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ＰＶＰ 治疗合并 ＣＯＰＤ 的胸腰椎压缩性骨折
患者术后肺功能改善的研究
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摘　 要:　 目的　 研究经皮椎体成形术(ＰＶＰ)治疗慢性阻塞性肺疾病(ＣＯＰＤ)合并骨质疏松性单节段胸腰椎

压缩性骨折患者肺功能变化ꎮ 　 方法　 对 ３８ 例 ＣＯＰＤ 合并单节段骨质疏松性胸腰椎压缩性骨折患者进行了椎体

成形术ꎬ分别测量术前及术后 １ 周、３ 月及 １２ 个月后患者肺功能、ＶＡＳ 评分及活动能力评分ꎬ统计分析患者术前、术
后的变化ꎮ 　 结果　 ＰＶＰ 术后患者 ＶＡＳ 评分及活动能力评分降低ꎬ术后 １ 周显著降低ꎬ并且随着时间推移评分逐

渐降低ꎮ 患者手术前后肺活量(ＶＣ)、用力肺活量(ＦＶＣ)、第一秒钟用力呼气容积(ＦＥＶ１) 及最大分钟通气量

(ＭＶＶ)间差异存在显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 术前及术后 ＶＡＳ 评分与活动能力评分改善值之间ꎬＶＡＳ 评分与各肺功能指

标改善值之间存在显著正相关性(Ｐ<０.０５)ꎮ 　 结论　 ＰＶＰ 术后 ＣＯＰＤ 的单节段骨质疏松性胸腰压缩性骨折患者

疼痛明显缓解ꎬ活动能力及肺功能得到改善ꎮ
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的主要并发症ꎬ有研究显示 ＣＯＰＤ 患者有 ２０％ ~
５８％并发骨质疏松[１]ꎬ特别是中、重度 ＣＯＰＤ 患

者[２]ꎮ 而椎体压缩性骨折是骨质疏松中最常见的
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骨折ꎬ８０％椎体压缩性骨折发生在胸腰段[３]ꎮ 目前

经皮椎体成形术( ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｖｅｒｔｅｂｒｏｐｌａｓｔｙꎬＰＶＰ)
被认为是治疗骨质疏松性压缩性骨折安全和有效的

手术方法ꎮ ＰＶＰ 术后患者疼痛迅速缓解和活动能

力得到改善ꎬ比保守治疗具有明显优势ꎮ 本文旨在

探讨 ＰＶＰ 治疗合并 ＣＯＰＤ 的单节段胸腰椎压缩性

骨折患者肺功能变化情况ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 一般资料　 　 从 ２０１１ 年 ６ 月 ~ ２０１４ 年 ６ 月ꎬ
选取本科室合并 ＣＯＰＤ 单节段骨质疏松性胸腰椎压

缩性行 ＰＶＰ 患者 ３８ 例ꎬ其中 Ｔ８ ３ 例ꎬＴ９ ４ 例ꎬＴ１０ ３
例ꎬＴ１１ ７ 例ꎬＴ１２ ８ 例ꎬＬ１ １０ 例ꎬＬ２ ３ 例ꎻ其中男 ２１
例ꎬ女 １７ 例ꎻ平均年龄 ６８.５ 岁ꎬ年龄 ６２ ~ ７８ 岁ꎮ 所

