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［摘　要］目的：探讨抑郁对心肌梗死大鼠缺血心肌细胞凋亡及 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３的影响。方法：大鼠
随机分为四组，各组８只，Ａ组为假手术组，Ｂ组为抑郁大鼠假手术组，Ｃ组为心肌梗死组，Ｄ组为抑郁大鼠心肌
梗死组。用ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡，用免疫组织化学法和逆转录－聚合酶链反应方法检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ３的基因表达。结果：各组大鼠心肌细胞凋亡指数以及心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达和心肌
细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的差异有统计学意义（Ｐ＜００１），Ｃ、Ｄ组大鼠心肌细胞凋亡指数以及心肌
细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达和心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达均高于 Ａ组和 Ｂ组，差异有统
计学意义（Ｐ＜００１），Ｄ组大鼠心肌细胞凋亡指数以及心肌细胞 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达和心肌细胞 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达高于Ｃ组，而心肌细胞Ｂｃｌ２蛋白及ｍＲＮＡ表达低于Ｃ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
结论：抑郁可以加重心肌梗死大鼠缺血心肌细胞凋亡，其机制可能与上调促凋亡基因 Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ３表达、下
调抗凋亡基因Ｂｃｌ２的表达有关。
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　　冠心病是一种慢性终身性疾病，也是严重威胁
人们生命的常见心血管疾病。在其发生发展过程

中，病人常出现不同程度的焦虑、抑郁等负性情绪，

其中抑郁的发生率最高，对病人的影响也最突出。

有文献报道，急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎ
ｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）后，患者抑郁障碍发生率可达到
３５％～４５％［１］。而抑郁是影响冠心病发生、发展和

预后的重要因素之一。ＦｒａｓｕｒｅＳｍｉｔｈ等［２］对 ８０４
位急性冠脉综合征患者随访２年后发现，抑郁可使
患者发生猝死、心肌梗死或心脏停搏的危险性增加

２倍，可加重心肌梗死后心肌损伤，但在细胞凋亡
方面的研究尚少［３］。本研究就抑郁对心肌梗死大

鼠缺血心肌细胞凋亡及 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３基
因表达的影响进行探讨，为临床合并抑郁的 ＡＭＩ
患者的科学防治提供基础研究资料。

１　材料和方法

１１　材料
健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雌雄不拘，共 ３２只，体重

２００～２５０ｇ，由贵阳医学院实验动物中心提供。
ＴＵＮＥＬ细胞凋亡试剂盒、即用型免疫组织化学试
剂盒及Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３兔多克隆抗体均为武
汉博士德公司产品，ＲＮＡｐｒｅｐｐｕｒｅＴｉｓｓｕｅＫｉｔ动物
组织总 ＲＮＡ提取试剂盒、ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ逆转
录试剂盒、２×ＴａｐＰｌｕｓＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘＰＣＲ试剂盒
均由天根生化公司提供，ＤＨ１５０型小动物呼吸机（
浙江大学仪器厂）、ＵＶＰ８０００型凝胶成像系统、
ＷＤ９４０３ｃ紫外仪、ＤＹＹ６ｃ型电泳仪（北京市六一
仪器厂）、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ高速离心、
Ａｍｅｒｓｈａｍ核酸蛋白分析仪、ＰＣＲ仪（德国 Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆｆ）。
１２　造模及分组
１２１　大鼠抑郁模型复制

根据文献［４］，敞箱实验水平运动和垂直运动
总得分低于３０分和高于１２０分的动物予以剔除
（本研究大鼠抑郁模型复制前为８０～１２０分）。每
日随机选择以下１种不可预知性应激刺激：冷水游
泳（４℃，５ｍｉｎ），倾斜鼠笼２４ｈ，潮湿垫料２４ｈ，昼
夜环境颠倒，热环境 （４０℃，５ｍｉｎ），２ｈ行为限
制，夹尾 （１ｍｉｎ），悬尾摇晃（持续１５ｍｉｎ），连续
２１ｄ并孤养。第２２天行敞箱实验和液体消耗试
验，若大鼠自发性探究行为明显减弱，运动能力降

