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紫铆花素通过调节 AMPK/GSK-3茁信号通路抑制心肌缺血再灌注损伤 *
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摘要 目的：研究紫铆花素对心肌缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。方法：体外建立 H9c2心肌细胞缺血再灌注模型，分为正

常组、模型组、紫铆花素低、中和高剂量组（10，20和 40滋M）。检测细胞存活率，LDH释放水平，试剂盒检测 MDA、SOD、IL-1和

IL-6水平，蛋白印迹法检测 Bax，Bcl-2蛋白的表达以及 AMPK和 GSK-3茁磷酸化水平。结果：与模型组比较，紫铆花素能够提高
细胞存活率，减少 LDH水平，降低MDA、IL-1和 IL-6，增加 SOD水平。减少 Bax，Caspase-3蛋白的表达，增加 Bcl-2蛋白的表达，

提高 Bcl-2/Bax的比值(P <0.05)。同时，紫铆花素能够剂量依赖性的促进 AMPK和 GSK-3茁磷酸化。进一步研究发现，紫铆花素的
保护作用以及对 GSK-3茁的促磷酸化被 AMPK抑制剂 Compound C抵消。结论：紫铆花素能减轻心肌缺血再灌注损伤，抑制心肌

细胞凋亡，其作用机制可能通过激活 AMPK/GSK-3茁信号通路，减轻氧化应激水平有关。
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Protective Effects and Possible Mechanism of Butein on Myocardial Ischemia
Reperfusion Injury*

To investigate the protective effects and possible mechanism of butein on myocardial ischemia/reperfusion

injury. H9c2 cells were divided into normal control group, model group, low-dose, medium-dose and high-dose butein groups

(10, 20 and 40 滋M). After the drug was administered to cells for 24h, the myocardial ischemia-reperfusion injury was established. Cell

viability, LDH, MDA, SOD, IL-1 and IL-6 were tested. The protein expressions of AMPK, Bax, Bcl-2, and GSK-3茁 were assayed by

western blotting. Comparedwith model group, butein could improve the cell survival rate, reduce the release of LDH, decrease

the levels of MDA, IL-1 and IL-6, increase the level of SOD, decrease the expression of Bax, Caspase-3, increase the expression of

Bcl-2and the ratio of Bcl-2 /Bax (P <0.05). In further study, we found that these protective effects were abolished by Compound C.

Butein has the protective effects on myocardial ischemia/reperfusion injury in vitro, which can inhibit the myocardial injury

through activating AMPK/ GSK-3茁 pathway.
Butein; Myocardial Ischemia/reperfusion Injury; AMPK; GSK-3茁

