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秦皮素对苯肾上腺素诱导的大鼠心肌细胞肥大的影响
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　　摘　要：目的　观察秦皮素对苯肾上腺素诱导的原代ＳＤ乳鼠心肌细胞肥大的影响。方法　建立苯肾上腺素诱导的ＳＤ乳鼠

原代心肌细胞肥大模型，观察秦皮素对心肌细胞肥大的影响；图像分析法计算心肌细胞面积；［３Ｈ］亮氨酸掺入法测试心肌细胞

蛋白质合成速率；实时定量荧光ＰＣＲ法检测心肌细胞Ｎｒｆ２和肥大分子标志物心房钠尿肽、心房利尿肽的 ｍＲＮＡ表达水平。结

果　（１）８０μｍｏｌ／Ｌ苯肾上腺素刺激心肌细胞４８ｈ能成功复制ＳＤ乳鼠心肌细胞肥大模型并伴随Ｎｒｆ２表达量的增加；（２）秦皮素

呈剂量依赖性地抑制苯肾上腺素刺激的ＳＤ乳鼠心肌细胞面积的增大、蛋白质合成速率的增加和肥大分子标志物的上调。结论

　秦皮素能显著抑制ＰＥ诱导的原代大鼠心肌细胞肥大。
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　　心肌肥厚是心脏长期负荷过重时发生的一种心室重构，以

心肌细胞蛋白质合成增加、细胞体积增大和心肌细胞间结缔组

织沉积为表现，也是多种心血管疾病，如冠心病、高血压、心脏

瓣膜病等的常见并发症和病理基础［１２］。尽管心肌肥厚早期是

一种代偿反应，但晚期则逐渐发展为失代偿，常导致严重的心

力衰竭、心肌梗死等，最终导致死亡［３］。预防与逆转这种改变

是治疗的重要目标。研究表明，ＮＦＥ２相关因子２（ＮＦＥ２ｒｅ

ｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）对心肌肥厚及纤维化具有抑制作用，而秦

皮素（ｆｒａｘｅｔｉｎ）为 Ｎｒｆ２的天然激动剂
［４７］。目前，关于秦皮素

对心肌肥厚及纤维化是否具有抑制作用的问题尚无相关研究

报道。鉴于此，本研究拟在苯肾上腺素（ｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅ，ＰＥ）诱

导的ＳＤ乳鼠心肌细胞肥大模型基础上，观察秦皮素对ＰＥ诱

导的大鼠心肌细胞肥大作用的影响，以期为心肌肥厚、纤维化

及其诱导的心血管疾病提供有效的药物防治。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　新生ＳＤ乳鼠（０～２ｄ），ＳＰＦ级，由第三军

医大学实验动物中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００３。

１．１．２　主要设备与试剂　ＣＯ２ 培养箱（购自ＳＡＮＹＯ公司），

超净工作台（购自ＪＯＹＮ 公司），倒置显微镜（购自 Ｌｅｉｃａ公

司），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０（购自Ｒｏｃｈｅ公司），青霉素、链霉素（均购

自华美生物工程公司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ｆｒａｘｅｔｉｎ、ｐｈｅｎｙ

ｌｅｐｈｒｉｎｅ（均购自 Ｓｉｇｍａ公司），羊血清、胎牛血清 （ＦＢＳ）、

ＤＭＥＭＦ１２（购自ＧＢＣＯ公司），组织固定液（购自 Ａｌｐｈｅｌｙｓ公

司），ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂盒及ＰＣＲ扩增试剂盒（均

购自Ｒｏｃｈｅ公司）。

１．２　方法

１．２．１　新生ＳＤ乳鼠原代心肌细胞的培养与鉴定　无菌取出

新生ＳＤ乳鼠心脏，预冷ＰＢＳ溶液洗净心脏残血，切除两心耳、

心房与右心室，将左心室切成１～２ｍｍ３ 碎片，加入消化酶液

（Ｇｉｂｃｏ胰酶０．１５％，Ｈｙｃｌｏｎｅ胰酶０．１０％），以１４０ｒ／ｍｉｎ的转

速于恒温３６．５℃下消化１０ｍｉｎ，沉淀、吸取上清液，加入２０％

ＦＢＳ培养液中终止消化，反复多次至所有心脏组织消化完全为

止。弃第１次消化的上清液，收集余下上清液，４０μｍｏｌ／Ｌ（４０

μｍ：过滤网规格）过滤网过滤，将过滤细胞接种于细胞培养瓶

中贴壁培养９０ｍｉｎ，除去贴壁纤维细胞。９０ｍｉｎ后，吸取上清

液，经滤网再过滤后，加入终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的５溴脱氧

尿嘧啶核苷，种置于预先包被有明胶的培养皿中。５％ＣＯ２ 培

养箱中３７℃条件下孵育４８ｈ，ＰＢＳ轻柔清洗１次，更换培养

基，观察细胞形态，并对心肌细胞进行形态学及免疫学鉴定。

４７１ 重庆医学２０１５年１月第４４卷第２期



１．２．２　心肌细胞肥大模型的建立及实验分组　实验对秦皮素

设置５个浓度梯度，对ＰＥ刺激设置５个时间梯度，秦皮素浓

度梯度：０、１．０、２．０、４．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ；ＰＥ时间梯度：０、６、１２、

