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P物质对体外培养大鼠心肌细胞B1一肾上腺素能

受体表达下调作用的研究

马艳霞郭政

【摘要】 目的 观察P物质(SP)对体外培养新生大鼠心肌细胞p1一肾上腺素能受体(131一AR)表达的影

响。方法选择出生1～3 d的SD大鼠。分离、培养心肌细胞，将细胞培养至72 h待用。用6孔培养板将细胞

随机分为对照组与10。mol／L SP组。每组3孔；采用免疫细胞化学技术测定心肌细胞中131-AR的表达。另取

15孔培养板将细胞随机分为对照组(不加药物干预)与SP组(分别给予Io～、10一、10～、10“mol／L SP干

预)，每组3孔；采用流式细胞术测定心肌细胞膜表面131一AR的表达。结果免疫细胞化学结果显示，SP组心

肌细胞p1一AR阳性单位和平均吸光度(A)值均低于对照组(阳性单位：179．61士48．18比205．79±117．42，

A值：128．26±22．72比157．35±33．11，尸均<0．05)。流式细胞术结果显示，不同浓度SP组p1一AR表达均

低于对照组。除10-9 mol／L SP组(158．87士3．12)外，10～、10～、10“mol／L SP组与对照组比较差异有统计

学意义(151．85士4．63，135．004-6．84，121．41士5．22比161．35士3．09，P均<0．05)，且呈剂量依赖性。结论

SP可以抑制体外培养大鼠心肌细胞口1一R的表达。
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【Abstract]Objective To investigate the effect of substance P(SP)on expression of 131一adrenergic

receptor(131一AR)in cultured neonatal rat cardiomyoeytes．Methods Cardiomyocytes were obtained from

1—3 days old Sprague—Dawley(SD)rats and cultured for 72 hours．Six wells of the cultured cells were

divided into two groups(n=3 in each group)：control group and SP group(incubated with 10—7 mol／L of

SP)．Immunocytochemistry was used to detect the expression of 131一AR in cultured rat cardiomyocytes．

Fifteen wells of the cultured cells were divided into five groups(n=3 in each group)：control group and four

SP groups(incubated with 10一，10～，10～，10～mol／L of SP respectively)．Quantitative analysis of the

expression of p1一AR in cultured neonatal rat eardiomyocytes of all the groups was performed using flow

eytometry．Results The results of immunocytochemistry showed that the expression of p1一AR in

eardiomyocytes in SP group was lower than that in control group(positive unit：179．16土48．18 VS．

205．79±117．42，average light density：128．26±22．72 VS．157．35士33．11，both P<0．05)．The results of

flow cytometry showed that significantly lower levels of expression of 131-AR were observed in the groups

treated with SP in the concentrations ranging from 10“moi／L tO 10_6 mol／L(151．85±4．63，135．00±

6．84，121．414-5．22 vs．161．35士3．09，all P<0．05)．Conclusion SP could down—regulate the expression

of 131一AR in cultured rat cardiomyocytes in vitro．
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急性心肌缺血损伤作为一种伤害刺激，可引起

全身交感一肾上腺素能活性增强，致使心肌细胞外液

中去甲肾上腺素(NE)浓度明显增高‘卜纠。在本实验

室前期研究中观察到，在体情况下心肌缺血区与非

缺血区内有NE与P物质(SP)表达水平的同时增
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高[3]。心肌细胞中的NE受体主要为口1一肾上腺素能

受体(131一AR)和p2一AR，而人类心脏中以p1一AR占

优势H]，那么这两种神经递质的共存是否成为相互

作用的基础，SP是否可能影响心肌细胞中p1一AR

的表达，是值得探讨的问题。本研究中采用体外培养

新生大鼠心肌细胞作为研究对象，选取p1一AR作为

研究指标，观察SP作用下心肌细胞p1一AR的表达

变化。 ．

1材料与方法

1．1心肌细胞培养：出生1～3 d的SD大鼠，雌雄

不拘，由山西医科大学实验动物中心提供。无菌条件
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下取大鼠心室肌剪成约1 mm×1 mmxl mm大小

