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野黄芩苷通过抑制线粒体凋亡通路

对抗心肌细胞急性缺血损伤

·273·

-论著-

范利斌1 康剑锋1 张战波1 周静1 顾军2李建宇2’3

(1．武警河北总队医院急诊Icu科，河北石家庄050081；2．武警后勤学院药物化学教研室，天津300162；

3．天津市职业与环境危害防制重点实验室，天津300309)

【摘要】 目的观察野黄芩苷对心肌细胞急性缺血损伤的保护作用，并探讨其分子作用机制。方法用

出生1～3 d的sD大鼠进行心肌细胞原代培养，将生长良好的心肌细胞按随机数字表法分为空白对照组、缺

血模型组以及高、中、低剂量野黄芩苷组(缺氧前加入100、50、25岬ol／L药物)5组，每组设6个样本。通过
体外建立低氧(0：<1％)、无糖的培养条件(6 h)，模拟心肌细胞急性缺血损伤；用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色

法检测各组细胞的生长活性；用流式细胞仪测定细胞凋亡率，用烟酸己可碱一碘化丙啶(Hoechs卜PI)染色观

察细胞凋亡形态学变化；用蛋白质免疫印迹试验(westem Blot)分析细胞色素c、Bax、Bcl一2及天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶一3(caspase一3)的蛋白表达水平。结果与空白对照组比较，缺血模型组细胞活性显著降

低[吸光度(A值)：0．053±0．013比o．173±0．017]，细胞凋亡率显著升高[(44．78±5．73)％比(5．09±0．43)％，

均P<0．01]；在高、中、低剂量野黄芩苷干预下细胞活性则较缺血模型组明显回升(A值：0．159±0．022、

0．133±0．015、0．124±o．011比0．053±o．013)，细胞凋亡率则显著下降[(19．58±o．22)％、(24．49±3．15)％、

(26．09±0．27)％比(44．78±5．73)％，均尸<0．01]。与空白对照组比较，缺血模型组中大量细胞出现核固缩、

染色质凝集等凋亡形态改变，各剂量野黄芩苷干预下凋亡细胞明显减少。与空白对照组比较，缺血模型组细

胞色素c、Bax及caspase一3蛋白表达升高[细胞色素c(A值)：o．784±0．039比0．694±0．035，Ba】【(A值)：

0．623±O．031比o．490±0．025，e勰pase一3：0．744±O．037比0．624±O．031]，Bcl一2蛋白表达降低(o．813±o．041

比o．917±0．046，均P<o．01)；与缺血模型组比较，高、中、低剂量野黄芩苷组细胞色素c、caspase一3及Ba】【

蛋白表达降低[细胞色素c：o．735±0．037、0．736±0．037、0．744±0．037比0．784±O．039，caspase一3(A值)：

0．652±0．033、0．684±0．034、0．691±0．035比0．744±0．037，Ba】【(A值)：0．523±0．026、0．527±0．026、0．579±0．027

比o．623±o．031]，Bcl一2蛋白表达升高(A值：o．885±o．044、o．876±o．044、o．84l±o．042比o．813±o．041，均P<

0．01)。结论野黄芩苷可以显著对抗心肌细胞急性缺血损伤，其机制是通过调控线粒体通路抑制心肌细胞凋

亡的发生。
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【Abst阳ct】obj优tive T0 investigate the pmtective e虢ct of scuteⅡaIin on cardiomyocytes injured by

acute ischeIIlia aIld its molecular mech粕ism． Memods Sp忸gue—Dawley(SD)rats 1—3 days old were selected

for the primary cIllture of cardiomyocytes．The weU孕啪I myocardial cells were瑚do血ly assigned into five gmups
according to mndom number table：blanl【contml gmup，ischemia modeI gmup and three d珊brent doses of scuteⅡ撕n

groups(before ischemia，pretreated wim 100，50 and 25 pmol／L scuteⅡ耐n)，卸d tllere were 6 s砌ples in each group．
The simulated injury of acute myocardial ischeIIlia was established in vitm by using tlle cardiomyocytes cuhured in

