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益心解毒方对大鼠心肌细胞内活性氧水平及

信号转导通路的影响
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摘!要!目的!研究益心解毒方含药血清抑制血管紧张素
"

&"2\

"

'诱导的大鼠心肌细胞内活性氧&*:@'水平及信号转

导通路相关分子的变化% 方法!取对数生长期的大鼠 9-T' 心肌细胞!同步化后进行实验!实验分为正常组(无造模刺激!无干

预,模型组(%&

e+

_LM.b的 "2\

"

刺激 '5U!%<正常大鼠血清干预,益心解毒方组(%&

e+

_LM.b的 "2\

"

刺激 '5U!%<益心解毒方含

药血清干预,二亚苯基碘&>$?'对照组(%&

e+

_LM.b的 "2\

"

刺激!%&

-

_LM.b的 N">$9氧化酶抑制剂 >$?干预 '5U!采用乙酰乙

酸双氯荧光素&>#P9e>"'法测定 9-T' 心肌细胞 *:@ 水平, 8C1̂CE2 YML̂法测定各组 9-T' 心肌细胞信号转导通路相关分子的

变化% 结果!研究发现 "2\

"

诱导的 9-T' 心肌细胞中 *:@ 水平显著提高!而益心解毒方含药血清对增高的 *:@ 水平都有明显

的抑制作用!与模型组相比!低剂量组作用最为显著&!]&,&(',在给予 "2\

"

培养 '5U 后!低剂量组信号转导通路上的血管紧张

素受体&"R% 受体'"信号转导子和转录激活子 )&@R"R)'蛋白"基质金属蛋白酶&II$-'蛋白表达水平低于模型组!差异有统计

学意义&!]&,&%!!]&,&('% 结论!益心解毒方通过降低心肌 *:@ 水平,抑制 "2\

"

引起的交感神经系统"肾素 e血管紧张素系

统&*""@'过度激活"降低 "R% 受体的表达水平!抑制 @R"R) 的作用而延缓心肌肥厚的过程!发挥其在心肌肥厚过程中的心肌保

护作用,同时抑制 II$1的活性!减缓心肌重构%

关键词!心肌细胞!益心解毒方!*:@!信号转导通路
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!!活性氧&*:@'通过妨碍线粒体转运"干扰胞内钙

调控等途径降低心肌收缩率!并且通过肾素 e血管紧

张素 e醛固酮系统&*""@'激活!信号转导子和转录

激活子 ) 蛋白 & @R"R) '" 基质金属蛋白酶蛋白

&II$-'表达上调等信号转导途径促进心肌细胞肥

大"凋亡以及心肌纤维化!从而推动心力衰竭发生和

发展的进程% 本实验采用大鼠心肌细胞系 9-T' 细

胞!经血管紧张素
"

&"2\

"

'诱导后!通过对核心网

络调控机制的研究!探讨益心解毒方治疗心力衰竭的

作用机制%

材料与方法

%,细胞株和实验动物(大鼠心肌细胞株 9-T'!购于协和

细胞资源中心% 正常 @>大鼠!体重 ''& X%&\!清洁级!购于北

京维通利华实验动物技术有限公司!实验动物许可证编号(

@#7Q&京''&%' e&&&%%

',主要试剂和仪器("2\0L̂C2102

"

&美国 @0\_G公司!批

号("-('(',>IaI高糖培养基 &>IaIe9' &美国 [0YTL公

司!批号 %&%&(5',南美胎牛血清 &PB@' &美国 9̀ TML2C公司!

批号( NVP&)(' ', 二 亚 苯 基 碘 & 美 国 @0\_G公 司! 批 号(

>'-'+',乙酰乙酸双氯荧光素&>#P9e>"' &美国 @?[I"公

司!批号(>+66)', "R%" @R"R)" II$-"["$>9抗体 &英国

"YTG_公司!批号(GY-)-%"GY3+)%(" GY)66-6"GY6'5(',激光

共聚焦显微镜&日本 :M̀_KG1公司!PA%&&& e?76%'%

),含药血清及空白血清的制备(将 @>大鼠随机分为益心

解毒方高"中"低剂量组!灌胃浓度分别为 ' 倍临床等效剂量

%6,+3\.&D\)J'"临床等效剂量 ','&\.&D\)J'和 %.' 临床等

效剂量 %,%&\.&D\)J',给药体积为 %&_M.D\大鼠体重!水溶

经口灌胃给药!正常组大鼠灌等量生理盐水!连续灌胃 3 天!

