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摘要：目的　探讨熊果苷调控缺刻基因 １（Ｎｏｔｃｈ１）／发状分裂相关增强子 １
（Ｈｅｓ１）通路对缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）诱导的心肌细胞（Ｈ９Ｃ２）损伤的影响。方法　
将Ｈ９Ｃ２细胞分为正常组、模型组、低、中、高剂量实验组（２５００、５０００、
１００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷）、抑制剂组｛１００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷 ＋
１０００μｍｏＬ·Ｌ－１Ｎ－［Ｎ－（３，５－二氟苯乙酰基）－Ｌ－丙氨酰］－Ｓ－苯基甘氨酸叔
丁酯（ＤＡＰＴ）｝。正常组常规培养，其余各组均建立Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞损伤模
型，各给药组于造模前分别给予不同浓度熊果苷（１２５０～２００００μｍｏＬ·Ｌ－１）预处理
２４ｈ。细胞计数（ＣＣＫ－８）法与原位末端凋亡（ＴＵＮＥＬ）分别检测细胞增殖与凋
亡，ＪＣ－１法测线粒体膜电位，试剂盒检测活性氧（ＲＯＳ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、谷
胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）水平，蛋
白质印迹法检测Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、凋亡相关Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关
Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、半胱天冬氨酸蛋白酶 ３（ｃａｓｐａｓｅ－３）蛋白表达。结果　
２５００～２００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷能够显著增加Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞存活
率（Ｐ＜００５），选择２５００、５０００、１００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷作为低、中、高剂
量进行后续实验。正常组、模型组、高剂量实验组、抑制剂组的肌酸激酶 －ＭＢ
（ＣＫ－ＭＢ）水平分别为（２４５±０３９）、（８７２±０８２）、（３５６±０４２）和
（５４８±０５７）Ｕ·ｍＬ－１；心肌肌钙蛋白 Ｉ（ｃＴｎＩ）水平分别为（２２５８±２２３）、
（６８３４±５９６）、（３０１２±３２６）和（４９６２±５１５）ｎｇ·Ｌ－１；ＬＤＨ水平分别为
（５３４２±５４４）、（１６３７２±１３４１）、（６５４５±６５７）和（９８３３±９８５）Ｕ·Ｌ－１；
ＲＯＳ相对水平分别为１０１±０１２、３３４±０３５、１４６±０１８和２２４±０２３；ＳＯＤ水平分
别为（９６２３±８１２）、（２４３１±２２４）、（７８３９±７９３）和（４３７８±４４９）Ｕ·ｍｇ－１；
ＧＳＨ－Ｐｘ水平分别为（７４８２±７５５）、（１６４２±１８３）、（６１３２±６２９）和
（３５７２±３３８）Ｕ·ｍｇ－１；ＭＤＡ水平分别为（１５４５±２０３）、（５８３３±５５７）、
（２１５６±２２４）和 （４２４７±４１３）μｍｏｌ· Ｌ－１；细 胞 凋 亡 率 分 别 为
（２４５±０３９）％、（２９８６±３２５）％、（９８６±０９１）％和（２１３４±２２５）％；红／
绿荧光强度比值分别为（５７８±０６５）％、（１４２±０２０）％、（４８９±０５４）％和
（２８５±０３３）％；Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达分别为１２７±０１２、０３４±００３、１０５±００８
和０５４±００５；Ｈｅｓ１蛋白表达分别为０９５±０１０、０２５±００３、０８１±００８和
０５７±００５；Ｂｃｌ－２蛋白表达分别为１０１±０１１、０３１±００３、０８９±００８和
０６１±００６；Ｂａｘ蛋白表达分别为 ０４５±００４、１３４±０１２、０６１±００６和
０９３±００９；ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达分别为０２３±００３、０９１±００９、０３７±００４和
０６４±００６；正常组与模型组比较、模型组与低、中、高剂量实验组比较、高剂量实验
组与抑制剂组比较，上述指标在统计学上均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　熊
果苷通过激活Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通路，抑制氧化应激，减轻Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞损伤。
关键词：熊果苷；缺氧／复氧；缺刻基因１／发状分裂相关增强子１通路；心肌细胞损伤
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｒｂｕｔｉｎｏｎｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（Ｈ／Ｒ）－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙｏｆ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（Ｈ９Ｃ２）ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｌｏｃｕｓｎｏｔｃｈｈｏｍｏｌｏｇｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｎｏｔｃｈ１）／ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ１
（Ｈｅｓ１）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙＭｅｔｈｏｄｓ　ＡｎＨ／Ｒ－ｉｎｄｕｃｅｄＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＴｈｅｏｐｔｉｍａｌ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｒｂｕｔｉｎｗａｓｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｐｒｅｔｒｅａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１２５０－２００００
μｍｏｌ·Ｌ－１）Ｈ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ａｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，Ｍ，Ｈｇｒｏｕｐｓ（２５００，
５０００，ａｎｄ１００００μｍｏｌ·Ｌ－１ａｒｂｕｔｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ），ａｎｄａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ｛１００００μｍｏｌ·Ｌ－１ａｒｂｕｔｉｎ＋１０００
μｍｏｌ·Ｌ－１Ｎ－［Ｎ－（３，５－ｄｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎａｃｅｔｙｌ）－Ｌ－ａｌａｎｙｌ］－Ｓ－ｐｈｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅｔ－ｂｕｔｙｌｅｓｔｅｒ（ＤＡＰＴ）｝Ｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｗｈｉｌｅＨ／Ｒｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｔｈｅｒｅｍａｉｎｉｎｇｇｒｏｕｐｓ
Ａｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｒｅｃｅｉｖｅｄａｒｂｕｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ１２５０ｔｏ２００００μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４
ｈｏｕｒｓｂｅｆｏｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅＣＣＫ－８ａｓｓａｙ，ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＴＵＮＥＬ
ａｓｓａｙ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＪＣ－１；ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ），ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ），ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＳＨ－Ｐｘ），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ａｎｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ
（ＳＯＤ）ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｋｉｔｓＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｏｔｃｈ１，Ｈｅｓ１，Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，ａｎｄｃａｓｐａｓｅ－３ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲｅｓｕｌｔｓ　Ａｒｂｕｔｉｎａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２５００

