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　　［摘要］　目的　观察珠子参总皂苷Ｈ２Ｏ２所致氧化应激损伤保护效应并探讨其机制。方法 　Ｗｉｓｔａｒ乳鼠心肌细胞原
代培养，用Ｈ２Ｏ２建立氧化应激损伤模型，然后用珠子参总皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）孵育２４ｈ后，观察细胞搏动频率，ＭＴＴ法
检测珠子参总皂苷对细胞活力的影响，流式细胞仪和Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测珠子参总皂苷对氧化应激诱导细胞凋亡及胞
内ＲＯＳ含量的影响，比色法测定培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、肌酸激酶（ＣＫ）含量，同时检测培养液中超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）的活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量，实时定量 ＰＣＲ技术检测珠子参
总皂苷对ＳＯＤ／ＧＰＸ／ＣＡＴ反应系统ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＳＯＤ３、ＣＡＴ和ＧＰＸ１基因表达的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测珠子参总皂苷对
细胞质和细胞核Ｎｒｆ２蛋白表达的影响。结果　Ｈ２Ｏ２明显影响细胞活力和诱导凋亡（ＩＣ５０为５００μｍｏｌ／Ｌ），珠子参总皂苷
（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理能显著增加心肌细胞搏动频率和存活率（Ｐ＜０．０１），抑制心肌细胞凋亡和改善细胞形态，降低细胞
内ＲＯＳ含量（Ｐ＜０．０１）；减轻 Ｈ２Ｏ２所致乳鼠心肌细胞培养液中 ＬＤＨ、ＣＫ释放量，同时能够升高 ＳＯＤ、ＣＡＴ和 ＧＳＨＰｘ活
性，降低ＭＤＡ含量（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；上调ＳＯＤ／ＧＰＸ／ＣＡＴ反应系统基因表达水平和促进 Ｎｒｆ２核移位，增加心肌细胞
核内Ｎｒｆ２的表达水平（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　珠子参总皂苷抑制心肌细胞氧化应激损伤，与Ｎｒｆ２抗氧化途径的激活
和清除ＲＯＳ有关。
　　［关键词］　 珠子参总皂苷；过氧化氢；心肌细胞；转录因子Ｎｒｆ２；氧化应激；保护机制
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　　缺血性心肌损伤是由于冠状动脉受损或受阻引起
心脏供血、供氧不足而导致的心脏损伤，它不但可引起

急性心功能不全、心肌梗死，而且有可能慢性化演变成

扩张型心肌病，最终导致充血性心力衰竭。在缺血性

心肌病的发生和发展中，氧化应激扮演着重要的角

色［１］。近年来研究发现 ＮＦＥ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｏｒ２，Ｎｒｆ２）是细胞抗击氧化
应激的中枢调节者，它通过上调Ⅱ相抗氧化酶和蛋白
的表达而发挥对氧化应激的保护作用［２］。珠子参具

