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［摘要］　目的　探讨小檗碱对高糖诱导心肌细胞ＡＭＰＫＡＳ１６０ＧＬＵＴ４通路调节及保护作用。方法　体外
培养大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞系，设置组别为健康对照组、高糖模型组、不同浓度小檗碱组（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）并分
别处理。ＣＣＫ８法检测细胞增殖与毒性；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染实验观察小檗碱对高糖诱导心肌细胞凋亡的
影响；鬼笔环肽染色观察心肌细胞骨架；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小檗碱对高糖诱导心肌细胞腺苷酸活化蛋白激酶
（ＡＭＰＫ）、磷酸化糖代谢调节蛋白（ＰＡＳ１６０）、葡萄糖转运蛋白４（ＧＬＵＴ４）、丙酮酸脱氢酶（ＰＤＨ）蛋白表达的影
响。结果　ＣＣＫ８检测结果可见高糖诱导心肌细胞的细胞活力１００μｍｏｌ／Ｌ小檗碱组显著高于模型组（Ｐ＜
０．０５）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染实验结果显示心肌细胞凋亡率 １００μｍｏｌ／Ｌ小檗碱组显著低于模型组（Ｐ＜
０．０１）；心肌细胞骨架观察结果显示，小檗碱可改善心肌细胞肥大情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＡＭＰＫ与 ＡＳ１６０
的磷酸化程度小檗碱组明显高于模型组（Ｐ＜０．０１），丙酮酸脱氢酶（ＰＤＨ）含量１００μｍｏｌ／Ｌ小檗碱组明显高于
模型组（Ｐ＜０．０１），心肌细胞膜上ＧＬＵＴ４含量５０、１００μｍｏｌ／Ｌ小檗碱组明显高于模型组（Ｐ＜０．０１）。结论　小
檗碱可改善高糖诱导心肌细胞损伤，提高心肌细胞葡萄糖代谢效率，其作用机制可能与调控 ＡＭＰＫＡＳ１６０
ＧＬＵＴ４信号通路有关。
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　　糖尿病是一类以胰岛素分泌的绝对或相对不足
而引起的持续性高糖为特征，并伴有脂肪，蛋白质代

谢紊乱的内分泌性疾病［１］。糖尿病心肌病（ＤＣＭ）
是由糖尿病引起的、与血管疾病同时伴行或单独发

生的特殊性心肌病，是糖尿病最为严重的并发症之

一［２］。糖尿病心肌病状态下由于心脏代谢紊乱，微

血管病变引发心脏广泛灶性坏死，出现亚临床心功

能异常，最终发展为心律失常、心力衰竭以及心源性

休克［３］。目前糖尿病心肌病发病原因尚不清楚，研

究显示，慢性高血糖会通过电子链使活性氧（ＲＯＳ）
大量生成，进而诱发心肌细胞凋亡。２型糖尿病患
者通常伴随高胰岛素血症，在高胰岛素和胰岛素抵

抗情况下心脏对于葡萄糖利用明显减弱，从而使心

脏更多依赖于脂肪酸氧化进行能量代谢，相应的葡

萄糖转运蛋白 ＧＬＵＴ１及 ＧＬＵＴ４表达减少，导致心
脏能量代谢效率大幅降低［４］，其中ＧＬＵＴ４主要在胰
岛素敏感的骨骼肌、心肌和脂肪细胞中表达，因此刺

激ＧＬＵＴ４质膜转运将会是改善心脏葡萄糖代谢障
碍重要的一环［５８］。小檗碱（ＢＢＲ）是黄连根茎中的
主要成分，有降血糖、降血脂之功效，为黄连治疗消渴

的物质基础。有研究报道，小檗碱可通过激活ＡＭＰＫ
抑制脂肪合成，改善胰岛素抵抗［９］。ＡＭＰＫ为生物能
量代谢关键分子，其所调控的ＡＳ１６０蛋白即为ＧＬＵＴ４
关键激动蛋白。因此本实验将通过高糖诱导心肌细

