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!!'摘要(!目的!探索金丝桃苷在高糖诱导的心肌细胞氧化应激损伤中的作用及其分子机制)方法!高糖处

理模拟心肌细胞氧化应激损伤)细胞分为+个组$正常对照组!+$+&&25*9葡萄糖"#高糖损伤模型组!#+&&25*9

葡萄糖"#低+中+高浓度金丝桃苷保护组!#+&&25*9葡萄糖iX*Y*"%<&25*9金丝桃苷")各组细胞培养XY/后#

AAd)Y检测细胞存活力&流式细胞术分析细胞凋亡&通过流式细胞仪利用活性氧!(Z7"检测试剂盒:AVD):6分

析(Z7水平&超氧化物歧化酶!7Z:"和丙二醛!K:6"试剂盒检测7Z:和 K:6水平&H03.01<I52.法检测磷脂酰

肌醇#)激酶!GJ#d"+蛋白激酶B!6dF"+磷酸化!,")6dF+核因子E"相关因子"!@1Q""+,)@1Q"的表达&免疫荧光

染色分析6dF的活化情况)结果!与正常对照组比较#高糖损伤模型组细胞存活率降低#细胞凋亡率增高#(Z7+

K:6水平升高#7Z:水平降低#GJ#d相对表达量及 6dF+@1Q"磷酸化水平!,)6dF*6dF和,)@1Q"*@1Q"的比

值"降低#6dF阳性细胞数比率降低#以上差异均有统计学意义!*$%L%+")与高糖损伤模型组相比#金丝桃苷保

护组!X+Y+"%<&25*9"细胞存活率升高#细胞凋亡率降低#(Z7+K:6水平降低#7Z:水平升高#GJ#d相对表达量

及6dF+@1Q"磷酸化水平升高#6dF阳性细胞数比率升高#以上差异均有统计学意义!*$%L%+")结论!金丝桃

苷可通过激活GJ#d*6dF*@1Q"信号通路保护心肌细胞免受高糖诱导的氧化应激损伤)

'关键词(!金丝桃苷!氧化应激!细胞凋亡!GJ#d!6dF!@1Q"

