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摘要： 目的　 探讨葡萄籽原花青素对小鼠心肌缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。 方法　 将 １３５ 只小鼠分为假手

术组、 模型组和葡萄籽原花青素低、 中、 高剂量组 （５０、 １００、 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 灌胃给予相应药物 ２ 周后， 建立心肌

缺血再灌注损伤模型， ６ ｈ 后检测血清肌酸激酶 （ＣＫ）、 乳酸脱氢酶 （ ＬＤＨ） 活性和心肌组织超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ） 活性、 丙二醛 （ＭＤＡ） 水平； ＴＴＣ 染色观察心肌梗死面积， ＴＵＮＥＬ 法检测心肌细胞凋亡， 蛋白免疫印迹法

检测心肌组织凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＪＮＫ 及 ｐ⁃ＪＮＫ 表达。 结果　 葡萄籽原花青素可降低小鼠血

清心肌酶 ＣＫ、 ＬＤＨ 活性， 心肌细胞凋亡率， 心肌梗死面积， 心肌组织 ＭＤＡ 水平和 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 增强心肌组织 ＳＯＤ 活性 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 改善小鼠心肌缺血再灌注损伤。
结论　 葡萄籽原花青素对小鼠心肌缺血再灌注损伤具有保护作用， 其机制可能与抗氧化作用和下调 ＪＮＫ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
信号通路有关。
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　 　 心血管疾病是全球死亡最常见的原因， 而人口增长和

老龄化是心血管疾病患病总数增长的主要原因［１］ 。 ２０１９ 年

《急性 ＳＴ 段抬高型心肌梗死诊断和治疗指南》 强调， ＳＴ 段

抬高型心肌梗死患者应最大限度地提高再灌注效率［２］ ， 如

溶栓治疗、 经皮冠状动脉血管成形术、 冠状动脉旁路移植

术［３］ ， 但通常伴随心肌缺血再灌注损伤 （ＭＩＲＩ）， 表现为

再灌注心律失常、 心功能下降等， 严重时可出现危及生命

的室性心律失常， 导致猝死［４］ 。 ＭＩＲＩ 发生的机制包括细胞

死亡、 炎症、 神经体液激活和氧化应激等［５⁃６］ ， 减轻心肌损

伤， 限制 ＭＩＲＩ 引起的梗死组织范围， 对于改善心脏功能至

关重要［７］ 。
葡萄籽原花青素具有抗炎、 抗病毒和血管舒张作

用 ［８⁃９］ 。 有证据表明葡萄籽原花青素在预防慢性疾病中

也有积极的作用 ［１０⁃１１］ ， 但关于其对 ＭＩＲＩ 的保护作用及

机制尚不完全明确。 本研究采用小鼠 ＭＩＲＩ 模型， 给予

不同剂量葡萄籽原花青素干预， 研究其对小鼠 ＭＩＲＩ 的

心肌保护作用， 及其对 ＪＮＫ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路的影响，
探讨其保护机制。

１　 材料

１􀆰 １　 动物　 清洁级雄性昆明小鼠， 体质量 ２５～ ３０ ｇ， 购自

徐州医科大学实验动物中心， 实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （苏） ２０１５⁃０００９， 饲养在 ２２ ～ ２５ ℃温控房间， 通风

良好， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗循环， 正常饲喂标准实验用鼠粮， 自

由饮水， 适应 １ 周后开始实验。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 葡萄籽原花青素 （天津尖峰天然产物研

究开发有限公司， 批号 ００２⁃２０１１０７５⁃１０， 原花青素含量

９５􀆰 ０％ ）， 用双蒸水溶解， 生理盐水稀释至所需质量浓度。
一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒 （绿色荧光） （上海碧

云天生物技术有限公司）； 抗荧光衰减封片剂 （大连美仑

生物技术有限公司）； 磷酸酶抑制剂 （江苏凯基生物技术

股份 有 限 公 司 ）； ＧＡＰＤＨ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ＪＮＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ 一抗、 辣根过氧化物酶 ＨＲＰ 标记的亲和纯化

