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摘要 水飞蓟宾 为从菊科植物水飞蓟 Σιλψβυµ µ αριανυµ 的种子和果实中提取得到的黄酮类单体成

分 ∀本研究观察水飞蓟宾对 Β2肾上腺素受体激动剂异丙肾上腺素对培养乳鼠心肌细胞损伤的影响 并对其机制进

行研究 ∀采用  ××法测定细胞存活率 酶联法测定细胞丙二醛  ⁄和细胞培养液中乳酸脱氢

酶 ⁄ 的含量以及超氧化物歧化酶 ∏¬∏≥⁄的活性 流式细胞仪测定线粒

体膜电位 ∃7 以及 •  检测与线粒体相关蛋白的表达 ∀与模型组相比 水飞蓟宾使细胞受损伤的程

度降低 并且增加 ≥⁄的活性 抑制了细胞膜电位的降低 并且改善 2家族蛋白中 ¬2的表达比率 上调

¬上游去乙酰化酶 ≥ ×蛋白的表达 ∀水飞蓟宾通过上调线粒体上游 ¬2的表达比率与 ≥ ×蛋白的表

达 改善了线粒体的功能 从而对由异丙肾上腺素引起的培养乳鼠心肌细胞损伤有明显的保护作用 ∀
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Κεψ ωορδσ:   ∏    2 

 ≥ ×

  随着人口老龄化问题的日益突出 心脑血管疾

病成为人类健康的第一杀手 ∀近几年的研究已证实

细胞凋亡与损伤现象普遍存在于心血管系统的许多

生理及病理变化中 ≈
心肌细胞完全分化 失去增

殖与再生能力 ∀因此 研究介导心肌细胞存活与死

亡的信号传导途径对于心脏疾病的发生与治疗尤为

重要 ≈ ∀进一步研究表明 在心衰患者体内可以检

测到高水平的异丙肾上腺素 体外实验同样证实 培

养乳鼠心肌细胞通过 Β2肾上腺素能途径引起细胞

损伤 ≈
提示 Β2肾上腺素受体激动剂可能为心脏

疾病中引起心肌细胞损伤的因素之一 ∀因此 通过

加入高浓度 Β2肾上腺素受体激动剂异丙肾上腺素

可以建立体外培养乳鼠心肌细胞损

伤模型 ∀水飞蓟宾 为从菊科植物水飞蓟

Σιλψβυµ µ αριανυµ 的种子和果实中提取得到的黄

酮类单体成分 临床用于肝炎的治疗 效果显著 成

为在临床上广泛使用的药物之一 ≈ ∀近三十年的

临床经验证明 水飞蓟宾具有很强的抗氧化活性 能

够抑制阿霉素对心肌细胞的毒性作用 ≈ ∀另外 用

麻醉大鼠冠状动脉前降支结扎造成心肌梗死及再灌

注损伤模型 观察水飞蓟宾对心肌梗死范围及再灌

注心律失常的作用 结果表明水飞蓟宾能显著降低

结扎  后的心肌梗死范围并可预防再灌注心律失

常的发生 ≈ ∀因此 本研究考察水飞蓟宾对异丙

肾上腺素引起的大鼠乳鼠心肌细胞损伤的影响 以

期探明其作用机制 ∀

材料与方法

动物  新生  ∗  的 ≥∏2⁄ ≥⁄

大鼠乳鼠由沈阳药科大学实验动物中心提供 ∀

药品与试剂  水飞蓟宾 购自中国药

品生物制品检定所 °≤检测纯度大于  溶解

于二甲基亚砜 ⁄ ≥终浓度  1 ∀异丙肾

上腺素 和 2溴 2χ2脱氧脲苷 22

χ2¬2∏均购自 ≥公司 ≥ ∏  

≥⁄ ∞ 培养基购自 公司  ×

≥胎牛血清 北京元亨圣马生物试剂公司 ∀

 ⁄⁄及 ≥⁄试剂盒均购自南京建成生物工

程研究所 ∀溴化乙啶 ∞! 酶 !蛋白酶 与

噻唑蓝  ××均为 ≥公司产品 ∀ ¬2与

≥ ×多克隆兔抗体 2÷与细胞色素 单克隆

鼠抗体及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 !羊抗鼠二抗

均购于 ≥≤∏≥≤∏≤≥∀

细胞培养  取  ∗  龄的 ≥⁄大鼠 分离心肌

细胞 用含  ƒ≥的高糖 ⁄ ∞ 培养液制成细

胞悬液 于培养皿中置  ε  ≤培养箱内 根

据心肌细胞和成纤维细胞贴壁时间的不同 采用差

速贴壁  ∀用吸管轻轻吸取未贴壁细胞悬液 调整

细胞密度 以细胞数  ≅ 
 # 

接种于 孔板 !

