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也摘要页 目的 比较乌头碱配伍甘草次酸前后对衰竭心肌细胞的影响遥方法 将H9c2细胞随机分为 9组袁即空白组袁模型组袁甘草次

酸组袁30尧120尧480 滋mol窑L-1乌头碱组袁30 滋mol窑L-1联用组 渊30 滋mol窑L-1乌头碱+30 滋mol窑L-1甘草次酸冤尧120 滋mol窑L-1联用组渊120 滋mol窑L-1

乌头碱+30 滋mol窑L-1 甘草次酸冤尧480 滋mol窑L-1 联用组渊480 滋mol窑L-1 乌头碱+30 滋mol窑L-1 甘草次酸冤遥 除空白组外袁各组均以阿霉素

法构建衰竭 H9c2 心肌细胞模型遥 造模成功后袁空白组和模型组给予 DMEM袁其余各组给予相应药物干预 24 h遥 显微镜观察细胞形

态和线粒体微观结构袁CCK-8 法测定细胞存活率袁ELISA 检测乳酸脱氢酶渊lactate dehydrogenase, LDH冤尧Na+-K+-ATP 酶尧Ca2+-ATP
酶尧Ca2+-Mg2+-ATP酶尧超氧化物歧化酶渊superoxide dismutase, SOD冤尧丙二醛渊malondialdehyde, MDA冤尧过氧化氢酶渊catalase, CAT冤尧谷胱

甘肽渊glutathione, GSH冤尧ATP袁荧光探针法测定活性氧渊reactive oxygen species, ROS冤尧膜电位尧胞内及线粒体内 Ca2+浓度遥 蛋白免疫

印迹法渊western blot, WB冤检测 AMPK通路和 CaMK域通路蛋白遥 结果 与模型组比较袁120尧480 滋mol窑L-1 乌头碱降低细胞存活率袁
升高 MDA 含量渊P<0.01冤曰480 滋mol窑L-1 乌头碱破坏线粒体结构曰30尧120尧480 滋mol窑L-1 乌头碱升高 ROS 含量袁降低 SOD尧CAT尧GSH
酶活性袁降低线粒体膜电位和 ATP生成袁升高胞内及线粒体内钙离子浓度袁降低 Na+-K+-ATP酶尧Ca2+-ATP酶尧Ca2+-Mg2+-ATP酶活性

渊P<0.05或 P<0.01冤曰480 滋mol窑L-1 乌头碱抑制 AMPK 磷酸化袁降低 SERCA2a 和 PGC-1琢 蛋白表达袁促进 RyR2 蛋白表达渊P<0.05 或

P<0.01冤遥 与单用乌头碱比较袁配伍甘草次酸改善其线粒体结构损伤袁降低 ROS含量袁升高 SOD尧CAT尧Na+-K+-ATP酶尧Ca2+-Mg2+-ATP
酶活性袁降低胞内及线粒体内的钙离子浓度渊P<0.05 或 P<0.01冤曰30尧120 滋mol窑L-1 联用组升高线粒体膜电位渊P<0.05或 P<0.01冤曰120尧
480 滋mol窑L-1 联用组降低 MDA 含量袁提高 GSH尧Ca2+-ATP 酶活性袁升高 ATP 含量渊P<0.05 或 P<0.01冤曰480 滋mol窑L-1 联用组可抑制

CaMK域磷酸化袁升高 PGC-1琢蛋白表达渊P<0.05 或 P<0.01冤遥 结论 甘草次酸可拮抗乌头碱对衰竭心肌细胞的线粒体毒性袁作用环节

可能与缓解氧化应激和钙超载袁增加线粒体产能有关遥
也关键词页 乌头碱曰甘草次酸曰衰竭心肌细胞曰线粒体曰钙超载曰氧化应激
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glycyrrhetinic acid. Methods H9c2 cells were randomized into nine groups, i.e., blank group, model group, glycyrrhetinic acid group,
30, 120, and 480 滋mol窑L-1 aconitine groups, 30 滋mol窑L-1 combination group (30 滋mol窑L-1 aconitine+30 滋mol窑L-1 glycyrrhetinic acid), 120
滋mol窑L-1 combination group (120 滋mol窑L-1 aconitine+30 滋mol窑L-1 glycyrrhetinic acid), and 480 滋mol窑L-1 combination group (480 滋mol窑L-1

