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　　【摘要】　目的：探讨一氧乙酰旋覆花内酯（１Ｏａｃｅｔｙｌｂｒｉｔａｎｎｉｌａｃｔｏｎｅ，ＡＢＬ）在心肌

细胞缺氧损伤中的作用及其机制。　方法：体外培养Ｈ９Ｃ２心肌细胞，构建缺氧损伤模

型，分为对照组、缺氧组、１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组和１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组。采用ＣＣＫ８法检测心

肌细胞活力，采用ＲＴＰＣＲ检测白细胞介素１（ＩＬ１）、白细胞介素６（ＩＬ６）、肿瘤坏死因

子α（ＴＮＦα）等炎症指标及还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶ｐ６７ｐｈｏｘ

亚基、ＮＡＤＰＨ氧化酶ｇｐ９１ｐｈｏｘ亚基、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨＰｘ）等氧化应激相关指标的ｍＲＮＡ表达水平，采用活性氧检测试剂盒进行活性氧

（ＲＯＳ）水平检测，用缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡

蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、细胞色素Ｃ（ＣｙｔＣ）及核因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５、ＮＦκＢ抑制蛋白α（ＩＫＢα）

的蛋白表达水平。　结果：（１）不同浓度 ＡＢＬ对心肌细胞存活率的影响：１、２、５、

１０μｍｏｌ／Ｌ的ＡＢＬ均未影响心肌细胞存活率（犘均＞０．０５）。（２）各组心肌细胞缺氧损伤

后炎症因子的表达：与对照组相比，缺氧组细胞内ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα等炎性因子的

ｍＲＮＡ表达水平均明显升高（犘均＜０．０５），ＡＢＬ预处理后上述促炎性因子表达水平呈

浓度依赖性降低（犘均＜０．０５），但仍高于对照组（犘均＜０．０５），且１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ

ＡＢＬ组组间差异有统计学意义（犘均＜０．０５）。（３）各组心肌细胞缺氧损伤后氧化应激的

变化：与对照组相比，缺氧组细胞ＲＯＳ水平明显升高，ｐ６７ｐｈｏｘ、ｇｐ９１ｐｈｏｘ的ｍＲＮＡ表达水

平均明显升高，ＡＢＬ预处理后上述改变呈浓度依赖性降低（犘均＜０．０５）；与对照组相比，

缺氧组细胞ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的ｍＲＮＡ表达水平均明显降低（犘均＜０．０５），ＡＢＬ预处理后

上述抗氧化物的表达呈浓度依赖性升高（犘均＜０．０５）。（４）各组心肌细胞缺氧损伤后凋

亡的变化：与对照组相比，缺氧组细胞凋亡率、Ｂａｘ和ＣｙｔＣ的蛋白表达水平均明显升高，

Ｂｃｌ２的蛋白表达水平则明显降低（犘均＜０．０５），ＡＢＬ预处理后逆转了上述细胞凋亡率

及凋亡相关蛋白的改变（犘均＜０．０５），且作用呈浓度依赖性（犘均＜０．０５）；（５）各组心肌

细胞缺氧损伤后相关信号通路的变化：与对照组相比，缺氧组细胞的磷酸化ｐ６５、ＩＫＢα蛋

白的表达水平均明显升高（犘均＜０．０５），ＡＢＬ预处理后上述蛋白表达水平呈浓度依赖性

降低（犘均＜０．０５）。　结论：ＡＢＬ可通过抑制ＮＦκＢｐ６５／ＩＫＢα信号通路对缺氧损伤的

心肌细胞发挥保护性作用。
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ（ａｌｌ犘＜０．０５）．（５）Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｉｇｎａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａｉｎｊｕｒｙｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ：Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐ６５ａｎｄＩＫＢαｉｎｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ

ｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｂｏｔｈ犘＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒ

ＡＢＬｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（ａｌｌ犘＜０．０５）． 犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊：ＡＢＬｃａｎｐｒｏｔｅｃｔ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓａｇａｉｎｓｔｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＮＦκＢｐ６５／ＩＫＢαｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．

【犓犲狔 狑狅狉犱狊】　１Ｏａｃｅｔｙｌｂｒｉｔａｎｎｉｌａｃｔｏｎｅ；Ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ；Ｈｙｐｏｘｉａ；ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ；

