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摘　 要:目的 探讨血必净对 Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞氧化损伤及凋亡的影响及其分子机制ꎮ 方法 培养 Ｈ９Ｃ２ 细

胞后将其随机分为对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)、模型组(Ｍｏｄｅｌ)和血必净组(ＸＢＪ)３ 组ꎬ除 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组外ꎬ其余组的 Ｈ９Ｃ２ 细胞用

Ｈ２Ｏ２诱导构建氧化应激损伤细胞模型ꎬ然后 ＸＢＪ 组用 １２.５ ｇ􀅰Ｌ－１、２５ ｇ􀅰Ｌ－１和 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１浓度的 ＸＢＪ 处理２４ ｈꎮ ＣＣＫ￣８
法检测不同浓度的 ＸＢＪ 对细胞活力的影响ꎻ生化试剂盒检测肌酸激酶同工酶(ＣＫ￣ＭＢ)、丙二醛(ＭＤＡ)、超氧化物

歧化酶(ＳＯＤ)及还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ) 的活性ꎻ流式检测 Ｈ９Ｃ２ 细胞凋亡率ꎻｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ、ＬＯＸ
ｍＲＮＡ 的表达ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测赖氨酰氧化酶蛋白( ｌｙｓｙｌｏｘｉｄａｓｅꎬＬＯＸ)的表达ꎻ双荧光素酶实验检测 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与

ＬＯＸ 的靶向结合关系ꎮ 结果 不同浓度 ＸＢＪ 处理后ꎬ细胞活性呈梯度性显著增高ꎻ与对照组相比ꎬ模型组细胞

ＣＫ￣ＭＢ、ＭＤＡ 的活性显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ 活性显著降低ꎬ细胞凋亡率显著提高ꎬｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 表达水平显

著降低ꎬＬＯＸ 水平显著增加(Ｐ<０.０１)ꎻ经血必净处理后上述指标的水平得到有效改善(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 ＸＢＪ 能通过

提高抗氧化应激能力ꎬ抑制细胞凋亡并调控 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ / ＬＯＸ 信号通路保护 Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞损伤ꎮ
关键词:血必净ꎻ心肌细胞ꎻ氧化应激ꎻ细胞凋亡ꎻｍｉＲ￣１４５￣５ｐ / ＬＯＸ 通路
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　 　 缺血性心脏病( ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅꎬＩＨＤ)是

一种导致心肌缺血、缺氧和坏死的慢性疾病[[１￣２]ꎮ
ＩＨＤ 涉及的机制很复杂ꎮ 越来越多的证据表明ꎬ氧
化应激和细胞凋亡的调控在心肌缺血再灌注(Ｉ / Ｒ)
损伤的发病机制中起着重要作用[３]ꎮ 血必净注射

液(ｘｕｅｂｉｊｉｎｇꎬＸＢＪ)是由红花、赤芍、丹参、当归、川芎

组成的中成药ꎮ 在过去的几十年中ꎬＸＢＪ 在临床实

践和实验研究中已被证明可以减少氧化应激和调节

细胞凋亡[４]ꎮ 例如ꎬ有研究表明 ＸＢＪ 通过减少氧化

应激反应和减弱肝脏细胞凋亡进而发挥对肝细胞的

保护作用[５]ꎮ 此外ꎬ芍药苷和羟基红花黄色素 Ａ 是

ＸＢＪ 中的关键活性化合物ꎬ它们已被证明具有保护心

脏的作用[６￣７]ꎮ Ｈ２Ｏ２是一种具有高反应性的活性氧ꎬ
可以促进氧自由基的产生ꎬ诱导心肌细胞凋亡[８￣９]ꎬ因

此 Ｈ２Ｏ２常用于在体外建立细胞氧化应激模型ꎮ 本

研究主要考察 ＸＢＪ 在体外对 Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞

抗氧化应激和抗凋亡的作用及相关机制ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ(ｍｉＲＮＡｓ / ｍｉＲｓ)是非编码 ＲＮＡꎬ通