有患者术前脊柱 Ｘ 片上表现为骨质疏松压缩性骨

折ꎬ均经 ＭＲ 检查证实为新鲜性压缩性骨折ꎮ 所有

患者均存在严重背痛ꎬ保守治疗无效ꎬ发病不超过 ３
个月ꎮ 排除有根性疼痛和脊髓神经相关症状的

患者ꎮ
１.２　 手术方法　 　 所有手术均由同一组医师操作

完成ꎮ 根据患者全身情况选择俯卧位或侧卧位ꎬ均
采用局麻ꎬ在 Ｃ 型臂 Ｘ 线机透视定位下经单侧或双

侧椎弓根途径ꎬ穿刺针通过椎弓根ꎬ深度达椎体前

１ / ３ꎮ 确认穿刺针位置良好后ꎬ去除针芯ꎮ 调制 ＰＭ￣
ＭＡ 骨水泥至黏稠状态ꎬ在正、侧位 Ｘ 线间断透视监

控下用注射器接穿刺针注入伤椎ꎮ Ｘ 线透视见骨水

泥沿骨小梁间隙浸润ꎬ边缘毛刺状至骨皮质为止ꎬ若
发现骨水泥浸润至椎体后缘或向椎体外渗漏则立即

停止推注ꎮ 骨水泥完全硬化后ꎬ拔出穿刺针ꎮ
１.３　 测量方法

１.３.１　 肺功能测定　 在术前及术后 １ 周ꎬ３ 月和 １２
个月运用德国耶格公司生产的脉冲振荡肺功能仪ꎬ
测定各种肺功能指标ꎬ主要包括肺活量(ＶＣ)、用力

肺活量(ＦＶＣ)、最大通气量(ＭＶＶ)和第一秒钟用力

呼气容积(ＦＥＶ１)ꎬ各详指标均为 ３ 次测量后的最理

想值ꎮ
１.３.２　 疼痛评分 　 运用数字化疼痛模拟评分尺测

定患者术前及术后 １ 周ꎬ３ 月和 １２ 个月疼痛情况ꎬ
进行视觉模拟数字化评分(ＶＡＳ)(０ 分 ＝无疼痛ꎬ１０
分＝疼痛难以忍受)ꎮ
１.３.３　 活动能力评分[４] 　 活动能力评分 １ 分:行动

无明显困难ꎻ２ 分:行走有困难(需帮助)ꎻ３ 分:需使

用轮椅或只能坐立ꎻ４ 分:被迫卧床ꎮ
１.４　 统计学分析　 　 所有资料均采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统

计软件对数据进行处理ꎬ评价术前及术后 １ 周ꎬ３ 月

和 １２ 个月之间的活动能力评分、ＶＡＳ 评分、ＶＣ、
ＦＶＣ、ＦＥＶ１ 和 ＭＶＶ 采用配对 ｔ 检查ꎬＶＡＳ 评分和活

动能力评分ꎬＶＡＳ 评分和 ＶＣꎬＶＡＳ 评分和 ＦＶＣꎬＶＡＳ
评分和 ＦＥＶ１ꎬＶＡＳ 评分和 ＭＶＶ 的改善值比较采用

ｓｐｅａｒｍａｎ 非参数秩和检验相关分析ꎬＰ<０.０５ 为差异

具有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

３８ 例手术患者均未发生骨水泥渗漏、肺栓塞、
手术部位无感染等并发症ꎬ均进行 １２ 个月的完整随

访ꎮ ＰＶＰ 术后患者 ＶＡＳ 评分及活动能力评分降低ꎬ
术后 １ 周显著降低ꎬ并且随着时间推移逐渐降低

(表 １)ꎮ 患者术前与术后 １ 周ꎬ３ 月和 １２ 个月的肺

活量(ＶＣ)、用力肺活量(ＦＶＣ)、第一秒钟用力呼气

容积(ＦＥＶ１)及最大分钟通气量(ＭＶＶ)间差异具有

显著性(Ｐ<０.０５)ꎬ术后 １ 周、术后 ３ 月与 １２ 个月两

两间 ＶＡＳ 评分、活动能力评分及肺功能各指标比较

差异无显著性(Ｐ> ０. ０５ꎬ表 ２)ꎮ 术前及术后 １ 周

ＶＡＳ 评分改善值(疼痛分值减少量)和活动能力评

分及肺功能提高百分率(提高值与术前值得百分

比)存在显著性正关联(Ｐ<０.０５)ꎬ术后 １ 月、３ 月、１２
月之间 ＶＡＳ 评分、活动能力评分及肺功能基本无明

显变化ꎬ改善不明显ꎬ提高百分率与疼痛改善分值之

间显然无显著相关性(Ｐ>０.０５ꎬ表 ３)ꎮ

表 １　 手术前后 ＶＡＳ 评分及活动能力评分(ｎ＝ ３８ꎬ分)

术前 术后 １ 周 术后 ３ 月 术后 １２ 月

ＶＡＳ 评分 ７.６８±０.７９ ２.６８±０.６８ａ ２.７６±０.７３ａ ２.５０±０.６５ａ

活动能力评分 ３.７４±０.６７ ２.３２±０.６０ａ ２.１４±０.６５ａ １.８４±０.６８ａ

　 　 与术前比较ꎬａ:Ｐ<０.０５

表 ２　 手术前后肺功能变化(ｎ＝ ３８ꎬＬ)

