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摘要： 目的　 探究红花黄素 Ａ 调控核受体 ＴＲ３ 胞内移位抑制氧化应激对心肌细胞的损伤。 方法 　 利用 Ｈ２Ｏ２ 诱导

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞建立心肌氧化应激模型， 不同浓度红花黄素 Ａ 处理 Ｈ２Ｏ２ 诱导 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈ， ＣＣＫ⁃８ 法检测心肌

细胞存活率， 流式细胞法检测心肌细胞凋亡率， 比色法检测 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 水平， 免疫荧光法观察 ＴＲ３ 在细胞内的定位，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＲ３ 在细胞核和线粒体表达以及凋亡通路蛋白 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表达。 结果　 与模型组相

比， 红花黄素 Ａ 增加 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞存活率， 降低细胞凋亡率， 升高 ＳＯＤ 水平， 降低 ＭＤＡ 水平， 促进 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达， 抑制 Ｂａｘ、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 呈浓度依赖性。 随着红花黄色素 Ａ 的浓度增加， ＴＲ３ 核受

体的移位逐渐减小并聚集在细胞核附近。 结论　 红花黄素 Ａ 能够调控核受体 ＴＲ３ 从细胞核向线粒体的转移， 并通过

抑制线粒体凋亡通路， 从而减轻氧化应激对心肌细胞的损伤。
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　 　 氧化应激是心肌缺血后导致病情恶化的关键因

素之一， 心肌在缺血供氧不足的情况下， 由于侧支

循环再灌注， 在恢复供氧的过程中产生大量氧自由

基， 超出细胞清除氧化物的能力， 从而导致心肌组

织进一步损伤和凋亡［１］。 有研究表明， 核受体 ＴＲ３
（Ｔｈｙｒｏｉｄ⁃ｓｔｅｒｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３， ＴＲ３） 的胞内定位与氧

化应激对细胞的损伤有着密切关系， ＴＲ３ 从细胞核

移位至线粒体是促进心肌细胞凋亡的重要机制［２⁃３］。
红花 Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌ． 属于菊科植物， 作

为药材最早见于东汉张仲景的 《金匾要略》， 记载

其有活血化瘀、 行气通脉的功效［４］。 红花色素是

药材红花的主要活性成分， 包含有多种水溶性查尔

酮成分， 其中红花黄色素 Ａ 占比最高， 目前已提

取制作成单一成分的注射液在临床上主要用于治疗

稳定型心绞痛等心血管疾病， 具有显著的疗效［５］。
研究表明， 红花黄色素 Ａ 能够抑制缺氧再灌注过

程中产生的氧自由基的水平， 降低氧化应激对心肌

细胞的损伤， 但其具体作用机制尚未完全明确［６］。
本研究以 Ｈ２Ｏ２ 模拟氧自由基对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的

氧化应激损伤， 研究红花黄色素 Ａ 对 ＴＲ３ 的胞内

定位及凋亡信号通路的影响［７］， 进一步阐明红花

黄色素 Ａ 保护缺血心肌的作用机制。
１　 材料

１ １　 药物与试剂 　 红花黄素 Ａ （批号 １１１６３７⁃
２０１８１２， 纯度＞９９ ０％ ）、 ４′， ６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚

（ ４′， ６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ， ＤＡＰＩ， 批 号

０２３Ｋ１９２５）、 ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ （批号 １１８Ｋ０１７７） 购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号 ＫＴＣ０１１００１
购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ Ｌａｂ 公司； 高糖 ＤＭＥＭ 培养基

（批 号 ９６６１８５ ）、 特 级 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ， 批 号

１３１５１４８） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＢＣＡ 蛋白定量试

剂盒 （批号 Ｐ００１９）、 丙二醛 （ Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ， 批号 Ｓ０１３１）、 超氧化物歧化酶 （Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
Ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ， 批号 Ｓ０１０１） 检测试剂盒购自碧

