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摘要:目的 研究黄芪总皂苷(ＡＳＴｓ)对心衰大鼠心肌细胞凋亡和线粒体膜电位的影响和机制ꎮ 方法 将大鼠分成

对照组(ｎｏｒｍａｌ)、心衰组(ｍｏｄｅｌ)、ＡＳＴ 低、中、高剂量干预组(１０、２０、４０ ｍｇ / ｋｇ 灌胃)ꎬ每组 １２ 只ꎬ检测大鼠心功能

指标ꎮ 取大鼠心肌组织ꎬＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡ꎻ黄嘌呤氧化酶法检测 ＳＯＤ 活性ꎻ二硫代二硝基甲基苯法检测 ＧＳＨ￣
ＰＸ 活性ꎻ硫代巴比妥酸法检测 ＭＤＡ 含量ꎻＪＣ￣１ 法检测线粒体膜电位ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９、
ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和线粒体、胞质中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白表达水平ꎮ 结果 与对照组比较ꎬｍｏｄｅｌ 组大鼠 ＬＶＳＰ、＋ｄｐ / ｄｔｍａｘ

和－ｄｐ / ｄｔｍａｘ降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ细胞凋亡率和 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＳＯＤ、ＧＳＨ￣ＰＸ 活性降低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＭＤＡ 含量升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ线粒体膜电位降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ线粒体中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ胞质

中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻｐ￣ＡＫＴ 水平降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 水平升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与心衰组比较ꎬ
ＡＳＴ￣Ｌ、ＡＳＴ￣Ｍ、ＡＳＴ￣Ｈ 组大鼠 ＬＶＳＰ、＋ｄｐ / ｄｔｍａｘ和－ｄｐ / ｄｔｍａｘ升高ꎻ细胞凋亡率和 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白水平降

低ꎻＳＯＤ、ＧＳＨ￣ＰＸ 活性升高ꎻＭＤＡ 含量降低ꎻ线粒体膜电位升高ꎻ线粒体中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水平升高ꎻ胞质中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水

平降低ꎻｐ￣ＡＫＴ 水平升高ꎻｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 水平降低ꎻ并且黄芪总皂苷作用浓度越大ꎬ对心衰大鼠模型影响也越大ꎮ 结

论 黄芪总皂苷抑制心衰大鼠心肌细胞凋亡ꎬ其作用机制可能与提高线粒体膜电位和影响 ＡＫＴ、ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通
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ｇａｌｏｓｉｄｅｓ

　 　 心力衰竭(ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ)是诱发心脏病患者死

亡的重要原因ꎬ其中心肌组织损伤是心力衰竭发

生的重要机制[１] ꎮ 黄芪具有补中益气、利水清肿

等功效ꎬ黄芪总皂苷( ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓꎬＡＳＴｓ)是

黄芪的主要活性成分ꎬ具有抗肿瘤、增强免疫力、
改善组织纤维化等作用[２￣３] ꎮ 黄芪总皂苷对于心血

管系统疾病也具有明显的改善作用ꎬ其可以减少氧化

应激诱导的心肌细胞凋亡ꎬ改善异丙肾上腺素诱导的

心肌损伤ꎬ并且对于心室重构大鼠具有明显的保护作

用[４￣６]ꎮ 现阶段对于黄芪总皂苷在心衰大鼠心肌细胞

凋亡中的作用及机制还不清楚ꎮ 本实验以黄芪总皂

苷灌胃处理心衰大鼠模型ꎬ探讨黄芪总皂苷对心肌细

胞凋亡的作用和机制ꎬ为黄芪总皂苷治疗心衰的临床

应用及机制提供参考资料ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物及试剂

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只ꎬ体质量(２２０±１０)ｇꎻ
(武汉大学动物实验中心ꎬ合格证号 Ｙ２０１６０９１２)ꎻ
ＳＯＤ 活性检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限公

司)ꎻｐ￣ＡＫＴ 抗体、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ 抗体、ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 抗

体(Ａｂｃａｍ 公司)ꎻＭＤＡ 含量检测试剂盒(北京索莱

宝科技有限公司)ꎻｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９ 抗体、ｃｙｔ￣ｃ 抗体(上
海时代生物科技有限公司)ꎻＧＳＨ￣ＰＸ 活性检测试剂

