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南葶苈子抑制氧化应激与自噬通路抗 H2O2诱导的 H9c2 细胞损伤作用研究 
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摘  要：目的  探究南葶苈子水提物（DS）对 H2O2诱导的心肌 H9c2 细胞损伤的保护作用及潜在机制。方法  使用高效液

相色谱与质谱联用方法分析鉴定 DS 中主要成分峰。采用 H2O2处理制备 H9c2 细胞损伤模型，分为对照组、模型组、普罗布

考组及 DS 100、200、400 μg/mL 组，MTT 法检测 H9c2 细胞活力；流式细胞仪检测细胞凋亡率、细胞自噬水平、线粒体膜

电位；试剂盒检测细胞氧化应激相关指标；Incell-Western 法检测凋亡通路关键蛋白和自噬标志性蛋白表达水平。结果  共

分析鉴定了 DS 中含量最高的 7 种成分。与模型组比较，DS 可以提高 H9c2 细胞活力（P＜0.05、0.01）与细胞存活率（P＜

0.01），改善线粒体膜电位水平（P＜0.01），调节凋亡通路关键蛋白 Caspase-3 和 Bax/Bcl-2 蛋白表达（P＜0.01），抑制心肌

细胞凋亡；并能极显著降低细胞自噬水平（P＜0.01），升高自噬标志性蛋白自噬微管相关蛋白轻链 3B（LC3B）、p62 表达水

平（P＜0.01），抑制心肌细胞自噬；降低心肌活性氧（ROS）水平（P＜0.01），调节细胞内超氧化物歧化酶（SOD）活性、

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性及乳酸脱氢酶（LDH）、丙二醛（MDA）水平（P＜0.01），改善心肌细胞氧化应激。

结论  DS 可以有效保护由 H2O2引起的 H9c2 细胞损伤，其机制可能与改善细胞的氧化应激、抑制细胞凋亡和自噬有关，其

物质基础可能与所含的黄酮苷类成分有关。 
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oxidative stress and autophagy pathway 
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Abstract: Objective  To study the protective effect of aqueous extract from Descurainia Sophia (DS) on H2O2-induced H9c2 

cardiomyocyte injury and to initially explore the potential mechanism. Methods  The peaks of main components in DS were analyzed 

and identified by HPLC-MS. H9c2 cell injury model was established by H2O2. H9c2 cells were cultured in vitro and divided into 

control group, model group, probucol group, and DS at 100, 200, 400 μg/mL groups. In order to reveal the possible molecular 

mechanisms, the viability of H9c2 cells was measured by MTT assay; The apoptosis rate, autophagy rate, mitochondrial membrane 

potential, and reactive oxygen species (ROS) level were detected by flow cytometry; The relative indicators of cell oxidative stress 

were determined by biochemical kit; The expression levels of apoptosis-related protein and the autophagy-related protein were 

evaluated by Incell-western method. Results  Seven components with the highest content were identified in DS through the results of 

mass spectrometry. Compared with the model group, DS can improve the cell viability (P < 0.05, 0.01) and survival rate of H9c2 cells 

(P < 0.01); At the same time, apoptosis was attenuated (P < 0.01), mitochondrial membrane potential was upregulated (P < 0.01), 

apoptosis related proteins Caspase-3, Bax/Bcl-2 were obviously downregulated (P < 0.01), autophagy phenomenon was attenuated 

(P < 0.01), autophagy related proteins LC3B and p62 were upregulated (P < 0.01). In addition, ROS level was decreased (P < 0.01), 

T-SOD and GSH-PX were upregulated and the levels of LDH and MDA were significantly decreased (P < 0.01). Conclusion  This 
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study suggests that DS can effectively protect H2O2-induced H9c2 cells injury, and the mechanism may be associated with improving 

oxidative stress in cells, inhibiting cell apoptosis and autophagy, which may be related to flavonoid glycosides. 

