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橙皮素对脂多糖诱导 TO,M 心肌细胞

活性氧水平的影响

邓!伟!刘!源!陈昌贵!魏!丽!唐其柱

摘!要!目的!探讨橙皮素对脂多糖"GEWBWBG[INMMFNKEOAI! DVC#诱导 :,]% 心肌细胞活性氧"KANMPEHABZ[6AR IWAMEAI! (2C#水

平的影响$ 方法!使用不同浓度橙皮素"#.#-%)'#."%)'#.%)

.

5BG7D#和 DVC""

.

675G#共同孵育 :,]% 心肌细胞 "%#5ER!3]̂:;

3+探针检测 :,]% 细胞 (2C 水平!荧光显微镜定性观察以及流式细胞仪定量检测各组细胞荧光强度!以观察不同浓度橙皮素对

DVC 诱导 :,]% 心肌细胞产生 (2C 的影响$ 选择 #.%)

.

5BG7D橙皮素和 DVC""

.

675G#共同孵育 :,]% 心肌细胞 &#'-#'"%#5ER!观

察橙皮素对 DVC 诱导 :,]% 心肌细胞产生 (2C 的时间相关性$ 结果!橙皮素干预可以浓度依赖性的缓解 DVC 诱导 :,]% 心肌细

胞 (2C 产生-在 -#'"%#5ER!橙皮素能够抑制 DVC 诱导 :,]% 心肌细胞 (2C 产生$ 结论!橙皮素能够抑制 DVC 诱导的 :,]% 心肌

细胞 (2C 产生!从而降低心肌细胞氧化应激水平!其有可能成为心肌保护新的潜在药物$

关键词!橙皮素!脂多糖!:,]% 心肌细胞!活性氧

#中图分类号$! ()!!!!#文献标识码$! +

6991#4/9T17&1;14'(/(401:181%/9B1$#4'81?2351(W&1#'17'(TO,M ,$;.'/-3/#3417E0'#0S(.C#1.>3 :'&/&/%37$##0$;'.17<"

D")* L"(!

'(3 03$)!:/") :/$)**3(!"#$%&D"F$G#<")#1-:$G6(1%1*9! K")<() +12F(#$%1-L3/$) ?)(M"G2(#9! +3N"(OPBBQB!:/()$
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QFEMF EROLMAO S[GEWBWBG[INMMFNKEOAI"DVC#.A140/.7!>FAA5SK[BREMKNPFANKP;OKEHAO :,]% MAGGIQAKAMBERMLSNPAO QEPF OEJJAKARP

MBRMARPKNPEBRIBJFAIWAKAPER"#.#-%)! #."%)! #.%)

.

5BG7D#NRO DVC""

.

675G#JBK"%#5ER.+RO PFAR :,]% MAGGIQAKAMBERMLSNPAO QEPF

FAIWAKAPER"#.%)

.

5BG7D#NRO DVC""

.

675G#JBKOEJJAKARPPE5A"&#! -#! "%#5ER#.B17C%47!fAJBLRO PFNP:,]% MAGGIPKANPAO QEPF FAIW\

AKAPER MBLGO SAWKBPAMPAO JKB5DVC ;EROLMAO (2C WKBOLMPEBR.>FAOAMKANIER6(2C GAHAGIER DVC ;IPE5LGNPAO MAGGIQAKAMBRMARPKNPEBR ;

OAWAROARPNRO PE5A;KAGNPAO S[FAIWAKAPER PKANP5ARP.,/(#%C7'/(!:AIWAKAPER MNR KAOLMAPFA(2C WKBOLMPEBR NRO NPPARLNPABZEONPEHA

IPKAIIER :,]% MNKOEB5[BM[PAIQFEMF EROLMAO S[DVC.

D13 E/;.7!:AIWAKAPER- DVC- :,]% MNKOEB5[BM[PAI- (ANMPEHABZ[6AR IWAMEAI

!!心肌重构是慢性心力衰竭发生'发展的基本病理

生理过程!是高血压'冠心病'瓣膜病和心肌疾病等多

种心血管疾病引起心力衰竭的共有通路$ 尽管目前

治疗心力衰竭的理念已不仅是改善症状'提高生活质

量!更重要是针对心肌重构的机制!防治和延缓心肌

重构的发展!从而降低心力衰竭的病死率和住院

率
)"*

$ 但近 "# 年来心肌重构和心力衰竭的治疗并未

取得实质性突破!现有治疗方法的效果已达到瓶颈!

