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橘络黄酮对急性缺氧肠平滑肌细胞的保护作用

刘景君１，王晓明１，沈成凤２，邓炳楠１，陈德美３，蒲玲玲１，刘伟丽１，陈照立１，王新兴１　　３０００５０，天津，军事科
学院军事医学研究院环境医学与作业医学研究所１；３０００１１天津，天津市疾病预防控制中心２；３００２２０天津，第９８３医院
第一派驻门诊部３

　　［摘要］　目的　探讨橘络黄酮急性缺氧肠平滑肌细胞的保护作用及其线粒体机制。方法　人肠
道平滑肌细胞（ｈｕｍａｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＨＩＳＭＣｓ）分为对照组、缺氧１组（１％Ｏ２，５％ＣＯ２，
９４％Ｎ２）。缺氧２组（３％Ｏ２，５％ＣＯ２，９２％Ｎ２）和缺氧３组（５％Ｏ２，５％ＣＯ２，９０％Ｎ２）。在研究不同
缺氧时间对细胞影响过程中，ＨＩＳＭＣｓ分为对照组、３ｈ缺氧组（１％Ｏ２，３ｈ）、６ｈ缺氧组（１％Ｏ２，６ｈ）
和９ｈ缺氧组（１％Ｏ２，９ｈ）；给予缺氧ＨＩＳＭＣｓ（１％Ｏ２预处理）不同浓度的橘络黄酮（３００、６００μｇ／ｍＬ）
干预６ｈ；在研究ＴＲ３功能实验中，ＨＩＳＭＣｓ分为正常对照组、缺氧组（１％Ｏ２）、缺氧细胞橘络酮干预组
（１％Ｏ２，６００μｇ／ｍＬ橘络酮）、缺氧细胞橘络酮干预ＴＲ３高表达组（１％Ｏ２，６００μｇ／ｍＬ橘络酮，ＴＲ３高表
达）。流式细胞仪检测肠平滑肌细胞线粒体膜电位和凋亡率；分别采用 ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ和 ＡｃＩＥＴＤｐＮＡ
显色法检测ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８酶活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测缺氧细胞中ＴＲ３的总含量和线粒体中
ＴＲ３含量。结果　急性缺氧导致肠平滑肌细胞线粒体膜电位显著下降、ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８酶活性均
显著升高、细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０５）。橘络黄酮干预后可显著提高缺氧肠平滑肌细胞线粒体膜电
位水平并有效抑制线粒体凋亡通路的活化（Ｐ＜０．０５）。橘络黄酮抑制细胞内 ＴＲ３向线粒体移位，ＴＲ３
过表达可逆转橘络黄酮对缺氧细胞的保护作用（Ｐ＜０．０５）。结论　橘络黄酮可通过调控缺氧细胞内
ＴＲ３的线粒体移位，继而保护肠平滑肌细胞免受缺氧损伤。
　　［关键词］　橘络黄酮；缺氧；肠平滑肌细胞；线粒体；凋亡
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　　我国是世界上高原地区面积最大、海拔最高、居住
人口最多的国家。高原低氧容易导致肠道蠕动减弱、

直肠肌肉无力、消化功能受损，对高原地区的经济、军

事等方面带来不利影响。柑橘橘络富含柑橘多糖和黄

酮，前期研究显示［１］，橘络提取物能够改善小鼠的肠

道功能，一般认为可能与橘络提取物中的大分子多糖

有关。而橘络中同时含有大量的黄酮类物质，已经证

实黄酮类物质具有抗氧化、抗血栓、抗肿瘤、抗菌消炎、

抗病毒和排毒、体能代谢等具有多方位的调节作

用［２－４］。然而橘络黄酮对缺氧机体肠道功能的调控未

见报道，本研究主要探讨橘络黄酮提取物对缺氧肠道

平滑肌细胞（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＩＳＭＣｓ）的
保护作用，初步探讨橘络黄酮提取物保护缺氧肠道平

滑肌细胞的线粒体机制，为开发食源性抗缺氧物质提

供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验仪器与试剂
　　流式细胞仪：ＡｔｔｕｎｅＮｘＴ流式细胞仪，美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏｆｉｓｈｅｒ公司。ＴＲ３抗体和细胞色素 ｃ氧化酶Ⅳ
（ＣｏｘⅣ）抗体购自美国 ａｂｃａｍ公司，ＪＣ１线粒体膜电
位检测试剂盒购自北京雷根生物技术公司，Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒和 Ｃａｓｐａｓｅ３／８活性检测
试剂盒购自上海碧云天生物技术公司，二抗购自天津