盒(上海纪宁实业有限公司)ꎻ黄芪总皂苷( ｔｏｔａｌ ａｓ￣
ｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓꎬＡＳＴｓ)(上海纯优生物科技有限公司)ꎻ
线粒体膜电位检测试剂盒(杭州联科生物技术股份

有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大鼠的分组及处理:大鼠在适应性饲养 ７ ｄ
以后随机分成 ５ 组ꎬ 对照组 ( ｎｏｒｍａｌ )、 心 衰 组

(ｍｏｄｅｌ)、 ＡＳＴ 低 ( ＡＳＴ￣Ｌ)、 中 ( ＡＳＴ￣Ｍ)、 高剂量

(ＡＳＴ￣Ｈ)干预组ꎬ每组 １２ 只ꎮ ＡＳＴ 低、中、高剂量干

预组每天给予 １０、２０、４０ ｍｇ / ｋｇ 的黄芪总皂苷灌胃ꎬ
灌胃容量为 １０ ｍＬ / ｋｇꎬ对照组、心衰组每天给予等

量的纯净水灌胃ꎬ连续灌胃 ５ ｄꎬ在第 ６ 天时给予心

衰组、ＡＳＴ 低、中、高剂量干预组大鼠一次性腹腔注

射 １０ ｍｇ / ｋｇ 的盐酸阿霉素ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 心功能的检测:在注射盐酸阿霉素后２４ ｈꎬ按
照 ５ ｍＬ / ｋｇ 用 ２０％的乌拉坦腹腔注射麻醉大鼠ꎬ常规

方法检测心功能ꎮ 在心功能检测完之后ꎬ立即取各组

大鼠的心肌组织ꎬ用于后续实验检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞凋亡观察:取大鼠心肌组织ꎬ用常规

ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡ꎬ细胞凋亡率 ＝ (凋亡细胞

数目÷细胞总数)×１００％
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣ＰＸ 和 ＭＤＡ 含量的检测:取大鼠

心肌组织ꎬ分别按照 ＳＯＤ(黄嘌呤氧化酶法)、ＧＳＨ￣
ＰＸ(二硫代二硝基甲基苯)活性检测试剂盒和 ＭＤＡ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０􀆰 ４０(９)

(硫代巴比妥酸法)含量检测试剂盒检测 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣
ＰＸ 活性以及 ＭＤＡ 含量ꎬ步骤完全按照试剂盒操作

说明进行ꎬ结果以红绿荧光比值表示ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＪＣ￣１ 法检测线粒体膜电位:取大鼠心肌组

织ꎬ用 ＪＣ￣１ 法检测线粒体膜电位ꎬ步骤同试剂盒操

作流程ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、 ｃ￣ｃａｓ￣
ｐａｓｅ￣９、ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白和线粒体、胞质中

ｃｙｔ￣ｃ 蛋白表达:取大鼠心肌组织ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测蛋白表达ꎮ 使用含有苯甲基磺酞氟(ＰＭＳＦ)的

ＲＩＰＡ 裂解试剂提取组织中的总蛋白ꎬ用于ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、
ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９、ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达检测ꎮ 使

用线粒体或胞质蛋白提取试剂盒提取线粒体或胞质

蛋白ꎬ用于 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白表达检测ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 步骤

如下:用 ＢＣＡ 方法检测提取的蛋白样品的浓度(步
骤参照试剂盒说明书)ꎬ配制 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶(１０％
的下层胶和 ５％的上层胶)ꎬ每个孔蛋白上样量为

