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摘要： 目的　 细胞水平观察丹皮酚对高糖诱导心肌细胞 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路的影响， 以探讨丹皮酚防治糖尿病心肌病

的分子机制。 方法　 采用差速贴壁法培养乳鼠原代心肌细胞， ＭＴＴ 法筛选丹皮酚药物的安全质量浓度。 将心肌细胞随

机分为正常组、 高糖组、 丹皮酚低剂量组、 丹皮酚中剂量组、 丹皮酚高剂量组。 流式细胞术检测细胞的凋亡率，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ、 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ 的蛋白表达。 结果 　 原代乳鼠心肌细

胞提取成功。 流式细胞术结果显示， 与正常组比较， 高糖组细胞凋亡率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高糖组比较， 丹皮酚低、
中、 高剂量组心肌细胞的凋亡率有不同程度的降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 与正常组比较， 高糖组心肌细

胞 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ 蛋白表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与高糖组比较， 丹皮酚低、 中、 高剂量组中 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ
蛋白表达有不同程度的增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ 蛋白表达有不同程度下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 呈一定的剂量依赖性； ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达在各用药组中均无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论　 丹皮酚有效地抑

制高糖诱导的心肌细胞凋亡， 可能是通过激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路， 进而上调抗凋亡基因的表达和阻碍促凋亡基因的

表达而实现的。
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　 　 糖尿病心肌病 （ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ） 是指糖尿病

患者排除高血压和冠心病， 单纯由高血糖引起的心肌疾病。
其病理特征主要表现为左心室的肥大和早期舒张功能的损

害， 伴随心肌炎症、 心肌纤维化、 心肌细胞凋亡， 晚期可

能伴有收缩功能障碍［１⁃２］ 。 其心脏结构和功能的改变是糖尿

病心肌病引起心力衰竭， 发生死亡的主要因素之一［３］ 。 在

引起糖尿病心肌病的因素中， 心肌细胞凋亡是糖尿病心肌

病的重要发病环节。 因此抑制心肌细胞凋亡可缓解糖尿病

心肌病发生发展。 丹皮酚又称牡丹酚， 是中药牡丹皮 （毛
莨科植物牡丹的干燥根皮） 和徐长卿 （萝藦科植物徐长卿

的干燥根及根茎） 的主要成分， 丹皮酚是一种小分子酚类

化合物， 是一类天然活性物质， 毒性极低。 现代药理学研

究表明丹皮酚具有广泛的药理作用， 如抗氧化［４］ 、 抗

炎［５］ 、 降血脂、 降血糖［６］ 等， 本课题组前期通过体内实验

已证实， 丹皮酚对大鼠糖尿病心肌病起保护作用［７］ 。 本实

验通过心肌细胞的原代培养， 高糖刺激模拟临床糖尿病患

者体内高血糖的内环境， 在细胞水平上探讨丹皮酚防治糖

尿病心肌病发挥作用的确切分子机制， 为研发早期抑制糖

尿病心肌病发生发展的新药提供有价值的理论和实验依据。

１　 材料

１􀆰 １　 动物　 １～３ ｄ 新生 ＳＤ 乳鼠 １０～ １６ 只， 雌雄不限， 由

北京维通利华实验动物技术有限公司提供， 动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃０００６， 本研究获得承德医学院动物

伦理委员会批准 （编号 ２０１９０１０１）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 丹皮酚磺酸钠注射液 （金陵药业股份有

限公司南京金陵制药厂， 主要成分为丹皮酚磺酸钠， 辅料

为依地酸二钠、 亚硫酸氢钠、 甘油， 规格 ２ ｍＬ： ０􀆰 １ ｇ， 批

号 １８０２０２）。 胰酶、 细胞裂解液、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒、 台盼蓝染色液 （北京索莱宝科技有限公司）； ＤＭＥＭ
培养基 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 胎牛血清 （美国 Ｅｘｃｅｌｌ Ｂｉｏ 公