云天生物技术研究所； ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ７⁃ＡＡＤ 细胞

凋亡检测试剂盒 （批号 ＢＤ５５６５４７） 购自美国 ＢＤ
公司； 线粒体 ／细胞核提取试剂盒 （批号 ＫＧＡ８２８）
购于南京凯基生物科技发展有限公司； Ｂｃｌ⁃２ （稀
释度 １ ∶ １ ０００， 批号 １５０７１）、 Ｂａｘ （稀释度 １ ∶

１ ０００， 批号 ２７７２）、 ＴＲ３ 核受体 （稀释度 １ ∶
１ ０００， 批号 ３９６０ ）、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ （ 稀 释 度 １ ∶
１ ０００， 批号 ９５０４）、 β⁃ａｃｔｉｎ （稀释度 １ ∶ １ ０００， 批

号 ４９６７） 兔抗鼠一抗、 ＨＲＰ 偶联羊抗兔二抗 （稀
释度 １ ∶ ５ ０００， 批号 ７０７４）、 线粒体绿色荧光探针

（ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ ＦＭ） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ （红色荧光， 稀

释度 １ ∶ ４００， 批号 Ａ００１３１） 羊抗兔二抗购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。
１ ２　 细胞株 　 鼠源性心肌细胞株 Ｈ９ｃ２ 由广州中

医药大学中药学院药理实验室中心提供。
１ ３ 　 仪 器 　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ ３９５１ 细 胞 培 养 箱、
Ｓｏｒｖａｌｌ ＳＴ ４０ 台式离心机均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；
ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 型流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公司）；
ｉＭａｒｋ ６８０ 酶标仪、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 转膜仪 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）； ＴＣＳ ＳＰ８ 激光共聚焦显微镜 （德国

Ｌｅｉｃａ 公司）。
２　 方法

２ １　 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞培养 　 用含 １０％ ＦＢＳ 高糖

ＤＭＥＭ 培养液， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、 ９５％ 饱和湿

度条件下培养细胞。 细胞生长满皿约 ８０％ 时进行

传代， 弃去旧培养液， ＰＢＳ 冲洗， 加入 ０ ２５％ 胰

酶消化 ２～３ ｍｉｎ， 再加含血清培养液终止消化， 用

滴管轻轻吹打至细胞从皿底完全脱落， 按实验需求

接种于培养板或培养瓶内待用。
２ ２　 细胞存活率检测　 将培养好的细胞接种于 ９６
孔板中， 在细胞生长状态良好时， 按实验需要进行

不同的处理。 模型组加入终浓度为 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２

造模， ３ 个药物组在加入 Ｈ２Ｏ２ 基础上分别加入终浓

度为 １０、 ２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红花黄色素 Ａ， 空白

组只更换培养基， 不作任何处理。 各组作用 ２４ ｈ，
每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， ３７ ℃孵育 ２ ｈ， 用酶

标仪测定各孔 ４５０ ｎｍ 波长 ＯＤ。 每组设 ５ 个复孔，
细胞存活率＝ （ＯＤ实验组 ／ ＯＤ空白组） ×１００％ 。
２ ３　 细胞凋亡率检测 　 将细胞接种于 ６ 孔板中，
分组处理后， 弃去培养液， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每孔加

入 ０ ２５％ 胰蛋白酶 （不含 ＥＤＴＡ） 于 ３７ ℃ 消化

２～３ ｍｉｎ， 每孔加入含血清的培养液终止消化。 细

胞悬浮液以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清，
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收集细胞。 按照试剂盒提供的步骤进行 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃
ＦＩＴＣ ／ ７⁃ＡＡＤ 染色， 流式细胞仪检测 Ｈ９ｃ２ 细胞凋

