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摘要# 目的!研究山核桃叶 "*,;=, 8,’+,=@$)&)# 总黄酮对C#F# 诱导的 C-?# 大鼠心肌细胞氧化损伤的保护作用及其
与IM)cKG[<"磷脂酰肌醇 )(激酶K丝苏氨酸蛋白激酶e# 信号通路的关系’ 方法!使用H.B "溴化噻唑蓝四氮唑# 检
测C#F# 诱导氧化应激损伤的C-?# 细胞存活率& C6/?8><)))+#染色观察其凋亡& f/></X: _06<技术检测 W(Gc.和Gc.
表达量& 并用IM)cKG[<通路抑制剂5Q#-+&&# 进行验证’ 结果!山核桃叶总黄酮可显著的提高氧化应激损伤细胞的存
活率& 减少细胞凋亡& 增加细胞中 W(Gc.的表达& 但其作用可被IM)c>抑制剂5Q#-+&&# 抵消’ 结论!山核桃叶总黄
酮激活IM)cKG[<信号通路来有效抑制C-?# 细胞的氧化损伤’
关键词! IM)cKG[<$ 山核桃$ 总黄酮$ C-?#$ 氧化损伤
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!!缺血性心脏病是一种常见的心血管疾病& 发病
率近年来有不断上升的趋势)"* & 心肌缺血是其表
现形式’ 由氧自由基增多引起的氧化应激参与了心
肌缺血的损伤过程& 其中氧自由基诱导的心肌细胞
凋亡在此过程中起着重要作用)#(+* ’ 黄酮类化合物

是一类天然有机化合物& 广泛分布于植物界中& 能
够有效减轻缺血缺氧损伤对心脏的损害)%(** ’ 山核
桃 "*,;=, 8,’+,=@$)&)B3XO$# 是我国特有的一种经
济作物& 具有药食两用的功能& 其叶片中富含黄酮
类化合物’ 本实验室前期研究发现)-("&* & 山核桃叶
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总黄酮对C-?# 大鼠心肌细胞缺氧损伤和缺氧复氧
损伤均具有保护作用& 能降低损伤细胞 5UC "乳
酸脱氢酶# 释放量及胞内 HUG "丙二醛# 水平&
提高 BFU "超氧化物歧化酶# 活性$ 但其中的机
制仍不清楚’

IM)cKG[<"磷脂酰肌醇 )(激酶K丝苏氨酸蛋白
激酶e# 信号通路广泛存在于细胞内& 与多种细胞
功能及生理病理过程密切相关’ 相关研究表
明)""("#* & IM)cKG[<信号通路参与了部分心肌缺血
损伤调节反应的过程& 能够抑制氧化损伤引起的细
胞凋亡’ 本实验旨在从 IM)cKG[<信号通路角度研
究山核桃叶总黄酮对 C#F# 诱导的大鼠心肌 C-?#
细胞氧化损伤保护作用的机制& 为开发山核桃叶黄
酮治疗心血管疾病提供依据’
HI材料
"L"!细胞!C-?# 大鼠心肌细胞株& 购自中国科学
院上海细胞库’
"L#!药物与试剂!山核桃叶总黄酮& 浙江中医药
大学生命科学学院制备)")* $ 槲皮素 "北京世纪奥
科生物技术有限公司& 批号 "+&*#’"&#$ UH1H高
糖培养基 "杭州吉诺生物医药技术有限公司& 批
号 "+""#+&#$ 胰蛋白酶 "杭州吉诺生物医药技术
有限公司& 批号 "+&)&+&"#$ 胎牛血清 "浙江天杭
生物科技有限公司& 批号 "+""&)#$ UHBF "二甲
基亚砜& 天津市永大化学试剂有限公司& 批号
#&")""#&#$ H.B "溴化噻唑蓝四氮唑& 美国
IX62/O3公司& 批号 &&&&&**&,-#$ C#F# "过氧化
氢& 国药化学集团有限公司& 批号 #&"&&,#* #$
5Q#-+&&# "上海碧云天生物技术有限公司& 批号
B",),#$ DMIG裂解液 "上海碧云天生物技术有限
公司& 批号 I&&")e#$ G[<I60\?06:30G:<4_6Y\"美
国M22=:6f3\e46</?8:606O\公司& 批号 Q.&",##$
I86>W86(G[<" B+,) # I60\?06:30G:<4_6Y\ "美 国
M22=:6f3\e46</?8:606O\公司& 批号 QI&&&’#$ #(
3?<4: I60\?06:30G:<4_6Y\"美国G_(03:Y e46(./?8 公
司& 批号 ‘.)’&&"#$ J63<3:<4(D3__4<MOJ"Cp5#
"杭州联科生物技术有限公司& 批号 JGD&&,#$
1‘5发光液 "美国 .8/X26B?4/:<4;4?公司& 批号
Ie"-,-&##’
"L)!仪器!C1IG‘5GBB "&& 型细胞 ‘F# 培养箱
"美国 .8/X26公司#$ 1‘5MIB1.4(UC荧光倒置显
微镜 "日本E4[6: 公司#$ HVN#&& 型微孔板扫描
酶标仪 "美国 e46./[ M:><X=2/:<公司#$ f/></X:
_06<电泳装置 "美国e46D3Y公司#’

