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摘 要 目的：研究黄芪甲苷对D-半乳糖（D-gal）诱导原代培养心肌细胞凋亡的保护作用及机制。方法：分离和培养Wistar乳鼠

原代心肌细胞，将细胞分为正常对照组（无血清DMEM高糖培养基）、D-gal组（含5 g/L D-gal的无血清DMEM高糖培养基）和黄芪

甲苷低、中、高质量浓度组（分别先以含25、50、100 µg/mL黄芪甲苷的无血清DMEM高糖培养基培养1 h，然后换为含有相应质量

浓度黄芪甲苷和 5 g/L D-gal 的无血清 DMEM 高糖培养基）。采用 CCK-8法检测培养 48 h 后细胞活性，分别采用 Hoechst 染色法

（培养24 h）和流式细胞术（培养48 h）考察细胞凋亡情况，采用实时荧光定量-聚合酶链式反应法检测培养24 h后细胞中凋亡相关

因子（Bcl-2、Bax、Caspase-3）和心房钠尿肽（ANP）mRNA 表达水平。结果：与正常对照组比较，D-gal 组细胞的活性以及细胞中

Bcl-2 mRNA 水平、Bcl-2/Bax 比值降低，细胞凋亡率和细胞中 Bax、Caspase-3、ANP mRNA 水平升高，差异均有统计学意义（P＜

0.05或P＜0.01）。与D-gal组比较，黄芪甲苷各浓度组细胞的活性以及细胞中Bcl-2 mRNA水平、Bcl-2/Bax比值均升高，细胞凋亡

率和细胞中Bax、Caspase-3、ANP mRNA水平均降低，差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01），且具有一定浓度依赖性。结论：

黄芪甲苷对 D-gal 诱导的原代心肌细胞凋亡具有一定的保护作用，其机制可能与升高细胞中 Bcl-2/Bax 比值和下调细胞中 Cas-

pase-3、ANP mRNA的表达有关。

关键词 黄芪甲苷；D-半乳糖；原代心肌细胞；凋亡；保护作用

“疑方”沟通单的建立实现了便捷有效的沟通；若为药房
内部调剂差错，在线对调剂疏失的辅助记录可记录相关
人员、药品、错误类型等，为加强门诊药房内部管理提供
帮助；若发生严重的差错或调剂外差，则通过药品不良
事件报告让上级负责人知晓，以引起警示，并及时采取
相应的事后措施。针对不可预防的药品不良反应，信息
化的上报平台简化了上报流程，提高了上报信息的准确
性及医师上报的积极性。

发现问题、究其原因、逐步解决是良性循环的过程，

其得益于信息化的管理。药品不良反应/事件是用药风
险的一种表现形式，降低用药风险是广大医务人员的职
责[10]。因此，用药管理的信息化可提高医务人员的风险
意识、降低患者用药风险、提高医疗质量。
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黄芪（Astragalus membranaceus）为豆科植物蒙古黄

