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姜黄素衍生物 Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３对高糖诱导心肌
损伤及对 ＥＲＫ、ＮＲＦ２的调节

洪　莹　郑　超

摘　要　目的　研究在 Ｈ９Ｃ２细胞中姜黄素衍生物 Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３对高糖诱导 Ｈ９Ｃ２心肌细胞肥大和纤维化的保护作用以及对

ＥＲＫ、ＮＲＦ２信号通路的调节作用。方法　将心肌细胞分为 ５组，即对照组、模型组、干预组（２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）。以不同浓度姜黄

素衍生物 Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３干预１ｈ后，模型组和干预组予以高糖（３３ｍｍｏｌ／Ｌ）干预。高糖干预２４ｈ后，用 ＥＬＩＳＡ方法检测细胞培养液炎

性因子 ＩＬ－６、ＴＮＦ－α分泌量的变化：用荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｃｏｌｌｅｇａｎ－Ⅰ、ＴＧＦ－β、ＡＮＰ、ＭＡＰＫ和 ＮＲＦ２通路

ｍＲＮＡ及蛋白表达；罗丹明鬼笔环肽染色显示肌动蛋白肌丝的结构。ＤＨＥ染色显示活性氧簇（ＲＯＳ）的含量。结果　与对照组相

比，模型组 Ｃｏｌｌｅｇａｎ－Ⅰ、ＴＧＦ－β水平明显升高（Ｐ＜０．０５），Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３干预组具有剂量依赖性的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。与对照

组相比，模型组 ＥＲＫ通路明显激活，ＮＲＦ２通路被抑制，Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３干预组可逆转这一改变（Ｐ＜０．０５）。结论　姜黄素衍生物

Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３可明显抑制 Ｈ９Ｃ２细胞中高糖诱导的心肌肥大和纤维化改变，可能与其抑制炎性因子释放及抗氧化作用有关，提示

Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３可能有望成为防治糖尿病心肌病的新药。
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　　糖尿病相关的心肌结构和功能的改变为糖尿病
心肌病显著的特征，炎症和氧化应激在其发病机制中

有着至关重要的作用
［１～５］

。过度产生的促炎细胞因

子如白介素 －６（ＩＬ－６）和肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－
α），通过正反馈持续刺激炎性介质的产生，诱导糖尿

病心肌病的发生
［６］
。同样地，当活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ＲＯＳ）大量过剩，细胞内生物高分子如
核酸、脂质和蛋白质可被活性氧修饰，从而导致细胞

功能障碍。过度的炎症和活性氧簇可以相互促进各

自的产生。前期研究发现，姜黄素可通过抗炎抗氧化

保护糖尿病非酒精性脂肪肝以及急性炎症的作

用
［７～９］

。基于此，本研究观察和探讨自主研发的姜黄

素衍生物 Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３对糖尿病心肌细胞模型的保护
作用及可能机制。
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材料与方法

１．材料：正常大鼠胚胎心肌细胞 Ｈ９Ｃ２（中科院
上海细胞库）；胎牛血清、培养基 ＤＭＥＭ（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）；姜黄素衍生物 Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３粉末（温州医科大
药学院梁广教授所赠）；蛋白一抗（ＣＳＴ公司，美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；二抗（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；Ｔｒ
ｉｚｏｌ、ＰＣＲ引物合成、反转录试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
ＤＨＥ探针（中国碧云天有限公司）；罗丹明鬼笔环肽。

２．方法：（１）细胞培养：Ｈ９Ｃ２心肌细胞株常规培
养于含 １０％ 胎牛血清、１％青链霉的低糖 ＤＭＥＭ培
养基中，置于 ３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱中。
细胞融合 ８０％ ～９０％时进行传代，每 ２～３天传代 １
次，取对数生长期细胞为实验对象。（２）ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ的相对表达量：用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂裂解细
胞，按照试剂说明书方法提取细胞总 ｍＲＮＡ。定量
１μｇｍＲＮＡ进行 ＲＴ－ＰＣＲ反应。配置 １０μｌ反应体
系放入 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ仪进行反应，内参为 ＧＡＰＤＨ，
根据循环（Ｃｔ）值以 ２－ΔΔｃ（ｔ）法计算各基因相对表达
量。实验重复 ３次。（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表
达：如上述收获细胞裂解液，置于 ４℃离心（１２０００ｒ／
ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），根据考马斯亮蓝法测定其蛋白含量。定
容定量后，取样品加热变性、电泳分离、转膜，５％脱脂
牛奶室温封闭 １．５ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，一抗 ４％孵育 １ｈ，再
洗膜后，化学发光液孵育，用 Ｉｍａｇｅ－Ｌａｂ成像仪曝光
显影。用 ＩｍａｇｅＪ分析软件对条带进行分析。一抗浓
度：各蛋白指标１∶１０００（ＣＳＴ），１∶３００（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司），二抗浓度 １∶３０００。（４）ＥＬＩＳＡ法检测细胞上
清炎性因子：如上述收获细胞培养液置于 －８０℃保
存。按照说明书进行操作，包被一抗 ４℃孵育过夜，
次日洗涤印干，加入 ＡＤ，洗涤印干，加入标准品或待
测样品，洗涤印干，加入亲和素辣根过氧化物酶，洗涤

