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胰 岛素 样生 长 因子 (insulin．1ike growth factor， 

IGF)是属于胰岛素家族的一类多肽 ，包括 IGF．I和 

IGF·II。研究证实 ，IGF·I主要促进组 织生 长和参 

与机体代谢活动，但它在严重烧伤后心肌缺血缺氧 

引发细胞凋亡过程中的作用尚不明确。本研究通过 

观察 IGF．I对缺血缺氧大 鼠心肌细胞凋亡的影响 ， 

拟探讨其调控机制，为烧伤后早期心肌细胞缺血缺 

氧损害的防治提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料来源 

SD乳鼠(第三军 医大学大 坪医 院实 验动物 中 

心)。DMEM／FI2培养基 、DMEM无糖 培养基 (美国 

Gibco公司)，溴脱氧尿苷 (BrdU，美 国 Sigma公 司)， 

IGF．I(美 国 Cytolab公 司 )，四 甲基 罗 丹 明 乙 酯 

(TMRE)荧光探针(美 国 Biotium公司)，酶联免疫吸 

附测定细胞凋亡检测试剂盒 (瑞士 Roche公 司)，兔 

抗 鼠磷酸化 Akt抗体 (美国 Cell Signal Technology公 

司)，兔抗 鼠肌动蛋 白抗体 (北京 中杉金桥生物技术 

有限公司 )，辣根过氧化物酶标记 山羊抗兔 IgG(美 

国 Santa Cruz公 司)。Lasersharp 3．2型激光共 聚焦 

显微镜(日本 Olympus公司)，Chemidoc HRS型凝胶 

成像仪(美 国 Bio-Rad公司)。 

1．2 心肌细胞原代培养 

采用组织胰蛋 白酶消化法获取乳 鼠心肌细胞 ， 

用差速贴壁法和 BrdU化学抑制法纯化。 

1．3 建立缺氧缺血环境 

制备混合气体(体积分数 95％N 、5％CO ，重庆 

朝阳气体有 限公 司)，以 10 L／min流量充人放置 细 

胞的密闭容器 10 min，同时关闭进出气 口，容器 内氧 

最终体积分数为 1％ 。缺 氧刺激前更换无糖无血清 

DMEM培养液 ，模拟缺血环境。 

1．4 实验分组 

缺血缺氧组 ：乳鼠心肌细胞培养至第 5天，磷酸 

盐缓冲液(PBS)清洗 2次 ，加入无糖 无血清 DMEM 

培养液，置人密闭盒进行培养。干预组：提前 1 h在 

培养液中加入磷脂酰肌醇 3．激酶 (PI3K)特 异性 抑 

制剂 IGF．I(终浓度200 p~g／L)，其余操作同缺血缺 

氧组。对照组 ：将缺血缺氧组受刺激前检测结果设为 

正常对照。前 2组缺血缺氧时相点为 1、3、6、12、24 h。 

1．5 检测指标 

1．5．1 心肌细胞凋亡 消化收集对照组及其余 

2组各时相点细胞。细胞沉淀加 200 l细胞裂解 

液 ，室温下孵育 30 min，离心半径 6．5 cm，200 r／min 

离心 10 min。取上清液各 20 1分别加入酶标板 中， 

补充 80 l免疫反应混合物(生物素标记抗组蛋白 

抗体：过氧化物酶标记抗 DNA抗体 ：孵育缓 冲液 = 

1：1：18，临用前配制 )混匀 ，封 片后室温下振荡 2 h， 

用孵育缓冲液洗涤 3次 ，加 100 l底物液 。另设单 

纯底物液孔作为比色空 白对照。采用双波长 (主波 

长 405 nm，参考波长 490 nm)比色法测定。组蛋 白． 

DNA片段含量 以吸光度值表示。 

1．5．2 心肌细胞线粒体 膜电位 将 各组细胞 的 

培养液 更 换为 无 Ca“ 、Mg“Hank液，加 入 TMRE 

(标记线粒体膜 电位)至终浓度 2 p~mol／L，常规培养 

30 min，PBS清洗 2次。测 定条件 ：激 发波长 488、 

568 nm，发射波长 527、675 nm。通过共 聚焦 系统软 

件采集线粒体膜 电位荧光图像 ，以荧光强度代表膜 

电位。 

1．5．3 磷酸化 Akt蛋 白的表达 参照试剂说 明 

书，用蛋白印迹法检测对照组及其余 2组细胞缺血 

缺氧 6 h时磷酸化 Akt蛋 白表达量。 

1．6 统计学处理 

数据以 x±s表示 ，采用 SPSS 10．0统计软件进 

行 t检验和单因素方差分析。 

2 结果 

2．1 心肌细胞凋亡情况 

各时相点缺血缺氧组心肌细胞凋亡数量均较对 

照组明显增加 ，干预组心肌细胞 凋亡数量显 著低 于 

缺血缺氧组 (P <0．05或 P <0．01)。见表 1。 

表 1 各组心肌细胞凋亡情况 比较 (x 4-s) 

组别 样本数 缺血缺 氧时间(h) 

l 3 6 12 

缺血缺氧组 40 0．33±0．05 0．61±0．06 1．17±0．08 2．25±0．11 

干预组 40 0．26±0．04 0．49±0．05 0．84±0．06 1．63±0．09 

注：数据为吸光度值；x4照组为0．18±0．03；与对照组比较，a：P< 

0．0l：与缺血缺氧组 比较 ，b：P <0．05，C：P <0．0l 

2．2 心肌细胞线粒体膜电位 

对照组红色荧光均匀分布于心肌细胞胞 质内 ， 

荧光强度为40．2±10．1。缺血缺氧 6 h，细胞形态无 

明显 改 变 ，但 荧 光 强 度 减 弱 至 对 照 组 的 47％ 

(18．7±5．1，P <0．01)；12 h时，细胞形态发生 变 

化 ，荧光强度 明显减弱至对照组的 16％ (6．3±1．9， 

P <0．01)。干预组上述时相点线粒体膜电位荧光强 

度分别为对 照组 的 72％和 31％ (28．8±6．2、12．5± 

3．1)，较同时相点缺血缺氧组明显改善(P<0．05)。 

见图 1。 
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