４０ μｇꎬ蛋白在上样之前首先同等体积的 ２×上样缓

冲液混合并煮沸 ５ ｍｉｎꎮ 蛋白电泳电压为 １００ Ｖꎬ等
到染料进入到玻璃板的底部以后ꎬ将电源关闭ꎬ取出

凝胶ꎮ 转膜操作在冰上进行ꎬ转膜电压设置为８０ Ｖꎬ
转膜时间 ６０ ｍｉｎꎮ 取出电转移后的 ＮＣ 膜ꎬ放在封

闭液(５％牛血清白蛋白溶液)中ꎬ于室温条件下孵

育 ２ ｈꎮ 然后将 ＮＣ 膜放在已经稀释好的一抗孵育

液中ꎬ置于 ４ ℃条件下反应过夜ꎮ 最后把 ＮＣ 膜放

在 １ ∶ ４ ０００ 稀释好的二抗孵育液中ꎬ放在室温中结

合 ２ ｈꎮ 采用 ＥＣＬ 显色试剂盒显色ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 分析条

带的吸光度值ꎬ计算蛋白表达变化ꎮ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、
ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９、 ｐ￣ＡＫＴ、 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋 白 内 参 为

ＧＡＰＤＨꎬ线粒体、胞质中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白内参分别为

ＶＣＤＡ１和 ＧＡＰＤＨꎮ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９、ｐ￣ＡＫＴ、
ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 一抗分别按照 １ ∶ ４００、１ ∶ ４００、１ ∶ ６００、
１ ∶ ６００ 稀释ꎬｃｙｔ￣ｃ 抗体以 １ ∶ ８００ 稀释ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 软件分析实验数据ꎬ计量资料用均

数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ多组差异比较用单因素方差

分析ꎬ组间比较用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 黄芪总皂苷改善心衰大鼠心功能

黄芪总皂苷干预组大鼠 ＬＶＳＰ(左室收缩内压)

升高ꎬ＋ｄｐ / ｄｔｍａｘ 和－ｄｐ / ｄｔｍａｘ(左室内压最大变化速

率)升高ꎬＬＶＳＰ、＋ｄｐ / ｄｔｍａｘ和－ｄｐ / ｄｔｍａｘ随着黄芪总皂

苷浓度的增加而增加(表 １)ꎮ

表 １　 黄芪总皂苷处理后心衰大鼠心功能指标

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｒａｔｓ
　 　 　 　 ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

ｇｒｏｕｐ
ＬＶＳＰ /
ｍｍＨｇ

＋ｄｐ / ｄｔｍａｘ /

(ｍｍＨｇ / ｓ)

－ｄｐ / ｄｔｍａｘ /

(ｍｍＨｇ / ｓ)

ｎｏｒｍａｌ 　 １３６±１２ ８ ９５５±２５２ ４ ５７７±２ ６７９

ｍｏｄｅｌ 　 ８０±６∗ ４ ７６２±１６８∗ ２ ０５４±１２０∗

ＡＳＴ￣Ｌ 　 ９８±１０▲ ５ ６８７±２１９▲ ２ ８６３±１０８▲

ＡＳＴ￣Ｍ 　 １１６±７▲＃ ７ ０４３±２８６▲＃ ３ ６９０±２２８▲＃

ＡＳＴ￣Ｈ 　 １３３±８▲＃△ ８ ３４６±２９７▲＃△ ４ ２３５±２２０▲＃△

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎻ▲Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＳＴ￣Ｌ ｇｒｏｕｐꎻ△Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＡＳＴ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ.

２􀆰 ２　 黄芪总皂苷抑制心衰大鼠心肌细胞凋亡

心衰大鼠模型心肌细胞凋亡率升高ꎬｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、
ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９蛋白表达增多ꎻ黄芪总皂苷处理后的心衰

大鼠心肌细胞凋亡率降低ꎬｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９蛋
白表达水平也降低ꎬ并且随着黄芪总皂苷浓度的增

加ꎬ抗细胞凋亡效果越好(图 １ꎬ表 ２)ꎮ

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测黄芪总皂苷对心衰大鼠

　 　 心肌组织中 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９
　 　 蛋白表达影响

Ｆｉｇ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌ￣
　 　 　 ｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ
　 　 　 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
　 　 　 ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ

２􀆰 ３　 黄芪总皂苷减轻心衰大鼠心肌组织氧化损伤

心衰大鼠模型心肌组织中抗氧化酶 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣
ＰＸ 活性降低ꎬＭＤＡ 含量升高ꎻ黄芪总皂苷处理后的

