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基于线粒体分裂融合探讨丹酚酸B保护H9C2细胞OGD/R损伤的作

用机制研究
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北京 100091)

摘要: 本研究旨在探讨丹参的有效成分丹酚酸B (salvianolic acid B, Sal B) 通过调控线粒体分裂融合对氧糖剥

夺/再复 (oxygen and glucose deprivation/reperfusion, OGD/R) 损伤的H9C2心肌细胞的保护作用。通过建立OGD/R

模型模拟心肌缺血再灌注损伤过程。细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒 (cell counting kit-8, CCK-8) 检测细胞活力; 

试剂盒法检测细胞内活性氧 (reactive oxygen species, ROS)、总谷胱甘肽 (total glutamyl cysteinyl glycine, t-GSH)、一

氧化氮 (nitric oxide, NO) 含量, 蛋白质印迹法检测线粒体分裂融合、细胞凋亡相关蛋白表达水平, 线粒体通透性转

换孔 (mitochondrial permeability transition pore, MPTP) 检测试剂盒与Hoechst 33342荧光观察MPTP开放水平, 分子

对接技术确定丹酚酸 B 分子靶点。结果表明 , 与对照组相比 , OGD/R 损伤降低 H9C2 细胞活力 , ROS 含量增加 , 

t-GSH、NO含量减少, 线粒体动力相关蛋白 1 (dynamin-related protein 1, Drp1)、线粒体融合蛋白有线粒体融合蛋白 2 

(mitofusions 2, Mfn2)、Bcl-2相关X蛋白 (Bcl-2 associated X protein, Bax)、半胱氨酸蛋白水解酶 3 (cysteinyl aspartate 

specific proteinase 3, caspase 3) 的蛋白表达水平升高, Mfn1的蛋白表达水平降低, MPTP开放水平增加。与OGD/R

组相比 , 丹酚酸 B 各组在 6.25～100 μmol·L-1具有保护作用 , 丹酚酸 B 降低 ROS 含量 , 增加 t-GSH、NO 含量 , 降低

Drp1、Mfn2、Bax、caspase 3的蛋白表达水平, 增加Mfn1的蛋白表达水平, 降低MPTP开放水平。综上所述, 丹酚酸B

可能通过调节氧化与抗氧化平衡、线粒体分裂融合平衡, 抑制 MPTP 开放, 减少细胞凋亡进而使 H9C2细胞减少

OGD/R损伤, 可为丹酚酸B治疗心肌缺血再灌注损伤提供有价值的科学依据。
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Abstract: This study aims to investigate the effect of salvianolic acid B (Sal B), the active ingredient of Salvia 

miltiorrhiza, on H9C2 cardiomyocytes injured by oxygen and glucose deprivation/reperfusion (OGD/R) through 
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regulating mitochondrial fission and fusion. The process of myocardial ischemia-reperfusion injury was simulated 

by establishing OGD/R model. The cell proliferation and cytotoxicity detection kit (cell counting kit-8, CCK-8) 

was used to detect cell viability; the kit method was used to detect intracellular reactive oxygen species (ROS), 

total glutathione (t-GSH), nitric oxide (NO) content, protein expression levels of mitochondrial fission and fusion, 

apoptosis-related detection by Western blot. Mitochondrial permeability transition pore (MPTP) detection kit and 

Hoechst 33342 fluorescence was used to observe the opening level of MPTP, and molecular docking technology 

was used to determine the molecular target of Sal B. The results showed that relative to control group, OGD/R 

injury reduced cell viability, increased the content of ROS, decreased the content of t-GSH and NO. Furthermore, 

OGD/R injury increased the protein expression levels of dynamin-related protein 1 (Drp1), mitofusions 2 (Mfn2), 

Bcl-2 associated X protein (Bax) and cysteinyl aspartate specific proteinase 3 (caspase 3), and decreased the protein 

expression levels of Mfn1, increased MPTP opening level. Compared with the OGD/R group, it was observed that 

