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槟榔醇提物对H９C２心肌细胞的抗缺氧保护作用

赵安鹏１,靳　婷１,２,王　荣１,２(１􀆰中国人民解放军联勤保障部队第九四〇医院全军高原损伤防治实地重点实验室,甘肃

兰州,７３００５０;２􀆰兰州大学药学院,甘肃 兰州,７３００００)

　　[摘要]　目的　研究槟榔无水醇提物对低氧 H９C２心肌细胞的作用及其保护机制.方法　建立 H９C２心肌细胞低氧模

型,CCKＧ８法检测槟榔无水醇提物对 H９C２细胞存活率的影响;通过检测细胞内丙二醛(MDA)含量,过氧化物歧化酶(SOD)、

还原型谷胱甘肽(GSH)活力,研究槟榔无水醇提物对 H９C２细胞的保护作用;RTＧPCR法检测细胞内 Nrf２、CaspaseＧ３mRNA
水平的表达,从分子水平研究槟榔无水醇提物对低氧 H９C２细胞的保护机制.结果 与常氧对照组相比,低氧２４h时细胞存活

为２８􀆰４６％(P＜０􀆰０１),细胞内 MDA含量升高４４􀆰３３％(P＜０􀆰０５),SOD、GSH 活力分别下降１６􀆰１８％、３０􀆰６４％(P＜０􀆰０５或

P＜０􀆰０１).RTＧPCR实验结果表明,Nrf２被激活,其 mRNA表达上升１􀆰７４倍(P＜０􀆰０５).与低氧模型组相比,槟榔无水醇提

物处理组 H９C２细胞存活率明显升高(P＜０􀆰０１),且呈现剂量依赖性,槟榔无水醇提物处理组细胞内SOD、GSH 活力分别增

加１４􀆰９０％、２８􀆰９４％(P＜０􀆰０５),Nrf２基因 mRNA相对表达下降６６％(P＜０􀆰０５).结论　槟榔无水醇提物对低氧 H９C２细胞

有显著的保护作用,其保护机制可能与提高细胞内抗氧化物酶活力,减轻细胞氧化应激损伤,提高细胞耐低氧能力有关.
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Protectiveeffectofarecacatechulinn ethanolextractagainsthypoxiain
H９C２cells
ZHAOAnpeng１,JINTing１,２,WANGRong１,２(１􀆰PLAFieldKeyLaboratoryforPreventionandRemediationofPlateauEnviＧ
ronmentalDamage,Hospital９４０ofJointLogisticsSupportForceofChinesePeople’sLiberationArmy,Lanzhou７３００００,ChiＧ
na;２􀆰CollegeofPharmacy,LanzhouUniversity,Lanzhou７３００００,China)

[Abstract]　Objective　TostudytheprotectiveeffectandmechanismofanhydrousethanolextractofarecacatechulinnaＧ
gainsthypoxiainH９C２cells􀆰Methods　MyocardialcellhypoxicmoldwasestablishedbyH９C２cellline􀆰TheeffectofarecacatＧ
echulinnanhydrousethanolextractoncellslivabilitywasstudiedbyCCKＧ８􀆰TheintracellularcontentofMDA,activitiesof
SODandGSHweremeasuredtodeterminetheprotectiveeffectoftheextract􀆰ThemRNAofNrfＧ２andcaspaseＧ３weredetected
byrealＧtimePCRtoexploretheprotectivemechanism􀆰Results　Comparedtothenormoxiccontrolgroup,thecellsurvivalrate
inhypoxicgroupwas２８􀆰４６％ (P＜０􀆰０１)after２４hourhypoxia􀆰TheintracellularcontentofMDAincreased４４􀆰３３％ (P＜
０􀆰０５)􀆰TheactivitiesofSODandGSHdecreasedby１６􀆰１８％ and３０􀆰６４％,respectively(P＜０􀆰０５orP＜０􀆰０１)􀆰Theresultof
RTＧPCRshowedtheactivationofNrf２witha１􀆰７４timesincreaseofmRNAexpression(P＜０􀆰０５)􀆰Comparedwithhypoxic
group,therewasandoseＧdependentincreaseofcellsurvivalrateinH９C２cells(P＜０􀆰０１)whentreatedwitharecacatechulinn
anhydrousethanolextractduringhypoxia􀆰TheintracellularactivitiesofSODandGSHalsoincreasedby１４􀆰９０％and２８􀆰９４％
(P＜０􀆰０５)􀆰TherelativeexpressionofNrf２mRNAdecreasedsignificantlyby６６％ (P＜０􀆰０５)􀆰Conclusion　TheanhydrousalＧ
coholextractofarecacatechulinnhasasignificantprotectiveeffectonH９C２cellsagainsthypoxia􀆰Itsprotectivemechanism
mayrelatetotheimprovementofintracellularantioxidantenzymeactivity,thereductionofoxidativestressdamageandtheimＧ
provementofcellhypoxictolerance􀆰
　　[Keywords]　arecacatechulinn;extracts;myocardialcells;antiＧhypoxia;oxidativestress