胞模拟糖尿病机体心脏高血糖环境，探讨 ＢＢＲ对高
糖诱导心肌细胞糖代谢功能以及心肌细胞损伤是否

有改善作用，为ＢＢＲ治疗ＤＣＭ提供理论依据。
１　材料与方法
１．１　细胞及培养　Ｈ９ｃ２（２１）大鼠心肌细胞购自
中国科学院上海细胞库，使用 ＬｏｗＧｌｕｃｏｓｅＤＭＥＭ
培养基＋１０％胎牛血清＋１％双抗培养，培养环境温
度３７℃，５％ＣＯ２浓度。
１．２　药品与试剂　小檗碱由中国科学技术大学附
属第一医院药剂科提取纯化（小檗碱纯度９８％）；兔
抗腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）单克隆抗体，兔抗
磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（ＰＡＭＰＫ）单克隆抗

体，兔抗丙酮酸脱氢酶（ＰＤＨ）单克隆抗体，兔抗磷
酸化糖代谢调节蛋白（ＰＡＳ１６０），兔抗甘油醛３磷
酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）多克隆抗体购自ＣＳＴ公司；兔抗
葡萄糖转运蛋白４（ＧＬＵＴ４），兔抗糖代谢调节蛋白
（ＡＳ１６０），购自 Ａｂｃａｍ公司；辣根酶标记的山羊抗
兔ＩｇＧ购自ＣＳＴ。ＩｍｍｏｂｉｌｏｎＷｅｓｔｅｒｎＥＣＬ化学发光
试剂盒，ＰＶＤＦ膜购自 Ｍｉｌｌｐｏｒｅ；磷酸酶抑制剂，蛋白
酶抑制剂购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ；Ｑｕｉｃｋｂｌｏｃｋ一抗
稀释液，Ｑｕｉｃｋｂｌｏｃｋ二抗稀释液，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快
速配置试剂盒，ＰＭＳＦ，ＲＩＰＡ裂解液（强），ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒，ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×），曲
拉通Ｘ１００，ＤＡＰＩ染色液，青霉素链霉素双抗，胰酶
细胞消化液购自碧云天；甘氨酸，Ｔｒｉｓ购自北京索莱
宝；Ｈ９Ｃ２（２１）大鼠心肌细胞购自中国科学院上海
细胞库；ＤＭＥＭ低糖培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ；胎牛血清
购自Ｇｉｂｃｏ；ＣＣＫ８试剂盒，膜蛋白和胞浆蛋白提取
试剂盒购自上海贝博；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试
剂盒购自南京维诺赞公司；鬼笔环肽购自 Ｓｉｇｍａ；
４％多聚甲醛购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ。
１．３　主要仪器　 超净工作台，苏州净化技术有限
公司；细胞培养箱，上海力申科学仪器有限公司；压

力蒸汽灭菌器，上海申安仪器厂；金属浴，杭州博日

有限公司；超声波清洗器，宁波新芝生物科技有限公

司；电子分析天平，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司；纯水机，力康
仪器有限公司；超低温冰箱，中科美菱有限公司；高

速冷冻离心机，安徽中科中佳科学仪器有限公司；酶

标仪，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；摇床，海门市其
林贝尔仪器制造有限公司；电泳装置及转膜装置，上

海天能科技有限公司；制冷剂，常熟市雪科电器有限

公司；化学发光成像仪，上海培清科技有限公司。流

式细胞仪，美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司。荧光显微
镜，德国Ｌｅｉｃａ公司。
１．４　方法
１．４．１　细胞计数　台盼蓝染色液经０．２２μｍ滤膜
过滤备用。将细胞消化，细胞悬液转移至 ＥＰ管中
吹打混匀，取１０μＬ细胞悬液与台盼蓝染液等体积
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混匀，吸取１０μＬ至细胞计数板。将计数板插入细
胞自动计数仪，于显示屏上可见活细胞呈中间通透

圆点状，死细胞为实心深色圆点状，待机器自动计算

板中活细胞及死细胞数量，记录数据。

１．４．２　细胞活力检测　根据细胞计数结果，将细胞
加入培养基稀释密度至 １×１０５／ｍＬ。横向加入 ９６
孔板各孔 １００μＬ细胞悬液，边缘 ３６孔加入 ＰＢＳ。
待细胞长至７０％ ～８０％，弃去原培养基，分别加入
高糖（葡萄糖浓度５０ｍｍｏｌ／Ｌ）及 ＢＢＲ（浓度分别为
２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）组，模型组（葡萄糖浓度 ５０
ｍｍｏｌ／Ｌ）和健康对照组干预２４ｈ。各孔加入培养基
体积十分之一体积即１０μＬＣＣＫ８试剂。４ｈ内任意
时间点读板，选取吸光度（ＯＤ）值在１．０附近时分析。
１．４．３　细胞凋亡检测　 使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
双染法检测心肌细胞凋亡，分组为健康对照组，高糖

