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山茱萸莫罗苷经Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ通路抗Ｈ９ｃ２心肌细胞
氧化应激损伤研究
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（１．中国人民解放军联勤保障部队第九二八医院心血管内科，海南 海口 ５７０２０６； ２．海南医学院基础医学与
生命科学学院，海南 海口 ５７１１９９）

摘要：目的 探讨山茱萸莫罗苷经 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ信号通路抗 Ｈ９ｃ２心肌细胞氧化应激损伤作用。方法 体外培养 Ｈ９ｃ２细胞进行实验，阴
性对照组牗Ａ组牘加入无血清 ＤＭＥＭ培养基；阳性对照组牗Ｂ组牘加入终浓度为 ２００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２；莫罗苷低、中、高剂量组牗Ｃ１组、Ｃ２
组、Ｃ３组牘分别加入终质量浓度为２５，５０，１００μｇ／ｍＬ的山茱萸莫罗苷，同时给予终浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２，继续培养２４ｈ后，检测
Ｈ９ｃ２细胞增殖和凋亡情况，同时检测 Ｈ９ｃ２细胞中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）、丙二醛（ＭＤＡ）、活性氧
（ＲＯＳ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病 －２（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、细胞色素 ｃ（Ｃｙｔ－ｃ）和半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 ３
（Ｃａｓｐａｓｅ－３）水平。结果 与 Ａ组相比，Ｂ组和 Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组组 Ｈ９ｃ２细胞增殖率和 ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，Ｂｃｌ－２水平降低，Ｈ９ｃ２细胞凋亡
率和 ＲＯＳ，ＭＤＡ，Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ－３水平升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组相比，Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组 Ｈ９ｃ２细胞增殖率和
ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，Ｂｃｌ－２水平升高，Ｈ９ｃ２细胞凋亡率和ＲＯＳ，ＭＤＡ，Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ－３水平降低，Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组呈剂量依赖性，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论 山茱萸莫罗苷可通过 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ信号通路发挥Ｈ９ｃ２心肌细胞抗氧化和抗凋亡作用，可防护 Ｈ２Ｏ２诱
导的氧化应激损伤。
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氧化应激在心力衰竭、心肌缺血－再灌注损伤、心
肌病、动脉粥样硬化、房颤等多种心血管疾病的发病机

制中起着至关重要的作用犤１－２犦。氧化应激导致活性氧

（ＲＯＳ）的过量产生，是心血管疾病发生的重要因素犤３犦。

过量的ＲＯＳ不仅可导致心肌细胞氧化 －抗氧化平衡系

统失衡，且会导致细胞凋亡犤４－５犦。因此，减轻氧化应激

和／或直接干预凋亡途径的抑制可为治疗提供潜在的
分子靶标犤６犦。山茱萸是落叶小乔木山茱萸树上的红色果

肉，有非特异性免疫增强功能及抗氧化和抗炎作用犤７犦。山

茱萸提取物通过改善氧自由基的清除能力和抑制膜的

·实验研究·
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氧化损伤而对心肌细胞有明显的保护作用犤８犦。山茱萸莫

罗苷是山茱萸提取物的主要成分之一，是一种良好的

抗氧化剂犤９犦。本研究中考察了山茱萸莫罗苷通过调节Ｂ
细胞淋巴瘤 ／白血病－２（Ｂｃｌ－２）／Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白
（Ｂａｘ）信号通路发挥 Ｈ９ｃ２心肌细胞氧化应激损伤的防
护作用。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞
仪器：ＣＯ２培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＲｅｖｃｏ公司）；Ｓｕｎ

ｒｉｓｅ型全自动酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公司）；ＢＤ垂直电泳
仪、ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏ型流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

