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摘要：目的　基于ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体探讨
当归红芪超滤物（ＡＡＵ）对Ｘ线辐射致Ｈ９Ｃ２心肌细胞损伤的保护作用。方法　
将Ｈ９Ｃ２心肌细胞分为空白组、模型组和低、中、高剂量实验组。模型组和低、中、
高剂量实验组用Ｘ射线６Ｇｙ照射构建 Ｈ９Ｃ２心肌细胞损伤模型。建模成功后，
模型组和空白组均给予０９％ＮａＣｌ处置，低、中、高剂量实验组分别给予２％、
５％、１０％ ＡＡＵ含药血清０５ｍＬ进行培养。培养２４ｈ后，用ＥｄＵ染色法观察细胞
存活率，用蛋白质印迹法检测ＮＬＲＰ３、焦亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、胱天蛋白酶－１
（Ｃａｓｐａｓｅ－１）等蛋白的表达水平。结果　中、高剂量实验组和模型组、空白组的
细胞存活率分别为（８９９１±１１６）％、（９１６６±１９３）％、（７８６１±１３０）％和
（９８１０±０２０）％，ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平分别为０７９±００５、０７４±００４、
０９４±００２和 ０５３±０１２，ＡＳＣ蛋白相对表达水平分别为 ０４０±００４、
０４１±００７、０４８±００１和０２２±００２，Ｃａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平分别为
０２５±００３、０２３±００１、０５８±００４和０１８±００１，ＩＬ－１８蛋白相对表达水平
分别为０６７±００３、０６２±００２、０９１±００７和０６１±００３，ＩＬ－１β蛋白相对表
达水平分别为０４１±００６、０３８±００２、０７８±００２和０３４±００９。模型组的
上述指标与中、高剂量实验组相比，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）。结论　ＡＡＵ可能通过调节ＮＬＲＰ３炎症小体对Ｘ线辐射导致的Ｈ９Ｃ２
心肌细胞损伤具有保护作用。
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ｄｏｍａｉｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ

　　放射治疗是目前治疗肿瘤的有效手段之一［１］，但

其会对肿瘤周围正常组织造成不可避免的损伤。研

究证实，对肺癌、乳腺癌及纵隔肿瘤等疾病的放疗会

引起心肌损伤，如出现心律失常、心包积液、心肌炎等

放射性心脏病（ｒａｄｉａｔｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｈｅａｒｔ，ＲＩＨＤ）［２］。
细胞焦亡参与ＲＩＨＤ的发生发展，其是一种炎症程序
性细胞死亡。当ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３
（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ，ＮＬＲＰ３）炎症小体被激活后，会
诱导凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋ
ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＳＣ）和胱天蛋白酶－１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）募集
形成复合物，裂解 ＧＳＤＭＤ，促进白细胞介素 －１８
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１８，ＩＬ－１８）、ＩＬ－１β等炎症因子成熟，
造成细胞焦亡［３］。研究发现，Ｘ线辐射可以使心肌细
胞氧自由基堆积，活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）释放并激活 ＮＬＲＰ３［４］。当归红芪超滤物
（ＡｎｇｅｌｉｃａｅａｎｄＡｓｔｒａｇａｌｕｓｕｌｔｒａ－ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ＡＡＵ）是由
当归、红芪２味中药配伍组成，其对ＲＩＨＤ具有潜在的
干预效应。本研究将从细胞焦亡角度探讨 ＡＡＵ对辐
射致Ｈ９Ｃ２损伤的保护作用，及可能的作用机制。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，鼠龄６周，体质量