芪或膜荚黄芪的干燥根，是中蒙医临床处方中较重要的

药材，而黄芪甲苷（Astragaloside Ⅳ）是黄芪的主要有效

成分之一[1]。黄芪皂苷在心血管疾病的治疗中具有较大

的应用潜力，有研究显示，其能够通过提高心肌细胞内

Ca2+水平、抑制环磷腺苷水解、抗氧化应激及调节血压和

脂质代谢等方式对多种原因引起的心肌损伤、心力衰竭

及生理性衰老等具有一定保护作用[2]。但上述研究多使

用的是黄芪总皂苷，而对于黄芪皂苷单体的生物学活性

研究报道较少。

凋亡在心血管疾病的发生和发展中扮演重要的作

用，在动脉粥样硬化、心肌缺血再灌注损伤、心肌肥厚、

心肌梗死及心力衰竭等病理改变中均涉及心肌细胞的

凋亡[3]。而且，在动物水平上通过药物刺激、基因敲除或

基因过表达等手段抑制心肌细胞凋亡对压力诱导的心

肌重构和心力衰竭具有很好的保护作用[4]。鉴于此，本

研究以蒙古黄芪提取物——黄芪甲苷为研究对象，考察

其对 D-半乳糖（D-galactose，简写为 D-gal）诱导的原代

心肌细胞凋亡的保护作用并探讨其可能的作用机制，这

不仅是从天然产物中开发治疗心血管疾病特异性药物

的基础，而且对于开发内蒙古地区特色的中蒙药资源有

着重要的意义。

1 材料

1.1 仪器

RC低温离心机（美国Sorvall公司）；JB-3电磁搅拌

器（上海雷磁仪器厂）；Z360K 高速冷冻离心机（德国

Hermle 公司）；Model550酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）；

Eclipse生物倒置相差显微镜（日本Nikon公司）；Accuri

C6流式细胞仪（美国BD公司）；7500实时荧光定量聚合

酶链式反应仪（美国Thermos公司）。

1.2 药品与试剂

黄芪甲苷（本课题组提取，批号：20170106，纯度：经

高效液相色谱-质谱鉴定＞98％）；CCK-8染色试剂盒

（同仁化学研究所）；荧光素 FITC 标记的膜联蛋白Ⅴ

（FITC-Annexin Ⅴ）/碘化丙啶（PI）凋亡检测试剂盒（美

国BD公司）；Hoechst 33342染色试剂（美国R&D公司）；

Takara反转录试剂盒（日本Takara公司）；凋亡相关因子

（Bcl-2、Bax、Caspase-3）、心房钠尿肽（ANP）及甘油醛-3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）引物均由北京奥科生物技术有限

公司提供；其他试剂均为分析纯。

1.3 细胞

原代心肌细胞由本课题组依据文献[5]从新生大鼠

[购自内蒙古医科大学实验动物中心，动物质量合格证

号：SCXK（蒙）2016-0001]心脏中分离和培养。

2 方法
2.1 原代心肌细胞的培养和鉴定

Study on Protective Effect and Mechanism of Astragaloside ⅣⅣ on D-galactose-induced Primary

Cardiomyocytes Apoptosis

WANG Xiaoxia1，LIU Tianlong2，LIU Jing2，LIU Xiaoling1，ZHANG Yong1，XIAO Yunfeng3，LIU Xiaolei3（1.Dept.

of Pharmacy，Inner Mongolia Autonomous Region Hospital，Hohhot 010017，China；2.Dept. of Pharmacy，the

Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University，Hohhot 010010，China；3.Dept. of Pharmacology，

Inner Mongolia Medical University，Hohhot 010059，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effect and mechanism of astragaloside Ⅳ on D-galactose（D-gal）-induced

primary cardiomyocytes apoptosis. METHODS：Wistar neonatal rat primary cardiomyocytes were isolated and cultured. The

cardiomyocytes were divided into normal control group（DMEM high glucose medium without serum），D-gal group（DMEM high

glucose medium without serum containing 5 g/L D-gal） and astragaloside Ⅳ low-concentration， medium-concentration and

high-concentration groups （after cultured with DMEM high glucose medium without serum containing 25，50，100 µg/mL

astragaloside Ⅳ for 1 h， and then replaced with DMEM high glucose medium without serum containing corresponding

concentration of astragaloside Ⅳ and 5 g/L D-gal）. Cardiomyocytes activity was detected by CCK-8 kit after cultured for 48 h. The

apoptosis level was detected by Hoechst staining （cultured for 24 h） and flow cytometry （cultured for 48 h）. The mRNA

expressions of apoptosis related factors （Bcl-2，Bax，Caspase-3） and ANP in cardiomyocytes were detected by RT-PCR after

cultured for 24 h. RESULTS：Compared with normal control group，the activity of cardiomyocytes，mRNA level of Bcl-2 and ratio

of Bcl-2/Bax were decreased in D-gal group，while apoptosis rate and mRNA levels of Bax，Caspase-3 and ANP were increased，

with statistical significance（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with D-gal group，the activity of cardiomyocytes，mRNA level of

Bcl-2 and ratio of Bcl-2/Bax were increased in astragaloside Ⅳ groups，while apoptosis rate and mRNA levels of Bax，Caspase-3

and ANP were decreased， with statistical significance （P＜0.05 or P＜0.01）， and in concentration-dependent manner.

CONCLUSIONS：Astragaloside Ⅳ can protect D-gal induced primary cardiomyocytes from apoptosis，the mechanism of which

may be associated with the increase of Bcl-2/Bax ratio and the decrease of mRNA expressions of Caspase-3 and ANP.