低，天生偏好糖水的兴趣下降，表示抑郁模型复制

造模成功。

１２２　大鼠心肌梗死模型的制作
用１０％水合氯醛（３ｍｌ／ｋｇ）腹腔注射麻醉

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，仰卧固定于手术台上，行气管插管，连
接小型动物呼吸机，按潮气量５０ｍｌ／ｋｇ、频率６０～
８０次／ｍｉｎ、呼吸比为 ２∶１予以机械通气。开胸，暴
露心脏。在肺动脉圆锥与左心耳交界处下方２ｍｍ
处结扎冠状动脉左前降支后关闭胸腔，大鼠恢复自

主呼吸。以结扎冠状动脉后心电图肢导联ＳＴ段弓
背向上抬高持续３０ｍｉｎ以上作为梗死模型复制成
功的标志。术后予以肌内注射青霉素钠１０万单位
预防感染。

１２３　实验分组
Ｗｉｓｔａｒ大鼠３２只，随机分为四组。假手术组

（Ａ组）：非抑郁大鼠开胸后于心脏肺动脉圆锥与
左心耳交界处下方 ２ｍｍ（冠状动脉左前降支下
方）处穿线，不结扎，群养（每笼４只）；抑郁假手术
组（Ｂ组）：抑郁大鼠行开胸假手术（同Ａ组），孤养
（每笼１只）；心肌梗死组（Ｃ组）：非抑郁大鼠开胸
后于肺动脉圆锥与左心耳交界处下方２ｍｍ（冠状
动脉左前降支下方）处穿线结扎，群养（每笼 ４
只）；抑郁大鼠心肌梗死组（Ｄ组）：结扎抑郁大鼠
冠状动脉左前降支（同Ｃ组），孤养（每笼１只）。
１３　检测指标及方法
１３１　心肌凋亡细胞的检测

用ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡，严格按照试
剂盒说明书进行。正常的心肌细胞核被染成蓝色，

凋亡阳性心肌细胞核被染成棕褐色，每张切片显微

镜下（×４００）随机采集不重叠的１０个视野，计数
凋亡细胞以及总的心肌细胞核数。心肌细胞凋亡

指数（ＡＩ）＝视野内凋亡心肌细胞核数／视野内所
有细胞核数×１００％。
１３２　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的检测

用ＳＡＢＣ免疫组织化学方法，按 ＳＡＢＣ试剂盒
的说明进行。镜下观察 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白阳性反应呈黄色或棕黄色颗粒，弥漫性分布，定

位于胞浆。在４００倍视野下，通过数码显微照相采
集图像，应用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析系统进行计
算机图像分析，统一参数设定保持基线一致，测定

平均光密度值（ＩＯＤ／ａｒｅａ），作半定量分析。
１３３　ｂｃｌ２、ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的检测

所用引物均用 Ｐｒｉｅｒｍｅｒ５０软件设计，由上海
生工生物工程有限公司合成。Ｂｃｌ２：上游引物：
５’ＧＧＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＣＡＧ３’；下游引物：５’
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ＣＡＴＣＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴ３’；产物长度：４４２ｂｐ。
Ｂａｘ：上游引物序列：５’ＴＴＴＧＴＴＡＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣ
ＣＡＧＧ３’；下游引物序列：５’ＴＴＣＣＡＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＧＣＧＡＧＧＣ３’；产物长度：４９２ｂｐ。Ｃａｓｐａｓｅ３：
上游引物：５’ＧＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＧＣＣＧＡＡＡＣＴＣＴ
３’；下游引物：５’ＧＡＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＡＡＴＴＣＣＧＴＧ
ＧＣ３’；产物长度：３０４ｂｐ。βａｃｔｉｎ：上游引物：５’
ＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＧＣ３’；下游引物：５’
ＣＴＣＣ ＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣ３′；产 物 长 度：
１３６ｂｐ。组织总ＲＮＡ提取、逆转录、ＰＣＲ扩增反应
均按试剂盒说明操作，５μｌＰＣＲ扩增产物、５μｌ
Ｍａｒｋｅｒ混合点样，２％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分
析系统测量光密度值。ｂｃｌ２、ｂａｘ及ｃａｓｐａｓｅ３的相
对含量 ＝同一泳道目的片段ｂｃｌ２、ｂａｘ及ｃａｓｐａｓｅ３
积分光密度值／内参βａｃｔｉｎ积分光密度值。
１４　统计学分析