试药：山茱萸莫罗苷（上海医科大学天然药物化学

教研室，批号为１３１０３５，质量分数大于９８％）；３０％Ｈ２Ｏ２
（江苏凯基生物技术股份有限公司，批号为 ＫＧＦ００９）；
改良杜氏伊格尔培养基（ＤＭＥＭ，批号为Ｃ１１９６５５００ＢＴ）；
胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，批号为 ２５２０００５６）；四氮唑
（ＭＴＴ，美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，批号为Ｍ８１８０－１）；ＡＮＮＥＸ
ＩＮＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒（北京索莱宝科技有限
公司，批号为ＣＡ１０２０）；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘
肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）和丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒，均
购自南京建成生物工程研究所（批号分别为 Ａ００３－
１－２，Ａ００１－３－２，Ｅ００４－１－１）；２′，７′－二氯荧光黄双
乙 酸 盐 （ＤＣＦＨ－ＤＡ，美 国 Ｓｉｇｍａ公 司 ，批 号 为
ｍｌ０６３１６０）；蛋白抽提试剂盒（武汉博士德生物工程有
限公司，批号为 ＡＲ０１０３）；Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、细胞色素 ｃ
（Ｃｙｔ－ｃ）、半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 ３
（Ｃａｓｐａｓｅ－３）和 β－ａｃｔｉｎ抗体，均购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司（批号分别为 ＳＣ－５２４８，ＳＣ－３９３８１３，ＳＣ－５４８２，
ＳＣ－６２８４，ＳＣ－７５１８）；辣根过氧化物酶 ＨＲＰ标记亲和
纯化山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗（武汉艾美捷科技有限公司，
批号为Ｃ１３１３）。

细胞：Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞（中国科学院典型培养物
保藏委员会细胞库，批号为１３１０３５）。
１．２ 细胞培养和分组

用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基在 ３７℃及
５％ ＣＯ２条件下培养Ｈ９ｃ２细胞，选择对数生长期细胞进
行试验。分为阴性对照组（Ａ组）、阳性对照组（Ｂ组）、莫罗
苷低、中、高剂量组（Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组）。Ａ组加入无血清
ＤＭＥＭ培养基；Ｂ组加入终浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２；
Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组分别加入终质量浓度为２５，５０，１００μｇ／ｍＬ
的山茱萸莫罗苷，同时给予终浓度为 ２００μｍｏｌ／Ｌ的
Ｈ２Ｏ２，继续培养２４ｈ后进行相关检测犤１０－１１犦。

１．３ 检测细胞增殖率
以 ５×１０３／孔接种于 ９６孔板中（每孔 ２００μＬ），待

细胞融合后，按 １．２项下方法给予受试物干预 ２０ｈ，继
续培养 ２０ｈ，每孔加入 ＭＴＴ５０μＬ，继续培养 ４ｈ，轻轻

吸取上清液，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，每孔２００μＬ），室
温振荡 １０ｍｉｎ，采用酶标仪于 ４９２ｎｍ波长处测定吸光
度（ＯＤ值），计算细胞增殖率犤细胞增殖率＝（ＯＤ实验组 －
ＯＤ空白孔）／（ＯＤ阴性对照组 －ＯＤ空白孔）犦。
１．４ 检测细胞凋亡情况

以５×１０４／孔接种于６孔板内（每孔３ｍＬ），待细胞
融合后，按１．２项下方法给予受试物干预２４ｈ，转移至离
心管内离心，用磷酸盐缓冲液洗涤２次，加入膜联蛋白
Ｖ－ＦＩＴＣ和 ＰＩ，并将细胞在室温下避光孵育 １０ｍｉｎ，用
流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

１．５ 检测ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，ＭＤＡ和ＲＯＳ水平
以５×１０４／孔接种于６孔板内（每孔３ｍＬ），待细胞

融合后，按１．２项下方法给予受试物干预 ２４ｈ，收集细
胞，３０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃培养基，加入２ｍＬ磷酸盐缓
冲液，用细胞超声破碎仪处理 ３０ｓ，１２０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，收集上清液，按试剂盒说明书检测细胞中ＳＯＤ，
ＧＳＨＰｘ，ＭＤＡ活性；采用 ＤＣＦＨ－ＤＡ探针联合酶标仪
法检测细胞内 ＲＯＳ水平，按 １．２项下方法给予受试
物干预 ２４ｈ，弃培养基，分别加入 ＤＣＦＨ－ＤＡ牗每孔
１０μｍｏｌ／Ｌ），在３７℃下孵育６０ｍｉｎ，采用流式细胞仪检
测ＲＯＳ表达水平。
１．６ 检测Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ和Ｃａｓｐａｓｅ－３水平