于末次给药 )&_02 后腹主动脉取血!室温静置 5U 后 )&&& n2

离心 %&_02!收集血清!(+s灭活 )&_02!同时将所收集的大鼠

血清混合以减少动物的个体差异!&,''

-

_微孔滤膜过滤除

菌!分装! e6&s保存备用%

5,9-T' 心肌细胞的培养及分组(取对数生长期的 9-T'

心肌细胞!以 % n%&

(

个.毫升的细胞密度接种于平皿中!用含

%&<PB@ 的 >IaIe9培养基于 )3s"(<#:

'

培养箱中培

养!待细胞长至 6(< =-&<!选择生长状态良好的细胞!转入

无血清的培养基中同步化 '5U 后进行实验% 正常组(无造模

刺激!无干预,模型组(%&

e+

_LM.b的 "2\

"

刺激 '5U!%<正常大

鼠血清干预,益心解毒方组(%&

e+

_LM.b的 "2\

"

刺激 '5U!%<益

心解毒方含药血清干预,二亚苯基碘&>$?'对照组(%&

e+

_LM.b

的 "2\

"

刺激!%&

-

_LM.b的 N">$9氧化酶抑制剂 >$?干预%

(,>#P9e>"法测定 9-T' 心肌细胞内 *:@ 水平(将心

肌细胞接种于直径 %(__的激光共聚焦小皿中!加药处理 '5U

后加入 >#P9e>"%&

-

_LM.b!)3s孵育 )&_02!在激光共聚焦

显微镜下随机选取 ( 个不重复区域进行摄片!用 ?_G\CH%;56

软件分析 ( 个视野绿色荧光强度的平均值!再对每组的样本

进行统计学分析% 培养的 9-T' 心肌细胞内 *:@ 的产生量由

>#P9e>"被 *:@ 氧化成 >#P的程度决定%

+,8C1̂CE2 YML̂法检测各组 9-T' 心肌细胞信号转导通路

相关分子的变化(将 9-T' 心肌细胞接种于直径 )(__平皿中

培养!分组处理 '5U 后!加入预冷的 *?$"裂解液提取细胞总

蛋白!用 B#"方法进行蛋白定量% 每个样品取相同总蛋白含

量 5&

-

\!根据所要分离的蛋白质分子量 "R%&5%D>G'"@R"R)

&6&D>G'"II$- &-'D>G'"和 ["$>9&)+D>G'选择 %'<分离

胶和 (<浓缩胶电泳分离!5s条件下将凝胶上的蛋白电转至

$A>P膜!电转后的 $A>P膜在室温下封闭 % ='U 或 5s过夜!

以降低背景% 分别加入一抗!5s轻摇孵育过夜!RB@R洗膜 )

次.分钟!加入相应的二抗室温孵育 'U!在 RB@R洗涤 %U 内用

a#b发光法进行鉴定!在不同时间点用暗盒曝光!成像于医用

7线胶片上!每组试验重复 ) 次% 将胶片扫描后分析目标条

带的光密度值%

3,统计学方法(数据采用 @$@@ %+,& 软件包进行分析!计

量资料以均数 X标准差&.X:'表示!多样本均数间比较采用

Q1"eR$9ASQTA检验!以 !]&,&( 为差异有统计学意义%

结!!果

%,9-T' 心肌细胞内 *:@ 水平的测定结果(与模

型组相比!益心解毒方含药血清各剂量组能明显抑制

"2\

"

引起的细胞内 *:@ 水平的升高!其中小剂量含

药血清组抑制作用最为显著!差异有统计学意义 &!

]&,&('!详见表 %"图 %%

表 ,)益心解毒方含药血清对 :X0* 细胞内

3"'水平的影响&.X:'

组别 数量
细胞的平均光密度

&像素平均值'

正常组 ) &,&+6 X&,&(&

模型组 ) &,%%% X&,&(&

益心解毒方大剂量组 ) &,&6+ X&,&(&

益心解毒方中剂量组 ) &,&6' X&,&(&

益心解毒方小剂量组 )

&,&5- X&,&'&

$

>$?对照组 ) &,&3( X&,&5&

!!与模型组相比!

$

!]&,&(

!!',各组 9-T' 心肌细胞信号转导通路相关分子的

变化(通过检测各组 "R%"@R"R)"II$- 蛋白表达发

现(益心解毒方高"中"低剂量组对 "2\

"

引起的 9-T'

心肌细胞中 "R%"@R"R)"II$- 蛋白表达较模型组减

少!对结果进行统计显示低剂量组 "R%"II$- 蛋白表

达水平低于模型组!差异有统计学意义&!]&,&%!!]

&,&(',高"中"低剂量组的 @R"R) 蛋白表达水平低于模

型组!差异有统计学意义&!]&;&%',>$?对照组 "R%"

@R"R)"II$- 蛋白表达水平均低于模型组!差异有统

计学意义&!]&,&%!!]&;&('!详见表 '!图 '%

)&))
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图 ,)激光共聚焦显微镜下各组心肌细胞内 3"'表达水平&>#P9e>"法! n+&'

",正常组,B,模型组,#,益心解毒方高剂量组,>,益心解毒方中剂量组,a,益心解毒方低剂量组,P,>$?对照组

!