肺功能 术前 术后 １ 周 术后 ３ 月 术后 １２ 月

ＶＣ ２.３４±０.４２ ２.８９±０.５６ａ ３.１０±０.４８ａ ３.２２±０.４５ａ

ＦＶＣ ２.３１±０.３２ ２.８７±０.３４ａ ２.９５±０.３６ａ ３.１０±０.４８ａ

ＦＥＶ１ １.６５±０.１５ １.８８±０.１３ａ １.９８±０.２３ａ ２.１０±０.１８ａ

ＭＶＶ ３７.８±１７.６９ ４２.７±１８.８８ａ ４５.８±２０.２３ａ ４６.７±０.１８ａ

　 　 与术前比较ꎬａ:Ｐ<０.０５
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表 ３　 ＶＡＳ 评分改善值与活动能力评分、肺功能改善百分率

相关关系分析

术前与术后 １周

ｒ ｐ
术后 １月与 ３月

ｒ ｐ
术后 ３月与 １２月

ｒ ｐ
ＶＣ(％) ０.５５９ ０.０２１ ０.２５１ ０.２０４ ０.１２１ ０.３５９
ＦＶＣ(％) ０.５８６ ０.０４ ０.２１２ ０.１８７ ０.０１２ ０.４１
ＦＥＶ１(％) ０.６６２ ０.０３２ ０.２５４ ０.２１５ ０.１５４ ０.１１６
ＭＶＶ(％) ０.５９８ ０.０２８ ０.０４６ ０.４５ ０.０２７ ０.６８
活动能力(％) ０.７１８ ０.００８ ０.２５４ ０.１５２ ０.１６８ ０.２２１

３　 讨　 　 论

ＣＯＰＤ 与骨质疏松均为常见性、多发性疾病ꎬ
ＣＯＰＤ 与骨质疏松间存在明显的相关性ꎮ ＣＯＰＤ 肺外

的影响包括骨骼肌肉功能障碍、骨质丢失和骨质疏

松[５]ꎬ骨质疏松症已被广泛认为是 ＣＯＰＤ 的主要并发

症ꎮ 骨质疏松性脊柱压缩骨折发生后患者出现不同

程度的胸腰背痛和椎体后凸畸形限制了胸廓的运动

并引起肺容积的减少ꎬ从而导致呼吸功能障碍ꎬ影响

了患者的生活质量ꎬ特别是对于 ＣＯＰＤ 患者[６￣７]ꎮ 传

统的保守治疗骨质疏松性脊柱压缩骨折部分患者疼

痛可缓解ꎬ但长期卧床又可导致骨质疏松程度加重及

ＣＯＰＤ 并发症的出现ꎮ 鲍磊等[８] 研究报道 ＰＫＰ 术后

老年女性脊柱压缩骨折患者胸腰背部疼痛得到缓解ꎬ
增强了呼吸肌耐力ꎬ从而改善了患者肺功能ꎮ

本文采用 ＰＶＰ 治疗合并 ＣＯＰＤ 的单节段胸腰

椎压缩性骨折患者ꎬ术后减轻患者的胸腰背部疼痛ꎬ
活动能力得到明显改善ꎮ 术前及术后 １ 周ꎬ３ 月和

１２ 个月的 ＶＡＳ 评分ꎬ活动能力评分ꎬＶＣꎬＦＶＣ、ＦＥＶ１
及 ＭＶＶ 存在显著性差异ꎬＶＡＳ 疼痛评分显示在

ＰＶＰ 术后 １ 周患者疼痛症状已经明显改善ꎬ患者活

动能力得到了提高ꎬ疼痛的缓解程度和活动能力的

提高呈现正相关ꎬ然而在随后随访中ꎬ疼痛仅仅轻度

缓解ꎬ这些结果与普遍而广泛地报道 ＰＶＰ 的临床效

果相符合[９]ꎮ ＰＶＰ 术后患者肺功能参数 ＶＣ、ＦＶＣ、
ＦＥＶ１ 和 ＭＶＶ 也明显改善ꎬ呼吸功能改善伴随 ＶＡＳ
评分降低反应了两者之间存在显著关联性ꎬ并在随

访期间得到了进一步改善ꎬ与文献报道基本一

致[１０]ꎮ 本文中患者疼痛减轻ꎬ活动能力提高伴随着

肺功能的改善ꎬＭＶＶ 评分表现了呼吸肌耐力强弱ꎬ
骨质疏松患者活动降低从而减少了 ＭＶＶ[１１]ꎬＶＣ、
ＦＶＣꎬＦＥＶ１ 和 ＭＶＶ 与限制性呼吸功能障碍直接相

