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醋柳黄酮及其单体抑制大鼠心肌肥大的实验研究
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（1.四川省合江县人民医院 心内科，四川 合江 646200；2.四川省
泸州医学院附属医院 心内科，四川 泸州 646000）

摘要：目的 研究醋柳黄酮（TFH）及其单体槲皮素（Quer）和异鼠李素（Isor）抑制心肌细胞肥大的机制是否
与钙调神经磷酸酶（CaN）信号通路相关。方法 在培养原代大鼠心肌细胞的基础上，实验采用血管紧张素Ⅱ
（AngⅡ）诱导新生大鼠心肌细胞肥大为模型，分别加入 TFH、Quer、Isor和缬沙坦（Valsartan）进行预防性治疗。
鉴定心肌细胞，检测心肌细胞表面积及总蛋白含量，测定心肌细胞肌浆网钙泵（Sarcoplasmic reticulum
Ca2+-ATPases，SERCA）活力、CaN活性及 CaN mRNA表达。结果 实验培养的心肌细胞抗α-actin免疫细
胞化学染色均为阳性；AngⅡ组细胞表面积增大，总蛋白含量增加，与对照组相比差异有显著性（P <0.01）；TFH
组、Quer组、Isor组和 Valsartan组均能显著降低心肌细胞肥大（P <0.01或 P <0.05）、提高 SERCA活力（P <
0.05）、降低 CaN活性（P <0.05）及 CaN mRNA（P <0.01）表达，而这四组之间差异无显著性（P >0.05）。结论
醋柳黄酮及其单体（槲皮素和异鼠李素）与缬沙坦一样，对AngⅡ诱导心肌细胞肥大有明显的抑制作用，其作用
机制可能与心肌细胞肌浆网钙泵活性及钙调神经磷酸酶信号通路有关。
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Experimental study on the inhibition of rat myocardial
hypertrophy with total flavones of hippophae rhamnoides l

(tfh) and its monomer
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R.China; 2.Department of Cardiology, Affiliated Hospital of Luzhou Medical College, Luzhou,
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Abstract:【Objective】To study whether the inhibition mechanism for cardiomyocyte hypertrophy of the total
flavones of Hippophae rhamnoides (TFH) and its monomer Quercetin (Quer) and isorhamnetin (Isor) are associated with
the signal passage of calcineurin (CaN). 【Method】Based on the cultivation of primary rat cardiomyocytes, the an－
giotensin Ⅱ (Ang Ⅱ) was used to induce neonatal rat cardiomyocyte hypertrophy as a model in the experiment, and
TFH, Quer, Isor and valsartan were added for preventive treatment. The cardiomyocytes were identified, the surface
area and total protein content of cardiomyocyte were detected, and the vitality of Sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPases
(SERCA), the CaN activity as well as the expression of CaN mRNA were determined. 【Results】The anti-α-actin im－
munocytochemical staining for the cultured cardiomyocytes was positive in the experiment; the surface area of Ang Ⅱ
group's cell enlarged, the total protein content increased; And compared with the control group, the difference was of
statistical significance (P <0.01). The cardiomyocyte hypertrophy in the TFH, Quer, Isor and Valsartan groups could
significantly reduced (P <0.01 or P <0.05), the SERCA vitality improved (P <0.05), and the CaN activity(P <0.05) and
CaN mRNA (P <0.01) expression were lowered. The differences among the four groups were of no statistical signifi－
cance (P >0.05).【Conclusion】Like valsartan, TFH and its monomer (quercetin and isorhamnetin) has a significant in－
hibition effect on the Ang Ⅱ-induced cardiomyocyte hypertrophy, and its mechanism may be associated with the ac－
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醋柳黄酮（total flavones of hippophae rham-

noides，TFH）是以沙棘果实和叶为原料，经提取加工

而制成的天然成分制剂，其主要包括槲皮素

（quercetin，Quer） 及其苷和异鼠李素（isorhamnetin，

Isor）及其苷。心肌重塑是多种心脏疾病的共同病理
过程，而心肌肥大是心肌重塑中非常重要的表现形

式。国内外的临床及实验研究提示 TFH及其单体对
心肌肥大有确切的抑制作用，但是对其抑制心肌肥

大作用的机制研究仍较少。有研究表明[1]，由 Ca2+ 活
化的、钙调神经磷酸酶（calcineurin，CaN）介导的信
号途径在心肌肥大发生发展中起着至关重要的作