　　足够的氧气对于机体各部分的生存是至关重要

的,对于具有高能量需求的组织(例如心脏)尤为重

要.然而,急进高原时,低氧将是机体需要应对的最

大挑战.心肌组织具有耗能、耗氧高的特点,处于低

氧环境的心肌出现氧合不足,组织受损,心功能也会

产生一定程度的障碍[１].
氧化应激是引起细胞受损的重要原因之一,出
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现氧化应激时,细胞内生成大量具有毒性的活性氧

簇(reactiveoxygenspecies,ROS)和自由基,而心肌

细胞非常容易受ROS影响.低氧时,心肌细胞生成

大量 ROS及氧自由基,引起蛋白质变性、核酸链断

裂及膜脂质的过氧化,其主要产物丙二醛(malondiＧ
aldehyde,MDA)可以作为氧化应激损伤的重要检

测指标.与此同时,心肌细胞内产生的抗氧化物及

自由基清除剂也发挥着保护细胞免受损伤的作用,
如过氧化物歧化酶(superoxidedismutase,SOD)和
还原型谷胱甘肽(glutathione,GSH)[２].所以,抑制

自由基的产生或促进内源性的抗氧化作用都能够减

轻心肌细胞的损伤.
槟榔,棕榈科槟榔属植 物,生 物 活 性 较 为 复

杂[３Ｇ５].本课题组的前期研究结果表明[６],在常压密

闭缺氧实验中,槟榔无水醇提物能够显著增加小鼠

的生存时间;在模拟高原急性缺氧及急进高原实地

缺氧实验中,其对大鼠具有显著的保护作用,但保护

机制尚不明确.为了进一步探讨槟榔醇提物的心脏

保护作用及机制,本研究将使用心肌 H９C２细胞构

建低氧损伤模型,通过检测细胞存活率,细胞内抗氧

化酶活力的变化及低氧损伤相关基因的变化,研究

槟榔无水醇提物对 H９C２细胞损伤的保护作用,探
讨相关机制.

１　材料与仪器

１􀆰１　材料与试药

H９C２细胞株(编号:GNR５,上海中科院细胞

库);高糖 DMEM 培养基、１×PBS溶液(美国,HyＧ
clone);胎牛血清(德国,PANBiotech);１００×青霉

素Ｇ链霉素混合液 (美国,Gibco);DＧHanks溶液、

BCA蛋白测定试剂盒(北京,Solarbio);CellCountＧ
ingKitＧ８ 试剂盒(日本,Dojindo);MDA 试剂盒、

SOD试剂盒、GSH 试剂盒(南京建成);RIPA 强效

蛋白裂解液(上海碧云天公司);９５％N２,５％CO２混

合器(兰州苪康商贸有限公司);TRIzol􀆿 Reagent、

PrimeScriptTM RT Master Mix (Perfect Real
Time)、RNAＧfreeWater、SYBRPremixExTaqII
(TliRNaseH Plus)(大连,TakaRa宝生物工程公

司);核因子相关因子 E２(NFＧE２Ｇrelatedfactor２,

Nrf２)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶Ｇ３(cysＧ
teinylaspartatespecificproteinase３,caspaseＧ３)引
物,由 TakaRa合成;没食子酸标准品(上海源叶生

物科技有限公司);槟榔由联勤保障部队第九四〇医

院药剂科中药室提供,购自甘肃陇脉药材有限公司

(批号１６０５０１);槟榔提取物为联勤保障部队第九四

〇医院高原损伤防治实地重点实验室制备;红景天

胶囊(中国人民解放军西藏军区红景天研制中心,规
格０􀆰３８g).