诱导模型组及高糖条件下ＢＢＲ（浓度分别为２５、５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ）加药组，心肌细胞培养２４ｈ后收集各
实验组细胞，控制１×１０６个细胞与５００μＬ工作液
中，加入 １０μＬＦＩＴＣ染液，混匀避光室温孵育 １０
ｍｉｎ，再在每组加入５μＬＰＩ染液同样混匀避光室温
孵育１０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测细胞凋亡百分率。
１．４．４　心肌细胞骨架观察　 将心肌细胞接种在２４
孔板中，分组同１．４．３分别加入高糖及小檗碱刺激
２４ｈ，弃去培养基，用３７℃水浴中预热的 ＰＢＳ洗２
次，向各孔中加入１５０μＬ４％多聚甲醛固定细胞，室
温孵育１０ｍｉｎ。吸出多聚甲醛，用ＰＢＳ冲洗２次，加
入２００μＬ０．１％曲拉通，室温孵育５ｍｉｎ后用 ＰＢＳ
冲洗２次。向每孔中刚加入１００μＬ现配０．１％鬼
笔环肽，室温避光孵育 ３０ｍｉｎ，于摇床上使用 ＰＢＳ
洗３次，每次５ｍｉｎ，再加入１００μＬＤＡＰＩ染液，室温
避光孵育１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ清洗２次，每孔加入２００μＬ
ＰＢＳ于荧光显微镜下观察。
１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达　取处于对
数生长期细胞，分组为高糖条件下 ＢＢＲ（２５、５０、１００
μｍｏｌ／Ｌ）浓度组，模型组，对照组，以 １×１０８个／孔
接种六孔板，加药处理 ２４ｈ后使用细胞刮收集细
胞，加入ＲＩＰＡ裂解液及膜蛋白或胞浆蛋白提取试
剂盒分别提取细胞总蛋白或膜蛋白，ＢＣＡ定量测定
蛋白浓度。总蛋白与膜蛋白分别加入１／４体积的
ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×），总蛋白放入沸水
煮沸５ｍｉｎ后备用，膜蛋白 －８０℃保存备用。待
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳结束，切胶转 ＰＶＤＦ膜，放入
５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，ＴＰＢＳ洗涤３次，置于配

置好的辣根过氧化酶标记的二抗室温孵育２ｈ，ＥＣＬ
显色，利用 ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值，以 ＧＡＰＤＨ为
内参考察各蛋白变化。

１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２３．０对数据进行分
析。实验所得计量资料使用ｘ±ｓ描述，多组间比较
使用单因素方差分析，事后两两比较使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ
检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＢＢＲ对高糖诱导心肌细胞存活率影响　图１
的ＣＣＫ８结果显示，高糖刺激２４ｈ后，与健康对照
组相比，高糖组细胞存活率明显下降；ＢＢＲ（２５、５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ）与高糖组相比可以逐步提高心肌细胞
存活率，且呈浓度相关性。

　　注：与健康对照组比较，ａＰ＜０．０１；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０５

图１　ＢＢＲ对高糖诱导心肌细胞存活率的影响（ｎ＝３）

２．２　ＢＢＲ对高糖诱导心肌细胞凋亡的影响　采用
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测心肌细胞凋亡率。
图２流式细胞仪检测结果显示，模型组与对照组相
比，高糖能明显诱导心肌细胞凋亡；高糖条件下

ＢＢＲ（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）加药组与模型组比较，加
药组可以明显降低心肌细胞凋亡率，对心肌细胞起

到一定的保护作用。

２．３　ＢＢＲ对高糖诱导心肌细胞形态影响　鬼笔环
肽染色结果显示，高糖诱导心肌细胞与正常组细胞

相比，细胞呈肥大表现，ＢＢＲ干预组（２５、５０、１００
μｍｏｌ／Ｌ）则可不同程度上改善心肌细胞肥大，使细
胞形态趋于正常。见图３。
２．４　ＢＢＲ对高糖诱导心肌细胞 ＡＭＰＫ、ＰＡＭＰＫ、
ＡＳ１６０、ＰＡＳ１６０、ＰＤＨ、ＧＬＵＴ４蛋白表达影响　ＡＭＰＫ
蛋白是生物能量代谢关键分子，其调控 ＡＳ１６０从而
激活ＧＬＵＴ４向膜外转运，维持细胞正常葡萄糖摄取
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　　注：与健康对照组比较，ａＰ＜０．０１；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０５