山羊抗鼠、 山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗、 化学发光液 （美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）； 三苯基四氮唑 （ＴＴＣ） （美国

Ｓｉｇｍａ 公司）； ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （武汉伊莱瑞特生物科技

股份 有 限 公 司 ）； 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ ＳＯＤ）、 丙 二 醛
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（ＭＤＡ） 检测试剂盒 （南京建成生物工程研究所）； ＢＣＡ 蛋

白定量试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ５８０４Ｒ 型高速低温离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司）； ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ Ｂａｓｉｃ 蛋白垂直电泳仪、 Ｔｒａｎｓ⁃ｂｌｏｔ ＴｕｒｂｏＴＭ

Ｓｙｓｔｅｍ 转膜仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｅｐｏｃｈ 全波长酶标仪

（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 荧光倒置显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及给药　 根据随机数字表法将小鼠分为 ５ 组， 每

组 ２７ 只， 即假手术组、 模型组和葡萄籽原花青素低、 中、
高剂量组 （５０、 １００、 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 灌胃给予相应药物 ２ 周

后， 建立小鼠心肌缺血再灌注损伤模型， ６ ｈ 后处死小鼠，
取血及缺血区心肌组织。
２􀆰 ２　 小鼠心肌缺血再灌注模型建立　 小鼠用 １％ 戊巴比妥

钠麻醉， 气管插管， 连接小动物呼吸机控制呼吸 （呼吸频

率 １２０ 次 ／ ｍｉｎ， 潮气量 ２ ｍＬ， 吸呼比 １ ∶ ２）， 采用 ＢＬ⁃４２０Ｓ
生物机能实验系统连续监测心电图变化。 显微镜下开胸，
暴露心脏， 于左心耳下缘约 ２ ｍｍ 处找到并用丝线结扎左

前降支， 左室前壁变白， 心电图 ＳＴ 段明显抬高或 Ｔ 波抬高

（ＳＴ 段≥０􀆰 １ ｍＶ）， 证实冠脉血流被阻断， 表示模型构建成

功； 假手术组仅将丝线穿过左前降支下的心肌组织， 不结

扎。 ３０ ｍｉｎ 后， 假手术组缝合关闭胸腔； 其余各组松开结

扎线， 观察心电图 ＳＴ 段逐渐下移， 表示恢复血流灌注 （再
灌注成功的标志为抬高的 ＳＴ 段下降 ５０％ 以上或高 Ｔ 波下

移）， 关闭胸腔。 手术成功的小鼠纳入本研究， 心电图异

常或在此过程完成前死亡的小鼠排除本实验。
２􀆰 ３　 取材　 心肌组织立即冷冻于液氮中， 后转至－８０ ℃保

存， 用于抗氧化指标检测及蛋白质提取； 血液静置 ３０ ｍｉｎ
后离心取上清， 用于血清心肌酶测定； ２４ ｈ 后， 取心脏进

行 ＴＴＣ 染色； 其余心肌组织多聚甲醛灌注固定， 制作石蜡

标本。
２􀆰 ４　 血清心肌酶活性及心肌组织氧化指标检测　 按照相应

试剂盒说明书操作， 检测血清中肌酸激酶 （ＣＫ）、 乳酸脱

氢酶 （ＬＤＨ） 水平和心肌组织 ＳＯＤ 活性、 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ５　 心肌梗死面积检测 　 术后 ２４ ｈ 处死小鼠， 取心脏，
用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗， 行冠状切片， 从心尖部开始将心脏等

厚切成 ５ 片， 放入 １％ ＴＴＣ 溶液中， ３７ ℃保温 １５ ｍｉｎ， ４％
多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后拍照。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析心肌梗