过与 ３′￣非翻译区(３′￣ＵＴＲ) 结合来介导靶基因表

达ꎮ ＭｉＲＮＡｓ 已被证明在氧化应激相关疾病的调控

中起着至关重要的作用ꎮ ＭｉＲ￣１４５￣５ｐ 参与多种心

血管疾病的病理生理过程ꎬ尤其是 Ｉ / Ｒ 损伤[１０￣１１]ꎮ
赖氨酰氧化酶 ( ｌｙｓｙｌｏｘｉｄａｓｅꎬ ＬＯＸ) 是细胞内基质

(ＥＣＭ)稳态的一个关键调节因子ꎬ对心肌细胞的结

构和功能至关重要ꎮ ＬＯＸ 已被证实参与许多生理

过程包括血管稳态和心血管发育ꎬ其活性降低会导

致心肌细胞存活率下降[１２]ꎮ 有趣的是ꎬ我们发现

ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 和 ＬＯＸ 有靶向结合位点ꎬ然而ꎬｍｉＲ￣
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１４５￣５ｐ 和 ＬＯＸ 在 ＸＢＪ 保护心肌细胞的潜在机制仍

不清楚ꎮ 本研究旨在确定 ＸＢＪ 通过调节 ｍｉＲ￣１４５￣
５ｐ / ＬＯＸ 通路对 Ｈ２Ｏ２诱导的氧化应激下心肌细胞凋

亡的影响ꎬ为临床实践中减轻 Ｉ / Ｒ 对缺血心肌组织

损伤的治疗策略提供理论基础ꎮ
１　 材料与方法

１.１　 仪器与试药

１.１.１　 仪器 　 ＮａｎｏＤｒｏｐ￣２０００ｃ 型紫外分光光度计

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻＣＦＸ Ｔｏｕｃｈ 实时定量

ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻＴｅｔｒａ 凝胶电泳仪(美
国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻ ｉＭａｒｋ６８０ 多功能酶标仪 (美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻＦＡＣ￣ＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪(美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司)ꎻＧＯＳ７５００ 型凝胶成像系统(美国 ＵＶＰ 公

司)ꎻＧｌｏＭａｘ ２０ / ２０ 发光检测仪(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎮ
１.１.２　 试药 　 血必净注射液(由红花、赤芍、丹参、
当归、川芎组成ꎬ天津红日药业股份有限公司生产ꎬ
国药准字 Ｚ２００４００３３ꎬ 每支 １０ ｍＬ)ꎻ Ｈ９Ｃ２ 细胞

(ＡＴＣＣ 公司)ꎻ过氧化氢 (Ｈ２ Ｏ２ ) (美国 Ｓｉｇｍａ 公

司)ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒和 ＲＩＰＡ 裂解液(上海碧云天生

物技术有限公司)ꎻ丙二醛(ＭＤＡ)、超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)及肌酸激酶同工酶

(ＣＫ￣ＭＢ)检测试剂盒(南京建成生物研究所)ꎻＡｌｌ￣
ｉｎ￣Ｏｎｅ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ(广州 ＧｅｎｅＣｏ￣
ｐｏｅｉａ 公司)ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００(美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻＦａｓｔ ＳＹＢＲＴＭ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(美
国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎻ抗体 ＬＯＸ 及 β￣ａｃｔｉｎ
(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ蛋白质提取试剂盒(上海 Ｂｅｙｏ￣
ｔｉｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒

(美国 Ｐｉｅｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻＥＣＬ ｐｌｕｓ 试剂盒

(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ (美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 氧化应激损伤细胞模型的制备及处理 　
Ｈ９Ｃ２ 细胞于 ３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱中培养ꎮ 待细胞

长至融合度为 ８０％时ꎬ为了检测不同浓度的ＸＢＪ 对氧

化应激损伤心肌细胞存活的影响ꎬ将细胞分为以下 ３
组:①对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ):Ｈ９Ｃ２ 细胞用 ＤＭＥＭ 完全培

