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摘要：目的 研究马里苷对高糖所致大鼠心肌细胞系（Ｈ９ｃ２）损伤的影响。 方法 将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为对照组（Ｃｔｒｌ）、
高糖（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）损伤模型组和马里苷（２５、５０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）干预模型组。 ＭＴＴ 法检测 Ｈ９ｃ２ 细胞的活性；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测细胞 ＬＣ⁃３Ⅱ ／ Ⅰ、ｐ６２、ｍＴＯＲ 蛋白表达。 结果 与对照组相比，模型组细胞活性下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），马里苷组

Ｈ９ｃ２ 细胞活性显著增强（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；模型组 ＬＣ⁃３Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表达水平降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），ｐ６２ 及 ｍＴＯＲ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１），马里苷组 ＬＣ⁃３Ⅱ ／ Ⅰ水平增加，ｐ６２ 及 ｍＴＯＲ 降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），且随着浓度的增加蛋白质表达量更加明

显。 结论 马里苷能够影响高糖诱导的心肌细胞损伤的自噬相关蛋白质的表达。
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　 　 糖 尿 病 性 心 肌 病 （ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，
ＤＣＭ）是独立于冠心病、高血压等心血管疾病的一

种特异性心肌病。 是 ２ 型糖尿病常见并发症之一。
目前研究表明，糖尿病心肌病会在长期高血糖、能量

代谢异常等的影响下，导致心肌代谢紊乱，心肌间质

纤维化，心肌细胞凋亡，心室重构等一系列病理生理

反应。 最终导致患者出现心脏功能的衰竭。
用于治疗糖尿病性心肌病的药物目前主要包括

他丁类［１］、胰高血糖素样肽⁃１（ｇｌｕｃａｇｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃１，
ＧＬＰ⁃１） ［２］、双胍类、α⁃糖苷酶抑制剂、胰岛素增敏剂

等［３］。 上述药物虽然可显著降低血糖，但它们并未

有效抑制或改善糖尿病性心肌病的发生及演变过

程，临床研究对于糖尿病心肌病的发生机制仍不明

确，同时也无特异性的诊治方法［１，４⁃５］。 从传统的民

族药中寻找新型的药效稳定和安全的治疗药物成为

一个新的方向。
马里苷（ｍａｒｅｉｎ）是一种从两色金鸡菊头状花序

中分离得到的黄酮类单体化合物［４］。 研究表明，马
里苷对血糖调节有一定的影响，能够改善高胰岛素

抵抗，清除自由基活性［５⁃６］、并且能够增强糖尿病肾

病肾脏组织的自噬水平［７］，但马里苷对糖尿病性心

肌病的作用尚不清楚。 本研究通过马里苷干预高糖

所致 Ｈ９ｃ２ 细胞损伤体外模型，观察其对细胞活性

及自噬相关蛋白的影响，研究马里苷对高糖所致大

鼠心肌细胞系损伤的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞系：大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２（上海中乔新

舟生物科技有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂：马里苷（ｍａｒｅｉｎ；Ｅｘｔｒａｓｙｎｔｈｅｓｅ 公

司；纯度 ９９􀆰 ９％）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ 公司）；基因引物

序列（上海生工生物合成）；二甲双胍（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ，
Ｍｅｔ）（ＭＣＥ 公司）；辣根过氧化物酶标记山羊抗体

（博奥森生物技术有限公司）；兔抗 Ｐ６２、ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ、
ｍ⁃ＴＯＲ抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；兔抗

ＧＡＰＤＨ 抗体 （ Ａｆｆｉｎｉｔｙ 生物科学公司）； 蛋白质

ｍａｒｋｅｒ（１０～ １８０ ｋｕ）、ＢＣＡ 蛋白质定量试剂（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的分组及处理：将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为对照

组（Ｃｔｒｌ）、高糖损伤模型组（ｍｏｄｅｌ，３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄

糖作用 ２４ ｈ）、阳性药对照组（Ｍｅｔ， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），分别

用马里苷低浓度（２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、中浓度（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、高
浓度（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）干预模型组，每组 ｎ ＝ ３。 将细胞