KEYWORDS Astragaloside Ⅳ；D-galactose；Primary cardiomyocytes；Apoptosis；Protective effect
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将原代心肌细胞差速贴壁后对其进行计数，以细胞

密度为5×104个/mL分别接种于6、12、96孔板中，接种的

量分别是 2 mL、1 mL 和 100 μL，接种的细胞均使用含

10％胎牛血清（FBS）、2×青链霉素混合液及 2％的 5-溴

脱氧尿嘧啶核苷的DMEN高糖培养基进行培养。培养48

h后，使用无血清的培养基饥饿细胞24 h，然后用α-辅肌

动蛋白（α-actinin）抗体对原代心肌细胞进行免疫组化染

色，对其纯度进行鉴定。采用倒置相差显微镜观察培养

不同时间后细胞的生长状态和形态学变化，并拍照记录。

2.2 黄芪甲苷对D-gal诱导原代心肌细胞活性改变的

影响

将细胞接种在96孔板中，加入无血清培养基饥饿处

理24 h，弃去培养基，将细胞分为正常对照组、D-gal组和

黄芪甲苷低、中、高质量浓度组，每组均设置 6个复孔。

正常对照组细胞加入 100 µL无血清的培养基；D-gal组

细胞加入含5 g/L D-gal的无血清培养基100 µL[6]；黄芪甲

苷低、中、高质量浓度组细胞先分别加入含 25 、50、100

µg/mL黄芪甲苷的无血清培养基100 µL，作用 1 h，然后

更换为含相应黄芪甲苷浓度和 5 g/L D-gal的无血清培

养基。各组细胞均在 37 ℃、5％CO2细胞培养箱中培养

48 h，吸弃培养基，每孔加入含有 10％ CCK-8试剂的无

血清培养基100 µL，在37 ℃、5％CO2细胞培养箱中培养

1.5 h后，用酶标仪测定450 nm波长处各孔的吸光度值。

2.3 黄芪甲苷对D-gal诱导原代心肌细胞凋亡的影响

2.3.1 Hoechst 33342染色法 将细胞接种于 12孔板

中，加入无血清培养基饥饿处理 24 h，然后按“2.2”项下

分组处理，每个浓度设置 3个复孔。将细胞培养 48 h后

弃去培养基，用预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）洗细胞1次，

4％多聚甲醛溶液固定细胞20 min，弃去固定液，用PBS

洗细胞 2次，每次 3 min，吸弃 PBS，每孔加入 0.25 mL

Hoechst 33342染色液，混匀，在 37 ℃、5％CO2细胞培养

箱中避光培养 30 min，弃染色液，PBS洗细胞 3次，每次

3 min，在倒置相差显微镜下观察细胞染色情况并拍照。

2.3.2 流式细胞术 将细胞接种于6孔板中，加入无血

清培养基饥饿处理 24 h，然后按“2.2”项下方法分组、给

药，每个浓度设置 3个复孔。将细胞培养 48 h后弃去培

养基，用预冷的PBS洗细胞1次，胰酶消化细胞并转移到

1.5 mL离心管中，离心去胰酶。使用100 μL结合缓冲液

（Binding buffer）重悬细胞，加入5 μL的FITC-Annexin Ⅴ

和 5 μL的PI，避光室温条件下反应 15 min后，每个样品

加入400 μL的Binding buffer，在流式细胞仪上检测各组

的凋亡细胞情况。

2.4 黄芪甲苷对细胞中 Bcl-2、Bax、Caspase-3、ANP

mRNA表达的影响

按“2.2”项下方法饥饿处理细胞后分组给药，培养

24 h后收集细胞，采用Trizol法提取细胞总RNA，反转录

为cDNA，然后利用特异性引物进行扩增。反应体系：2×

qPCR SYBR Green Master Mix缓冲液 5 μL，2 μmol/L的

上、下游引物各1 μL，cDNA模板3 μL，总体积为10 μL。

反应条件：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退火

40 s，72 ℃延伸 30 s，35个循环；然后以 72 ℃延伸 5 min

结束反应。扩增结束后以GAPDH为内参，采用Quante

Studio Soft 1.3软件通过2ΔΔct法进行相对定量分析。引物

序列和产物长度见表1。

表1 引物序列和产物长度

Tab 1 Primer sequence and product length

基因
Bcl-2

Bax

Caspase-3

ANP

GAPDH

引物序列
上游引物：5′-CGGGAGATCGTGATGAAGTA-3′
下游引物：5′-GGTAGCGACGAGAGAAGTCA-3′
上游引物：5′-CTGCAGAGGATGATTGCTGA-3′
下游引物：5′-GATCAGCTCGGGCACTTTAG-3′
上游引物：5′-GCAGCAGCCTCAAATTGTTGACTA-3′
下游引物：5′-TGCTCCGGCTCAAACCATC-3′
上游引物：5′-GGCTCCTTCTCCATCACCAA-3′
下游引物：5′-TGTTATCTTCGGTACCG-3′
上游引物：5′-CAAAGTTGTCATGGATGA-3′
下游引物：5′-CCATGGAGAAGGCTGGG-3′