的组织块，用胶原酶Ⅱ溶液反复消化、离心并收集细

胞悬液。用差速贴壁分离法(贴壁70 min)去除贴壁

的非心肌细胞，按～定密度(用于免疫细胞化学检测

时接种密度约为2×108／L，用于流式细胞术检测时

约为b×108／L)接种于6孔培养板，在37℃下C02

培养箱中培养，24 h更换1次培养基[含体积分数

为10％胎牛血清的Dulbeeeo改良Eagle培养基

(DMEM)]。在培养的最初24 h，于培养基中加入

0．1 mol／L的5一溴脱氧尿嘧啶核苷(5-BrdU)抑制

非心肌细胞的生长，24 h后换为不含5-BrdU的

DMEM培养72 h，细胞呈亚融合状态时待用。

1．2检测指标及方法

1．2．1 免疫细胞化学染色法测定61一AR的表达：

取6孔板培养72 h、呈亚融合状态且自主搏动良好

的心肌细胞，按随机数字表法分为对照组与SP组，

每组3孔。对照组不加任何干预药物；SP组给予

1×10-7 mol／L的SP作用3 h。采用免疫细胞化学

技术链霉素一亲和素一生物素一过氧化物酶(SABC)法

测定心肌细胞61一AR表达，主要步骤：用磷酸盐缓

冲液(PBS)冲洗长有心肌细胞的玻片5 min×3次；

体积分数为4％的多聚甲醛水溶液固定20 min，

PBS冲洗5 min×3次；滴加50弘l非免疫动物羊血

清(BsA)封闭非特异背景，常温30 min；甩去多余

BSA，滴加50 fIl一抗(兔抗大鼠61一AR多克隆抗

体)，4℃过夜；室温放置1 h，PBS冲洗3 min x

3次；方Ⅱ生物素化羊抗兔IgG，室温放置2 h，PBS冲

洗3 rain×3次；加SABC，室温放置20 min，PBS冲

洗5 min×4次；3，31_二氨基联苯胺(DAB)显色，水

溶性封片剂封片，光镜下观察并照相。另外取3孔

以PBS代替一抗作为阴性对照。每张图片随机选取

10个视野，分析其平均吸光度(A)值和阳性单位，用

来表示p1一AR的表达水平。

1．2．2流式细胞术测定61一AR的表达：取15孔板

培养72 h、呈亚融合状态且自主搏动良好的心肌细

胞，按随机数字表法分为对照组及SP 10～、10～、

10～、10-6mol／L组，每组3孔。除对照组外，其余各

组均在同一时间点加入不同浓度的SP。加入SP后

3 h停止药物作用，将处理过的贴壁培养心肌细胞

用胰蛋白酶消化，制成单细胞悬液，在光学显微镜下

用白细胞计数板计数，调整细胞数量为l×109／L。

先采用兔抗大鼠61一AR多克隆抗体在常温下孵育

30 rain；加入PBS，离心4 min，再用异硫氰酸荧光

素(FITC)标记的羊抗兔IgG进行荧光标记，4℃避

光孵育30 min；加入PBS，离心4 min，采用流式细胞

仪检测。用FITC—IgG作为阴性对照。检测结果为细

胞膜表面p1一AR的平均表达水平，用平均荧光强度

表示，数值越高，表明细胞膜表面61一AR的表达量

越多。

1．3统计学分析：采用SPSS 13．0统计软件包，计

量资料以均数±标准差(z士s)表示，组间比较采用

单因素方差分析，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1免疫细胞化学染色结果(彩色插页图l～2；表

1)：对照组与SP组心肌细胞的胞质和胞核内棕黄

色颗粒即为61一AR免疫细胞化学染色阳性物质。与

对照组比较，SP组61一AR的阳性单位和A值均降

低(尸均<o．05)。以PBS代替一抗的阴性对照组结

果为阴性。

表1 免疫细胞化学检测两组大鼠心肌细胞

p1一AR表达的比较(；士s)

注：与对照组比较，。P<0．05

2．2 不同浓度SP对体外培养大鼠心肌细胞B1一AR

表达的影响(表2)：不同浓度SP组p1一AR表达均

较对照组降低，除SPl0_9 mol／L组外，其余浓度组

与对照组比较差异均有统计学意义(P均<0．05)；

在一定范围内，随着SP浓度的增高，61一AR表达逐

渐降低，显示出剂量依赖性。

表2流式细胞术检测不同浓度SP对大鼠心肌细胞

pl—AR表达的影响(；士5)

组别 孔数m-AR表达 组剐 孔数p1一AR表达

对照组 3 161．35士3．09 sP 10—7moUL组 3 135．00+6．844

SP 10“md／L组 3 158．87士3．12 SP 10“mol／L组 3 121．41士5．22。

sP 10—8mol／L组 3 151．85±4．63。

注：与对照组比较，8P<O．05

3讨论

SP是由11个氨基酸组成的直链多肽，相对分

子质量为1 340，是速激肽家族中的一员，在中枢神

经系统、外周神经系统及外周组织器官中均能检测

出SP的存在[5]。SP具有多种生物学作用，如可作为

神经源性炎症介质、免疫调节肽、神经递质或调质。

近年研究证实，SP可与神经激肽A受体(NK一1R)

结合，通过Akt途径起到抗凋亡作用‘钊。常加松等口]