补肺养阴，祛瘀止痛，止血之功，主要用于气阴两虚、烦

热口渴、虚劳咳嗽、跌扑损伤、关节痹痛、咯血、吐血、衄

血、崩漏、外伤出血等症［３］。研究［４］表明，珠子参总皂

苷体外可抑制ＨＬ６０细胞增殖和诱导其分化作用；在
体对心肌缺血再灌损伤具有较好的保护作用［５］。我

们在前期研究［６］中发现珠子参总皂苷对小鼠局灶性

脑缺血损伤有明显保护作用，并初步证实了抗氧化损

伤可能是其作用机制之一，但有关珠子参总皂苷抗氧

化损伤的分子机制尚不清楚。本实验拟在此基础上，

以新生大鼠心肌细胞为研究对象，建立Ｈ２Ｏ２致氧化应
激损伤模型，探讨珠子参总皂苷对心肌细胞氧化应激

损伤的影响及其作用机制，旨在为其用于缺血性心脏

病的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　实验动物为出生１～３ｄ的ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，ＳＰＦ级，雌
雄不拘，由三峡大学实验动物中心提供，合格证：ＳＣＸＫ（鄂）
２０１１００１２。珠子参总皂苷由三峡大学天然产物研究与利用湖
北省重点实验室提供，纯度为９６．５％，批号：２０１１０７２４；双氧水
（Ｈ２Ｏ２，北京化工）；ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶（Ｇｂｉｃｏ）；
四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、２′７′二氯荧光乙酰乙酸盐（ＤＣＦＨ
ＤＡ，Ｓｉｇｍａ）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（凯基生物）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ（晶美
生物）；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、肌酸激酶（ＣＫ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）、过氧化
氢酶（ＣＡＴ）测定试剂盒（南京建成）；ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＳＯＤ３、谷胱
甘肽过氧化物酶１（ＧＰＸ１）、ＣＡＴ以及 ＧＡＰＤＨ（上海生工合成，

引物序列见表１）；Ｔｒｉｚｏｌ和ＤＥＰＣ（上海生工）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （大连宝生物）；Ｎｒｆ２抗体 （Ｂｉｏ
ｗｏｒｌｄ公司）；βａｃｔｉｎ抗体 （北京博奥森）；羊抗兔二抗 （北京中
杉金桥）；蛋白抽提试剂盒、ＥＣＬ发光试剂盒、蛋白含量测定试
剂盒 （碧云天）；其他试剂均为市售分析纯。

表１　实时定量ＰＣＲ引物序列

基因名称 　　　　　引物序列 基因片段长度 （ｂｐ）
ＳＯＤ１ 上游：５′ＣＡＧＧＧＣＧＴＣＡＴＴＣＡＣＴＴＣ３′

下游：５′ＣＣＡＡＧＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＴＣＴＣＧ３′
２０５

ＳＯＤ２ 上游：５′ＧＧＡＣＧＣＣＧＣＡＧＡＧＣＡＧＡＣ３′
下游：５′ＧＣＣＣＣＣＧＣＣＴＴＧＡＡＣＴＴ３′

３６０

ＳＯＤ３ 上游：５′ＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＣＡＴＧＧＴＧＧ３′
下游：５′ＧＣＴＴＡＡＧＴＧＧＴＣＴＴＧＣＡＣ３′

１８５

ＧＰＸ１ 上游：５′ＴＴＧＴＴＡＣＴＧＡＡＴＧＧＣＧＧＣＧＡＴＧＴＴ３′
下游：５′ＧＣＧＧＧＧＧＴＧＣＴＴＧＴＴＴＡＴＧＧ３′

３５７

ＣＡＴ 上游：５′ＣＧＴＡＴＣＧＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＡＧＣ３′
下游：５′ＣＡＧＡＧＣＡＴＧＡＴＴＡＧＧＣＡＡＡＣＴ３′

３１９

ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＣＣＴＧＡＡＧＧ３′
下游：５′ＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴＧＣＣＣＡＣＡＧＣＣ３′

３４３

１．２　方法
１．２．１　新生大鼠心肌细胞的培养　　取１～３ｄ的Ｗｉｓｔａｒ大鼠
乳鼠，在无菌条件下，取出心脏剪刀破碎至 １ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ大小，加入约心脏１０倍体积用胰酶和胶原酶的混合酶分
次消化，然后加入 １５％胎牛血清终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，用含１５％血清的 ＤＭＥＭ培养液重悬，接种于培
养瓶中，在３７℃，ＣＯ２孵箱中培养１．５ｈ，用差速贴壁法去除成
纤维细胞后，用含１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液稀释至所需
的细胞密度，接种到９６孔培养板（细胞密度５×１０４／ｍｌ，）或６
孔培养板（细胞密度３×１０５／ｍｌ）中，于３７℃，ＣＯ２孵箱中培养。
待细胞融合贴满瓶底，且有节律同步搏动时，然后进行分组和