需要寻找更有效的治疗机制和方法抑制甚至逆转心

肌重构!防止心力衰竭发生$

近年来研究表明!天然免疫信号与生长信号交织

在一起!参与心肌重构和心力衰竭的发生'发展
)%*

$

而脂多糖"GEWBWBG[INMMFNKEOAI! DVC#作为 >BGG样受体

/"PBGG;GE8AKAMAWPBK/! >D(/#的天然配体!在天然免

疫信号激活中起到重要作用
)&*

$ 橙皮素" FAIWAKAPER!

:AI#是一种天然黄酮类化合物!其广泛存在于水果'

花卉'食品等植物源物质中$ 以前的研究已证实其具

有抗氧化'抗炎'抗衰老和降低血脂及抗肿瘤等多种

生物学活性!以及能够缓解抗肿瘤化疗药物阿霉素对

心脏的毒性作用
)/ 0-*

$ 笔者的最近的研究也证实橙

皮素能够抑制机械压力负荷诱导的小鼠心肌重构和

缓解 +R6

*

诱导的心肌细胞肥大
)*!$*

$ 但其是否能

够减轻 DVC 刺激下的心肌细胞氧化应激水平尚不清

楚$ 基于此!本研究中笔者应用橙皮素干预 DVC 刺

.-&.
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激的 :,]% 心肌细胞!观察活性氧 "KANMPEHABZ[6AR

IWAMEAI! (2C#的产生情况!拟进一步证实橙皮素对心

肌重构的抑制作用$

对象与方法

".细胞来源与试剂(:,]% 细胞购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心!橙皮素":VD]o,$'#购自上海融

禾生物有限公司$ 3TYT培养液'胎牛血清'胰酶'青霉素7链

霉素双抗购于 9eX]2公司!活性氧检测试剂盒购自碧云天生

物技术研究所!DVC'3TC2购于 CE65N公司!其余为国产分析

纯$

%.实验分组(浓度相关观察实验分 ) 组(对照组 "MBRPKBG

组#!DVC 组!DVC i#.#-%)

.

5BG7D:AI组!DVC i#l"%)

.

5BG7D

:AI组!DVC i#.%)

.

5BG7D:AI组$ 时间相关观察实验分 *

组(对照组!DVC &#5ER 组!DVC i#.%)

.

5BG7D:AI&#5ER 组!

DVC -#5ER 组!DVC i#.%)

.

5BG7D:AI-#5ER 组!DVC "%#5ER

组!DVC i#.%)

.

5BG7D:AI"%#5ER 组$

&.细胞内活性氧水平测定(用 3]̂:;3+探针检测 (2C

水平$ 本身没有荧光的 3]̂:;3+可穿过细胞膜进入细胞!

在细胞内 (2C 存在的条件下被氧化生成荧光物质 3]̂ ! 其荧

光强度与细胞内 (2C 水平呈正相关$ 按活性氧检测试剂盒

说明!将生长在 - 孔板中的细胞经上述分组培养后!吸弃板内

培养液!每孔滴加 "5G终浓度为 "#

.

5BG7D的 3]̂:;3+!

&*m细胞培养箱内避光孵育 %#5ER 后!用无血清细胞培养液

洗涤细胞 & 次!分别用倒置荧光显微镜进行定性观察以及使

用流式细胞仪进行定量检测各组细胞荧光强度$ 3]̂:;3+

荧光探针激发波长为 /$$R5!发射波长为 )%)R5!以荧光强度

反映细胞内 (2C 水平$

/.统计学方法(采用 CVCC "/.# 统计学软件进行分析!所

有数据用均数 <标准差"H<2#表示!两组之间的比较用两独

立样本 #检验-多组之间的比较用多因素方差分析以及 F12#

/17T3>"9检验!以 !4#.#) 为差异有统计学意义$

结!!果

".不同浓度橙皮素对 DVC 诱导 :,]% 心肌细胞

(2C 水平的影响(使用不同浓度橙皮素 " #l#-%)'

#l"%)'#.%)

.

5BG7D#和 DVC""

.

675G#共同孵育 :,]%

心肌细胞 "%#5ER 后!评估橙皮素对 DVC 诱导的 :,]%

心肌细胞 (2C 产生的影响$ 运用 3]̂:;3+探针

检测 (2C 水平$ 结果显示!DVC 刺激后 :,]% 细胞

(2C 产生明显增多"!4#.#"#!而不同浓度的橙皮素

均能显著降低 DVC 刺激引起的 (2C 产生增多!且呈

浓度依赖性"!4#.#"!图 "'图 %#$

图 )"不同浓度橙皮素对 :QW诱导 TO,M

心肌细胞 B?W水平的影响

与对照组比较!