ｐ６５；ＩＫＢα

　　心肌梗死的病理定义为由于长时间缺血导致

的心肌细胞死亡［１］。心肌缺血是氧供需失衡导致的

结果［２］。通常认为自由基损伤、细胞内钙超载及继

发的炎症反应是缺氧损伤的重要环节［３］。一氧乙酰

旋覆花内酯（ＡＢＬ）是提取自欧亚旋覆花的一种倍

半萜类化合物，具有抗肿瘤［４５］、抗炎［６］、护肝［６］、抗

粥样硬化［７］等多种生物学活性。ＡＢＬ可通过多条

信号通路发挥生物活性作用。Ｃｈｏｏ等
［６］研究表明，

ＡＢＬ可通过抑制胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）和蛋白

激酶Ｂ（Ａｋｔ）信号通路抑制黑色素活性。Ｈａｎ等
［８］

发现，ＡＢＬ通过阻断核因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路，

抑制ＬＰＳ诱导的内皮型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）及环

氧化酶２（ＣＯＸ２）的表达，从而发挥抗炎作用。在

心血管领域，Ｌｉｕ等
［９］发现，ＡＢＬ可通过抑制ＮＦκＢ

活性，抑制新生内膜形成，从而降低血管成形术后

再狭窄的风险。Ｚｈａｏ等
［１０］发现，ＡＢＬ可以促进血
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管内皮生长因子诱导的Ａｋｔ的磷酸化，进而促进人

内皮细胞增殖、迁移和血管生成。然而，ＡＢＬ在缺

氧心肌细胞中的作用尚无报道。本研究通过建立

离体心肌细胞缺氧模型，探讨ＡＢＬ对心肌细胞的保

护作用及潜在机制。

１　材料与方法

１．１　材料

Ｈ９Ｃ２心肌细胞株购自中国科学院细胞库；

ＡＢＬ（纯度为９８％）购自中国辰光生物公司；总

ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

抗Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）抗体、抗Ｂｃｌ２相

关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）抗体、抗细胞色素Ｃ（ＣｙｔＣ）抗体、抗

总ＮＦκＢｐ６５（Ｔｐ６５）抗体、抗磷酸化ＮＦκＢｐ６５

（Ｐｐ６５）抗体购自美国ＣＳＴ公司；抗总ＮＦκＢ抑制

蛋白α（ＴＩＫＢα）抗体、抗磷酸化ＩＫＢα（ＰＩＫＢα）抗

体购自美国Ａｂｃａｍ公司；抗甘油醛３磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；活性氧

（ＲＯＳ）检测试剂盒购自中国碧云天公司；反转录试

剂盒、缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测试剂盒购自

美国Ｒｏｃｈｅ公司。

１．２　Ｈ９Ｃ２心肌细胞培养及分组

Ｈ９Ｃ２心肌细胞置于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱

中，采用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和

１００Ｕ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ低糖培养基预培养。为

探讨ＡＢＬ对缺氧心肌细胞的影响，将Ｈ９Ｃ２心肌细

胞随机分为６组：对照组、缺氧组和ＡＢＬ４个不同浓

度的预处理组（１、２、５、１０μｍｏｌ／Ｌ组）。缺氧组细胞用

预先经９５％Ｎ２、５％ＣＯ２混合气饱和１ｈ的模拟缺氧

液置换正常培养液后，放入９５％Ｎ２、５％ＣＯ２、３７℃培

养箱中缺氧培养４ｈ。ＡＢＬ预处理组则在相应浓度

的药物孵育６ｈ后给予缺氧处理。

１．３　ＣＣＫ８法测定细胞存活率

取对数生长期的细胞接种于９６孔板中，每组

６个复孔，每孔细胞数＞１０００个（空白对照组加入

等量不含细胞的培养基），于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中预培养过夜。每组给予相应处理后，每孔每

１００μＬ加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，孵育１ｈ，用酶标仪

测定在４５０ｎｍ波长处的光密度值（ＯＤ值），重复测

定３次。按公式计算细胞存活率：存活率（％）＝

ＯＤ值实验组／ＯＤ值空白对照组×１００％。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达水平

ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总ＲＮＡ，利用反转录试剂盒

将每组２ｍｇ总 ＲＮＡ 逆转录为ｃＤＮＡ。利用

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ仪进

行ＰＣＲ反应，反应条件为：９３℃预变性２ｍｉｎ，然后

９３℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

共４０个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。每个样品设

３个复管。以 ＧＡＰＤＨ 为内参，计算白细胞介素

（ＩＬ）１、ＩＬ６、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、还原型烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶ｐ６７ｐｈｏｘ亚