Sal B had a protective effect at concentrations ranging from 6.25 to 100 μmol·L-1. Sal B decreased the content of ROS, 

increased the content of t-GSH and NO, and Western blot showed that Sal B decreased the protein expression levels 

of Drp1, Mfn2, Bax and caspase 3, increased the protein expression level of Mfn1, and decreased the opening level 

of MPTP. In summary, Sal B may inhibit the opening of MPTP, reduce cell apoptosis and reduce OGD/R damage 

in H9C2 cells by regulating the balance of oxidation and anti-oxidation, mitochondrial fission and fusion, thereby 

providing a scientific basis for the use of Sal B in the treatment of myocardial ischemia reperfusion injury.
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急性心肌梗死 (acute myocardial infarction, AMI) 

是以心律失常、疼痛、休克、心力衰竭等症状为主的缺

血性心脏病, AMI发生发展不仅危害人类的生命健康, 

也造成人民群众财产损失。AMI发生后, 临床常采用

溶栓、经皮冠状动脉介入术等方式恢复血液与氧气

的供应 , 然而再灌注后反而引起心肌损伤进一步呈

进行性加重 , 这一过程又称为心肌缺血再灌注损伤 

(myocardial ischemia reperfution injury, MIRI)。缺血再

灌注 (ischemia/reperfution) 的心脏出现活性氧增多、钙

超载、炎症因子释放增加 , 大量心肌细胞凋亡[1]的现

象。研究发现, 心肌细胞凋亡被认为是引起MIRI的主

要表现形式之一[2]。抑制心肌细胞凋亡是预防心脏病

的合理措施。细胞凋亡主要有 3条途径分别为线粒体

途径、内质网途径及死亡受体途径, 其中线粒体途径是

细胞凋亡的关键环节, 因此维持线粒体结构功能稳定

对保护心肌细胞至关重要[3]。心脏内富含线粒体, 线

粒体是细胞内的能量中心, 处于代谢和细胞凋亡的中

心地位[4], 同时线粒体是高度动态变化的细胞器, 通过

不断的分裂与融合来维持线粒体正常的结构与功能, 

研究证实线粒体分裂融合之间的不平衡是MIRI的关

键因素, 在MIRI过程中, 线粒体分裂增多而融合减少, 

线粒体分裂和融合之间的失衡与MIRI心脏功能障碍

相关, 抑制线粒体分裂, 促进线粒体融合是 I/R损伤后

心脏功能障碍的保护机制靶点[5]。

丹酚酸 B (salvianolic acid B, Sal B) (图 1) 是丹参

的主要水溶性复合物之一, 丹参是我国一种治疗慢性

血管病的传统中药, 研究发现, 丹酚酸B在心脑血管方

面有较好的疗效, 丹酚酸B具有抗氧化、抗MIRI、抗动

脉粥样硬化等疗效[6]。本团队前期研究结果表明, 丹

酚酸B可通过调控NIX介导的线粒体自噬保护H9C2

心肌细胞缺氧/复氧损伤[7]。然而, 丹酚酸B是否可以

通过调控线粒体分裂融合发挥对H9C2心肌细胞氧糖

剥夺/再复 (oxygen and glucose deprivation/reperfusion, 

OGD/R) 损伤起保护作用尚未报道, 因此本研究通过

建立OGD/R诱导的H9C2细胞损伤模型, 进一步探讨

丹酚酸B对OGD/R诱导的H9C2细胞保护作用是否与

调控线粒体分裂融合相关。

材料与方法

材料 大鼠H9C2心肌细胞购于北京协和医学院

细胞实验中心。丹酚酸B (111562-201917), 中国食品

药品检定研究院 ; DMEM 高糖培养基 (C11995500

BT)、胎牛血清 (16000044), Gibco 公司 ; PBS 缓冲液 

(P1020-500)、胰蛋白酶-EDTA消化液 (0.25%, 无酚红) 

(T1300-100), Solarbio 公 司 ; CCK8 (CK04-500), 

DojinDo 公司 ; 青链霉素双抗 (SV30010), HyClone 公

司; 总谷胱甘肽 (total glutathione, t-GSH) 检测试剂盒 

(S0052)、一 氧 化 氮 (nitric oxide, NO) 检 测 试 剂 盒 

(S2001S)、线粒体通透性转换孔 (mitochondrial perme‐

ability transition pore, MPTP) 检测试剂盒 (C2009S)、活

性 氧 (reactive oxygen species, ROS) 检 测 试 剂 盒 

(S0033S)、Hoechst 33342 (C1022), 碧云天生物技术; 线

粒体动力相关蛋白 1 (dynamin-related protein 1, Drp1) 