关ꎬ而限制性呼吸功能障碍进而与胸背部疼痛有关ꎬ
ＰＶＰ 术后患者的胸腰背疼痛明显缓解ꎬ呼吸肌耐力

增强ꎬ可能是造成肺功能改善的主要原因ꎮ 然而

Ｓａｌｖａｔｏｒｅ 等[１２]研究 ＰＶＰ 治疗单节段胸椎压缩性骨

折合并 ＣＯＰＤ 患者后ꎬ他们认为疼痛本身的减轻可

能不是改善的唯一原因ꎬ随着时间推移疼痛减轻可

能增强胸廓的运动ꎬ而增加了呼吸肌的强度ꎬ从而逐

渐改进肺通气功能障碍ꎮ Ｔａｎｉｇａｗａ 等[１３] 报道了对

于发生了单节段或者多节段的胸椎、胸腰椎及腰椎

的急性或亚急性的骨质疏松性椎体压缩性骨折的患

者进行了 ＰＶＰ 手术ꎬ他们得出由于胸廓运动减少ꎬ
疼痛成为改善限制性肺功能通气功能障碍的主要因

素ꎬ局部后凸畸形的改善也被认为其中因素之一ꎬ但
主要发生在多节段的病例中ꎮ

以前很多研究强调后凸畸形纠正和椎体高度的

恢复在改善骨质疏松性压缩性骨折患者肺功能的作

用[１４￣１５]ꎻ在这些研究中作者强调 ＰＫＰ 双重作用ꎬ既
减轻疼痛ꎬ又恢复椎体高度和纠正后凸楔形角ꎬ扩大

了胸腔容积ꎮ 而 ＰＶＰ 术并不能明显增加病椎的高

度和改善后凸角度ꎬ但是可以加强病椎的耐压强度ꎬ
以及稳定病椎骨折造成的微动ꎬ以减少疼痛症状ꎮ
本文限制在单节段胸椎或腰椎的骨质疏松性椎体压

缩性骨折ꎬ后凸成角的纠正很小ꎬ认为与肺功能参数

改善无关联或者很少ꎬ与 Ｓａｌｖａｔｏｒｅ 等[１３]报道基本一

致ꎮ Ｙａｎｇ 等[１６]也报道尽管后凸楔形角的纠正具有

临床意义ꎬ但与肺功能参数无关联ꎮ
本研究说明 ＰＶＰ 有效治疗了合并 ＣＯＰＤ 的胸

腰椎压缩性骨折患者ꎬ能够改善 ＣＯＰＤ 患者呼吸功

能障碍并提高生活质量ꎬ建议临床中采用 ＰＶＰ 手术

来治疗这类患者ꎮ 但本研究也存在一些不足ꎬ患者

选择限制在单节段椎体压缩骨折的患者ꎬ实验病例

较少ꎬ缺乏对照组及随访时间短ꎬ尚需大样本及长期

的随访研究ꎬ以更加客观地评价其临床意义ꎮ
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ＦＧＦ￣２ 上调 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白的表达拮抗心肌细胞凋亡
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摘　 要:　 目的　 探讨成纤维细胞生长因子￣２(ＦＧＦ￣２)拮抗心肌细胞凋亡的作用机制ꎮ 　 方法　 以 Ｈ９ｃ２ 大鼠

心肌细胞作为实验对象ꎬ用无血清培养基同步化培养 ２４ 小时ꎬ心肌细胞随机分为正常组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)、缺氧 / 复氧(Ｈ /
Ｒ)组和 Ｈ / Ｒ＋ＦＧＦ￣２ 组ꎮ 采用 ＣＣＫ￣８ 比色法检测心肌细胞存活率ꎬＨｏｅｃｈｓｔ 染色和流式细胞术检测心肌细胞凋亡ꎮ
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测生存素(Ｓｕｒｖｉｖｉｎ)蛋白的表达ꎮ 　 结果　 与正常组相比ꎬＨ / Ｒ 明显抑制心肌细胞活力ꎬ诱导

心肌细胞凋亡(均 Ｐ<０.０１)ꎻ与 Ｈ / Ｒ 组相比ꎬＦＧＦ￣２ 显著改善 Ｈ / Ｒ 心肌细胞活力ꎬ拮抗 Ｈ / Ｒ 心肌细胞凋亡ꎬ同时上

调 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白的表达(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 　 结论　 ＦＧＦ￣２ 拮抗心肌细胞凋亡的作用与其上调 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 蛋白表达有关ꎮ
关键词:　 成纤维细胞生长因子￣２ꎻ　 细胞凋亡ꎻ　 生存素
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ＦＧＦ￣２ Ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｙｐｏｘｉａ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ
ｖｉａ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ

ＬＩ ＧｕｏｈｕａꎬＬＩＵ ＭｉｈｕａꎬＰＥＮＧ Ｊｕａｎꎬｅｔ ａｌ
( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ＤｉｓｅａｓｅꎬＫｅｙ Ｌａｂ ｆｏｒ Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＨｅｎｇｙａｎｇꎬＨｕｎａｎ ４２１００１ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＦＧＦ￣２’ｓ ｆｉｇｈｔｉｎｇ ａｇａｉｎｓｔ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｙｐｏｘｉａ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ(Ｈ / Ｒ).　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｂｊｅｃｔꎬｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｂｙ ｆｒｅｅ ｓｅｒｕｍ ｆｏｒ ２４ ｈ ｆｏｒ ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅꎬｔｈｅｎꎬＨ９ｃ２ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３
ｇｒｏｕｐｓ:Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎬＨ / Ｒ ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ / Ｒ＋ＦＧＦ￣２ ｇｒｏｕｐ.Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８.
Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ａｎｄ Ａｒｍｅｘｉｎ￣Ｖ / ＰＩ ａｓｓａｙｓ ｗｉｔｈ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｃｏｎｔｒｄ ｇｒｏｕｐꎬＨ / Ｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(Ｐ<０.０１).Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＦＧＦ￣２ ｆｏｒ Ｈ / Ｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ Ｈ / Ｒꎬｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ / Ｒ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ (Ｐ<０.０５).　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＦＧＦ￣２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ / Ｒ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓꎬ
ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｕｒｖｉｖｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ￣２ꎻ　 ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

　 　 成纤维细胞生长因子￣２(Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣
２ꎬＦＧＦ￣２)是广泛分布在体内各个组织的多功能生

长因子ꎬ具有极强的促有丝分裂作用ꎬ能促进细胞增

殖、分化和迁移ꎬ具有强大的促血管新生作用ꎮ 本课

题组和国外其他学者的研究都表明ꎬＦＧＦ￣２ 是一种

重要的内源性细胞保护物质ꎬ具有明显的心肌保护

作用ꎬ能够拮抗心肌细胞凋亡[１￣４]ꎮ ＦＧＦ￣２ 拮抗心肌

细胞 凋 亡 的 作 用 主 要 与 其 结 合 ＦＧＦ 受 体 １
(ＦＧＦＲ１)ꎬ激活蛋白激酶 Ｃ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣꎬＰＫＣ)、
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细胞外信号调节蛋白激酶( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ￣ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＥＲＫｓ)和蛋白激酶 Ｂ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉ￣
ｎａｓｅ ＢꎬＰＫＢ / Ａｋｔ)ꎬ抑制 ｃ￣Ｊｕｎ 氨基末端激酶(ｃ￣Ｊｕｎ
Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅꎬ ＪＮＫ ) 和 蛋 白 激 酶 ｐ３８
(ｐ３８ＭＡＰＫ)ꎬ促进 ＮＯ、Ｂｃｌ￣２ 和间隙连接蛋白 ４３
(Ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ꎬＣＸ４３)等蛋白表达ꎬ抑制 Ｂａｘ、Ｂｉｍ 和

ｐ５３ 等蛋白表达相关[２ꎬ４ꎬ５]ꎮ 然而ꎬＦＧＦ￣２ 抑制心肌

细胞凋亡的机制仍未完全阐明ꎮ
生存素(Ｓｕｒｖｉｖｉｎ)是凋亡抑制蛋白( ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＩＡＰ)家族中最小成员ꎬ是目前发现

的效应最强的抑凋亡基因之一ꎬ具有调控细胞周期ꎬ
抑制细胞凋亡ꎬ促进细胞增殖ꎬ促进血管形成等功

能ꎬ在肿瘤的发生、发展中扮演重要角色[６￣７]ꎮ 近期

研究表明ꎬＳｕｒｖｉｖｉｎ 在心血管疾病中也扮演着重要的

角色ꎬ主要发挥抑制细胞凋亡ꎬ促进损伤修复及重

构ꎬ促血管新生和细胞增殖等作用[８]ꎮ 研究发现ꎬ
缺血预处理( Ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇꎬＩＰＣ) [９￣１０]、阿
片 受 体 激 动 剂[１１]、 胰 岛 素[１２￣１３]、 右 丙 亚 胺

(ＤｅｘｒａｚｏｘａｎｅꎬＤＲＺ) [１４] 均可上调心肌细胞 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
蛋白的表达ꎬ抑制心肌细胞凋亡ꎮ 但是 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是