"

!4#.#"-与 DVC 组比较!

r

!4#.#"-+.对照组-

X.DVC 组-].DVC i#.#-%)

.

5BG7D:AI组-3.DVC i#."%)

.

5BG7D

:AI组-Y.DVC i#.%)

.

5BG7D:AI组

图 M"不同浓度橙皮素对 :QW诱导 TO,M 心肌细胞 B?W水平的影响

+.对照组-X.DVC "%#5ER 组-].DVC i#.%)

.

5BG7D:AI"%#5ER 组

!

!!%.不同时间点橙皮素对 DVC 诱导 :,]% 心肌细

胞 (2C 水平的影响(笔者选择 #.%)

.

5BG7D浓度橙皮

素!并运用运用 3]̂:;3+探针!检测不同干预时间

橙皮素对 DVC 刺激 :,]% 心肌细胞 (2C 产生的影

响!以进一步证实橙皮素对心肌细胞过度氧化应激的

抑制作用$ 结果显示!在干预的第 -#'"%#5ER!橙皮

素均能明显抑制 DVC 诱导的 (2C 产生增加 "!4

#l#"#-而在 &#5ER 时!橙皮素对 (2C 产生增加的抑

制并不明显"!o#.#)!图 &#$

讨!!论

在本项研究中!笔者从浓度依赖性和时间相关性

两方面首次证实橙皮素能够减少 DVC 诱导的 :,]%

.*&.
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图 P"不同时间点橙皮素对 :QW诱导 TO,M

心肌细胞 B?W水平的影响

与对照组比较!

"

!4#.#"-与 DVC &#5ER 组比较!

$

!o#.#)-与

DVC -#5ER 组比较!

r

!4#.#"-与 DVC "%#5ER 组比较!

%

!4#.#"

!

心肌细胞 (2C 产生和降低氧化应激水平!从而保护

心肌细胞!抑制心肌重构$

天然免疫和心血管疾病关系密切!尤其在心脏重

构领域!调节天然免疫信号能否成为治疗甚至逆转心

肌肥厚的新靶点近来受到人们关注$ 在心肌重构和心

力衰竭动物模型和病人中!多种途径的内源性刺激损

害相关分子模式 " ON5N6A;NIIBMENPAO 5BGAMLGNKWNP\

PAKRI!3+TV#导致心肌天然免疫信号激活!包括 >BGG样

受体和补体的激活'下游转录因子 ?̂ ;

,

X的活化以

及促炎因子的合成和释放
),*

$ 这些与影响心肌重构的

经典信号蛋白一起!共同推动了心肌重构的发生'发展$

DVC是 >D(/ 的天然配体!其能够激活心肌细胞的

>D(/!进而影响相关天然免疫信号!参与心肌重构
)"#!""*

$

氧化应激是生物的正常生命活动之一!(2C 是

反映机体氧化应激水平的重要标志$ 一定的氧化应

激水平具有杀灭细菌等外来微生物的作用!但在各种

有害因素的刺激下!过度升高的氧化应激水平成为导

致衰老和疾病的重要因素
)"%*

$ 氧化应激也在心肌重

构中扮演了重要角色!包括心肌细胞死亡'凋亡以及最

终的心功能障碍(随着促心肌重构因素的不断作用!来

源于线粒体'?+3"V#:氧化酶'黄嘌呤氧化酶'非偶

联 ?2合酶的 (2C 不断增多-(2C 通过破坏线粒体

3?+!影响线粒体功能并导致细胞损伤-(2C 也能直接

破坏心肌结构蛋白影响兴奋 ;收缩偶联-而且!过度产

生的 (2C 激活了下游众多促心肌重构信号激酶和转

录因子
)"&!"/*

$ 其也能刺激心肌成纤维细胞增生!激活

细胞外机制金属蛋白酶!导致心肌基质重构
)")*

$

本项研究表明!橙皮素能够有效减少 DVC 诱导

的 :,]% 心肌细胞 (2C 产生!降低心肌细胞氧化应

激水平$ 这从理论上减少了 (2C 相关下游促心肌损

伤和促心肌重构通路激活的可能!当然还需要进一步

的机制实验和在体实验来深入探讨$
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