抗体 (ab184247)、线粒体融合蛋白 1 (mitofusions 1, 
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Mfn1) 抗体 (ab126575)、线粒体融合蛋白 2 (mitofu‐

sions 2, Mfn2) 抗体 (ab124773)、半胱氨酸蛋白水解酶

3 (cysteinyl aspartate specific proteinase 3, caspase 3) 抗

体 (ab49822), Abcam 公司 ; Bcl-2 相关 X 蛋白 (Bcl-2 

associated X protein, Bax) 抗体 (50599-2-lg)、β-actin抗

体 (60008-1-lg), Proteintech公司。

H9C2 心肌细胞培养 复苏冻存的 H9C2 心肌细

胞, 取冻存的H9C2心肌细胞迅速在37 ℃水中解冻, 在

解冻的细胞中迅速加入 5 mL完全培养基 (DMEM 高

糖培养基+10% 胎牛血清+1% 青链霉素双抗) 中转移

至 15 mL离心管, 1 500 r·min-1离心 3 min, 重悬后更换

完全培养液, 37 ℃、5% CO2培养箱内培养, 细胞培养

24 h后进行换液, 显微镜下观察H9C2心肌细胞生长状

态, 待细胞生长至培养瓶 80% 时, 使用胰蛋白酶进行

传代, 复苏细胞至二代或三代稳定后进行下一步实验。

细胞药物处理及 OGD/R 模型建立 根据文献[7]