给药实验。

１．２．２　珠子参总皂苷对新生大鼠心肌细胞的实验　　为了考
查珠子参总皂苷对新生大鼠心肌细胞活性是否存在潜在的影

响，我们先进行珠子参总皂苷对新生大鼠心肌细胞活力的潜在

影响测试。取在９６孔板中培养的原代心肌细胞，贴壁后，分别
加入不同浓度（０、２５、５０、１００、２５０、５００、１０００μｇ／ｍｌ）珠子参总
皂苷，孵育２４ｈ，测定细胞活力。具体方法：孵育完毕后，向各
孔细胞中加入２０μｌＭＴＴ（５ｇ／Ｌ），继续培养４ｈ，弃去培养液，
加入１５０μｌＤＭＳＯ溶液，振荡１０ｍｉｎ，然后用酶标仪测定波长
５７０ｎｍ的光密度值Ｄ（５７０），按下式求得心肌细胞的存活率：存
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活率＝［各组细胞Ｄ（５７０）／正常组细胞Ｄ（５７０）］×１００％。
１．２．３　Ｈ２Ｏ２对新生大鼠心肌细胞氧化损伤浓度的确定　　
取在９６孔板中培养的原代心肌细胞，加入不同浓度 Ｈ２Ｏ２（０、
２００、４００、６００、８００μｍｏｌ／Ｌ），空白对照组只加入培养基，作用
２ｈ，然后测定心肌细胞活力，检测方法同１．２．２。Ｈ２Ｏ２的 ＩＣ５０
值为细胞活力为５０％时Ｈ２Ｏ２的浓度，以下进行实验时Ｈ２Ｏ２致
氧化应激损伤模型按照此浓度进行。

１．２．４　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２致氧化损伤的实验
１．２．４．１　实验分组　　接种于９６或６孔培养板中的心肌细
胞采用完全随机设计分组法分为正常组、模型组、珠子参总皂

苷低和高剂量组；模型组和珠子参总皂苷治疗组先用１．２．３实
验确定的Ｈ２Ｏ２浓度作用２ｈ，更换培养液后，珠子参总皂苷低、
高剂量组分别加入１００、２００μｇ／ｍｌ珠子参总皂苷，孵育２４ｈ，然
后进行相应的实验。

１．２．４．２　珠子参总皂苷对 Ｈ２Ｏ２所致心肌细胞损伤细胞形态
和搏动频率的影响　　将上述接种在６孔培养板中的各组心
肌细胞经过相应处理后，于显微镜下观察心肌细胞的形态及自