印干，加入底物工作液，洗涤印干，加入终止液，最后

于酶标仪 ４５０ｎｍ处读取 Ａ值。以蛋白浓度使标准
化。（５）细胞荧光检测 ＲＯＳ：如上述干预细胞后，
ＤＨＥ检测细胞内活性氧。按说明书将探针溶于培养
基，细胞培养液更换成含探针细胞培养液，３７℃避光
孵育４０ｍｉｎ后，清洗细胞置于荧光显微镜下观察拍
摄。罗丹明鬼笔环肽检测肌丝结构，配置工作液，４％
多聚甲醛固定，清洗，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００通透，清洗，
罗丹明鬼笔环肽避光室温孵育 ４０ｍｉｎ，清洗，清洗细
胞置于荧光显微镜下观察拍摄。

３．统计学方法：所有实验均重复 ２～３次，用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０及 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行统计
分析，描绘出柱状图。实验所得数据以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示。参数多组间比较使用单因素方差分析
（ｏｎｅ－ｗａｙａｎｏｖａ），以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．Ｈ７９对高糖诱导心肌纤维化蛋白 ＴＧＦ－β、

Ｃｏｌｌｅｇａｎ－Ⅰ以及ｍＲＮＡ水平的影响：与对照组比较，
模型组高糖可明显诱导前纤维化因子 ＴＧＦ－β、Ｃｏｌｌｅ
ｇａｎ－Ⅰ的过表达。Ｈ７９干预可剂量依赖性的逆转上
述高糖诱导的纤维化（Ｐ＜００５，图１）。同样地，在蛋
白水平，Ｈ７９干预可降低高糖诱导的 ＴＧＦ－β、Ｃｏｌｌｅ
ｇａｎ－Ⅰ的过表达（Ｐ＜０．０５，图 ２）。这些结果表明，
姜黄素衍生物 Ｈ７９可以缓解高糖引起的 Ｈ９Ｃ２心肌
细胞的纤维化，缓解糖尿病心肌病。

图 １　Ｈ７９对高糖诱导心肌纤维化相关 ＴＧＦ－β、

Ｃｏｌｌｅｇａｎ－Ⅰ ｍＲＮＡ的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０５；与高葡萄糖组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

２．Ｈ７９对高糖诱导的心肌肥大指标 ＡＮＰ的影
响：与对照组比较，模型组高糖可显著诱导心肌细胞

肥大相关指标 ＡＮＰ基因水平表达，给予 Ｈ７９干预可
明显改善高糖诱导的变化（Ｐ＜０．０５，图 ３）。在蛋白
水平，高糖干预同样可以刺激肥大相关标志物的表

达，而给予 Ｈ７９干预可逆转这一改变（Ｐ＜０．０５，图
４）。罗丹明鬼笔环肽染色结果同样显示，高糖组细
胞形态明显变得肥大，而 Ｈ７９干预后细胞肥大形态
有所改善（Ｐ＜０．０５，图５）。这些结果表明，高糖可诱
导体外细胞的肥大，而 Ｈ７９具有抑制高糖诱导细胞
肥大的作用，发挥保护糖尿病心肌病作用。

·９１·
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图 ２　Ｈ７９对高糖诱导心肌纤维化相关 ＴＧＦ－β、

Ｃｏｌｌｅｇａｎ－Ⅰ蛋白水平的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；

与高葡萄糖组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

　

图 ３　Ｈ７９对高糖诱导心肌肥大指标

ＡＮＰ基因水平的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０１；与高葡萄糖组比较，＃Ｐ＜０．０１

　

图 ４　Ｈ７９对高糖诱导心肌肥大指标

ＡＮＰ蛋白水平的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０１；与高葡萄糖组比较，＃Ｐ＜０．０１

　