基、ＮＡＤＰＨ氧化酶ｇｐ９１ｐｈｏｘ亚基、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）等的

ｍＲＮＡ相对表达水平。

１．５　ＲＯＳ检测试剂盒检测ＲＯＳ

取对数生长期的细胞接种于９６孔板中，每组

６个复孔，每孔细胞数＞１０００个，预培养过夜。每

组给予相应处理后，ＰＢＳ洗涤细胞３次，每孔加入

１００μＬ无血清培养基，再加入０．１μＬ２′，７′二氯二

氢荧光素二乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ），阳性对照孔加入

０．１μＬＲＯＳ阳性对照试剂 Ｒｏｓｕｐ。避光孵育

３０ｍｉｎ后，用无血清培养液洗涤细胞３次，以充分去

除未进入细胞内的ＤＣＦＨＤＡ。用酶标仪测定在

４８８ｎｍ波长、５２５ｎｍ波长处的光密度值（ＯＤ值），

计算相对 ＯＤ值，重复测定３次。相对 ＯＤ值＝

ＯＤ值实验组／ＯＤ值空白对照组

１．６　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡

用４％多聚甲醛室温固定爬片细胞１０ｍｉｎ，ＰＢＳ

洗涤２次，给予０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透细胞１０ｍｉｎ。

ＰＢＳ洗涤后，每张爬片滴加底物平衡液１５μＬ，室温孵

育至少１０ｓ；弃去底物平衡液，滴加底物工作液

１１μＬ，湿盒中３７℃孵育１ｈ；加入漂洗缓冲液振荡

１５ｓ后室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次；滴加荧光素工

作液１３μＬ（预先复温至室温），湿盒中室温避光孵育

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗４次；４，６联脒２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）

染色后封片，荧光显微镜下观察、拍照。凋亡率＝细

胞凋亡数／总细胞数×１００％，每张爬片观察１０个视

野，每组选取５张爬片。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平

收集处理后的各组细胞，裂解缓冲液裂解后，

离心取上清，采用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。蛋白使用

１０％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）分离后，转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭

２ｈ。４℃孵育一抗过夜，３７℃孵育二抗１ｈ，使用双

色红外成像系统进行扫膜分析。采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ

软件分析Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｙｔＣ、Ｐｐ６５、Ｔｐ６５、ＰＩＫＢα、

ＴＩＫＢα蛋白和ＧＡＰＤＨ内参蛋白条带的灰度值，

目的蛋白与内参蛋白条带灰度值的比值为目的蛋

白的相对表达水平。
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１．８　统计学分析

使用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析。计量

资料以均数±标准差表示。各组间比较使用单因

素方差分析，两组间比较使用两独立样本的狋检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＢＬ对Ｈ９Ｃ２心肌细胞存活率的影响

与对照组相比，１、２、５、１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ处理细胞

６ｈ后均对细胞存活率无明显影响，各组间差异无统

计学意义（犘均＞０．０５），即上述浓度ＡＢＬ对Ｈ９Ｃ２

心肌细胞均无明显毒性作用（见图１）。因此我们选

取１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ两个浓度进行后续实验。

２．２　ＡＢＬ对Ｈ９Ｃ２心肌细胞缺氧损伤后炎性因子

表达的影响

与对照组相比，缺氧组Ｈ９Ｃ２心肌细胞炎性标

志物ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达水平均明显

升高（犘均＜０．０５）。与缺氧组相比，１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ

组和１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组上述炎性因子的ｍＲＮＡ表

达水平呈浓度依赖性降低（犘均＜０．０５），但仍高于

对照组（犘均＜０．０５），且两ＡＢＬ预处理组组间比较

差异有统计学意义（犘均＜０．０５）。见表１。

图１　各组心肌细胞存活率

表１　各组心肌细胞炎性标志物犿犚犖犃表达水平的比较

对照组 缺氧组 １μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组 １０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组

ＩＬ１ （１．６３±０．１６）×１０－５ （６．８３±０．４２）×１０－５（１） （５．１０±０．４３）×１０－５（１）（２） （２．８６±０．３５）×１０－５（１）（２）（３）

ＩＬ６ （１．８０±０．０７）×１０－３ （６．９０±０．６８）×１０－３（１） （３．９２±０．０８）×１０－３（１）（２） （２．５１±０．０９）×１０－３（１）（２）（３）

ＴＮＦα （２．０３±０．０８）×１０－６ （５．５２±０．４８）×１０－６（１） （３．７８±０．４９）×１０－６（１）（２） （２．６１±０．２６）×１０－６（１）（２）（３）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与缺氧组相比，（２）犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组相比，
（３）犘＜０．０５