２４、４８ｈ；模型的建立及药物处理：心肌细胞无血清饥饿２４ｈ，

换成分别含０、１．０、２．０、４．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ的秦皮素培养基孵育

１ｈ后，加入８０μｍｏｌ／Ｌ的ＰＥ，分别继续孵育０、６、１２、２４、４８ｈ。

每组设立３个复孔，重复３次实验。

１．２．３　心肌细胞面积的测定（图像分析法）　细胞处理结束

后，弃去培养基，用预冷的ＰＢＳ快速轻柔洗涤细胞２遍，于倒

置显微镜下观察并拍照。每培养皿取３～５个视野，每个视野

取５～１０个细胞，用专业图像分析软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０测

定单个心肌细胞面积（ｍ２）。

１．２．４　［３Ｈ］亮氨酸掺入法测定心肌细胞蛋白质合成速率　

在离处理结束１２ｈ时，每培养皿加入１１μＬＣｉ／ｍＬ［
３Ｈ］亮氨

酸。实验结束后，弃去培养液，４℃ＰＢＳ清洗贴壁细胞２次，用

０．２％胰酶将贴壁细胞消化，收集消化心肌细胞于预备好的玻

璃纤维膜上。１０．０％三氯乙酸分解破碎心肌细胞，于ＰＢＳ中

清洗３次，除去游离的同位素标记物，烘干滤膜。置于含相应

剂量闪烁液的检测瓶内，摇匀，液体闪烁仪（Ｂｅｃｋｍａｎ）测定蛋

白质合成速率，结果以ｃｐｍ表示，［
３Ｈ］亮氨酸的掺入量即可

反映心肌细胞蛋白质的合成速率。

１．２．５　实时定量荧光ＰＣＲ检测Ｎｒｆ２及心肌细胞肥大分子标

志物的表达　实验结束后，弃去培养液，按照ＲＮＡ提取试剂

说明书提取心肌细胞总ＲＮＡ，凝胶电泳检测ＲＮＡ质量，分光

光度仪检测２６０／２８０吸光度比值，计算ＲＮＡ浓度。按照ＲＮＡ

逆转录试剂说明书将 ｍＲＡＮ 反转率成ｃＤＮＡ，用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ

４８０仪器对Ｎｒｆ２及心肌细胞肥大分子标志物心房钠尿肽（ａｔｒｉ

ａｌｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＮＰ）和心房利尿肽（ｂｒａｉｎｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ

ｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）进行实时定量荧光ＰＣＲ扩增并，内参甘油醛３

磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）。实时定量荧光ＰＣＲ引物序列如下：

ＧＡＰＤＨ上游引物序列：５′ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡ

ＡＣ３′，下游引物序列：５′ＡＧＣＣＣＡ ＧＧＡ ＴＧＣＣＣＴ ＴＴＡ

ＧＴ３′，扩增产物长度为９２ｂｐ；Ｎｒｆ２上游引物序列：５′ＴＣＴ

ＧＴＣＡＧＣＴＡＣＴＣＣＣＡＧ ＧＴ３′，下游引物序列：５′ＧＡＡ

ＴＡＴＣＣＡＧＧＧＣＡＡＧＣＧＡＣＴ３′，扩增产物长度为１４８ｂｐ；

ＡＮＰ上游引物序列：５′ＡＣＡＣＡＧＣＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＴＧＣＣ

Ａ３′，下游引物序列：５′ＣＧＴＣＴＧＴＣＣＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＡＧ

ＴＴＴ３′，扩增产物长度为２１５ｂｐ；ＢＮＰ上游引物序列：５′ＡＣＡ

ＡＴＣＣＡＣＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＣＴ３′，下游引物序列：５′ＧＧＧ

ＣＣＴＴＧＧＴＣＣＴＴＴＧＡＧＡ３′，扩增产物长度为８７ｂｐ。

１．３　统计学处理　应用统计学软件ＳＡＳ９．２进行统计分析，

计量资料用狓±狊表示，用方差分析和狋检验对数据进行统计

学处理，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　心肌细胞的鉴定　形态学鉴定：心肌细胞刚接种尚未贴