否在缺氧 /复氧(ｈｙｐｏｘｉａ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎꎬＨ / Ｒ)心肌细

胞内表达ꎬ以及 ＦＧＦ￣２ 对 Ｈ / Ｒ 心肌细胞中 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
表达的影响及意义ꎬ尚不明确ꎮ 本研究以 Ｈ９ｃ２ 大

鼠心肌细胞为研究对象ꎬ初步探讨 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 是否在

ＦＧＦ￣２ 拮抗 Ｈ / Ｒ 心肌细胞凋亡中发挥作用ꎬ为缺血

性心脏病的治疗提供新思路和新的干预环节ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 药物与试剂　 　 Ｈ９ｃ２ 大鼠心肌细胞系购于中

国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心ꎻ
ＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清为美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎻＲｅ￣
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｒａｔ ＦＧＦ￣２ 购于美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司ꎻ
ＣＣＫ￣８ 试剂盒为广州奕源生物科技有限公司ꎻ胰蛋

白酶、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 凋亡检测试剂盒、兔抗大鼠 Ｓｕｒ￣
ｖｉｖｉｎ 多克隆抗体和辣根过氧化物酶标记羊抗兔二

抗均为江苏碧云天生物技术研究所ꎻＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒和兔抗大鼠 β￣ａｃｔｉｎ 多克隆抗体均为北京康

为世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司ꎻ ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ＫｉｔＩ 购于美国 ＢＤ ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ 公

司ꎻ其它试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 心肌细胞的培养与实验分组　 　 Ｈ９ｃ２ 大鼠心肌

细胞接种于含 １２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ放在 ３７

℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养ꎮ 细胞用胰蛋白酶消化传

代、收集ꎬ取生长状态良好的心肌细胞进行实验ꎮ 每次

实验前用无血清培养基同步化培养 ２４ 小时ꎬ再加药物

预处理ꎮ 心肌细胞随机分为:正常组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻＨ/ Ｒ
组ꎻＨ/ Ｒ＋ＦＧＦ￣２ 组ꎬ心肌细胞预孵育 １０ ｎｇ / ｍＬ ＦＧＦ￣２
３０ 分钟ꎬ缺氧 ９０ 分钟ꎬ复氧 １２０ 分钟ꎮ
１.３　 心肌细胞Ｈ/ Ｒ 模型的建立　 　 根据文献所报道

的方法ꎬ建立心肌细胞 Ｈ/ Ｒ 损伤模型:同步化的心肌

细胞ꎬ更换为无糖和无血清的 Ｈａｎｋｓ’平衡盐溶液

(１.３ ｍＭ ＣａＣｌ２ꎬ５ ｍＭ ＫＣｌꎬ０.３ ｍＭ ＫＨ２ＰＯ４ꎬ０.５ ｍＭ
ＭｇＣｌ２ꎬ ０.４ ｍＭ ＭｇＳＯ４ꎬ６９ ｍＭ ＮａＣｌꎬ４ ｍＭ ＮａＨＣＯ３ 和

０.３ ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４)ꎬＨａｎｋｓ’平衡盐溶液预先用 ９５％
Ｎ２ ~５％ ＣＯ２ 饱和ꎬ将培养瓶或培养板置于持续 ９５％
Ｎ２ ~ ５％ ＣＯ２ 平衡的缺氧孵育容器中(Ｏ２ 浓度≤
１％)ꎬ３７ ℃ꎬ９０ 分钟后ꎬ更换为预平衡(３７ ℃、９５％
Ｏ２ ~５％ ＣＯ２)的无血清 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ放入 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养 １２０ 分钟ꎬ结束实验ꎮ
１.４　 ＣＣＫ￣８ 比色法检测心肌细胞存活率 　 　 根据

ＣＣＫ￣８ 试剂盒说明书ꎬ将 Ｈ９ｃ２ 大鼠心肌细胞制成

细胞悬液ꎬ计数ꎬ接种于 ９６ 孔培养板中ꎬ１００ μＬ /孔ꎬ
每孔细胞数大于 １０００ 个ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养

箱中培养过夜或大于 ５ 个小时ꎮ 当细胞生长到培养

孔的 ７０％~８０％ 面积时ꎬ加入不同的处理因素ꎬ每个

处理因素至少设 ３ 个复孔和 １ 个空白孔ꎮ 终止处理

后ꎬ每孔加 １０μｌＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ避免产生气泡ꎬ３７Ｃ 孵

育 １.５ 小时ꎬ用酶标仪(λ ＝ ４５０ ｎｍ )测定各孔的吸

光度(ＯＤ)ꎮ 取 ３ 孔 ＯＤ 值的平均数ꎬ按公式计算细

胞存活率ꎬ细胞存活率(％)＝ (处理组 ＯＤ 值－空白

组 ＯＤ 值) / (对照组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ 值)×１００％ꎬ
至少重复 ３ 次ꎮ
１.５　 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色观察心肌细胞凋亡　 　 将心肌细