aconitine+30 滋mol窑L-1 glycyrrhetinic acid). The model of failing H9c2 cardiomyocytes was established by an 24-hour intervention of
2 滋mol窑L-1 adriamycin in all groups except the blank group. After successful modeling, the blank and model groups were treated
with DMEM, and the remaining groups with the corresponding drugs for 24 h. Cardiomyocyte morphology and mitochondrial
microstructure were observed by microscopy, and cell viability was determined by CCK-8 assay. Enzyme immunoassay was used to
examine the content of lactate dehydrogenase (LDH), Na+-K+-ATPase, Ca2+-ATPase, Ca2+-Mg2+-ATPase, superoxide dismutase (SOD),
malondialdehyde (MDA), catalase (CAT), glutathione (GSH), and ATP. Fluorescent probe assay was employed to check the reactive
oxygen species content (ROS), mitochondrial membrane potential, and intracellular and mitochondrial Ca2+ concentration. Proteins of
AMPK pathway and CaMKII pathway were examined by Western blot. Results Compared with model group, 120 and 480 滋mol窑L-1

aconitine decreased cell viability, increased MDA content (P<0.05 or P<0.01), 480 滋mol窑L-1 aconitine disrupted the mitochondrial
structure, 30, 120, and 480 滋mol窑L-1 aconitine increased ROS content, decreased SOD, CAT, and GSH enzyme activities, decreased
mitochondrial membrane potential and ATP production, and increased intracellular and mitochondrial Ca2+ concentration, decreased
Na +-K +-ATPase, Ca2+-ATPase, and Ca2+-Mg2+-ATPase activities (P<0.05 or P<0.01), and 480 滋mol窑L -1 aconitine inhibited AMPK
phosphorylation, decreased SERCA2a and PGC-1琢 protein expression, and promoted RyR2 protein expression (P<0.05 or P<0.01).
Compared with aconitine group, the combination of glycyrrhizic acid improved mitochondrial structural damage, reduced ROS
content, elevated the activities of SOD, CAT, Na+-K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase, and reduced the intracellular and mitochondrial
calcium ion concentration (P<0.05 or P<0.01), and 30, 120 滋mol窑L -1 combination groups elevated the mitochondrial membrane
potential (P<0.05 or P<0.01), the 120, 480 滋mol窑L-1 combination groups decreased MDA content, increased GSH and Ca2+-ATPase
activities, and elevated ATP content (P<0.05 or P<0.01), and the 480 滋mol窑L-1 combination group inhibited CaMK 域 phosphorylation and
elevated PGC-1琢 protein expression (P<0.05 or P<0.01). Conclusion Glycyrrhetinic acid antagonizes the mitochondrial toxicity of
aconitine on the failing cardiomyocytes, which may be related to alleviating oxidative stress and calcium overload, as well as
increasing mitochondrial energy production.
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附子是毛茛科植物乌头 Aconitum carmichaelii