１􀆰２　仪器

细胞 培 养 箱 (德 国,Memmert);细 胞 培 养 瓶

(２５cm２,美国,CorningCostar);Microfuge２２R 台

式冷冻离心机(美国,Beckman);倒置显微镜(日本,

Olympus);ABI７３００实时荧光定量 PCR 仪(美国,

AppliedBiosystemes);ModularIncubatorChamber
模块化培养室(美国,Brincubator);ESTＧ１０Ｇ０２氧气

检测仪(深圳希特森环保设备商行);超微量紫外分

光光度计(德国,IMPLEN).

２　实验方法

２􀆰１　槟榔无水醇提物的制备

取槟榔切片２kg,粉碎后过１００目筛,取粉末１
kg,加３０倍物料体积的无水乙醇后置于回流提取

浓缩机(５０~６０)℃４h,得提取液[７],将提取液泵入

浓缩罐中浓缩至１L,再用旋转蒸发仪挥干乙醇,浓
缩液 用 冷 冻 干 燥 机 干 燥,收 集;加 水 溶 解 为

３mg/ml,加入 ABＧ８型大孔吸附树脂,以６０％乙醇

洗脱并收集,(４０~５０)℃旋转蒸发,浓缩液放入冷冻

干燥机干燥,得槟榔无水醇提物[８].

２􀆰２　总酚含量测定

２􀆰２􀆰１　试剂的配制

称取硫酸亚铁１􀆰００g,酒石酸钾钠５􀆰００g,加蒸

馏水溶解定容到１L,得酒石酸亚铁溶液;称取磷酸

氢二钠６０􀆰２０g,磷酸二氢钠５􀆰００g,加蒸馏水溶解

定容到１L,得磷酸盐缓冲溶液(pH７􀆰５).

２􀆰２􀆰２　标准曲线的制作

以酒石酸亚铁比色法测定总酚含量[７],称取

５mg没食子酸标准品,加蒸馏水定容至１０ml,得

０􀆰５mg/ml的对照品溶液,分别吸取０􀆰１、０􀆰２、０􀆰３、

０􀆰４、０􀆰５ml对照品溶液于５ml容量瓶,蒸馏水补至

１ml,加入１ml酒石酸亚铁溶液后以磷酸盐缓冲液

(pH７􀆰５)定容至刻度,混匀后静置１５min,以蒸馏

水作为空白参比,在５４０nm波长处测定吸光度值(A).

２􀆰２􀆰３　槟榔无水醇提物总酚含量的测定

以６０％乙醇为溶剂,配制１mg/ml的槟榔无水

醇提物溶液.取０􀆰２ml置于５ml容量瓶,加蒸馏

水至１ml,加入１ml酒石酸亚铁溶液,以磷酸盐缓

冲液(pH７􀆰５)定容至刻度,混匀静置１５min后,以
蒸馏水作为空白参比,在５４０nm 波长处测定其吸

光度值(A),平行测定３份.
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２􀆰３　H９C２心肌细胞的培养

将 H９C２细胞以２×１０６个/瓶,接种于２５cm２

细胞培养瓶(透气盖)中,放入细胞培养箱进行培养,
条件为３７℃,５％ CO２,９５％ RH.等细胞融合度≥
７５％,进行传代,置于２５cm２ 细胞培养瓶(透气盖)
中继续培养.

２􀆰４　H９C２细胞低氧处理

选择对数生长期且状态良好的细胞,用０􀆰２５％
胰酶消化,离心,去上清,重悬,接种于细胞培养板中

进行相应实验.常氧组置于细胞培养箱中正常培

养.低氧组和给药组置于模块化培养室中,给予含

有９５％N２和５％CO２的二元气,使用氧探测仪检测

培养小室中氧浓度为０％时停止送气,关闭阀门,将
低氧装置置于细胞培养箱中培养.