所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，用
ＳＰＳＳ１１５软件进行统计分析，资料符合正态分布
且方差齐用方差分析比较，两两比较用ＳＮＫ法，检
验水准为００５。

２　结果

２１　抑郁对心肌梗死大鼠心肌细胞凋亡的影响
各组大鼠心肌细胞凋亡指数差异有统计学意

义（Ｐ＜００１），Ｃ、Ｄ组大鼠心肌细胞凋亡指数均高
于Ａ组和 Ｂ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），Ｄ
组大鼠心肌细胞凋亡指数高于 Ｃ组，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　抑郁对心肌梗死大鼠心肌
细胞凋亡的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｃａｒｄｉａｃ
ｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈＡＭＩ

组别 细胞凋亡指数（％） Ｆ Ｐ
Ａ ３０８±１１４

２３０４１９７ ００００
Ｂ ３８２±０９０
Ｃ ３３１３±０９２（１）

Ｄ ３５４６±１２３（１）（２）

（１）与Ａ、Ｂ组比较，Ｐ＜００１；（２）与Ｃ组比较，Ｐ＜００５

２２　抑郁对心肌梗死大鼠心肌细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响

各组大鼠心肌细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白表达差异均有统计学意义（Ｐ＜００１），Ｃ、Ｄ组大
鼠心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均高

于Ａ组和 Ｂ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），Ｄ
组大鼠心肌细胞Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达高于 Ｃ
组，而Ｂｃｌ２蛋白表达低于 Ｃ组，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　抑郁对心肌梗死大鼠心肌细胞Ｂｃｌ２、Ｂａｘ
和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｐｒｅｓｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，ＢａｘａｎｄＣａｓｐａｓｅ３

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｓｗｉｔｈＡＭＩ
组别 Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３
Ａ ００６５±００１５　 ００７３±００１９ ０１５０±００３１
Ｂ ００５３±００１４　 ００７４±００１８ ０１６０±００３５
Ｃ ０１３１±００２３（１）　 ０１４０±００１６（１） ０２５８±００４９（１）

Ｄ ０１０９±００１９（１）（２）　０１６７±００２５（１）（２）０３１６±００６０（１）（２）

Ｆ ３２５１４ ４４８５４ １５１６０６
Ｐ ００００ ００００ ００００

（１）与Ａ、Ｂ组比较，Ｐ＜００１；（２）与Ｃ组比较，Ｐ＜００５

２３　抑郁对心肌梗死大鼠心肌细胞 ｂｃｌ２、ｂａｘ和
ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响

各组大鼠心肌细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ表达差异均有统计学意义（Ｐ＜００１），Ｃ、Ｄ
组大鼠心肌细胞Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达均高
于Ａ组和 Ｂ组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），Ｄ
组大鼠心肌细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表
达高于 Ｃ组，而 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达低于 Ｃ组，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表３。

表３　抑郁对心肌梗死大鼠心肌细胞ｂｃｌ２、ｂａｘ
和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｌ２，ｂａｘａｎｄｃａｓｐａｓｅ３

ｍＲＮＡｉｎｒａｔｓｗｉｔｈＡＭＩ
组别 ｍＲＮＡｂｃｌ２ ｍＲＮＡｂａｘ ｍＲＮＡｃａｓｐａｓｅ３
Ａ ０２８９±００７０　 ０３２６±０１０２ ０１１８±００２２
Ｂ ０２６２±００６２　 ０３７３±０１１４ ０１２７±００２６
Ｃ ０５１０±０１１０（１）　 ０５３７±０１７４（１） ０３５０±００４７（１）