>%,.??,$@'(-+,$%'(#B7A?SL:,DAB#-,A(S#Q%\C&$AB,9#(-&$,-HE#-'@#*,"@D,BBZ(I&DLA?+LA$'D-#'CJ,CCB!J!,5

;9<%=
!#'0 6->

!#'01 39<%
!#4!, G-%=./<-

!#4:1 K#%=./>%
!#51: ;9>%=./<-

"# ?!?(<">@2<%A#B

&>F87/#8>@E-#/#=C#6-%I->%=;<%A@>/4#F"-A>/#f'<R'-<=X+#!%%#A/'<-&"?(<">@A2<%A#B;>@E-#/#=C#Q-@FA

!BB-/->A<E4#F"-A>/#B6-%I->%=G<E-8>/;#//<=<#f'<R'-<=X+#!%%#A/'<-

# A21103,2<N'<=-O./21#E)&-'5$=O24/-<=50'"%!*"!C#$42&

'FGB@D'$@(! HGI,$@#*,! F20R,5210./00QQ04.-<N&04/-<'3&2Q/M,0123'N02</'=/=5O4230)'<NO40N2R'N-.'P0

3.1033'<TO1M2Q&M24-1N'-540553$+,@%A-B! ZR'N-.'P03.1033'<TO1M2Q&M24-1N'-540553S-33'&O5-.0NIM.10-.'<=

S'.//'=/=5O4230$A0553S010N'P'N0N'<.2Q'P0=12O,3$42<.125=12O,!+$+&&25*9=5O4230"&/'=/=5O4230&2N05

=12O,!#+&&25*9=5O4230"&/M,0123'N0,12.04.'2<=12O,3!#+&&25*9=5O4230iX#Y#"%<&25*9/M,0123'N0"$

A0553S010'<4OI-.0NQ21XY/$F/04055P'-I'5'.MS-3N0.04.0NIMAAd)Y$6,2,.23'3S-3&0-3O10N./12O=/Q52S

4M.2&0.1M$F/050P052Q(Z7S-3.03.0NIM(0-4.'P0ZRM=0<7,04'03633-Md'.:AVD):6 S'./Q52S4M.2&0.01$

F/050P052Q7Z:-<NK:6S-3N0.04.0NIM7Z:633-Md'.-<NK:6633-Md'.103,04.'P05M$F/0,12.0'<50P0532Q

,/23,/-.'NM5'<23'.'N0#)>'<-303!GJ#d"#,12.0'<>'<-30B!6dF"#,)6dF#<O450-1Q-4.2101M./12'N")105-.0NQ-4.21

"!@1Q""-<N,)@1Q"S010N0.04.0NIMH03.01<I52.$F/0-4.'P-.'2<2Q6dFS-3-<-5M]0NIM'&&O<2Q5O210340<40

3.-'<'<=$8,B&C@B! A2&,-10NS'./42<.125=12O,#./04055P'-I'5'.M#./050P0532Q7Z:#./00R,1033'2<2QGJ#d#./0

1-.'22Q,)6dF*6dF-<N,)@1Q"*@1Q"-<N./0,0140<.-=02Q6dF,23'.'P040553'</'=/=5O4230=12O, S010

N0410-30NS'./0</-<4'P0-,2,.23'3-<N50P0532Q(Z7-<NK:6 !*$%$%+"$A2&,-10NS'.//'=/=5O4230=12O,#

./04055P'-I'5'.M#./050P0532Q7Z:#./00R,1033'2<2QGJ#d#./01-.'22Q,)6dF*6dF-<N,)@1Q"*@1Q"-<N./0

,0140<.-=02Q6dF,23'.'P040553'</M,0123'N0=12O,!X#Y#"%<&25*9"S010'<410-30NS'./10NO40N-,2,.23'3-<N

50P0532Q(Z7-<NK:6 !*$%$%+"$JA($C&B#A(! DM,0123'N0,12.04.3&M24-1N'-540553-=-'<3.2R'N-.'P03.1033

'<TO1MP'--4.'P-.'2<2QGJ#d*6dF*@1Q"3'=<-5,-./S-M$

'K,LMAD-B(!!DM,0123'N0!!ZR'N-.'P03.1033'<TO1M!!6,2,.23'3!!GJ#d!!6dF!!@1Q"

" 河南省医学科技攻关计划基金资助项目!@2$"%!C%"#C""资

助

# 通信作者#E)&-'5$=O24/-<=50'"%!*"!C#$42&

!!糖尿病是一个全球性的健康问题#预计到"%#%

年将有X$+亿糖尿病患者
,!-)心血管疾病是其主要

并发症#"*#以上的糖尿病患者都伴有心血管疾



第X期 王!成等$金丝桃苷对高糖诱导的心肌细胞氧化应激损伤的影响及其机制研究

病
,"-)糖尿病会导致患心血管疾病的风险增加+

倍
,#-)氧化应激损伤在心血管疾病中起着重要作

用
,X-)减轻心肌细胞氧化应激损伤对糖尿病性心血

管疾病的治疗十分有益)金丝桃是被广泛研究的药

用草本植物#具有抗菌+抗病毒+抗炎+镇痛的活

性
,+-)金丝桃苷是金丝桃的主要活性物质#属于黄

酮甙类物质
,C-)大量研究表明金丝桃苷具有多种生

物学功能如抗氧化+抗炎+抗抑郁和自由基清除等功

能
,*-#在大脑缺血再灌注损伤+神经毒性和肝炎等疾

病的治疗中具有一定的疗效
,Y-)目前金丝桃苷对高

糖诱导的心肌细胞氧化应激损伤的保护作用及其机

制还鲜有报道)鉴于此#本研究通过探索金丝桃苷

在高糖诱导的心肌细胞氧化应激损伤中的作用及其

分子机制#以期为开发新的糖尿病性心血管疾病治

疗方法奠定理论基础)

1!材料与方法

1$1!细胞系及主要试剂

大鼠心肌细胞系DWA"购自美国典型培养物保

藏中心!6FAA")培养基 :KEK+胎牛血清购自赛

默飞世尔科技公司#AAd)Y试剂盒购自日本同仁化

学公 司#细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 6<<0R'< '