胞悬浮液接种于 ６ 孔板内ꎬ待细胞贴壁后ꎬ按实验设

计给予不同药物处理ꎬ实验结束后ꎬ弃去培养液ꎮ
ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ每次 ３~５ 分钟ꎬ加入 ４％多聚甲醛固

定细胞 １５ 分钟ꎬ弃去固定液ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬＨｏ￣
ｅｃｈｓｔ３３２５８ 染色液染色 ２０ 分钟ꎬ去离子水冲洗 ３
遍ꎬ每次 ３~５ 分钟ꎮ 在荧光显微镜下ꎬ以紫外光 ３４０
ｎｍ 波长激发ꎬ观察并摄片ꎮ
１.６　 流式细胞术检测心肌细胞凋亡率 　 　 取生长

状态良好的心肌细胞ꎬ以 ２×１０５ 个 / ｍＬ 的细胞密度

接种于 ５０ ｍＬ 的培养瓶ꎬ放在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养

箱中培养ꎬ待细胞长至 ７０％ ~８０％融合状态时ꎬ更换

为含 ０.１％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基同步化培养 ２４

０８３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.４



光检测ꎬ荧光显微镜下进行包涵体计数ꎬ每张盖玻片

随机取 ５ 个视野计数ꎬ根据公式推算衣原体的数量ꎬ
以包涵体形成单位(ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔꎬＩＦＵ)表示

(ＩＦＵ / ｍＬ＝ ５ 个视野的平均包涵体数目×视野校正

因子×稀释倍数)ꎬ进一步计算 ＩＦＵ 比值(即同一菌

株离心“辅助感染”条件下的 ＩＦＵ 平均值对“无辅助

感染”条件下 ＩＦＵ 平均值的比例)ꎻ实验重复五次ꎬ
ＩＦＵ 比值以均数±标准差表示ꎮ
１.２.３　 吸附试验 　 ＣＭＵＴ３Ｇ４０ 和 ＣＭＵＴ３Ｇ０ 的 ＥＢ
感染 ２４ 孔板中单层 ＨｅＬａ 细胞ꎬ参考文献[１３] 进行:
预冷 ＤＭＥＭ 培养基对 ＥＢ 进行适当稀释以确保

ＣＭＵＴ３Ｇ４０ 和 ＣＭＵＴ３Ｇ０ 的 ＥＢ 量(ＩＦＵ 数值)相当ꎬ
预冷 ＤＭＥＭ 培养基洗涤单层 ＨｅＬａ 细胞ꎬ每孔加入

ＥＢ 稀释液 ２００ μＬꎬ培养板置于 ４ ℃孵育 １ ｈꎬ随后

吸弃衣原体感染液ꎬ预冷 ＤＭＥＭ 培养基充分洗涤细

胞ꎬ按前述方法进行 ＩＦＡꎬ荧光显微镜观察计数 ＥＢ
数量ꎬ每张盖玻片随机选取 ５ 个视野计数ꎬ计数每个

视野的 ＥＢ 和细胞数量ꎬ换算为视野中 ＥＢ 数量对细

胞数量的比例ꎮ 实验重复三次(实验结果以均值±
标准差表示)ꎮ
１.２.４ 　 ＣＭ 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 将 ＣＭＵＴ３Ｇ４０、
ＣＭＵＴ３Ｇ０ 和 ＣＭＧ０ 的 ＥＢ 感染细胞后扩大培养ꎬ大
规模感染培养于 ６ 孔板的 ＨｅＬａ 细胞ꎬ按前述“辅助

感染”方法采用 ＤＥＡＥ￣葡聚糖预处理单层 ＨｅＬａ 细

胞和室温 １０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｈ 的方法进行衣原体感

染ꎬ离心结束后吸弃感染液ꎬ加入 ４ ｍＬ 衣原体培养

液后继续培养 ２４ ~ ２８ ｈꎬＰＢＳ 洗涤细胞后胰蛋白酶

消化并收获感染 ＨｅＬａ 细胞ꎬ４ ℃ 下 ５００ × ｇ 离心

１０ ｍｉｎ收集细胞沉淀ꎬＰＢＳ 重悬ꎬ冰上超声裂菌ꎬ裂
解物 ４ ℃下 ５００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 去除较大的细胞残