司， 批号 １１Ｉ０５９）； ５－溴脱氧尿嘧啶核苷 （５⁃ｂｒｏｍｏ⁃２⁃ｄｅｏｘｙ
ｕｒｉｄｉｎｅ， ＢｒｄＵ ）、 噻 唑 蓝 （ ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌ⁃ｔｅｔ⁃
ｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ， ＭＴＴ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； ＡｎｎｃｘｉｎＶ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡双染试剂 盒 （ 美 国 ＢＤ 公 司， 批 号

５５６５４７）； 细胞计数板 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 兔抗 Ａｋｔ （武
汉爱博泰克生物科技有限公司， 批号 ３５１５３４５２０１）； 兔抗

Ｂｃｌ⁃２ （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ 公司， 批号 ｋ１９１８）； 兔抗 Ｂｃｌ⁃ｘＬ、
Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ （ 美国 ＣＳＴ 公司，
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批号 ２７６４、 ２７７２、 ９６６２、 ９６６１、 １１９４０）； 兔抗 β⁃ａｃｔｉｎ （北
京博奥森生物技术有限公司）； 辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（北京义翘神州科技股份有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 超净工作台 （上海博讯实业有限公司）； 细胞

培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 倒置相差显微镜 （日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 流式细胞仪 ［碧迪医疗器械 （上海） 有限

公司］； ２００ 目细胞滤网 （北京索莱宝科技有限公司）；
ＣｏｕｎｔｅｓｓⅡ自动细胞计数仪 （美国 Ｌｉｆｅ 公司）； 立式蒸汽高

压锅 （日本 Ｔｏｍｙ 公司）； 低温高速离心机 （澳大利亚

Ｄｙｎａｍｉｃａ 公司）； 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＤＹＹ⁃ＢＣ 型

电泳仪 （北京市六一仪器厂）； 全自动快速凝胶成像系统

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 新生乳鼠原代心肌细胞的制备　 取新出生 １～３ ｄ 新生

ＳＤ 乳鼠， 不分雌雄， 用 ７５％ 乙醇消毒 ３ 次后， 置于超净台

上， 取心尖部分前， 将乳鼠胸骨部分用 ７５％ 乙醇进行第 ４
次消毒， 在剑突上一肋剪开胸骨， 挤出心脏， 用灭菌的眼

科弯剪， 剪去心脏前 １ ／ ３ 的心室部分， 放入盛有 ４ ℃预冷

ＰＢＳ 液的 １ 号培养皿中， 再次用灭菌好的眼科弯镊放入盛

有 ４ ℃预冷 ＰＢＳ 液的 ２ 号培养皿中， 依次清洗， 去掉血污。
将清洗好的心肌组织用直剪和直镊剪成 ０􀆰 ５～ １ ｍｍ３ 体积的

小组织块， 用 １ 号吸管将心肌组织吸入 １５ ｍＬ 离心管中，
用吸管将 ＰＢＳ 吸出。 用 ２ 号吸管吸取 ２ ｍＬ ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶

清洗 １ ｍｉｎ， 匀速摇晃离心管， 将胰酶弃除。 用 ２ 号吸管吸

取 ２ ｍＬ ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化， 匀速摇晃离心管， 待观察到

胰酶浑浊后， 吸出单细胞悬液， 放入提前装有 ３０ ｍＬ １２％
低糖 ＤＭＥＭ 培养基中终止消化。 多次重复上一步， 直至胰

酶不再浑浊， 且心肌组织由红色变成透明状的絮状物。 将

收集到的所有心肌细胞， 经 ２００ 目细胞网筛过滤。 将滤完

的心肌细胞离心， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清， 加入

新的培养基， 吹打、 混匀， 接种于大皿中。 将大皿放入 ５％
ＣＯ２、 ３７ ℃细胞培养箱中， 用差速贴壁法培养细胞９０ ｍｉｎ。
先贴壁的为成纤维细胞， 未贴壁的心肌细胞悬液。 按照心

肌细胞悬液 ∶ 台盼蓝染液 ＝ ９ ∶ １的比例， 将细胞密度调整

为 １ × １０６ ／ ｍＬ， 并 接 种 于 ６ 孔 板 中， 并 加 入 ＢｒｄＵ
（０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 以抑制成纤维细胞分裂增生。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法筛选药物质量浓度 　 实验分为空白组 （无细