Debx. 的子根加工品袁其性味辛热袁为野回阳救逆第

一品药冶遥然而袁附子属于有毒中药袁叶神农本草经曳中
将其列为下品袁历代医书及本草典籍中均描述了附

子毒性[1]遥 中医临床应用有毒中药时经过炮制尧配伍

等袁以实现解毒甚至增效的目的[2]遥 附子配甘草属于

经典相畏相杀配伍遥甘草号称野药中国老冶袁尤其善于

缓解药物毒性袁野中药方剂数据库冶渊http://www.tcm鄄
doc.cn/冤检索显示院附子相关方剂中超 30%含甘草[3]遥

实验研究证实袁甘草可通过多途径缓解附子心

脏毒性遥 附子主要毒性成分乌头碱心肌毒性机制与

诱发细胞内氧化应激尧线粒体结构损伤及能量代谢

障碍尧钙超载等有关[4-5]袁而甘草中的甘草次酸则通

过降低心肌细胞线粒体膜电位袁调节细胞钙转运等袁
减轻附子对正常大鼠心功能和 H9c2 心肌细胞的损

伤[6-8]遥 课题组前期袁通过离体蛙心尧衰竭大鼠心脏及

正常心肌细胞实验袁证实了甘草次酸可以拮抗乌头

碱的心肌毒性[9-11]遥 检索现有文献发现袁以衰竭心肌

细胞为研究对象袁探索附子尧甘草活性成分配伍作

用的报道较少遥 因此袁本实验拟以附子毒性代表成

分乌头碱和甘草主要解毒成分甘草次酸为对象袁在
衰竭心肌细胞上袁比较乌头碱配伍甘草次酸前后袁

对模型细胞内氧化应激尧线粒体产能尧钙稳态的作

用袁以期为阐明附子甘草相畏相杀的科学内涵提供

试验数据遥
1 材料

1.1 细胞及主要试剂

大鼠心肌细胞渊H9c2冤渊货号院CL-0089冤购自于

普诺赛生物公司曰乌头碱渊纯度跃98%袁批号院302-27-
2冤袁甘草次酸渊纯度跃98%袁批号院471-53-4冤均购自于

成都埃法生物科技有有限公司曰阿霉素渊批号院HY-
15142冤尧KN-93渊批号院HY-15465B冤尧Dorsomorpnin渊批
号院HY-13418A冤均购自美国 MCE 公司曰CCK-8试
剂盒渊批号院E-CK-A362冤尧ATP 试剂盒渊批号院E-BC-
F002冤均购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司曰
乳酸脱氢酶渊lactate dehydrogenase, LDH冤试剂盒

渊批号院A020-2-2冤尧活性氧渊reactive oxygen species袁
ROS冤试剂盒渊批号院E004-1-1冤尧丙二醛渊malondi鄄
aldehyde袁MDA冤试剂盒渊批号院A003-1-2冤尧超氧化

物歧化酶渊superoxide dismutase袁SOD冤试剂盒渊批号院
A001-3-2冤尧过氧化氢酶渊catalase袁CAT冤试剂盒渊批号院
A007-1-1冤尧谷胱甘肽渊glutathione袁GSH冤试剂盒渊批号院
A006-2-1冤尧Na +-K +-ATP 酶试剂盒渊批号院A070-
2-2冤尧Ca2+-ATP 酶试剂盒渊批号院A070-4-1冤尧Ca2+-
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Mg2+-ATP 酶试剂盒渊批号院A070-3-2冤均购自南京

建成生物工程研究所有限公司曰JC-1 试剂盒渊批号院
M8650袁北京索莱宝科技有限公司冤曰Fluo-4 钙离子检

测试剂盒渊批号院S1601S袁上海碧云天生物技术有限

公司冤曰Rhod-2AM 钙离子荧光渊批号院21060袁美国

AAT Bioques 公司冤遥
1.2 主要仪器

3111 型 CO2 培养箱尧1510 型全波长酶标仪渊美
国 Thermo 公司冤曰BX51 型倒置显微镜尧IX51 型荧光

倒置显微镜渊日本 OLYMPUS 公司冤曰HT7800 透射电

子显微镜渊日本 HITACHI 公司冤曰SynergyhTX 多功

能酶标仪渊美国 Biotek 公司冤遥
2 方法

2.1 细胞培养与分组处理

参考文献 [12]的方法袁在 5% CO2尧37 益条件

下袁用含 10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素混合液

的高糖 DMEM 培养基培养 H9c2 细胞袁待细胞密度

达 90%左右后袁以 0.25%胰酶消化传代袁取对数生长

期细胞进行实验遥 实验组分为空白组袁模型组袁甘草

次酸组袁梯度浓度乌头碱组渊30尧120尧480 滋mol窑L-1冤袁
固定浓度甘草次酸渊30 滋mol窑L-1袁预实验中最高

安全浓度冤配伍乌头碱组遥 除空白组外袁其余组用

2 滋mol窑L-1 阿霉素干预 24 h袁建立衰竭 H9c2 心肌

细胞模型袁然后各给药组给予相应药物处理 24 h遥
2.2 指标检测

2.2.1 CCK-8 法检测细胞存活率 取对数生长期

的 H9c2 心肌细胞制成单细胞悬液袁以密度 5伊103 个/
孔接种至 96 孔板内袁每组设 6 个复孔遥细胞贴壁后袁
按照野2.1冶项造模给药处理遥 待处理结束后袁去除原

培养基袁每孔加入 100 滋L CCK-8 溶液袁孵育 2 h遥
孵育完成后使用酶联免疫检测仪袁于 450 nm 波长

下袁检测各孔吸光度渊OD冤值袁计算细胞存活率遥
2.2.2 倒置显微镜观察细胞形态 取对数生长期

的细胞接种于 6 孔板中袁每孔 1伊106 个细胞袁在 5%
CO2尧37 益条件下进行培养袁按照野2.1冶项处理袁使用

倒置显微镜观察乌头碱配伍甘草次酸前后衰竭

H9c2 心肌细胞形态学的变化遥
2.2.3 ELISA 法检测 LDH尧ATP尧MDA尧SOD尧CAT尧
GSH 含量 取对数生长期的细胞以每孔 1伊106 个细