骸ꎬ上清液于 ４℃下 １４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ细胞

沉淀物重悬于 ＰＢＳ 中ꎬ再次超声裂菌ꎬ加入 ＲＮａｓｅＡ
和 ＤＮａｓｅⅠ后于 ３７ ℃ 孵育 １ ｈ 以去除宿主细胞

ＤＮＡ 和 ＲＮＡꎬ转移上清至超速离心管ꎬ密度梯度离

心法分离纯化 ＥＢꎬＰＢＳ 洗涤后 ＥＢ 置于含 １００ ｍｇ / Ｌ
蛋白酶 Ｋ 的 ＥＢ 裂解缓冲液 (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ
ｐＨ ８ ０ꎬ１ ｍｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ０.１％ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ꎬ０.５％
ＳＤＳ)中 ５０ ℃ 孵育过夜ꎬ参考操作说明ꎬ ＱＩＡａｍｐ
ＤＮＡ 抽提试剂盒提取 ＣＭ 基因组 ＤＮＡꎬ４ ℃ 保存

备用ꎮ
１.２.５　 基因组测序、注释和生物信息学分析　 采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ２０００ 测序技术平台完成 ＣＭＵＴ３Ｇ４０、
ＣＭＵＴ３Ｇ０ 和 ＣＭＧ０ 的 基 因 组 深 度 测 序ꎬ 由

ＵＴＨＳＣＳＡ 格里希儿童癌症研究中心(ＧＣＣＲＩ)基因

组测序小组完成ꎻ其实验步骤如下:使用 Ｃｏｖａｒｉｓ
Ｓ２２０ 超声波破碎仪超声打断基因组 ＤＮＡ 而形成

ＤＮＡ 片段ꎬ随后采用 ＴｒｕＳｅｑ ＤＮＡ 样品制备试剂盒

构建 ＤＮＡ￣Ｓｅｑ 测序文库ꎬＤＮＡ￣Ｓｅｑ 测序文库在 Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ２０００ 平台采用 ５０ ｂｐ 的单端测序模块进

行测序ꎬ测序得到的原始数据经过 ＣＡＳＡＶＡ 程序分

用(ｄｅｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ)后ꎬ序列读取信息采用 ＦＡＳＴＱ 格

式输出ꎬ利用 ＢＷＡ￣ＭＥＭ 计算程序[１４]与 ＣＭ 染色体

基因组参考序列(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.ＮＣ＿００２６２０.
２)和质粒基因序列(ＮＣ＿００２１８２.１)进行比对分析ꎬ
此时产生的 ＳＡＭ(Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｍａｐ)文件转

换成 ＢＡＭ ( Ｂｉｎａｒｙ ａｌｉｇｍｅｎｔ ｍａｐ) 格式ꎬ利用 Ｓａｍ￣
ｔｏｏｌｓ[１５]排序ꎮ 插入和缺失( ｉｎｄｅｌｓ)使用默认参数的

基因组分析工具包(Ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌｋｉｔ) [１６]进行

重新排列ꎮ 随后参考文献方法对所有突变及对应的

基因、蛋白进行数据处理与分析[１３]ꎮ
１.３　 统计方法　 　 采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 检验方法进

行检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２. １ 　 离心因素对 ＣＭ 体外培养的影响 　 　
ＣＭＵＴ３Ｇ０ 菌株感染宿主细胞时在离心“辅助感染”
条件下较“无辅助感染”条件形成较多包涵体ꎬＩＦＵ
比值在 ７０ 左右ꎬ与质粒携带菌株 ＣＭＧ０ 的 ＩＦＵ 比值

(４０ 左右) 比较ꎬ二者差异有统计学意义(图 １)ꎮ
传代菌株 ＣＭＵＴ３Ｇ４０ 在离心“辅助感染”条件下包

涵体形成情形与“无辅助感染”条件下差距不大ꎬ
ＩＦＵ 比值在 ６ 左右ꎬ与 ＣＭＧ０ 菌株或 ＣＭＵＴ３Ｇ０ 菌株

的 ＩＦＵ 比值比较ꎬ差异有统计学意义(图 １)ꎮ

图 １　 离心因素对 ＣＭ 体外培养的影响　 ＣＭＵＴ３Ｇ０ 与 ＣＭＧ０ 相

比ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎻＣＭＵＴ３Ｇ４０与 ＣＭＧ０或 ＣＭＵＴ３Ｇ０比较ꎬ∗∗:Ｐ<０.０１

６８３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.４