a ducose—free aIld anoxic condition(02<l％)．-11le survival capabilities of ceⅡs in each group were dete珊ined via

methylthiazolyl tetraz01ium(MrI-D col耐眦tric assay锄d the apoptotic percentages 0f cells were detected via now
cytometry．7rhe morpholo舀cal ch龃ges of ap呷·totic ceUs were 0bserved via Hoechst—Pmpidium iodide口I)stailling．711le
level expressions of c”0cllIDme C，Ba】【，Bcl一2，粕d cysteinyl舾panate speci6c cas掣晤e一3 pmteins were dete珊ined by
Westem Blot．Reslllts Compared with blaIlk contml gmup'the survival c印abil畸0f cells was si印ificamly decreased

(A values：O．053±O．013 vs．O．173±0．017)and the apoptotic percent弹increased in model group【∽．78±5．73)％
vs．(5．09±0．43)％，P<0．01]．Compared丽th ischemia model gmup，under tlle interference of high，middle锄d
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10w scutellarin doses，the survival capabilities of cells could be enhanced(A values：0．159±0．022，O．133±0．015，

0．124±O．01 1 vs．O．053±0．013)and the apoptotic pel℃entages decreased in all the 3 groups[(19．58±0．22)％，

(24．49±3．15)％，(26．09±0．27)％vs．(44．78±5．73)％，all P<0．01]．Compared with the blank contml gmup，the

morpholoPⅣof injured cells appeared印optotic chan2res such as shrinkage of姗cIei and condensation of chI．omatin，

while in the 3 scutellarin pretIeatment groups，those changes were sil皿ificantly attenuated．Compared with blank

contml group’the protein expressions of cytochrome C，Ba)【，and caspase一3 were increased[cytochmme c(A Values)：

0．784±0．039 vs．O．694土0．035，Bax(A values)：0．623±0．03 1 vs．0．490±O．025，caspase一3(A values)：0．744±0．037

vs．0．624±0．03l，all P<0．01)and the expressions of Bcl一2 decreased(A values：0．813±0．04l vs．O．917±0．046，

P<0．01)in model group．Compared with ischemia model group，all the doses of scutell盯in down—regulated the level

expressions of cvtochrome C，Bax and Caspase一3【cytochmme C CA values)：0．735±O．037，0．736±0．037，0．744±0．037

vs．0．784±O．039，caspase一3以values)：O．652±0．033，0．684±0．034，O．691±0．035 vs．O。744±0．037，Bax∞values)：

0．523±0．026，0．527±0．026，0．579±0．027 vs．0．623±0．03 1，a11 P<0．01]and up—regulated the expressions of Bcl一2

似values：0．885±0．044。0．876±0．044，0．841±0．042 vs．0．813±0．04l，all P<0．01)． ConclIlsions Scutellarin

has a pmtective ef玷ct on the iniury of acute myocardial ischemia．The mechanism is associated with the regulation of

mitochondrial pathway to inhibitthe cardiomyocyte叩optosis．

【Key words】 Scutell盯in； Acute ischemia； C盯diomyoc粥 Mitochondrial pathway； Apoptosis