6,2,.23'3:0.04.'2<d'.购自美国B:公司#活性氧

!(Z7"检测试剂盒 "#*)二氯荧光黄双乙酸盐

!:AVD):6"购自 7'=&-公司#超氧化物歧化酶

!7Z:"及丙二醛!K:6"试剂盒购自江苏碧云天公

司#磷 脂 酰 肌 醇 #)激 酶 !GJ#d"+蛋 白 激 酶 B

!6dF"+磷酸化!,")6dF+核因子E"相关因子"

!@1Q""+,)@1Q"抗体购自 6I4-& 公司)金丝桃苷

来源于7'=&-公司#结晶粉末#DG9A'W*$%̂ #用

:K7Z进行溶解#配制成!&&25*9的母液#使用时

稀释到所需浓度)

1$/!细胞培养及药物处理

大鼠心肌细胞系 DWA"培养于含!%̂ 胎牛血

清和!̂ 青)链霉素的:KEK 培养基中#并添加金

丝桃苷至终浓度分别为$%+%L++!+"+X+Y+"%++%+

!%%+"%%+X%%<&25*9#置于#* _+体积分数 +̂

AZ" 的培养箱中培养XY/后#检测细胞存活力#选

择对细胞活力无明显影响的浓度作为后续实验中金

丝桃苷的处理浓度)后续实验将细胞分为+个组$

正常对照组!+$+&&25*9葡萄糖"#高糖损伤模型

组!#+&&25*9葡萄糖"#低+中+高浓度金丝桃苷保

护组!#+&&25*9葡萄糖iX*Y*"%<&25*9金丝桃

苷")各组细胞均培养XY/)

1RN!JJK92检测细胞存活率

培养XY/后#收集待测大鼠心肌细胞 DWA"利

用AAd)Y试剂盒进行细胞活力检测)首先用培养

基将AAd)Y溶液稀释到!%̂ #再用上述溶液制成

浓度为!j!%C &9;!
的细胞悬液#并在#* _培养

!!X/#最后检测X+%<&处吸光度!6"值)细胞存

活率!̂ "?!添加金丝桃苷的细胞培养液6值;无

细胞的培养液6值"*!未加金丝桃苷的细胞培养液

6值;无细胞的培养液6值"j!%%̂ 或细胞存活

率!̂ "?!实验组 6值;无细胞的培养液 6值"*

!正常对照组 6 值;无细胞的培养液 6 值"j

!%%̂ )

1$3!流式细胞术分析细胞凋亡

分组培养XY/后#首先用!jB'<N'<=IOQQ01将

+组待测大鼠心肌细胞 DWA"制成!j!%C &9;!
的

悬液)再用 6<<0R'<')Q5O210340'<'32./'24M-<-.0

!VJFA"和碘化丙啶!GJ"染色!+&'<#最后流式细胞

仪对染色的细胞进行检测#计算细胞凋亡率)

1R5!8H"水平检测

分组培养XY/后#首先收集+组待测大鼠心肌

细胞DWA"用:AVD):6!!b!%%%"稀释后于暗

盒中#*_孵育#%&'<#每隔+&'<混匀一次)然后

用培养基洗涤#次#每次+&'<)最后利用流式细

胞仪检测荧光强度分析细胞内(Z7水平)

1RO!"H=和 +=F水平检测

分组培养XY/后#用细胞裂解液裂解细胞后收

集上清用于后续测定#用BA6蛋白浓度测定试剂盒

检测蛋白浓度#按照试剂盒说明书进行细胞内7Z:

和 K:6含量的测定)