养基培养ꎻ②模型组(Ｍｏｄｅｌ):采用 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

Ｈ２Ｏ２诱导 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ４ ｈꎬ构建氧化应激损伤细胞模

型ꎻ③血必净组(ＸＢＪ):在 Ｈ２Ｏ２处理的细胞中用不

同浓度 ＸＢＪ(１２.５ ｇ􀅰Ｌ－１、２５ ｇ􀅰Ｌ－１、５０ ｇ􀅰Ｌ－１)处理

２４ ｈꎮ 为了检测 ＸＢＪ 对 Ｈ２Ｏ２诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞氧

化应激及凋亡的影响及作用机制ꎬ将 ＸＢＪ 组细胞用

５０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＸＢＪ 处理 ２４ ｈꎬ对照组和模型组处理方法

同上ꎮ
１.２.２　 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞活力 　 将 Ｈ９Ｃ２ 细胞在

９６ 孔板上孵育过夜ꎬ通过构建氧化应激损伤细胞模

型并用不同浓度 ＸＢＪ 处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ向细胞中加

入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ然后将 Ｈ９Ｃ２ 细胞在３７ ℃下

再孵育 ２ ｈꎮ 最后ꎬ使用分光光度计测量 ４９０ ｎｍ 处

的光密度(ＯＤ)值ꎮ
１.２.３　 试剂盒检测氧化应激相关酶的活性 　 根据

试剂盒操作说明书方法ꎬ采用免疫抑制法检测

ＣＫ￣ＭＢꎬ应用黄嘌呤氧化酶法检测 ＳＯＤꎬ应用巴比

妥酸比色法检测 ＭＤＡꎬ应用二硫基双硝基苯甲酸法

检测 ＧＳＨ￣Ｐｘ 水平含量ꎮ 将测定结果标准化为每个

样品中的蛋白质浓度ꎮ
１.２.４　 流式细胞术检测细胞凋亡　 在 ２４ 孔板中生

长的 Ｈ９Ｃ２ 细胞通过构建氧化应激损伤细胞模型并

用 ＸＢＪ 处理细胞 ２４ ｈꎬ然后收集 Ｈ９Ｃ２ 细胞ꎬ用 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ ＡＰＣ￣Ａ 和 ５ μＬ ＰＥ￣Ａ 在暗室中染１５ ｍｉｎꎬ使
用流式细胞仪检测细胞凋亡率的变化水平ꎮ
１.２.５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ、ＬＯＸ ｍＲＮＡ 的表

达　 按照制造商的说明ꎬ使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从 Ｈ９Ｃ２
细胞中提取 ＲＮＡꎮ ＬＯＸ 的 ｃＤＮＡ 通过Ａｌｌ￣ｉｎ￣Ｏｎｅ
Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ 合成ꎬｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 用

Ａｌｌ￣ｉｎ￣ＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 试

剂盒进行逆转录ꎮ 使用 Ｆａｓｔ ＳＹＢＲＴＭ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 和 ＣＦＸ Ｔｏｕｃｈ 实时定量 ＰＣＲ 仪器进行 ｑＰＣＲꎮ
使用 ２－ΔΔＣｔ计算相对表达量ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 和 Ｕ６ 用作内

参ꎮ ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ、 ＬＯＸ、 β￣ａｃｔｉｎ、 Ｕ６ 的引物序列如

表 １ 所示ꎮ
表 １　 相关基因的引物序列信息

引物名称 正、反向引物序列 引物序列

β￣ａｃｔｉｎ 正向引物 ５′￣ＣＡＡＧＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＡＡＧＡＡ￣３′

反向引物 ５′￣ＣＡＡＴＧＴＣＣＡＧＴＣＣＧＡＧＡＴＣＡＧ￣３′

Ｕ６ 正向引物 ５′￣ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ￣３′

反向引物 ５′￣ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ￣３′

ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 正向引物 ５′￣ＡＴＴＴＣＧＣＴＧＣＴＣＣＡＴＴＴＡ￣３′

反向引物 ５′￣ＡＴＴＴＣＧＣＴＧＣＴＣＣＡＴＴＴＡ￣３′

ＬＯＸ 正向引物 ５′￣ＣＡＧＧＣＡＣＣＧＡＣＣＴＧＧＡＴＡＴＧＧ￣３′

反向引物 ５′￣ＣＧＴＡＣＧＴＧＧＡＴＧＣＣＴＧＧＡＴＧＴＡＧＴ￣３′
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１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＬＯＸ 蛋白的表达　 根据