孔板或培养皿中  ε  ≤培养箱内静置培

养 在心肌细胞培养液中加入  1 #



以抑制成纤维细胞的增殖 ∀在倒置相差显微

镜下动态观察细胞生长情况 根据情况  ∗  换

液 ∀加药测试前  换成含  ƒ≥的 ⁄ ∞ 培

养液进行细胞培养 ∀培养板或培养皿在使用前用

 # 
多聚赖氨酸涂层过夜 用无菌水洗净后

吹干 使分离出的心肌细胞更易贴壁 !存活 ≈ ∀

心肌细胞损伤模型的制备  取培养  ∗  的

心肌细胞 分为 对照组 用含 胎牛血清的

⁄ ∞培养基 模型组 即异丙肾上腺素诱导

组 加入  Λ# 
异丙肾上腺素于培养液中 

继续培养  给药组 用含  胎牛血清的

⁄ ∞培养液配制水飞蓟宾至所需终浓度 

和  Λ# 

预给药  再加

入异丙肾上腺素 终浓度  Λ# 

继续培养

 后 观察各项指标的变化 ∀

细胞生长存活率实验  将分离的心肌细胞接种

于 孔培养板中 细胞数  ≅ 
 # 


每孔

 Λ培养  后 加入异丙肾上腺素 终浓度 

Λ# 

同时设平行孔 个 ∀对照组加入含

1 ⁄ ≥的培养液 不含药物 给药组加入

异丙肾上腺素 终浓度  Λ# 

与不同浓度

的水飞蓟宾于  ε  ≤条件下继续培养  

用  ××法 ≈测定吸收度 Α值 绘制时效反应曲线 ∀

Μ∆Α含量测定  按照  ⁄试剂盒使用说明

书测定心肌培养细胞的  ⁄含量 ∀即收集细胞 

加入  ×≤孵育  后 加入 1 # 


 ≤与 1 ×  ε 水浴   ε  ≅ γ离

心  紫外 2可见分光光度计于  测定吸

收度值 ∀
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Λ∆Η含量测定  采用酶联法 按照 ⁄试剂

盒使用说明书测定心肌细胞培养液中释放的 ⁄

的含量 ∀收集细胞培养液 加入 ⁄反应缓冲液 

反应  后于  测定吸收度值 ∀

ΣΟ∆活性测定  采用黄嘌呤氧化酶法 按照

≥⁄试剂盒使用说明书测定心肌培养细胞的 ≥⁄

活性 ∀每个细胞样品中加入 • ≥×工作液与酶工作

液  ε 孵育  在  测定吸收度值 ∀

线粒体膜电位观察 ≈  采用若丹明 

     # 

  ∏

°溶于 °≥对细胞进行线粒体染色 运用流

式细胞仪进行线粒体膜电位定量分析 ∀

免疫印记法检测细胞色素 χ, Βαξ, Βχλ22与 Βχλ2

ΞΛ , ΣΙΡ Τ1蛋白的表达  收集细胞  ≅ 
个 冰

上裂解  提取细胞内蛋白  ≥⁄≥2聚丙烯酰胺

凝胶电泳 ≥⁄≥2°∞转印到硝酸纤维素膜上 利

用特异性的抗体 兔多克隆抗体 ¬2≥ ×

鼠单克隆抗体 2÷细胞色素 和辣根过氧化物

酶   °标记的羊抗兔 !羊抗鼠二抗检测 用 2

⁄作为   °

底物显色 ≈ ∀

细胞胞浆及线粒体提取物的制备  收集细胞 

加入匀浆缓冲液  Λ匀浆  ε 离心  ≅ γ 

 上清液为胞浆提取物 ∀沉淀部分为线粒体 

加入裂解液  Λ冰上裂解    ≅ γ离心

 上清液为线粒体提取物 ≈ ∀

统计学处理  数据以 ξ ? σ表示 ∀组间显著性

检验采用方差分析及 ≥∏. τ检验 ∀

结果

1  水飞蓟宾对由异丙肾上腺素引起的心肌细胞损

伤的影响

1 . 1  水飞蓟宾抑制异丙肾上腺素引起的心肌细胞

存活率降低  水飞蓟宾  ∗  Λ# 

作用

于细胞  加入异丙肾上腺素 终浓度  Λ#



继续培养  后 用  ××法测定细胞的存活

率 图 ∀水飞蓟宾对异丙肾上腺素诱导的心肌细

胞存活率的降低具有明显的抑制作用 且呈剂量依

赖性 ∀心肌细胞的存活率由单独使用异丙肾上腺素

的 1 ? 1 上升到同时加入水飞蓟宾 

Λ# 

的 1 ? 1 ∀单独使用水飞蓟宾