２􀆰５　CCKＧ８法检测槟榔醇提物对 H９C２细胞存

活率的影响

细胞消化、重悬后,吹散到单个细胞数量≥９５％
后,以 １００００ 个/孔,接 种 于 ９６ 孔 板,每 孔 体 积

１００μl.分别为常氧对照组、低氧模型组、阳性对照

红景天胶囊组、无水醇提物组,其中非给药组及给药

组的各剂量组均做３个复孔.继续以正常条件培养

２４~４８h,待细胞融合度≥７０％后,阳性对照组和无

水醇提物组分别加入终浓度为５、１０、２０μg/ml的含

有红景天或槟榔醇提物的培养基溶液１００μl.常氧

对照组、低氧模型组加入１００μl/孔的完全培养基.
低氧处理２４h、４８h后,吸弃原培养液,用等体积的

新鲜培养基清洗细胞２次后,重新加入１００μl培养

基及１０μlCCKＧ８液,３７℃孵育１h,使用酶标仪在

４５０nm波长处测定吸光度.

２􀆰６　槟榔无水醇提物对低氧 H９C２细胞内氧化应

激指标的影响

把 H９C２细胞以２×１０５个/孔接种于６孔板中,
待细胞融合度 ≥７０％ 后各组分别加入终浓度为

２０μg/ml的红景天或无水醇提物的含药培养基

１􀆰５ml.低氧处理２４h,吸弃原培养基,用预冷的

PBS液清洗３次,每孔加入４００μlRIPA 强效蛋白

裂解液(含蛋白酶抑制剂PMSF４μl),冰上裂解、破
碎后吸取上清,严格依照说明书测定相关指标.

２􀆰７　槟榔无水醇提物对低氧 H９C２细胞内 Nrf２、

Caspase３基因 mRNA 的影响

用 Trizol法提取细胞内总 RNA,参考 TakaRa
公司 PrimeScriptTM RT MasterMix试剂盒的操

作说明书进行逆转录cDNA 合成.按照 SYBR􀆿

PremixExTaqTMⅡ试剂盒的操作说明书,按表１
所示配制反应体系,在 ViiATM７DX 实时定量荧

光PCR仪(AppliedBiosystems)上进行 PCR 扩增

反应.采用２－△△CT方法计算定量PCR的数值进而

比较正常对照组与高海拔缺氧组中药物转运体的基

因表达变化.

表１　RealＧTimePCR反应体系

试剂 体积(μl) 终浓度

SYBRPremixExTaqTMⅡ(２×) １０ １×

PCRForwardPrimer(１０μmol) ０􀆰８ ０􀆰４μmol

PCRReversePrimer(１０μmol) ０􀆰８ ０􀆰４μmol

ROXReferenceDyeⅠ(５０×) ０􀆰４ １×

cDNA模板 ２ —

dH２O ６ —

总体积 ２０ —

２􀆰８　引物设计与合成

采用Primer６􀆰０合成引物,并在 NCBI官网进

行验证以保证引物设计正确.引物合成由 Takara
公司完成,如表２所示.

表２　基因引物序列

基因名称 引物序列

Nrf２ F:５ＧAACCAGTGGATCTGCCAACTACTCＧ３

R:５ＧCTGCGCCAAAAGCTGCATＧ３

Caspase３ F:５ＧTGAGGAGTTGTCGTTGGTＧ３

R:５ＧGGAGCGTTACTAATGATGGTＧ３

βＧactin F:５ＧGTCCACCTTCCAGCAGATGTGＧ３

R:５ＧGCATTTGCGGTGGACGATＧ３

２􀆰９　统计学处理

统计学分析采用SPSS１１􀆰０统计软件进行.结

果以平均值±标准差(􀭺x±s)的形式表示.多组间比

较采用单因素方差分析,两组间比较采用t检验,

P＜０􀆰０５表示组间差异具有显著性,P＜０􀆰０１为极

显著差异.