蛋白质提取试剂盒中描述的方法提取蛋白质ꎮ 使用

ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒检测蛋白质浓度ꎬ蛋白样品

进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转膜ꎬ用 ５％脱脂牛奶封闭

１ ｈ 后ꎬ将膜与一抗 ＬＯＸ ( １ ∶ １０００ꎬ ａｂ１７４３１６) 和

β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶１０００ꎬａｂ８２２７)在 ４ ℃下孵育过夜ꎮ 然后ꎬ
在室温下用二抗孵育 １ ｈꎮ 通过增强化学发光

(ＥＣＬ)底物观察探测的蛋白质ꎬ最后通过放射自显

影曝 光 检 测ꎮ 将 蛋 白 质 表 达 强 度 标 准 化 为

β￣ａｃｔｉｎ 的表达强度ꎮ
１.２.７ 　 双荧光素酶报告基因检测 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与

ＬＯＸ 的 靶 向 结 合 关 系 　 ＬＯＸ 的 ３′￣非 翻 译 区

(３′￣ＵＴＲ)包含预测的 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 野生型(ＷＴ)结

合位点或突变的 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 结合位点(ＭＵＴ)ꎬ通过

ＰＣＲ 扩增并插入到荧光素酶报告载体ꎮ 这些载体

被命 名 为 ＬＯＸ￣ＷＴ 和 ＬＯＸ￣ＭＵＴꎬ 它 们 用 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染到 Ｈ９Ｃ２ 细胞中ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ通
过双荧光素酶报告分析系统分析荧光素酶活性ꎮ
１.２.８　 统计学方法　 使用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件进行统计

学分析ꎬ计量数据用 ｘ±ｓ 表示ꎮ 组间比较使用单因

素方差分析或配对 ｔ 检验ꎮ 显著性标准设置为

Ｐ<０.０５ꎮ
２　 结果

２.１　 不同浓度的血必净对氧化应激损伤心肌细胞

存活的影响　 与正常对照组相比ꎬ用 Ｈ２Ｏ２处理后的

细胞活力显著降低(Ｐ<０.００１)ꎬ对细胞增殖的抑制

率最高ꎻ用不同浓度的血必净处理后ꎬ细胞活性呈梯

度性显著增高(Ｐ<０.００１)ꎬ细胞增殖的抑制率逐渐

降低ꎬ５０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＸＢＪ 处理时最佳ꎬ此时细胞活性最强ꎬ
所以选择 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＸＢＪ 作为后续实验浓度ꎬ见图 １ꎮ

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ与 Ｍｏｄｅｌ 组比较ꎬ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０.００１
图 １　 不同浓度的血必净对氧化应激损伤心肌细胞存活的影响(ｎ＝ ３)

２.２　 血必净对 Ｈ２Ｏ２处理的心肌细胞氧化应激的影

响　 与正常对照组相比ꎬ 模型组细胞中 ＭＤＡ、
ＣＫ￣ＭＢ 含量增加(Ｐ<０.００１)ꎬ经 ＸＢＪ 处理则显著抑

制了 ＭＤＡ、ＣＫ￣ＭＢ 含量(Ｐ<０.０５)ꎻ此外ꎬ与正常对

照组相比ꎬ模型组细胞中 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 水平显著降

低(Ｐ<０.００１)ꎬ经 ＸＢＪ 处理后则显著增加了这些水

平(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ与 Ｍｏｄｅｌ 组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０.００１
图 ２　 血必净对 Ｈ２Ｏ２处理的心肌细胞氧化应激的影响(ｎ＝ ３)
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２.３　 血必净对 Ｈ２Ｏ２处理的心肌细胞凋亡的影响　
细胞凋亡结果显示ꎬ模型组细胞凋亡率较正常对照

组相比显著升高(Ｐ<０.００１)ꎬ而经 ＸＢＪ 处理后的细

胞较模型组相比显著下降(Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ３ꎮ

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ与 Ｍｏｄｅｌ 组比较ꎬ＃＃＃Ｐ<０.００１
图 ３　 血必净对 Ｈ２Ｏ２处理的心肌细胞凋亡的影响(ｎ＝ ３)