中药灯盏细辛具有舒张血管、抑制血小板聚集、

改善微循环等功能，在临床上可以治疗缺血、缺氧性

心、脑血管疾病。但在灯盏细辛抗缺血机制方面的

众多探索中，研究对象还多为其提取的黄酮类混合

物灯盏花素，而关于其中重要单体的药理学活性及

作用机制还未完全阐明¨之J。目前研究显示，灯盏

花素中的主要药效成分为活性单体野黄芩苷(灯盏

花乙素)，本课题组前期对其进行了结构改造和药理

学方面的初步研究∞圳。在此基础上，本研究采用

体外原代培养的心肌细胞，通过建立低氧、无糖的

培养环境，模拟急性缺血性心肌损伤，并采用四甲基

偶氮唑盐(MrIYI’)比色法、流式细胞术、烟酸己可碱一

碘化丙啶(Hochest—PI)双染及蛋白质免疫印迹试验

(westem Blot)探讨灯盏细辛中单体药物野黄芩苷

抗急性缺血性心肌损伤的药理学作用及可能机制。

1材料与方法

1．1药品与试剂：野黄芩苷(纯度>90％，南京泽

朗医药科技有限公司)；DMEM／F12培养基(美国

GIBc0公司)、胎牛血清(中国医学科学院血液病研

究所)、胰蛋白酶(京鼎国生物有限公司)；MTT(美

国Sigma公司)；Hoechst—PI染色试剂盒(上海江莱

生物科技有限公司)；细胞色素c、Bcl一2、Bax及天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3(caspase一3)鼠多

克隆抗体(美国santa cmz公司)。

1．2实验动物与分组：将出生1～3 d的清洁级sD

大鼠，雌雄不限[由解放军军事医学科学院实验动

物中心提供，许可证号：scxK一(军)2007—004]用

于体外心肌细胞的原代培养。用随机数字表法将

心肌细胞分为空白对照组、缺血模型组以及高、巾、

低剂量野黄芩苷组(制模前加入野黄芩苷100、50、

25岬ol／L预处理)，每组设6个样本。

1．3体外心肌细胞的原代培养"1：取SD乳鼠心

室肌置于D—Hanks缓冲液中冲洗，剪成约1 mm×

1 mm×l mm组织块，用0．25％胰酶消化，收集细

胞消化液，用含胎牛血清的培养基中止消化，离心

2次，每次10 min，收集沉淀，置于含10％胎牛血清

的DMEM／F12培养基中混匀，接种于25 mL培养瓶

中，利用差速贴壁法纯化心肌细胞，以1×105个／mL

浓度分别接种到96孔板(每孔200血)、6孔板

(每孔2 mL)及25 mL培养瓶(每瓶4 mL)。培养4 d

后进行后续实验。

1．4急性缺血心肌损伤模型的复制：心肌细胞正常

培养4 d后，更换为无血清培养基继续孵育12 h，使

各组心肌细胞生长同步化，在药物干预组中加入高、

中、低剂量野黄芩苷100、50、25¨mol／L后，建立心

肌细胞急性缺血损伤模型：将DMEM／F1 2培养基替

换为无糖的D—Hanks缓冲液[预先用95％氮气(N：)

与5％cO，的混合气体饱和]，然后快速将心肌细胞

培养板置于单向气流低氧罐中，并向低氧罐中持续

充入95％N，与5％C0，的混合气体，同时利用测氧

仪实时监测排气口的氧气浓度(<1％)，于37℃恒

温培养箱中孵育6 h。

1．5检测指标及方法

1．5．1 MrIII’比色法测定细胞活性：急性缺血6 h后，

向接种于96孔板的各组心肌细胞中加入MTT工作

液(5{；／L)，每孑L加入20皿，置于37℃、5％c0：恒

温箱中继续培养4 h后，终止孵育并倾倒板内孵育

液，再加入150止二甲基亚砜(DMsO)溶解液，经

37℃恒温摇床振摇15 min后，使反应沉淀充分溶

解，将96孔板置于酶标仪(Bio—Rad 680美国)中，

在测定波长为570 nm、参考波长为630 nm处检测

各孔吸光度(A值)。
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1．5．2流式细胞术测定细胞凋亡率：急性缺血6 h