死面积和心肌总面积， 计算梗死灶所占百分比。
２􀆰 ６　 蛋白免疫印迹法检测凋亡相关蛋白表达　 取缺血区组

织 （心室前壁、 心尖部）， 加入含蛋白酶抑制剂及磷酸酶

抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液， 匀浆， 离心后取上清， ＢＣＡ 法测

定蛋白浓度， 加入蛋白上样缓冲液， １００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ 进行

变性。 取总蛋白 ５０ μｇ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白， 湿

转至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ， 一抗 ４ ℃孵育过夜，
次日洗膜后加入二抗室温孵育 １ ｈ， 洗膜后加入化学发光

液， 暗室曝光， 扫描分析条带， 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计灰度

值， 计算目的蛋白相对表达。
２􀆰 ７　 ＴＵＮＥＬ 法检测心肌组织凋亡率　 取固定的心肌组织，
梯度乙醇脱水， 二甲苯透明， 石蜡包埋， 切片， 烘干， 按

照 ＴＵＮＥＬ 检测试剂盒说明书进行操作， 最后滴加含 ＤＡＰＩ
的抗荧光淬灭封片液， 封片后于荧光显微镜下观察。 每个

样本随机选择 ５ 个视野， 荧光显微镜 （×２００） 下拍照后分

析， ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数与细胞总数的比值作为心肌细胞凋

亡率， 并计算平均凋亡率。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行处理， 实验数

据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较用单因素方差分析， 方差齐

时， 采用 ＬＳＤ 法检验； 方差不齐时， 采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法

检验， 以 α ＝ ０􀆰 ０５ 为检验水准。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 小鼠一般情况　 本实验共使用小鼠 １３５ 只， 造模失败

６ 只， 死亡 ９ 只， 总死亡率 ６􀆰 ６７％ 。 其中假手术组麻醉后

心电图提示心律失常， 最终室颤死亡 １ 只， 术后呼吸衰竭

死亡 １ 只， 死亡率 ７􀆰 ４１％ ； 模型组造模失败 ２ 只， 术中严

重心律失常致室颤， 死亡 ２ 只， 死亡率 ７􀆰 ４１％ ； 葡萄籽原

花青素低剂量组造模失败 ２ 只， 术中室颤死亡 １ 只， 死亡

率 ３􀆰 ７０％ ； 中剂量组造模失败 １ 只， 术中心律失常， 最终

室颤死亡 ２ 只， 死亡率 ７􀆰 ４１％ ； 高剂量组造模失败 １ 只，
室颤死亡 ２ 只， 死亡率 ７􀆰 ４１％ 。 其余符合要求的动物共

１２０ 只纳入本实验结果中进行统计。
３􀆰 ２　 葡萄籽原花青素对 ＭＩＲＩ 小鼠抗氧化水平的影响　 如

表 １ 所示， 与假手术组比较， 模型组小鼠心肌组织 ＳＯＤ 活

性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明缺血

再灌注损伤致心肌抗氧化能力下降； 与模型组比较， 葡萄

籽原花青素各剂量组小鼠心肌组织 ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表

明葡萄籽原花青素给药后的小鼠心肌组织抗氧化能力增强，
且呈剂量依赖性。

表 １　 各组心肌组织 ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

假手术组 — １３􀆰 ８７±０􀆰 ９６ ２􀆰 ７５±０􀆰 ２４
模型组 — ４􀆰 ２５±０􀆰 ４４∗∗ ６􀆰 ０７±０􀆰 ３２∗∗

葡萄籽原花青素低剂量组 ５０ ７􀆰 ０５±０􀆰 １４＃ ５􀆰 １４±０􀆰 １５＃

葡萄籽原花青素中剂量组 １００ ９􀆰 ０２±０􀆰 ７７＃＃ ４􀆰 １０±０􀆰 ５２＃＃

葡萄籽原花青素高剂量组 ２００ １１􀆰 ６３±０􀆰 ７２＃＃ ３􀆰 ３７±０􀆰 ２３＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 葡萄籽原花青素对 ＭＩＲＩ 小鼠血清心肌酶活性的影