用。本实验旨在研究 TFH及其单体对心肌肥大抑制
作用的机制否与钙调神经磷酸酶信号通路相关，以

便为 TFH 及其单体的心血管保护机制提供合理解

释和新的视野，为其临床应用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 动物、试剂及仪器
1~3 d 清洁级新生 SD 大鼠（泸州医学院实验动

物房），高糖 DMEM及胎牛血清（Hyclone），血管紧张

素 II（angiotensinII，AngⅡ）（Sigma），醋柳黄酮（四川

美大康药业），槲皮素、异鼠李素、缬沙坦（中国药检
所），钙调神经磷酸酶测定试剂盒（南京建成科技有

限公司），Rever Tra Ace 组合型 RT-PCR 试剂盒（成

都博瑞克生物技术有限公司），紫外 - 可见分光光

度计（岛津），全自动酶标仪（芬兰 LABSYSTEM），

ND-1000 核酸蛋白检测仪（美国 Nanodrop 公司），

Mastercycler gradient PCR 仪（eppendorf）。
1.2 心肌细胞培养与实验分组

无菌条件下取 1~3 d 新生 SD 大鼠心室肌，

0.125%胰酶 +0.08%Ⅱ型胶原酶分次消化至单细胞

悬液，离心，弃上清，用 10%完全培养基制成细胞悬

液，二氧化碳孵箱中差速贴壁 1.5 h，吸取未贴壁的

心肌细胞进行计数，然后按不同实验目的调节细胞

接种密度接种培养。心肌细胞培养 72 h，换无血清培
养基同步化 24 h 后，各组加入不同药物孵育 24 h。
实验分组：①对照（Control）组：不加任何处理因素，

与加入处理因素的组别共同进行换液处理；②

AngⅡ10-6 mol/L 组[2]；③槲皮素（Quer）组：槲皮素

100μmol/L[3]+AngⅡ10-6 mol/L；④异鼠李素（Isor）组：
异鼠李素 100μmol/L[4]+AngⅡ10-6 mol/L；⑤醋柳黄

酮（THF）组：醋柳黄酮 100 mg/L[5]+AngⅡ10-6 mol/L；

⑥缬沙坦（Valsartan）组：缬沙坦 10-6 mol/L[6]+AngⅡ

10-6 mol/L。
1.3 心肌细胞纯度检测与鉴定

倒置显微镜下，通过形态和搏动情况判定心肌

细胞与非心肌细胞的数量变化；然后取有心肌细胞

生长的玻片进行抗α-actin 免疫组化细胞学鉴定，
细胞质被染成棕黄色者为心肌细胞，并照相保存。
1.4 细胞表面积测定

每孔细胞随机选取 5 个视野，每个视野选取

5～10 个细胞，重复 8次。在 400×显微镜视野下照
相（包括微标尺）保存，再应用 Image-Pro Plus 软件

测量心肌细胞表面积。
1.5 心肌细胞总蛋白测定

心肌细胞消化、离心，加入 RIRA 裂解缓冲液，
超声破碎细胞，取细胞裂解液按考马斯亮兰蛋白浓

度测定试剂盒说明书操作。
1.6 肌浆网钙泵（SERCA）活力测定

在波长 410 nm 处测定不同浓度 PNP 标准溶液

的吸光度，作标准曲线。细胞匀浆液冰上裂解细胞；
向细胞裂解液中加入反应液，37℃恒温水浴箱中预
温 10 min；再向管中加入 100 mmol/L pNPP，37℃恒
温水浴箱中反应 30 min；然后加入 2倍反应体积的