后，将接种于6孔板的各组心肌细胞用胰酶消化，

中止、离心后制备细胞悬液，将心肌细胞悬液加入

到一20℃预冷的70％乙醇中固定，离心去除固定液，

加入核糖核酸酶(Rnase)A置于37℃水浴中孵育

30 min，然后加人PI染液，于4℃避光反应30 min，

用流式细胞仪(Elite Esp型，美国)检测各组心肌细

胞凋亡率。

1．5．3 Hoechst—PI荧光双染观察细胞凋亡形态：急

性缺血6 h后，将各组心肌细胞用胰酶消化，中止、

离心后加入0．01 mo儿磷酸盐缓冲液(PBs)制备细

胞悬液，移人1．5 mL小离心管(EP管)中，离心去

上清液，用PBs洗涤3次，加Hoechst—PI混合荧光

染色剂40止，充分混匀，置于37℃恒温培养箱中孵

育10 min，离心弃去染色液，用o．0l mol，L PBs清洗，

离心制备细胞悬液，经细胞涂片后，于荧光显微镜

(Olympus 1X71，日本)下观察细胞凋亡形态。

1．5．4 westem Blot检测细胞色素C、Bax、Bcl一2、

caspase一3蛋白表达水平：急性缺血6 h后，向接种

于25 mL培养瓶的各组心肌细胞中加入蛋白裂解

液，提取细胞总蛋白，并进行蛋白定量。经十二烷

基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDs—PAGE)后，

转膜于聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，用三羟甲基氨

基甲烷盐酸盐缓冲液(嘶s—Hcl)液漂洗10 min，置

于5％脱脂奶粉液中室温封闭1 h，加入一抗稀释

液(1：800)、4℃过夜，用含吐温的磷酸盐缓冲液

(TBST)洗膜，用生物素标记的二抗工作液37℃孵

育1 h，TBST洗膜，用辣根过氧化物酶(HRP)标记

的链霉卵白素(sP)工作液室温孵育l h，TBsT洗膜，

采用HRP一3，3’一二氨基联苯胺(DAB)显色。采

用凝胶成像分析系统(GelPm 4．5，美国)摄片，分析

数据用目的条带与内参照p肌动蛋白(p—actin)

条带的吸光度(A)值比值表示。

1．6统计学分析：使用sPss 13．0软件分析数据，计

量资料以均数±标准差(石±s)表示，组间比较采用

口检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1野黄芩苷对心肌细胞生长活性的影响(表1)：

MTT实验结果显示，与空白对照组比较，缺血模型

组心肌细胞活性显著降低(P<0．01)；与缺血模型

组比较，高、中、低剂量野黄芩苷组心肌细胞活性显

著增高(P<0．01)，细胞生长活性明显回升。

表l各组心肌细胞生长活·眭比较(i±x)

注：与空白对照组比较，中<0．Ol；与缺血模型组比较，bP<O．叭

2．2野黄芩苷对心肌细胞凋亡率的影响(表l；图1)：

与空白对照组比较，缺血模型组心肌细胞凋亡率显

著升高(P<0．01)；与缺血模型组比较，高、中、低剂

量野黄芩苷组心肌细胞凋亡率显著降低(P<o．01)。

2．3野黄芩苷对心肌细胞凋亡形态的影响(图2)：

Hoechst—PI染色结果显示，空白对照组表现为心肌

细胞核大、饱满，胞核边缘清楚，呈淡蓝色荧光；缺

血模型组心肌细胞呈凋亡形态改变，表现为细胞核

固缩变小，边缘模糊，染色质凝集呈亮蓝色，镜下同

时可见红染的坏死细胞；各剂量野黄芩苷组仅见部

分心肌细胞染色质轻度浓集，凋亡心肌细胞数量明

显减少。

2．4野黄芩苷对心肌细胞线粒体凋亡通路的影

响(图3；表2)：westem B10t检测结果显示，与空

白对照组比较，缺血模型组心肌细胞细胞色素c、

caspase一3及Bax蛋白表达水平显著升高(均P<

o．01)，Bcl一2蛋白表达水平显著降低(P<0．01)；与

缺血模型组比较，高、中、低剂量野黄芩苷组心肌细

胞细胞色素c、caspase一3及BaX蛋白表达水平显著

降低(均P<o．01)，Bcl一2蛋白表达水平显著升高

(P<0．01)。

注：A为空白对照组；B为缺眦模型组；(：为高剂量野黄芩昔组；D为tIl刹量野黄岑fj：组：E为低剂量野黄芩_[={：组

图l 各组心肌细胞凋亡率的比较
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涪：A为z吖I埘心纠l；Jj为缺m模，删组；f：为岛剂}j}野黄芩汗组；n匀一j·剂f J鲫r必岑忏组；fI乃低剂艟野蔹掺汁纰