三箭生物技术公司，βａｃｔｉｎ抗体购自美国 ｓａｎｔａｃｒｕｚ
公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ凋亡试剂盒购于 ＢＥＮＤＥＲ公司；
ＲＰＭＩ１６４０培养液、蛋白浓度测定试剂盒、胰蛋白酶购
于杭州四季青生物材料研究所；胎牛血清购自 ＧＩＢＣＯ
公司；细胞培养瓶、细胞培养皿、９６孔及６孔培养板购
于Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。

１．２　细胞培养与实验设计和分组
　　人肠道平滑肌细胞（ｈｕｍａｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓ
ｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＨＩＳＭＣｓ）购自Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司（Ｃａｔ２９１０），在平
滑肌细胞培养基（美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司，Ｃａｔ１１０１）中培
养，辅以１０％胎牛血清（ＣＡＴ００１０，ＣＩＳＣＥＮＥＬＬ公司，
美国），１％平滑肌细胞生长补充剂（Ｃａｔ００１０，Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ
公司），和１％青霉素／链霉素溶液（ＣＡＴ０５０３，ＣＩＳＣＥＮＥＬＬ
公司，美国）。正常组细胞培养在９５％空气和５％二氧
化碳的３７℃细胞培养箱中。缺氧组细胞分别培养在
（１％Ｏ２、５％ＣＯ２、９４％Ｎ２）、（３％Ｏ２、５％ＣＯ２、９２％Ｎ２）、
（５％Ｏ２、５％ＣＯ２、９０％Ｎ２）环境 ６ｈ。在研究缺氧时间
对细胞影响的实验中，缺氧组（１％Ｏ２、５％ＣＯ２、９４％
Ｎ２）细胞在３７℃细胞培养箱中不同时间（０、３、６、９ｈ）。
总黄酮提取物干预细胞的浓度分别为３００μｇ／ｍＬ和６００
μｇ／ｍＬ干预６ｈ。过表达 ＴＲ３拮抗橘络黄酮对缺氧
ＨＩＳＭＣｓ细胞的保护作用部分，细胞分为对照组、缺氧
组（１％Ｏ２）、缺氧＋橘络酮干预组（１％Ｏ２＋６００μｇ／ｍＬ
橘络酮）、缺氧＋橘络酮干预＋ＴＲ３高表达组（１％Ｏ２＋

６００μｇ／ｍＬ橘络酮＋ＴＲ３高表达）［５］。
１．３　实验方法
１．３．１　橘络黄酮类物质的提取与定量　　按照文献
［６－７］方法，以１∶６０投料比，加入８０％的乙醇，超声萃
取仪超声１．５ｈ后过滤，共 ３次。滤液经旋转蒸发仪
蒸发浓缩得其浸膏，采用紫外分光光度计法测定总黄

酮含量为 ２３％。黄酮粗提物倒入装有大孔树脂的玻
璃层析柱中，浸泡１２ｈ后，用６０％乙醇进行洗脱，收集
洗脱液，旋转蒸发仪进行旋蒸。以芦丁含量 ｘ（ｍｇ）为
横坐标，以吸光值ｙＤ（５１０）为纵坐标，绘制标准曲线。
样品中黄酮含量的测定依照标准曲线进行定量，测得

总黄酮含量为５２％。
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１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＲ３的表达　　用胰酶消化
收集细胞后，差速离心法提取细胞线粒体［８］。分别在全

细胞和线粒体中加入 ＲＩＰＡ裂解液冰上处理后，离心，
收集上清，－８０℃保存备用。采用ＢＣＡ法检测蛋白总量
后，取适量进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后进行转膜，脱脂奶
粉封闭１ｈ后，孵育相应的一、二抗体进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
检测，观察ＴＲ３在细胞内和线粒体内的表达。
１．３．３　线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎ
ｔｉａｌ）检测　　细胞线粒体膜电位检测采用流式细胞仪
检测，使用ＪＣ１线粒体膜电位检测试剂盒，细胞按照
试剂盒说明书进行处理后上机检测。

１．３．４　ｃａｓｐａｓｅ活性和细胞凋亡率检测　　采用上海
碧云天生物技术公司生产的ｃａｓｐａｓｅ活性检测试剂盒检
测细胞中ｃａｓｐａｓｅ活性。各组细胞收集后用ＰＢＳ缓冲液
洗３次后，裂解，离心后上清用 ＢＣＡ法定量蛋白浓度，
然后按照试剂盒说明书进行活性检测。细胞凋亡检测

采用上海碧云天生物技术公司生产的ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
细胞凋亡检测试剂盒和流式细胞仪检测。细胞消化后

按照产品说明书进行细胞的处理并上机检测。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２３．０统计软件分析，计量资料数据结果

以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验，两组以上的组间差
异采用单因素方差分析进行检验，然后采用 ＴＵＫＥＹ
ＨＳＤ检验进行两两比较，分析数据差异显著性。