心衰大鼠心肌组织中抗氧化酶 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣ＰＸ 活性

升高ꎬＭＤＡ 含量降低ꎬ并且随着黄芪总皂苷浓度的

增加作用效果越强(表 ３)ꎮ
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尤旭　 黄芪总皂苷对心衰大鼠心肌细胞凋亡和线粒体膜电位的影响

表 ２　 黄芪总皂苷处理后心衰大鼠心肌细胞凋亡率和

　 　 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９蛋白表达水平影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ
　 　 　 　 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９
　 　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝３)

ｇｒｏｕｐ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ / ％ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９

ｎｏｒｍａｌ ５􀆰 ９８±０􀆰 ５７ ０􀆰 １７±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０４

ｍｏｄｅｌ ２９􀆰 ６３±２􀆰 ２３∗ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０９∗

ＡＳＴ￣Ｌ ２２􀆰 １４±１􀆰 ４７▲ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０５▲ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０４▲

ＡＳＴ￣Ｍ １６􀆰 ３５±１􀆰 １０▲＃ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３▲＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５▲＃

ＡＳＴ￣Ｈ １０􀆰 ２１±１􀆰 ０３▲＃△ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０４▲＃△ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４▲＃△

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎻ▲Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＳＴ￣Ｌ ｇｒｏｕｐꎻ△Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＡＳＴ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ.

表 ３　 黄芪总皂苷处理后心衰大鼠心肌组织中 ＳＯＤ、
　 　 ＧＳＨ￣ＰＸ 和 ＭＤＡ 含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＳＯＤꎬ ＧＳＨ￣ＰＸ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｍｙ￣
　 　 　 　 ｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
　 　 　 　 ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

ｇｒｏｕｐ ＳＯＤ(Ｕ / ｍｇ) ＭＤＡ(ｍｍｏｌ / ｍｇ) ＧＳＨ￣ＰＸ(Ｕ / ｍｇ)

ｎｏｒｍａｌ １０８􀆰 ５６±１０􀆰 ７５ ２􀆰 ６８±０􀆰 １７ １７５􀆰 ８１±１３􀆰 ４５

ｍｏｄｅｌ ６０􀆰 ３２±５􀆰 １４∗ ４􀆰 ４８±０􀆰 ２０∗ ４０􀆰 ２７±３􀆰 ６２∗

ＡＳＴ￣Ｌ ７２􀆰 ８０±５􀆰 ７３▲ ３􀆰 ９６±０􀆰 １２▲ ５４􀆰 ３９±４􀆰 ２６▲

ＡＳＴ￣Ｍ ８８􀆰 １２±７􀆰 ２７▲＃ ３􀆰 ２０±０􀆰 ２５▲＃ ７１􀆰 ８４±６􀆰 １３▲＃

ＡＳＴ￣Ｈ １０７􀆰 ５４±９􀆰 ５５▲＃△ ２􀆰 ７１±０􀆰 １６▲＃△ ９５􀆰 ７３±８􀆰 ３２▲＃△

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎻ▲Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＳＴ￣Ｌ ｇｒｏｕｐꎻ△Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＡＳＴ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ.

２􀆰 ４　 黄芪总皂苷提高心衰大鼠心肌细胞线粒体膜

电位并减少线粒体释放 ｃｙｔ￣ｃ
心衰大鼠模型心肌细胞线粒体膜电位降低ꎬ

线粒体中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水平降低ꎬ胞质中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水

平升高ꎻ黄芪总皂苷处理后的心衰大鼠心肌细胞

线粒体膜电位升高ꎬ线粒体中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水平升高ꎬ
胞质中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水平降低ꎬ并且随着黄芪总皂苷

浓度的增加作用效果越强ꎮ 黄芪总皂苷提高心衰

大鼠心肌细胞线粒体膜电位ꎬ抑制线粒体释放

ｃｙｔ￣ｃ(图 ２ꎬ表 ４)ꎮ
２􀆰 ５　 黄芪总皂苷对心衰大鼠心肌组织中 ＡＫＴ、
ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路影响

心衰大鼠模型心肌组织中ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平降

低ꎬｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ / ｐ３８ＭＡＰＫ 水平升高ꎻ黄芪总皂苷处

Ａ􀆰 ｃｙｔ￣ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏ￣
ｃｙｔｅｓꎻ Ｂ􀆰 ｃｙｔ￣ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ
ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ
图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测黄芪总皂苷对心衰大鼠心肌

