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摘= =要：目的= =研究木豆叶提取物（bCCi）对 eOlO诱导的 eVcO细胞氧化应激损伤的保护作用及其机制。方法= =建立 eOlO
诱导的 eVcO细胞氧化损伤模型，于eOlO刺激前加入 mfPh信号通路阻断剂 ivOVQMMO（iv）预处理 NM=min，加入 OM、50 μg/mL 
bCCi预处理 OQ=h。jqq法检测细胞存活率，比色法测定上清液中乳酸脱氢酶（iae）、丙二醛（jaA）水平和超氧化物歧化

酶（pla）的活性，testern= blotting检测细胞内 pJAkt、pJeklp蛋白表达。结果= =与模型组比较，bCCi可明显增加 eVcO细
胞eOlO损伤后细胞存活率（m＜MKMN），增加 pla活力，降低jaA、iae水平，增加 pJAkt和 pJeklp蛋白表达（m＜MKMR、
MKMN），iv 可阻断 bCCi 对 eVcO 的上述作用。结论= = bCCi 能够减轻 eOlO所致的 eVcO 细胞损伤，可能是通过激活 mfPh
通路促进其下游因子 Akt和 eklp磷酸化发挥作用。=
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AbstractW=lbjective= = qo= investigate= the=protective= effects=and=mechanism=of= the= extract= from=Cajanus cajan= leaves= EbCCiF= against=
eOlOJinduced= oxidative= injury= in=eVcO= cardiomyoblastsK=jethods= = A=model= of= eOlOJinduced= injury= in= eVcO= cardiomyoblasts= was=
establishedK=Cell=viability=was=determined=colorimetrically=by=jqq=assayK=qhe=supernates=and=cells=were=collectedI=respectivelyI=after=the=
different=treatments=for=measuring=the=iaeI=jaAI=and=pla=levels=with=the=corresponding=detection=kit=according=to=the=manufacturer’s=
instructionsK=testern=blotting=was=performed=to=exam=the=expression=of=pJAkt=and=pJeklp=in=eVcO=cells=respectivelyK=oesults= =Compared=
with=eOlO=groupI=the=cell=viability=was=increased=significantly=in=bCCi=H=eOlO=groups=Em=Y=MKMNFK=qhe=activity=of=iae=in=the=culture=
medium=was=decreased=significantly=Em=Y=MKMRFK=qhe=content=of=jaA=in=the=culture=medium=was=decreased=significantly=Em=Y=MKMRFK=qhe=
activity=of=pla=was=increased=significantly=Em=Y=MKMNFK=qreated=with=bCCiI=the=expressions=of=pJAkt=and=pJeklp=in=eVcO=cells=injured=
from=eOlO=were=increased=significantly=Em=Y=MKMNFI=then=ivOVQMMO=Einhibitor=of=mfPhF=was=addedI=the=effects=of=bCCi=were=cancelledK=
Conclusion= = bCCi=protects=eVcO=cells=against=eOlOJinduced=oxidative=injury=partly=through=mfPh=signaling=pathwayK=
hey=wordsW=extract=from=Cajanus cajan=leavesX=eOlOX=eVcO=cellX=oxidative=stress=injuryX=mfPh=
=

木豆Cajanus cajan=EiinnKF=jillsp系豆科木豆属

植物，木豆叶是海南省民间一种常用中药，具有清

热解毒、消肿止痛的功效，民间用于治疗外伤、烧

伤感染和褥疮等xNz。木豆叶中含有牡荆苷、异牡荆

苷、木犀草素等多种黄酮类成分xOz。有研究证实，

木豆叶中的主要成分牡荆苷能明显增强心肌细胞活

性，显著抑制由心肌缺血再灌注损伤引起的乳酸脱

氢酶（iae）和肌酸激酶（Ch）的释放xPz，改善缺=
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血心肌病理性损伤，对心肌缺血再灌注损伤具有保

护作用xQJRz。本实验利用 eOlO诱导eVcO细胞，建立

氧化损伤模型，应用木豆叶提取物（extract= from=
Cajanus cajan=leaves，bCCi）进行干预治疗，并选用

mfPh途径作为研究对象，利用 mfPh通路特异性阻断

剂ivOVQMMO（iv），研究AbCCi对eOlO诱导的eVcO
细胞氧化损伤的保护作用及其可能的作用机制。=
N= =材料=
NKN= =细胞=

eVcO（OJN）大鼠成肌细胞系，由香港浸会大学

中医药学院惠赠。=
NKO= =药物与试剂=

木豆叶提取物（购于广州中医药大学第一附属医

院，批号 MVNNMP，为木豆叶药材经蒸馏水回流提取 N=
h所得浸膏，主要含牡荆苷、异牡荆苷、木犀草素等

黄酮类成分，制成片剂，每片 MKOR=g，每片含牡荆苷

MKMU=mg）；eOlO（分析纯，天津市江天化学试剂厂）；

高糖ajbj培养基、胎牛血清（dibco公司）；jqq
（pigma公司，aJeank’s液配制成 R=mgLmi溶液，Q=℃
避光保存）；iae、丙二醛（jaA）、超氧化物歧化