Key words: Descurainia sophia (L.) Webb. ex Prantl.; heart failure; oxidative stress; autophagy; mitochondrial apoptosis 

 

近年来，心脏疾病一直是世界范围内人类死亡

的重要原因。心脏疾病由于发病率高、致残率高、

复发率高、死亡率高、并发症多等多种原因，已经

成为威胁我国城乡居民健康的头号杀手[1]，《中国心

血管病报告 2016（概要）》数据显示，我国心血管病

患人数为 2.9 亿，占居民疾病死亡人数的 40%以上，

心血管疾病死亡率已居首位[2]。而心力衰竭是心脏病

的最后阶段，也是心血管疾病治疗最棘手的问题。

中医古籍中并无“心力衰竭”之名称的记载，但根

据临床表现可归属于“喘证、水饮、痰饮”的范畴，

其核心病机为气、阴、阳虚为本，血瘀水停为标，

病位在心，且与肺、脾、肾密切相关，因此，中医

治疗以益气为根本，以温阳、利水、健脾、化痰、

活血为总原则[3]。传统中药葶苈子因疗效显著、副作

用小，临床已应用于多种心血管疾病的治疗[4-5]。葶

苈子始载于《神农本草经》，为十字花科植物播娘蒿

Descurainia sophia (L.) Webb. ex Prantl. 或者独行菜

Lepidium apetalum Willd. 的干燥成熟种子，前者称

为南葶苈子，后者称为北葶苈子[6]。《本草经疏》言

葶苈子为“手太阴经正药，亦入足太阳经”，上可宣

肺气之壅塞，下可开窍以利小便，乃泻肺强心之佳

药。葶苈子复方制剂芪苈强心胶囊、十枣汤合葶苈

子方、生脉强心汤等已经在临床广泛应用于强心治

疗[7-9]。葶苈子对心脏疾病的治疗作用已经得到临床

医师的认可[8,10-11]。有研究表明，葶苈子可以改善心

力衰竭兔的血流动力学指标，改善心脏收缩功能，

延缓心衰发展[12]；葶苈子水提物可以抑制心室重构

大鼠心肌细胞纤维化从而保护大鼠心脏[13]；同时，

葶苈子水提物具有对猫心与蛙心的强心作用[14]，并已

从葶苈子中分离得到了多种强心苷[15]。本实验室前

期研究葶苈子对阿霉素诱导的心衰大鼠的心脏保护

作用，发现葶苈子可以有效抑制神经内分泌系统，

减轻心衰水肿，保护心脏[16]。为了进一步探讨葶苈

子心脏保护作用的具体机制，本研究利用 H2O2诱导

的心肌 H9c2 细胞损伤模型，探索南葶苈子水提物

（DS）对 H9c2 细胞损伤的保护作用及潜在机制。 

1  材料 

1.1  细胞 

大鼠 H9c2 细胞购于中国科学院上海细胞库。 

1.2  药品与试剂 

南葶苈子购于河南省郑州市药材批发市场，经

河南中医药大学陈随清教授鉴定为十字花科植物播

娘蒿 Descurainia sophia (L.) Webb. ex Prantl. 的干

燥成熟种子，凭证标本（20160509）保存于河南中

医药大学中药化学实验室。 

DMEM 培养基（Gibco 公司）；胎牛血清（杭

州四季青生物工程研究所）；胰酶、MTT 试剂盒

（Biosharp 公司）；H2O2 溶液（天津恒兴化学试剂公

司）；普罗布考（批号 MKBQ8447V，质量分数＞

98%，Sigma 公司）； AnnexinV-FITC/PI 凋亡检测

试剂盒、JC-1 线粒体膜电位试剂盒（BD 公司）；活

性氧（ROS）检测试剂盒、MDC 自噬检测试剂盒

（Solarbio 公司）；乳酸脱羟酶（LDH）、超氧化物歧

化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px）试剂盒（南京建成生物工程研究所）；

一抗 Caspase-3（Cell Signaling 公司），Bax、Bcl-2、

自噬微管相关蛋白轻链 3B（LC3B）、p62、β-actin

抗体（Abcam 公司）；羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗

（Odyssey 公司）。 

1.3  仪器 

ELIE II 细胞培养箱（美国 Revco 公司）；NIKON 

ECLIPSE TS100 倒置显微镜（日本 Nikon 公司）；