２．３　ＡＢＬ对Ｈ９Ｃ２心肌细胞缺氧损伤后氧化应激

的影响

缺氧组ＲＯＳ水平和促氧化应激因子ｐ６７ｐ
ｈｏｘ、

ｇｐ９１ｐ
ｈｏｘ的ｍＲＮＡ表达水平明显高于对照组，而抗

氧化因子ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的ｍＲＮＡ表达水平则明

显下降（犘均＜０．０５）。与缺氧组相比，１μｍｏｌ／Ｌ

ＡＢＬ组和１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组ＲＯＳ水平，ｐ６７
ｐｈｏｘ、

ｇｐ９１ｐ
ｈｏｘ的ｍＲＮＡ表达水平呈浓度依赖性降低，

ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的ｍＲＮＡ表达水平则呈浓度依赖性

升高（犘均＜０．０５），且两ＡＢＬ预处理组组间差异有

统计学意义（犘均＜０．０５）。除１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组

ｐ６７ｐ
ｈｏｘｍＲＮＡ的表达水平与对照组相比无明显差

异（犘＞０．０５），１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组和１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ

组其余指标与对照组相比均存在明显差异（犘均＜

０．０５）。见表２。

表２　各组心肌细胞犚犗犛水平及氧化应激标志物犿犚犖犃表达水平的比较

对照组 缺氧组 １μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组 １０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组

ＲＯＳ水平 ７．３３±０．５２ １５．２１±０．７５（１） １１．００±０．８９（１）（２） ８．００±０．６３（１）（２）（３）

ｐ６７ｐｈｏｘ （１．４５±０．０３）×１０－５ （５．６１±０．３４）×１０－５（１） （３．２４±０．４６）×１０－５（１）（２） （１．７０±０．０５）×１０－５（２）（３）

ｇｐ９１ｐｈｏｘ （４．１４±０．１７）×１０－７ （２２．５０±１．８０）×１０－７（１） （１１．３０±０．９７）×１０－７（１）（２） （５．４８±１．７９）×１０－７（１）（２）（３）

ＳＯＤ ０．４６±０．０２ ０．１２±０．０２（１） ０．２１±０．０１（１）（２） ０．４１±０．０２（１）（２）（３）

ＧＳＨＰｘ ０．２７±０．０１ ０．０７±０．０１（１） ０．１５±０．０１（１）（２） ０．２５±０．０１（１）（２）（３）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与缺氧组相比，（２）犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组相比，
（３）犘＜０．０５

２．４　ＡＢＬ对Ｈ９Ｃ２心肌细胞缺氧损伤后凋亡率的

影响

ＴＵＮＥＬ染色检测心肌细胞凋亡率，对照组凋亡

不明显（＜３％），缺氧组凋亡率与对照组相比明显升

高（犘＜０．０５）；与缺氧组相比，１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组和

１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组心肌细胞凋亡率呈浓度依赖性降

低（犘均＜０．０５），但仍高于对照组（犘均＜０．０５），且

两ＡＢＬ预处理组组间差异有统计学意义（犘＜０．０５）。
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见图２、表３。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测促凋亡蛋白Ｂａｘ、ＣｙｔＣ及抗凋

亡蛋白Ｂｃｌ２的表达情况，与对照组相比，缺氧组

Ｂａｘ、ＣｙｔＣ的蛋白表达水平明显增加，Ｂｃｌ２的蛋白表

达水平明显降低（犘均＜０．０５）；与缺氧组相比，

１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组和１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组Ｂａｘ、ＣｙｔＣ的

蛋白表达水平呈浓度依赖性降低，Ｂｃｌ２的蛋白表达

水平呈浓度依赖性增加（犘均＜０．０５），但与对照组相

比仍有差异（犘均＜０．０５），且两ＡＢＬ预处理组组间

差异有统计学意义（犘均＜０．０５）。见图３、表３。

注：Ａ为对照组；Ｂ为缺氧组；Ｃ为１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组；Ｄ为１０μｍｏｌ／Ｌ

ＡＢＬ组

图２　犜犝犖犈犾染色检测各组心肌细胞的凋亡情况

图３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测各组心肌细凋亡相关蛋白的表达

２．５　ＡＢＬ对Ｈ９Ｃ２心肌细胞缺氧损伤相关信号通

路的影响

由于ＡＢＬ可通过影响ＮＦκＢ信号通路产生抗

炎［８］和抑制新生内膜形成［９］等多种生物学效应，而

ＮＦκＢ信号通路在心肌缺氧损伤中发挥重要作

用［１１１２］，因此我们检测了心肌细胞中ＮＦκＢｐ６５及

其下游ＩＫＢα的磷酸化水平，以探讨ＡＢＬ对Ｈ９Ｃ２

心肌细胞缺氧损伤的潜在保护机制。与对照组相

比，缺氧组ＮＦκＢｐ６５及ＩＫＢα的磷酸化水平明显

上调（犘均＜０．０５）。与缺氧组相比，１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ

组和１０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组ＮＦκＢｐ６５及ＩＫＢα的磷

酸化水平呈浓度依赖性降低（犘均＜０．０５），但仍高

于对照组（犘均＜０．０５），且两ＡＢＬ预处理组组间差

异有统计学意义（犘均＜０．０５）。见图４、表４。

表３　各组心肌细胞的凋亡率及凋亡相关蛋白表达水平的比较

对照组 缺氧组 １μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组 １０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组