冷缓冲液终止反应，在波长 410 nm处测 OD值。
1.7 钙调神经磷酸酶（CaN）活性测定

先获取细胞裂解液，然后取上清液按照钙调神

经磷酸酶测定试剂盒说明书进行操作。
1.8 RT-PCR法检测CaN mRNA的表达

按说明书操作提取纯化心肌细胞总 RNA，用

RT-PCR 试剂盒检测心肌细胞 CaN mRNA 的表达

情况。运用 Primer 5.0 和 Olig 6.0 软件分别在 CaN
（XM_002745551.1） 和内参照 GAPDH 基因的 CDS

区内设计合成一对特异性引物，送上海生物工程有

限公司合成，引物序列见表 1。
表 1 引物序列

tivity of Sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPases (SERCA) and the signal passage of calcineurin.
Key words: total flavones of hippophae rhamnoides; angiotensin II; cardiac hypertrophy; calcineurin phosphatase

基因名称 引物序列 产物大小

CaN
F：5'-GGACAGGGTGGTGAAAGC-3'

296 bp
R：5'-AGCGAGTGTTGGCAGGAG-3'

GAPDH
F：5'-CCTCAAGATTGTCAGCAAT-3'

141 bp
R：5'-CCATCCACAGTCTTCTGAGT-3'
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①逆转录反应条件：30℃ 10 min，42℃ 20
min，99℃ 5 min。②PCR 反应条件：94℃ 2 min；94℃
30 s，65℃ 30 s，72℃ 30 s 3 个循环；94℃ 30 s，
64℃ 30 s，72℃ 30 s 3 个循环；94℃ 30 s，63℃ 30
s，72℃ 30 s 3 个循环；94℃ 30 s，62℃ 30 s，72℃
30 s 21 个循环；72℃ 2 min。将扩增产物，进行
1.5％的琼脂糖凝胶电泳，以 DNA marker I 为分子

量参照标准，凝胶成像系统下观察记录结果。用凝胶
定量分析软件 Gel-Pro analyzer 4.0 检测 RT-PCR

扩增产物电泳条带的光密度值，分析计算基因相对

表达值，实验重复 6次。
1.9 统计方法

运用 SPSS 13.0 软件，方差齐性检验后多组间

的比较采用单因素方差分析法，多组间的两两比较

采用 S-N-K 法或 Dunnett 法，实验结果以均数±标
准差（x±s）表示。检验水准为α=0.05。

2 结果

2.1 心肌细胞纯度检测与鉴定

在培养 3~5 d 后，相差显微镜下绝大多数为已

搏动的心肌细胞和心肌细胞团，成纤维细胞无明显

增殖。细胞经抗α-actin 免疫组化细胞学鉴定显示：
细胞质内可见棕黄色丝状物者为抗α-actin 免疫细
胞化学染色阳性，本实验细胞抗α-actin 免疫组化
均为阳性，见图 1A~C。

A B C

A：×200 倍；B：×400 倍；C：×100 倍

图 1 培养新生大鼠心肌细胞的抗α- 肌动蛋白染色图

2.2 心肌细胞表面积

与空白对照组相比，AngII 可以使大鼠心肌细胞

表面积显著增加（P <0.01），其他组与空白对照组的

差异无显著性（P >0.05）。而应用 TFH及其单体与缬
沙坦等药物后，可抑制 AngII 诱导的心肌细胞表面

积增大（P <0.01），但 TFH、Quer 、Isor 与 Valsartan 之
间差异无显著性（P >0.05），见表 2。
表 2 各组心肌细胞表面积的比较 （n =8，x±s）

注：1）与对照组比较，P <0.01；2）与 AngII 组比较，P <0.01

2.3 心肌细胞总蛋白含量

与空白对照组相比，AngII 组心肌细胞总蛋白含

量明显增加，从（2.63±0.79）ng/well 升高到（4.61±

1.42）ng/well（P <0.01）；其他组与空白对照组无显著

性。与 AngII 组相比，Valsartan 组、TFH 组心肌细胞
总蛋白含量明显减少（P <0.01）；Isor 组心肌细胞总

蛋白含量从（4.61±1.42）ng/well 下降到（3.25±0.94）
ng/well （P <0.05），Quer 组心肌细胞蛋白含量从

（4.61±1.42）ng/well 下降到（3.41±0.75）ng/well（P
<0.05）。而 Valsartan 组、Quer 组、TFH组及 Isor 组相
互之间相比差异无显著性（P >0.05），见表 3。
表 3 各组心肌细胞总蛋白含量的比较 （n =8，x±s）