２　结果

２．１　缺氧对ＨＩＳＭＣｓ线粒体凋亡通路的影响
　　分别给予 ＨＩＳＭＣｓ５％Ｏ２、３％Ｏ２、１％Ｏ２缺氧条件
培养６ｈ后，ＨＩＳＭＣｓ的线粒体膜电位水平逐渐下降
（图１Ａ），细胞内的 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ８的酶活性逐
渐升高（图 １Ｂ），与此同时细胞的凋亡率也逐渐升高
（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。给予ＨＩＳＭＣｓ１％Ｏ２干预不同时间
（３、６、９ｈ），结果也显示随着缺氧时间的延长，ＨＩＳＭＣｓ
线粒体凋亡通路活化水平逐渐增加，并呈现显著的剂

量效应关系（图１ＤＦ）。
２．２　橘络黄酮对缺氧ＨＩＳＭＣｓ的保护作用
　　为了探讨橘络黄酮对缺氧ＨＩＳＭＣｓ的保护作用，给予
１％Ｏ２处理ＨＩＳＭＣｓ不同浓度的橘络黄酮（３００μｇ／ｍＬ、
６００μｇ／ｍＬ）干预６ｈ，结果显示橘络黄酮可显著抑制
缺氧所致的ＨＩＳＭＣｓ线粒体膜电位下降（图２Ａ），阻断
缺氧所致的 ｃａｓｐａｓｅ３／８活化（图２Ｂ），降低缺氧所致
ＨＩＳＭＣｓ的凋亡水平（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。
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图１　缺氧导致ＨＩＳＭＣｓ细胞线粒体凋亡通路启动　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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２．３　缺氧导致ＨＩＳＭＣｓ中ＴＲ３向线粒体聚集
　　线粒体 ＴＲ３水平的升高是多种因素导致细胞线
粒体凋亡通路启动的重要途径之一。本研究为了探讨

缺氧启动线粒体凋亡通路的机制，检测了缺氧ＨＩＳＭＣｓ
中ＴＲ３表达水平及其在线粒体中含量的变化规律，结
果显示缺氧导致细胞线粒体 ＴＲ３含量显著增加（Ｐ＜
０．０５，图３）。这说明 ＴＲ３的线粒体移位可能是缺氧
所致ＨＩＳＭＣｓ凋亡的关键。
２．４　橘络黄酮抑制缺氧 ＨＩＳＭＣｓ中的 ＴＲ３向线粒体

聚集

　　橘络黄酮干预６ｈ后，缺氧ＨＩＳＭＣｓ中线粒体ＴＲ３
含量较单纯缺氧组细胞线粒体中显著下降（Ｐ＜０．０５），

提示橘络黄酮可能通过调控 ＴＲ３的线粒体聚集发挥
其细胞保护作用（图４）。
２．５　过表达 ＴＲ３拮抗橘络黄酮对缺氧 ＨＩＳＭＣｓ的保

护作用

　　为了进一步探讨 ＴＲ３在橘络黄酮保护缺氧
ＨＩＳＭＣｓ线粒体功能过程中的作用，采用ＴＲ３过表达载
体在ＨＩＳＭＣｓ中过表达ＴＲ３（图５Ａ）。结果显示，过表达
ＴＲ３可显著抑制橘络黄酮（６００μｇ／ｍＬ）对缺氧ＨＩＳＭＣｓ
线粒体膜电位的保护作用（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ），拮抗橘络黄
酮对ｃａｓｐａｓｅ３／８活性的调控作用（图５Ｄ），并逆转橘络
黄酮降低缺氧ＨＩＳＭＣｓ凋亡率的效应（图５Ｅ）。这提示
ＴＲ３是橘络黄酮保护缺氧ＨＩＳＭＣｓ的关键靶点。
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图２　橘络黄酮保护缺氧ＨＩＳＭＣｓ线粒体功能　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图３　缺氧诱导ＨＩＳＭＣｓ线粒体ＴＲ３含量增加　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图４　橘络黄酮抑制缺氧所致的ＨＩＳＭＣｓ线粒体ＴＲ３含量的增加　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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干预组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组（１％Ｏ２－，橘络酮－）比较

图５　过表达ＴＲ３拮抗橘络黄酮对缺氧ＨＩＳＭＣｓ细胞的保护作用　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　高原缺氧严重影响人员健康，降低军事作业能力［９］。