亡率。 凋亡率＝右上象限细胞百分比＋右下象限细

胞百分比。
２ ４　 氧化应激水平检测 　 将 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞接种

于 ６ 孔板中， 分组处理后， 去除细胞培养液， ＰＢＳ
洗涤 ２ 次， 加入细胞裂解液作用 ３０ ｍｉｎ 制作细胞

匀浆， 按 ＭＤＡ、 ＳＯＤ 检测试剂盒说明书操作检测，
按公式将吸光度值换算成 ＭＤＡ （μｍｏｌ ／ ｇ Ｐｒｏｔ） 和

ＳＯＤ （Ｕ ／ ｍｇ Ｐｒｏｔ）。
２ ５　 线粒体荧光染色 　 将培养好的细胞接种于 ６
孔板中， 分组处理后， 去除细胞培养液， 加入以细

胞培养液 （１ ∶ １ ０００） 稀释配制好的 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ
Ｇｒｅｅｎ ＦＭ 工作液， ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ。 在染色后，
用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 ４％ 多聚甲醛固定液， 室温

静置 ３０ ｍｉｎ。
２ ６　 ＴＲ３ 荧光免疫染色 　 将固定好的细胞加入

０ ５％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 室温破膜 １０ ｍｉｎ， 吸弃 ＴｒｉｔｏｎＸ⁃
１００， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 ５％ ＢＳＡ 在 ３７ ℃ 下封闭

３０ ｍｉｎ， 吸弃封闭液。 ３％ ＢＳＡ 稀释一抗， 每皿加

２００ μＬ， ４ ℃摇床孵育过夜。 吸弃各皿一抗， ＰＢＳ
洗涤 ３ 次。 每孔加入 ＰＢＳ 稀释的二抗 ２００ μＬ， 室

温避光在摇床上孵育 ６０ ｍｉｎ。
２ ７　 细胞核荧光染色　 将固定好的细胞以 ＰＢＳ 洗

涤 ２ 次， 加入 ＤＡＰＩ 溶液 （０ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 室温避

光轻摇 ３０ ｍｉｎ， 弃去染色液， ＰＢＳ 洗涤后用荧光显

微镜在 ３６４ ｎｍ 激发波长下观察染色情况。
２ ８　 线粒体与细胞核提取分离 　 将细胞接种于

６ 孔板中， 分组处理后， 去除细胞培养液， ＰＢＳ
洗涤， 加入细胞裂解液作用 ３０ ｍｉｎ 制作细胞匀

浆， 按说明书采用密度梯度分离法在 ４ ℃ 下离

心操作， 先以 ２ ７００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 沉淀细胞

核， 上清液转移至梯度溶液中， ２０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心２０ ｍｉｎ， 从浓度梯度交界处吸取线粒体样品。
２ ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 按照 “２ ８”
项下方法分离线粒体和细胞核， 加入预冷的裂解液

作用 ３０ ｍｉｎ， 以微孔过滤器去除细胞碎片等杂质，
取上清液， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 用 １２％ ＳＤＳ⁃聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离总蛋白， 然后转移到聚偏二

氟乙烯膜上， ５％ ＢＳＡ 封闭 ９０ ｍｉｎ， 加入稀释好的

一抗， 在 ４ ℃条件下孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗膜后， 加

入二抗， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 洗涤 ２ 次， ＥＣＬ 发光试剂

显影， 采用凝胶成像系统软件分析胶片中蛋白条带

组的灰度面积， 将空白组各蛋白与内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的

比值设为基准值 １ ０， 其余各组蛋白均除以基准值

的计算相对表达量。
２ １０　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件进行分

析， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素

方差分析， 组间两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验， 以 Ｐ≤
０ ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３ １ 　 红 花 黄 色 素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细 胞 存 活 率 的 影

响　 如图 １ 所示， 与模型组比较， 细胞存活率随红

花黄色素 Ａ 浓度 （４０ ～ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 增加而逐渐升

高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 但当红花黄色素 Ａ 浓度

达到 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 细胞存活率开始下降， 表明

此时药物浓度过高， 对细胞的培养环境产生影响，
不利于细胞生长， 因此后续实验仅以 ４０、 ６０、
８０ μｍｏｌ ／ Ｌ ３ 个浓度作进一步研究。

注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 红花黄色素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞存活率的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｆｆｌｏｒ ｙｅｌｌｏｗ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ

３ ２ 　 红 花 黄 色 素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细 胞 凋 亡 率 的 影