注：1）与对照组比较，P <0.01；2）与 AngII 组比较，P <0.01；3）与

AngII 组比较，P <0.05

2.4 心肌细胞 SERCA活力

组别 表面积 /μm2

对照组 489.64±67.31

AngII 组 761.75±95.091）

Valsartan 组 552.07±93.482）

Quer 组 584.22±109.422）

Isor 组 611.02±149.382）

TFH组 572.05±104.372）

组别 总蛋白含量 /（ng/well）

对照组 2.63±0.79

AngII 组 4.61±1.421）

Valsartan 组 3.04±0.862）

Isor 组 3.25±0.943）

Quer 组 3.41±0.753）

TFH组 3.10±0.522）
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与 Control 组相比，Valsartan 组、TFH 组、Quer
组和 Isor 组心肌细胞 SERCA 活力的变化差异无显

著性（P >0.05）；AngII 组心肌细胞 SERCA 活力明显

下降了 42.57%，差异有显著的显著性（P <0.01）。与
AngII 组相比，Valsartan 组心肌细胞 SERCA 活力提

高了 56.36%（P <0.05），TFH 组 SERCA 活力提高了

49.15%（P <0.05），Quer 组 SERCA 活 力 提 高了

50.42%（P <0.05），Isor 组心肌细胞 SERCA 活力提高

了 44.49%（P <0.05）。而 Valsartan 组、TFH 组、Quer
组、Isor 组各组两两相比心肌细胞 SERCA 活力的变
化差异无显著性（P >0.05），见表 4。
表 4 各组心肌细胞肌浆网钙泵活力的比较 （n =8，x±s）

注：1）与对照组比较，P <0.01；2）与 AngII 组比较，P <0.05

2.5 心肌细胞CaN活性

与 Control 组相比，TFH 组、Quer 组、Valsartan
组 CaN 活性的升高差异无显著性（P >0.05），AngII

组的心肌细胞 CaN 活性升高差异有显著性（P <

0.01），Isor 组心肌细胞 CaN 活性升高了 49%（P <

0.05）。与 AngII 组相比，TFH 组、Quer 组、Valsartan
组、Isor 组 CaN 活性下降差异有显著性（P <0.05），
但它们各组两两之间差异没有显著性（P >0.05），见