胞接种于 6 孔板袁按照野2.2.2冶项处理干预袁收集细胞

上清液袁按照试剂盒说明书进行操作袁应用酶标仪于

不同波长下检测样本吸光度值袁根据吸光度计算乌

头碱配伍甘草次酸前后衰竭 H9c2 心肌细胞 LDH尧
ATP尧MDA尧SOD尧CAT尧GSH 含量遥
2.2.4 免疫荧光法检测 ROS 含量 参照野2.2.2冶项
处理干预袁按照 ROS 试剂盒说明书进行操作袁在荧

光倒置显微镜下观察尧拍照遥 DCFH-DA 探针被细胞

内相关酯酶水解成 DCFH袁DCFH 可被胞内 ROS 氧

化为强绿色荧光物质 DCF袁胞内 ROS 水平与 DCF荧
光强度成正比遥
2.2.5 透射电子显微镜观察线粒体超微结构 参照

野2.2.2冶项处理干预细胞袁离心收集细胞沉淀袁去除培

养基加入电镜固定液袁进行固定尧脱水尧包埋尧聚合尧
切片尧染色操作袁最后使用透射电子显微镜观察袁并
采集图像遥
2.2.6 JC-1 染色法检测线粒体膜电位水平 参照

野2.2.2冶项处理干预袁按照 JC-1 试剂盒说明书进行

操作袁在荧光倒置显微镜下观察尧拍照遥 利用 JC-1
染料检测线粒体膜电位袁当线粒体膜电位低时袁JC-
1 染料产生绿色荧光袁线粒体膜电位高时袁JC-1 染料

产生红色荧光遥
2.2.7 荧光探针法检测胞内及线粒体钙离子浓度 参

照野2.2.2冶项处理细胞袁参照 Fluo-4 细胞内 Ca2+检测

试剂盒及 Rhod-2 AM 线粒体内 Ca2+检测试剂说明

书进行 Ca2+检测试剂配制尧装载 Fluo-4 及 Rhod-2
AM 探针等步骤袁通过荧光倒置显微镜观察尧拍照遥
2.2.8 ELISA 法检测 Na+-K+-ATP 酶尧Ca2+-ATP 酶尧
Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性 参照野2.2.2冶项处理干预袁根
据 Na+-K+-ATP 酶尧Ca2+-ATP 酶尧Ca2+-Mg2+-ATP 酶

试剂盒说明测定指标活性袁应用酶标仪于不同波长

下检测样本吸光度袁根据吸光度计算乌头碱配伍甘

草次酸前后衰竭 H9c2 心肌细胞上述酶活性遥
2.2.9 Western blot 法检测 CaMK域尧RyR2尧SER鄄
CA2a尧AMPK尧PGC-1琢 蛋白表达水平 实验分组分

为空白组尧模型组尧乌头碱组渊480 滋mol窑L-1 乌头碱冤尧
甘草次酸组渊30 滋mol窑L-1 甘草次酸冤尧乌头碱+甘草

次酸联用组渊480 滋mol窑L-1 乌头碱+30 滋mol窑L-1 甘草

次酸冤尧CaMK域抑制剂组渊KN-93冤尧AMPK 抑制剂组

渊Dorsomorphin冤遥 除正常组外袁其余各组参照野2.1冶项
造模遥 抑制剂组尧抑制剂+乌头碱+甘草次酸组加入

5 滋mol窑L-1 抑制剂处理 2 h遥 之后参照分组给予相

应药物培养 24 h袁空白组尧模型组尧抑制剂组给予空

白 DMEM遥 药物处理后袁收集细胞袁加入细胞裂解

液袁冰上裂解 30 min袁以 12 000 r/min 离心 15 min
离心半径袁取上清袁-80 益冰箱内保存尧备用遥 利用

BCA 试剂盒测定总蛋白含量遥 取适量蛋白样品进行

电泳分离袁电泳电压为 80 V袁当样本到达分离胶位

置后调高电压至 130 V曰然后转膜 1 h袁电流 250 mA袁
5%脱脂牛奶封闭 1 h袁加一抗渊1颐1 000)袁4 益孵育

过夜遥 次日袁TBST 漂洗 5 次袁二抗渊1颐5 000冤室温孵

育 1 h袁TBST 漂洗 5 次袁添加 ECL 发光液暗室曝片遥
用 ImageJ 分析各条带灰度遥
2.3 统计学分析

使用 SPSS 21.0 统计软件处理实验数据袁采用
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分组