以５×１０４／孔接种于６孔板内（每孔３ｍＬ），待细胞
融合后，按１．２项下方法给予受试物干预 ２４ｈ，收集细
胞，３０００ｇ离心 １０ｍｉｎ弃培养基，根据细胞量加入细
胞蛋白抽提液，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行电泳，每孔上样量为
２０μｇ，将印迹转移到聚偏氟乙烯膜上，用５％脱脂牛奶
在室温下封膜１ｈ，将膜与Ｂｃｌ－２（１∶２００）、Ｂａｘ（１∶５００）、
Ｃｙｔ－ｃ（１∶３００）、Ｃａｓｐａｓｅ－３（１∶２００）和β－ａｃｔｉｎ（１∶１０００）
抗体进行孵育，４℃过夜，将二抗（１∶５０００）在室温下孵
育 ３０ｍｉｎ。进行显色，采集图像，通过 ＩｍａｇｅＬａｂＴＭ软件
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）获取信号，并估计强度，以 β－ａｃｔｉｎ作为内
对照。

１．７ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ２３．０统计学软件分析。试验结果采用均

数±标准差（Ｘ±ｓ），用单因素方差分析进行判断，组间两
两比较用ＬＳＤ－ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对Ｈ９ｃ２细胞增殖和细胞凋亡的影响
与 Ａ组相比，Ｂ组和 Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组 Ｈ９ｃ２细胞

增殖率降低，Ｈ９ｃ２细胞凋亡率增加，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组相比，Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组 Ｈ９ｃ２细胞
增殖率增加，Ｈ９ｃ２细胞凋亡率降低，且呈剂量依赖性，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表１和图１。
２．２ 对ＲＯＳ水平的影响

与 Ａ组相比，Ｂ组、Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组 Ｈ９ｃ２细胞中

·实验研究·
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组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

细胞增殖率

１００．００±６．２８
５１．０７±７．１２ａ

６４．２８±１３．５０ａｂ

７６．２６±６．９３ａｂｃ

８４．７３±１１．２７ａｂｃｄ

细胞凋亡率

０．１２±０．０５
４．５９±０．６３ａ

３．５２±０．５１ａｂ

２．４１±０．４０ａｂｃ

１．５０±０．３７ａｂｃｄ

ＲＯＳ
３４．８９±５．２９
７９．２５±１０．８１ａ

６４．８２±７．０８ａｂ

５６．２７±８．２４ａｂｃ

４２．１８±５．６１ａｂｃｄ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

图１ 山茱萸莫罗苷对 Ｈ９ｃ２细胞凋亡的影响

３００

２４０

１８０

１２０

６０

０
１００ １０１ １０２ １０３ １０４

３００

２４０

１８０

１２０

６０

０
１００ １０１ １０２ １０３ １０４

相对荧光强度 相对荧光强度

细胞数／个 细胞数／个

Ｂｃｌ－２

Ｂａｘ

Ｃｙｔ－ｃ

Ｃａｓｐａｓｅ－３

β－ａｃｔｉｎ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

注：与 Ａ组比较，ａＰ＜０．０５；与 Ｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｃ１组
比较，ｃＰ＜０．０５；与 Ｃ２组比较，ｄＰ＜０．０５。下表同。

表 １ 山茱萸莫罗苷对 Ｈ９ｃ２细胞增殖和凋亡情况及 ＲＯＳ水平
的影响（Ｘ±ｓ，％）

ＲＯＳ水平增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组
相比，Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组Ｈ９ｃ２细胞中ＲＯＳ水平降低，且
呈剂量依赖性，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表１
和图２。
２．３ 对ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，ＭＤＡ水平的影响

与 Ａ组相比，Ｂ组、Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组 Ｈ９ｃ２细胞中
ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ水平降低，Ｈ９ｃ２细胞中ＭＤＡ水平增加，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组相比，Ｃ１组、Ｃ２