胞， 只有培养液）、 正常对照组 （有细胞， 葡萄糖浓度为

５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）、 丹 皮 酚 给 药 组 （ ２５、 ３０、 ３５、 ４０、 ４５、
５０ μｇ ／ ｍＬ）， 每组设置 ６ 个复孔， 按照 １×１０５ ／ ｍＬ 的密度接

种在 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ， 放入 ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃细胞培养

箱中， 加药培养 ４８ ｈ 后， 每孔加入 １０ μＬ 质量浓度为

５ ｍｇ ／ ｍＬ的 ＭＴＴ， 在培养箱中孵育 ４ ｈ。 将上清吸除以后，
每孔中加入二甲基亚砜溶液 １５０ μＬ， 避光， 室温反应

１０ ｍｉｎ。 用酶标仪检测每孔 ４９０ ｎｍ 的吸光度 （Ａ） 值。 实

验重复 ３ 次， 取均值。
２􀆰 ３　 高糖诱导心肌细胞损伤模型的制备 　 心肌细胞培养

４８ ｈ 后， 用无 ＦＢＳ 的高糖 ＤＭＥＭ （３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 培养基处

理 ４８ ｈ。
２􀆰 ４　 实验分组及给药　 将原代心肌细胞分离培养后的第 ３
天， 随机分为以下 ５ 组， 正常对照组加入不含 ＦＢＳ 的低糖

ＤＭＥＭ 培养基； 高糖组加入不含 ＦＢＳ、 葡萄糖终浓度为

３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＭＥＭ 培养基； 丹皮酚低剂量组加入不含

ＦＢＳ、 葡萄糖终浓度为 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＭＥＭ 培养基、 终质

量浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ 的丹皮酚； 丹皮酚中剂量组加入不含

ＦＢＳ、 葡萄糖终浓度为 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＭＥＭ 培养基、 终质

量浓度 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的丹皮酚； 丹皮酚高剂量组加入不含

ＦＢＳ、 葡萄糖终浓度为 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＭＥＭ 培养基、 终质

量浓度 ４０ μｇ ／ ｍＬ 的丹皮酚。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测心肌细胞凋亡率　 细胞凋亡检测使用

ＡｎｎｃｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡双染试剂盒， ４ ℃ 预冷的 ＰＢＳ
洗涤细胞 ２ 次， 收集细胞后加入 １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细

胞， 在 加 入 ＡｎｎｃｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 混 匀 后， 避 光， 室 温 孵 育

１５ ｍｉｎ， 上机前 ５ ｍｉｎ 再加入 ＰＩ 染色。
２􀆰 ６　 蛋白质免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃
ｘＬ、 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ 蛋白表达　 实验

分为正常组 （５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 高糖组 （３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 丹皮酚

低剂量组 （１０ μｇ ／ ｍＬ）、 丹皮酚中剂量组 （２０ μｇ ／ ｍＬ）、 丹

皮酚高剂量组 （４０ μｇ ／ ｍＬ）。 ４８ ｈ 后弃去原培养液， 用

ＰＢＳ 洗 ３ 遍， 每孔加入 ５０ μＬ 裂解液 （ ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ＝
１００ ∶ １）， 冰上裂 解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心

１５ ｍｉｎ， 取上清液。 ＢＣＡ 法进行蛋白浓度检测， 绘制出标

准曲线， 取总蛋白 ３０ μｇ 上样。 按 ４ ∶ １混合蛋白液与

５×Ｂｕｆｆｅｒ上样缓冲液， １００ ℃ 孵育 １０ ｍｉｎ 至蛋白变性。 １０％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 稳压电泳， 冰中 １５０ ｍＡ 稳流转膜， ５％ 脱脂奶