空白组

模型组

甘草次酸组

30 滋mol窑L-1 乌头碱组

30 滋mol窑L-1 联用组

120 滋mol窑L-1 乌头碱组

120 滋mol窑L-1 联用组

480 滋mol窑L-1 乌头碱组

480 滋mol窑L-1 联用组

ATP/渊滋mol窑L-1冤
3.59依0.02
2.94依0.01##

2.91依0.04
2.88依0.06**
2.93依0.04
2.57依0.05**
2.71依0.01银银

2.09依0.03**
2.33依0.02银银

线粒体膜电位/荧光度值

113.53依4.51
42.51依0.70##

34.65依1.70
18.33依0.63**
29.83依1.70银银

9.45依0.64**
13.20依0.63银

2.79依0.18**
3.94依0.20

表 2 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞线粒体

功能的影响渊曾依s袁n=3冤

注院与空白组比较袁##P<0.01曰与模型组比较袁**P<0.01曰与对应浓度

乌头碱组比较袁银P<0.05袁银银P<0.01遥

GraphPad prism 8 软件绘图袁实验结果以野曾依s冶表示遥
两组间数据通过 t 检验进行比较袁多组比较采用单

因素方差分析袁组间数据比较采用 LSD 检验遥 以 P<
0.05 表示差异具有统计学意义遥
3 结果

3.1 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞毒性作

用的影响

与空白组比较袁模型组细胞存活率显著降低袁
LDH 含量升高渊P<0.01冤袁且细胞形态多呈不规则多

角形袁间隙加宽袁细胞表面粗糙袁胞内易见较多细微

颗粒物遥与模型组比较袁乌头碱组细胞存活率均降

低袁LDH 含量升高渊P<0.01冤袁细胞形态不清晰袁细胞

损伤加剧袁且随乌头碱浓度增加袁损伤越严重遥 与乌

头碱组比较袁120 滋mol窑L-1 和 480 滋mol窑L-1 联用组

细胞存活率无统计学差异 渊P>0.05冤袁LDH含量降低

渊P<0.01冤袁细胞形态改善遥 详见表 1尧图 1遥

3.2 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞线粒体

结构与功能的影响

与空白组比较袁模型组线粒体整体呈现水肿尧崩
解状尧数量减少袁超微结构出现膜肿胀尧嵴断裂溶解尧
间隙增大等病变曰乌头碱组加重上述病变曰配伍甘草

次酸后袁细胞线粒体膜相对完整尧边界较清晰袁嵴结

构完整袁空泡化情况较少遥 与模型组比较袁乌头碱单

用 ATP 含量和线粒体膜电位降低渊P<0.01冤曰与乌头

碱组比较袁120尧480 滋mol窑L-1 联用组的 ATP 含量均

升高渊P<0.01冤袁30尧120 滋mol窑L-1 联用组线粒体膜电

位均升高渊P<0.05 或 P<0.01冤遥 详见表 2 及图 2要3遥

图 1 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞的

形态的影响渊伊100冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.甘草次酸组曰D.30 滋mol窑L-1 乌头碱组曰
E.30 滋mol窑L-1 联用组曰 F.120 滋mol窑L-1 乌头碱组曰G.120 滋mol窑L-1

联用组曰H.480 滋mol窑L-1 乌头碱组曰I.480 滋mol窑L-1 联用组遥

A B C

D E F

G H I
图 2 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞的线粒

体超微结构的影响渊伊10 000冤
注院A.空白组曰B.模型组曰C.甘草次酸组曰D.乌头碱组曰E.联用组遥 红

色箭头院线粒体嵴形态曰黄色箭头院空泡化现象曰紫色箭头院线粒体

膜肿胀情况遥

A B

C D

E

表 1 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌心肌细胞

LDH的影响渊曾依s袁n=3冤

注院与空白组比较袁##P<0.01曰与模型组比较袁**P<0.01曰与对应浓度

乌头碱组比较袁银银P<0.01遥

分组

空白组

模型组

甘草次酸组

30 滋mol窑L-1 乌头碱组

30 滋mol窑L-1 联用组

120 滋mol窑L-1 乌头碱组

120 滋mol窑L-1 联用组

480 滋mol窑L-1 乌头碱组

480 滋mol窑L-1 联用组

LDH/渊U窑L-1冤
265.32依10.98
313.13依10.30##

309.09依13.50
362.29依5.04**
317.85依9.08
411.45依9.38**
366.33依3.43银银

457.24依10.08**
404.71依6.67银银

细胞存活率/%
100.00依9.65
68.29依6.64##

67.71依6.94
61.74依5.28
64.72依5.35
54.74依5.36**
60.05依6.10
45.71依4.36**
51.12依4.64
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3.3 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞氧化应