JI方法
#L"!细胞培养及药物处理!C-?# 细胞用含 "&!
胎牛血清的 UH1H高糖培养基& 于 ), d( %!
‘F# 饱和湿度培养箱内培养’ 培养至细胞铺满瓶壁
*&!b-&!时& 使用 &L&*!胰蛋白酶p&L&#! 1U(
.G溶液消化& 再进行传代或接种于培养板中用于
后续实验’

山核桃叶总黄酮及槲皮素溶于 UHBF中& 配
成 % 2OK25贮备液& 密闭保存于 g#& d冰箱中备
用’ 造 模 药 物 C#F#( IM)cKG[<通 路 抑 制 剂
5Q#-+&&#( 山核桃叶总黄酮及槲皮素贮备液使用
时& 用无血清UH1H高糖培养基稀释至相应浓度&
并使UHBF的量低于 &L"!’

细胞正常培养 #+ 8 后& 各组处理方法如下!
正常对照组& 无血清培养基培养$ C#F# 模型组&
无血清培养基培养 #+ 8 后& 加入终浓度为
%&& !260K5的 C#F# 作用 ’ 8& 造成氧化应激损伤
模型$ 山核桃叶总黄酮组& 山核桃叶总黄酮预处理
#+ 8后& C#F# 作用 ’ 8$ 槲皮素组& 槲皮素预处理
#+ 8 后& C#F# 作用 ’ 8& 作为阳性对照组$
5Q#-+&&# pC#F# 模型组& 5Q#-+&&# 预处理 #+ 8
后& C#F# 作用 ’ 8$ 5Q#-+&&# p山核桃叶总黄酮
组! 5Q#-+&&# 和山核桃叶总黄酮预处理 #+ 8 后&
C#F# 作用 ’ 8$ 5Q#-+&&# p槲皮素组& 5Q#-+&&#
和槲皮素预处理 #+ 8后& C#F# 作用 ’ 8’
#L#!H.B法测定细胞存活率!将对数生长期的细
胞以 % l"&+ K25接种于 -’ 孔板中& 药物处理后的
各组细胞& 每孔加入 #& !5的 H.B 溶液& ), d孵
育 # 8后& 酶标仪检测波长在 +-& :2处的吸光度
值 "C值#’ 细胞存活率 "!# m "加药细胞 C
值g本底 C值# K"正常对照细胞 C值 g本底 C
值# l"&&!’ 本底C值为不含细胞( 不含血清的
培养基加H.B后测得的C值’
#L)!C6/?8><)))+# 染色检测细胞凋亡!将对数生
长期的细胞以 " l"&+ K25接种于 ’ 孔板中& 药物处
理后的各组细胞& 用U(C3:[>液漂洗细胞 # 次& 加
入 " 25C6/?8><)))+# 染液于 ), d孵育 "& 24:后&
在荧光显微镜下用紫外激发光观察细胞形态并
拍照’
#L+!f/></X: _06<检测细胞 Gc.和 W(Gc.的表达
!将对数生长期的细胞以 " l"&+ K25接种于 ’ 孔板
中& 药物处理后的各组细胞& 去除培养上清液&
IeB洗涤细胞 # 次后& 收集细胞& 加 DMIG冰上裂
解& 离心提取细胞内总蛋白并测定浓度’ 制备蛋白
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样品& 经 BUB(IGJ1电泳( 转膜( 封闭( 抗体孵
育( 显影等过程& 检测 Gc.及其磷酸化的蛋白表
达水平& W(Gc.除以 Gc.的蛋白表达得到相应的
磷酸化水平’
#L%!统计学分析!数据以 Di)表示& 采用 BIBB
",L& 软件& 经方差齐性检验后& 用 6:/(Z3\GEF(
aG检验& 两两比较应用 5BU(’检验进行统计学处
理& 双侧检验& :k&L&% 认为差异具有统计学
意义’
KI结果
)L"!对C#F# 诱导损伤的C-?# 细胞存活率的影响
!如图 " 所示& 与正常对照组比较& C#F# 模型组
能够极显著降低C-?# 细胞存活率 ":k&L&"#$ 与
模型组比较& 山核桃叶总黄酮 %( *( "& !OK25均
能极显著提高C-?# 细胞的存活率 ":k&L&"#& 且
在质量浓度为 * !OK25时最高& 为 " -"L", i
)L,%#!’ 阳性药物槲皮素 "#& !260K5# 也能极
显著提高 C-?# 细胞的存活率 ":k&L&" #& 为
"*-L"’ i#L),#!’ 因此山核桃叶总黄酮后续给药
质量浓度选择细胞存活率最高的 * !OK25’