酶（pla）试剂盒（南京建成生物工程研究所）；pJAkt、
pJeklp=molyclonal=Antibody、mfPh=inhibitor（iv）、
ofmA=_uffer（Cpq公司）。=
NKP= =仪器=

ClO 恒温培养箱（pAkvl）；倒置显微镜

（livjmrp）；酶标仪、电泳仪、凝胶成像系统

（_ioJrad）；电泳槽、电转槽（上海天能科技有限公

司）；转移脱色摇床（江苏海门麒麟医用仪器厂）。=
O= =方法=
OKN= =细胞培养、分组及药物处理=

eVcO细胞采用高糖ajbj培养基加 NMB的胎

牛血清，置于 PT=℃的 ClO培养箱中培养。将 eVcO
细胞随机分为 R组：对照组，不加干预措施，正常

培养；模型组，培养液中加入终浓度为 200 μmol/L
的 eOlO培养 Q= h；bCCi 高、低剂量组，于 eOlO
刺激前加入 OM、RM=μgLmi=bCCi培养 OQ=h；iv组，

于 eOlO刺激前加入 iv（10 μmol/L）培养 NM=min；
iv＋bCCi组，于 eOlO刺激前加入 iv（10 μmol/L）
培养 NM=min，再加入 50 μg/mL ECCL 培养 OQ=h。=
OKO= =jqq法测定细胞存活率=

细胞以（密度= N×NMR个Lmi）接种于 VS孔板，

培养于 RB=ClO、PT=℃条件下培养 OQ=h。分组及药

物处理同“OKN”项，吸弃培养基，加入 jqq 溶液

20 μL 继续孵育 Q=h，吸弃上清，加入 150 μL DMSO
溶解紫色结晶。每组设 R个复孔，平行设不加细胞

只加培养液的空白孔，比色时以空白孔调零，心肌

细胞存活率以 QVO=nm处吸光度（A）值表示。=
OKP= =jaA水平及 iae、pla活性的测定=

细胞以（密度 N×NMR个Lmi）接种于 VS孔板，

培养 OQ=h。实验分为 R组：对照组、模型组、bCCi
（50 μg/mL）组、iv（NM=μmol/L）组、iv＋bCCi
组，药物处理方法同“OKN”项。收集上清液，试剂

盒检测各组细胞培养液中jaA、iae及pla水平。=
OKQ= = testern= blotting 检测心肌细胞内 pJAkt、
pJeklp蛋白表达=

细胞以（密度 N×NMR个Lmi）接种于 VS孔板，

培养 OQ=h。分组及药物处理同“OKP”项。收集细胞，

在裂解缓冲液中裂解，冰浴下超声匀浆，冰上孵育

OM=min，Q=℃、NM=MMM=rLmin离心 NM=min，取上清液，

测定蛋白浓度，制成浓度相等的样品，取 20 μL 进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转印至 msac膜，RB脱脂

奶粉封闭 O=h后分别滴加兔抗鼠 pJAkt、pJeklp抗体

（N∶N=MMM）、dAmae鼠抗鼠单克隆抗体（N∶N=MMM），
Q=℃孵育过夜。洗膜后以相应辣根过氧化物酶标记

的二抗室温孵育 O=h，显色，于凝胶自动成像分析系

统下成像，用 nuantity=lne分析软件、以 dAmae为

内参对 pJAkt、pJeklp进行灰度值半定量分析。=
OKR= =统计学处理=

结果以 ±x s表示，数据采用 pmpp=NSKM软件进

行统计学分析，正态性及方差齐性检验，各组采用

单因素方差（oneJway=AklsA）分析。=
P= =结果=
PKN= =对 eOlO损伤 eVcO细胞存活率的影响=

eOlO处理 eVcO细胞后其存活率较对照组下降

（m＜MKMR）；bCCi组 eVcO 细胞存活率较模型组显

著升高（m＜MKMN）；iv＋bCCi组存活率较 bCCi=RM=
μg/mL组明显下降（m＜MKMR），说明iv减弱了bCCi
的保护作用，结果见图 N。=
PKO= =对jaA、iae水平及 pla活性的影响=

eOlO处理 eVcO 细胞后其 pla 活性较对照组显

著下降，jaA、iae 水平显著增高（m＜MKMN）；与

模型组比较，bCCi组 pla活性显著增高（m＜MKMR），
jaA、iae 水平明显降低（m＜MKMR、MKMN）；iv＋
bCCi组与bCCi组比较，pla活性显著下降，jaA、
iae水平显著增高（m＜MKMR、MKMN）；iv组 pla、
jaA、iae水平与模型组差异不显著，见表 N。=
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=
与对照组比较：Gm＜MKMR；与模型组比较：@@m＜MKMN；与 bCCi=
RM=μg·mi−N组比较：▲m＜MKMR= =
Gm=Y=MKMR=vs=control=groupX=@@m=Y=MKMN=vs=model=groupX=▲m=Y=MKMR=vs=
bCCi=50 μg·mi−N=group=

