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葛根素对异丙肾上腺素诱导的心肌细胞肥大及凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　利用体外培养的大鼠乳鼠心肌细胞，探讨葛根素（ｐｕｅｒａｒｉｎ，Ｐｕｅ）对异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）所
致心肌细胞肥大和心肌细胞凋亡的影响。方法　新生大鼠心肌细胞培养，除对照组外，分别给予ＩＳＯ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）、Ｐｕｅ（１０－６

ｍｏｌ／Ｌ）、ＩＳＯ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）＋Ｐｕｅ（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）、ＩＳＯ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）＋普萘洛尔（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ，Ｐｒｏ，２×１０－６ｍｏｌ／Ｌ），检测培养心肌

细胞蛋白质含量、细胞体积、蛋白质的合成及细胞凋亡率。结果　和对照组相比，ＩＳＯ可使心肌细胞总蛋白含量、体积和凋亡
率明显增加（Ｐ＜０．０１）；Ｐｕｅ可以抑制由于ＩＳＯ诱导所出现的上述情况，结果与Ｐｒｏ相近。结论　Ｐｕｅ能对抗ＩＳＯ引起的心
肌肥大及细胞凋亡，此效应可能是葛根素抑制心肌肥厚发生的保护机制之一。
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　　葛根素（ｐｕｅｒａｒｉｎ，Ｐｕｅ）为豆科植物野葛干燥根

中的提取物，已有动物实验研究表明Ｐｕｅ对肾［１］、
肠［２］等多种组织、器官的疾病具有一定的防治作用，

而且在心血管方面有调节肾素血管紧张素系统

（ＲＡＳ）、血浆内皮素（ＥＴ）和一氧化氮（ＮＯ）含量［３］，
拮抗β肾上腺受体

［４］等多方面作用。近来研究显示

多种心脏疾病发生、发展的基本机制是心室重塑，心

肌细胞的凋亡、肥大均为心室重塑的特征性改

变［５６］。笔者曾实验证实Ｐｕｅ能明显抑制心肌肥厚
动物模型中心肌细胞肥大及相关因子变化［７］，本实

验用培养的新生大鼠心肌细胞研究Ｐｕｅ对异丙肾上

腺素（ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ，ＩＳＯ）诱导的心肌细胞肥大及凋

亡的影响，进一步探讨其抑制心肌肥厚的可能

机制。　　　　

１　材料和方法

１．１　动物、药品与试剂　出生２３ｄ的ＳＤ大鼠乳
鼠，雌雄不限，由辽宁医学院实验动物中心提供，动

物许可证号：ＳＣＸＫ（辽）２００７２０１１。ＩＳＯ、十二烷基

硫酸钠（ＳＤＳ）、低糖培养基 ＤＭＥＭ、双苯并咪唑染

料（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８）和碘化丙啶（ＰＩ）均购自美国Ｓｉｇ

ｍａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒购自晶
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美生物工程有限公司；Ｐｕｅ购自广东燕塘生物化学

药业有限公司；普萘洛尔（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ，Ｐｒｏ）购自中

国利生药物公司；小牛血清为杭州四季青生物材料

研究所产品；其他试剂均为分析纯；ＣＩＡＳ１０００计算

机细胞图像分析系统（北京大恒图像图形研究所）。

１．２　大鼠乳鼠心肌细胞原代培养　取出生ｌ～３ｄ
的ＳＤ大鼠乳鼠，无菌条件下用７５％乙醇消毒皮肤，

开胸剪取心脏，用磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）洗涤３次

后，剪成１ｍｍ３大小的碎块，加入０．６ｇ／Ｌ胰蛋白酶

消化细胞。将消化完毕的细胞置入含有体积分数分

别为０．１５的小牛血清、０．８４的 ＤＭＥＭ 培养基及

０．０１的双抗液（含１００ｋＵ／Ｌ青霉素，１００ｍｇ／Ｌ链

霉素）的培养基。将细胞悬液吹打均匀，以１×１０８／

Ｌ的密度接种于２４孔培养板，５％ＣＯ２孵箱培养。

１．３　分组及给药方法　常规培养心肌细胞２～３ｄ
后，更换含０．４％小牛血清的培养基，以减少血清成

分对实验结果的影响。设不给药组为对照组，其他

组分别给药：给予ＩＳＯ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）、Ｐｕｅ（１０－６ｍｏｌ／

Ｌ）、ＩＳＯ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）＋Ｐｕｅ（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）（Ｐｕｅ先孵