研究及实验室前期研究基础设置 Sal B 浓度梯度为

100、50、25、12.5、6.25 µmol·L-1 的实验组 、对照组 

(normal, N) 和模型组 (model, M)。细胞以每毫升1×105

个接种于 96孔板或细胞瓶中, 待细胞生长至 80%左右

时, 弃去完全培养基, PBS洗 2遍, 对照组细胞更换为

完全培养基, 模型组更换为无糖DMEM培养基, 实验

组为含Sal B的无糖DMEM培养基。模型组与实验组

放置于自制的密封盒中, 充入标气 (95% 氮气+5% 二

氧化碳)。15 min后将密封盒置于 37 ℃、5% CO2的培

养箱中培养 , 4 h 后拿出密封盒 , 打开密封盒向无糖

DMEM培养基中加入葡萄糖, 使葡萄糖浓度为4.5 g·L-1, 

将细胞放回培养箱中继续培养 2 h。此过程即为细胞

OGD/R过程。实验结束后, 根据实验目的收集细胞或

细胞上清进行检测。

CCK8法测定细胞活力 H9C2细胞接种于 96孔

板中, 按“细胞药物处理及OGD/R模型建立”方法处理

细胞后, 每孔加入 10 µL CCK-8溶液, 并设置空白对照

孔: 只加入培养基与 CCK-8溶液。培养箱孵育 2 h后

酶标仪 450 nm 测定吸光度 (A) 值。细胞活力 (%)=

[(A 实验组−A 空白对照)/(A 对照组−A 空白对照)]×100%。

t-GSH 测定 H9C2 细胞接种于 96 孔板后 , 待细

胞生长至 80%时, 按“细胞药物处理及OGD/R模型建

立”方法处理细胞, 按照 t-GSH检测试剂盒配制 5倍稀

释谷胱甘肽还原酶、DTNB储备液、t-GSH检测缓冲液, 

设置空白对照组、标准品组、样品组, 酶标仪在 412 nm

处检测吸光度值, 检测后绘制标准曲线, 并根据标准曲

线计算样品 t-GSH含量。

ROS 检测 H9C2 细胞接种于板后, 待细胞生长

至 80%时, 按“细胞药物处理及OGD/R模型建立”方法

处理细胞, 按照ROS检测试剂盒步骤将收集好的细胞

悬浮于无血清培养基稀释的 10 µmol·L-1 DCFH-DA, 

37 ℃细胞培养箱内孵育 20 min, 每隔 5 min颠倒混匀, 

20 min后用无血清培养液洗涤细胞3次, 酶标仪设置激发

波长为488 nm, 发射波长为525 nm检测细胞ROS。

NO检测 H9C2细胞接种于 96孔板后, 待细胞生

长至 80%时, 按“细胞药物处理及OGD/R模型建立”方

法处理细胞 , 按照 ROS 检测试剂盒步骤 , 室温放置

Griess Reagent I和 II, 测定标准品后, 每孔收集细胞上

清 50 μL 加入 96 孔板中 , 随后依次加入室温 Griess 

Reagent I、Griess Reagent II各 50 μL, 酶标仪 540 nm测

定吸光度值。

蛋白质印迹法检测 Drp1、Mfn1、Mfn2、Bax、

caspase 3 H9C2细胞接种于T75培养瓶中, 待细胞生

长至 80%时, 按“细胞药物处理及OGD/R模型建立”方

法处理细胞, 裂解收集细胞, BCA法蛋白定量, 加入 5×

蛋白上样缓冲液, 放置于沸水中使蛋白充分变性。蛋

白上样 , SDS-PAGE 分离 , 蛋白转印至 PVDF 膜 , 脱脂

牛奶封闭, 加入相应一抗, 4 ℃摇床孵育过夜。TBST

洗膜 3次, 加入对应二抗, 室温孵育 2 h, TBST洗膜, 超

敏感型化学发光试剂显色, β-actin的蛋白表达水平为

内参, Image Lab系统拍摄成像, Image J软件进行灰度

值分析, 每个蛋白均重复实验3次。

MPTP检测 H9C2细胞接种于含有细胞爬片的

6孔板中, 待细胞生长至 80%时, 按“细胞药物处理及

Figure 1　The 2D (A) and 3D (B) molecular formula of salvianolic acid B (Sal B)
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OGD/R模型建立”方法处理细胞后, 舍弃细胞培养基

PBS洗 2遍, 按照MPTP检测说明书所述, 先配制Cal‐

cein AM染色液, 1 mL Calcein AM染色液中加入 1 μL 

Calcein AM (1 000×) 和 10 μL 促溶剂 (100×) 混匀, 并

添加 1× CoCl2配制成荧光淬灭工作液。在配制好的荧

光淬灭工作液中添加Hoechst 33342后混匀, 荧光淬灭

工作液与 Hoechst 33342比例为 1 000∶1。6孔板吸除

培养基后 PBS清洗 2遍, 每孔中加入荧光淬灭工作液 

(覆盖爬片即可) 37 ℃避光孵育 5 min, 更换 37 ℃预热

含血清培养基避光孵育 10 min, PBS清洗 2遍, 6孔板

每孔加入 1 mL检测缓冲液后, 立即在荧光显微镜 (日

本 Olympus 公司 , Olympus BX53) 下观察并拍照 , 用

Image J软件分析。

分子对接 RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) 