响　 与 空 白 组 相 比， 模 型 组 凋 亡 率 增 加

（Ｐ＜０ ０５）； 与模型组比较， 红花黄色素 Ａ 组细胞

凋亡率下降 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 呈浓度依赖性。
见表 １、 图 ２。
表 １　 红花黄色素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡率的影响 （ ｘ± ｓ，

ｎ＝５）
Ｔａｂ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｆｆｌｏｒ ｙｅｌｌｏｗ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ

Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 凋亡率 ／ ％

空白组 ４ ９±１ ２
模型组 ３３ ５±６ １＃

４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红花黄色素 Ａ 组 ２４ ７±４ ３∗

６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红花黄色素 Ａ 组 １６ ４±３ ２∗

８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红花黄色素 Ａ 组 １０ ６±１ ５∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０ ０５，
∗∗Ｐ＜０ ０１。

３ ３　 红花黄色素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞氧化应激水平的

影响　 与空白组比较， 模型组 ＳＯＤ 水平降低， 而
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图 ２　 流式细胞检测各组细胞的凋亡率

Ｆｉｇ ２　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５）。 与模型组比较， 红花

黄色 素 Ａ 组 ＳＯＤ 水 平 升 高， ＭＤＡ 水 平 下 降

　 　 　 　表 ２　 红花黄色素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞氧化应激水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｆｆｌｏｒ ｙｅｌｌｏｗ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ＭＤＡ ／

（μｍｏｌ·ｇ Ｐｒｏｔ－１）

ＳＯＤ ／

（Ｕ·ｍｇ Ｐｒｏｔ－１）
空白组 ２０ ４８±３ ９２ ５３ １１ ±８ ５０
模型组 ５４ ６５±８ ０１＃ ３０ ５９ ±５ ５２＃

４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红花黄色素 Ａ 组 ４６ ３４±７ ５３∗ ３５ ９７ ±６ ３５∗

６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红花黄色素 Ａ 组 ３７ ８０±５ １２∗ ４２ ２５ ±５ ９７∗

８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 红花黄色素 Ａ 组 ２９ ３７±４ ６１∗∗ ４８ ９５±６ ２４∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５；与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０ ０５，
∗∗Ｐ＜０ ０１。

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 呈浓度依赖性。 见表 ２。
３ ４　 ＴＲ３ 核受体的细胞内定位　 以下每一组细胞

的染色图像均分别以 ３ 种不同波长的发生光通过共

聚焦显微镜进行拍摄， 其中左上方小图为 ＤＡＰＩ 着
色的细胞核， 右上方小图为荧光单抗结合的 ＴＲ３
核受体， 左下方小图为附着荧光探针的线粒体， 右

下方小图为前 ３ 个图片的叠加成像。 从图 ３ 可观察

到， 相对于空白组， 模型组 ＴＲ３ 核受体开始从细

胞核扩散移位， 并与线粒体的位置重叠， 而随着红

花黄色素 Ａ 的浓度增加， ＴＲ３ 核受体的移位逐渐

减小并聚集在细胞核附近， 较少与线粒体位置

重叠。

图 ３　 各组 ＴＲ３ 核受体的细胞内定位

Ｆｉｇ ３　 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲ３ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３ ５　 红 花 黄 色 素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细 胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 ＴＲ３ 蛋白表达影响 　 与空白组相比，
模型 组 Ｂａｘ、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋 白 表 达 增 加 （ Ｐ ＜
０ ０５）， 而 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 线粒

体上 ＴＲ３ 蛋白表达比细胞核更高 （Ｐ＜０ ０５）。 与

模型组相比， 红花黄色素 Ａ 组 Ｂａｘ、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋

白表达下降， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达上升， 线粒体上 ＴＲ３
蛋白表达减少， 而细胞核上的 ＴＲ３ 蛋白表达增加