注! 与正常对照组比较&jj :k&L&"$ 与模型组比较&!!:k&L&"

图 HI山核桃叶总黄酮对@JAJ 诱导损伤的@_(J 细胞存活

率的影响 %,P+& %Q\’
N$0MHI%&&’()*#&;N=#/@_(J (’,,*[$+L$,$)3 $/̂2.’"L3

@JAJ %,P+& %Q\’

从图 # 可以看出& 与模型组比较& 山核桃叶总
黄酮 "* !OK25# 以及槲皮素 "#& !260K5# 组均
能极显著提高C-?# 细胞的存活率 ":k&L&"#$ 而
当加入IM)cKG[<通路抑制剂 5Q#-+&&# ""&( #%(
%& !260K5# 后& 山核桃叶总黄酮组及槲皮素组提
高的细胞存活率均有极显著的降低 ":k&L&"#&
且与模型组接近& 说明山核桃叶总黄酮可能通过
IM)cKG[<信号通路发挥作用’ 由于 5Q#-+&&# 在
"&( #%( %& !260K5浓度下均能极显著降低山核桃

叶总黄酮组及槲皮素组细胞存活率& 因此
5Q#-+&&# 后 续 给 药 浓 度 选 择 浓 度 最 低
的"& !260K5’

注! 与正常对照组比较&jj :k&L&"$ 与模型组比较&!!:k&L&"$

与总黄酮组比较&oo:k&L&"$ 与槲皮素组比较&t t:k&L&"

图 JID7J_OXXJ 对@_(J 细胞存活率的影响 %,P+&%Q\’
N$0MJI%&&’()*#&D7J_OXXJ #/@_(J (’,,*[$+L$,$)3 %,P+&

%Q\’

)L#!对 C-?# 细胞凋亡的影响!通过 C6/?8><
)))+# 染色检测 C-?# 细胞凋亡情况’ 图 ) 结果显
示& 正常对照组细胞核染色均匀& C#F# 模型组细
胞核固缩& 致密浓染& 亮蓝色的凋亡细胞增多$ 与
模型组比较& 山核桃叶总黄酮 "* !OK25# 以及槲
皮素 "#& !260K5# 组均能减轻细胞核凝聚固缩的
现象& 减少细胞碎片及亮蓝色细胞& 抑制细胞凋
亡$ 加入5Q#-+&&# ""& !260K5# 后& 细胞核固缩
凝聚加重& 细胞碎片和亮蓝色凋亡细胞增多’
)L)!对 Gc.和 W(Gc.表达变化的影响!f/></X:
_06<结果如图 + b% 所示& 与正常对照组比较&
C#F# 模型组 W(Gc.KGc.的表达量无明显变化
":n&L&% #$ 与模型组比较& 山核桃叶总黄酮
"* !OK25# 以及槲皮素 "#& !260K5# 能明显增加
W(Gc.的 表 达 " : k&L&" #& 加 入 5Q#-+&&#
""& !260K5# 后& W(Gc.蛋白的表达明显被抑制
":k&L&"#’
OI讨论