放于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中用完全培养基培

养，定期观察细胞状态。 取对数生长期细胞，细胞计

数后按 １×１０５ 个心肌细胞种于 ９６ 孔板中，加细胞悬

液按 １００ μＬ ／孔。 次日观察细胞，待细胞增殖至

８０％～９０％汇合后换液并确定高糖浓度分组，每孔加

入 ２００ μＬ 浓度不同的葡萄糖溶液 （ ２０、 ３０、 ４０、
５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），分别处理 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后弃上清。 每孔

加 ２０ μＬ 的 ５ ｇ ／ Ｌ ＭＴＴ，室温避光孵育 ４ ｈ 后弃上清。
每孔加 １５０ μＬ 的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），用全自动酶标

仪在波长 ４９０ ｎｍ 下测定各孔的吸光度（Ａ）值，Ａ 值越

大表明细胞存活的越多。 对照组以等量含有 １０％的

完全低糖培养基处理 ２４ ｈ 和４８ ｈ。 细胞存活率（％）＝
实验组平均 Ａ 值 ／对照组平均 Ａ 值×１００％。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测 Ｈ９ｃ２ 细胞活性：将对数期的

Ｈ９ｃ２ 细胞以细胞密度为 １×１０５ 个接种于 ９６ 孔板

上，加入不同浓度的马里苷溶液（２５、５０、１００、２００、
４００、８００、１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ，检测马里

苷对细胞毒性。 对照组以等量含有 １０％的完全低

糖培养基处理 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｐ６２、ＬＣ３⁃Ⅱ／Ⅰ、ｍＴＯＲ 蛋白

的表达：待细胞增殖至 ８０％～９０％汇合度后，按１×１０５

个细胞接种于 ６ 孔板中，药物干预 ４８ ｈ 后，加入含有

１％磷酸酶抑制剂混合物的细胞高效蛋白裂解液

２００ μＬ，收集上清液，置冰上短暂存放或放置－８０ ℃
冰箱长期保存。 取出－８０ ℃冰箱保存的心肌细胞提

取蛋白质，加入组织高效蛋白裂解液后在冰上放置

３０ ｍｉｎ，匀浆、裂解并离心，取上清液弃沉淀，并将其

放在冰上进行短期保存或放在－８０ ℃的冰箱中进行

长期保存。 用 ＢＣＡ 法进行蛋白质定量后进行 ＳＤＳ⁃

０７２１
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ＰＡＧＥ，转 ＰＶＤＦ 膜，浸入配置好的 ５％牛奶的封闭液

中于摇床上封闭 １􀆰 ５ ｈ。 用１×ＴＢＳＴ清洗 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ。 ４ ℃冰箱敷一抗过夜。 次日，用 １×ＴＢＳＴ 冲

洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 敷二抗，室温避光摇床孵育

１􀆰 ５ ｈ。 １×ＴＢＳＴ洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 加加强型化

学发光液（ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ， ＥＣＬ）试剂，
曝光显影成像。 利用 ＩｍａｇｅＪ 软件对数据进行分析。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件进行分析处理，
测定结果均采用均数±标准差（ｘ±ｓ） 表示，组间比较

采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ Ａｎｏｖａ）。

２　 结果

２􀆰 １　 马里苷对 Ｈ９ｃ２ 细胞活性的影响

与对照组比较，模型组 Ｈ９ｃ２ 细胞活性显著

降低（Ｐ＜ ０􀆰 ０１） ；马里苷组的细胞活性显著回升

（Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 １） 。
２􀆰 ２　 马里苷对 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｐ６２ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ蛋白

表达的影响

与对照组比较， 模型组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｐ６２ 蛋白表

＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｔｒｌ；∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 １　 马里苷对 Ｈ９ｃ２ 细胞活性回升

Ｆｉｇ １　 Ｍａｒｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝３）

达水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ表达水平显

著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与模型组相比较，马里苷组 ｐ６２
表达水平回降，马里苷浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 蛋白表达

水平显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ表达水平回

升，且马里苷浓度为 ５０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时效果更显著

（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ２）。

Ａ􀆰 Ｃｔｒｌ； Ｂ􀆰 ｍｏｄｅｌ； Ｃ􀆰 ＨＧ＋Ｍｅｔ； Ｄ􀆰 ＨＧ＋２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｒｅｉｎ； Ｅ􀆰 ＨＧ＋５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｒｅｉｎ； Ｆ􀆰 ＨＧ＋１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｒｅｉｎ；
＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 ２　 马里苷对 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｐ６２ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ表达的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍａｒｅｉｎ ｏｎ ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ⅰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２４􀆰 ４４（９）