表 5。
表 5 各组心肌细胞钙调神经磷酸酶活性比较（n =8，x±s）

注：1）与对照组比较，P <0.01；2）与对照组比较，P <0.05；3）与

AngII 组比较，P <0.05

2.6 心肌细胞CaNmRNA的表达

CaN 基因在不同组大鼠心肌细胞中的表达明显

不同（P <0.05），AngII 组的表达量最高（1.84±
0.11），对照组组的表达量最低（1.15±0.07）；在分别

预先加入不同 TFH 及其单体等药物后，再加入

AngII 处理，CaN 的表达与 AngII 组相比均出现明显

下降（P <0.01），其中 Isor 组抑制效果最差，与 Val-

sartan 组之间的差异存在显著性（P <0.05）；而其余

各组两两比较抑制效果差异性不明显，无显著性（P

>0.05），见图 2和表 6。
表 6 不同组大鼠心肌细胞中CaN基因表达的比较

（n =6，x±s）

注：1）与对照组比较，P <0.05；2）与 AngII 组比较，P <0.01；3）与

Valsartan 组比较，P <0.05

1：Control 组；2：AngII 组；3：Isor 组；4：Valsartan 组；5：Quer 组；6：

TFH组；7：不加模板的阴性对照

图 2 CaN基因在各组中的RT-PCR扩增结果

3 讨论

实验显示 TFH 及其单体槲皮素与异鼠李素对

血管紧张素 II（AngII）诱导的新生大鼠的肥大心肌

细胞有明显的抑制作用，且与缬沙坦基本等效。实验
结果与国内的报道相近：QIN TAI-CHUN 等[3]在培

养原代大鼠心肌细胞的基础上，用血管紧张素Ⅱ诱

导新生大鼠心肌细胞肥大为模型，发现1~100μmol/L
的槲皮素可以按浓度依赖的方式抑制大鼠心肌细胞

肥大。毛张凡等[7]通过 AngII 制备心肌肥厚的 SD 大
鼠模型，研究发现五甲基槲皮素（PMQ）能明显抑制

AngII 所致 SD 大鼠的左心指数并且能抑制与心肌

肥厚相关的 BNPmRNA 表达上调；WU等[8]在研究槲

皮素对心肌肥大的防治作用及其机制中发现：Ang

II 可诱导新生 SD 大鼠心肌细胞肥大，与氧化应激

有关，而槲皮素可以抑制其肥大；高天林等[9]在研究

醋柳黄酮对高血压大鼠心血管重塑的影响中发现

TFH 对高血压及其导致的心肌肥厚均有确切的逆

转作用，且与卡托普利等效。

组别 SERCA活力 /[μmol/（gpro·min）]

对照组 4.11±1.19

AngII 组 2.36±0.991）

Valsartan 组 3.89±1.122）

TFH组 3.52±0.482）

Isor 组 3.55±1.362）

Quer 组 3.41±0.792）

组别 CaN活性 /（u/mgprot）

对照组 0.25±0.09

AngII 组 0.50±0.131）

Valsartan 组 0.32±0.143）

Quer 组 0.37±0.103）

Isor 组 0.39±0.112）3）

TFH组 0.36±0.153）

组别 IODCaN/IODGAPDH

Control 组 1.15±0.07

AngII 组 1.84±0.111）

Valsartan 组 1.29±0.081）2）3）

Isor 组 1.44±0.071）2）3）

Quer 组 1.36±0.041）2）

TFH组 1.33±0.051）2）

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7

CaN
GAPDH
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国内外还暂无醋柳黄酮及其单体抑制心肌细胞

肥大机制与 CaN 信号通路有关的研究报道，而本实

验发现 TFH 及其单体对 AngII 诱导新生大鼠心肌

细胞肥大的保护作用可通过 SERCA 和 CaN 相关路

径来实现。CaN 信号通路在细胞内 Ca2+ 增高诱导的
心肌肥大发生发展过程中起关键性作用[10]，CaN 是

目前所知的体内受 Ca2+/CaM 调节的丝氨酸 / 苏氨酸

蛋白磷酸酶[11]，而 CaN 对舒张期持续升高的 Ca2+ 浓

度更敏感[12]，在胞内 Ca2+ 增加时，Ca2+ 与 CaM 结合，

激活 CaN。肌浆网是调节胞浆内 Ca2+ 浓度变化的主
要因素，而其上的 SERCA 及其调节蛋白受磷蛋白

（Phospholamban，PLB）的作用是调控细胞钙池内钙

的摄取，以 SERCA 为主[13-14]。实验发现 AngII 可以引
起 SERCA 活力显著下降、CaN 活性及 CaNmRNA 的
表达增加，这些与国内外报道相符[15-17]。实验还发现
醋柳黄酮及其单体槲皮素与异鼠李素同缬沙坦相

当，都能使下降的 SERCA 活力部分恢复，并且可以

抑制CaN 的活性及 CaNmRNA 的表达。这些实验结
果说明 AngII 可使胞质内游离钙主动转运至肌浆网

内贮存的能力下降，从而可能造成[Ca2+]i 在心肌细

胞 胞 浆 内 浓 度 增 加 ， 从 而 激 发 Ca2+-Cal-

cineurin-NFAT 信号通路，最终导致细胞肥大；而醋

柳黄酮及其单体可能通过提高 SERCA 活力来稳定

细胞内游离 Ca2+ 主动转运至肌浆网的能力，这样可

以使细胞内 Ca2+ 浓度下降，从而降低形成钙超载的

风险，这样可以抑制 CaN 信号通路，使 CaN 活性及

CaNmRNA 的表达相应降低。总之，该实验认为醋柳
黄酮及其单体槲皮素与异鼠李素抑制心肌肥厚与提

高肌浆网钙泵（SERCA）活力及 CaN 信号通路有关，

这为醋柳黄酮及其单体的心血管保护作用及临床应

用提供了理论基础。
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