1R6![,B@,D(GCA@检测YZNK+FK>+:9FK>+WD?/

和:9WD?/的表达

分组培养XY/后#用GB7漂洗+组待测大鼠心

肌细胞DWA"三次后#再用含蛋白酶抑制剂的细胞

裂解液裂解细胞进行总蛋白的提取)等量的蛋白进

行7:7)G6aE凝胶电泳分离后转至G8:V膜)+̂

牛血清白蛋白!B76"封闭后依次孵育相应的一抗

/抗GJ#d抗体!!*!%%%"+抗6dF抗体!!*!%%%"+

抗,)6dF抗体!!*+%%"+抗@1Q"抗体!!*#%%%"+抗

,)@1Q"抗体!!*+%%%"0和二抗!!*"%%%")最后进

行显色并统计灰度值#以目的蛋白和内参蛋白

a6G:D灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达

量)

1R2!免疫荧光染色检测FK>阳性细胞比率

分组培养XY/后#将待测细胞接种于铺有细胞

W!+
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爬片的培养皿中按照!$"中的分组分别加入相应的

物质#当细胞长至Y%̂ 时弃去培养液#GB7洗"次

后用体积分数X̂ 多聚甲醛固定!%&'<)GB7洗#

次后用%L#̂ F1'.2<)!%%通透!%&'<)GB7漂洗#

次进行封闭后相继孵育相应的一抗!!%&=*&9"和

二抗)滴加:6GJ后指甲油封片)荧光显微镜下观

察拍照)6dF!红色荧光"聚集在细胞膜上即为

6dF阳性细胞#随机选取+个视野统计6dF阳性

细胞数比率#6dF阳性细胞数比率!̂ "?每个视野

下6dF聚集在细胞膜的细胞数*每个视野下的总

细胞数#取+个视野的均值)

1$4!统计学方法

两两比较采用独立样本的A检验#*$%L%+为

差异有统计学意义)

/!结果

/R1!金丝桃苷对S4J/细胞活力的影响

如图!所示#当金丝桃苷浓度("%<&25*9时#

DWA"细胞活力几乎不受影响!*)%L%+"&当金丝桃

苷浓度)"%<&25*9时#DWA"细胞活力急剧下降

!*$%L%+"#并随着金丝桃苷浓度的增加而降低)因

此#后续实验选择对DWA"细胞活力无明显影响的浓

度!X+Y+"%<&25*9"作为金丝桃苷的处理浓度)

*
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图1!金丝桃苷对S4J/细胞活力的影响

P#Q1!>%,,??,$@A?%L:,DAB#-,A($,CC*#'G#C#@LA?S4J/

"*$%L%+#P3$%<&25*9/M,0123'N0

/R/!金丝桃苷对高糖诱导的S4J/细胞存活率的

影响

图"显示#以正常对照组的细胞存活率为

!%%̂ #高糖损伤模型组细胞存活率低于正常对照

组#约减少*%̂ !*$%L%+")与高糖损伤模型组相

比#不同浓度金丝桃苷保护组细胞存活率升高!*$

%L%+"#且细胞存活率随着金丝桃苷浓度的增加而增

加#但仍低于正常对照组!*$%L%+")

/RN!金丝桃苷对高糖诱导的S4J/细胞凋亡的影

响

图#显示#高糖损伤模型组细胞凋亡率高于正

常对照组!*$%L%+")与高糖损伤模型组相比#不

同浓度金丝桃苷保护组细胞凋亡率降低!*$

%L%+"#且金丝桃苷浓度越高#细胞凋亡率越低#但仍

高于正常对照组!*$%L%+")
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图/!JJK2检测各组细胞存活率

P#Q/!>%,$,CC$#'G#C#@LM'B-,@,$@,-GLJJK92

-$A2<.125&I$D'=/=5O4230&2N05&4$DM,0123'N0!X<&25*

9"&N$DM,0123'N0 !Y<&25*9"&0$DM,0123'N0 !"%<&25*9"$

"*$%L%+#P3$-=12O,&%*$%L%+#P3$I=12O,&k *$%L%+#

P3$4=12O,&l*$%L%+#P3$N=12O,
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图N!流式细胞术检测各组细胞凋亡