表 *)各组 :X0* 心肌细胞中 &U,#'U&UR#

NN%X 蛋白含量的变化&.X:'

组别 1 "R% @R"R) II$-

正常组 ) %,%5 X&,5% %,)3 X&,&3 %,-+ X&,((

模型组 ) %,33 X&,+( %,5( X&,&' ',)& X&,3'

益心解毒方高剂量组 ) %,&' X&,(-

%,%' X&,&3

$$

%,6& X&,)3

益心解毒方中剂量组 ) %,)) X&,3)

&,-- X&,&(

$$

%,3% X&,5)

益心解毒方低剂量组 )

&,(& X&,'(

$$

&,+6 X&,%'

$$

%,5+ X&,)3

$

>$?对照组 )

&,66 X&,(5

$$

&,(' X&,%'

$$

&,-- X&,%&

$

!!与模型组相比!

$

!]&,&(!

$$

!]&,&%

图 *)各组大鼠心肌组织中 &U,#'U&UR#NN%X 的

Y?5@?1DJB2@法检测结果

%,正常组,',模型组,),益心解毒方高剂量组,5,益心解毒方中

剂量组,(,益心解毒方低剂量组,+,>$?对照组

!

讨!!论

由于心肌氧化应激的程度由 *:@ 的产生和清除

之间的平衡来协调和控制!而 *:@ 生成增加在心力

衰竭心脏氧化应激中占主导地位已经得到公认
-%!'.

%

在心肌细胞中!*:@ 主要来源于线粒体呼吸链!也是

*:@ 作用靶点% 现代研究表明!心力衰竭与神经内

分泌系统的激活有关!尤其以 *""@ 系统激活为主!

"2\

"

是调控心血管系统稳定性最重要的神经体液

因子!而 "R% 是 "2\

"

受体之一!是发挥作用的关键

靶分子!在心肌肥厚"纤维化时 "R% 受体表达增加!

促进 *:@ 生成!进而活化相应信号转导通路!引起心

肌细胞生长"成纤维细胞增殖"细胞外蛋白表达"基质

沉积等! 与 @R"R) 共同参与心肌细胞肥大"凋亡的过

程
-)!5.

% @R"R) 与心肌肥厚最密切相关
-(.

% II$1的

正常表达是维持心肌胶原纤维及心脏结构的重要因

素!其过度表达是导致心肌纤维化"心室重构的直接

原因!在心室重塑中发挥主要作用
-+.

%

益心解毒方是采用临床治疗冠心病的常规用药

加减后组方!包含黄芪"丹参"附子"玄参"银花"甘

草等药物!具有温阳益气"活血解毒的功效!本课题

组前期大量动物实验研究表明该复方能缓解心力

衰竭大鼠心脏的扩张!改善心功能!减缓心室重

构
-3!6.

%

笔者采用 "2\

"

造模!发现 "2\

"

诱导的 9-T'

心肌细胞中 *:@ 水平显著提高!而益心解毒方含药

血清高"中"低剂量可以明显抑制 *:@ 水平的增高!

其中益心解毒方低剂量组作用最为明显!提示益心解

毒方可以恢复 *:@ 的稳态% 有研究表明!*:@ 通过

激活多种信号因子引起细胞凋亡!加重心肌损伤
--.

!

而通过下调 *:@ 的量可以减少细胞凋亡!减轻心肌

再灌注损伤
-%&.

% 益心解毒方通过减少 *:@ 表达水

平升高!从而改善心肌细胞的肥大"凋亡以及心肌的

纤维化!延缓心力衰竭的进程%

同时通过实验观察 "2\

"

刺激 '5U 后的 9-T' 细

胞的 "R% 受体"@R"R)"II$- 蛋白的表达均明显上

调!而益心解毒方可以显著抑制这些指标的上调!对

结果进行统计后显示!低剂量的益心解毒方含药血清

可以下调 "R%"@R"R)"II$- 蛋白表达 &!]&,&%!!

]&,&('!同时高"中剂量的益心解毒方含药血清可

以明显下调 @R"R) 蛋白表达&!]&,&%',>$?对照组

"R%"@R"R)"II$- 蛋白表达均低于模型组 &!]

&;&%!!]&,&('% 综合以上实验结果!笔者推论益心

解毒方是通过抑制 "2\

"

引起的 *""@ 过度激活"降

低 "R% 受体的表达水平!发挥其在心肌肥厚过程中

的心肌保护作用,抑制 @R"R) 蛋白的表达!作用于

H"Qe@R"R通路来延缓心肌肥厚的过程,同时降低

II$1的活性!抑制心肌重塑而保护心肌细胞!降低

心力衰竭的病死率%
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