２􀆰 ３　 马里苷对 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｍＴＯＲ 表达的影响

与对照组比较，模型组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｍＴＯＲ 蛋白

表达水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），与模型组相比较，马
里苷组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｍＴＯＲ 表达水平回降，随着马里

苷浓度的增加，蛋白表达水平更显著性降低，当马里

苷浓度为 ５０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，效果更明显（图 ３）。

３　 讨论

Ｈ９ｃ２ 细胞的表型类似心脏细胞，其能量代谢

与正常原代心肌细胞相似，因此被广泛应用于分

析胰岛素抵抗和缺血心脏的预处理损伤。 为研究

心肌细胞损伤，该细胞系为较合适的模型［８］ 。 本

实验建立高糖诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞体外损伤模型，旨在

探究不同剂量的马里苷对细胞活性的影响。 根据

实验结果表明，马里苷对高糖诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞表

现出保护作用，随着马里苷剂量的增加，细胞增殖

率逐渐上升，细胞活性明显增强。 和对照组相比，
马里苷组能够增强自噬相关蛋白 ＬＣ⁃３Ⅱ ／ Ⅰ的表

达，降低 ｐ６２ 及 ｍＴＯＲ 的水平，且随着马里苷浓度

的增加蛋白表达量发生明显改变，说明马里苷能

够影响高糖诱导的心肌细胞损伤的自噬相关蛋白

的表达。
自噬是一种细胞自我保护过程的机制，它通过

溶酶体降解途径分解异常蛋白质和受损的细胞器，
从而维持细胞的稳态［９］。 高糖可以导致 Ｈ９ｃ２ 细胞

毒性的增加，细胞的凋亡和细胞自噬的被抑制［１０］。
本实验研究发现，高糖可升高自噬相关蛋白 ｐ６２ 与

ｍＴＯＲ 的表达水平，降低 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ 的表达，而马里

苷能够改善高糖引起的自噬水平降低。
心肌细胞在很大程度上也需要自噬来清除异常

和受损的蛋白质和细胞器，以维持心肌的正常运作。
自噬是一种进化上保守的周转过程，在分解长寿蛋

白、处理聚集蛋白或维修功能障碍的细胞器时发挥

着重要作用，同时还能产生能量和大分子前体。
ＬＣ３ 是一种可溶性蛋白，广泛存在于哺乳动物组织

和多种培养的细胞中，是自噬的关键调节因子，它是

通过与 ＡＴＧ７ 和其他自噬效应因子的相互作用而被

膜结合后，启动自噬的发生［１１］。 ＬＣ３⁃Ⅰ 转移到

ＬＣ３⁃Ⅱ是自噬启动的标志，在高糖时抑制 ＬＣ３ 的转

换，抑制自噬［１２］。 此外，ｐ６２ 缺失会导致 ＬＣ３⁃Ⅱ的

形成受损。 另一方面，沉默 ｐ６２ 也可以激活自噬，这
可以通过 ＬＣ３Ｉ 向 ＬＣ３ＩＩ 的转化率以及自噬体的数

量增加来证明。
在细胞自噬的调控中，ｍＴＯＲ 激酶扮演着重要

角色，激活的 ｍＴＯＲ 可以抑制自噬过程，而 ｍＴＯＲ
的负调节作用则促进自噬。 在自噬的诱导过程和终

止中 ｍＴＯＲ 起着重要的作用。 在自噬途径中期

ｍＴＯＲ 信号通路起到负调控作用，引起心肌细胞的

损伤。 研究表明马里苷下调 ｍＴＯＲ，其保护作用可

能与调控自噬有关，具体机制有待进一步研究。

Ａ􀆰 Ｃｔｒｌ； Ｂ􀆰 ＨＧ； Ｃ􀆰 ＨＧ＋Ｍｅｔ； Ｄ􀆰 ＨＧ＋２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｒｅｉｎ； Ｅ􀆰 ＨＧ＋５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｒｅｉｎ； Ｆ􀆰 ＨＧ＋１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｒｅｉｎ；
＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ．

图 ３　 马里苷对 Ｈ９ｃ２ 细胞 ｍＴＯＲ 表达的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍａｒｅｉｎ ｏｎ ｍＴＯＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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