凋亡率／％ ２．８３±０．１１ ４８．３０±０．３２（１） ２４．６０±０．２５（１）（２） １３．１０±０．３４（１）（２）（３）

Ｂａｘ ０．０６±０．０２ ０．３０±０．０２（１） ０．１９±０．０２（１）（２） ０．１０±０．０３（１）（２）（３）

Ｂｃｌ２ ０．４９±０．０３ ０．１２±０．０２（１） ０．２２±０．０４（１）（２） ０．３８±０．０４（１）（２）（３）

ＣｙｔＣ ０．１０±０．０３ ０．３６±０．０２（１） ０．２６±０．０２（１）（２） ０．１６±０．０２（１）（２）（３）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与缺氧组相比，（２）犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组相比，
（３）犘＜０．０５

图４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测各组心肌细胞犖犉κ犅狆６５／犐犓犅α

信号通路相关蛋白的磷酸化水平

３　讨论

欧亚旋覆花被广泛用于治疗支气管炎、哮喘、

肝炎和肿瘤等疾病。研究表明，ＡＢＬ可作用于

ＥＲＫ
［５］、Ａｋｔ

［５］、ＮＦκＢ
［１３］、血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）
［１０］等多种与心肌缺氧损伤相关的信号通

路。我们据此提出假设，ＡＢＬ可以通过调节ＮＦκＢ

信号通路抑制心肌细胞缺氧损伤。

心肌缺血损伤是多因素参与的复杂病理过程，

涉及炎症反应、氧化损伤、能量代谢紊乱和细胞内

钙超载等［１４１６］。这些均会引起线粒体损伤、ＲＯＳ释

放增加和炎性因子水平升高，最终导致心肌细胞的

凋亡与坏死。本研究体外培养Ｈ９Ｃ２心肌细胞，在

构建心肌细胞缺氧模型的基础上，探讨ＡＢＬ在心肌

细胞缺氧损伤中的作用。结果表明，缺氧能引起明

显的心肌细胞损伤，而ＡＢＬ能显著拮抗缺氧所致的

炎症反应、氧化应激以及细胞凋亡。
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表４　各组犖犉κ犅狆６５／犐犓犅α信号通路相关蛋白表达水平的比较

对照组 缺氧组 １μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组 １０μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组

Ｐｐ６５／Ｔｐ６５ ０．１７±０．０１ ０．３５±０．０２（１） ０．２４±０．０２（１）（２） ０．２０±０．０３（１）（２）（３）

ＰＩＫＢα／ＴＩＫＢα ０．２６±０．０３ ０．９８±０．０１（１） ０．５７±０．０２（１）（２） ０．３８±０．０２（１）（２）（３）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与缺氧组相比，（２）犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／ＬＡＢＬ组相比，
（３）犘＜０．０５

　　转录因子ＮＦκＢ是炎症反应的关键因子，参与

多种病理状态的发生发展，如心肌缺血再灌注和心

肌细胞凋亡等［１７］，而心肌缺氧损伤同样会激活

ＮＦκＢ
［１８］。为进一步研究ＡＢＬ保护缺氧心肌细胞

的潜在机制，我们观察了缺氧后心肌细胞中ＮＦκＢ

ｐ６５／ＩＫＢα磷酸化的情况。结果显示，ＮＦκＢｐ６５和

ＩＫＢα的磷酸化程度在缺氧过程中均明显增加，并且

该变化可被ＡＢＬ抑制，表明ＮＦκＢｐ６５和ＩＫＢα的

磷酸化过程参与了心肌细胞的缺氧损伤过程，ＡＢＬ

可通过抑制其磷酸化在心肌细胞缺氧损伤中发挥

保护性作用。

本研究发现，ＡＢＬ可通过抑制ＮＦκＢｐ６５／ＩＫＢα

信号通路拮抗心肌细胞缺氧损伤，抑制心肌细胞的

炎症反应和氧化应激反应，提高心肌细胞存活率，

这为心肌细胞缺氧损伤及相关疾病的防治提供了

实验依据。
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