氧化应激是由于体内自由基产生过多而引起的
机体细胞的损伤& 间接导致各种疾病的发生’ 氧化
应激诱导的心肌细胞凋亡对心血管疾病 "如缺血
再灌损伤( 缺血性心脏病和心衰等# 的发病机制
具有重要作用)"+* ’ 虽然需氧细胞必须要有氧自由
基& 但是在病理状态下& 氧自由基的过多聚集会对
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图 KI山核桃叶总黄酮对@JAJ 诱导损伤的@_(J 细胞@#’(1*)KKKOJ染色影响 % WJXX& 标尺QHXX !4’

N$0MKI%&&’()*#&;N=#/@#’(1*)KKKOJ *)+$/$/0 #&@_(J (’,,*$/̂2.’"L3 @JAJ % WJXX& *(+,’L+.QHXX !4’

注! 与模型组比较& !!:k&L&"$ 与总黄酮组比较&oo:k&L&"$ 与

槲皮素组比较&t t:k&L&"

图 OI山核桃叶总黄酮对@_(J 细胞 -!8F;V8F;比值的影
响 %,P+& %QK’

N$0MOI%&&’()*#&;N= #/.+)$# %-!8F;V8F;’ #&@_(J
(’,,*$/̂2.’"L3 @JAJ %,P+& %QK’

细胞结构和功能造成严重损伤& 并将最终导致细胞
凋亡’ 因此& 细胞内过多的氧自由基的消除和凋亡
抑制对这些疾病的治疗很可能提供有益的干预’
C#F# 是一种重要的氧自由基& 极易透过细胞膜$
由于其易于获得且性质相对稳定& 故已成为研究体
外氧化应激损伤最常用的模型& 可模拟体内氧化损
伤的病理过程’

中药中用于预防和治疗心血管疾病的主要有效
成分黄酮类化合物& 具有显著的抗氧化作用)%&"%* ’
本实验室前期的研究发现& 山核桃叶总黄酮或其黄
酮类化合物具有抗心肌缺血)-("&* ( 抗肿瘤)"’(",* ( 抗

图 \I山核桃叶总黄酮对 @_(J 细胞 8F;& -!8F;和
"!8()$/表达的影响

N$0M\ I%&&’()*#&;N= #/8F;& -!8F; +/""!8()$/
’5-.’**$#/#&@_(J (’,,*$/̂2.’"L3 @JAJ

炎镇痛)"**和抗氧化)"-*等药理活性’
磷脂酰肌醇 )(激酶 "IM)c# 作为细胞外信号

通路和细胞免疫应答的桥梁& 对细胞凋亡的调控起
着十分重要的作用’ G[<是一类丝K苏氨酸蛋白激
酶& 可参与多种细胞活动& 如细胞增殖( 迁移等’
IM)c信号通路参与了许多细胞功能的调节& 如细
胞增殖( 分化等& 而近年来研究热点则转向 IM)c
与其下游蛋白激酶 G[<所组成的 IM)cKG[<信号通
路& 该信号通路除了与肿瘤的发生发展息息相关&
还是控制心肌细胞存亡的重要信号转导通道)#&* ’
当IM)c受到信号刺激后& 通过磷酸化 <8X)&* 或者
>/X+,) 位点激活 G[<& 活化的 G[<可磷酸化其下游
靶标& 从而发挥抗凋亡的作用)#"* ’

本实验研究了山核桃叶总黄酮抗 C#F# 诱导
C-?# 细胞氧化损伤及 IM)cKG[<通路在其中的作
用’ 利用H.B法和C6/?8><)))+# 染色观察山核桃
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叶总黄酮对 C#F# 诱导的 C-?# 细胞存活率和细胞
凋亡的影响& 结果发现其能显著提高细胞存活率&
减少细胞凋亡& 加入 IM)cKG[<通路抑 制 剂
5Q#-+&&# 后& 以上结果得到反转’ 利用 f/></X:
_06<技术观察山核桃叶总黄酮对C#F# 诱导的 C-?#
细胞 W(Gc.和Gc.的表达情况& 结果表明其能显
著增加 W(Gc.的表达& 但当加入5Q#-+&&# 后& 该
种效果得到抑制’

综上所述& 山核桃叶总黄酮对 C#F# 诱导的
C-?# 细胞氧化损伤的保护作用与IM)cKG[<信号通
路及细胞凋亡密切相关& 其机制为激活 IM)cKG[<
信号通路进而抑制氧化应激损伤细胞凋亡实现保护
作用’
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