发搏动性。并计数各组心肌细胞搏动的频率和节律。

１．２．４．３　心肌细胞存活率　　接种于９６孔培养板中的各组
心肌细胞经过相应处理后，进行细胞活力测定，检测方法同

１２２。
１．２．４．４　生化指标的测定　　按照试剂盒说明书，测定心肌
细胞培养液中ＬＤＨ、ＣＫ和ＭＤＡ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ、ＳＯＤ的水平。
１．２．４．５　ＤＣＦＨＤＡ染色法检测细胞内ＲＯＳ量　　各组心肌细
胞经过相应处理后，用０．０２％ＥＤＴＡ消化细胞，用无血清培养基
重悬，终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ３７℃孵育１ｈ，用ＰＢＳ清洗
２遍，每个样品收集１×１０４细胞进行流式细胞仪检测。
１．２．４．６　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测凋亡细胞形态　　将处理过的细
胞用０．１２５％胰蛋白酶消化后收集，用３７℃的 ＰＢＳ冲洗２４孔
板２次，加入１ｍｌ的４％多聚甲醛于４℃固定１０ｍｉｎ，自然晾
干，每孔加入终浓度为１０ｍｇ／Ｌ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染液１００μｌ，
室温避光染色１０ｍｉｎ，水冲净晾干，激发光波长４５０ｎｍ，发射光
波长４９０ｎｍ。荧光显微镜下观察凋亡细胞形态学变化。
１．２．４．７　流式细胞仪检测细胞凋亡　　各组心肌细胞经过相应
处理后，用０．０２％ ＥＤＴＡ消化细胞，制备细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心７ｍｉｎ，弃上清液，ＰＢＳ洗涤，收集细胞；用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
试剂盒中ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ悬浮细胞，调节细胞浓度为１×１０６／ｍｌ，
取１００μｌ上述细胞，分别加入 ＰＩ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，混匀后室
温避光１５ｍｉｎ后，用流式细胞仪检测细胞凋亡。
１．２．４．８　实时定量 ＰＣＲ检测　　用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取心肌细胞
总ＲＮＡ，将提取的ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ；在反应管中加入ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （２×）１２．５μｌ，ＰＣＲ正义引物 １μｌ，ＰＣＲ反
义引物 １μｌ，ＤＮＡ模板２μｌ，灭菌蒸馏水８．５μｌ，最终反应体系
为２５μｌ。放入实时定量 ＰＣＲ扩增仪中按９５℃预变性３０ｓ、
９５℃ 变性５ｓ、退火３０ｓ、７２℃延伸２０ｓ条件扩增４０次。利用
ＰＣＲ仪绘出扩增曲线，进行结果分析。
１．２．４．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｎｒｆ２蛋白水平　　按照细胞质核
蛋白提取试剂盒说明，提取心肌细胞质蛋白和核蛋白，进行蛋

白定量后，加样品缓冲液煮沸５ｍｉｎ，各取２０μｌ加样；１０％聚丙
烯酰胺凝胶，在１２０Ｖ、２８ｍＡ条件下电泳１．５ｈ；１００ｍＡ条件
下ＰＶＤＦ膜转膜３ｈ；５％脱脂牛奶封闭，滴加Ｎｒｆ２一抗（１∶５０），

４℃过夜；用含０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的 ＴＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，再加
二抗（１∶５００）室温下孵育２ｈ，用０．１％ ＴＢＳＴ冲洗１５ｍｉｎ×３
次，ＥＣＬ发光检测，Ｘ线片显影，扫描图像，测得各条带的灰度
值，以βａｃｔｉｎ为内对照标准化后，比较其表达量的变化。

１．３　统计学分析
　　每项实验至少重复３次，所有实验结果的数据以 珋ｘ±ｓ表
示，所有数据分析在ＳＰＳＳ１３．０统计软件上进行单因素方差分
析及ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　珠子参总皂苷对新生大鼠心肌细胞活性的影响
　　通过用ＭＴＴ法进行珠子参总皂苷对新生大鼠心肌细胞活
性分析，我们发现在珠子参总皂苷在２５～１０００μｇ／ｍｌ浓度范
围内孵育２４ｈ，对新生大鼠心肌细胞没有明显的细胞毒性，相
反，珠子参总皂苷还可以提高心肌细胞细胞活力近４０％，与空
白组（珠子参总皂苷０μｇ／ｍｌ）比较具有显著性差异（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白组（珠子参总皂苷０μｇ／ｍｌ）比较
图１　不同浓度珠子参总皂苷对新生大鼠心肌细胞活性的影响

２．２　Ｈ２Ｏ２对新生大鼠心肌细胞活性的影响
　　Ｈ２Ｏ２（２００μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞２ｈ后，细胞大部分存活，活力

为９４．１２％，随着Ｈ２Ｏ２剂量的升高（４００μｍｏｌ／Ｌ和６００μｍｏｌ／Ｌ），
细胞活力显著下降，分别为 ７０．４８％和 ４３．６３％，至处理浓度
８００μｍｏｌ／Ｌ时，细胞大部分死亡，细胞活力仅为２１．１７％。Ｈ２Ｏ２
的半数致死浓度（ＩＣ５０值）约为５００μｍｏｌ／Ｌ。