的细胞存活率未见变化 表明水飞蓟宾在所用浓度

范围内没有细胞毒作用 ∀

1 . 2  水飞蓟宾降低异丙肾上腺素引起的心肌细胞

Μ∆Α含量增加  对照组中检测到的  ⁄含量为

1 ? 1 # 
 ∀与对照组相比 模型

组的  ⁄ 含量显著增加 为  1 ? 1 

# 
 ∀加入水飞蓟宾 可明显减少  ⁄含

量 且呈剂量依赖性 表 ∀

1. 3  水飞蓟宾减少异丙肾上腺素引起的心肌细胞

Λ∆Η释放增加  异丙肾上腺素可引起 ⁄大量释

放到培养液中 而水飞蓟宾可明显减少培养液中的

⁄含量 表 ∀结果表明 水飞蓟宾对心肌细胞

的损伤有明显的保护作用 ∀

2  水飞蓟宾对心肌细胞 ΣΟ∆活性的影响

与对照组相比 模型组的 ≥⁄活性显著降低 

加入水飞蓟宾可显著增强 ≥⁄活性 表 ∀结果

显示 水飞蓟宾可以增强机体清除氧自由基的能力 

保护细胞免受损伤 ∀

3  水飞蓟宾对心肌细胞膜电位的影响

用  对心肌细胞线粒体进行染色 用流式

Φιγυρε 1  °√  2
∏   √ ×  

∏ τ  ∏υ 

 Λ# 

   ×√

√∏  ××  ν  ξ ? σ

Π 1

ϖσ  ∏
3
Π  1 3 3

Π  1 ϖσ

∏

Ταβλε 1  ∞  √  ⁄ 

  ⁄  2∏ 2


∏
⁄

# 

 ⁄

#  ⁄ # 

≤  1 ? 1 1 ? 1 

≥  1 ? 1 1 ? 1

    Λ#  1 1 ? 1 1 ? 1

  1 1 ? 1 1 ? 13

1 1 ? 13 1 ? 13 3

1 1 ? 13 3 1 ? 13 3

1 1 ? 1 1 ? 13 3

ν   ξ ? σ Π  1 ϖσ  ∏
3 Π  1

3 3 Π  1 ϖσ∏
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Ταβλε 2  ∞  √ ≥⁄ 

2∏

∏ ⁄#  ≥⁄# 

≤  1 ? 1 

≥    Λ#   1 ? 1

  1 1 ? 1

1 1 ? 13 3

1 1 ? 13 3

1 1 ? 13 3

1 1 ? 1

ν   ξ ? σ Π  1 ϖσ  ∏
3 3 Π  1 ϖσ

∏

细胞仪进行线粒体膜电位定量分析 ∀实验结果表

明 水飞蓟宾能逆转由异丙肾上腺素引起的线粒体

膜电位的降低 使表征峰形的裂分与前移减少 保护

了线粒体的功能 图 ∀

4  水飞蓟宾对细胞色素 χ, Βαξ, Βχλ22与 Βχλ2ΞΛ蛋

白表达的影响

2家族是线粒体途径的中心 此家族中主要

包括两类蛋白 促凋亡蛋白 ¬等 及抗凋亡

蛋白 22÷等 ∀图 显示加入异丙肾上

腺素使抗凋亡蛋白 2蛋白表达量明显减少 而

水飞蓟宾可剂量依赖性地增加其表达 整个细胞裂

解液中的 ¬与 2÷蛋白表达量在药物作用下

均无变化 ∀加入异丙肾上腺素使细胞色素 由线粒

体释放到胞浆 而水飞蓟宾可抑制其释放 图 ∀

5  水飞蓟宾对 ΣΙΡ Τ1蛋白表达的影响

≥ ×为一种去乙酰化酶 可调节 ¬蛋白在

线粒体与胞浆的分布 从而抑制由 ¬蛋白引起的

线粒体功能的改变 ∀异丙肾上腺素的作用是使

≥ ×蛋白的表达量降低 而水飞蓟宾可上调其表

达 图 并且可抑制 ¬蛋白由胞浆转位到线粒

体 图 ∀

讨论

作者选择测定心肌细胞的存活率 !乳酸脱氢酶

⁄ 与丙二醛  ⁄的含量来衡量心肌细胞受

损伤的程度 结果显示水飞蓟宾可减少由异丙肾上

腺素引起的 ⁄和  ⁄含量的增加 逆转异丙肾

上腺素的细胞毒作用 保护细胞免受异丙肾上腺素

的损伤 ∀超氧化物歧化酶 ≥⁄可清除氧自由基 

Φιγυρε 2  ×√ ∃7  2∏ ×

∏ ∏   ×∏1 # 

 

