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毛蕊花苷通过调节 PPARα减轻心肌细胞
缺氧复氧损伤
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摘要  目的：评价毛蕊花苷（VB）在心肌细胞缺氧复氧（HR）损伤中的保护作用。方法：H9c2 细胞，缺氧 4 h，复
氧 12 h，随机分为对照组（Con 组）、缺氧复氧组（HR 组）、缺氧复氧+毛蕊花苷组（HR+VB 组）和缺氧复氧+毛蕊花

苷+PPARα 抑制剂 GW6471 组（HR+VB+GW 组）。在 HR+VB 组中，50 μg·mL-1 的 VB 在缺氧前 12 h 加入；在

HR+VB+GW 组中，1 μmol·L-1的 GW6471 在缺氧前 24 h 加入，50 μg·mL-1的 VB 在缺氧前 12 h 加入。CCK⁃8 检

测心肌细胞存活状态，酶联免疫吸附法检测细胞上清乳酸脱氢酶（LDH）活力，试剂盒检测丙二醛（MDA）和超氧化

物歧化酶（SOD）含量，Western Blot 法检测 Bax、Bcl⁃2、Cleaved Caspase⁃3、PPARα 和 p⁃NF⁃κB 的蛋白表达量，免疫

荧光检测 p⁃NF⁃κB 分子表达。结果：与 Con 组相比，HR 组细胞活力、SOD 含量以及 PPARα 和 Bcl⁃2 蛋白表达水平

降低，LDH、MDA 含量和细胞 Bax、Cleaved Caspase⁃3 蛋白表达水平升高，细胞凋亡增加，p⁃NF⁃κB 蛋白表达水平升

高 (P<0. 05)；与 HR 组相比，HR+VB 组细胞活力、SOD 含量以及 PPARα 和 Bcl⁃2 蛋白表达升高，LDH、MDA 含量

和细胞 Bax、Cleaved Caspase⁃3 蛋白表达水平下降，细胞凋亡减少，p⁃NF⁃κB 蛋白表达水平下降 (P<0. 05)；与 HR+
VB 组相比，HR+VB+GW 组细胞活力、SOD 含量和 PPARα 和 Bcl⁃2 蛋白表达下降，LDH、MDA 和细胞 Bax、
Cleaved Caspase⁃3 蛋白表达水平升高，细胞凋亡增加，p⁃NF⁃κB 蛋白表达水平升高 (P<0. 05)。结论：毛蕊花苷可通

过上调 PPARα 表达从而减轻心肌细胞缺氧复氧损伤。
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Abstract

Objective:: To evaluate the protective effect of verbascoside (VB) in hypoxia⁃reoxygenation (HR) 
injury of cardiomyocytes.  Methods:: H9c2 cells, hypoxia for 4 hours and reoxygenation for 12 hours, 
were randomly divided into control group (Con group), HR group, HR+VB group, and HR+VB+
GW6471 (a PPARα inhibitor) group (HR+VB+GW group).  In the HR+VB group, 50 μg·mL-1 VB 
was added 12 hours before hypoxia; in the HR+VB+GW group, 1 μmol·L-1 GW6471 was added 24 
hours before hypoxia, and 50 μg·mL-1 VB was added 12 hours before hypoxia.  CCK⁃8 was used to de⁃
tect cell viability, ELISA was used to detect lactate dehydrogenase （LDH） activity in cellular super⁃
natant, and the kits were used to detect malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) 
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content.  Protein expression of Bax, Bcl⁃2, Cleaved⁃Caspase3, p⁃NF⁃κB, and PPARα were detected 
by Western Blot, and p⁃NF⁃κB molecular expression was detected by immunofluorescence.  Results:: 
Compared with those in the Con group, cell viability, SOD content, and PPARα and Bcl⁃2 proteins 
expression levels were decreased in the HR group, while LDH and MDA content, and cellular Bax 
and Cleaved Caspase⁃3 protein expression levels were increased, apoptosis was increased, and 
p⁃NF⁃κB protein expression level was increased (P<0. 05); compared with the HR group, cell viabili⁃
ty, SOD content and PPARα and Bcl⁃2 protein expression were elevated those in the HR+VB 
group, LDH and MDA content, and cellular Bax and Cleaved Caspase⁃3 protein expression levels 
were decreased, apoptosis was decreased, and p⁃NF⁃κB protein expression level was decreased (P<
0. 05); compared with those in the HR+VB group, cell viability, SOD content, PPARα and Bcl⁃2 
protein expression were decreased in the HR+VB+GW group, LDH, MDA and cellular Bax and 
Cleaved Caspase⁃3 protein expression levels increased, apoptosis was increased, and p⁃NF⁃κB protein 
expression level increased (P<0. 05).  Conclusion:: Verbascoside can attenuate hypoxia⁃reoxygenation 
injury in cardiomyocytes by upregulating PPARα expression.