SW-CJ-1F 型净化工作台（苏州净化设备有限公司）；

Arium 611VF 型超纯水仪（德国 Sartorius 公司）；

TDZ5-WS 型离心机（上海卢湘仪器公司）；iMark

酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；BioMate*3S 分光光

度计（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；BD 

FACSAria Ⅲ 流式细胞仪、Aria 电脑工作站（美国

BD 公司）；Odyssey CLx 双色红外激光成像系统（美

国 Li-Cor 公司）；maXis HD 四极杆-飞行时间质谱

（德国 Bruker 公司）；Ultimate 3000 超高效液相色谱

仪（美国 Dionex 公司）。 

2  方法 

2.1  DS 制备 

取 1 kg 南葶苈子原药材与 10 倍量水，每次煎

煮 1 h，共煎煮 3 次，纱布滤过，收集合并滤液，进

行减压浓缩干燥。以槲皮素和槲皮素-3-O-β-D-吡喃

葡萄糖基-7-O-β-龙胆双糖苷作为 DS 质控标准，经
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HPLC 法[17]测定，水提物中含槲皮素 1.324 7 mg/g，

槲皮素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖基-7-O-β-龙胆双糖苷

1.046 8 mg/g。 

2.2  供试品溶液制备 

精密量取 DS，用 70%乙醇定容成 0.01 g/mL，

超声处理 10 min，取上清液过 0.22 μm 微孔滤膜，

即得供试品溶液。 

2.3  色谱与质谱条件 

2.3.1  液相色谱条件  AcclaimTM RSLC 120 C18色

谱柱（100 mm×2.1 mm，2.2 μm）；柱温 20 ℃；体

积流量 0.30 mL/min；进样量 2 μL；流动相 A 为 0.1%

乙酸水溶液，B 为乙腈，洗脱梯度：0～15 min，5%～

10% B；15～20 min，10%～50% B；20～25 min，

50%～90% B。 

2.3.2  质谱条件  检测模式为正、负离子同时监

测；毛细管喷雾电压 3.2 kV；毛细管电压 3.2 kV，

雾化气：800 kPa，去溶剂气体积流量 8 L/min，去

溶剂气温度 230 ℃，离子源能量 3.0 eV，孔电压 45 

V，撞能量 8.0 eV。 

2.4  细胞培养、模型制备与分组 

使用含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基于

37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养 H9c2 细胞。实验取

对数生长期的细胞接种于 96 孔板，细胞密度 5×104

个/mL，每孔 200 μL；或接种于 6 孔板，每孔 3 mL。

培养 24 h 后，按照以下分组给药处理：对照组换用

新鲜培养基培养；模型组换用含 200 μmol/L H2O2

的培养基；普罗布考组在细胞培养基中加入终浓度

为 10 μg/mL普罗布考和 200 μmol/L H2O2的培养基；

DS 不同质量浓度组分别在细胞培养基中加入终质

量浓度为 50、100、200、400 μg/mL DS和 200 μmol/L 

H2O2 的培养基。药物作用 6 h 后进行后续实验。 

2.5  MTT 法检测 H9c2 细胞活力 

使用 96 孔板接种 H9c2 细胞，按照“2.4”项下

方法进行分组及处理后，换用含 10% MTT 的培养

基培养 4 h，弃去原培养液，每孔使用 150 μL DMSO

终止实验，振荡混匀 10 min，酶标仪检测波长 490 

nm 处各组吸光度（A）值。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.6  流式细胞仪检测 H9c2 细胞 ROS、线粒体膜电