２．３　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致心肌细胞损伤细胞形
态和搏动频率的影响

　　新生大鼠心肌细胞在经过 Ｈ２Ｏ２损伤后，模型组心肌细胞
质空泡形成，细胞伪足收缩或消失，折光率下降，异形心肌细胞

数目增加并有大量细胞脱落、悬浮、溶解坏死；用珠子参总皂苷

处理后可见少量的心肌细胞伪足回缩，细胞脱落、悬浮和溶解

坏死现象，但损伤程度较模型组显著减轻，且死亡细胞明显减少

（图２）；通过进行细胞搏动频率分析，我们发现正常组心肌细胞
搏动频率为（９６．４±３．５）／ｍｉｎ，用Ｈ２Ｏ２损伤后，模型组心肌细胞
的搏动频率降至（２４．３±６．２）／ｍｉｎ，与正常组比较具有显著性差
异（Ｐ＜０．０１）；用珠子参总皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理后细胞搏
动频率分别恢复为（６９．４±４．９）、（７５．７±５．９）次／ｍｉｎ，与模型组
比较具有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：珠子参总皂苷低剂量组；Ｄ：珠子参总皂苷
高剂量组

图２　显微镜观察珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致各组新生大鼠心肌细胞
损伤细胞形态的变化

２．４　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致新生大鼠心肌细胞损
伤细胞活性的影响

　　模型组心肌细胞经Ｈ２Ｏ２损伤后细胞活性明显下降（０．４３±
００６），与正常组（０．８８±０．０９）比较有显著性差异（Ｐ＜００１）；
用珠子参总皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理后，受Ｈ２Ｏ２损伤的心肌
细胞活性变为（０．６６±０．０５）和（０．７０±０．０７），分别提高了
４９７％和５９．１％，与模型组比较具有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。

２．５　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致新生大鼠心肌细胞氧
化应激损伤的影响

　　与正常对照组相比，模型组心肌细胞培养液中 ＭＤＡ含量
显著升高，ＬＤＨ和 ＣＫ活性明显增强（Ｐ＜０．０１），而 ＧＳＨＰｘ、
ＣＡＴ和ＳＯＤ活性明显降低（Ｐ＜０．０１），实验结果显示心肌细胞
在用Ｈ２Ｏ致氧化应激后，对心肌细胞造成了损伤；用珠子参总
皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理后可使培养液中ＭＤＡ含量和ＬＤＨ、
ＣＫ活性显著降低，ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ和ＳＯＤ活性明显升高，与模型
组比较具有显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。其中以珠子参
总皂苷高剂量更为显著（表２）。

表２　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致各组新生大鼠心肌细胞氧化应激
损伤的影响（μｍｏｌ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＤＨ ＣＫ ＭＤＡ ＧＳＨＰｘ ＣＡＴ ＳＯＤ

正常组 ３１．６８±４．７８ １１．５７±３．１８ １０．８５±２．７６ ７５．１１±５．４２ １９．８８±１．５４ ９８．５１±３．４９

模型组 ５４．９９±５．０１ａ３９．１９±４．５５ａ２６．９１±３．１７ａ４９．３４±４．５４ａ ９．２７±２．５３ａ６８．８３±４．０７ａ

珠子参总皂苷组

　低剂量 ４３．９３±４．６６ｂ３０．５２±２．１７ｂ１７．２６±１．８３ｃ５９．２６±３．４１ｂ１４．５８±２．１８ｂ７８．４４±４．５１ｂ

　高剂量 ４０．５３±３．０４ｃ２３．３４±３．４４ｃ１５．８２±２．６６ｃ６３．１０±３．０１ｃ１６．１０±３．３５ｂ８２．７１±３．３７ｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．６　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致新生大鼠心肌细胞氧
化应激损伤细胞内ＲＯＳ的影响

　　新生大鼠心肌细胞经Ｈ２Ｏ２处理后，模型组细胞内的ＲＯＳ

急剧增加［荧光强度为（５８．８３±４．０７）］，与正常组［荧光强度
为（１３．９７±３．３１）］比较，具有显著性差异（Ｐ＜０．０１）；用珠子
参总皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理后，荧光强度分别降为（３２．７９±
２．６２）和（２９．６３±２．８８），与模型组比较具有显著性差异
（Ｐ＜０．０１）。