２.４　 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与 ＬＯＸ 的靶向结合关系验证　 通

过生物信息学软件 ｍｉｃｒｏＲＮＡ. ｏｒｇ 和 ｍｉＲｃｏｄｅ 预测

发现ꎬＬＯＸ 可能是 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 的潜在靶基因ꎮ 为了

进一步确认 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与 ＬＯＸ 之间的关系ꎬ我们

通过双荧光素酶报告实验验证了 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与

ＬＯＸ 之间的靶向结合关系ꎮ 结果显示ꎬｍｉＲ￣１４５￣５ｐ

ｍｉｍｉｃ 与 ＬＯＸ￣ＷＴ 共转后的细胞荧光素酶相对活性

明显 低 于 ｍｉＲ￣ＮＣ 与 ＬＯＸ￣ＷＴ 共 转 后 的 细 胞

(Ｐ<０.００１)ꎻｍｉＲ￣１４５￣５ｐ ｍｉｍｉｃ 与 ＬＯＸ￣ＭＵＴ 共转后

的细胞荧光素酶相对活性与 ｍｉＲ￣ＮＣ 和 ＬＯＸ￣ＭＵＴ
共转比较无显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ４ꎮ

注:Ａ.ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与 ＬＯＸ ３′ＵＴＲ 之间存在互补的结合位点ꎻＢ.双荧光素酶实验验证 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与 ＬＯＸ 的靶向

关系ꎻ与 ＮＣ￣ｍｉｍｉｃ 组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１
图 ４　 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与 ＬＯＸ 的靶向关系(ｎ＝ ３)

２.５　 ＸＢＪ 对 Ｈ２Ｏ２处理的心肌细胞 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ / ＬＯＸ
通路的影响　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ相较于正常

对照组ꎬＬＯＸ 水平在模型组中显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ
ＸＢＪ 处理显著抑制了 ＬＯＸ 水平(Ｐ<０.０５)ꎻ相较于正

常对照组ꎬｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 水平在模型组中显著降低

(Ｐ<０.００１)ꎬＸＢＪ 处理则显著增加了 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 水

平的表达(Ｐ<０.０５)ꎻ此外ꎬｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果同

样显示ꎬ模型组中 ＬＯＸ 水平显著高于正常对照组

(Ｐ<０.００１)ꎬ且 ＸＢＪ 组中的 ＬＯＸ 水平显著低于模型

组(Ｐ<０.００１)ꎬ这与 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测结果一致ꎬ见图 ５ꎮ

注:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ与 Ｍｏｄｅｌ 组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃＃Ｐ<０.００１
图 ５　 ＸＢＪ 对 Ｈ２Ｏ２处理的心肌细胞 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ / ＬＯＸ 通路的影响(ｎ＝ ３)



２０２４ 年 ９ 月第 ４７ 卷第 ５ 期 陕　 西　 中　 医　 药　 大　 学　 学　 报
Ｓｅｐ.２０２４　 Ｖｏｌ.４７　 Ｎｏ.５ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ 􀅰１０１　　 􀅰