图2各组心肌细胞凋亡形态比较(Hoechst—H染色高倍放大)

表2各组心肌细胞细胞色素C、caspase一3

Bax、Bcl一2蛋白表达水平比较(孑±s)

组别 ≮箬细嚣慧6。翟蔷-3 。篇， 言警
6 0．694±0035 0．624±0．031 0490±0．025 0917±O．046

6 0．784±0 039“0．744±O 0378 0．623±0．031“O 813±0 04l“

6 O．735±O．037“0．652±0．033“O．523±0．026“0，885±0．044+

6 O．736±0037“0 68410034“0．527±0．026“0 876±0．044‘

6 0．744±O．037“O．69l±0035“O．579±0027“0 84l±Of)42}

3讨论

缺血性心脏疾病严重危害了人们的身体健康，

其发病机制主要是由于缺血、缺氧环境诱发心肌能

量代谢障碍，引起心肌结构和功能的损伤，最终导致

心肌细胞的凋亡或坏死。目前认为，药物干预是防

治缺血性心脏病的有效途径。近年的研究发现，许

多中草药都有抗缺血性心肌损伤的疗效。6。8 J，关于

中药抗缺血活性的单体药物研究正成为众多科研工

作者关注的热点。

中草药灯盏细辛由于具有舒张血管、抑制血小

板聚集、改善微循环等功能，在临床上主要用于治疗

缺血性心、脑血管疾病。研究发现，野黄芩苷(又名

灯盏花乙素)是其抗缺血药效的主要活性单体。但

目前关于野黄芩苷对缺血心肌的药理学作用及分子

调控机制还未阐明。因此，本研究采用体外原代培

养的心肌细胞，建立心肌急性缺血损伤模型，观察单

体药物野黄芩苷对急性缺血性心肌损伤的保护作

用，并通过分析线粒体凋亡通路信号表达探讨其抗

缺血作用的分子机制。

目前普遍认为，通过体外建立低氧、低糖的培

养环境，可以模拟机体中各种组织、器官的缺血损

伤∽一0。。本研究通过将体外原代培养的乳鼠心肌细

胞置于无糖D—Hanks缓冲液和95％N，、5％C0，的

缺氧混合气体中孵育6 h，建立急性缺血性心肌损伤

模型。MTT结果显示，与空白对照组比较，模型组

心肌细胞生长活性显著下降，表明急性缺血可诱发

严重的心肌损伤；而加入各剂量野黄芩苷药物干预

后，心肌细胞生长活性显著回升，提示野黄芩苷具有

对抗缺血性心肌损伤的作用。

细胞凋亡作为机体的一种程序性死亡过程，在

缺血性心脏疾病的病理损伤机制中发挥重要作用。

研究表明，通过早期药物干预可最大程度地减少缺

血诱导心肌细胞凋亡的发生，有效防治缺血性心肌

损伤¨1|。本实验通过流式细胞术测定各组心肌细

胞的凋亡率，结果显示急性缺血损伤可以诱发大量

心肌细胞凋亡，而加人各剂量野黄芩苷干预后心肌

细胞凋亡率显著降低，提示野黄芩苷对缺血性心肌

损伤的保护作用可能与其抑制缺血诱导的细胞凋亡

有关。在缺血损伤时，凋亡细胞典型的形态特征主

要表现为：细胞质皱缩、细胞核固缩，染色质高度凝

集易边缘化或呈分叶、碎片状，晚期可出现凋亡小

体。本研究通过Hoechst—PI荧光双染发现，缺血模

型组心肌细胞呈现典型的凋亡形态改变，而加入各

剂量野黄芩苷药物干预后仅见部分心肌细胞染色质

轻度浓集，凋亡的细胞数量明显减少，这一结果进一

斩a杆牡*牡芩芩芩组组黄黄黄照型野野野_：!驯—俱Ⅱ里Ⅱ里口】里向血剂剞剂空缺高中低
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步提示了野黄芩苷对心肌细胞凋亡的抑制作用。