２．７　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致新生大鼠心肌细胞氧
化应激损伤细胞凋亡形态的影响

　　各组心肌细胞经过相应处理，经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色之后，
于荧光显微镜下观察，正常组细胞核为染色均匀，形状规则的

椭圆形核；模型组细胞核呈现凋亡细胞典型的核固缩浓染，染

色质边缘化，并可见 ＤＮＡ在核小体间断裂，形成凋亡体；用珠
子参总皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理后凋亡细胞数量少于模型
组，大部分细胞染色质呈弥漫均匀低强度荧光，核固缩细胞数

目显著减少，染色质边聚和核碎片减少，大多数细胞核形态趋

于正常（图３）。
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Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：珠子参总皂苷低剂量组；Ｄ：珠子参总皂苷
高剂量组

图３　荧光显微镜观察珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致各组新生大鼠心肌
细胞氧化应激损伤凋亡细胞形态变化　（↑：凋亡体）

２．８　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致新生大鼠心肌细胞凋
亡的影响

　　正常组心肌细胞凋亡率小于５％，说明正常组心肌细胞也
有少量细胞发生凋亡。模型组细胞凋亡率（３５．４９±４１８）％，
明显高于正常组（Ｐ＜０．０１）；珠子参总皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）处
理后细胞凋亡率分别为（２７．３９±３．４９）％和（１９４７±４．６８）％，
与模型组比较具有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。

２．９　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致心肌细胞氧化应激损
伤心肌细胞ＳＯＤ、ＧＰＸ１和ＣＡＴ基因表达的影响

　　与正常组相比，模型组心肌细胞中 ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＳＯＤ３、
ＧＰＸ１和ＣＡＴｍＲＮＡ表达明显下降（Ｐ＜０．０１）；珠子参总皂苷
（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理后可使 Ｈ２Ｏ２所致心肌细胞氧化应激损
伤心肌细胞中ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＳＯＤ３、ＧＰＸ１和 ＣＡＴｍＲＮＡ水平改
善，与模型组比较具有显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而且
其改善作用随剂量的增加而增强（图４，表３）。
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１：ＳＯＤ１；２：ＳＯＤ２；３：ＳＯＤ３；４：ＧＰＸ１；５：ＣＡＴ；６：ＧＡＰＤＨ；Ｍ：标准
图４　珠子参总皂苷１００、２００μｇ／ｍｌ处理后ＳＯＤ、ＧＰＸ１、ＣＡＴ的电泳结果

表３　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致各组新生大鼠心肌细胞氧化应激损伤
心肌细胞ＳＯＤ、ＧＰＸ１和ＣＡＴ基因表达的影响（μｍｏｌ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 ＳＯＤ１ ＳＯＤ２ ＳＯＤ３ ＧＰＸ１ ＣＡＴ
正常组 １．１８±０．０７ １．４０±０．０７ １．２７±０．０６ ０．９６±０．０７ １．３９±０．０５
模型组 ０．７９±０．０７ａ０．９７±０．０６ａ０．８７±０．０３ａ０．６８±０．０６ａ１．０３±０．０５ａ

珠子参总皂苷组

　低剂量 ０．９４±０．０６ｂ１．１７±０．０５ｃ０．９８±０．０６ｂ０．８６±０．０５ｃ１．１６±０．０６ｂ

　高剂量 １．０３±０．０６ｃ１．２４±０．０７ｃ１．１１±０．０８ｃ０．８９±０．０４ｃ１．２２±０．０５ｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．１０　珠子参总皂苷对 Ｈ２Ｏ２所致心肌细胞氧化应激
损伤心肌细胞Ｎｒｆ２蛋白表达的影响