激的影响

与空白组比较袁模型组 ROS 含量显著升高袁
SOD尧CAT尧GSH 活性降低渊P<0.01冤遥 与模型组比较袁
乌头碱组 ROS尧MDA 含量升高袁SOD尧CAT尧GSH 活性

降低渊P<0.01冤遥与乌头碱组比较袁各浓度联用组 ROS
含量均降低袁SOD尧CAT 活性提高渊P<0.05 或 P<
0.01冤袁120尧480 滋mol窑L-1 联用组 MDA 含量显著降低袁
GSH 活性显著升高渊P<0.05冤遥 详见表 3尧图 4遥
3.4 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞钙超载

的影响

与空白组比较袁模型组胞内及线粒体钙离子浓

度增高袁Na +-K +-ATP 酶尧Ca2 +-ATP 酶尧Ca2 +-Mg2 +-
ATP 酶活性降低渊P<0.01冤曰与模型组比较袁乌头碱

组胞内及线粒体钙离子浓度增高袁Na+-K+-ATP 酶尧
Ca2+-ATP 酶尧Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性降低 渊P<0.05
或 P<0.01冤曰各浓度联用组胞内钙离子浓度较乌头

碱组显著降低袁Na+-K+-ATP 酶尧Ca2+-Mg2+-ATP 酶

活性升高袁120尧480 滋mol窑L-1 联用组线粒体内钙离

子浓度显著降低袁Ca2+-ATP 酶活性显著提高渊P<
0.05 或 P<0.01冤遥 详见表 4 及图 5要6遥
3.5 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞钙通道

蛋白的影响

与空白组比较袁模型组的 SERCA2a 蛋白表达水

平降低袁CaMK域磷酸化水平升高袁RyR2 蛋白表达

水平升高渊P<0.01冤曰与模型组比较袁乌头碱组降低

SERCA2a 蛋白表达水平袁提高 RyR2 蛋白表达水平

渊P<0.05 或 P<0.01冤遥 与乌头碱组比较袁联用组抑制

CaMKII 磷酸化渊P<0.05冤遥 详见图 7遥
3.6 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞 AMPK
通路蛋白的影响

与空白组比较袁模型组的 AMPK 磷酸化水平和

PGC-1琢 蛋白表达水平降低渊P<0.05冤曰与模型组比

表 3 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞氧化应激指标的影响渊曾依s袁n=3冤

注院与空白组比较袁##P<0.01曰与模型组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与对应浓度乌头碱组比较袁银P<0.05袁银银P<0.01遥

分组

空白组

模型组

甘草次酸组

30 滋mol窑L-1 乌头碱组

30 滋mol窑L-1 联用组

120 滋mol窑L-1 乌头碱组

120 滋mol窑L-1 联用组

480 滋mol窑L-1 乌头碱组

480 滋mol窑L-1 联用组

MDA/渊nmol窑L-1冤
1.53依0.62
1.94依0.56
1.93依0.56
4.56依1.16
2.73依1.39
7.70依1.86**
4.63依1.33银

11.46依0.97**
8.08依0.52银

SOD/渊U窑mgprot-1冤
30.98依0.40
25.47依0.37##

25.27依0.32
17.08依0.33**
20.11依0.24银银

14.75依0.33**
16.74依0.53银银

6.35依0.88**
10.56依0.13银银

CAT/渊U窑mgprot-1冤
46.05依2.04
41.45依2.34##

40.26依0.64
31.07依0.87**
35.66依0.37银银

21.77依0.49**
24.53依0.66银银

13.29依0.81**
19.75依0.94银银

GSH/渊U窑mgprot-1冤
0.62依0.02
0.40依0.20##

0.39依0.01
0.33依0.01**
0.35依0.01
0.23依0.00**
0.25依0.01银

0.17依0.01**
0.19依0.00银

图 3 乌头碱配伍甘草次酸前后对衰竭心肌细胞线粒体

膜电位的影响渊伊100冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.甘草次酸组曰D.30 滋mol窑L-1 乌头碱组曰
E.30 滋mol窑L-1 联用组曰 F.120 滋mol窑L-1 乌头碱组曰G.120 滋mol窑L-1

联用组曰H.480 滋mol窑L-1 乌头碱组曰I.480 滋mol窑L-1 联用组遥

A

B

C

D

E

F

G

H

I

Red Green Merge
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表 4 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞膜部分