（２００±２０）ｇ，购自甘肃中医药大学动物实验中心。动
物许可证号：ＳＹＸＫ（甘）２０２１－０００４。本实验经甘肃
中医药大学实验动物伦理委员会批准（伦理批号：

２０２３－５３６）。
细胞　Ｈ９Ｃ２心肌细胞，购自美国模式菌种保藏

中心。

药品与试剂　ＡＡＵ，规格：每粒 ０３６ｇ，批号：
２０２２０８０４，本课题组前期实验制备。ＩＬ－１８、ＩＬ－１β、
ＩＬ－６、肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，
ＴＮＦ－α）等酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍ
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均购自晶美生物
科技有限公司；ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ蛋白抗体，均购自美国
ＣＳＴ公司；Ｃａｓｐａｓｅ－１蛋白抗体，购自美国 Ａｂｃａｍ
公司；ＲＯＳ蛋白抗体，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＩＬ－１β
蛋白抗体，购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＩＬ－１８蛋白
抗体，购自北京博奥森生物技术有限公司；鬼笔环

肽 －ｉＦｌｏｕｒ４８８试剂盒、５－乙炔基 －２′－脱氧尿嘧
啶核苷（ＥｄＵ）染液试剂盒，均购自上海翊圣生物科
技有限公司。

仪器　Ｘ－ｒａｙ机，购自美国Ｆａｘｉｔｒｏｎ公司。
２　实验方法
２１　ＡＡＵ含药血清制备［５］

取１０只Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，给予５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

ＡＡＵ灌胃，每日 １次，连续给药 １周，末次给药 １ｈ
后，腹腔注射１％戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉采血，分
离血清，置于－８０℃冰箱保存，备用。
２２　细胞培养［５］

细胞培养参照美国菌种保藏中心的标准进行。

待细胞生长至 ７０％ ～８０％时进行传代，培养条件：
３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度的培养箱内培养。
２３　模型构建、细胞分组与处置方法

将Ｈ９Ｃ２心肌细胞随机分为空白组、模型组和低、
中、高剂量实验组［６］。模型组和低、中、高剂量实验组

用Ｘ射线６Ｇｙ照射建立辐射诱导的心肌细胞损伤模
型［５］。建模成功后，模型组和空白组均给予 ０９％
ＮａＣｌ处置，低、中、高剂量实验组分别给予２％、５％、
１０％ ＡＡＵ含药血清０５ｍＬ进行培养。



９３４　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第７期　２０２５年４月（总第４２９期）　　　　

２４　ＥｄＵ染色法检测细胞存活率［７］

将对数生长期的Ｈ９Ｃ２心肌细胞接种于２４孔培养
板中，按“２３”的方法进行分组和处置，每组设置
１０个复孔，加入含药血清培养２４ｈ后，用磷酸盐缓冲
溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤，破膜，抗
ＥｄＵ抗体孵育，染色，在激光共聚焦显微镜下观察并
拍照，并用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
２５　ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞中炎症因子的表达
水平［８］

按照“２３”中方法进行分组及处理，加入含药血
清培养２４ｈ，离心后收集细胞及培养上清液，严格按
照试剂盒说明书的步骤进行操作，检测 ＩＬ－１β、
ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α和ＩＬ－６的表达水平。
２６　蛋白质印迹法检测 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、
ＩＬ－１β和ＩＬ－１８蛋白的表达水平［９］

按照“２３”中方法进行分组及处理，加入含药血
清培养２４ｈ后，依次进行蛋白定量，电泳，转膜，胎牛
血清封闭，按照试剂说明书比例操作孵育 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β和ＩＬ－１８蛋白一抗过夜，加
入二抗后孵育１ｈ。用ＥＣＬ显影，用ＩｍａｇｅＪ软件分析
蛋白灰度值。

２７　免疫荧光定量法检测ＲＯＳ蛋白的表达水平［１０］

按照“２３”中方法进行分组及处理，加入含药血
清培养２４ｈ后，取对数生长期细胞，爬片贴壁，用ＰＢＳ
洗涤，４％多聚甲醛固定，ＰＢＳ洗３次后，依次透膜、封
闭、孵育一抗过夜、加荧光二抗工作液避光孵育，然后

再次ＰＢＳ洗 ３次，６－二眯基 －２－苯基吲哚（６－
ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）室温孵育，重复
ＰＢＳ洗３次，抗荧光淬灭剂封片，在激光共聚焦显微
镜下观察拍照，并用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
２８　鬼笔环肽染色法观察细胞骨架［１０］