组、Ｃ３组 Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ水平增加，Ｈ９ｃ２
细胞中 ＭＤＡ水平降低，且呈剂量依赖性，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表２。
２．４ 对Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ－３水平的影响

与 Ａ组相比，Ｂ组、Ｃ１组，Ｃ２组，Ｃ３组 Ｈ９ｃ２细胞中
Ｂｃｌ－２水平降低，Ｈ９ｃ２细胞中 Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ－３
水平增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组相比，
Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组Ｈ９ｃ２细胞中Ｂｃｌ－２水平增加，Ｈ９ｃ２细
胞中Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ－３水平降低，且呈剂量依赖性，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表３和图３。
３ 讨论

山茱萸是山茱萸科植物除去种子的成熟果实，其提

取物主要成分包括类黄酮、莫罗苷、三萜、多酚和多糖，

具有补血固精、补益肝肾、调气、补虚、明目、强身等功

效。药理学研究表明，山茱萸乙醇提取物通过提高清除

氧自由基和抑制膜氧化损伤的能力，对心肌细胞有显著

保护作用犤１２犦。大量的体内外研究表明，莫罗苷有抗癌、

抗氧化剂、抗炎、抗动脉粥样硬化、抗病毒等功效。氧化
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Ｃ２组 Ｃ３组

图２ 山茱萸莫罗苷对 Ｈ９ｃ２细胞中ＲＯＳ水平的影响 图３ 山茱萸莫罗苷对Ｈ９ｃ２细胞中Ｂｃｌ－２，

Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ－３水平的影响
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组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

ＳＯＤ（Ｕ／Ｌ）

２５７．２９±１８．２９
１７３．０４±１７．２０ａ

１９２．０５±１４．２８ａｂ

２１６．３７±２２．５２ａｂｃ

２３３．１８±１０．５１ａｂｃｄ

ＧＳＨＰｘ（Ｕ／ｍｇ）

１４３．９１±１７．４８
３１．５２±７．６４ａ

７２．１７±９．６６ａｂ

９４．０８±１５．７２ａｂｃ

１２０．５７±８．４０ａｂｃｄ

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍＬ）

１７．４７±３．５９
６９．２８±１４．１２ａ

４４．５２±８．３０ａｂ

３２．６０±６．３８ａｂｃ

２１．２９±７．６７ａｂｃｄ

组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

Ｂｃｌ－２
０．９３±０．１４
０．２７±０．０３ａ

０．４２±０．０８ａｂ

０．５１±０．０７ａｂｃ

０．８０±０．１３ａｂｃｄ

Ｂａｘ
０．１６±０．０３
０．５９±０．１０ａ

０．３３±０．０５ａｂ

０．２８±０．０５ａｂｃ

０．２１±０．０２ａｂｃｄ

Ｃｙｔ－ｃ
０．１３±０．０４
０．４８±０．０６ａ

０．２９±０．０４ａｂ

０．２１±０．０２ａｂｃ

０．１７±０．０３ａｂｃｄ

Ｃａｓｐａｓｅ－３
０．２２±０．０４
０．７６±０．０８ａ

０．４９±０．０８ａｂ

０．４０±０．０５ａｂｃ

０．３１±０．０２ａｂｃｄ

表 ２ 山茱萸莫罗苷对 Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，ＭＤＡ水平的
影响（Ｘ±ｓ）

表３ 山茱萸莫罗苷对Ｈ９ｃ２细胞中Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，

Ｃａｓｐａｓｅ－３水平的影响（Ｘ±ｓ）
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应激在各种心血管疾病的发病机制中起重要作用犤１３犦。

山茱萸莫罗苷对心肌细胞氧化应激损伤的作用尚未阐

明。氧化应激损伤过程中，心肌细胞凋亡常与ＲＯＳ的过
量产生有关，抑制氧化损伤和氧化应激诱导的细胞凋亡

是心血管疾病的重要干预策略犤１４犦。本研究中采用 Ｈ９ｃ２
心肌细胞，与 Ｈ２Ｏ２孵育，建立氧化应激损伤模型，研究
山茱萸莫罗苷的保护作用及其作用机制。通过 ＭＴＴ法
确定细胞活力。Ｈ２Ｏ２孵育 ２４ｈ后，Ａ组细胞增殖率降
低；经山茱萸莫罗苷预处理后，细胞增殖率明显升高，表