!

２００００μｍｏｌ·Ｌ－１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅｏｆＨ／Ｒ－ｉｎｄｕｃｅｄＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００５）Ａｒｂｕｔｉｎａｔ２５００，５０００，ａｎｄ１００００μｍｏｌ·Ｌ－１ｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅ
ｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍ，ａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｓｆｏｒｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓＴｈｅｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅＭＢ（ＣＫ－ＭＢ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（２４５±０３９），（８７２±０８２），
（３５６±０４２），ａｎｄ（５４８±０５７）Ｕ· ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｃＴｎＩｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２２５８±２２３），
（６８３４±５９６），（３０１２±３２６），ａｎｄ（４９６２±５１５）ｎｇ· Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＬＤＨ ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
（５３４２±５４４），（１６３７２±１３４１），（６５４５±６５７），ａｎｄ（９８３３±９８５）Ｕ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅＲＯＳ
ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１０１±０１２，３３４±０３５，１４６±０１８，ａｎｄ２２４±０２３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＳＯＤｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
（９６２３±８１２），（２４３１±２２４），（７８３９±７９３），ａｎｄ（４３７８±４４９）Ｕ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＧＳＨ－Ｐｘ
ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（７４８２±７５５），（１６４２±１８３），（６１３２±６２９），ａｎｄ（３５７２±３３８）Ｕ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ＭＤＡｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１５４５±２０３），（５８３３±５５７），（２１５６±２２４），ａｎｄ（４２４７±４１３）μｍｏｌ·Ｌ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（２４５±０３９）％，（２９８６±３２５）％，（９８６±０９１）％，ａｎｄ
（２１３４±２２５）％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｔｈｅ ｒｅｄ／ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ （５７８ ± ０６５）％，
（１４２±０２０）％，（４８９±０５４）％，ａｎｄ（２８５±０３３）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＮｏｔｃｈ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
１２７±０１２，０３４±００３，１０５±００８，ａｎｄ０５４±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＨｅｓ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
０９５±０１０，０２５±００３，０８１±００８，ａｎｄ０５７±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＢｃｌ－２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
１０１±０１１，０３１±００３，０８９±００８，ａｎｄ０６１±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
０４５±００４，１３４±０１２，０６１±００６，ａｎｄ０９３±００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａｎｄｔｈｅｃａｓｐａｓｅ－３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ０２３±００３，０９１±００９，０３７±００４，ａｎｄ０６４±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，Ｍ，Ｈｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－
Ｈｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｌｌｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｆｏｒｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ（ａｌｌＰ＜００５）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡｒｂｕｔｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓＨ／Ｒ－ｉｎｄｕｃｅｄＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＮｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１ｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｒｂｕｔｉｎ；ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ；ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｌｏｃｕｓｎｏｔｃｈｈｏｍｏｌｏｇｐｒｏｔｅｉｎ１／ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ１
ｐａｔｈｗａｙ；ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ

　　心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ－
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）是指心脏缺血后血流恢复对心
肌造成的损伤，发生在急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）、冠心病等经皮冠状动脉介入治疗、冠
状动脉成形术等术后，可致永久性残疾甚至死亡［１］。

目前ＭＩＲＩ尚无有效治疗方法。ＭＩＲＩ涉及氧化应激、
细胞凋亡及线粒体功能障碍，抑制氧化应激、改善线

粒体功能是减轻心肌细胞凋亡的关键［２］。缺刻基因１
（ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｌｏｃｕｓｎｏｔｃｈｈｏｍｏｌｏｇｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｎｏｔｃｈ１）／发
状分裂相关增强子 １（ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ１，



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　９４９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

Ｈｅｓ１）通路参与心肌细胞存活、血管生成及分化调
控，激活 Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通路，可缓解氧化应激与线
粒体紊乱，减轻 ＭＩＲＩ［３］。熊果苷提取自杜鹃花科
熊果属植物，具抗氧化、抗炎、抗肿瘤等药理活

性，对糖尿病心肌病、高血压心肌纤维化等有良

好治疗作用［４－５］。然 而，熊 果 苷 对 缺 氧／复 氧
（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）诱导的心肌细胞损
伤的影响及机制尚不清楚。本研究以 Ｈ９Ｃ２细胞
为对象，探讨熊果苷是否通过调控 Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１
通路减轻 Ｈ／Ｒ诱导的心肌细胞损伤，为 ＭＩＲＩ治
疗提供实验依据。

材料与方法

１　材料
细胞　心肌细胞 Ｈ９Ｃ２（ＳＮＬ－０２９），购自湖北武

汉尚恩生物技术有限公司。

药品与试剂　熊果苷，规格：每瓶１００ｍｇ，纯度：
≥９８％，批号：２０２３０６，货号：Ａ４２５６、Ｎｏｔｃｈ１抑制剂Ｎ－
［Ｎ－（３，５－二氟苯乙酰基）－Ｌ－丙氨酰］－Ｓ－苯基
甘氨酸叔丁酯｛Ｎ－［Ｎ－（３，５－ｄｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎａｃｅｔｙｌ）－
Ｌ－ａｌａｎｙｌ］－Ｓ－ｐｈｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅｔ－ｂｕｔｙｌｅｓｔｅｒ，ＤＡＰＴ｝，
规格：每瓶５０ｍｇ，纯度：≥９８％，批号：２０２３０３，货号：
Ｄ５９４２，均由美国 Ｍｅｒｃｋ公司生产；ＴＵＮＥＬ原位细胞
凋亡检测试剂盒、ＣＣＫ－８细胞活力／毒性检测试剂
盒，均由湖北武汉尚恩生物技术有限公司生产；活性

氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）测试盒（化学荧光
法）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＧＳＨ－Ｐｘ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化
物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）；乳酸脱氢酶
（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）酶联免疫吸附测定
（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒、
肌酸激酶－ＭＢ（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ－ＭＢ，ＣＫ－ＭＢ）ＥＬＩＳＡ
试剂盒、心肌肌钙蛋白 Ｉ（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎＩ，ｃＴｎＩ）
ＥＬＩＳＡ试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒（ＪＣ－１法）
试剂盒，均由上海酶联生物科技有限公司生产；

Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、凋亡相关 Ｂ淋巴细胞瘤 ２（Ｂ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、半胱天冬氨酸蛋白酶 ３
（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３，ｃａｓｐａｓｅ－３）
抗体购自Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ公司。

仪器　ＩＸ５１倒置荧光显微镜，日本奥林巴斯公司
产品；Ｍ２００ＰＲＯ－多功能酶标仪，瑞士 Ｔｅｃａｎ公司产

品；ＥＣ３６００凝胶成像仪，美国 ＵＶＰ公司产品；ＧｅｌＤｏｃ
ＥＺ－Ｂｉｏ－Ｒａｄ凝胶成像系统，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司
产品。

２　实验方法
２１　细胞培养及药物浓度筛选［６］

Ｈ９Ｃ２细胞培养于含１０％胎牛血清和１％青霉素
－链霉素（双抗）的高糖ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃、
５％ＣＯ２的饱和湿度培养箱中常规培养，每２～３天传
代１次，取对数生长期细胞进行实验。建立Ｈ／Ｒ细胞
模型，Ｈ９Ｃ２细胞先缺氧６ｈ（９５％ Ｎ２、５％ ＣＯ２条件下
培养），然后再复氧培养６ｈ（９５％ Ｏ２、５％ ＣＯ２条件下
培养），正常组在正常条件下（９５％ Ｏ２、５％ ＣＯ２）培
养。使用终浓度为 １２５０、２５００、５０００、１００００
和２００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷预先处理 Ｈ９Ｃ２细
胞２ｈ，再进行缺氧复氧处理，ＣＣＫ－８试剂检测细
胞存活率。

２２　细胞分组及处理方法［７］

将Ｈ９Ｃ２细胞分为正常组、模型组、低、中、高剂量
实验组、抑制剂组。正常组与模型组，不做任何处理；

低、中、高剂量实验组，在 Ｈ／Ｒ前分别使用 ２５００、
５０００和１００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷处理细胞２４ｈ，
抑制剂组在Ｈ／Ｒ前使用１００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷
与１０００μｍｏＬ·Ｌ－１Ｎｏｔｃｈ１抑制剂 ＤＡＰＴ共同处理
细胞２４ｈ。
２３　ＥＬＩＳＡ检测ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎｌ、ＬＤＨ水平［８］

将各组处理的细胞接种于６孔板中培养２４ｈ后，
离心后取上清，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，检测各组
ＣＫ－ＭＢ、ＬＤＨ和ｃＴｎＩ水平。
２４　试剂盒检测ＭＤＡ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＳＯＤ水平［９］

收集各组处理的细胞，根据试剂盒说明分别检测

细胞ＭＤＡ、ＧＳＨ－Ｐｘ和ＳＯＤ水平。
２５　荧光探针法ＲＯＳ水平检测［１０］

将细胞培养物接种于９６孔板上，去除培养基，按
照１∶１０００用无血清培养液稀释２’，７’－二氯二氢荧
光素二乙酸酯（２’，７’－ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ －ＤＡ），加入 １５０μＬ稀释好的
ＤＣＦＨ－ＤＡ溶液，３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ，去除未
进入细胞内的 ＤＣＦＨ－ＤＡ溶液，荧光显微镜观察
并拍照。