　 　 细胞线粒体和胞质中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白表达影响

Ｆｉｇ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ
　 　 　 ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔ￣ｃ
　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ
　 　 　 ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ

表 ４　 黄芪总皂苷处理后心衰大鼠心肌细胞线粒体膜

　 　 电位以及线粒体、胞质中 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白水平

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ Ｃｙｔ￣Ｃ
　 　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ
　 　 　 　 ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ
　 　 　 　 ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

ｇｒｏｕｐ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ( ｒｅｄ￣ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ)

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ
ｃｙｔ￣ｃ

ｃｙｔｏｐｌａｓｍ
ｃｙｔ￣ｃ

ｎｏｒｍａｌ 　 ３􀆰 ９８±０􀆰 ３１ 　 １􀆰 １５±０􀆰 １３ 　 ０􀆰 ４０±０􀆰 ０５

ｍｏｄｅｌ 　 １􀆰 ２３±０􀆰 １７∗ 　 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４∗ 　 １􀆰 ０７±０􀆰 ０９∗

ＡＳＴ￣Ｌ 　 １􀆰 ９２±０􀆰 ２１▲ 　 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０６▲ 　 ０􀆰 ８６±０􀆰 ０８▲

ＡＳＴ￣Ｍ 　 ２􀆰 ５４±０􀆰 １３▲＃ 　 ０􀆰 ７８±０􀆰 ０８▲＃ 　 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０６▲＃

ＡＳＴ￣Ｈ 　 ３􀆰 １２±０􀆰 ２５▲＃△ 　 ０􀆰 ９９±０􀆰 １０▲＃△ 　 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４▲＃△

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎻ▲Ｐ<０􀆰 ０５ꎬｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＳＴ￣Ｌ ｇｒｏｕｐꎻ△Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＡＳＴ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ.

理后的心衰大鼠心肌组织中 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平升

高ꎬｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ / ｐ３８ＭＡＰＫ 水平降低ꎬ并且随着黄芪

总皂苷浓度的增加作用效果越强ꎮ 黄芪总皂苷促进

心衰大鼠心肌组织中 ＡＫＴ 信号激活并抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ
信号激活(图 ３ꎬ表 ５)ꎮ

３　 讨论

本实验结果发现ꎬ黄芪总皂苷灌胃治疗后的心

衰大鼠模型心功能明显改善ꎬ并且心肌组织中细胞
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０􀆰 ４０(９)

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测黄芪总皂苷处理后

　 　 心衰大鼠心肌组织中 ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ
　 　 蛋白表达

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＡＫＴ ａｎｄ ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ
　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
　 　 　 ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ａｆｔｅｒ ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表 ５　 黄芪总皂苷处理后心衰大鼠心肌组织中 ｐ￣ＡＫＴ、
　 　 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白水平

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ￣ＡＫＴ ａｎｄ ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
　 　 　 　 ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｏｆ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ
　 　 　 　 ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ (ｘ±ｓꎬｎ＝３)

ｇｒｏｕｐ ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ / ｐ３８ＭＡＰＫ

ｎｏｒｍａｌ 　 　 ０􀆰 ９２±０􀆰 ０９ 　 　 　 ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３

ｍｏｄｅｌ 　 　 ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２∗ 　 　 　 ０􀆰 ８９±０􀆰 ０８∗

ＡＳＴ￣Ｌ 　 　 ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４▲ 　 　 　 ０􀆰 ６７±０􀆰 ０５▲

ＡＳＴ￣Ｍ 　 　 ０􀆰 ６３±０􀆰 ０５▲＃ 　 　 　 ０􀆰 ４６±０􀆰 ０３▲＃

ＡＳＴ￣Ｈ 　 　 ０􀆰 ９３±０􀆰 １０▲＃△ 　 　 　 ０􀆰 ２９±０􀆰 ０４▲＃△

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎻ▲Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＳＴ￣Ｌ ｇｒｏｕｐꎻ△Ｐ< ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ＡＳＴ￣Ｍ ｇｒｏｕｐ.