离子转运体的影响渊曾依s袁n=3袁U窑mgprot-1冤

注院与空白组比较袁##P<0.01曰与模型组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与
对应浓度乌头碱组比较袁银P<0.05袁银银P<0.01遥

分组

空白组

模型组

甘草次酸组

30 滋mol窑L-1 乌头碱组

30 滋mol窑L-1 联用组

120 滋mol窑L-1 乌头碱组

120 滋mol窑L-1 联用组

480 滋mol窑L-1 乌头碱组

480 滋mol窑L-1 联用组

Na+-K+-ATP 酶

4.13依0.12
3.36依0.07##

3.31依0.11
2.76依0.07**
3.16依0.08银银

2.42依0.09**
2.85依0.13银银

0.72依0.07**
1.13依0.18银银

Ca2+-ATP 酶

4.57依0.07
2.46依0.09##

2.36依0.22
2.05依0.05**
2.17依0.16
1.95依0.07**
1.89依0.15银

0.72依0.06**
1.01依0.07银银

Ca2+-Mg2+-ATP 酶

2.40依0.12
1.72依0.09##

1.68依0.10
1.52依0.10**
1.68依0.07银

1.30依0.02**
1.44依0.08银

0.56依0.08**
0.88依0.03银银

较袁乌头碱组抑制 AMPK 磷酸化袁降低 PGC-1琢 蛋

白表达水平渊P<0.05 或 P<0.01冤遥 与乌头碱组比较袁
联用组升高 PGC-1琢 蛋白表达水平渊P<0.01冤遥 详见

图 8遥
4 讨论

附子是典型毒效并存中药袁其毒性靶器官以心

脏为主[13]袁所含毒性成分乌头碱可导致心肌细胞出

现氧化损伤袁破坏线粒体结构袁并降低线粒体的

ATP 产量袁诱发钙超载袁进而影响心肌细胞兴奋-收
缩耦联过程 [14-15]曰同时袁也有研究发现袁附子可保护

线粒体结构尧增加线粒体产能[16-17]袁对线粒体的上述

作用提示附子对心肌细胞线粒体结构与功能具有双

向调节作用袁但其野毒-量-效冶关系尚未明确遥 另一

方面袁 现有研究主要聚焦甘草可减轻附子对正常心

脏的毒性作用 [18]袁但其对衰竭心脏是否具有类似的

减毒作用尧减毒作用环节尧机制等则鲜有报道遥
氧化应激是乌头碱诱导心肌毒性的重要环节之

一遥 研究发现袁乌头碱可升高大鼠心肌组织 ROS 含

量以及血清中 MDA 含量袁降低 SOD 活性[19]遥 ROS 的

蓄积可导致线粒体膨大尧肿胀尧破裂等造成线粒体结

构损伤袁还可诱导线粒体内膜脂质过氧化袁促进线粒

体通透性转换孔的开放袁降低线粒体膜电位降低袁最
终导致 ATP 产量减少[20]遥本实验证实袁乌头碱配伍甘

草次酸后袁细胞GSH尧CAT尧SOD酶活性升高袁MDA尧ROS
含量下降袁细胞线粒体膜相对完整尧边界较清晰袁嵴
结构完整袁空泡化情况较少袁线粒体膜电位升高袁且
ATP 含量上升遥 提示甘草次酸通过调节胞内氧化/抗
氧化系统平衡袁清除多余 ROS袁缓解氧化应激袁改善

线粒体能量代谢功能袁拮抗乌头碱毒性遥
钙超载是乌头碱引起心肌毒性的另一诱因遥 钙

超载是指各种原因所致的 Ca2+浓度异常升高现象袁

图 4 乌头碱配伍甘草次酸前后对衰竭心肌细胞 ROS含量

的影响渊伊100冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.甘草次酸组曰D.30 滋mol窑L-1 乌头碱组曰
E.30 滋mol窑L-1 联用组曰 F.120 滋mol窑L-1 乌头碱组曰G.120 滋mol窑L-1

联用组曰H.480 滋mol窑L-1 乌头碱组曰I.480 滋mol窑L-1 联用组遥

A B C

D E F

G H I

图 5 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞胞内钙离子

浓度的影响渊伊100冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.甘草次酸组曰D.30 滋mol窑L-1 乌头碱组曰
E.30 滋mol窑L-1 联用组曰F.120 滋mol窑L-1 乌头碱组曰G.120 滋mol窑L-1 联