粉 ４ ℃封闭过夜。 次日孵育抗体， 将膜放于 １ ∶ ２ ０００ 一抗

稀释液中室温摇床上孵育 ２ ｈ， 每次用 ＴＢＳＴ 洗膜 １５ ｍｉｎ，
共洗 ３ 次； 加入 １ ∶ ８ ０００ 二抗稀释液， 室温摇床上孵育

９０ ｍｉｎ， 每次用 ＴＢＳＴ 洗膜 １０ ｍｉｎ， 共洗 ３ 次； 显影暗室中

将 ＥＣＬ 发光液滴加到载有蛋白的膜上， 避光显影。 Ｉｍａｇｅ Ｊ
分析条带灰度值， 以目的条带灰度值 ／ β⁃ａｃｔｉｎ 灰度值表示

蛋白表达。 实验重复 ３ 次， 取均值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 实验数

据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 组间多

重比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 新生乳鼠原代心肌细胞形态学观察　 显微镜下观察心

肌细胞刚分离时呈圆形， 折光性好， 悬浮于培养基中， 大

概 ５～６ ｈ 后， 开始贴壁生长， 由圆形逐渐变成梭形； ２４ ｈ
后可见自发搏动， 但节律和强度不同， 伸出伪足， 成梭形

或多边形， 且胞核清晰； ４８ ｈ 后互相交织成网， 形成细胞

簇； ７２ ｈ 后收缩力明显且搏动呈现同步性， 心肌细胞增殖

和分裂甚少。 见图 １。
３􀆰 ２　 药物筛选　 丹皮酚终质量浓度为 ４０ μｇ ／ ｍＬ 时， 与正

常组比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 故以其为最大安

全质量浓度。 见表 １。
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注： Ａ 为 ２００ 倍， Ｂ 为 ４００ 倍。

图 １　 ７２ ｈ 不同倍数下心肌细胞形态学观察

３􀆰 ３　 心肌细胞凋亡率检测　 与正常组比较， 高糖组细胞的

凋亡率升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与高糖组比较， 丹皮酚低、 中、
　 　 　 　

表 １　 丹皮酚安全用药浓度筛选结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别　 　 Ａ（４９０ ｎｍ）

正常组 ０􀆰 ３３４±０􀆰 ００４
２５ μｇ ／ ｍＬ 丹皮酚组 ０􀆰 ３２６±０􀆰 ００１
３０ μｇ ／ ｍＬ 丹皮酚组 ０􀆰 ３２４±０􀆰 ０１０
３５ μｇ ／ ｍＬ 丹皮酚组 ０􀆰 ３１０±０􀆰 ００７
４０ μｇ ／ ｍＬ 丹皮酚组 ０􀆰 ２８３±０􀆰 ０１２∗

４５ μｇ ／ ｍＬ 丹皮酚组 ０􀆰 ２８１±０􀆰 ００８∗

５０ μｇ ／ ｍＬ 丹皮酚组 ０􀆰 ２８０±０􀆰 ００６∗

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

高剂量组细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中丹皮酚中、 高

剂量组细胞凋亡率下降明显 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２、 表 ２。

图 ２　 流式细胞术检测各组细胞凋亡率

表 ２　 各组细胞凋亡率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 细胞的凋亡率 ／ ％

正常组 — ９􀆰 ９４６±０􀆰 ５２９
高糖组 — ３１􀆰 １４０±２􀆰 ３５２∗∗

丹皮酚低剂量组 １０ ２３􀆰 ５８０±１􀆰 ７７４＃＃

丹皮酚中剂量组 ２０ １５􀆰 ６８０±１􀆰 １３０＃＃△△

丹皮酚高剂量组 ４０ １３􀆰 ７７０±１􀆰 ９５５＃＃△△▲▲

　 　 注：与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与高糖组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与丹皮

酚低剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１；与丹皮酚中剂量组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ、 Ｂａｘ、 ｃａｓｐａｓｅ３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、
ＣｙｔＣ 蛋白表达检测　 与正常组比较， 高糖组细胞 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃
２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与高糖组比较，
丹皮酚低、 中、 高剂量组细胞 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 呈一定的剂量依赖性；
ｃａｓｐａｓｅ３ 的蛋白表达在各用药组中均无明显变化 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 见图 ３～８。