　　图２　ＢＢＲ对高糖诱导心肌细胞凋亡的影响（ｎ＝３）：Ａ－Ｅ：ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双重染色法检测ＢＢＲ对心肌细胞凋亡的影响；Ｆ：不同组大

鼠心肌细胞凋亡率比例的定量分析

功能。ＰＤＨ为丙戊酸脱氢酶，是催化丙酮酸不可逆
的氧化脱羧为乙酰辅酶Ａ的限速酶。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与正常组比较，高糖组
ＰＡＭＰＫ、ＰＡＳ１６０、ＰＤＨ、胞膜 ＧＬＵＴ４含量明显降
低；与高糖组相比，ＢＢＲ（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）可以不
同程度提高心肌细胞内 ＰＡＭＰＫ、ＰＡＳ１６０、ＰＤＨ、胞
膜ＧＬＵＴ４的表达水平。见图４。
３　讨论

ＤＣＭ作为糖尿病最为严重并发症之一，病理特
征表现为心肌细胞肥大、间质纤维化和 ＰＡＳ阳性的
物质浸润，冠状小动脉基底膜增厚，心肌内可见微血

管病变［１０］。糖尿病心血管病变中，ＤＣＭ发病率最
高，目前已成为老年糖尿病患者死亡的主要原因。

由于发病机制尚不清楚，目前ＤＣＭ的治疗主要是通
过控制血糖及血压实现的，并没有较为理想的药物。

因此进一步探索ＤＣＭ发病机制，以便制定更加有效
合理的治疗方案显得尤为重要。

有研究显示，慢性高血糖可引起心肌细胞损伤，

高脂血症会使脂肪酸大量进入心肌细胞，进而致使

细胞脂肪酸氧化过载产生脂毒性［１１］。因此心肌细

胞的能量代谢障碍或许是 ＤＣＭ发病的重要原因。
正常心肌细胞中，脂肪酸氧化与葡萄糖、乳酸代谢共

同供能于心脏，保证其正常收缩功能［１２１３］。而在高

血糖环境中，葡萄糖转运蛋白活性下降，影响细胞对

葡萄糖跨膜运输速率，导致葡萄糖代谢提供 ＡＴＰ不
足，进而导致心脏供能不足。本实验则从改善心肌

细胞葡萄糖代谢入手，观察小檗碱是否可以通过

ＡＭＰＫＡＳ１６０通路刺激ＧＬＵＴ４的向膜转运，从而逆
转糖尿病状态下的心脏糖代谢障碍。

本实验中，通过考察心肌细胞活力值，凋亡率，

细胞形态观察以及相关通路蛋白的表达分析小檗碱

对ＨＧ诱导心肌细胞的保护作用。从实验结果可得
知小檗碱可一定程度提高ＨＧ条件下心肌细胞活力
值，降低心肌细胞凋亡率，改善心肌细胞肥大［１４］。

通路蛋白中，小檗碱激活 ＡＭＰＫ的磷酸化，从而刺
激下游通路ＡＳ１６０，促进ＧＬＵＴ４的质膜转运过程。
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图３　ＢＢＲ对高糖诱导Ｈ９ｃ２（２１）大鼠心肌细胞形态影响（×２００）
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　　注：与健康对照组比较，ａＰ＜０．０１；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０１，ｃＰ＜０．０５

图４　ＢＢＲ对ＡＭＰＫ、ＡＳ１６０、ＰＤＨ和ＧＬＵＴ４蛋白表达的影响（ｎ＝３）

这提示到小檗碱可通过激活ＡＭＰＫ通路改善ＨＧ诱
导心肌细胞葡萄糖代谢障碍情况。但其通过何种方

式进入细胞影响ＡＭＰＫ还有待进一步考证。
综上所述，本实验阐明了小檗碱可保护心肌细

胞，降低ＨＧ诱导下细胞凋亡率，并激活ＡＭＰＫ磷酸
化，促进ＧＬＵＴ４质膜转运，从而起到治疗ＤＣＭ状态
下心肌细胞能量代谢障碍的作用，为治疗ＤＣＭ提供
新思路。
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