３　结果

３􀆰１　槟榔无水醇提物中的总酚含量

以对照品浓度为横坐标(X),吸光度值为纵坐

标(Y),绘制标准曲线,计算得对照品线性回归方程

为Y＝１５􀆰４６X－０􀆰００４,r＝０􀆰９９９９,表明没食子酸

在０􀆰０１~０􀆰０５mg/ml范围内线性关系良好.根据

线性回归方程,计算得出槟榔无水醇提物中总酚含

量为(４１􀆰３２±２􀆰６１)％.
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３􀆰２　不同低氧时间对细胞存活率的影响

实验结果如图１所示,细胞存活率随低氧时间

的增加而减小.与常氧组相比,低氧２４h时细胞存

活为２８􀆰４６％(P＜０􀆰０１),低氧４８h时细胞存活为

１６􀆰０８％(P＜０􀆰０１).而低氧４８h与低氧２４h两组

之间进行比较,细胞存活率无显著性差异 (P＞
０􀆰０５).所以选择低氧２４h作为低氧时间进行后续

试验.

图１　不同低氧时间对细胞存活率的影响
∗P＜０􀆰０５,∗∗P＜０􀆰０１,与常氧组比较

３􀆰３　不同浓度槟榔无水醇提物对 H９C２细胞存活

率的影响

由表３可知,与低氧模型组相比,终浓度为５、

１０、２０μg/ml的槟榔无水醇提物能显著增加低氧时

H９C２细胞的存活率(P＜０􀆰０１),细胞存活率分别为

３８􀆰９７％、４０􀆰７７％、５１􀆰６５％,与同剂量的红景天相

比,保护作用优于红景天.２０μg/ml给药时对低氧

细 胞 保 护 作 用 最 明 显,所 以 后 续 试 验 中 选 择

２０μg/ml给药.

表３　槟榔无水醇提物对细胞存活率的影响

组别 给药剂量(μg/ml) 细胞存活率(％)

常氧空白组 － 　　１００

低氧模型组 － ２８􀆰３７±０􀆰０３∗∗

红景天胶囊组 ５ ３１􀆰０３±０􀆰０１

红景天胶囊组 １０ ３４􀆰６７±０􀆰０１＃

红景天胶囊组 ２０ ３５􀆰１７±０􀆰０２＃

无水醇提物 ５ ３８􀆰９７±０􀆰０４＃＃△

无水醇提物 １０ ４０􀆰７７±０􀆰０６＃＃△

无水醇提物 ２０ ５１􀆰６５±０􀆰０５＃＃△

　　∗∗P＜０􀆰０１与常氧空白组比较;＃P＜０􀆰０５,＃＃P＜０􀆰０１与低氧模
型组比较;△P＜０􀆰０５,与红景天组比较

３􀆰４　槟榔无水醇提物对低氧 H９C２细胞内氧化应

激指标的影响

实验结果如表４,与常氧对照组相比,低氧模型

组细胞内丙二醛含量增加了４４􀆰３３％(P＜０􀆰０５),

SOD、GSH 活力分别下降１６􀆰１８％、３０􀆰６４％(P＜
０􀆰０５或P＜０􀆰０１),给予浓度为２０μg/ml无水醇提

物处 理 后,SOD、GSH 活 力 分 别 增 加 １４􀆰９０％、

２８􀆰９４％(P＜０􀆰０５).无水醇提物处理组细胞内

MDA含量,SOD、GSH 活力与红景天处理组无显

著性差异,无水醇提物与红景天作用无显著性差异.

表４　槟榔无水醇提物对细胞内 MDA含量、SOD活力、

GSH活力的影响(􀭺x±s,n＝３)

分组 MDA
(nmol/mgprot)

SOD
(U/mgprot)

GSH
(nmol/mgprot)

常氧对照组 ２􀆰７０±０􀆰１２ ４７􀆰４７±２􀆰００ １７􀆰９２±１􀆰７８

低氧模型组 ４􀆰８５±０􀆰５５∗ ３９􀆰７９±２􀆰６１∗ １２􀆰４３±０􀆰８５∗∗

红景天组　 ４􀆰０５±０􀆰１８＃ ４４􀆰３２±１􀆰８５＃ １６􀆰４８±１􀆰３２＃

无水醇提组 ４􀆰５２±０􀆰３３ ４５􀆰７２±３􀆰８１＃ １７􀆰４９±１􀆰９４＃

　　∗P＜０􀆰０５,∗∗P＜０􀆰０１与常氧空白组比较;＃P＜０􀆰０５,与低氧模
型组比较

３􀆰５　槟榔无水醇提物对低氧 H９C２细胞内 Nrf２、

Caspase３基因 mRNA 的影响

实验结果如图２所示,与常氧组相比,低氧组细

胞内 Nrf２基因 mRNA相对表达量升高１􀆰７４倍(P
＜０􀆰０５).与低氧模型组相比,无水醇提物处理组细

胞内 Nrf２基因 mRNA 相对表达量降低６６％(P＜
０􀆰０５),作用与红景天无显著性差异.