注： 与正常组 比 较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 高 糖 组 比 较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 心肌细胞 Ａｋｔ 的蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

糖尿病心肌病已经成为糖尿病致死的主要原因［８］ 。 心
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注： 与正常组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与高糖组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 心肌细胞 Ｂｃｌ⁃２的蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与高糖组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 心肌细胞 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与高糖组比较，＃ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 心肌细胞 Ｂａｘ 的蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高糖组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 心肌细胞 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 的蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与 正 常 组 比 较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 高 糖 组 比 较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 心肌细胞 ＣｙｔＣ 的蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

肌细胞凋亡是重要发病环节。 研究提示， 高血糖可通过影

响线粒体功能诱导程序性细胞死亡［９⁃１０］ 。 因此， 抑制心肌

细胞凋亡可减轻糖尿病心肌病对心肌组织的破坏。 本研究

经流式细胞术法检测， 结果显示， 与正常组比较， 高糖组

心肌细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高糖组比较， 丹皮酚

各剂量组心肌细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈现一定的

剂量依赖性， 表明丹皮酚能够通过抑制心肌细胞凋亡而对

高糖损伤的心肌细胞产生保护作用。
高糖环境下， 会产生大量的糖期终末化产物、 聚腺苷

酸二磷酸核糖转移酶等激活细胞的凋亡机制， 诱导细胞的

异常凋亡。 细胞凋亡包括凋亡抑制蛋白和凋亡诱导蛋白等

多种蛋白联合作用［１１］ 。 目前， 多种因子被证明与心肌细胞

的凋亡有关， 其中 Ａｋｔ 是其中之一［１２］ 。 以 Ａｋｔ 基因敲除小

鼠为研究对象， 发现胰岛素 β 细胞数目减少， 且外周组织

中出现了胰岛素抵抗， 早期出现心肌细胞的凋亡， 导致 ２
型糖尿病的发生［１３⁃１４］ 。 在 ２ 型糖尿病胰岛素严重抵抗的患
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者体内， 也检测出了 Ａｋｔ 基因的突变， 说明激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ
信号通路将成为防治糖尿病心肌病心肌细胞凋亡的一个关

键环节［１３］ 。
线粒体凋亡通路是最主要的凋亡通路［１４］ ， Ｂａｘ 在细胞

质中以一种非活化的形式存在， 在接收到凋亡信号后 Ｂａｘ
移位到线粒体表面， 破坏线粒体膜， 增加线粒体通透性，
致使细胞色素 Ｃ 外泄， 线粒体凋亡途径被激活， 此凋亡途

径也可被 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 等凋亡抑制蛋白所调控［１５］ ， Ｂａｘ 与

Ｂｃｌ⁃２ 结合形成异源二聚体， 可以阻止 Ｂａｘ 向膜外移位， 从

而抑制其促凋亡的作用。 ｃａｓｐａｓｅ３ 作为凋亡的最终执行者，
正常情况下以无活性的酶原形式存在， Ａｋｔ 一旦被激活发生

凋亡级联反应， ｃａｓｐａｓｅ３ 被剪切活化为 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３， 故

抑制 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 的活化也能抑制细胞凋亡［１６⁃１８］ 。
本实验经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测， 结果显示， 丹皮酚可抑制

心肌细胞凋亡， 增强 Ａｋｔ 表达， 激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路，
通过上调抗凋亡蛋白 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的表达， 抑制促凋

亡蛋白 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 ＣｙｔＣ
的表达而实现， 且呈现一定的剂量依赖性。

高糖环境下的心肌细胞， Ａｋｔ 激活障碍， ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信
号通路传导受限， 致使促凋亡基因 Ｂａｘ、 ＣｔｙＣ 表达上调，
抗凋亡基因 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 表达受到抑制， 诱导心肌细胞凋