图 N= = iv对 bCCi增加eOlO损伤eVcO细胞存活率的影响=
E x±sI=n=Z=RF=
cigK=N= =bffects=of=bCCi=and=ivOVQMMO=on=viability=of=eVcO=
cells=injuried=by=eOlO=E x±sI=n=Z=RF=

表 N= =各组 eVcO细胞 pla活性和jaA、iae水平比较=
E x±sI=n=Z=RF=
qable= N= =Comparison= on= activities= of= plaI= and= levels= of=
jaA=and=iae=in=eVcO=cells=E x±sI=n=Z=RF=

组别= plaLEr·i−NF= jaALEnmol·i−NF= iaeLEr·i−NF=

对照= NPUKQU±OUKPV NKRP±MKQR NQVKMS±OUKSP 

模型= UQKNV±NVKMPGG PKVO±MKSPGG PTMKRU±OTKMQGG 

bCCi= NNVKUO±OPKRR@ NKVN±MKRU@@ OVUKQV±PMKRN@ 

iv= UNKSO±ONKQQ PKUN±MKTO PTQKOR±OPKQS 

iv＋bCCi= UPKNO±ONKVR▲ PKRR±MKRQ▲▲
 PSUKUR±OQKPT▲ 

与对照组比较：GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN；
与 bCCi组比较：▲m＜MKMR= = ▲▲m＜MKMN，下同=
GGm=Y=MKMN=vs=control=groupX=@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=model=groupX= =
▲m Y=MKMR= = ▲▲m=Y=MKMN=vs=bCCi=groupI=same=as=below=

PKP= =对 pJAkt、pJeklp蛋白表达变化的影响=
testern= blotting 检测显示，与对照组比较，

eOlO处理使 pJAkt、pJeklp 蛋白表达略有变化，

但变化不显著；与模型组比较，bCCi能够明显增

加 pJAkt和 pJeklp蛋白水平（m＜MKMN）；与 bCCi
组比较，加入 iv 后 pJAkt 和 pJeklp蛋白表达显

著降低（m＜MKMN），结果见图 O。=
Q= =讨论=

氧化应激（oxidative=stress）是心肌损伤性疾病

的重要病理反应过程xSJTz。机体内主要的氧化剂是活

性氧（olp），正常生理条件下，机体内 olp的产

生和清除处于动态平衡状态。当机体处于氧化应激

状态时，细胞中的氧化还原平衡向氧化方向偏移，

导致体内组织细胞 olp量升高，过量的 olp可直

接发挥细胞毒性作用损伤细胞，导致机体产生氧化

应激损伤。eOlO是一种重要的 olp，极易透过细胞

膜，导致一系列反应，由于其易于获得且性质相对

稳定，故已成为研究细胞氧化损伤的重要工具。=
本实验通过eOlO损伤eVcO细胞建立氧化损伤

模型，结果表明，bCCi 可提高 eOlO损伤的 eVcO
细胞的存活率；降低 eOlO 损伤状态下 eVcO 细胞

jaA水平；使培养液中 iae的漏出量减少；提高

培养液中 pla 的活力。研究结果显示，对抗氧自

由基损伤可能是木豆叶心肌保护作用的机制之一。=
mfPh 信号转导途径是细胞内重要的信号转导

通路，是促进抗细胞凋亡作用的重要调节因子。Akt
是 mfPh下游重要的靶蛋白，可经 mfPhLAkt信号途

径的磷酸化作用生成 pJAkt 而被激活，抵抗心肌细

胞的缺氧L复氧损伤xUz，而 mfPh抑制剂 iv能够抑制

这种作用xVz。=
本研究应用iv阻断mfPh信号通路，结果发现，

AbCCi作用 OQ=h后，能够上调 pJAkt和 pJeklp的
表达，合用 iv组 pJAkt、pJeklp蛋白的生成量减

少。以上结果说明木豆叶提取物的保护作用部分依

赖于 mfPhLAkt通路。=
=

= = = = = = = = = = = = = = = =
=

图 O= = bCCi对 eOlO损伤的 eVcO细胞 pJAkt、pJeklp表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=O= =bffects=of=bCCi=on=pJAkt=and=pJeklp=expression=of=eVcO=cells=injured=by=eOlO=E x±sI=n=Z=PF
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本实验制备 eVcO 细胞氧化应激模型，选用

mfPh 途径作为研究对象，应用特异性阻断剂 iv，
从细胞及分子水平观察木豆叶提取物的作用。研究

发现 eOlO 诱导心肌细胞损伤，木豆叶提取物逆转

其损伤，发挥保护作用；iv可以部分阻断木豆叶提

取物的保护作用，即 mfPh 通路为木豆叶提取物发

挥保护作用的途径之一，其机制可能通过活化的

mfPh，激活 Akt，进而上调并激活依赖 Akt的 eklp
蛋白的表达，产生保护作用。=
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