1 # 

≤     √ Λ# 


   ∏

 ×∏  Λ# 


  ⁄ ×

∏1 # 

∞ 1 # 


ƒ   

  Λ# 

  ∏   ∏   × ∏  

√∏¬
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Φιγυρε 3  ∞  ¬  2   2
 ×  ∏         

Λ# 

  ∏∏  ≤  ≥⁄≥2°∞ 

¬2 2÷ ¬ •   ≤

    ≥⁄≥2°∞  ×∏

√∏¬  ≤    Λ# 

  ≥ 1 # 


 

 Λ# 

  ≥ 1 # 


   Λ# 


  ≥

1 # 

   Λ# 




Φιγυρε 4  √√≥ ×  2∏ ×∏√∏

   Λ# 

  ∏

∏  ×  ≥ × ¬    ¬       

   × ∏    √∏ ¬  ≤ 

 Λ# 

  ≥ 1 # 


   Λ# 


  ≥

1 # 

    Λ# 


  ≥ 1 # 


   

Λ# 



减少脂质过氧化物的产生 研究中发现水飞蓟宾可

显著增强 ≥⁄的活性 与  ⁄含量的减少相符 ∀

因此可以推断水飞蓟宾是通过清除细胞内过量的自

由基来保护细胞免受损伤的 ∀

本研究还观察到 单独使用异丙肾上腺素在前

期使心肌细胞的搏动明显加快 随着时间的延长 细

胞的搏动停止 而同时加入水飞蓟宾可恢复心肌细

胞规律的搏动 ∀搏动节律可影响氧的消耗 进一步

引起细胞损伤 ≈ ∀因此推测前期异丙肾上腺素使

心肌细胞搏动节律增加 引起脂质过氧化物如  ⁄

聚集 后期过量的脂质过氧化物引起细胞损伤 细胞

搏动消失 ∀这与作者测得的  ⁄含量与 ≥⁄活性

相符 ∀水飞蓟宾恢复了心肌细胞的搏动 同时使

 ⁄含量与 ≥⁄活性达到与对照组相同的水平 ∀
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这些结果表明 水飞蓟宾恢复心肌细胞的搏动是通

过减少由异丙肾上腺素产生的氧化压力来实现的 ∀

线粒体通过氧化磷酸化合成 ×°而心脏是一

个需要很多能量的器官 因此 线粒体功能的破坏是

造成细胞损伤的一个重要因素 并且已有报道过量

的异丙肾上腺素作用于细胞可引起细胞线粒体功能

的丧失 ≈ ∀线粒体膜电位分析结果显示 水飞蓟宾

能够逆转由异丙肾上腺素引起的线粒体膜电位的降

低 从而保护线粒体的功能 ∀

2家族蛋白位于线粒体上游 控制线粒体膜

的通透性 从而控制细胞色素 的释放和下游

蛋白酶的活化 介导细胞的存活或死亡 ≈ ∀

水飞蓟宾使 ¬2的表达比率下调 从而抑制

了线粒体膜的通透性 并且抑制了细胞色素 由线

粒体释放到胞浆中 这也可能是水飞蓟宾稳定线粒

体膜电位的原因之一 ∀对下游 蛋白酶的影

响将是作者下一步实验中进行考察的目标 ∀

通常情况下 ¬在胞浆中与 ⁄修复因子

∏结合而处于失活状态 在细胞处于应激或损伤

状态时 ∏被乙酰化而与 ¬分离 使 ¬转位

到线粒体中引起细胞的死亡 ∀ ≥ ×是细胞处于应

激状态时促进防御和存活的一种关键酶 一些推迟

或避免与老化有关的疾病 如癌症 !动脉硬化 !糖尿

病等 的机制与 ≥ ×去乙酰化酶的活性有关 ∀

≥ ×能有效地使 ∏去乙酰化 抑制 ¬转位到

线粒体 从而抑制凋亡的发生 ∀此外 ≥ ×还可以

通过去乙酰化抑制 的转录活性 ≈ ∀在本研

究中发现 总 ¬蛋白的表达不变 但异丙肾上腺素

使其在线粒体中的表达量增加 而水飞蓟宾抑制了

¬蛋白表达量的变化 同时水飞蓟宾上调了 ≥ ×

的表达 ∀结果提示水飞蓟宾可能通过上调 ≥ ×的

表达 抑制了 ¬定位于线粒体 可能因此而保护了

线粒体的功能 保护了心肌细胞免受损伤 ∀
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