．０５），Ｈ组低于 Ｍ组（Ｐ＜０．０５）；Ｈ、Ｍ组ＬＰ含
量低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５），其中Ｈ组最低（Ｐ＜０．０５）；各

ＴＰ干预组 ＧＳＨＰｘ和ＳＯＤ活性均高于Ｃ组（Ｐ＜
０．０５），其中Ｈ组活性最高（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＴＰ对各组心肌组织匀浆抗氧化作用的效果

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＰｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｏｆｈｅａｒｔｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ
ｍＢ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１

ＬＰ
ｗＢ／μｇ·ｇ－１

ＧＳＨＰｘ
Ｕ·ｇ－１

ＳＯＤ
Ｕ·ｍｇ－１

Ｈ ８．８２±１．７８△▲ ５８．９２±１．５４△▲ ７３．１４±１．８１△▲ １９０．１２±１０．８２△▲

Ｍ １０．２４±１．３２△ ６５．４３±１．９８△ ７１．１２±１．７９△ １８７．７１±９．５４△

Ｌ １２．２０±１．１９ ６８．７１±１．８７ ６６．３９±１．２３ １６６．４３±１２．３４

Ｃ １２．５８±１．８３ ７９．５８±２．０６ ５８．９３±１．６５ １２６．７３±１０．２１
Ｎ ７．１２±１．２３ ５５．４６±１．６８ ７８．５３±２．１７ １９５．２５±８．１６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＣ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＬ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＭ

３　讨　论

　　细胞凋亡是多细胞有机体为保持自身组织稳
定、调控自身细胞的增殖和死亡之间的平衡、由基因
控制的细胞主动性死亡过程［７］。对细胞凋亡与机体
衰老的关系研究表明：细胞凋亡特别是具有重要功
能的细胞如心肌细胞绝对数量的减少，导致了心室
肌组织和心脏功能发生老年退行性改变［８９］。

　　同时人们也发现，通过干预心肌细胞凋亡，能够
在一定程度上保护心肌功能［１］。因此，人们在药物
干预心肌细胞凋亡的研究方面产生了浓厚兴趣。目
前，中药与心肌细胞凋亡相关性的研究正受到普遍
关注，并取得了一些可喜的成果，尤其在探索中药有

效成分对心肌细胞凋亡影响方面的研究正在不断深

入。本单位对银耳多糖的实验研究证实，银耳多糖
具有清除氧自由基、抗脂质过氧化的作用［２］。这一
结果提示我们，银耳多糖可能具有抗心肌细胞凋亡
的作用。

　　本研究采用细胞凋亡指数来评价细胞凋亡情
况。体外培养的心肌细胞用 Ｈ２Ｏ２诱导建立细胞凋
亡模型后，其凋亡指数较正常培养的心肌细胞显著
升高；而经过银耳多糖预处理后，再用 Ｈ２Ｏ２诱导，心
肌细胞的凋亡指数较凋亡模型组降低，这说明体外
培养的条件下，银耳多糖具有一定抗心肌细胞凋亡
作用。预处理时选择的银耳多糖浓度是根据我们预
实验的结果确定的，用含该浓度 ＴＰ的培养基既有
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明显的抗凋亡作用，同时又不会显著改变培养基的
渗透压，从而最大限度地保护了细胞生长状态。

　　体外培养心肌细胞的实验结果表明，正常培养
的心肌细胞也有一定的凋亡发生率，我们推测可能
与以下因素有关：（１）活体心肌组织中凋亡细胞一旦
形成，则很快被附近的吞噬细胞清除，因此，在正常
的活体心肌组织中凋亡指数较低，而在体外培养过
程中，凋亡细胞无法被清除，从而被保留下来，这可
能是造成体外培养心肌细胞较正常活体心肌组织中

的细胞凋亡指数升高的主要原因；（２）体外在无血清
条件下培养的心肌细胞，生长因子的缺乏或改变，可
能诱导部分细胞发生凋亡；（３）在细胞培养实验操
作，以及流式细胞仪标本制作过程中，由于物理、化
学因素的刺激，也会造成少量细胞发生凋亡。

　　为了研究ＴＰ在体内的抗心肌细胞凋亡作用，
我们用ＴＰ对衰老模型小鼠进行干预。由于Ｄ半乳
糖可以诱导小鼠体内脂质过氧化应激反应增加［１０］，
导致心肌细胞发生凋亡，因此选用Ｄ半乳糖致衰老
模型小鼠作为研究对象，结果提示 ＴＰ在体内具有
一定抗氧化损伤作用，从而发挥其抗心肌细胞凋亡
的作用。

　　体内代谢或外源性因素产生的自由基均被证实
可诱导细胞凋亡［１１］，而氧自由基引起组织损伤往往
由抗氧化系统功能减弱而导致。机体的氧自由基清
除系统主要为抗氧化酶，包括ＳＯＤ和ＧＳＨＰＸ等，而
这些抗氧化酶的活性能够反映机体的抗氧化能力。
因此，这些酶的活力降低即提示机体抗氧化系统清除
体内自由基功能下降，自由基水平升高，导致细胞凋
亡增加，这其中也包括心肌细胞。而心肌细胞的凋亡
增加，引起心功能下降，发生心脏退行性疾病［８］。

　　ＭＤＡ和ＬＰ是氧自由基攻击生物膜中的不饱
和脂肪酸而形成的脂质过氧化物，当其含量增加时
反映机体内细胞受自由基攻击后发生的氧化损伤加

重，最终引起细胞凋亡率增加。本实验中，通过Ｄ
半乳糖注射建立衰老小鼠模型后使用 ＴＰ灌胃，结
果发现，与凋亡对照组相比，采用ＴＰ灌胃后的衰老
小鼠心肌的 ＭＤＡ与ＬＰ含量均低于生理盐水灌胃
的对照组，而其ＧＳＨＰｘ与ＳＯＤ活性高于对照组，
并且这种抗氧化作用与 ＴＰ剂量呈一定的量效关
系。这一结果也提示了ＴＰ抗氧化与抗衰老作用的
可能机制，即通过提高机体ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ等抗氧化

酶的活力，从而促进机体内自由基的清除，减轻脂质
过氧化发生，而起到保护生物膜的作用。

　　由于心肌细胞凋亡是导致心功能降低以及机体
衰老的重要原因，因此ＴＰ对机体的衰老可能具有
间接的延缓作用，但这一结论在本实验中尚不明确，
仍有待于进一步的研究证实。
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