３　 讨论

心血管疾病ꎬ尤其是 ＩＨＤ 已成为全球主要的死

亡原因ꎬ严重威胁着人类健康[１３]ꎮ 目前ꎬ药物、介入

以及外科手术等常用治疗方法不能从根本上恢复心

肌细胞数量、改善心脏舒缩功能[１４￣１５]ꎮ 因此ꎬ寻找

高效并且低毒的药物将成为国内外研究的重点ꎮ 血

必净因其具有治疗多种疾病方面的临床应用潜力而

受到越来越多的关注ꎮ
氧化应激是细胞中促氧化剂和抗氧化剂之间氧

化还原不平衡而导致的结果[１６]ꎮ 活性氧的过度产

生和内源性抗氧化系统的损伤可能导致心肌损伤标

志物如 ＣＫ￣ＭＢ 的释放和活 性 醛 如 ＭＤＡ 的 增

加[１７￣１９]ꎮ 外源性抗氧化剂给药或内源性抗氧化剂

的上调均是预防心脏损伤的重要方法[２０￣２１]ꎮ 因此ꎬ
具有抗氧化性的药剂可能是一种有效的心脏保护策

略ꎮ 据报道ꎬＸＢＪ 已被证明可抑制氧化应激反应及

肝脏细胞凋亡[５]ꎬ其在肝脏损伤中发挥抗氧化应激

的作用ꎮ 在本研究中ꎬＸＢＪ 显著降低了心肌损伤标

志物 ＣＫ￣ＭＢ、氧化应激标志物 ＭＤＡꎬ并增加了抗氧

化因子 ＧＳＨ￣Ｐｘ 和 ＳＯＤꎮ 此外ꎬ心肌细胞凋亡损伤

是其重要的致病机制之一ꎬ本研究通过流式细胞术

还发现 ＸＢＪ 抑制了 Ｈ２Ｏ２诱导对细胞的凋亡ꎮ 研究

表明ꎬＸＢＪ 可通过抑制氧化损伤、细胞凋亡保护了心

肌细胞ꎮ
ｍｉＲＮＡｓ 是重要的调节因子ꎬ在调节多种生物

过程中发挥着至关重要的作用[２２]ꎮ 例如ꎬｍｉＲ￣２２３
延长心脏组织中相关移植物的存活时间从而减轻移

植物排斥反应[２３]ꎬ而 ｍｉＲ￣１４４ 调节镰状细胞病的氧

化应激[２４]ꎮ 既往研究证实ꎬｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 可调节氧化

应激损伤ꎬ在氧化应激刺激心肌细胞中调节细胞生

长和凋亡起到关键作用[２５￣２８]ꎮ 这些研究提示ꎬｍｉＲ￣
１４５￣５ｐ 对心脏功能产生了重要影响ꎮ 利用生物信

息学软件预测与 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 的结合位点ꎬ我们发现

ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 与 ＬＯＸ 具有互补片段ꎮ 值得注意的是ꎬ
ＬＯＸ 是免疫反应性脂肪酸代谢酶ꎬＬＯＸ 过表达能增

强氧化应激、损伤心功能并诱导心肌肥大[２９]ꎬ其在

心肌炎症及心肌梗死后心室重构过程中发挥重要作

用[２５ꎬ３０]ꎮ 在本研究中ꎬＨ２ Ｏ２ 降低了 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 的

表达且增加了 ＬＯＸ 的表达ꎬ而 ＸＢＪ 可以上调 Ｈ２Ｏ２

诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞中 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 的表达且抑制

ＬＯＸ 的表达ꎬ我们的数据还显示ꎬＬＯＸ 是 ｍｉＲ￣１４５￣

５ｐ 的直接靶点ꎬ而 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ 过表达是否可以逆

转 ＬＯＸ 对 Ｈ２Ｏ２诱导的氧化应激损伤的保护作用有

待进一步研究ꎮ 以上结果提示 ＸＢＪ 通过 ｍｉＲ￣１４５￣
５ｐ / ＬＯＸ 轴对Ｈ２Ｏ２诱导的 Ｈ９Ｃ２ 细胞表现出保护

作用ꎮ
综上所述ꎬ本研究证明了血必净能有效促进心

肌细胞增殖ꎬ同时ꎬ其可能通过 ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ / ＬＯＸ 信

号通路抑制心肌细胞凋亡并提高抗氧化应激水平ꎬ
从而减轻 Ｈ２Ｏ２引起的心肌损伤ꎮ
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ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎ￣

ｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ１１:６１４０２４.

[７]ＪＩＡＯ ＦꎬＶＡＲＧＨＥＳＥ ＫꎬＷＡＮＧ ＳＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｅｎｔ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｉｎ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌꎬｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒꎬ

ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ

２０２１ꎬ７７(６):７２８￣７３４.

[８]ＴＡＮＧ ＳꎬＺＨＯＮＧ ＨＹꎬＸＩＯＮＧ Ｔꎬｅｔ ａｌ.ＭｉＲ￣４８９ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ Ｈ２Ｏ２ ￣ｉｎ￣

ｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＩＧＦ１[Ｊ] .Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ

Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ２０２０ꎬ４０(９):ＢＳＲ２０１９３９９５.