凋亡明显减少ꎮ 研究报道表明ꎬ黄芪总皂苷对于

心脑血管系统疾病也具有保护作用ꎬ其对于大鼠

心肌缺血、心肌梗死等具有明显的改善作用ꎬ并且

可以抑制病理条件下的心肌细胞凋亡[７￣８] ꎮ 本研

究发现ꎬ黄芪总皂苷可以明显减少心衰大鼠模型

心肌细胞凋亡ꎬ改善心功能ꎬ提示黄芪总皂苷能够

改善心衰ꎬ这为黄芪总皂苷治疗心衰的临床应用

提供了参考ꎮ
心肌细胞过度凋亡是心衰发生的重要原因ꎬ

而心肌细胞过度凋亡与氧化应激有关[９]ꎮ 氧化应

激条件下ꎬ氧自由基过度积累ꎬ而过量的氧自由基刺

激线粒体ꎬ导致线粒体膜电位下降ꎬ使存在于线粒体

中的 ｃｙｔ￣ｃ 进入到细胞外ꎬ而胞质中的 ｃｙｔ￣ｃ 可以激

活 ｃａｓｐａｓｅ￣９ꎬ ｃａｓｐａｓｅ￣９ 是 ｃａｓｐａｓｅ 凋亡反应的起始

因子ꎬ位于凋亡反应的上游ꎬ其活化后可以诱导下游

凋亡执行因子 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的活化ꎬ从而诱导细胞凋亡

发生[１０]ꎮ 另外ꎬ细胞内过量的氧自由基可以将细胞

内的脂质过氧化ꎬ产生 ＭＤＡꎬ细胞内过量的氧自由

基聚集与细胞内抗氧化酶的活性降低有关ꎬＳＯＤ、
ＧＳＨ￣ＰＸ 是广泛存在于细胞内的抗氧化酶ꎬ其活性

的高低与细胞内氧自由基的聚集有直接关系[１１]ꎮ
本实验表明ꎬ黄芪总皂苷灌胃处理后的心衰大鼠心

肌细胞中 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣ＰＸ 活性升高ꎬＭＤＡ 含量降低ꎬ
细胞中 ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ￣９ 蛋白表达减少ꎬ线粒

体膜电位升高ꎬ线粒体 ｃｙｔ￣ｃ 蛋白增多ꎬ胞质 ｃｙｔ￣ｃ 蛋

白减少ꎬ提示黄芪总皂苷可能通过抑制氧化应激诱

导线粒体凋亡途径而减少心肌细胞凋亡ꎬ这为研究

黄芪总皂苷抗心衰作用机制提供了参考ꎮ
黄芪总皂苷发挥药理学作用与影响细胞内信

号传导有关ꎬ其可以通过降低 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路

的激活程度而改善氧化应激诱导的细胞凋亡ꎬ黄
芪总皂苷还能够通过激活 ＡＫＴ 信号通路而抑制缺

血诱导的神经损伤[１２￣１３] ꎮ ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 信号

通路均与心衰有关ꎬｐ３８ＭＡＰＫ 在心衰发生时过度

激活ꎬｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ水平升高ꎻ激活 ＡＫＴ 可以缓解心

衰进展ꎬ减少心肌细胞凋亡发生[１４￣１５] ꎮ 本次实验

表明ꎬ黄芪总皂苷降低心衰大鼠模型心肌组织中

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号激活程度ꎬ提高 ＡＫＴ 信号激活水

平ꎬ提示黄芪总皂苷可能通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ
信号通路抑制氧化应激诱导的心肌细胞凋亡

发生ꎮ
总之ꎬ黄芪总皂苷具有改善心衰大鼠模型心功

能的作用ꎬ其可以抑制心肌细胞凋亡ꎬ作用机制可能

与调控 ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 信号通路减少氧化应激有

关ꎮ 这为研究黄芪总皂苷抗心衰作用机制提供了参

考ꎬ为黄芪总皂苷治疗心衰的临床应用提供了理论

依据ꎮ 目前对于黄芪总皂苷的具体调控机制还不明

确ꎬ在今后的实验中会进行验证和探讨ꎮ
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尤旭　 黄芪总皂苷对心衰大鼠心肌细胞凋亡和线粒体膜电位的影响
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