按照“２３”中方法进行分组及处理，加入含药血
清培养２４ｈ后，取对数生长期细胞，爬片贴壁，４％多
聚甲醛固定，鬼笔环肽染液染色，避光孵育，漂洗，加

入ＤＡＰＩ染液，孵育，洗涤液再次漂洗后加入抗荧光淬
　　

灭剂，在激光共聚焦显微镜下观察拍照。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计分析。实验数据用

珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用 ｔ检验，多组间比较用 Ｏｎｅ－
ｗａｙＡＮＯＶＡ方差分析。

结　　果

１　ＡＡＵ对辐射损伤Ｈ９Ｃ２心肌细胞存活率的影响

低、中、高剂量实验组分别给予 ２％、５％、１０％
ＡＡＵ含药血清０５ｍＬ进行培养；模型组和空白组均
给予０９％ＮａＣｌ处置。

低、中、高剂量实验组和模型组、空白组的细胞存

活率分别为（８２３３±１３２）％、（８９９１±１１６）％、
（９１６６±１９３）％、（７８６１±１３０）％和（９８１０±０２０）％。
低、中、高剂量实验组的细胞存活率均较模型组显著

升高，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
２　ＡＡＵ对辐射损伤Ｈ９Ｃ２心肌细胞炎症因子的影响

低、中、高剂量实验组的 ＩＬ－１８、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α
和ＩＬ－６表达水平均较模型组显著降低，在统计学上
差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见表１。
３　ＡＡＵ对辐射损伤 Ｈ９Ｃ２心肌细胞 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１８和ＩＬ－１β蛋白表达的影响

如图１所示：低、中、高剂量实验组和模型组、空
白组的ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平分别为０７２±００３、
０７９±００５、０７４±００４、０９４±００２和０５３±０１２，
ＡＳＣ蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为 ０３９±００２、
０４０±００４、０４１±００７、０４８±００１和０２２±００２，
Ｃａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平分别为 ０２４±００４、
０２５±００３、０２３±００１、０５８±００４和０１８±００１，
ＩＬ－１８蛋白相对表达水平分别为 ０６４±００８、
０６７±００３、０６２±００２、０９１±００７和０６１±００３，
ＩＬ－１β蛋白相对表达水平分别为 ０４０±００４、
０４１±００６、０３８±００２、０７８±００２和０３４±００９。
低、中、高剂量实验组的上述蛋白相对表达水平均较

　　
表１　各组细胞炎症因子表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ ｎ ＩＬ－１８（ｎｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１β（ｎｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ－α（ｎｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－６（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｂｌａｎｋ － １０ ６４７２±１９８ ８２８１±２３９ ９２７０±１３７ ８９２７±０５１

Ｍｏｄｅｌ － １０ １２７１５±８７８ １３６１８±４８３ １３７２７±４９７ １７６０５±３５２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ２％ １０ ９４６１±２７２＃ １２０２１±３０４＃ １２１５１±２１９＃ １２８０６±３３６＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ５％ １０ ７１９５±３３３＃ １００３９±２９７＃ １１２２６±１１３＃ １０３９３±３３９＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０％ １０ ９１６６±１９３＃ ９６７４±２６２＃ １０７６８±１９２＃ １０９９６±３９４＃

ＩＬ－１８：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１８；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　９３５　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２９）

图１　用蛋白质印迹法检测各组细胞中ＮＯＤ样受体热蛋白结
构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、胱天
蛋白酶－１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）、白细胞介素（ＩＬ）－１８和 ＩＬ－１β蛋
白的表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＵｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＮＯＤ－ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ － ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３
（ＮＬＲＰ３），ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｅ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＳＣ），
Ｃａｓｐａｓｅ－１，ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－１８ａｎｄＩＬ－１βｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｖａｒｉｏｕｓ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｅ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈ

ｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ２　用免疫荧光定量法检测各组细胞中活性氧（ＲＯＳ）蛋白
的表达情况（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ（×１００）
Ａ－Ｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

模型组显著降低，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。
４　ＡＡＵ对辐射损伤 Ｈ９Ｃ２心肌细胞 ＲＯＳ蛋白表达
的影响

低、中、高剂量实验组和模型组、空白组的ＲＯＳ荧
光表 达 量 分 别 为 ９０４９±１１８、８５２１±２２６、
７７３７±１８２、１０２２７±２８７和６０１８±１３４。低、中、
高剂量实验组的ＲＯＳ荧光表达量均较模型组显著降
低，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５），
见图２。
５　ＡＡＵ对辐射损伤Ｈ９Ｃ２心肌细胞骨架的影响

模型组的细胞数量较空白组减少，微丝及微

管断裂；低、中、高剂量实验组的细胞数量均较

模型 组 增 多，微 丝、微 管 断 裂 改 善。结 果 见

图 ３。

图 ３　用鬼笔环肽染色法检测各组心肌细胞的骨架结构
（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｕｓｉｎｇｐｈａｌｌｏｉｄｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ（×１００）
Ａ－Ｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１
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讨　　论

中医学依据 ＲＩＨＤ的临床表现将其归属于中医
“心悸”“胸痹”等范畴。研究表明，Ｘ射线在中医学归
属于热毒，易耗气伤血、损伤络脉［１１］。肿瘤患者正气

亏虚、御邪能力减弱，故放射治疗胸部肿瘤时，易热毒

侵袭，致气血亏虚、脉络瘀阻。因此，ＲＩＨＤ的基本病
机为气血亏虚、脉络瘀阻。前期研究发现，本课题组

制备的具有益气补血活血功效的ＡＡＵ对Ｘ射线辐射
致大鼠心肌损伤具有一定的保护作用［１２］。有研究发

现，辐射可以致心肌细胞ＲＯＳ表达升高和炎性因子释
放［１３］，心肌细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞表达的

ＮＬＲＰ３炎性小体激活可募集 ＡＳＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ－１形成
“炎性小体”多蛋白复合体。ＡＳＣ连接 ＮＬＲＰ３和
ｐｒｏ－Ｃａｓｐａｓｅ－１蛋白，活化产生 Ｃａｓｐａｓｅ－１剪切促炎
因子ＩＬ－１β和ＩＬ－１８前体，触发炎症级联反应，导致
细胞炎性死亡，即“细胞焦亡”［１４］。

中医学认为脏腑正常功能的运行离不开气的推

动、血的濡养，气化失职、血失濡养则脏腑功能失常。

《素问·评热病论篇》云：“正气存内，邪不可干；邪之

所凑，其气必虚”。肿瘤患者正气亏虚，御邪能力低

下，热邪内侵，伤津耗气，久之气血亏虚。本研究发

现，具有益气活血功效的 ＡＡＵ对辐射诱导的 Ｈ９Ｃ２心
肌细胞损伤模型的细胞活力具有显著的提升作用，其

不仅能够降低细胞培养液中 ＩＬ－１８、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α
和ＩＬ－６炎症因子的表达，而且对辐射损伤后的细胞
骨架结构也具有一定的改善作用，进一步研究 ＡＡＵ
对辐射诱导的 Ｈ９Ｃ２心肌细胞具有一定的保护作用；
此外，本研究亦发现，ＡＡＵ可以降低辐射诱导的 Ｈ９Ｃ２
心肌细胞模型中 ＲＯＳ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、
ＩＬ－１β和ＩＬ－１８蛋白的表达。

本研究提示：推测具有益气活血功效的 ＡＡＵ对
辐射导致Ｈ９Ｃ２心肌细胞损伤的保护作用可能是通过
调控ＲＯＳ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β和ＩＬ－１８
等蛋白的表达来抑制细胞焦亡，进一步为开发 ＡＡＵ
防治ＲＩＨＤ病提供理论依据。
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