位、细胞凋亡率、自噬空泡 

使用 6 孔板接种 H9c2 细胞，按照“2.4”项下

方法进行分组及处理后，收集细胞培养上清， PBS

缓冲液洗涤 1 遍，合并细胞培养上清与洗涤液， 

0.25%胰蛋白酶消化贴壁细胞，800 r/min 离心 5 

min，收集所有上清液、洗涤液中的细胞及消化后

的细胞。分别遵照说明书进行 AnnexinV-FITC/PI 双

染、DCFH-DA 探针孵育、JC-1 探针孵育、MDC 染

料孵育及其余染色操作。利用流式细胞仪进行各项

检测分析。 

2.7  H9c2 细胞 LDH、MDA 水平及 SOD、GSH-Px

活性检测 

使用 6 孔板接种 H9c2 细胞，按照“2.4”项下

方法进行分组及处理后，收集上清液，按试剂盒说

明书检测细胞培养上清液中 LDH 水平；收集细胞，

−20 ℃与室温进行反复冻融 3 次，按照试剂盒说明

书检测细胞中 MDA 水平及 SOD、GSH-PX活性。 

2.8  Incell-Western 法检测 H9c2 细胞凋亡相关蛋

白与自噬标志性蛋白表达 

使用 96 孔板接种 H9c2 细胞，按照“2.4”项下

方法进行分组及处理后，弃去细胞培养上清，以 150 

μL 10%甲醛固定 20 min。固定后以 0.1% Triton-x- 

100 进行洗涤，每次 5 min，共洗涤 5 次。150 μL

封闭液室温封闭 1.5 h。封闭结束后进行 Caspase-3、

Bax、Bcl-2、LC3B、p62、β-actin 一抗孵育，每孔

50 μL，一抗稀释比 1∶100，4 ℃孵育 12 h。PBST

洗涤，每次 5 min，共洗涤 5 次。每孔加 50 μL 二抗

稀释液（1∶500）室温孵育 1 h。PBST 洗涤，每次

5 min，共洗涤 5 次。完全吸除洗涤液后，进行双色

红外激光成像系统 700、800 nm 双通道检测与分析。 

2.9  统计学分析 

数据使用 SPSS 19.0 统计软件分析，以 ±x s 表

示，使用单因素方差分析进行差异比较。 

3  结果 

3.1  DS 主要成分鉴定 

根据质谱信息并结合文献资料，共分析鉴定出

DS 中含量最高的 7 种成分，即槲皮素[18]（1）、山柰

酚-3,7-二-O-β-D-吡喃葡萄糖苷[19]（2）、东莨菪苷[20]

（3）、补骨脂素[20]（4）、山柰酚-3-O-β-龙胆双糖基- 

7-O-β-龙胆双糖苷[19]（5）、槲皮素-3-O-β-D-吡喃葡

萄糖基-7-O-β-龙胆双糖苷[21]（6）、异鼠李素-3-β-D-

吡喃葡萄糖苷[21]（7），正、负离子流图及化合物具

体信息见图 1 和表 1。 

3.2  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞活力的影响 

MTT 检测结果显示，与对照组比较，模型组细

胞活力显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，DS 各

质量浓度组细胞活力均显著提高（P＜0.05、0.01）， 
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图 1  DS 在正离子 (A) 和负离子 (B) 模式下的总离子流色谱图 

Fig. 1  Total ion chromatograms of positive ions (A) and negative ions (B) in aqueous extract from DS 

表 1  通过 UPLC-MS 鉴定的色谱峰 

Table 1  Identification of chromatographic peaks by HPLC-MS 

编号 tR/min 实测值 [M－H]− 分子式（相对分子质量） 化合物 

1  4.14 301.031 8 C15H10O7（302.24） 槲皮素 

2  7.63 609.137 9 C27H30O16（610.52） 山柰酚-3,7-二-O-β-D-吡喃葡萄糖苷 

3  8.79 353.086 7 C16H18O9（354.31） 东莨菪苷 

4  9.95 185.023 3 C11H6O3（186.16） 补骨脂素 

5 13.46 771.190 3 C33H40O21（772.66） 山柰酚-3-O-β-龙胆双糖基-7-O-β-龙胆双糖苷 

6 16.91 787.186 1 C33H40O22（788.66） 槲皮素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖基-7-O-β-龙胆双糖苷 

7 18.66 477.097 3 C22H22O12（478.40） 异鼠李素-3-β-D-吡喃葡萄糖苷 

 