２６　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡［１１］

收集 各 组 处 理 的 细 胞，用 磷 酸 盐 缓 冲 液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤三次，４％多聚
甲醛在４℃下固定 ３０ｍｉｎ，使用 ＴＵＮＥＬ染色试剂
盒，按照制造商的说明对细胞进行染色，再使用
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４’，６’－二脒基 －２－苯基吲哚（４’，６’－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ
－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）复染细胞核，荧光显微镜
下观察细胞凋亡。

２７　ＪＣ－１法检测线粒体膜电位［１２］

将各组处理的细胞接种至 ６孔板，ＰＢＳ洗涤细
胞，加入适量 ＪＣ－１工作液，细胞培养箱 ３７℃孵育
１５ｍｉｎ，１５００ｒ·ｍｉｎ－１４℃离心３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后再
重悬细胞，用荧光显微镜观察。用红／绿荧光强度比
值表示线粒体膜电位。

２８　蛋白质印迹法检测 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达［１３］

收集各组处理的细胞，用放射免疫沉淀法裂

解细胞，提取总蛋白，使用二喹啉甲酸蛋白检测

试剂盒测定蛋白浓度，将蛋白 ２０μｇ于 １５％十二
烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳，将分离的蛋
白转移到聚偏二氟乙烯膜上，５％脱脂奶粉室温封
闭 ３０ｍｉｎ，加 入 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ－３一抗，４℃孵育过夜，洗膜后，加入辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ
（ＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ），室温孵育 １ｈ，以 β－肌
动蛋白（Ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ，β－ａｃｔｉｎ）为内参，凝胶成像
系统分析蛋白相对表达。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２５０版进行统计分析。数据已验证具有

方差齐性，多组中指标差异性比较和多组内两两组间

的进一步差异性比较分别采用单因素方差分析法、

ＳＮＫ－ｑ法分析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，计数资料以
率（％）表示。

结　　果

１　药物浓度筛选
与正常组比较，模型组 Ｈ９Ｃ２细胞存活率显著降

低（Ｐ＜００５）；与模型组比较，２５００、５０００、１００００、
２００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷处理的Ｈ９Ｃ２细胞存活率
显著增加（Ｐ＜００５）；其中１００００、２００００μｍｏＬ·Ｌ－１

的熊果苷处理的细胞存活率较高，但两者无明显差

异，选择２５００、５０００、１００００μｍｏＬ·Ｌ－１的熊果苷作
为低、中、高浓度进行后续实验，见表１。
２　各组细胞心肌标志物水平

与正常组比较，模型组 ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎｌ、ＬＤＨ水平
显著升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，随着药物浓度的
增加，低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组

ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎｌ、ＬＤＨ水平依次降低（Ｐ＜００５）；与高

剂量实验组比较，抑制剂组 ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎｌ、ＬＤＨ水平
显著升高（Ｐ＜００５），见表２。
３　各组细胞氧化应激水平

与正常组比较，模型组 ＭＤＡ、ＲＯＳ水平显著升
高，ＧＳＨ－Ｐｘ、ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ＜００５）；与模
型组比较，低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实

验组 ＭＤＡ、ＲＯＳ水平随着药物浓度增加而降低，
ＧＳＨ－Ｐｘ、ＳＯＤ水平随着药物浓度增加而升高
（Ｐ＜００５）；与高剂量实验组比较，抑制剂组
ＭＤＡ、ＲＯＳ水平显著升高，ＧＳＨ－Ｐｘ、ＳＯＤ水平显著
降低（Ｐ＜００５），见表３。
４　各组细胞凋亡

与正常组比较，模型组细胞凋亡率显著升高，

红／绿荧光强度比值降低（Ｐ＜００５）；与模型组比
较，低剂量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组

细胞凋亡率依次降低，红／绿荧光强度比值依次升
高（Ｐ＜００５）；与高剂量实验组比较，抑制剂组细
胞凋亡率显著升高，红／绿荧光强度比值显著降低
（Ｐ＜００５），见表 ４。
５　各组细胞蛋白表达