壁时形态为椭圆形或圆形。１ｄ后，细胞伸出伪足开始贴壁；２

ｄ后，伪足成纤维条索状，细胞完全贴壁，细胞胞体则呈现不规

则形状，如多角形、菱形或梭形，并有少数细胞开始聚合（图

１）；３ｄ后，大部分细胞已聚合成团并成良好搏动状态，频率约

１００次／分钟。免疫荧光鉴定：心肌细胞ａｎｔｉαａｃｔｉｎｉｎ染色成

阳性，心肌特异性横纹肌结构明显可见，且细胞核周围有少许

棕黄色颗粒，心肌细胞纯度大于９５％，结果见图２。

２．２　秦皮素对ＰＥ诱导的大鼠心肌细胞面积的影响　经ＰＥ

诱导后，心肌细胞面积显著增大（犘＜０．０５），从１２ｈ起作用，４８

ｈ达最大值，表明８０μｍｏｌ／ＬＰＥ刺激大鼠心肌细胞４８ｈ能成

功复制大鼠心肌细胞肥大模型；经秦皮素预处理后，ＰＥ诱导的

心肌细胞面积增大随秦皮素呈剂量依赖性的减轻，从４μｍｏｌ／Ｌ

起可以将其抑制在基础水平。表明，秦皮素能显著抑制ＰＥ诱

导的大鼠心肌细胞面积增大，结果见图３。

图１　　心肌细胞形态学观察

图２　　心肌细胞免疫学鉴定

　　Ａ：不同浓度的秦皮素对心肌细胞面积的影响；Ｂ：５μｍｏｌ／Ｌ秦皮

素对ＰＥ诱导不同时间的心肌细胞面积的影响；ａ：犘＜０．０５，与秦皮素

组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＰＥ＋介质组比较。

图３　　秦皮素对ＰＥ诱导的大鼠心肌细胞面积的影响

２．３　秦皮素对ＰＥ诱导的大鼠心肌细胞［３Ｈ］亮氨酸掺入量

的影响　经ＰＥ刺激诱导后，大鼠心肌细胞的［３Ｈ］亮氨酸掺

入量显著增多（犘＜０．０５），从１２ｈ起作用，４８ｈ达最大值，表明

８０μｍｏｌ／ＬＰＥ刺激心肌细胞可成功的复制心肌细胞肥大模

型；应用秦皮素预处理后，［３Ｈ］亮氨酸掺入量显著减少（犘＜

０．０５），从４μｍｏｌ／Ｌ起可以将其抑制在基础水平，表明秦皮素

可显著抑制ＰＥ诱导的大鼠心肌细胞蛋白质合成速率的增加，

结果见图４。

２．４　秦皮素及ＰＥ对大鼠心肌细胞Ｎｒｆ２表达的影响　经ＰＥ

诱导后，心肌细胞Ｎｒｆ２的ｍＲＮＡ表达量显著增高（犘＜０．０５），

从６ｈ起作用，４８ｈ达最大值；经秦皮素预处理后，ＰＥ诱导的
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心肌细胞Ｎｒｆ２表达量并不随秦皮素剂量的改变而变化。表明