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 见图 ４。
４　 讨论

ＴＲ３ 属于甲状腺激素受体超家族， 由于其配体

尚未确定， 因此被归类为孤儿受体。 ＴＲ３ 在细胞中

的表达可受到多种因素影响， 包括炎症因子、 生长

因子和应激反应。 ＴＲ３ 具有多种生理功能， 可通过

表达调节、 翻译后修饰及亚细胞定位发挥各种不同

的生理作用， 包括细胞增殖、 分化、 生长、 凋亡、
代谢及免疫。 关于 ＴＲ３ 的研究较多涉及肿瘤学方

面， 研究表明其对多种肿瘤细胞的生长增殖均可产

生促进作用； 而在神经元和心肌等正常细胞中， 在

缺氧再灌注并产生氧化损伤的情况下， ＴＲ３ 则充当

诱导细胞凋亡的关键因子， 促使凋亡通路的执

行［８］。 研究指出， ＴＲ３ 之所以能够产生截然相反

的生物效应与其在细胞内的定位密切相关， 在细胞

核内 ＴＲ３ 可通过激活 ＤＮＡ 转录而促进细胞的增殖

和生长， 是大多数肿瘤细胞过度增殖、 转移、 耐药

的关键因素之一［９］， 但对于正常组织的细胞， 在

５６４１

２０２０ 年 ６ 月

第 ４２ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６



注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 红花黄色素 Ａ 对 Ｈ９ｃ２ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 ＴＲ３ 蛋白表达影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｆｆｌｏｒ ｙｅｌｌｏｗ Ａ ｏｎ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ａｎｄ ＴＲ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈ９ｃ２

外界有害因素的刺激下， ＴＲ３ 转移离开细胞核则可

诱导细胞凋亡。 有学者研究报道， 在离体心肌细胞

应激损伤模型中， ＴＲ３ 从胞核到线粒体的转位是开

启细胞凋亡通路的重要机制， 当其定位于线粒体

上， 可与 Ｂｃｌ⁃２ 结合引起构象变化， 同时上调 Ｂａｘ
的表达， 从而激活细胞质中的 ｃｌ ｃａｓｐａｓｅ⁃９， 启动

线粒体凋亡途径导致细胞死亡［１０］。 当细胞处于应

激损伤的状态下 ＴＲ３ 离开细胞核的机制尚未完全

清晰， 目前有研究指出 ＴＲ３ 离开细胞核的过程与

ＭＡＰＫ （有丝分裂原激活的蛋白激酶） 通路密切相

关， ＭＡＰＫ 的信号通路可促进 ＴＲ３ 的磷酸化使其

与 ＤＮＡ 分离转移至核外的细胞器［２］。
中药红花为一年生或者一年两生菊科植物药

材， 原产自西亚和欧洲等地区， 现中国河南和新疆

等地均有种植， 一般以管状花入药， 属珍贵药材资

源。 据中医药古籍 《汤液本草》 记载， 红花性温、
味辛， 阴中之阳， 无毒， 归入心、 肝经。 《本草汇

言》 记载， 红花为化瘀、 行血、 活血、 调血之药，
可治胸闷心痛、 口唇青紫、 血滞经闭、 产后瘀阻、
跌打损伤等瘀血证诸症 ［１１］。 现代天然药物化学研

究表明， 红花中具有治疗心血管疾病的药效成分，
主要为黄酮类化合物， 包括红花黄素 Ａ、 红花黄素

Ｂ、 山柰酚苷、 槲皮素苷、 木犀草素、 芦丁等物

质， 其中水溶性查尔酮类化合物红花黄色素 Ａ 是

主要药效组分［１２］。 红花黄色素 Ａ 有明显增加冠脉

血流量， 改善心肌供血作用， 其单成分注射液和复

方注射液血必净在临床上常作为冠心病或冠脉支架

术后的辅助用药。 从化学结构分析， 红花黄色素 Ａ

带有多个酚羟基， 因而具有良好的还原性， 研究表

明， 红花黄色素 Ａ 能有效降低心肌缺血⁃再灌注模

型血浆中乳酸脱氢酶 （ ＬＤＨ） 和丙二醛 （ＭＤＡ）
水平， 提高过氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性， 加速自