育３０ｍｉｎ后加ＩＳＯ）、ＩＳＯ（１０－５ｍｏｌ／Ｌ）＋Ｐｒｏ（２×

１０－６ｍｏｌ／Ｌ），观察不同处理因素对心肌细胞肥大及

凋亡的影响。继续培养２～３ｄ后进行各项指标的

测定。

１．４　Ｌｏｗｒｙ’ｓ法测定培养心肌细胞蛋白质含

量　根据计数，２４孔板每孔的细胞密度大致为

０．５×１０９／Ｌ。吸去培养板各孔中的培养液，用 Ｄ

Ｈａｎｋｓ液快速冲洗３次后，加入１０ｇ／ＬＳＤＳ０．５ｍｌ
溶解细胞，Ｌｏｗｒｙ’ｓ法［８］测每孔细胞蛋白质含量，具

体操作如下：（１）精确量取一定体积待检样品（含蛋

白质５０μｇ左右）于试管中，加５ｍｌ碱性溶液（４％碳

酸钠溶液、０．２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液各２５ｍｌ，０．０４

ｍｏｌ／Ｌ硫酸铜溶液、０．１ｍｏｌ／Ｌ酒石酸钾各０．５ｍｌ
混匀配制而成），混匀，于室温放置１０ｍｉｎ，快速加入

０．５ｍｌ酚试剂，摇匀，于室温放置３０ｍｉｎ，用６５０ｎｍ
波长或红色滤光片比色（呈色后，如发现混浊，经

８００×ｇ离心１５ｍｉｎ后再比色）（２）标准曲线：精确量

取标准蛋白质溶液（１００μｇ／ｍｌ）０、０．２、０．４、０．６、

０．８、１．０ｍｌ，分别置于试管中，加蒸馏水补至１ｍｌ，

其余操作同（１）项，可得一标准曲线。用直线回归法

计算结果。

１．５　心肌细胞体积测定　用ＤＨａｎｋｓ液快速冲洗

长满细胞的培养孔３次，每孔加０．３ｍｌ胰蛋白酶，放

入３７℃ 恒温箱中３０ｍｉｎ后，再加入０．２ｍｌ含有体积

分数为０．１血清的培养基中止消化，收集细胞注入细

胞室内，在放大４００倍的倒置显微镜下观察其中的细

胞，几乎均成球形。用ＣＩＡＳ１０００计算机图像分析系

统测量单个细胞的直径，进而计算出细胞的体积。每

孔随机选择４个视野，每个视野测２０个细胞。

１．６　心肌细胞蛋白质合成测定　将生长在２４孔培

养板上无血清静止培养了４８ｈ的细胞培养液倒掉，

代之以含有３７ＴＢｑ／Ｌ［３Ｈ］ｌｅｕｃｉｎｅ，与其他组一起

培养７２ｈ。吸掉每孔的培养液，用冷ＤＨａｎｋｓ液快

速冲洗３遍，加１ｍｌ１０ｇ／Ｌ的ＳＤＳ溶解细胞，应用

４９型玻璃纤维滤膜（ＧＦ／Ｃ）过滤，之后用２ｍｌ１０％
的三氯醋酸（ＴＣＡ）沉淀蛋白，２ｍｌ体积分数为

９５％～９９％乙醇抽滤，烘干滤膜，用液闪仪（Ｐａ

ｃｌａｒｄ，Ｔｒｉｃａｒｄ２２００ＣＡ，美国）测量［３Ｈ］ｌｅｕｃｉｎｅ的

结合，进行蛋白合成的分析。根据计数，每孔的细胞

密度大致为０．５×１０９／Ｌ，结果以每孔的ｃｐｍ 值计

算［９］。

１．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８／ＰＩ荧光双染　心肌细胞培养３

ｄ，贴壁后无血清培养２４ｈ，使细胞同步化，按分组每

２４ｈ加药１次，４８ｈ后用０．２５％的胰酶消化使之脱

落，制成单细胞悬液，再收集细胞。在６孔板中铺板

爬片，加入Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（５μｇ／ｍｌ）１００μｌ，３７℃避光

反应１０ｍｉｎ。继续加入ＰＩ（５０μｇ／ｍｌ）１００μｌ，４℃避光

反应２０ｍｉｎ。４％多聚甲醛固定细胞１０ｍｉｎ后，置于

荧光显微镜下观察细胞形态结构及胞核的变化，每张

玻片随机选择１０个视野并计数，区分出坏死、凋亡和

活细胞，并计算出凋亡率、坏死率及存活率［１０］。

１．８　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双标记法检测心肌细胞凋

亡率　取经各药物处理４８ｈ的细胞，用０．２５％的胰

酶消化，调节细胞密度为１×１０６个／Ｌ。严格按照试剂

说明书操作，用ＰＢＳ清洗离心２次，加入１０μｌ的Ａｎ

ｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和５μｌ的ＰＩ，４℃避光染色３０ｍｉｎ，染色

后上流式细胞仪（ＦＡＣＳＣＡＬＩＢＵＲ，美国ＢＤ公司）检

测。所得数据经Ｂｉｏｃｏｎｓｏｒｔ专用软件处理，分析细胞

凋亡率。

１．９　统计学处理　数据均采用ＳＰＳＳ１３．０统计软

件进行统计分析，计量资料用珚ｘ±ｓ表示，多组间均

数比较采用方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　心肌细胞蛋白质含量　由表１可见，与对照组

相比，ＩＳＯ组的蛋白含量增加，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）；Ｐｕｅ组与对照组相比，差异无统计学意
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义；ＩＳＯ＋Ｐｕｅ组和ＩＳＯ＋Ｐｒｏ组与ＩＳＯ组相比均减

少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　心肌细胞体积　由表１可见，与对照组相比，