ＰＥ能显著诱导 Ｎｒｆ２表达量的增高，但秦皮素对其表达无影

响，结果见图５。

　　Ａ：不同浓度的秦皮素对心肌细胞［３Ｈ］亮氨酸掺入量的影响；Ｂ：５

μｍｏｌ／Ｌ秦皮素对ＰＥ诱导不同时间的心肌细胞［
３Ｈ］亮氨酸掺入量的影

响；ａ：犘＜０．０５，与秦皮素组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＰＥ＋介质组比较。

图４　　秦皮素对ＰＥ诱导的心肌细胞［３Ｈ］亮氨酸掺入量

的影响

　　Ａ：不同浓度的秦皮素对心肌细胞Ｎｒｆ２表达的影响；Ｂ：５μｍｏｌ／Ｌ

秦皮素对ＰＥ诱导不同时间的心肌细胞Ｎｒｆ２表达的影响；ａ：犘＜０．０５，

与秦皮素组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＰＥ＋介质组比较；ｃ：犘＜０．０５，与ＰＥ＋

秦皮素组比较。

图５　　秦皮素对ＰＥ诱导的大鼠心肌Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ表达

的影响

２．５　秦皮素对ＰＥ诱导的大鼠心肌细胞肥大标志物的影响　

经ＰＥ诱导后，心肌细胞肥大分子标志物ＡＮＰ、ＢＮＰ的ｍＲＮＡ

表达量明显上调（犘＜０．０５），从６ｈ开始起作用，４８ｈ达最大

值；经５μｍｏｌ／Ｌ秦皮素预处理后，已上调的心肌细胞肥大分子

标志物 ＡＮＰ、ＢＮＰ的 ｍＲＮＡ 表达可回落到基础水平（犘＜

０．０５）（图６）。表明秦皮素能显著抑制ＰＥ刺激诱导的大鼠心

肌细胞肥大分子标志物的表达。

　　Ａ：不同浓度的秦皮素对心肌细胞肥大标志物的影响；Ｂ：

５μｍｏｌ／Ｌ秦皮素对 ＰＥ诱导不同时间的心肌细胞肥大标志物的影

响；ａ：犘＜０．０５，与秦皮素组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＰＥ＋介质组比较。

图６　　秦皮素对ＰＥ诱导的心肌细胞肥大标志物

的影响

３　讨　　论

在临床上，心肌肥厚是多种心血管系统疾病的共同病理基

础，如冠心病、高血压病、心肌炎症和先天性心脏病等多种心血

管疾病。一般情况下，心肌肥厚是多种因素共同诱导的结果。

从广义上讲，诱导心肌肥厚的因素包括两大类，即机械刺激和

神经体液分子刺激。机械刺激包括各种压力负荷和容积负荷

的直接刺激。

诱导心肌肥厚的各种神经体液分子，目前已报道的有受体

酪氨酸激酶激动剂［８］，包括胰岛素样生长因子１、成纤维细胞

生长因子、转化生长因子β以及血小板源性生长因子等；Ｇ蛋

白偶联受体激动剂［９］，如内皮素１、血管紧张素Ⅱ以及α１／β

肾上腺素受体激动剂，包括肾上腺素、去甲肾上腺素、ＰＥ等；促

炎因子如肿瘤坏死因子α、白细胞介素６、白血病抑制因子及心

肌营养因子１等
［１０］；花生四烯酸代谢产物前列腺素Ｆ２α

［１１］、蛋

白激酶Ｃ激动剂
［１２］等。根据以上心肌肥厚的神经体液诱发分

子建立起来的体外心肌细胞肥大模型有ＰＥ
［１３］、异丙肾上腺

素［１４］、内皮素１
［１５］、血管紧张素Ⅱ

［１６］、醛甾酮［１７］等诱导法。本

研究参照文献［１３］报道，并结合预实验采用８０μｍｏｌ／ＬＰＥ刺

激心肌细胞成功的复制了大鼠心肌细胞肥大模型。

Ｎｒｆ２对心肌肥厚及纤维化具有抑制作用
［４５］，而秦皮素为

Ｎｒｆ２的天然激动剂
［６７］。因此，本研究推测秦皮素对心肌肥厚

及纤维化很可能具有抑制作用。本研究通过在ＰＥ诱导的大

鼠心肌细胞肥大模型基础上，观察秦皮素对大鼠心肌细胞肥大

的影响。结果表明，秦皮素能显著抑制ＰＥ刺激诱导的大鼠心

肌细胞面积增大、蛋白质合成的增多以及肥大分子标志物

ＡＮＰ、ＢＮＰ表达的上调，证实秦皮素可以抑制ＰＥ诱导的大鼠

心肌细胞肥大；在心肌细胞肥大模型中，Ｎｒｆ２的表达量显著上

调，而秦皮素对其表达却无影响，说明秦皮素的作用靶点可能

位于Ｎｒｆ２蛋白转录之后而非转录之前，这一结论也正好与秦

皮素为Ｎｒｆ２的天然激动剂相吻合
［６７］。至于秦皮素抑制心肌

肥厚的作用机制是否通过 Ｎｒｆ２，以及秦皮素是否对整体动物

心肌肥厚模型具有抑制作用，有待进一步研究。观察秦皮素对

心肌肥厚的作用，并探讨其分子机制，以期为临床心肌肥厚、纤

维化及其诱导的心血管病提供有效的药物防治。
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存在气体潴留，有限制性通气功能障碍。

本研究进一步分析ＮＳＰ发生影响因素发现，年龄大、ＢＭＩ

高、既往吸烟史、存在阻塞性疾病及限制性疾病是ＮＳＰ发生的

独立危险因素。分析认为随着年龄增加，肺组织的弹性回缩力

下降，进而引起气流受限发生阻塞［８９］。对肥胖患者而言，其胸

腹部大量的脂肪可使胸廓及膈肌的活动度下降，进而导致

ＴＬＣ、ＲＶ下降
［１０］。吸烟已被证实是肺纤维化发生的高危因

素，吸烟可以引起支气管炎症，长期吸烟或吸烟量较大可以引

起管腔狭窄，甚至发生阻塞，进而使进入肺泡的空气不能有效

排除，滞留肺泡中引起压力增加，最终引起肺泡扩张、破

裂［１１１２］。对于存在阻塞性疾病、限制性疾病而言，其本身已存

在多种肺功能指标的异常，因此更容易发生ＮＳＰ
［１３１５］。

综上所述，本研究显示，高龄、吸烟、肥胖可增加ＮＳＰ发生

的风险，临床上ＮＳＰ可表现为阻塞性及限制性通气功能障碍

的特点，在临床实际中需要积极鉴别。
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