与正常组相比，模型组Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、Ｂｃｌ－２表达
水平显著降低，Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３表达水平显著升高
（Ｐ＜００５）；与模型组相比，随着药物浓度增加，低剂
量实验组、中剂量实验组、高剂量实验组 Ｎｏｔｃｈ１、
Ｈｅｓ１、Ｂｃｌ－２表达水平依次升高，Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３表达
水平依次降低（Ｐ＜００５）；与高剂量实验组比较，抑制
剂组 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、Ｂｃｌ－２表达水平显著降低，Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ－３表达水平显著升高（Ｐ＜００５），见图１和
表５。

表１　熊果苷对Ｈ９Ｃ２细胞增殖的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｒｂｕｔｉｎｏｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ）

Ａｒｂｕｔｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｍｏＬ·Ｌ－１）

Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

（％）

Ｎｏｒｍａｌ ９８３２±１６５

Ｍｏｄｅｌ ６７２２±６１５

１２５０ ６９６３±５３３

２５００ ７６７８±５６１＃

５０００ ８５３２±５７２＃

１００００ ９４４２±５０８＃

２００００ ９６６１±４５２＃

Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｈ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄ

ｔｏｈｙｐｏｘｉａｆｏｒ６ｈ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ９５％ Ｎ２，５％ ＣＯ２）ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｒｅｏｘｙｇｅｎ

ａｔｉｏｎｆｏｒ６ｈ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ９５％ Ｏ２，５％ ＣＯ２）；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

表２　各组细胞心肌标志物水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｍａｒｋｅｒｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣＫ－ＭＢ（Ｕ·ｍＬ－１） ｃＴｎｌ（ｎｇ·Ｌ－１） ＬＤＨ（Ｕ·Ｌ－１）

Ｎｏｒｍａｌ ２４５±０３９ ２２５８±２２３ ５３４２±５４４

Ｍｏｄｅｌ ８７２±０８２ ６８３４±５９６ １６３７２±１３４１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ６６１±０５６＃ ５３４７±５５４＃ １２１３８±１０３４＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ５２８±０５８＃△ ４２２８±４３４＃△ ８４３２±８５６＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ３５６±０４２＃△▲ ３０１２±３２６＃△▲ ６５４５±６５７＃△▲

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ５４８±０５７□ ４９６２±５１５□ ９８３３±９８５□

Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｈ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｈｙｐｏｘｉａｆｏｒ６ｈ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ９５％ Ｎ２，５％ ＣＯ２）ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｆｏｒ

６ｈ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ９５％Ｏ２，５％ ＣＯ２）；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ２５００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｒｂｕｔｉｎｆｏｒ２４ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ５０００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｒｂｕｔｉｎｆｏｒ２４ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１００００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｒｂｕｔｉｎｆｏｒ２４ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ；Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：

Ｃｏ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ１００００μｍｏＬ·Ｌ－１ａｒｂｕｔｉｎａｎｄ１０００μｍｏＬ·Ｌ－１ＤＡＰＴｆｏｒ２４ｈｂｅｆｏｒｅＨ／Ｒ；ＣＫ－ＭＢ：Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ－ＭＢ，ｃＴｎｌ：Ｃａｒｄｉａｃ

ｔｒｏｐｏｎｉｎＩ，ＬＤＨ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，
△Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，□Ｐ＜００５

表３　各组细胞氧化应激水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＲｅｌａｔｉｖｅＲＯＳｌｅｖｅｌ ＳＯＤ（Ｕ·ｍｇ－１） ＧＳＨ－Ｐｘ（Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｎｏｒｍａｌ １０１±０１２ ９６２３±８１２ ７４８２±７５５ １５４５±２０３

Ｍｏｄｅｌ ３３４±０３５ ２４３１±２２４ １６４２±１８３ ５８３３±５５７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ２５６±０２４＃ ３８５６±３７４＃ ３２６１±３７２＃ ４５２２±４３１＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １８５±０２１＃△ ５６２８±５６７＃△ ４５４３±４６８＃△ ３１３６±３３５＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １４６±０１８＃△▲ ７８３９±７９３＃△▲ ６１３２±６２９＃△▲ ２１５６±２２４＃△▲