图２　槟榔无水醇提物对H９C２细胞内Nrf２、Caspase３基因

mRNA相对表达量的影响
∗P＜０􀆰０５与常氧空白组比较;＃P＜０􀆰０５与低氧模型组比较

４　讨论

本研究建立了 H９C２细胞体外低氧模型,探究

了槟榔无水醇提物对低氧受损 H９C２细胞的保护作

用,初步阐明其对细胞的保护机制.
在正常情况下,生物体由于细胞代谢而产生活

性氧簇(reactiveoxygenspecies,ROS),ROS水平
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的稳态是细胞维持正常形态及功能所必需的.相

反,ROS的过量产生将导致细胞基本组成的受损,
如DNA、蛋白质和脂质.当自由基的生成量超过了

细胞的抗氧化能力时,氧化剂与抗氧化剂比例失衡,
细胞发生氧化应激,这也是低氧时组织损伤的最常

见原因.Nrf２是近年发现的参与氧化还原平衡调

节的重要因子之一,在细胞内源性保护系统中具有

重要作用,同时,其对细胞内部氧化还原稳态的改变

极为敏感.当机体受到自由基或化学物质等刺激产

生氧化应激时,Nrf２被激活,活化的 Nrf２迁移入核

后与抗氧化反应元件(ARE)结合,发挥调节细胞氧

化还原稳态的作用[９Ｇ１０].本研究结果显示低氧细胞

内 Nrf２基因 mRNA 表达较常氧组增高,提示低氧

导致细胞受到氧化应激刺激,相应的 Nrf２被激活.
与低氧组相比,无水醇提物处理后细胞内 Nrf２基因

mRNA表达下调,与常氧对照组趋于一致.虽然提

高 Nrf２的表达有助于细胞内抗氧化物的转录与表

达,但我们认为 Nrf２的升高也是细胞氧化应激程度

的指针,槟榔无水醇提物降低了低氧细胞内 Nrf２的

mRNA水平可能与其改善细胞的氧化应激状态有

关,相应的降低了 Nrf２的应答.其减轻氧化应激的

原因可能与增加细胞耐低氧能力,增强细胞内抗氧

化酶活性,清除氧自由基等有关.Nrf２信号通路中

包含多种蛋白激酶,为了更好的阐明槟榔无水醇提

物的抗氧化应激机制,还需要对这些关键的蛋白进

行相关的检测,我们将在后期对其进行深入研究.
此外,氧化应激也是诱导心肌细胞凋亡的常见

诱因之一.细胞内 ROS的异常积累可能导致细胞

重要大分子的有害修饰,这些损害累积最终可能通

过不同途径引起细胞凋亡.因此,调节细胞内的

ROS可能是减少病理性细胞凋亡的有效方式[１１].

Caspase家族在调节细胞凋亡的过程中发挥关键作

用,可 被 多 种 刺 激 诱 导,其 中 包 括 氧 化 应 激.

CaspaseＧ３是凋亡的关键执行者,参与 DNA 降解,
染色质的调控因子冷凝和核碎裂[１２].本研究结果

表明,低氧刺激使 CaspaseＧ３ 在转录水平有升高趋

势,而槟榔无水醇提物处理能降低 CaspaseＧ３mRＧ
NA 水平,这可能是其提高低氧情况下 H９C２心肌

细胞存活率的原因之一.更加深入的研究还有待于

细胞凋亡的直接检测以及细胞内促凋亡/抗凋亡蛋

白的相关研究等.
综上所述,槟榔无水醇提物对低氧 H９C２细胞

有明显的保护作用,其能提高细胞内抗氧化酶活性,
具有使细胞免受氧化应激损伤的作用.
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