由基的消除， 从而产生良好的抗氧化作用 ［１３］。 氧

化应激损伤心肌细胞的机制与 ＭＡＰＫ 通路密切相

关， 细胞实验研究表明在 Ｈ２Ｏ２ 建立的氧化损伤模

型中， ＭＡＰＫ 通路相关的蛋白均参与到促进细胞凋

亡的过程， 而抗氧化能力较强的天然化合物包括黄

酮和皂苷， 皆可调控 ＭＡＰＫ 通路而对模型细胞产

生保护作用［１４⁃１５］。 综合本文各项实验结果和相关

文献的研究结论进行分析， 可以初步推测红花黄色

素 Ａ 抑制氧化应激对心肌损伤的机制是通过降低

氧自由基对细胞器的脂质成分和蛋白的氧化损伤，
抑制 ＭＡＰＫ 通路诱导 ＴＲ３ 受体离开细胞核移位至

线粒体， 抑制其与 Ｂｃｌ⁃２ 结合， 逆转 Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ⁃２
的表达比例， 降低下游凋亡蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的活化，
阻滞细胞线粒体损伤介导的凋亡程序执行， 从而发

挥保护心肌细胞的作用［１６］。
核受体 ＴＲ３ 移位离开细胞核后， 除了定位于线

粒体还可以结合到内质网上， 这是 ＴＲ３ 介导细胞凋

亡的另一重要途径。 研究表明， 氧自由基可通过该

途径引起内质网应激反应， 使内质网应激内部蛋白

质发生错误折叠并过度聚集， 同时又促进内质网大

量释放 Ｃａ２＋， 造成胞浆内钙离子超载， 激活钙依赖

性蛋白酶 Ｃａｌｐａｉｎ， 最终触发 ｃａｓｐａｓｅ １２ 诱导的凋亡

程序 ［１７⁃１８］。 红花黄色素 Ａ 能否通过影响内质网应激

介导的凋亡程序也产生抑制氧化应激对心肌细胞的
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损伤作用， 这将会是本课题组的下一个研究重点。
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摘要： 目的　 探讨川续断皂苷Ⅵ含药血清对神经干细胞增殖分化的影响。 方法　 体外建立神经干细胞培养体系， 川续

断皂苷Ⅵ含药血清 （高、 中、 低浓度） 处理神经干细胞 ７２ ｈ。 ＣＣＫ⁃８ 和 ＢｒｄＵ 法检测 ＮＳＣｓ 增殖； 细胞免疫荧光检测

ＮＳＣｓ 分化； ＤＡＰＩ 染色检测 ＮＳＣｓ 的凋亡； ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果　 川续断皂苷Ⅵ
含药血清 （高、 中、 低浓度） 对 ＮＳＣｓ 增殖无影响 （Ｐ＞０ ０５）。 川续断皂苷Ⅵ含药血清 （高、 中浓度） 促进神经干细

胞分化 （Ｐ＜０ ０５）， 促进 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｔｕｂｌｉｎ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０ ０５）， 抑制 Ｊａｇｇｅｄ１、 Ｈｅｓ１、 Ｓｏｘ２， Ｐａｘ６ ｍＲＮＡ
表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 高浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清促进神经干细胞凋亡 （Ｐ＜０ ０５）， 促进 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达

（Ｐ＜０ ０５）， 抑制 Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０ ０１）。 中浓度川续断皂苷Ⅵ含药血清促进 Ｔｕｂｌｉｎ 蛋白及 Ｎｇｎ１ ｍＲＮＡ 表达， 抑

制 ＧＦＡＰ、 Ｊａｇｇｅｄ１ 蛋白及 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 而对 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达无影响。 结论　 中浓度川续

断皂苷Ⅵ含药血清通过抑制 Ｊａｇｇｅｄ１ 的表达， 阻断 Ｎｏｔｃｈ 信号通路， 诱导 ＮＳＣｓ 向神经元方向分化。
关键词： 川续断皂苷Ⅵ； 含药血清； 神经干细胞； 增殖； 分化

中图分类号： Ｒ２８５ ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２０）０６⁃１４６７⁃０７
ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８ ２０２０ ０６ ０１３

７６４１

２０２０ 年 ６ 月

第 ４２ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ６