用组曰H.480 滋mol窑L-1 乌头碱组曰I.480 滋mol窑L-1 联用组遥

A B C

D E F

G H I

图 6 乌头碱配伍甘草次酸对衰竭心肌细胞线粒体内

钙离子浓度的影响渊伊100冤
注院A.正常组曰B.模型组曰C.甘草次酸组曰D.30 滋mol窑L-1 乌头碱组曰
E.30 滋mol窑L-1 联用组曰F.120 滋mol窑L-1 乌头碱组曰G.120 滋mol窑L-1

联用组曰H.480 滋mol窑L-1 乌头碱组曰I.480 滋mol窑L-1 联用组遥

A B C

D E F

G H I
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钙超载与细胞膜 Ca2+等 ATP 依赖性转运酶活性降

低尧线粒体钙离子转运通道变化等有关[21-22]遥 Ca2+-
Mg2+-ATP 酶位于肌浆网袁使肌浆网释放 Ca2+袁泵出

细胞外曰Ca2+-ATP 酶位于细胞膜和线粒体膜上袁负
责将细胞内游离的 Ca2+转运至胞外或者摄入肌浆网

内袁二者均可维持细胞内低钙环境遥 CaMK域是心肌

细胞 Ca2+信号通路及下游各种离子通道的核心调控

蛋白袁其磷酸化影响 Ca2+转运蛋白袁可引起胞内钙超

载[23-24]遥 RyR2 是心肌细胞肌浆网主要的 Ca2+释放通

道袁SERCA2a 则主要负责肌浆网 Ca2+摄入袁两者表

达受到 CaMK域的调控袁前者过度表达袁后者抑制

表达均会诱导胞内钙超载遥 实验结果显示袁乌头碱

配伍甘草次酸后胞内及线粒体钙离子浓度降低袁
Ca2+-ATP 酶尧Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性均显著升高袁

CaMK域磷酸化降低和 RyR2 表达降低袁SERCA2a表
达升高袁本研究提示袁影响 Ca2+转运蛋白可能是甘草次

酸缓解乌头碱所致模型细胞钙超载的主要途径遥
AMPK 是广泛存在于真核细胞生物的一种能量

传感器袁参与能量代谢的调节[25]遥 一方面袁AMPK 通

过调节物质代谢促进线粒体产能 [26-27]曰另一方面袁
AMPK 激活或抑制多种下游因子参与能量代谢的调

节遥 APMK 通路下游蛋白 PGC-1琢 为线粒体生物合

成的关键因子袁PGC-1琢 被 AMPK 激活后直接或间

接激活核呼吸转录因子袁促进线粒体 DNA 转录和复

制袁增加线粒体生物合成袁进而改善线粒体能量代

谢[28]遥 本实验结果发现乌头碱可抑制 AMPK 及PGC-
1琢 表达袁配伍甘草次酸后 AMPK 及 PGC-1琢 表达升

高曰而预先经 AMPK 抑制剂干预后袁乌头碱配伍甘

图 7 乌头碱配伍甘草次酸前后对衰竭心肌细胞钙通道蛋白的影响渊曾依s袁n=3冤
注院Dox 为阿霉素曰Aco 为乌头碱曰Gly 为甘草次酸曰KN-为 CaMK域抑制剂曰从左至右分别为空白组尧模型组尧甘草

次酸组尧乌头碱组尧联用组尧CaMK域抑制剂组曰与对应组比较袁*P<0.05袁**P<0.01遥

图 8 乌头碱配伍甘草次酸前后对衰竭心肌细胞 AMPK通路蛋白的影响渊曾依s袁n=3冤
注院Dox 为阿霉素曰Aco 为乌头碱曰Gly 为甘草次酸曰Com 为 AMPK 抑制剂曰从左至右分别为空白组尧模型组尧甘草次酸组尧乌头

碱组尧联用组尧AMPK 抑制剂组曰与对应组比较袁*P<0.05袁**P<0.01遥
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草次酸后 AMPK 及 PGC-1琢 表达均未升高遥 提示甘

草次酸可能通过拮抗乌头碱对衰竭心肌细胞 AMPK
的磷酸化的抑制袁激活 PGC-1琢袁进而促进线粒体生

物合成袁提高线粒体产能效率遥
本实验在衰竭心肌细胞水平进行乌头碱配伍甘

草次酸减毒研究遥研究结果发现袁甘草次酸可拮抗乌头

碱诱导衰竭心肌细胞毒性作用袁作用环节可能与激

活 AMPK 信号通路袁改善线粒体产能袁缓解氧化应

激和钙超载相关袁其具体作用机制仍需进一步证实遥
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