万方数据
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通过给兔脑室注射SP及其拮抗剂，并电针内关穴，

发现中枢SP在电针内关促进急性心肌缺血损伤恢

复过程中起重要作用。本实验室前期的研究观察到，

在体情况下心肌内NE与SP表达水平同时增高口]，

这两种神经递质共存是否成为相互作用的基础，相

互作用的结果如何，SP是否可能影响心肌细胞中

t31一AR的表达，目前相关知识甚少。SP对心肌细胞

p1一AR的作用尚未见报道，我们假设上调的SP可能

在心肌缺血损伤／抗损伤中发挥某种作用，也可能

与肾上腺素能机制之间存在某种相互作用。人类心

脏中的NE受体以61一AR占优势，因此我们从SP

对61一AR的影响方面观察SP是否对61一AR表达

具有调制作用。本实验中观察到，同一时间点不同浓

度SP均对心肌细胞61一AR表达产生影响。免疫细

胞化学染色结果显示，10-7 mol／L SP组B1一AR的

阳性单位和4值均低于对照组，说明10叫mol／L

SP可能抑制61一AR的表达。流式细胞术定量分析

结果也显示，不同浓度SP均可抑制61一AR的表达，

且该作用呈剂量依赖性，SP浓度越高，61一AR表达

越低。

正常心肌组织中p1一AR被激活后可产生正性

变时、正性变力作用；NE与61一AR途径激活后还可

以产生致凋亡作用[8。1叫。急性心肌缺血患者缺血心

肌组织中NE明显升高[1-2]；NE的异常升高可以对

心脏产生毒性作用，对心肌代谢和心肌梗死病理过

程产生影响，并导致心律失常的发生[1¨。但是伴随

NE升高的同时SP也升高口]。刘晓春等D0]报道切断

大鼠脊髓背根神经刺激其外周端，可使体感一级传

人神经的外周端释放SP，而SP对NE的释放有调

制作用。这些信息提示我们SP作为一种神经调制

物质，可能通过某种途径与NE之间发生调节作用。

我们观察到SP可以对心肌细胞p1一AR产生下调作

用，由此推测61一AR下调后可以调制61一AR途径的

激活及其引起的生物学效应，使心肌组织免受异常

增高的NE的毒性作用。Tan等口2]研究表明，pAR

脱敏可能对心肌细胞起保护作用。因此推测SP可

能对心肌组织产生保护作用，但SP具体通过什么

途径作用于p1一AR，其作用机制还有待于进一步研

究。另外，NE与61一AR途径激活后在心肌组织中还

可以产生致凋亡作用[7-8,13]，而SP有抗凋亡作用‘6‘，

那么SP导致的p1一AR下调是否在心肌细胞的抗凋

亡作用中发挥作用，也还有待进一步研究。
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脓毒症中内毒素耐受性研究

已有研究表明，脂多糖(LPS)预处理巨噬细胞会发生LPS耐受，LPS耐受表现为抑制肿瘤坏死因子(TNF)释放、细胞外

信号调节激酶减少和p38激酶活性降低。然而，LPS预处理的浓度(10 pg／L)可能远远超过实际患者的LPS浓度。因此．最近

美国学者研究了不同浓度LPS预处理后的巨噬细胞对LPS的反应。实验采用巨噬细胞体外培养，用0、1、10、100／tg／L LPS预

处理24 h后再以相同浓度的LPS刺激细胞，3 h时用酶联免疫吸附法(EI，ISA)检测分泌的TNF。结果显示：100 pg／L的LPS

预处理能明显抑制TNF的释放；1 pg／L LPS预处理能显著增加TNF的释放。因此研究者认为，早期LPS预处理可能通过改

变中性粒细胞的细胞因子表达来对抗后来的LPS刺激。这一过程严格依赖于预处理的LPS浓度。

李响，周国勇，编译自CJ Trauma》，2008，65(4)：893．898≠胡森，审校

万方数据
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P物质对体外培养大鼠心肌细胞p1一肾上腺素能受体
表达下调作用的研究
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图1 光镜Ii观察对照组心肌细胞Dl_AR的表达 图2
(SABC，×400)

(正文见710页)

，

光镜下观察SP组心肌细胞D l—AR的表达
(SABC，x400)

Bcl一2幂Dp53蛋白表达在脓毒症大鼠心肌细胞凋亡中的作用研究
(正文见733页)

④：对照组，(p：模型9 h组。④：模r9124 h组

图1 电镜F观察各组人鼠心肌细胞凋亡前后的细胞核(铀．铅双染，×400)
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(D：对照组，@：模型3 h组；(D：模型9h组；⑧：模型12h组；(D：模型24h组

图3免疫组化法检测备组大鼠心肌细胞p53蛋白表达(免疫组化，×400)
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