产物长度，bp

284

174

144

458

194

2.5 统计学方法

采用 SPSS 19.0软件进行统计分析。计量资料以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用 t检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞的培养和鉴定结果

倒置相差显微镜观察结果显示，刚分离接种到培养

板中的心肌细胞大多为圆形，偶见少数其他不规则形

状；培养4 h后，细胞逐渐呈现贴壁状态，偶见扁平形、三

角形及少数长梭形；培养24 h后，细胞基本贴壁，多呈圆

形、梭形和三角形，贴壁的单个细胞出现自发性搏动，搏

动频率和节律还未同步。免疫组化结果显示，培养的心

肌细胞纯度在 95％以上。原代培养心肌细胞的鉴定图

见图1。

3.2 细胞活性测定结果

与正常对照组比较，D-gal 组细胞的活性显著降低

（P＜0.01）；与 D-gal 组比较，黄芪甲苷低、中、高质量浓

度组细胞的活性均显著升高（P＜0.01），且具有一定的

图1 原代培养心肌细胞的鉴定图

Fig 1 Identification of primary cardiomyocytes

A.刚消化并进行纯化后的心肌细胞（×40） B.培养4 h的心肌细胞（×40） C.培养24 h的心肌细胞（×40）

D.免疫组化染色的心肌细
胞（×100）

E.免疫组化染色的心肌细
胞（×400）
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浓度依赖性。正常对照组、D-gal组和黄芪甲苷低、中、

高质量浓度组的细胞活性分别为 100％、（44.75±

3.50）％、（58.51±4.54）％、（65.44±3.13）％、（71.88±

3.70）％（n＝6）。

3.3 细胞凋亡测定结果

3.3.1 Hoechst 33342染色结果 正常对照组细胞呈均

一的核染，且未见异常核；D-gal 组细胞呈典型凋亡状

态，镜下可见染色质浓集、核固缩、核碎裂等多种凋亡形

态学特征，且贴壁细胞数量减少明显；黄芪甲苷低浓度

组细胞可见少数的核固缩、核碎裂，但贴壁细胞数量较

D-gal组多；黄芪甲苷中浓度组核固缩、核碎裂的细胞数

显著减少；黄芪甲苷高浓度组细胞状态与正常对照组细

胞接近，并且贴壁细胞数较D-gal组明显多。各组细胞

凋亡检测的Hoechst 33342染色图见图2。

3.3.2 流式细胞术测定结果 与正常对照组比较，D-gal

组的细胞凋亡率显著升高（P＜0.01）；与 D-gal 组比较，

黄芪甲苷低、中、高质量浓度组的细胞凋亡率均显著降

低（P＜0.01），且具有一定的浓度依赖性。各组细胞凋

亡率测定的流式图见图3，测定结果见表2。

3.4 细胞中Bcl-2、Bax、Caspase-3、ANP mRNA表达水

平测定结果

与正常对照组比较，D-gal组细胞中Bcl-2 mRNA的

表达水平和 Bcl-2/Bax 比值显著降低（P＜0.05），Bax、

Caspase-3、ANP mRNA的表达水平显著升高（P＜0.05）；

与D-gal组比较，黄芪甲苷低、中、高质量浓度组细胞中

Bcl-2 mRNA 的表达水平和 Bcl-2/Bax 比值均显著升高

（P＜0.05），Bax、Caspase-3、ANP mRNA的表达水平均显

著降低（P＜0.05）。各组细胞中Bcl-2、Bax、Caspase-3和

ANP mRNA表达水平测定结果见表3。

4 讨论
D-gal 是一种常用的衰老诱导剂，在筛选与衰老相

关的致病靶点和相关药物的研究中应用广泛，D-gal诱

导的体内外衰老表型主要与氧化应激、自噬或凋亡相关

的细胞损伤及与线粒体功能障碍相关的代谢异常有

关 [7]。在D-gal诱导的衰老过程中涉及Caspase-3依赖的

凋亡途径。研究显示，活化的 Caspase-3能够裂解很多

底物蛋白（如PARP），被裂解的PARP失去固有生物活性

图2 各组细胞凋亡检测的Hoechst 33342染色图（×40）

Fig 2 Hoechst 33342 staining of cells apoptosis in

each group（×40）

A.正常对照组 B. D-gal组

C.黄芪甲苷低质量浓度组 D.黄芪甲苷中质量浓度组 E.黄芪甲苷高质量浓度组

图3 各组细胞凋亡检测的流式细胞图

Fig 3 Flow cytometry of cells apoptosis in each group
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表2 各组细胞凋亡率测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Determination results of apoptotic rate of cells

in each group（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
D-gal组
黄芪甲苷低质量浓度组
黄芪甲苷中质量浓度组
黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度，μg/mL