ＩＳＯ组的细胞体积增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；Ｐｕｅ组与对照组相比差异无统计学意义；

ＩＳＯ＋Ｐｕｅ组和ＩＳＯ＋Ｐｒｏ组与ＩＳＯ组相比均减少，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．３　心肌细胞蛋白质的合成　由表１可见，与对照

组相比，ＩＳＯ组蛋白质合成增加，差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０１）；Ｐｕｅ 组较对照组并未明显增加；

ＩＳＯ＋Ｐｕｅ组和ＩＳＯ＋Ｐｒｏ组与ＩＳＯ组相比均减少，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　Ｐｕｅ对ＩＳＯ诱导心肌细胞蛋白质含量、

细胞体积、细胞蛋白质合成的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰｕｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ，ｃｅｌｌｖｏｌｕｍｅ

ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（［３Ｈ］ｌｅｕｃｉｎｅｕｐｔａｋｅ）

ｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＩＳＯ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ
［μｇ·（２×１０５ｃｅｌｌｓ）－１］

Ｃｅｌｌｖｏｌｕｍｅ
Ｖ／μｍ３

Ｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
［ｃｐｍ·（５×１０４ｃｅｌｌｓ）－１］

Ｃｏｎｔｒｏｌ １６．１９±０．１３ １０５７．５±４０．１ １０７５．５±１００．５
ＩＳＯ ２５．６６±０．１４ ２１４７．７±４７．７ １８３８．０±１０２．９

Ｐｕｅ １５．９６±０．１２ １０６８．８±７０．２ １１５４．５±１０６．８
ＩＳＯ＋Ｐｕｅ １７．７４±０．１２△△ １１９２．４±７０．４△△ １３３０．１±１０９．４△△

ＩＳＯ＋Ｐｒｏ １７．３３±０．１６△△ １２４２．７±５９．５△△ １３１１．５±１０７．６△△

　ＩＳＯ：１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ；Ｐｕｅ：１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ｐｕｅｒａｒｉｎ；

Ｐｒｏ：２×１０－６ ｍｏｌ·Ｌ－１ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ．Ｐ ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＩＳＯｇｒｏｕｐ

２．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８／ＰＩ荧光双染结果　由表２可
见，ＩＳＯ组凋亡率和坏死率较对照组明显增加，存活
率则较对照组下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；

Ｐｕｅ组与对照组相比，３个指标差异均无统计学意
义；ＩＳＯ＋Ｐｕｅ组和ＩＳＯ＋Ｐｒｏ组与ＩＳＯ组相比３个
指标均有明显改善（Ｐ＜０．０１）。

表２　Ｐｕｅ对ＩＳＯ诱导心肌细胞凋亡率的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｕｅｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＳＯ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ Ｎｅｃｒｏｓｉｓｒａｔｅ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．５７±０．８５ ２．４４±０．７２ ８９．９９±２．７７
ＩＳＯ ３５．６０±１．３３ １０．４３±１．０７ ５３．９７±１．９６

Ｐｕｅ ８．２４±０．９８ ３．８８±０．４６ ８７．８８±２．８１
ＩＳＯ＋Ｐｕｅ １８．２１±１．０８△△ ５．３８±０．８７△△ ７６．４３±１．３１△△

ＩＳＯ＋Ｐｒｏ １９．２２±１．３３△△ ５．７５±０．８３△△ ７５．０３±１．８９△△

　ＩＳＯ：１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ｉｓｏｐｒｏｔｅｒｅｎｏｌ；Ｐｕｅ：１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ｐｕｅｒａｒ

ｉｎ；Ｐｒｏ：２×１０－６ ｍｏｌ·Ｌ－１ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＩＳＯｇｒｏｕｐ

２．５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双标记法检测心肌细胞

早期凋亡率　由检测结果（图１）可见，ＩＳＯ组凋亡率

较对照组增加（Ｐ＜０．０１），表明ＩＳＯ能明显促进正

常心肌细胞的早期凋亡；Ｐｕｅ组与对照组相比凋亡
率差异无统计学意义；ＩＳＯ＋Ｐｕｅ组和ＩＳＯ＋Ｐｒｏ组
的凋亡率均较ＩＳＯ组明显降低，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０１），说明Ｐｕｅ和Ｐｒｏ均可在一定程度上
抑制ＩＳＯ所引起的细胞早期凋亡。

图１　Ｐｕｅ对ＩＳＯ诱导心肌细胞早期凋亡的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰｕｅｏｎｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＳＯ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＩＳＯｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　在多种心脏疾病中，心肌细胞凋亡可能是引发
代偿性心肌肥厚转变为心力衰竭的重要诱因。在压
力负荷增加、血流动力学改变、局部ＡｎｇⅡ产生过多
等因素作用下，某些凋亡基因活化，合成凋亡相关蛋
白，使心肌细胞凋亡增加，从而导致心肌收缩和泵血
功能不足。机体试图恢复心肌收缩和泵血功能，可
能会通过一系列信号转导，首先刺激心肌细胞增殖。
而心肌细胞一般情况下不发生增殖或增殖率极低，
故不能满足心脏收缩和泵血功能的需要。生物体损
伤后修复，一般通过功能修复和结构修复两种方式
完成，在功能修复不能完成的情况下，有时机体也通
过结构修复来实现。所以当心肌细胞凋亡增加时，
由于心脏不能依靠心肌细胞增殖来完成功能修复，
机体便通过一系列的调节，刺激成纤维细胞增殖，通
过间质纤维化和胶原增加来维持心脏的结构。但是
这种修复往往是无益的，反而启动或促进了心脏肥
大的形成［１１］。因此，在心肌肥厚的发病机制中，心
肌细胞凋亡被认为是减少心肌收缩单位、导致心功
能损伤并进一步发展为心衰的根本原因［１２］。抑制
心肌细胞凋亡可能延缓心肌肥厚和心衰的发生。

　　为了探讨Ｐｕｅ对心肌肥厚、心肌细胞凋亡的作
用，本次实验研究了Ｐｕｅ对ＩＳＯ诱导的大鼠乳鼠心
肌细胞体积、心肌细胞蛋白质合成及心肌细胞凋亡
率等的影响。实验结果显示：在低血清培养环境下，

ＩＳＯ明显诱导培养心肌细胞肥大，表现为细胞蛋白
质含量、细胞体积和蛋白质合成增加；而单独应用

Ｐｕｅ并未对心肌细胞在上述指标方面产生明显变
化；Ｐｕｅ能显著性改善ＩＳＯ所致的乳鼠心肌细胞蛋
白质含量增加、细胞体积变大和蛋白质合成增加，且
与经典肾上腺素受体阻断剂Ｐｒｏ无明显差异。ＩＳＯ
可以诱导大鼠心肌细胞凋亡，Ｐｕｅ能显著抑制ＩＳＯ
所引起的凋亡，而Ｐｕｅ自身并不会引起心肌细胞的
显著性凋亡。这些结果都说明Ｐｕｅ不仅在形态学方
面而且在心肌细胞凋亡方面对ＩＳＯ导致的心肌肥厚
都有一定的抑制作用。

　　推测出现上述结果的原因：由于β肾上腺素受
体的激动，会出现血流动力学改变、局部ＡｎｇⅡ产生
过多［７］、细胞内钙离子增多［１３］等变化，进而刺激某
些凋亡基因活化和凋亡相关蛋白的合成，使心肌细
胞凋亡增加［１４］，从而启动或促进了心肌细胞肥大的
形成，出现心室重构［１５］。Ｍｅｒｃｅｒ等［１６］曾报道提示

葛根素能延缓离体心肌细胞凋亡，对心肌有明显的
保护作用，本次实验结果也再次证明了这一结论；而
且Ｐｕｅ对β肾上腺素受体具有拮抗作用

［４］，也就是

可能从抑制ＩＳＯ作用方面减缓ＩＳＯ所引起的一系
列变化，确切机制还有待进一步探讨。

　　综上所述，本实验证实Ｐｕｅ能够有效地干预

ＩＳＯ所引起的心肌细胞肥大及凋亡，提示这可能是
葛根素抑制心肌肥厚发生的保护机制之一。
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