*基金项目：国家自然科学基金面上项目（81470174）；西京医院学科助推项目（XJZT15M19）

作者简介：段佳林（1987-），硕士研究生，主要研究方向：中药药理学，E-mail: dogson1989@163.com

△ 通讯作者：张恩户，主任药师，研究生导师，E-mail: eh2006@163.com；

奚苗苗，副主任药师，研究生导师，E-mail: miaomiaoxi2014@163.com

（收稿日期：2016-12-06 接受日期：2017-01-03）

前言

心肌缺血 / 再灌注损伤 ( myocardial ischemia reperfusion

injury，MI/RI)是指心肌缺血引起心肌一定程度的损伤，而血管

再通后由于损伤性因子的爆发性分泌，导致心肌细胞炎症、凋

亡、甚至坏死，进一步加重心肌损伤[1-3]。心肌缺血性疾病发生率

在全球范围不断上升，而随着各种心血管外科手术如静脉溶

栓、经皮冠状动脉介入手术治疗等方法的广泛开展，对于恢复

心肌血供，保护心脏功能起到了很重要的作用，而随之而来的

心肌缺血 /再灌注损伤引起人们的广泛关注[4, 5]。寻求一种有效

可行的方法减轻MI/RI，从而最大限度保护缺血心肌，稳定心功

能，是国内外学者探索的目标。细胞凋亡、氧化应激、钙超载以

及炎症反应等多种机制参与 MI/RI的发生和发展过程[6]，寻找

多靶点作用的药物对治疗 MI/RI具有积极作用。紫铆花素

（Butein）是一种来源于植物的多酚类化合物，是传统的中草药

降香和锦鸡儿中提取的主要活性化合物之一，具有良好的抗氧

化能力、抗炎症能力、抗癌以及肝脏保护活性[7-9]。最近的研究表

明，紫铆花素可以通过抑制炎症反应从而保护小鼠海马神经元
[10]，具有很好的脑保护作用。但紫铆花素对心肌缺血再灌注损

伤的保护作用及其作用机制还未见报道。本研究通过在心肌细
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胞上模拟缺血再灌注损伤，考察紫铆花素的心肌保护作用，为

寻找治疗心肌缺血性疾病的有效药物提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验细胞 H9c2大鼠心肌细胞株，购自美国 American

Type Culture Collection公司（Manassas, VA, USA）。

1.1.2 实验试剂与药物 紫铆花素标准品购自中国药品生物

制品鉴定所，纯度≥ 98%；乳酸脱氢酶（LDH），肌酸激酶同工酶

(CK-MB)，丙二醛（MDA），白介素 -6（IL-6），白介素 -1（IL-1）测

定试剂盒购自南京建成生物科技有限公司；Bax，Bcl-2，Cas-

pase-3 和 茁-actin 抗体由 Santa Cruz Biotechnology 公司提供；

AMPK和 GSK-3茁 抗体由 Cell Signaling Technology (CST)提

供；Western Blot相关试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技术有限

公司；辣根过氧化物酶标记的二抗购自武汉博士德生物工程有

限公司；ECL化学发光试剂盒购自 Roche 公司，其他试剂由

Sigma公司提供。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养及造模 培养基采用含 10%胎牛血清（fetal

bovine serum, FBS）的高糖 Dulbeccos modified Eagles medium

（DMEM）培养基添加 1%双抗(链霉素 -青霉素)，培养条件是

37℃的 5% CO2培养箱。细胞融合度 90%左右时进行传代培

养，每隔一天换新鲜培养基。造模前给予不同浓度紫铆花素

（10，20和 40 滋M）处理 24 h。在建立缺血再灌注模型时，正常

培养液更换为 PBS缓冲液，在缺氧培养小室充入 95% N2 10

min后，放入 37℃的恒温箱中进行缺氧 4 h，然后倒掉 PBS缓

冲液，重新加入正常培养基，放置于 37℃的 CO2培养箱中培养

6 h进行复氧[11]。

1.2.2 MTT检测细胞存活率 收集 H9c2细胞，制成细胞悬

液，调整细胞悬液浓度至 5× 104，每孔加入 100 滋L，37℃的 CO2

培养箱中培养 24 h。加入不同浓度药液，每孔 100 滋L，设 5个

复孔，37℃的 CO2培养箱中培养 24 h。每孔加入 20 滋L MTT

溶液(5 mg/mL)，继续培养 4 h后，吸去上清，每孔加入 150 滋L
二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，待结晶物充分溶解后，