Ｄ ０３９４±０１０６（１）（２）　０６８５±０１２２（１）（２）０３９６±００３２（１）（２）

Ｆ ５９２６９ １２５３２ ２４９４７
Ｐ ００００ ００００ ００００

（１）与Ａ、Ｂ组比较，Ｐ＜００１；（２）与Ｃ组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

细胞凋亡又称程序性细胞死亡，是一种主动性

基因控制的细胞死亡形式，正常情况下，生物个体

２２
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成熟后心肌细胞凋亡非常少见。但当心脏处于某

种病理状态下，如心脏负荷过重或心肌缺血时，心

肌细胞凋亡大量发生［５］。目前研究证实细胞凋亡

是ＡＭＩ后心肌细胞死亡的一种重要形式，并对梗
死心肌演变、预后和转归具有重要意义［６］。

抑郁被认为是 ＡＭＩ后６～８个月心血管疾病
死亡率的独立危险因素，且它的存在和心血管疾病

事件有关，分析发现，严重的抑郁患者 ＡＭＩ后的死
亡率可增加２倍以上［７，８］。夏静等［９］研究发现，抑

郁大鼠心肌超微结构发生改变，表现为局部肌丝分

离和溶解、线粒体外膜破损、心肌纤维细胞核浓缩、

核内异染色质边集等。但抑郁是否通过增加心肌梗

死后心肌细胞凋亡而影响患者预后，目前研究尚少。

本研究显示，抑郁大鼠心肌梗死组缺血心肌细

胞凋亡数量显著高于心肌梗死组和对照组，提示抑

郁可能通过促进大鼠缺血心肌细胞凋亡而扩大心

肌梗死面积。因此，在临床上对 ＡＭＩ的高危患者
应重视抑郁障碍诊断和治疗。

抑郁导致ＡＭＩ大鼠缺血心肌细胞凋亡的机制
尚不明确。已知细胞凋亡发生的原因和途径是复

杂多样的，有许多基因参与细胞凋亡的基因调控，

其中 Ｂｃｌ２家族成员在细胞凋亡的基因调控过程
中起着至关重要的作用，Ｂｃｌ２家族可以分为２类：
一类是抗细胞凋亡基因，代表基因是 Ｂｃｌ２基因；
另一类是促细胞凋亡基因，代表基因是 Ｂａｘ基因，
它们通过激活一系列下游基因发挥调节凋亡作用。

Ｂｃｌ２蛋白具有促进细胞生存，对不同因素引起的细
胞凋亡均有抑制作用。而Ｂａｘ通过与线粒体上Ｂｃｌ
２蛋白形成二聚体发挥作用，当Ｂａｘ高表达时，形成
同源二聚体 Ｂａｘ／Ｂａｘ促进凋亡，Ｂｃｌ２高表达时，形
成异源二聚体Ｂｃｌ２／Ｂａｘ以抑制凋亡的发生［１０］。

本研究显示，抑郁大鼠心肌梗死组Ｂａｘ蛋白和
ｍＲＮＡ的表达显著高于心肌梗死组和对照组，而
Ｂｃｌ２的蛋白和ｍＲＮＡ表达显著低于心肌梗死组，
提示抑郁可能通过上调 Ｂａｘ的基因表达和下调
Ｂｃｌ２的基因表达促进了心肌梗死大鼠缺血心肌细
胞凋亡。

Ｃａｓｐａｓｅ家族蛋白酶是一组天门冬氨酸特异性
的半胱氨酸蛋白酶，通过蛋白酶级联反应顺序激

活，在细胞凋亡的执行过程中起关键作用，其中

Ｃａｓｐａｓｅ３是Ｃａｓｐａｓｅ家族中重要的凋亡执行者之
一，它被合成后通常以非活化的酶原形式存在于细

胞质中，在多种凋亡信号刺激下经蛋白水解作用被

激活成活化形式，主要作用机制是消化破坏细胞内

多种蛋白酶复合体，激活核内核酸酶，造成ＤＮＡ裂
解，形成ＤＮＡ片段，破坏细胞钙泵功能，导致细胞
内钙超载等［１１］。但抑郁是否通过影响 Ｃａｓｐａｓｅ３
而促进心肌梗死大鼠缺血心肌细胞凋亡研究尚少。

本研究显示，抑郁大鼠心肌梗死组 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白和ｍＲＮＡ的表达显著高于心肌梗死组和对照
组，提示抑郁可能通过上调 Ｃａｓｐａｓｅ３的基因表达
促进了心肌梗死大鼠缺血心肌细胞凋亡。但其具

体机制尚待进一步研究。
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ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｙｐｅＣａｘｈａｍｅｌｍｏｄｕｌａｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃａｒｄｉ
ａｏｍｙｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００２（１）：９９－１０１．

（２０１１－１１－１４收稿，２０１１－１２－１２修回）
编辑：张丽君

３２

　１期 尤　鑫等　抑郁对心肌梗死大鼠缺血心肌细胞凋亡及Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响