　　由图５可知，实验各组心肌细胞质中Ｎｒｆ２蛋白表达水平无
明显差别（Ｐ＞０．０５）。在细胞核中可见正常组细胞核中 Ｎｒｆ２
表达较少，模型组胞核中 Ｎｒｆ２表达较正常组有所增加，但没有
统计学差异（Ｐ＞０．０５）；珠子参总皂苷（１００、２００μｇ／ｍｌ）处理后
可使细胞核中Ｎｒｆ２蛋白表达水平升高，与模型组比较具有显著
性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），其中以珠子参总皂苷高剂量更为
显著。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果
１：正常组；２：模型组；３：珠子参总皂苷低剂量组；４：珠子参总皂苷
高剂量组

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较
图５　珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２所致各组新生大鼠心肌细胞氧化

应激损伤心肌细胞Ｎｒｆ２蛋白表达的影响

３　讨论

　　当前心血管疾病已成为除脑血管疾病及恶性肿瘤
以外的人类三大死亡原因之一，积极开展对缺血性心

肌损伤的防治及深入研究，一直以来是医学领域关注

的重点。而细胞水平进行心肌保护研究已成为近年来

的热点，其最大优点在于排除了在体心脏研究中神经

因素和体液因素的影响［７］。因此，本实验选取了体外

培养的新生大鼠心肌细胞作为观察对象，研究珠子参

总皂苷处理对 Ｈ２Ｏ２所致心肌细胞氧化应激损伤的保
护作用。

　　珠子参具有较广泛的药理作用，对消化系统、中枢
神经系统、心脑血管系统、免疫系统等具有广泛的药理

作用［８］。我们前期研究［６］发现珠子参总皂苷对心脑

缺血性损伤具有较好的保护作用，并初步证实了抗氧

化损伤可能是其作用机制之一。本实验将在此基础上

进一步证实其对心肌缺血性损伤的保护作用及抗氧化

的作用机制。本实验结果表明，珠子参总皂苷对Ｈ２Ｏ２
所致心肌细胞氧化应激损伤具有显著地改善作用，能

有效提高氧化应激损伤的心肌细胞活性，恢复细胞搏

动频率；在受损的心肌细胞形态学分析中，我们发现珠

子参总皂苷能显著改善心肌细胞折光率，减少质空泡

形成，抑制细胞脱落、悬浮、溶解坏死的发生，显示出了

对Ｈ２Ｏ２所致心肌细胞氧化应激损伤较好的保护作用。
　　近年来，随着对活性氧族（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ：Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２、ＯＨ·、ＮＯ及 ＯＮＯＯ

－等）研究的深

入，证实了ＲＯＳ的大量堆积及脂质过氧化是导致心肌
细胞氧化应激损伤的重要机制之一。研究［９］表明，在

正常情况下，细胞内氧自由基的产生和清除是平衡的，

但是在氧化应激情况下，大量产生ＲＯＳ可破坏线粒体
膜和细胞膜的完整性，使心肌细胞膜的通透性增加，导

致细胞内酶ＬＤＨ、ＣＫ等酶的大量释放。因此，ＲＯＳ损
伤被认为是引起心肌细胞氧化损伤的主要机制。我们

在进行心肌细胞培养液的生化分析和细胞内 ＲＯＳ含
量检测中，发现模型组心肌细胞心肌酶和氧化还原系

统受到明显破坏，提示 Ｈ２Ｏ２诱发了心肌细胞氧化损
伤，实验结果与文献［１０］报道一致。
　　通常情况下，内源性抗氧化物酶（如 ＳＯＤ、ＣＡＴ和
ＧＳＨＰｘ等）是防止氧化应激产生的心肌损伤的第一
道防线，这些内源性的抗氧化物酶通过清除过量的

ＲＯＳ使机体处于平衡状态［１１］。而产生这一生物体抗

氧化应激的防御机制主要是通过抗氧化反应元件（ａｎ
ｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）。ＡＲＥ是许多抗氧化
基因上游中的顺式作用增强元件。近年研究证实
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Ｎｒｆ２通过介导ＡＲＥ参与调节编码抗氧化蛋白，被称为
机体内一个重要的保护性转录分子。在正常情况下，