表明 DS 对经 H2O2 诱导损伤的 H9c2 细胞活力具有

明显的提升作用，见图 2。同时发现，DS 对未进行

H2O2 诱导损伤的 H9c2 细胞活力无明显影响（数据

未列出）。 

3.3  DS对H2O2诱导损伤的H9c2细胞凋亡率的影响 

根据 MTT 结果，选择了 DS 200 μg/mL 进行后

续实验。以AnnexinV-FITC/PI双染法检测细胞凋亡，

结果显示，与对照组比较，模型组细胞存活率显著

降低，细胞凋亡率显著升高（P＜0.01）。与模型组

比较，DS 200 μg/mL 有效提高了细胞的存活率，并

降低了凋亡率（P＜0.01），见图 3。 

3.4  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞自噬空泡水

平的影响 

使用 MDC 染料进行检测，以荧光水平的比值

代表自噬水平。结果（图 4）显示，与对照组比较，

模型组细胞自噬水平显著升高（P＜0.01）。与模型 
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图 2  DS对H2O2诱导损伤的H9c2细胞活力的影响 ( x ±s, 

n = 5) 

Fig. 2  Effect of DS on cell viability of H2O2-induced H9c2 

cell injury model ( x ±s, n = 5) 

2.5         5.0         7.5        10.0        12.5        15.0        17.5        20.0        22.5 

1 

2 

3 4 

5 

6 

7 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

t/min 

A 

B 

140 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

细
胞
活
力

/%
 

对照   模型 普罗布考 400    200    100    50  

                          DS/(μg·mL−1) 

** 
*## 

## 
## 

*# *# 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 50 卷 第 1 期 2019 年 1 月 

   

·161· 

 

 

 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01，下同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group, same as below 

图 3  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞凋亡率的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 3  Effect of DS on apoptosis of H2O2-induced H9c2 cell injury model ( x ±s, n = 3) 

 

 

图 4  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞自噬空泡水平的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 4  Effect of DS on autophagy in H9c2 cell injury model induced by H2O2 ( x ±s, n = 3) 

组比较，DS 200 μg/mL 组细胞自噬水平显著降低

（P＜0.01），并恢复到正常水平。 

3.5  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞线粒体膜电

位水平的影响 

使用 JC-1 探针进行检测，以红、绿荧光水平的

比值代表线粒体膜电位水平。结果显示，与对照组

比较，模型组细胞线粒体膜电位水平显著降低（P＜

0.01），与模型组比较，DS 200 μg/mL 组细胞线粒体

膜电位水平显著提高（P＜0.01），见图 5。 

3.6  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞 Caspase-3、

Bax、Bcl-2、LC3B、p62 蛋白表达水平的影响 

与对照组比较，模型组细胞凋亡相关蛋白

Caspase-3 表达水平和 Bax/Bcl-2 显著升高（P＜

0.01），自噬标志性蛋白 LC3B、p62 表达水平显著

降低（P＜0.01）。与模型组比较，DS 200 μg/mL 组

细胞 Caspase-3 蛋白表达水平和 Bax/Bcl-2 显著降低

（P＜0.01），LC3B、p62 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.01），见图 6。 

3.7  DS 对 H2O2诱导的 H9c2 细胞 ROS 水平的影响 

使用 DCFH-DA 探针进行检测，以荧光水平代

表细胞内 ROS 水平。结果显示，与对照组比较，模

型组细胞内 ROS 水平显著升高（P＜0.01）。与模型

组比较，DS 200 μg/mL 组细胞内 ROS 水平显著降

低（P＜0.01），见图 7。 
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图 5  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞线粒体膜电位水平的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 5  Effect of DS on mitochondrial membrane potential in H9c2 cell injury model induced by H2O2 ( x ±s, n = 3) 

 

图 6  DS 对 H2O2诱导损伤的 H9c2 细胞 Caspase-3、Bax、Bcl-2、LC3B、p62 蛋白表达水平的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 6  Effect of DS on expressions of Caspase-3, Bax, Bcl-2, LC3B, and p62 proteins in H2O2-induced H9c2 cell injury model 

( x ±s, n = 3) 