响　 ＣＫ、ＬＤＨ 活性可间接反应心肌损伤程度， 如表 ２ 所示，
与假手术组比较， 模型组小鼠血清 ＣＫ、 ＬＤＨ 活性升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葡萄籽原花青素各剂量组均可
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降低血清 ＬＤＨ、 ＣＫ 活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明葡萄籽

原花青素给药后的小鼠血清心肌酶活性降低， 且呈剂量依

赖性。
表 ２　 各组小鼠血清心肌酶 ＣＫ、 ＬＤＨ 活性比较 （Ｕ ／ Ｌ， ｘ

±ｓ， ｎ＝６）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＣＫ ＬＤＨ

假手术组 — ５􀆰 ２９±０􀆰 ５１ ３３９􀆰 １３±４３􀆰 ７８
模型组 — １５􀆰 ５２±０􀆰 ６７∗∗ ８９５􀆰 ６０±１５􀆰 ２３∗∗

葡萄籽原花青素低剂量组 ５０ １４􀆰 ０９±１􀆰 ２１ ７５０􀆰 ２６±５４􀆰 ３１＃

葡萄籽原花青素中剂量组 １００ １２􀆰 ４３±１􀆰 ２３＃ ６３４􀆰 ５９±４１􀆰 ２３＃

葡萄籽原花青素高剂量组 ２００ ９􀆰 ４０±１􀆰 ２８＃＃ ５０６􀆰 ０７±１５􀆰 ９５＃＃

　 　 注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 葡萄籽原花青素对 ＭＩＲＩ 小鼠心肌梗死的影响　 如图 １

所示， 与假手术组比较， 模型组小鼠心肌梗死面积增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 达 ４８􀆰 １％ ， 提示造模成功； 与模型组比较， 葡

萄籽原花青素低、 中、 高剂量组小鼠平均心肌梗死面积百

分比降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 分别为 ３５􀆰 ４％ 、 ２５􀆰 ８％ 、
１０􀆰 ３％ ， 表明葡萄籽原花青素可改善 ＭＩＲＩ 小鼠心肌梗死，
且呈剂量依赖性。
３􀆰 ５　 葡萄籽原花青素对 ＭＩＲＩ 小鼠心肌组织 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

表达的影响 　 如图 ２ 所示， 与假手术组比较， 模型组

ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与

模型组比较， 葡萄籽原花青素各剂量 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明葡萄籽

原花青素可下调小鼠因缺血再灌注引起的凋亡相关蛋白

ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达。

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠心肌梗死面积 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠心肌组织 ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
７５９
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３􀆰 ６　 葡萄籽原花青素对 ＭＩＲＩ 小鼠心肌组织 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 蛋

白表达的影响　 如图 ３ 所示， 与假手术组比较， 模型组小

鼠心肌组织 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型

组比较， 葡萄籽原花青素各剂量组小鼠心肌组织 ｐ⁃ＪＮＫ ／
ＪＮＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ７　 葡萄籽原花青素对 ＭＩＲＩ 小鼠心肌细胞凋亡的影响 　

如图 ４ 所示， 与假手术组比较， 模型组心肌细胞凋亡率升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 达 ２０􀆰 ３％ ； 与模型组比较， 葡萄籽原花青

素低、 中、 高剂量组小鼠心肌细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 分别为 １３􀆰 ２％ 、 ４􀆰 ８％ 、 ２􀆰 ４％ ， 表明葡萄籽原花