(https://www.rcsb.org/) 数据库获得核心靶点蛋白结构, 

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 数据库下

载丹酚酸 B 结构作为配体 , 利用 Autoduck Tools 1.5.6

软件完成受体与配体的分子对接, PyMOL 2.2.0 软件

进行可视化分析。

统计学处理 用 SPSS 26.00 软件进行统计分析, 

多组数据比较用单因素方差分析, 组间两两比较用 t检

验。GraphPad Prism 9软件作图。计量数据用 x ± s表

示, P < 0.05被认为具有统计学差异。

结果

1　Sal B对H9C2细胞OGD/R损伤具有保护作用

与正常组相比, OGD/R组吸光度值显著降低, 具

有统计学差异, 说明OGD/R损伤H9C2细胞活力; 与模

型组相比, Sal B (6.25～100 μmol·L-1) 处理后吸光度值

升高 (P < 0.05; P < 0.01, 图 2), 结果提示 Sal B 在

6.25～100 μmol‧L-1浓度范围内对OGD/R H9C2细胞具

有保护作用 , 根据本次实验结果及前期研究 , 选择

50 μmol·L-1 Sal B浓度进行后续研究[7]。

2　Sal B增加OGD/R损伤的H9C2细胞 t-GSH水平

如图 3所示, 与正常组相比, OGD/R组 t-GSH含量

显著降低 (P < 0.01); 与 OGD/R 组相比 , Sal B 组增加

t-GSH含量 (P < 0.05)。结果表明, Sal B可增加OGD/R

损伤的H9C2细胞 t-GSH含量。

3　Sal B增加OGD/R损伤的H9C2细胞NO含量

如图 4所示, 与正常组相比, OGD/R组NO含量显

著降低 (P < 0.01); 与OGD/R组相比, Sal B组显著增加

NO 含量 (P < 0.05)。结果表明 , Sal B 可增加 OGD/R

损伤的H9C2细胞NO含量。

4　Sal B降低OGD/R损伤的H9C2细胞ROS水平

通过检测发现, OGD/R组ROS水平显著高于正常

组 (P < 0.01); 经 Sal B 干预后 , OGD/R 诱导损伤的

H9C2 细胞 ROS 水平显著低于 OGD/R 组 (P < 0.01)。

结果提示, Sal B干预可降低OGD/R损伤的H9C2细胞

ROS水平 (图5)。

5　Sal B 对 OGD/R 损伤的 H9C2 细胞线粒体分裂融

合相关蛋白表达的影响

如图6结果所示, 与正常组相比, H9C2细胞OGD/R

损伤后 Drp1、Mfn2、Bax、caspase 3蛋白表达水平增加 

Figure 2　The protective effects of Sal B in H9C2 cells injured by 

oxygen and glucose deprivation/reperfusion (OGD/R). n = 6, x ± s. 
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs OGD/R group

Figure 3　 Effects of Sal B on the levels of total glutathione in 

H9C2 cells induced by OGD/R. n = 6, x ± s. ##P < 0.01 vs control 

group; *P < 0.05 vs OGD/R group

Figure 4　Effects of Sal B on the content of nitric oxide (NO) in 

H9C2 cells induced by OGD/R. n = 6, x ± s. ##P < 0.01 vs control 

group; *P < 0.05 vs OGD/R group
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(P < 0.05; P < 0.01), Mfn1 蛋白表达水平降低 (P < 

0.05); 与 OGD/R 组相比 , Sal B 组降低 Drp1、Mfn2、

Bax、caspase 3 蛋白表达水平 , 增加 Mfn1 蛋白表达水

平 (P < 0.05)。

6　Sal B 降低 OGD/R 损伤的 H9C2 细胞 MPTP 开放

水平

根据试剂盒说明, 绿色荧光越强, 线粒体MPTP开

放程度越低。如图 7所示, 与正常组相比, H9C2细胞

在 OGD/R 损伤后绿色荧光减弱, 提示 OGD/R 组细胞

MPTP 开放水平显著增加 (P < 0.01); 与 OGD/R 组相

比 , Sal B 组绿色荧光增强 , 提示 Sal B 可减轻 OGD/R

损伤的H9C2细胞MPTP开放水平。

7　Sal B分子对接

Sal B分子对接结果如图 8所示, Sal B的氧原子与

Drp1第 179位甲硫氨酸结合形成一个氢键 (2.8 Å), 与

Drp1 第 181 位亮氨酸形成两个较强氢键 (2.2 和

2.4 Å)。

讨论

目前, 药物溶栓、血管成形术等广泛应用于缺血再

灌注 , 然而急性心肌梗死仍是全球主要致死原因之

一[8]。如何有效地预防 MIRI依然是当前研究的热点

问题, 研究发现心肌细胞过多死亡是MIRI的重要原因

之一, MIRI主要病理机制与心肌细胞内大量氧自由基

产生、钙超载、细胞凋亡等有关[9]。现代药理学研究结

果表明, 丹酚酸B能够降低氧自由基、提高谷胱甘肽过

氧化物酶 (GSH-Px) 和还原型谷胱甘肽 (G-SH) 活性、

抑制心肌组织中的凋亡相关蛋白、抑制钙超载等保护

心肌缺血再灌注损伤[7]。本研究使用氧糖剥夺/再复处

理 H9C2心肌细胞作为缺血/再灌注损伤的体外模型, 

进一步探索丹酚酸B保护H9C2细胞的机制是否与丹

酚酸 B 调控线粒体分裂融合抑制心肌细胞凋亡

Figure 6　Effect of Sal B on the expression of mitochondrial fission and fusion related proteins in H9C2 cells induced by OGD/R. A: 

Dynamin-related protein 1 (Drp1); B: Mitofusions 1 (Mfn1); C: Mitofusions 2 (Mfn2); D: Bcl-2 associated X protein (Bax); E: Cysteinyl 

aspartate specific proteinase 3 (caspase 3); F: The Western blot of mitochondrial fission and fusion related proteins in H9C2 cells induced by 