3.8  DS 对 H2O2诱导的 H9c2 细胞 SOD、GSH-PX

活性及 MDA、LDH 水平的影响 

与对照组比较，模型组细胞 SOD 活性显著降低

（P＜0.01），LDH 水平显著升高（P＜0.01），MDA

水平显著升高（P＜0.01），GSH-Px 活性显著下降

（P＜0.01）。与模型组比较，DS 200 μg/mL 组细胞

SOD、GSH-Px 活性显著升高（P＜0.01），LDH、

MDA 水平显著降低（P＜0.01），且数据显示，各项

氧化还原相关指标恢复到接近对照组水平，结果见

表 2。 

4  讨论 

本实验室前期研究已在动物水平上验证了南葶

苈子的抗心衰效果[16]。因此，本研究的主要目的是

探明南葶苈子抗心衰的主要作用机制。首先检测了

DS 对 H9c2 细胞活力的影响，结果发现 DS 50～400 

μg/mL 能有效提高 H2O2 诱导损伤后 H9c2 细胞的活

力。进一步研究 DS 的主要成分。根据文献资料与

质谱信息，分析 DS 主要含有以槲皮素、山柰酚及

异鼠李素为基本苷元的系列黄酮苷类成分，与文献

报道中的结论相一致[18]。其中，槲皮素含量最高， 
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图 7  DS 对 H2O2诱导的 H9c2 细胞 ROS 水平的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 7  Effect of DS on ROS fluorescence level in H2O2-induced H9c2 cells ( x ±s, n = 3) 

表 2  DS 对 H2O2诱导的 H9c2 细胞 SOD、GSH-Px 活性及 MDA、LDH 水平的影响 ( x ±s, n = 3) 

Table 2  Effect of DS on the level of SOD, LDH, MDA, GSH-Px in H2O2-induced H9c2 cells ( x ±s, n = 3) 

组别 ρ/(μg∙mL−1) SOD/(U∙mg −1) LDH/(U∙L−1) MDA/(nmol∙mg −1) GSH-Px/(U∙mg −1) 