在酶联免疫检测仪 OD490 nm处测量各孔的吸光值。存活率 =

（A测量 -A调零孔）/（A对照 -A调零孔）。

1.2.3 生化指标测定 为了测定紫铆花素对缺血再灌注心肌

细胞内 LDH、CK-MB、MDA、IL-6、IL-1的影响，细胞接种于六

孔板内，细胞浓度为 5× 105/孔。经过不同的处理后，收集培养

基上清液，1500 r/min，10 min离心两次，取上清液，在 -20℃冷

冻保存。酶学法测定 LDH、CK-MB、MDA、IL-6、IL-1含量。

1.2.4 Caspase 3含量测定 细胞经过不同处理后，弃去上清，

胰酶消化收集细胞，加入细胞裂解液，冰浴裂解 20 min，于 4

℃，20000× g离心 10 min，收集上清液。采用 BCA蛋白测定试

剂盒测定蛋白浓度。按照试剂盒说明书加入各反应液，孵育后，

在 405 nm处，测定吸光度值。计算单位重量蛋白中所含 Cas-

pase 3的酶活力单位。

1.2.5 Western blotting实验 裂解缓冲液裂解提取心肌细胞

蛋白，BCA法蛋白定量后，保存于 -70℃备用。向此蛋白样品中

加入等体积的 2× 电泳样品缓冲液，加热变性，按 30 滋g每泳道

上样，经 10% SDS-PAGE后，电转至 PVDF膜上。5%的脱脂奶

粉封闭常温下震荡 1 h后，加 Bcl-2，Bax，AMPK和 GSK-3茁单
克隆抗体，加用辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG，ECL试剂

盒显影、定影。以 茁-actin作内参照物。目的条带积分光密度值
和上样内参积分光密度值用 Quantity One software (Bio-Rad

Laboratories, USA)测定后，进行比较得出相对光密度值。

1.3 统计学分析方法

数据以均数± 标准差 ( mean ± SD)来表示，采用 SPSS

18.0统计软件分析。多组间比较用单因素方差分析，两两比较

用 LSD-t检验，以 P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 紫铆花素减轻缺血再灌注后心肌细胞损伤和细胞凋亡

首先利用 MTT实验考查了紫铆花素对细胞存活率的影

响。结果发现，与正常组比较，缺血再灌注后心肌细胞存活率显

著降低（P<0.01），而紫铆花素预处理组存活率显著升高，并呈

现浓度依赖关系（图 1A）。LDH漏出率能够反映细胞的损伤程

度。与正常组比较，缺血再灌注组细胞 LDH漏出率显著升高

（P<0.01），而紫铆花素预处理组 LDH漏出率呈现梯度依赖性

降低（图 1B）。缺血再灌注使 Bax/Bcl-2比例明显增加，紫铆花

素预处理组比值呈剂量依赖性降低（图 1C）。同样，观察到

caspase 3水平被缺血再灌注显著升高，紫铆花素预处理组 cas-

pase 3水平显著降低（图 1D）。

2.2 紫铆花素抑制缺血再灌注后心肌细胞氧化损伤和炎症反

应

与正常组比较，缺血再灌注组 MDA水平显著升高，SOD

水平显著降低（P<0.01），而紫铆花素预处理组（20和 40 滋M）显
著降低MDA水平，升高 SOD水平（图 2A和 B）。与正常组比

较，缺血再灌注组 IL-1和 IL-6水平显著升高，表明发生炎症反

应，而紫铆花素预处理使 IL-1和 IL-6水平显著降低，并呈现一

定的剂量依赖关系（图 2C和 D）。

2.3 紫铆花素促进 AMPK和 GSK-3茁蛋白磷酸化
为了研究紫铆花素保护心肌细胞缺血再灌注损伤的作用

机制，我们研究了 AMPK和 GSK-3茁磷酸化情况。如图 3A所

示，与正常组比较，缺血再灌注组 AMPK磷酸化水平显著降低

（P<0.01），而紫铆花素预处理组 AMPK磷酸化水平显著升高，

并呈剂量依赖关系（图 3A）。与正常组比较，缺血再灌注组

GSK-3茁磷酸化水平显著降低（P<0.01），而紫铆花素预处理组
GSK-3茁磷酸化水平显著升高，且呈剂量依赖关系（图 3B）。

2.4 紫铆花素通过 AMPK调节 GSK-3茁蛋白磷酸化
为了进一步研究 AMPK和 GSK-3茁的调控关系，我们采

用了 AMPK特异性抑制剂 Compound C。结果发现，紫铆花素

对 GSK-3茁的促磷酸化作用被 Compound C抵消，与单独给予

紫铆花素组具有显著性差异（图 4A和 B）。同时我们还发现，给

予 Compound C后，紫铆花素对心肌细胞损伤以及凋亡作用减

弱（图 4C和 D）。

3 讨论

Hearse 在 1977 年首次提出缺血 / 再灌注损伤(ischemi-

a/reperfusion injury, I/RI)的概念，是指细胞因缺血发生可逆性、
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图 1紫铆花素对心肌细胞损伤和凋亡的影响

A紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞存活率的作用；B紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞 LDH漏出率的影响；C紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞

Bax和 Bcl-2蛋白表达的影响；D紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞 caspase 3水平的影响。##P<0.01 vs control组，**P<0.01 vs model组。

Fig. 1 Effects of Butein on H9c2 cell injury and apoptosis

Note: A.Effect of Butein on cell viability. B. Effect of Butein on LDH leakage. C. Effect of Butein on Bax and Bcl-2 expression. D. Effect of Butein on

caspase 3 levels. ##P<0.01 vs control group,**P<0.01 vs model group.

可存活的损伤，在再灌注后这种损伤反而加重并引起细胞死亡

或进一步的功能障碍[12]。近年已有大量实验和临床研究发现，

细胞凋亡可能是心肌缺血再灌注损伤发病机制中的重要环节

之一[2]。梗死灶周边区域的心肌细胞凋亡扩大了梗死面积，促进

心室重构，对心肌功能产生不利影响。因此有效地抑制再灌注

心肌细胞的凋亡不仅可以减缓心肌细胞坏死的发生，更可以挽

救大量濒死细胞，对于不可再生的心肌细胞具有重要临床意

义。同时，缺血再灌注会引起心肌细胞内氧化应激和炎症反应，

进一步促进心肌细胞凋亡和损伤[13-16]。因此，寻找可以同时作用

于氧化应激、炎症反应和凋亡的治疗药物，对治疗心肌缺血再

灌注损伤具有积极作用。

紫铆花素(3, 4, 2', 4'-四羟查耳酮)属于植物多酚，是降香、

漆树和锦鸡儿等中药材的主要活性成分之一，其具有抗炎、抗

氧化、内皮依赖性舒张血管、抗 HIV-1蛋白酶、抑制血管紧张肽

转化酶和治疗肾小球肾炎等作用[17]。但紫铆花素对心肌细胞的

作用还未见报道，特别是对心肌缺血再灌注损伤的作用。本研

究利用 H9c2心肌细胞体外模拟缺血再灌注模型，考察了紫铆

花素对心肌缺血再灌注损伤的保护作用，并初步探讨了其作用机

制。结果发现，紫铆花素预处理可以提高细胞存活率，减少 LDH

释放水平表明紫铆花素具有保护心肌缺血再灌注损伤作用。

进一步研究发现，紫铆花素能够很好的抑制心肌缺血再灌

注引起的细胞凋亡，增加 Bcl-2蛋白表达，降低 Bax蛋白表达，

从而降低 Bax/Bcl-2比例。Caspase 3是凋亡通路上的一个重要

分子，介导一系列的凋亡反应[18]。从结果可以看出，同时心肌缺

血再灌注促进了 caspase 3表达，而紫铆花素能够减少 caspase

3水平，从而发挥抗细胞凋亡作用。

当机体活性氧产生过多或抗氧化酶活性降低，抗氧化能力

下降，细胞内活性氧大量蓄积引起细胞损伤，这一过程定义为

氧化应激。心肌在缺血和再灌注两个过程中均会产生活性氧，

其中在再灌注初期产生的量最多。活性氧可通过直接攻击细胞

膜和细胞内各种大分子物质等多种机制损伤心肌细胞，从而诱

导心肌细胞凋亡或导致心肌细胞坏死[19]。在本研究中，我们发

现缺血再灌注使MDA水平显著升高，说明细胞膜遭受活性氧

攻击，而且 SOD水平明显下降，说明抗氧化酶被破坏。紫铆花

素预处理可以明显降低MDA水平，增加 SOD水平，发挥抗氧

化应激作用。实验研究表明，炎症因子水平的高低和缺血后心

脏功能的损害程度以及细胞坏死数量的多少存在直接相关关

系[20]。在本实验中，缺血再灌注使 IL-1和 IL-6水平显著升高，

表明存在炎症反应，紫铆花素预处理可以明显降低 IL-1 和

IL-6水平，发挥抗炎症反应作用。
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图 2紫铆花素抑制缺血再灌注后心肌细胞氧化损伤和炎症反应

A紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞MDA水平的影响；B紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞 SOD水平的影响；C紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞

IL-1水平的影响；D紫铆花素对缺血再灌注心肌细胞 IL-6水平的影响。##P<0.01 vs control组，**P<0.01 vs model组。

Fig.2 Effects of Butein on H9c2oxidative damage and inflammatory response

A. Effect of Butein on MDA levels. B. Effect of Butein on SOD levels. C. Effect of Butein on IL-1levels. D. Effect of Butein on IL-6 levels. ##P<0.01 vs

control group,**P<0.01 vs model group.

图 3紫铆花素对 AMPK和 GSK-3茁蛋白磷酸化水平的影响
A紫铆花素对 AMPK蛋白磷酸化水平的影响；B紫铆花素对 GSK-3茁蛋白磷酸化水平的影响。##P<0.01 vs control组，**P<0.01 vs model组。

Fig. 3 Effects of Butein on AMPK and GSK-3茁phosphorylation in H9c2 cell
A. Effect of Butein on AMPK phosphorylation in H9c2 cell. B. Effect of Butein on GSK-3茁phosphorylation in H9c2 cell.##P<0.01 vs control group,

**P<0.01 vs model group.
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图 4紫铆花素通过 AMPK调控 GSK-3茁蛋白磷酸化
A加入 AMPK特异性抑制剂 Compound C后，紫铆花素对 GSK-3茁蛋白磷酸化作用；BWestern blotting结果统计；C加入 AMPK特异性抑制剂

Compound C后，紫铆花素对细胞存活率的影响；D加入 AMPK特异性抑制剂 Compound C后，紫铆花素对 Caspase 3水平的影响。##P<0.01 vs

control组，**P<0.01 vs model组，&&P<0.01 vs紫铆花素组。

Fig.4 Butein increase the level of GSK-3茁phosphorylation through AMPK

A. The effect of Butein on the level of GSK-3茁 phosphorylation after pretreated with Compound C. B. Statistical results of Western bloting. C. The effect

of Butein on cell viability after pretreated with Compound C. D. The effect of Butein on caspase 3 levels after pretreated with Compound C. ##P<0.01 vs

control group,**P<0.01 vs model group, &&P<0.01 vsButein group.

我们进一步阐述了紫铆花素保护心肌细胞缺血再灌注损

伤的具体机制。腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）是一种 AMP依

赖的蛋白激酶，在全身能量平衡、血糖稳定、调节脂代谢方面起

关键的调节作用。另有研究发现 AMPK能够抑制细胞凋亡，促

进缺血后心功能恢复，减少心肌梗死面积发挥保护缺血 /再灌

注心脏的作用[21, 22]。糖原合成酶激酶 -3 (GSK-3)是一种在进化

上非常保守的丝氨酸 /苏氨酸激酶，其可以调节细胞的分化、

增殖、存活和凋亡[23]。在本研究中，紫铆花素可以剂量依赖性的

促进 AMPK和 GSK-3茁磷酸化，并且采用 AMPK特异性抑制

剂 Compound C抑制 AMPK活性后，紫铆花素对的促 GSK-3茁
磷酸化作用明显减弱，同时紫铆花素的心肌保护作用消失，说

明紫铆花素通过 AMPK/GSK-3茁信号通路发挥心肌细胞保护
作用。

综上所述，紫铆花素能减轻心肌缺血再灌注损伤，抑制心

肌细胞凋亡，减轻氧化应激和炎症反应，发挥心肌保护作用，尤

其是紫铆花素高剂量组作用明显，其机制可能通过激活

AMPK/GSK-3茁信号通路。
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