[９]ＰＡＮ ＲＲꎬＺＨＵＡＮＧ ＱꎬＷＡＮＧ Ｊ. Ｏｎｏｎｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ Ｈ２Ｏ２ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ

ｔｈｅ ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐａｔｈｗａｙ[ Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｔｈｅｒａ￣

ｐｅｕｔｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２１ꎬ２２(５):１３０７.

[１０]ＬＩ ＬＬꎬＭＡＯ ＣＤꎬＷＡＮＧ ＧＰꎬｅｔ ａｌ.ＭｉＲ￣１４５￣５ｐ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｙｐｏｘｉａ /

ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ

ｉｎ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｓｍａｄ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ[ Ｊ] .Ｅｕｒｏ￣

ｐｅａｎ Ｒｅｖｉｅｗ ｆｏｒ Ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２０ꎬ２４

(９):５００８￣５０１７.

[１１]ＴＡＮ ＬＬꎬＬＩＵ ＬＭꎬＹＡＯ Ｊꎬｅｔ ａｌ.ＭｉＲ￣１４５￣５ｐ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ (ＮＡＤＰＨ) ｏｘｉｄａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇ １[Ｊ] .Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ａｎｉｍａｌｓꎬ
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􀅰１０２　　 􀅰 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｅｐ.２０２４　 Ｖｏｌ.４７　 Ｎｏ.５

２０２１ꎬ７０(３):３１１￣３２１.

[１２]ＣＨＵ ＱꎬＸＩＡＯ ＹꎬＳＯＮＧ Ｘꎬｅｔ ａｌ.Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｅｎｄｏｃａｒｄｉａｌ

ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ [ Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２１ꎬ２４６(２４):２５７９￣２５８８.

[１３]ＫＨＡＮ ＭＡꎬＨＡＳＨＩＭ ＭＪꎬＭＵＳＴＡＦＡ Ｈꎬｅｔ ａｌ.Ｇｌｏｂａｌ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ

ｏｆ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ:ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｌｏｂａｌ ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ

ｓｔｕｄｙ[Ｊ] .Ｃｕｒｅｕｓꎬ２０２０ꎬ１２(７):ｅ９３４９.

[１４]董方ꎬ商建峰ꎬ方微ꎬ等.坏死性凋亡在心血管疾病发生发展中的

作用及其机制进展[ Ｊ] .中华心血管病杂志ꎬ２０２１ꎬ４９(７):７２８￣

７３２.

[１５]闫明霞.养心通痹汤联合常规溶栓治疗急性心肌梗死临床研究

[Ｊ] .现代中医药ꎬ２０１９ꎬ３９(３):３８￣４１.

[１６]ＭÖＬＬＥＲ ＭＮꎬＯＲＲＩＣＯ ＦꎬＶＩＬＬＡＲ ＳＦꎬＥＴ ＡＬ.Ｏｘｉｄａｎｔｓ ａｎｄ ａｎ￣

ｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｄｏｘ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ] .

ＡＣＳ Ｏｍｅｇａꎬ２０２３ꎬ８(１):１４７￣１６８.

[１７]邵奇ꎬ王倩梅ꎬ马善波ꎬ等.姜黄素对小鼠急性肺损伤的保护作用

[Ｊ] .陕西中医药大学学报ꎬ２０２０ꎬ４３(４):６３￣６７.

[１８]ＲＯＶＩＮＡ ＲＬꎬＰＩＮＴＯ ＡＰꎬＭＵЙＯＺ ＶＲꎬｅｔ ａｌ.Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣

６ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ＣＫ￣ＭＢꎬａ ｃｌａｓｓｉｃ ｃａｒｄｉａｃ ｄａｍａｇｅ ｍａｒｋｅｒꎬａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ

ＵＰＲｍｔ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ

Ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ２０２２ꎬ４０(４):３６９￣３７８.