P#QN!F:A:@AB#BM'B@,B@,-GL?CAM$L@A7,@DL

-)0$:0<2.0./03-&0-3./230'<Q'="$"*$%L%+#P3$-

=12O,&%*$%L%+#P3$I=12O,&k*$%L%+#P3$4=12O,&l*$

%L%+#P3$N=12O,

/R3!金丝桃苷对高糖诱导的S4J/细胞8H"+"H=

和 +=F水平的影响

图X显示#高糖损伤模型组细胞的(Z7水平高

于正常对照组!*$%L%+"&与高糖损伤模型组相比#

各浓度金丝桃苷保护组细胞的(Z7水平降低!*$

%L%+"#且金丝桃苷浓度越高 (Z7水平越低!*$

%L%+")与正常对照组相比#高糖损伤模型组细胞的

7Z:水平降低#K:6水平升高!*$%L%+"&与高糖

%"+
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损伤模型组相比#各浓度金丝桃苷保护组细胞的

7Z:水平升高#K:6水平降低!*$%L%+"#且金丝

桃苷浓度越高7Z:水平越高#K:6水平越低!*

均$%L%+")高浓度金丝桃苷保护组的7Z:和
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图3!8H"+"H=和 +=F水平检测

P#Q3!=,@,$@#A(A?@%,C,*,CBA?8H"#"H='(-+=F

-)0$:0<2.0./03-&0-3./230'<Q'="$"*$%L%+#P3$-=12O,&%*$%L%+#P3$I=12O,&k *$%L%+#P3$4=12O,&l*$%L%+#P3$N

=12O,

K:6已恢复至正常对照组水平!*)%L%+")

/R5!金丝桃苷对高糖诱导的 S4J/细胞YZNK!

FK>!WD?/信号通路的影响

图+6显示#各组细胞中 6dF和 @1Q"的表达

无明显差异#GJ#d+,)6dF和,)@1Q"的表达在高

糖损伤模型组中最低)由图+B++A可知#与正常对

照组相比#高糖损伤模型组细胞的GJ#d相对表达

量及6dF+@1Q"磷酸化水平!,)6dF*6dF和,)

@1Q"*@1Q"的比值"降低!*$%L%+")与高糖损伤

模型组相比#各浓度金丝桃苷保护组细胞的GJ#d

相对表达量及 6dF+@1Q"磷酸化水平升高!*$

%L%+"#且GJ#d相对表达量及6dF+@1Q"磷酸化水
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图5![,B@,D(GCA@检测YZNK!FK>!WD?/信号通路相关蛋白表达

P#Q5!>%,,E:D,BB#A(BA?YZNK!FK>!WD?/:'@%M'LD,C'@,-:DA@,#(B-,@,$,-GL[,B@,D(GCA@

-)0$:0<2.0./03-&0-3./230'<Q'="$"*$%L%+#P3$-=12O,&%*$%L%+#P3$I=12O,&k *$%L%+#P3$4=12O,&l*$%L%+#P3$N

=12O,

平随金丝桃苷浓度的升高而升高!*$%L%+")

/RO!金丝桃苷对高糖诱导的S4J/细胞FK>活化

的影响

图C显示#金丝桃苷处理高糖诱导的 DWA"细

胞后6dF会由细胞质转位到细胞膜)由图*可

知#高糖损伤模型组 6dF阳性细胞数比率低于正

常对照组!*$%L%+")与高糖损伤模型组相比#各

浓度金丝桃苷保护组细胞的6dF阳性细胞数比率

升高!*$%L%+"#且金丝桃苷浓度越高6dF阳性细

胞数比率就越高!*$%L%+")

N!讨论

糖尿病性心肌病是糖尿病患者的常见心血管并

发症#其病理生理机制十分复杂#氧化应激损伤及心

肌细胞凋亡在其发展过程中起着重要作用
,W !!-)