OGD/R. n = 3, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05 vs OGD/R group

Figure 5　 Effects of Sal B on the levels of reactive oxygen 

species (ROS) in H9C2 cells induced by OGD/R. n = 6, x ± s. 
##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs OGD/R group
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有关[10]。

首先, 本研究体外建立OGD/R模型模拟心肌缺血

再灌注损伤, 丹酚酸B预给药在 6.25～100 μmol·L-1对

氧糖剥夺复氧复糖后细胞具有保护作用, 根据本次实

验结果及前期研究选择 Sal B 50 μmol·L-1浓度进行后

续研究[7]。ROS是细胞内多个氧化还原反应的正常代

谢产物。在生理条件下, 生物体内ROS的产生和清除

处于动态平衡状态, 当机体受到有害因素如缺血再灌

注损伤等刺激时, ROS动态平衡状态被破坏, ROS的

产生超过清除, 造成细胞或组织内 ROS堆积, 诱导氧

化应激发生, 氧化应激进一步造成机体损伤, 引起心血

管疾病等。生理状态下, 细胞具有完善的抗氧化系统

主要分为两大类 , 一为抗氧化酶如超氧化物歧化酶 

(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶等; 二是非酶类抗氧化系

统如类胡萝卜素、GSH 等[11,12]。GSH 是一种由 3 个氨

基酸残基组成的小肽, 全称为谷氨酰−半胱氨酰−甘氨

酸, GSH几乎存在于每一个细胞中, GSH包括G-SH和

氧化型谷胱甘肽 (G-S-S-G)[13]。机体内ROS的生成和

抗氧化之间的平衡决定了氧化应激的程度[14]。本研究

发现 , H9C2 细胞 OGD/R 损伤后 , ROS 含量增加 , 

t-GSH 含量降低, 说明 OGD/R 损伤破坏了 H9C2 细胞

内氧化与抗氧化之间平衡, 加重了氧化应激水平, 丹酚

酸B给药后H9C2细胞内ROS含量降低, t-GSH含量增

加, 表明丹酚酸B可以调节体内氧化与抗氧化之间平

衡, 降低细胞氧化应激损伤。NO 是生物体内重要的

活性氮, 一种亲脂性、可扩散的分子, 是血管内皮细胞

分泌的血管活性物质, 有较强的舒血管、抗血栓的功

能, 现代研究发现NO参与调控线粒体的生理功能, 一

定浓度的外源 NO可减轻线粒体的氧化损伤, 进一步

保护心脑血管系统[15]。本研究结果表明 , H9C2 细胞

OGD/R损伤后降低了NO含量, OGD/R后损伤细胞血

管活性物质分泌降低, 不利于血管舒张, 丹酚酸B给药

后H9C2细胞内NO含量增加, 表明丹酚酸B增加NO

含量, NO参与了细胞缺氧复氧损伤过程, 并通过调节

NO含量保护OGD/R后损伤。

线粒体是高度动态化的双膜细胞器, 处于不断分

裂与融合的平衡中。线粒体分裂融合是线粒体稳态的

重要部分, 维持线粒体稳态是细胞正常代谢、正常电生

理活动的重要调节部分。线粒体占心肌细胞总体积的

30%～40%, 每日产生约 6 kg ATP 维持心脏的正常收

缩[16]。研究证实, 线粒体分裂融合平衡的破坏是心肌

缺血再灌注损伤、心力衰竭等多种心血管疾病病理过

程的重要分子机制[17]。线粒体分裂是通过分离线粒体

损伤部位, 并通过线粒体自噬降解清除的过程; 线粒体

融合是融合毗邻损伤线粒体的外膜与内膜, 形成呈纤

维状延伸和网络状结构的线粒体[18]。线粒体分裂融合

的过程受多种蛋白精确调控, 线粒体分裂蛋白主要有

Drp1、Fis1; 线粒体融合蛋白有 Mfn1、Mfn2、视神经萎

缩蛋白1 (optic atrophy-1, Opa1)[19]。

Drp1是线粒体分裂的主要调节因子, 线粒体分裂

时Drp1转位至线粒体外膜, 聚合形成环状结构促进线

粒体分裂, 研究表明抑制Drp1可提高细胞存活率, 且

抑制 Drp1 保护心肌缺血再灌注损伤 , 此外发现 Drp1

直接结合Bax, 促进其转移, 并通过Bax/Bak对Drp1修

Figure 8　 The results of molecular docking between Sal B and 

Drp1

Figure 7　Sal B reduced the opening of mitochondrial permeability transition pore (MPTP). A: Representative images of MPTP opening 