图 ５　罗丹明鬼笔环肽染色 Ｈ７９干预后的心肌（×４００）
　

·０２·
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　　３．Ｈ７９对高糖诱导的炎症的影响：与对照组比
较，模型组炎症相关基因 ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的 ｍＲＮＡ的
表达明显上调，而药物干预可剂量依赖性降低上述基

因的上调（Ｐ＜０．０５，图 ６）。并且在黏附因子 ＩＣＡＭ、
ＶＣＡＭ方面呈现出相似的缓解结果（Ｐ＜０．０５，图 ７）。
通过 ＥＬＩＳＡ法，笔者观察到高糖可诱导心肌细胞
ＩＬ－６、ＴＮＦ－α等炎性因子的分泌增多，这一改变
可被药物干预所逆转（Ｐ＜０．０５，图 ８）。这些结果
提示，在高糖作用下，Ｈ７９可通过抗炎来达到保护
心肌的作用。

图 ６　Ｈ７９对高糖诱导心肌炎症基因水平的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与高葡萄糖组比较，
＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

　

图 ７　Ｈ７９对高糖诱导心肌炎性因子的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０５；与高葡萄糖组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

图 ８　ＥＬＩＳＡ检测 Ｈ７９对高糖诱导心肌炎性指标

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与高葡萄糖组比较，
＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

　

４．Ｈ７９可通过影响 ＥＲＫ来发挥抗炎作用：高糖
可激活心肌细胞内的 ＭＡＰＫ通路，从而促进炎症的
发生。其中，Ｈ７９干预后，可以剂量依赖性的降低高
糖诱导的 ＥＲＫ的磷酸化（Ｐ＜０．０５，图 ９）。而对于
ＪＮＫ、Ｐ３８信号通路，高糖可以诱导两者磷酸化的增多，
而 Ｈ７９干预并不能逆转这种趋势（Ｐ＞０．０５，图 １０、图
１１）。这提示 Ｈ７９可能通过阻断 ＥＲＫ信号通路而发挥
抗炎作用，从而保护心肌细胞。

图 ９　Ｈ７９对高糖诱导心肌细胞 ＥＲＫ的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；

与高葡萄糖组比较，＃Ｐ＜０．０１

　

５．Ｈ７９对抗氧化应激蛋白 ＮＲＦ２的影响：从 ＤＨＥ

·１２·
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图 １０　Ｈ７９对高糖诱导心肌细胞 Ｐ－３８的影响
　

染色可以看出，与对照组比较，模型组可见明显增强

的荧光强度，而 Ｈ７９干预后，荧光强度明显减弱至正
常水平（图１２）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果显示，高糖干预
明显降低抗氧化蛋白 ＮＲＦ２的水平，而 Ｈ７９干预可呈

图 １１　Ｈ７９对高糖诱导心肌细胞 ＪＮＫ的影响
　

剂量依赖性升高 ＮＲＦ２的表达（Ｐ＜０．０５，图 １３）。这
些结果表明高糖情况 Ｈ７９可能通过上调 ＮＲＦ２抗氧化
从而保护心肌免于氧化应激损伤。

图 １２　ＤＨＥ染色显示 Ｈ７９对高糖诱导心肌细胞氧化的影响
　

图 １３　Ｈ７９对高糖诱导心肌细胞氧化 ＮＲＦ２

蛋白水平的影响

与 ＤＭＳＯ比较，Ｐ＜０．０５；与高葡萄糖组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
糖尿病心肌病是除冠状动脉疾病和高血压之外

导致心力衰竭的一大病因。糖尿病状态下，早期心肌

细胞会代偿性增厚，心肌细胞负荷过度导致心肌肥

大，最终发展为纤维化
［１０］
。心肌纤维化增加了心室

壁僵硬度，降低了心室顺应性，致心室收缩及舒张功

能不全，最终导致心力衰竭
［１０～１２］

。在这一心肌损伤

过程中，过度的炎症和氧化应激扮演了重要的角

色
［６，１３～１５］

。近年来，越来越多的证据显示，炎症和氧

化应激在糖尿病心肌病发生、发展中起着极其重要的

作用
［１６，１７］

。在高糖作用下，ＭＡＰＫ信号通路常处于激
活状态，激活状态的 ＭＡＰＫ信号通路可诱导 Ｉ－κＢα
的降解，促使 ＮＦ－κＢ入核，产生大量的炎性介质（如
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６等），引起炎性反应的发生，同时激活
ＮＦ－κＢ信号通路的级联反应，从而扩大心肌局部炎
性损伤。糖尿病心肌能量代谢异常造成氧自由基