25

50

100

凋亡率，％
20.25±1.39

43.62±1.61＊＊

34.30±1.22##

26.26±1.99##

23.96±1.36##

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与D-gal组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. D-gal group，##P＜

0.01

表3 各组细胞中Bcl-2、Bax、Caspase-3 和ANP mRNA

表达水平测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 3 mRNA expressions of Bcl-2，Bax，Caspase-3

and ANP of cells in each group（x±±s，n＝6）

组别

正常对照组
D-gal组
黄芪甲苷低质量浓度组
黄芪甲苷中质量浓度组
黄芪甲苷高质量浓度组

质量浓度，
μg/mL

25

50

100

2ΔΔct值
Bcl-2

1.24±0.08

0.74±0.03＊

0.86±0.04#

0.94±0.05#

1.07±0.07#

Bax

0.84±0.04

1.50±0.09＊

1.21±0.05#

1.11±0.10#

0.96±0.08#

Bcl-2/Bax

1.46±0.11

0.50±0.03＊

0.70±0.04#

0.85±0.08#

1.13±0.13#

Caspase-3

0.96±0.11

1.78±0.08＊

1.47±0.07#

1.38±0.06#

1.26±0.10#

ANP

0.55±0.05

1.03±0.07＊

0.85±0.04#

0.74±0.07#

0.65±0.03#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与D-gal组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05；vs. D-gal group，#P＜

0.05
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的同时损伤细胞核内的DNA，从而引发细胞凋亡[8]。在

本研究中，D-gal组细胞中Caspase-3 mRNA的表达水平

显著升高，而给予黄芪甲苷后细胞中 Caspase-3 mRNA

的表达水平显著降低，提示这是黄芪甲苷抑制D-gal诱

导的心肌细胞凋亡的作用机制之一。

ANP是一种由心房合成、贮存和分泌的活性多肽，

具有强大的利钠、利尿、舒张血管、降低血压、对抗肾素-

血管紧张素系统和抗利尿激素等作用，当心脏压力负荷

和容量负荷增加时，心房会反射性地合成和分泌ANP，

以减轻心脏负荷和改善心功能[9-10]。因此，ANP常作为

判断心功能是否受损的标志。在本研究中，与正常对照

组细胞比较，D-gal能够提高细胞中ANP mRNA的表达

水平，而给予不同浓度黄芪甲苷后细胞中 ANP mRNA

的表达水平均显著降低，这提示黄芪甲苷对D-gal所致

的细胞损伤具有较好的保护作用。

有研究显示，细胞或机体在应激条件下自噬过程的

活化在一定程度上会减少或抑制凋亡过程，如敲除或敲

低与自噬过程相关的基因ATG后通常会导致细胞凋亡

或坏死[11-12] 。Bcl-2是一类抗凋亡蛋白，其通过结合或抑

制自噬调节蛋白Beclin1的活性而对自噬过程发挥间接

的负调节作用[13]。相反，Bcl-2家族成员Bax是一种促凋

亡因子，其能够通过Caspase通路裂解自噬调节蛋白Be-

clin1而阻止自噬过程的发生[14]。因此，Bcl-2和Bax表达

水平的比值能够反映细胞凋亡和自噬水平。在本研究

中，D-gal组细胞中Bcl-2/Bax比值显著降低，说明细胞的

凋亡水平较高；给予黄芪甲苷后细胞中 Bcl-2/Bax 比值

显著升高，说明细胞中具有抑制凋亡作用的Bcl-2水平

增加，而具有促凋亡作用的Bax水平降低，该结果在相

应的Hoechst荧光染色和流式细胞仪凋亡分析中也得到

了验证。

综上所述，黄芪甲苷对D-gal诱导的原代心肌细胞

凋亡有一定的保护作用，其机制可能与抑制ANP、Cas-

pase-3 mRNA的表达和提高Bcl-2/Bax的比值有关，但其

更多的作用机制尚需进一步研究。
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