亡增强。 经丹皮酚干预后， Ａｋｔ 表达增强， 抑制了其下游促

凋亡蛋白 Ｂａｘ、 ＣｔｙＣ 的表达， 阻碍了 ｃａｓｐａｓｅ３ 的活化， 同时

促进抗凋亡基因 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 表达， 心肌细胞凋亡程度明

显减轻， 使高糖损伤的心肌细胞得到了保护。
综上所述， 丹皮酚有效抑制高糖诱导的心肌细胞凋亡，

可能是通过激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路， 促进抗凋亡基因蛋白

的表达， 抑制促凋亡基因蛋白表达， 阻碍 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活化，
显著降低心肌细胞凋亡程度， 从而保护高糖损伤的心肌

细胞。
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应激信号转导机制研究［Ｄ］． 承德： 承德医学院， ２０１９．
［ ８ ］ 　 Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ Ｋ Ｒ， Ｌｏｒｄ Ｃ Ｋ， Ｗｅｓｔ Ｔ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｒｄｉａｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１３， ８
（８）： ｅ７２０８０．

［ ９ ］ 　 Ｐａｐｐａｃｈａｎ Ｊ Ｍ， Ｖａｒｕｇｈｅｓｅ Ｇ Ｉ， Ｓｒｉｒａｍａｎ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ： ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ， ２０１３， ４（５）： １７７．

［１０］ 　 Ｃｈａｖａｌｉ Ｖ， Ｔｙａｇｉ Ｓ Ｃ， Ｍｉｓｈｒａ Ｐ Ｋ． Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ ［ Ｊ ］ ． Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｍｅｔａｂ Ｓｙｎｄｒ Ｏｂｅｓ，
２０１３， ６（１）： １５１⁃１６０．

［１１］ 　 Ｇａｒｏｆａｌｏ Ｔ， Ｍａｎｇａｎｅｌｌｉ Ｖ， Ｇｒａｓｓｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒａｆｔ⁃ｌｉｋｅ ｍｉｃｒｏｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ２０１５， ２０（５）： ６２１⁃６３４．

［１２］ 　 Ｗａｎｇ Ｓ， Ｃｈｅｎｇ Ｚ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｘ Ｊ． Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴＥＮ ｏｎ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１９， １２０（９）： １４６３６⁃１４６４４．

［１３］ 　 Ｃｈｏ Ｈ， Ｍｕ Ｊ， Ｋｉｍ Ｊ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ａ
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｌａｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ａｋｔ２ （ ＰＫＢβ） ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００１， ２９２ （ ５５２２ ）：
１７２８⁃１７３１．

［１４］ 　 Ｇｅｏｒｇｅ Ｓ， Ｒｏｃｈｆｏｒｄ Ｊ Ｊ， Ｗｏｌｆｒｕｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｆａｍｉｌｙ ｗｉｔｈ
ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｄｕｅ ｔｏ ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ＡＫＴ２
［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００４， ３０４（５６７５）： １３２５⁃１３２８．

［１５］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｈｕａｎｇ Ｗ Ｄ， Ｌｕ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｕｅｒａｒｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ Ｈ２Ｏ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔ， ２０１２， ３６
（５）： ４１９⁃４２６．

［１６］ 　 Ｘｉｅ Ｒ Ｈ， Ｙｉｎ Ｍ， Ｙｉｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｌ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｏｎ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｈ２Ｏ２ ⁃Ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｉｃａ Ｂｕｌｌ， ２０１４， ３０（１）： ５４⁃５９．

［１７］ 　 Ｗｅｎ Ｈ Ｌ， Ｗｕ Ｚ， Ｈｕ Ｈ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｐａｃｈｙｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ＰＴＥＮ ａｎｄ
ｃａｓｐａｓｅ ３ ／ ７⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２０１８， ７２
（１）： ５７⁃６３．

［１８］ 　 Ｓｅｌｖａｍ Ｓ Ｐ， Ｒｏｔｈ Ｂ Ｍ， Ｎｇａｎｇａ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｌａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｔｅｌｏｍｅｒｅ ｄａｍａｇｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｓｏｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐ１６ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ
Ｃｈｅｍ， ２０１８， ２９３（２５）： ９７８４⁃９８００．
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