(Z7产生的增加及(Z7清除能力的下降会加剧糖

尿病性心肌病
,!"-)目前针对糖尿病性心肌病治疗

的药物还十分有限)有研究表明卡托普利及卡维地

洛有助于糖尿病性心肌病的治疗
,!#-)现在许多植

物提取物由于其副作用小而受到越来越多的关注#

!"+
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图O!免疫荧光检测FK>活化情况

P#QO!>%,'$@#*'@#A(A?FK>@,B@,-GL#77&(A?C&AD,B$,($,

6$6dF&B$:6GJ&A$K01=0N&-)0$:0<2.0./03-&0-3./230

'<Q'="

a b c d e
Group

*,&

*,$

#

*

120

100

80

60

40

20

0

A
K

T
p

o
si

ti
v

e 
c
e
ll

s/
%

图6!各组FK>阳性细胞比率

P#Q6!>%,:,D$,(@'Q,A?FK>:AB#@#*,$,CCB

-)0$:0<2.0./03-&0-3./230'<Q'="$"*$%L%+#P3$-

=12O,&%*$%L%+#P3$I=12O,&k *$%L%+#P3$4=12O,&l*$

%L%+#P3$N=12O,

大量文献表明其在各类疾病治疗中具有抗氧化应激

损伤和细胞凋亡的作用)

越来越多的研究表明许多植物提取物在维持细

胞活力+改善各类疾病中心肌细胞凋亡及氧化应激

损伤方面发挥着重要作用#如柚皮苷,!X-+番茄红

素
,!+-+藜芦醇,!C-

等)金丝桃苷也具有调控细胞活

力+细胞凋亡及氧化应激的功效,!* !W-)DZ[等
,"%-

发现金丝桃苷可抑制缺血再灌注引发的心肌细胞凋

亡#降低 K:6水平)来源于黄海棠的三类结构相

似的黄酮苷类物质异槲皮苷+异金丝桃苷和金丝桃

苷均可以抑制D"Z" 诱导的DWA"细胞活力及7Z:

活力的下降和 K:6含量的增加
,"!-)有文献报道

金丝桃苷可减弱缺血再灌注中细胞凋亡的增加#降

低 K:6的产生并提高7Z:活性
,""-)本研究结果

显示#在高糖诱导DWA"细胞中#金丝桃苷可拮抗细

胞存活力的下降#抑制细胞凋亡#增强高糖诱导

DWA"细胞的抗氧化能力#抑制(Z7水平的升高&

减弱脂质过氧化#抑制7Z:水平的降低和 K:6水

平的升高)

!!6dF信号通路在细胞存活+凋亡及氧化应急损

伤应答等方面起着重要的调控作用)\6@a等
,"#-

研究表明在D"Z" 处理的黑色素细胞中#金丝桃苷

可提高6dF磷酸化水平#激活GJ#d*6dF信号通

路#抑制D"Z" 诱导的黑色素细胞凋亡)另外#金丝

桃苷可通过激活@1Q"抑制肝细胞的氧化损伤#起到

肝细胞保护的作用
,"X-)在缺血再灌注损伤大鼠模

型中#金丝桃苷可通过增强,)6dF的蛋白表达#使

6dF磷酸化水平升高#降低 K:6含量#增强7Z:

活力
,"+-)本研究结果表明#金丝桃苷可诱导 6dF

由细胞质转位到细胞膜发挥第二信使作用#激活

@1Q"#通过激活GJ#d*6dF*@1Q"信号通路保护心

肌细胞免受高糖诱导的氧化应激损伤)值得注意的

是#金丝桃苷对GJ#d*6dF*@1Q"信号通路存在过

度激活的作用#但从细胞增殖+凋亡及(Z7+7Z:和

K:6水平的结果可以看出这种激活不会产生有害

影响)且亦有研究表明GJ#d*6dF*@1Q"信号通

路的大幅激活有助于缓解心肌细胞损伤
,"C "*-)

本研究表明#在大鼠心肌细胞DWA"中#高糖处

理会导致细胞活力下降#细胞凋亡增加#(Z7和

K:6水平升高#7Z: 水平降低#GJ#d 的表达及

6dF和@1Q"的磷酸化水平下降)金丝桃苷可逆转

高糖处理对DWA"细胞活力+细胞凋亡+抗氧化能力

及脂质过氧化的影响#提高GJ#d的表达及6dF和

@1Q"的磷酸化水平#激活GJ#d*6dF*@1Q"信号通

路)综上所述#金丝桃苷可通过激活GJ#d*6dF*

@1Q"信号通路保护心肌细胞免受高糖诱导的氧化

应激损伤)下一步计划通过体内实验研究金丝桃苷

""+
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