[１９]ＣＨＥＮＧ ＬꎬＪＩＡＯ ＱꎬＺＨＡＮＧ ＨＬꎬｅｔ ａｌ.Ｔｈｅ ｐｅｔｒｏｓａｌ ｖｅｉｎ ｍｕｔｉｌａｔｉｏｎ

ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＡＱＰ４ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ

ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｓｔｅｍ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｎｅｕｒｏａｎａｔｏｍｙꎬ

２０２０ꎬ１０６:１０１７９１.

[２０]张伟ꎬ靳晓晔ꎬ戴贵东ꎬ等.苦参碱调控 ＡＤＭＡ 代谢通路抑制异

丙肾上腺素诱导大鼠慢性心力衰竭的作用[ Ｊ] .陕西中医药大

学学报ꎬ２０２２ꎬ４５(５):１０９￣１１３.

[２１]ＴＳＵＴＳＵＩ ＨꎬＫＩＮＵＧＡＷＡ ＳꎬＭＡＴＳＵＳＨＩＭＡ Ｓ.Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ

ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ[Ｊ] .Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｈｅａｒｔ ａｎｄ Ｃｉｒｃｕｌａ￣

ｔｏｒｙ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ３０１(６):Ｈ２１８１￣Ｈ２１９０.

[２２]李天浩ꎬ陈方园ꎬ高小娟ꎬ等.黄芪甲苷靶向 ｍｉＲ￣２１ 调控 ＰＴＥＮ /

ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 通路激活纤维化肺自噬[Ｊ / ＯＬ] .陕西中医药大学学

报:１￣８[ ２０２４￣０４￣１８] . ｈｔｔｐ: / / ｋｎｓ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / ６１. １５０１.

Ｒ.２０２４０２０５.１１０１.００６.ｈｔｍｌ.

[２３]ＹＵＡＮ ＳꎬＣＨＥＮ ＹＹꎬＺＨＡＮＧ Ｍꎬｅｔ ａｌ.Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２２３

ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｏｌｅｒｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｈｅａｒｔ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｉｒａｋ１[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｉｍｍｕ￣

ｎｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ１２:６７６３３７.

[２４]ＬＩ ＢＲꎬＺＨＵ ＸＧꎬＷＡＲＤ ＣＭꎬｅｔ ａｌ.ＭＩＲ￣１４４￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ＮＲＦ２ ｇｅｎｅ

ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｆｅｔａｌ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｉｃｋｌｅ ｃｅｌｌ ｄｉｓｅａｓｅ

[Ｊ] .Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ７０:８５￣９６.ｅ５.

[２５]ＪＡＤＡＰＡＬＬＩ ＪＫꎬＷＲＩＧＨＴ ＧＷꎬＫＡＩＮ Ｖꎬｅｔ ａｌ.Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｔｒｉｇｇｅｒｓ

ｓｐｌｅｎｉｃ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ ａｎｄ ＬＯＸ

ｔｈａｔ ａｌｔｅｒｓ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ

[Ｊ] .Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｈｅａｒｔ ａｎｄ Ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ Ｐｈｙｓｉｏｌｏ￣

ｇｙꎬ２０１８ꎬ３１５(５):Ｈ１０９１￣Ｈ１１００.

[２６]ＣＨＥＮＧ ＣꎬＸＵ ＤＬꎬＬＩＵ ＸＢꎬｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣１４５￣５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｙ￣

ｐｏｘｉａ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｂｙ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＲＯＣＫ１ [ Ｊ ] . Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ

２０２１ꎬ２２(２):７９６.
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[Ｊ] .Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０１８ꎬ２５(２):２６８￣２７８.

[２８]ＬＩＵ ＹꎬＬＩ ＲＬꎬＷＡＮＧ Ｘꎬｅｔ ａｌ. ＣｉｒｃＴＴＢＫ２ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏ￣

ｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣１４５￣５ｐ / ＣＰＥＢ４ ａｘｉｓ[ Ｊ] .

Ｃａｎｃｅｒ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２０ꎬ１２:８１８３￣８１９５.

[２９]ＧＡＬÁＮ ＭꎬＶＡＲＯＮＡ ＳꎬＧＵＡＤＡＬＬ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ｌｙｓｙｌ ｏｘｉｄａｓｅ ｏｖｅｒｅｘ￣
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