青素可抑制小鼠缺血再灌注后的心肌细胞凋亡， 且呈剂量

依赖性。

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组小鼠心肌组织 ＪＮＫ ／ ｐ⁃ＪＮＫ 蛋白表达

注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠心肌细胞凋亡情况

４　 讨论

心肌缺血再灌注损伤可导致心功能紊乱、 心肌细胞凋

亡、 心肌梗死范围扩大。 一旦心肌细胞受损或死亡， 在再

灌注过程中， 细胞内的酶 （如 ＣＫ、 ＬＤＨ） 就会释放到血流

中， 因此检测血清 ＣＫ、 ＬＤＨ 活性可以间接反映心肌损伤的

程度。
葡萄籽原花青素富含酚羟基， 具有较强的自由基清除

能力， 可拮抗各种原因所致的氧化应激状态， 保护脏器功

能。 体外研究表明， １００ ｍｇ ／ Ｌ 葡萄籽原花青素对超氧阴离

子和羟自由基的抑制率为 ７８％ ～ ８１％ ， 明显高于维生素 Ｃ
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（１２％ ～１９％ ） 和维生素 Ｅ （３６％ ～ ４４％ ） ［１２］ 。 葡萄籽原花青

素在肝、 肾、 心、 脾和大脑等多个靶器官中均具有生物利

用度。 研究发现， 连续 ２ 周给予 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ 葡萄籽原花青素

能降低氟中毒昆明小鼠肝组织 ＭＤＡ 水平， 增加 ＧＳＨ⁃Ｐｘ、
ＳＯＤ 活性［１３］ ； 葡萄籽原花青素还可通过螯合 ＲＯＳ 增强抗氧

化来降低脂质过氧化［１４］ ， 即使用纯度较低的原花青素

（３７％ ）， 也可增加高胆固醇诱导的大鼠心脏组织 ＳＯＤ、
ＣＡＴ 活性和 ＧＳＨ 水平［１４］ ， 保护心脏功能。

除抗氧化作用外， 葡萄籽原花青素也可通过更直接的

方式发挥保护作用， 如抗凋亡等［１５］ 。 研究发现， １００ ｍｇ ／ Ｌ
葡萄籽原花青素预处理可使 ３００ μｇ ／ ｍＬ 烟草诱导的细胞凋

亡率降低 ８５％ ［１６］ 。 当发生缺血再灌注时， ＪＮＫ 磷酸化激

活， 转移到细胞核内使其下游作用底物 ｃ⁃Ｊｕｎ 磷酸化， 激活

ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 被活化为 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 导致细胞

凋亡， 这是心肌缺血再灌注损伤细胞凋亡的重要信号通路

之一［１７］ ， 阻断 ＪＮＫ 则可抑制 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达。 已有研究发

现， 乙醛脱氢酶 ２ （ＡＬＤＨ２） 可通过调节 ＪＮＫ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信

号通路减轻线粒体相关的细胞凋亡， 对缺血性脑损伤发挥

神经保护作用［１８］ 。 调控 Ａｋｔ ／ ＪＮＫ３ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路对脑

缺血 ／再灌注损伤大鼠具有保护作用［１９⁃２０］ 。 因此， 葡萄籽原

花青素也可能通过 ＪＮＫ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 信号通路调控细胞凋亡，
发挥心肌保护作用。

本研究结果显示， 葡萄籽原花青素能增强抗氧化因子

ＳＯＤ 活性， 降低血清心肌酶 ＣＫ、 ＬＤＨ 活性、 ＭＤＡ 水平、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ 蛋白表达， 抑制

心肌细胞凋亡， 改善心肌梗死， 并呈剂量依赖性。 提示葡

萄籽原花青素可能通过下调 ＪＮＫ ／ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达， 抑制心肌

细胞凋亡， 并通过增强抗氧化作用， 抑制体内超氧阴离子

和羟自由基的生成， 减轻氧化应激， 降低血清心肌酶 ＣＫ、
ＬＤＨ 活性， 最终改善心肌梗死， 发挥对心肌缺血再灌注损

伤的保护作用。
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摘要： 目的　 探讨姜黄素对食管癌细胞中 ５⁃氟尿嘧啶 （５⁃ＦＵ） 化疗敏感性的影响。 方法　 选取食管癌细胞 ＥＣ⁃９７０６ 和