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２２４±０２３□ ４３７８±４４９□ ３５７２±３３８□ ４２４７±４１３□

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２ＲＯＳ：Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＧＳＨ－Ｐｘ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，□Ｐ＜００５

表４　各组细胞凋亡率和线粒体膜电位比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍ
ｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ

（％）

Ｒｅｄ／ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏ（％）

Ｎｏｒｍａｌ ２４５±０３９ ５７８±０６５

Ｍｏｄｅｌ ２９８６±３２５ １４２±０２０

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ２４５４±２４２＃ ２３４±０３２＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １６４５±１２３＃△ ３７８±０４１＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ９８６±０９１＃△▲ ４８９±０５４＃△▲

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２１３４±２２５□ ２８５±０３３□

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，□Ｐ＜００５

图 １　 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达条带
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＢａｎｄｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮｏｔｃｈ１，Ｈｅｓ１，
Ｂｃｌ－２，Ｂａｘａｎｄｃａｓｐａｓｅ－３
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｎｏｔｃｈ１：

Ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｌｏｃｕｓｎｏｔｃｈｈｏｍｏｌｏｇｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｈｅｓ１：ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆ

ｓｐｌｉｔ１，Ｂｃｌ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂａｘ：Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，

ｃａｓｐａｓｅ－３：Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３
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表５　各组细胞Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＮｏｔｃｈ１，Ｈｅｓ１，Ｂｃｌ－２，Ｂａｘ，ａｎｄｃａｓｐａｓｅ－３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｎｏｔｃｈ１ Ｈｅｓ１ Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ ｃａｓｐａｓｅ－３

Ｎｏｒｍａｌ １２７±０１２ ０９５±０１０ １０１±０１１ ０４５±００４ ０２３±００３

Ｍｏｄｅｌ ０３４±００３ ０２５±００３ ０３１±００３ １３４±０１２ ０９１±００９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０５６±００５＃ ０４３±００４＃ ０５３±００５＃ １０５±０１５＃ ０７２±００７＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０８２±００６＃△ ０６２±００６＃△ ０７１±００６＃△ ０８３±００８＃△ ０５５±００５＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０５±００８＃△▲ ０８１±００８＃△▲ ０８９±００８＃△▲ ０６１±００６＃△▲ ０３７±００４＃△▲

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０５４±００５□ ０５７±００５□ ０６１±００６□ ０９３±００９□ ０６４±００６□

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２Ｎｏｔｃｈ１：Ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｌｏｃｕｓｎｏｔｃｈｈｏｍｏｌｏｇｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｈｅｓ１：ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ１，Ｂｃｌ－２：Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂａｘ：

Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，ｃａｓｐａｓｅ－３：Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３，Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ

ｇｒｏｕｐ，□Ｐ＜００５

讨　　论

本研究核心目的是探讨熊果苷对 Ｈ／Ｒ诱导的
Ｈ９Ｃ２心肌细胞损伤的影响及是否通过调控
Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通路发挥作用，为ＭＩＲＩ的药物干预提
供新的实验依据。ＭＩＲＩ作为心肌缺血再灌注治疗
后的严重并发症，其发病与氧化应激、心肌细胞凋

亡及线粒体功能障碍密切相关。熊果苷作为具有

多重药理活性的酚类化合物，已被证实可改善心肌

纤维化、抑制心肌损伤，但在 Ｈ／Ｒ诱导的心肌细胞
损伤中的作用及机制尚未明确［１３］。本研究结果显

示，不同浓度的熊果苷预处理 Ｈ／Ｒ诱导的细胞，线
粒体膜电位升高，细胞凋亡率明显减少，ＲＯＳ、
ＭＤＡ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达显著降低，ＧＳＨ－
Ｐｘ、ＳＯＤ水平、Ｂｃｌ－２表达明显升高，提示熊果苷
可抑制氧化应激，减少细胞凋亡，保护 Ｈ／Ｒ处理的
Ｈ９Ｃ２细胞损伤。与郭峰等［１４］研究中雷诺嗪通过