明山茱萸莫罗苷可保护心肌细胞免受Ｈ２Ｏ２诱导损伤。
氧气是心肌细胞的关键必需物质，通常伴随着线粒

体呼吸作用产生的潜在危险的ＲＯＳ。钙离子超载的发生
和过量ＲＯＳ的产生在氧化应激过程中有相互的因果关
系犤１５犦。氧化应激产生的过量ＲＯＳ可能会破坏膜结构，增
加膜通透性，消耗细胞内三磷酸腺苷（ＴＰ），并导致大量
Ｃａ２＋流入细胞外及细胞内钙超载，进一步加剧 ＲＯＳ的
产生犤１６犦。氧化剂和抗氧化剂间的平衡在维持正常的生

物学功能中起着至关重要的作用。外源性刺激会破坏体

内的平衡，引起体内 ＲＯＳ的过度积累，并诱发多种疾
病。尽管脂质过氧化产物可间接反映氧化应激条件下

ＲＯＳ的生成，但细胞抗氧化酶（如 ＳＯＤ，ＧＳＨ－Ｐｘ）可降
低细胞内ＲＯＳ含量犤１７犦。本研究结果显示，山茱萸莫罗苷

预处理可减少 ＭＤＡ和 ＲＯＳ的产生，并提高 ＳＯＤ和
ＧＳＨ－Ｐｘ的活性。山茱萸莫罗苷的作用可能部分归因
于改善了氧化剂和抗氧化剂系统的平衡。

凋亡是细胞死亡途径的程序性和主动模式，在正常

的生理或病理环境中受其自身基因调控，Ｈ２Ｏ２处理的
Ｈ９ｃ２细胞可促进细胞凋亡犤１８犦。本研究中，Ｈ２Ｏ２诱导的
细胞凋亡形态发生变化，通过ＰＩ和ＤＡＰＩ染色观察到细
胞萎缩、染色质浓缩和出现凋亡小体。同时，山茱萸莫罗

苷可能对Ｈ２Ｏ２诱导的细胞凋亡有保护作用。
由于其与氧化应激损伤和细胞凋亡的潜在相关性，

在氧化应激过程中，多种作用机制可引起心肌损伤。

ＲＯＳ直接或通过 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ信号通路引起细胞损
伤犤１９犦。Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ是线粒体稳态的主要调节因子；其通
过稳定细胞膜完整性和抑制线粒体通透性转换孔

（ＭＰＴＰ）的开放来阻止 Ｃｙｔ－ｃ从线粒体释放，从而起到
抗凋亡作用，促凋亡分子Ｂａｘ通过ＭＰＴＰ孔的开放来促
进Ｃｙｔ－ｃ从线粒体释放犤２０－２１犦。Ｃｙｔ－ｃ可与凋亡蛋白酶活
化因子 １（Ａｐａｆ－１）、半胱天冬酶原 －９（Ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ－９）
结合形成复杂的凋亡小体，激活 Ｃａｓｐａｓｅ－３级联反应，
诱导细胞凋亡犤２２犦。因此，Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的降低导致线粒体
内孔隙的形成，并导致线粒体内的小分子流出，山茱萸

莫罗苷预处理可通过降低Ｂａｘ，Ｃｙｔ－ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ－３的表
达，增加Ｂｃｌ－２的合成来抑制细胞凋亡。

综上所述，山茱萸莫罗苷对 Ｈ２Ｏ２诱导的 Ｈ９ｃ２细
胞氧化损伤具有一定的保护作用，其作用机制与Ｂｃｌ－２／
Ｂａｘ细胞信号通路有关。可能具有预防和治疗 Ｈ２Ｏ２引
起的心肌细胞氧化应激损伤的潜力，但尚需大量的研究

进行论证。
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