ＥＣ⁃１０９， 单独给予 ５⁃ＦＵ 或联合姜黄素干预后， 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｗｎｔ⁃２、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达。 结果 　 姜黄素能够抑制食管癌 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞的增殖 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性。 姜黄素能够增强食管癌细胞 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 对 ５⁃ＦＵ 的敏感性， 降低其 ＩＣ５０ 值 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 在食管癌细胞系中低表达； 过表达 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 能够抑制食管癌细胞的增殖， 并增加 ＥＣ⁃９７０６ 和

ＥＣ⁃１０９ 细胞对 ５⁃ＦＵ 的敏感性， 降低其 ＩＣ５０值 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 姜黄素能够增加食管癌细胞中 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达； 抑制

ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达能够逆转姜黄素对食管癌细胞增殖的影响。 姜黄素能够通过调节 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达抑制 Ｗｎｔ⁃２、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 姜黄素能够增加 ５⁃ＦＵ 对食管癌的化疗敏感性， 其机制可能是通过调控 ｍｉＲ⁃５９０⁃
３ｐ 表达从而抑制 Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的活性。
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　 　 食管癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一， 虽然近年

来食管癌的治疗取得了很大进展， 但患者的总生存率和五

年生存率仍较低［１］ 。 手术是食管癌治疗的首选， 但超过４ ／ ５
的食管癌患者在确诊时已失去根治性手术的机会［２⁃３］ ， 放化

疗维持是中晚期食管癌患者的主要治疗方式［４］ 。 新的靶向

药物如 Ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ 已于 ２０１９ 年获得 ＦＤＡ 批准用于食管

癌患者的治疗， 但只能用于 ＰＤ⁃Ｌ１ 阳性症状患者［５］ 。 因

此， 基于 ５⁃氟尿嘧啶 （５⁃ＦＵ） 的化疗方案仍是食管癌治疗

的重要手段［６］ ， 但 ５⁃ＦＵ 对正常细胞的毒性及耐药性限制了

其临床应用。 因此， 如何提高食管癌对 ５⁃ＦＵ 的敏感性仍是

亟待解决的难题。
姜黄素是从姜黄科植物根茎中提取出的一种酸性多酚

类物质， 具有抗肿瘤、 抗炎、 等多种药理作用［７⁃８］ 。 研究发

现， 姜黄素能够抑制食管癌细胞的增殖、 凋亡等生理功

能［９⁃１０］ ， 但在食管癌中， 姜黄素对 ５⁃ＦＵ 的化疗敏感性及其

作机制的研究尚不明确。 因此， 本研究以食管癌细胞 ＥＣ⁃
９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 为研究对象， 评价姜黄素对食管癌细胞活

性的作用及其对 ５⁃ＦＵ 化疗敏感性的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 人食管癌细胞株 ＥＣ⁃９７０６、 ＥＣ⁃１０９ 和正常食

管上皮细胞 Ｈｅｔ⁃１Ａ 均购自中国科学院上海细胞库。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 姜黄素 （批号 １１０８２３⁃２０１４０５）、 ５⁃ＦＵ
（批号 Ｌ１９０３０８０） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 胎牛血清、 ＰＲＭＩ
１６４０ （批号 ＷＨ００２１Ｆ２１１） （美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）； ＣＣＫ⁃８
试剂盒 （批号 ＫＧＡ３１７）、 蛋白提取试剂盒、 ＥＣＬ 发光试剂

盒 （批号 Ｐ００１８ＦＳ） （上海碧云天生物技术有限公司）； 逆

转录 试 剂 盒 （ 批 号 ０５２２０１１ ）、 ＰＣＲ 试 剂 盒 （ 批 号

０５２２５８０７） （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃
５９０⁃３ｐ 模拟物、 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑制物、 ＰＣＲ 引物 （上海吉马

制药技术有限公司）； 一抗 ａｎｔｉ⁃Ｗｎｔ⁃２ （批号 ａｂ１９０２２２）、
ａｎｔｉ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （ 批 号 ａｂ３２５７２）、 二 抗 （ 批 号 ａｂ１７２７３０）
（英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ７５００ 型实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公

司）； 电泳及成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 倒置显微镜

０６９
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ３