under a fluorescence microscope (scale bar = 50 μm) were shown; B: Bar graph indicates the MPTP opening. n = 3, x ± s. ##P < 0.01 vs 

control group; **P < 0.01 vs OGD/R group
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饰诱导细胞凋亡[20]。Mfn1、Mfn2在缺血性心脏病中起

重要作用, 使之成为保护心肌缺血损伤的新的研发热

点, 有研究报道, Mfn1的缺失导致线粒体融合减少, 片

段化的线粒体引起线粒体自噬和细胞死亡; Mfn2的高

表达加重心肌损伤, 敲低 Mfn2能抑制线粒体钙超载, 

同时可降低线粒体膜通透性转换孔开放减轻心肌缺血

再灌注损伤[18]。Bax 是 Bcl-2 家族中重要的促凋亡分

子 , 可活化下游的凋亡蛋白 caspase。Caspase 3 属于

caspase家族, 是细胞凋亡的效应器, 研究表明激活 cas‐

pase 3的活性, 可导致心肌细胞的凋亡, 最终导致心脏

功能损伤, 同时研究表明Bax与 caspase 3之间相互影

响, 共同参与并调控细胞凋亡进程, Qian等[21]研究表明

氢气可通过调节Bax/caspase 3凋亡通路减轻大鼠创伤

性脑损伤。本研究发现, H9C2细胞OGD/R损伤造成

线粒体分裂相关蛋白Drp1表达增加、线粒体融合相关

蛋白 Mfn1 降低、Mfn2 表达增加 , 凋亡相关蛋白 Bax、

caspase 3表达水平增加, 说明OGD/R诱导的H9C2细

胞线粒体分裂融合平衡被打破, 引起细胞凋亡的发生。

丹酚酸B预给药之后降低Drp1、Mfn2及凋亡相关蛋白

Bax、caspase 3表达水平, 增加Mfn1表达水平, 说明丹

酚酸B通过调控线粒体分裂融合相关蛋白水平, 维持

线粒体稳态, 减少细胞凋亡的发生。MPTP是贯穿线

粒体内外膜的孔道, MPTP过度开放是线粒体功能改

变的先决条件, 研究发现Drp1可识别并调控MPTP开

放, 加重线粒体损伤和细胞死亡[22]。同时, 外源性NO

供体能够抑制MPTP开放, 抑制线粒体损伤, 从而保护

心肌缺血再灌注损伤[23]。本研究发现 OGD/R诱导的

H9C2 细胞 MPTP 荧光强度降低 , MPTP 开放增加 , 丹

酚酸B预给药之后MPTP荧光强度增加, MPTP开放降

低, 结合NO及Drp1蛋白表达, 提示丹酚酸B可能通过

调控Drp1及NO降低MPTP开放程度, 保护线粒体功

能。通过分子对接筛选丹酚酸B与线粒体分裂融合蛋

白结合情况 , 结果显示丹酚酸 B 与线粒体分裂蛋白

Drp1对接的结合自由能小于 0, 表明丹酚酸 B与线粒

体分裂蛋白 Drp1 能自由结合 , 具体结合位点为第

179位甲硫氨酸、第 181位亮氨酸形成氢键, 结合位点

以氢键连接构成较稳定的构象, 表明丹酚酸B与Drp1

良好的结合可能是丹酚酸 B 调控线粒体分裂减轻

OGD/R诱导的H9C2心肌细胞损伤关键。

综上所述, 本研究发现丹酚酸B对OGD/R诱导的

H9C2心肌细胞具有保护作用, 主要通过降低 ROS含

量 , 增加 t-GSH、NO 含量 , 降低 Drp1、Mfn2、Bax、

caspase 3 的蛋白表达水平 , 增加 Mfn1 的蛋白表达水

平, 降低 MPTP开放水平, 维持线粒体分裂融合水平, 

减少细胞凋亡, 为丹酚酸B保护心肌缺血再灌注损伤

作用提供了实验依据。
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