（ＲＯＳ）产生增多，导致氧化应激，引起细胞损伤，这是
糖尿病心肌病进展的核心机制。氧自由基（ＲＯＳ）产
生过多会形成脂质过氧化物同时也会造成细胞 ＤＮＡ

·２２·
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氧化损伤，加重对机体造成损害
［１８，１９］

。当氧化应激

产生时，ＮＲＦ２结合到某些抗氧化基因启动子区域抗
氧化剂转录元件处，增加抗氧化基因的表达，保护细

胞抵抗氧化应激。

天然产物姜黄素的抗炎和抗氧化特性被广泛应

用于疾病研究，但在糖尿病心肌病中的抗炎抗氧化作

用未明确报道。Ｈ７９Ｌ４３Ｈ３是根据姜黄素改造而成
的具有更好抗炎效果的衍生物

［９，１３］
。本研究显示，在

高糖干预下，Ｈ７９能够剂量依赖性的抑制 ＩＬ－６、ＴＮＦ
－α等炎性介质的表达，展现良好的心肌保护作用。
参考以往研究，本实验发现，Ｈ７９可以明显抑制 ＥＲＫ
信号通路的激活，这提示 Ｈ７９抑制炎性介质的表达
和保护心肌的作用可能是通过抑制 ＥＲＫ信号通路来
实现的。本实验还发现，对于高糖引起的氧化应激损

伤，Ｈ７９具有显著的缓解作用，并且检测到 ＮＲＦ２表
达的上调，这提示 Ｈ７９可以通过上调 ＮＲＦ２表达来保
护心肌免于氧化损伤。

综上所述，本研究阐明了姜黄素衍生物 Ｈ７９能
够抑制高糖诱导 ＥＲＫ的活化，并且上调 ＮＲＦ２蛋白
的表达，从而发挥抗炎和抗氧化作用，缓解心肌细胞

肥大和纤维化。本研究结果拓展了临床姜黄素的应

用范围，为糖尿病心肌病的治疗提供新的思路。
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ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｒａｔｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＪＡＫ／ＳＴＡＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ

ｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ，２０１５，８（１）：４６６－４７３

１３　ＰａｎＹ，ＷａｎｇＹ，ＣａｉＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈｇｉｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｂｙａｎｏｖｅｌｃｕｒｃｕｍｉｎ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｐｒｅｖｅｎｔｓｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＢｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，

２０１２，１６６（３）：１１６８－１１８２

１４　ＱｉａｎＹ，ＺｈａｎｇＹ，ＺｈｏｎｇＰ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｏｘｉ

ｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｂｙａｎｉｍｉｄａｚｏｐｙｒｉｄｉｎｅｄｅｒｖａｔｉｖｅＸ２２ｐｒｅｖｅｎｔｓｈｅａｒｔｉｎｊｕｒｙ

ｆｒｏｍｏｂｅｓｉｔｙ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１６，２０（８）：１４２７－１４４２

１５　ＤｉＬｕｉｇｉＬ，ＣｏｒｉｎａｌｄｅｓｉＣ，ＣｏｌｌｅｔｔｉＭ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅｔｙｐｅ５

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｄｅｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＸＣＬ１０

ｉｎｈｕｍａｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓａｎｄｉｎｓｕｂｊｅｃｔｓｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ

［Ｊ］．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，２０１６，４９（３）：１２３８－１２５２

１６　ＷｕＨ，ＬｉＨＮ，ＸｉｅＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏ

ｓｉｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＲＯＳ／ＥＲＫ／ＴＧＦ－ｂｅｔａ／ｐｅｒｉｏｓｔｉｎｐａｔｈｗａｙｉｎＳＴＺ－

ｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．ＢＭＸＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓｏｒｄ，２０１６，１６：５－１４

１７　ＱｉｎＷ，ＷａｎｇＪ，ＷａｎｇＨ．Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１ｉｎｈｉｂｉ

ｔｉｏｎｐｒｏｔｅｃｔｓｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｉａ

ｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ｏｎｃａｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（２４）：３５６１８－３５６３１

１８　ＫａｙａｍａＹ，ＲａａｚＵ，ＪａｇｇｅｒＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１５，１６（１０）：２５２３４

－２５２６３

１９　ＬｉｕＣ，ＬｕＸＺ，ＳｈｅｎＭＺ，ｅｔａｌ．Ｎ－Ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｄｉａ

ｂｅｔｉｃｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎ：ｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢＭＣ

ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓｏｒｄ，２０１５，１５：８４－９３

（收稿日期：２０１７－１０－２２）

（修回日期：２０１７－１１－０９）
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