Ｎｒｆ２与Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋白１（Ｋｅａｐ１）耦联，
并与肌动蛋白细胞骨架结合锚定于质；当受到ＲＯＳ或
其他亲核剂信号攻击后，Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１解耦联后被激
活转位进入细胞核中，与Ｍａｆ蛋白结合成异二聚体，异
二聚体与基因中的 ＡＲＥ结合后激活了Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号
通路以及其下游的抗氧化蛋白，发挥细胞保护作

用［１２］。本研究中，我们检测了心肌细胞质内和核 Ｎｒｆ２
蛋白表达情况，结果表明珠子参总皂苷能够诱导 Ｎｒｆ２
由质转入核内，从而促进了相关抗氧化基因的转录。

　　在机体内源性抗氧化体系中，ＳＯＤ／ＧＰＸ／ＣＡＴ反
应系统是其中最主要的一组抗氧化酶体系，它们分工

合作共同抵御机体在受到外源或内生的氧化应激损

伤。其中３种亚型ＳＯＤ（ＳＯＤ１～ＳＯＤ３）负责将活性氧
转换成Ｈ２Ｏ２，然后ＧＰＸ和ＣＡＴ将Ｈ２Ｏ２解离成水

［１３］。

研究表明，上调ＳＯＤ基因的表达将增强机体清除氧自
由基的能力，或缺失 ＣＡＴ、ＧＰＸ１将会导致严重的氧化
损伤［１２］。本实验通过心肌细胞培养液中 ＳＯＤ、ＭＤＡ、
ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ水平及细胞内ＲＯＳ含量和ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、
ＳＯＤ３、ＣＡＴ、ＧＰＸ１基因表达进行了分析，发现 Ｈ２Ｏ２致
心肌细胞氧化应激损伤心肌细胞时，模型组细胞培养

液中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ水平和胞内 ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、
ＳＯＤ３、ＣＡＴ和 ＧＰＸ１基因表达显著下降，ＲＯＳ含量显
著升高，而珠子参总皂苷能够明显逆转上述变化，实验

结果提示珠子参总皂苷可能通过促进 ＳＯＤ／ＧＰＸ／ＣＡＴ
反应系统基因的表达，从而增强脑细胞对Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２的
转化能力，从而拮抗Ｈ２Ｏ２致心肌细胞氧化应激损伤。
　　为了进一步证实珠子参总皂苷对 Ｈ２Ｏ２致心肌细
胞氧化应激损伤的保护作用，我们还分别检测了培养

液中ＬＤＨ、ＣＫ水平和细胞凋亡分析。ＬＤＨ、ＣＫ是心
肌细胞胞质中特异性酶。由于心肌缺血损伤使心肌细

胞膜通透性增加，心肌细胞内的一些重要酶如 ＬＤＨ、
ＣＫ等大量的外漏，因此测定 ＬＤＨ、ＣＫ外漏的程度可
间接反映心肌细胞的受损程度；而凋亡的检测则更直

接反映了心肌细胞当前的状况［１４］。本实验结果显示：

与模型组比较，珠子参总皂苷处理后可使心肌细胞培

养液中ＬＤＨ、ＣＫ水平明显下降，使心肌细胞凋亡数量
明显减少，同时可使细胞形态恢复或趋于正常。这说

明珠子参总皂苷处理具有抗心肌细胞氧化应激损伤的

保护作用。

　　综上所述，我们的研究表明珠子参总皂苷能够通

过诱导 Ｎｒｆ２核移位，来促进抗氧化基因的转录，促进
抗氧化酶体系的表达增强，进而抑制Ｈ２Ｏ２致心肌细胞
氧化应激损伤中 ＲＯＳ增加，起到抗 Ｈ２Ｏ２诱导心肌细
胞损伤作用。
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