基于以上的研究结果，本研究进一步探讨了野

黄芩苷抑制心肌细胞凋亡的分子机制。目前认为，

线粒体途径是调控细胞凋亡的一条重要的信号通

路。研究发现，缺血环境导致氧的供应不足，进而诱

发线粒体的功能障碍，引起线粒体膜通透性的增加，

致使促凋亡信号分子细胞色素c的大量释放，并最

终触发下游信号蛋白caspase家族的级联反应，导致

细胞凋亡的发生¨2|。另外，在调控细胞凋亡的线粒

体途径中，BaX与Bcl一2蛋白发挥了重要的平衡作

用。BaX是促凋亡蛋白，而Bcl一2是与之相反的抑

凋亡蛋白，Bax与Bcl一2蛋白的表达比值通常用来

表示细胞凋亡的发展水平¨3|。本研究通过westem

Blot检测了上述信号分子的表达，结果显示急性缺

血后心肌细胞中促凋亡蛋白细胞色素c、caspase一3

及Bax表达水平显著升高，抑凋亡蛋白Bcl一2表达

水平明显降低，而加入野黄芩苷药物干预后显著下

调了促凋亡蛋白细胞色素c、caspase一3及Bax的表

达水平，上调了抑凋亡蛋白Bcl一2表达水平，提示野

黄芩苷对心肌细胞凋亡的抑制作用可能是通过调控

线粒体信号通路实现的。
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《中华危重病急救医学》杂志再次荣获“RCCSE中国权威学术期刊(A+)'’

《中国中西医结合急救杂志》再次荣获“RCCSE中国核心学术期刊(A)，’

-消息-

《中国学术期刊评价研究报告》由武汉大学中国科学评价研究中心发布。武汉大学中国科学评价研究中心是中国高等院

校中第一个综合性的科学评价中心，是集科研、人才培养和评价咨询服务于一体的多功能中介性实体机构。中心由武汉大学

信息管理学院、教育科学学院、图书馆、计算机中心、图书情报研究所、数学与统计学院等单位有关学科的研究人员组建而成，

是一个文理交叉的跨学科重点研究基地。

《中国核心期刊评价研究报告》采用定量评价与定性分析相结合的方法，按照科学、合理的多指标评价体系，对6 448种

中国学术期刊进行了分析评价，得出65个学科的学术期刊排行榜。

《中国学术期刊排行榜》是对我国所有学术期刊质量、水平和学术影响力的全面、系统的评价，对选刊投稿、期刊订购、学

术评价、科研管理、人事管理等都有着非常重要的应用价值和实际指导作用。

第三届中国学术期刊评价既按照各期刊的指标综合得分排名，又按照排序将期刊分为A+、A、A一、B+、B、c 6个等级，以

增加评价结果表示的合理性和充分性。本次共有6 448种中文学术期刊参与评价，经过综合评价后得到期刊相应的等级，在

分学科评价中共计1 939种学术期刊进入核心期刊区，其中权威期刊(A+)327种，核心期刊(A)964种，扩展核心期刊(A一)

648种，准核心期刊(B+)1 298种，一般期刊(B)1 922种，较差期刊(c)1 289种。

《中华危重病急救医学》(原刊名《中国危重病急救医学》)和《中国中西医结合急救杂志》在第三届“中国学术期刊评价”

中被再次分别评为“RccsE中国权威学术期刊”和“RccsE中国核心学术期刊”，这是两种期刊第三次蝉联该等级的荣誉。
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