对照 — 31.58±3.56 117.94±20.20 1.16±0.16 21.79±1.13 

模型 — 11.99±1.68** 263.80±21.26** 5.27±0.48** 8.02±1.31** 

普罗布考  10 21.38±5.36**## 177.69±23.94**## 2.17±0.52*## 18.08±3.46*## 

DS 200 26.40±2.72## 144.61±17.03## 1.88±0.59## 17.04±1.96*## 
 

山柰酚-3-O-β-龙胆双糖基-7-O-β-龙胆双糖苷和槲

皮素-3-O-β-D-吡喃葡萄糖基-7-O-β-龙胆双糖苷为

南葶苈子中含量较高而其他植物中极少存在的化合

物，可视为南葶苈子的特征性成分[18]。推测 DS 保

护心肌细胞免受 H2O2 损伤的物质基础可能与上述

几种成分有关。 

为了阐明 DS 抗 H2O2诱导的 H9c2 细胞损伤的

作用机制，从其对 H9c2 细胞凋亡和自噬 2 方面的

影响进行进一步探索。细胞凋亡是一种受到一系列

级联式通路严格控制的细胞程序性自杀过程，是通

过细胞内的遗传机制有序地使细胞走向死亡，最终

整个细胞的成分被消化降解的过程[22]，正常情况

下，细胞凋亡负责清除老化受损或突变的细胞，从

而保护个体的健康[23]，但大量和急性的心肌细胞凋

亡会导致心功能损伤[24-25]。细胞自噬是一种保守的

细胞自我降解方式，指细胞将多余或受损的蛋白及

细胞器清理掉[26]，具有双重调节作用：温和的自噬

能保护细胞免受有害因素影响，严重或快速的自噬

将诱导细胞发生程序性死亡[27]。有报道指出，心肌

细胞的基础自噬在其抵抗外界损伤和维护自身完整

的过程中发挥重要作用[28]。但是多种心血管疾病的

发生也与过度的自噬相关[29-30]。在心力衰竭过程中，

调节自噬提供了一个预防和治疗心衰的新途径。一

些临床研究也表明，多种药物可通过调节自噬达到

治疗心力衰竭的目的[31-33]。 

本实验通过检测 H9c2 细胞的凋亡水平，发现

DS 可以有效提升细胞的存活水平，降低细胞的凋

亡水平。细胞凋亡主要通过 2 种信号转导途径实现：

内在途径和外在途径。典型的细胞凋亡内在途径即

线粒体凋亡途径，是由于细胞内在调控信号紊乱，

引起调控线粒体膜电位的 Bcl-2 家族蛋白成员表达

异常，其中促凋亡蛋白 Bax 活化转运到线粒体外膜，

造成其与抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达比例失调，致使线

粒体膜电位下降，细胞色素 C 释放，造成 Caspase-3

级联通路激活，细胞凋亡[34]。本研究检测了 H9c2

细胞 Caspase-3 蛋白、促凋亡蛋白 Bax 与抗凋亡蛋

白 Bcl-2 后发现，DS 可以减少 H2O2 诱导的 H9c2

细胞 Caspase-3 蛋白的表达，下调 Bax 与 Bcl-2 的比

值。同时，在检测线粒体膜电位水平之后发现，DS

可以有效提高 H2O2诱导的 H9c2 细胞线粒体膜电位
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水平。因此，可以推测葶苈子能够降低 H2O2 诱导

的 H9c2 心肌细胞凋亡率，其机制可能与抑制线粒

体通路的细胞凋亡有关。 

另一方面，通过检测发现 DS 可以有效降低

H2O2 诱导的 H9c2 心肌细胞的自噬水平。进一步检

测了自噬溶酶体膜上的自噬标记蛋白 LC3B 和自噬

体膜受体蛋白 p62 的表达情况。LC3 参与调节细胞

自噬过程，当自噬发生时，LC3 家族中的 LC3B 蛋

白活化表达，被招募到自噬体膜上，因此它是目前

公认的用来检测自噬发生的分子标志物[35]。然而，

自噬体数量的增加可能是自噬被激活，也可能是溶酶

体量减少的结果。由于自噬体膜受体蛋白 p62 蛋白能

被自噬溶酶体选择性降解，所以 p62 的总水平与真正

的自噬活性呈负相关[36]。因此，LC3B 的增加与 p62

的减少相结合表明自噬通量激活，而 LC3B 和 p62 的

积累表示自噬通量的中断[37-39]。本实验结果进一步表

明，DS 可以不同程度提高细胞内 LC3B 与 p62 水平，

因此可以推测 DS 具有中断自噬通量的作用。 

氧化应激与心力衰竭[40]、心肌缺血/再灌注损

伤[41]、急性心肌梗死[42]等疾病的发生有密切的关

系。过量 ROS 与细胞内脂质反应产生 MDA，进而

破坏细胞膜完整性及流动性，引起细胞损伤[43]。研

究发现氧化应激损伤进一步造成的严重影响之一就

是导致线粒体渗透性转换孔（mPTP）开放，mPTP

的开放程度改变会引起线粒体膜电位去极化，激活

Caspase-3 级联通路，产生细胞凋亡[44]。同时，氧

化应激过程中产生的大量ROS可以诱导自噬的发

生[45]。另外，LDH 是临床心脏损伤的生物标志物，

与细胞膜受损程度相关，细胞膜完整性被破坏时，

游离 LDH 水平上升[46]。本研究发现 DS 可以有效降

低细胞内 ROS、MDA 与 LDH 水平，同时可以提高

细胞内抗氧化酶 SOD 和 GSH-Px 的活性，且 DS 的

作用与阳性药效果相当，甚至可将 MDA、SOD

和 LDH 水平恢复至与正常细胞无明显差异。由此

推测，DS 保护心肌细胞免受 H2O2 损伤的机制可

能与其恢复细胞内氧化还原稳态，进而恢复细胞

活力有关。 

综上所述，DS 对 H2O2 诱导的 H9c2 细胞损伤

具有显著保护作用，其机制可能与改善细胞内氧化

还原稳态，抑制线粒体凋亡途径和自噬通路有关。

DS 抗 H2O2 诱导的 H9c2 细胞损伤的物质基础可能

与其所含的黄酮苷类成分有关，但还需进一步研究

加以确认。 
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