调控凋亡相关蛋白保护 Ｈ／Ｒ诱导的心肌细胞损伤
的机制一致，进一步佐证了抗氧化、抗凋亡是天然

产物发挥心肌保护作用的重要途径；与既往熊果苷

在ＬＰＳ诱导的心肌损伤中抑制 ＲＯＳ累积、ｃａｓｐａｓｅ－３
表达的研究［１５］相呼应，提示熊果苷的心肌保护作用

具有一致性，但其调控的信号通路存在组织损伤类型

特异性。ＣＫ－ＭＢ主要存在于心肌细胞中，心肌细胞
受损时，ＣＫ－ＭＢ会迅速释放入血，其升高程度与心
肌损伤范围相关，可用于评估病情严重程度及预

后［１６］。ｃＴｎｌ是心肌细胞特有的蛋白质，正常情况下
血液中含量极低。心肌细胞膜受损后，ｃＴｎｌ释放入
血，是诊断心肌损伤的“金标准”，尤其适用于早期诊

断和危险分层［１７］。ＬＤＨ广泛存在于心、肝、肾、骨骼
肌等多种组织细胞中，心肌损伤时，其水平升高，可

结合 ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎｌ综合评估心肌损伤［１８］。本研

究结果显示，不同浓度的熊果苷预处理 Ｈ／Ｒ诱导
的细胞，ＣＫ－ＭＢ、ｃＴｎｌ、ＬＤＨ水平显著降低，提示
熊果苷可减轻心肌损伤，主要与提高抗氧化能力，

降低心肌细胞凋亡有关。然而，其具体作用机制还

有待进一步验证。

Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通路作为调控心肌细胞存活、抗氧
化应激的关键通路，其激活可有效减轻 ＭＩＲＩ，已有研
究证实藁本内酯可通过激活该通路减轻 Ｈ／Ｒ诱导的
心肌细胞损伤［１９］，武菲菲等［２０］也发现熊果苷可通过

激活Ｎｏｔｃｈ１相关通路抑制心肌细胞凋亡，为本研究机
制探索提供了理论支撑。本研究进一步证实，Ｈ／Ｒ诱
导的Ｈ９Ｃ２细胞中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１表达显著下调，熊果
苷预处理可显著上调二者表达，而加入Ｎｏｔｃｈ１抑制剂
ＤＡＰＴ后，熊果苷的心肌保护效应被显著逆转，结合双
通路调控趋势，明确熊果苷是通过激活 Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１
通路，介导氧化应激抑制和细胞凋亡减少，从而减轻

Ｈ／Ｒ诱导的心肌细胞损伤，补充了熊果苷在 ＭＩＲＩ中
的作用机制，也丰富了Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通路的调控网络。
综上，本研究明确熊果苷可通过激活 Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通
路，抑制氧化应激及细胞凋亡，减轻 Ｈ／Ｒ诱导的
Ｈ９Ｃ２心肌细胞损伤，为熊果苷作为ＭＩＲＩ潜在治疗药
物提供了可靠的细胞实验依据。未来可进一步构建

动物实验模型，验证熊果苷在体内的心肌保护效应及

剂量依赖性，探索其药代动力学特征与给药方案；同

时深入挖掘 Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通路下游具体调控靶点，明
确熊果苷与该通路的结合位点，为其临床转化应用奠

定基础，也为 ＭＩＲＩ的多靶点治疗提供新的思路与
方向。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　９５３　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５３）

本研究提示：熊果苷通过激活Ｎｏｔｃｈ１／Ｈｅｓ１通路，
抑制氧化应激及细胞凋亡，减轻Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９Ｃ２细
胞损伤。本研究从细胞模型阐明熊果苷对心肌缺血

再灌注损伤的治疗作用，其临床应用仍需结合动物模

型做进一步验证。
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