２０１８版的急性高原病（ａｃｕｔｅｍｏｕｎｔａｉｎｓｉｃｋｎｅｓｓ，ＡＭＳ）
最近诊断标准中，去除了睡眠障碍并突出了消化系统

症状的重要性［１０］。但是目前对于缺氧所致消化系统

障碍的研究较少。胃肠道的运动功能减弱被认为是高

原缺氧所致消化系统症状的重要原因之一，而正常的

平滑肌细胞功能是胃肠道运动能力的基础。因此，本

研究采用肠道平滑肌细胞系作为研究对象，探讨缺氧

对肠道平滑肌细胞影响作用及其机制。我们的研究结

果显示，缺氧可导致ＨＩＳＭＣｓ以线粒体凋亡通路启动为
特征的细胞凋亡，并具有明显的剂量效应关系（图１）。
我们的这一研究结果进一步证实了缺氧可能导致肠道

平滑肌细胞线粒体功能受损，继而影响肠道的运动功

能。细胞缺氧伴随着大量的自由基产生，天然黄酮类
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化合物被认为是一种极强的抗氧化剂，可有效清除体

内的氧自由基［１１］。橘络提取物含有大量的黄酮［１］，被

研究证实对肠道功能具有重要的调控作用，尽管这种

作用被认为与橘络提取物中的大分子多糖有关，但橘

络黄酮毫无疑问也发挥了重要作用，为了对橘络黄酮

与缺氧肠道运动相关细胞功能之间的关系进行深入研

究，我们采用了离体细胞学实验。结果显示，橘络黄酮

可有效保护 ＨＩＳＭＣｓ免受缺氧损伤的影响。这一研
究结果提供了橘络黄酮保护缺氧肠平滑肌细胞的直

接证据。

　　我们的研究结果同时显示，缺氧导致 ＴＲ３在线粒
体局部的聚集效应，并与线粒体凋亡通路的启动密切

相关。橘络黄酮可明显抑制缺氧ＨＩＳＭＣｓ中ＴＲ３向线
粒体的聚集。ＴＲ３是一种孤儿受体，属于核受体超家
族的成员之一［１２］。ＴＲ３作为一种重要的转录因子，能
够在表皮生长因子（ＥＧＦ）、神经生长因子（ＮＧＦ）等多
种生长因子或佛波脂、视黄醇、细胞内Ｃａ２＋超载等因素
诱导下，在细胞质内的表达迅速增加，并进入核内，调

节下游基因的表达，参与多种细胞生命活动［１３］。有研

究发现，在凋亡诱导剂作用下，人前列腺癌细胞（ＬＮＣａＰ）
等肿瘤细胞中 ＴＲ３并不在核内行使核转录因子的功
能，而是从细胞核输出并移位至线粒体膜，诱导细胞色

素ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ，Ｃｙｔｃ）的释放，导致细胞凋亡；阻抑
ＴＲ３的核输出，Ｃｔｙｃ不再从线粒体内释放，细胞凋亡
率也显著下降［１４］。这表明 ＴＲ３移位线粒体对细胞凋
亡的线粒体机制具有重要调控作用，其作用位点可能

在于调控线粒体外膜的通透性，进而导致 Ｃｔｙｃ的释
放。我们的前期研究也发现，应激条件下的心肌细胞

凋亡过程中，ＴＲ３由细胞核向线粒体转移，并启动相应
的凋亡通路。在本研究结果显示，细胞中过表达 ＴＲ３
可拮抗橘络黄酮对缺氧ＨＩＳＭＣｓ细胞的保护效应。这
些研究结果表明 ＴＲ３是橘络黄酮发挥缺氧保护效应
的一个重要靶点之一。缺氧条件下，肠道平滑肌细胞

ＴＲ３的线粒体移位导致线粒体功能障碍和细胞损伤可
能是肠道功能下降的重要原因。

　　综上，本研究提示橘络黄酮可抑制缺氧所致ＨＩＳＭＣｓ
凋亡。线粒体凋亡通路的启动是缺氧导致 ＨＩＳＭＣｓ凋
亡的重要原因之一，橘络黄酮可有效抑制缺氧所致的

线粒体膜电位下降所激发的下游 ｃａｓｐａｓｅ３／８酶活性
活化。核转录因子 ＴＲ３作为线粒体凋亡通路的重要
调控因子，通常在应激刺激下向线粒体聚集并启动线

粒体凋亡通路，本研究发现其在缺氧所致 ＨＩＳＭＣｓ凋

亡过程中也发挥了重要的作用。我们的研究结果显

示，橘络黄酮可抑制缺氧ＨＩＳＭＣｓ中ＴＲ３的线粒体移
位，并保护线粒体功能免受损伤，继而减少缺氧所致

的细胞凋亡，随后的 ＴＲ３过表达实验也进一步证实
了这一结论。本研究证实了橘络黄酮对缺氧细胞具

有保护作用，并揭示了一种黄酮类物质抑制细胞凋

亡的新途径。
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