Key Words Verbascoside； Cardiomyocyte； Hypoxia⁃Reoxygenation Injury； PPARα； Apoptosis

心肌梗死是心血管疾病中一种发病率和死亡

率较高的疾病，而再灌注治疗是目前有效改善心肌

缺血损伤的治疗措施。然而，冠状动脉再灌注可能

加重心肌损伤，称为心肌缺血/再灌注损伤（myocar⁃
dial ischemia/reperfusion injury，MI/RI）［1］。缺血再

灌注损伤（ischemia/reperfusion injury，I/RI）有多种

因素介导，包括氧化应激、细胞内 Ca2+超负荷、心肌

细胞死亡、线粒体通透性转换孔（MPTP）和过度炎

症等［2］。毛蕊花苷（Verbascoside，VB）是一种天然

的水溶性苯乙醛苷，也是许多药用植物的有效成

分，具有抗氧化、抗炎、抗衰老和神经保护等作用［3］。

研究［4⁃6］发现 VB 可减轻多种器官的 I/RI，如肝和脑。

最近有研究［7］表明，VB 可通过减轻心脏炎症、氧化

应激和调节线粒体动力学来预防脂多糖诱导的脓

毒性心肌病。过氧化物酶体增殖物激活受体 α 
（peroxisome proliferator⁃activated receptor α，
PPARα）是配体激活后调节基因表达的转录因子，

其能增加细胞脂肪酸的摄取、酯化和运输，并调节

脂蛋白代谢基因。衰竭或压力大的心脏从优先使

用脂肪酸作为能量底物转变为葡萄糖氧化，抑制

PPARα 通路，导致低代谢储备，心肌细胞高能量磷

酸盐含量降低，运动时收缩性能差［8］。此外，淋巴细

胞 PPARα 的配体激活拮抗核因子⁃κB（nuclear fac⁃
tor⁃κB，NF⁃κB），可能参与其相关的抗炎作用［9］，

PPAR 激动剂氯贝特治疗减少了 NF⁃κB 的易位，有

利于梗死心肌的恢复［10］，表明心肌细胞 PPARα 的

表达可能与 NF⁃κB 负相关。同时，有相关研究［11］表

明小鼠炎症性肠病模型中 VB 的抗炎活性依赖于

PPARα，而且 VB 还可改善载脂蛋白 E 缺陷小鼠的

动脉粥样硬化并调节肠道 PPARγ⁃LXRα⁃ABCA1
通路［12］。然而在 MI/RI 中，VB 是否可以通过调控

PPARα 发挥保护作用及相关分子机制尚未完全阐

明 。 本 研 究 主 要 通 过 构 建 心 肌 细 胞 缺 氧 复 氧

（hypoxia⁃reoxygenation，HR）损伤模型，探究 VB 是

否可以通过 PPARα 减轻心肌细胞 HR 损伤。

1 材料与方法

1. 1　细胞   H9c2 细胞品系（大鼠成心肌细胞系，目

录号：GNR 5）购自中国科学院细胞库。

1. 2　 主 要 试 剂 和 仪 器   PPARα 抑制剂 GW6471
（货号：HY⁃15372）购自 MedChemExpress 公司，毛

蕊花苷（货号：V101318）购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；CCK⁃8 试剂盒（货号：C0037）购自上

海碧云天技术有限公司；乳酸脱氢酶（lactate dehy⁃
drogenase，LDH；货号：A020⁃2⁃2）酶联免疫吸附测

定（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）试

剂盒、丙二醛（malondialdehyde，MDA）测定试剂盒

（货号：A003⁃1⁃2）和超氧化物歧化酶（superoxide 
dismutase，SOD）测定试剂盒（货号：A001⁃3⁃2）均购

自南京建成公司；Bax 抗体（货号：A12009）、Bcl⁃2 抗

体（货号：A19693）、Cleaved Caspase⁃3 抗体（货号：

A27145）、PPARα 抗体（货号：A24835）、β⁃actin 抗体

（货号：AC026）、辣根过氧化物酶（horse⁃radish per⁃
oxidase，HRP）标记的山羊抗兔二抗（货号：AS014）
均 购 自 ABclonal 公 司 ；p⁃NF⁃κB 一 抗（批 号 ：
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TP56372）购自艾比玛特生物科技有限公司；Perki⁃
nElmer 型酶标仪（Bio⁃Rad 公司，美国）；多普勒超声

诊断仪（Biosound Esaote 公司，美国）；1658001 型电

泳仪购自美国 Bio Rad 公司；CX43 型光学显微镜购

自日本奥林巴斯公司，其余试剂耗材购自武汉 Ser⁃
vicebio 公司。

1. 3　细胞分组和心肌细胞缺氧复氧模型构建   将
H9c2 细胞采用数字表法分成 4 组（n=6）：对照组

（Con 组）、缺氧复氧组（HR 组）、缺氧复氧+毛蕊花

苷（HR+VB 组）和缺氧复氧+毛蕊花苷+PPARα
抑制剂 GW6471 组（HR+VB+GW 组）。H9c2 细

胞培养在含有 10%FBS 和 1% 抗生素（100 U·mL-1

青霉素和 100 μg·mL-1链霉素）的 DMEM 配置的完

全培养基中，培养箱内为 5%CO2 和 95% 空气。当

H9c2 心肌细胞密度达到 70%~80%，将细胞悬液种

植于 6 孔板中。Con 组细胞一直在 37 ℃和 5% CO2

条件下孵育；HR 组更换无糖培养基，置于 5% CO2

和 94% N2 培养箱中 4 h，然后更换成完全培养基置

于 37 ℃ 、5% CO2 和 95% 空气条件下孵育 12 h；
HR+VB 组在制备模型前给予 VB（50 μg·mL-1）处

理 12 h；HR+VB+GW 组在 HR+GW 组基础上在

制备模型前给予 PPARα 抑制剂 GW6471（1 μmol ·
L-1）处理 24 h。
1. 4　 CCK‑8 检 测 心 肌 细 胞 活 力   细胞传代于 96
孔板中铺板，细胞密度约为每孔 3 000~5 000 个，按

照实验分组（每组 5 个复孔），并以无培养基作为空

白对照组。细胞处理结束后，所有待测孔分别加入

10 μL 的 CCK⁃8 试剂，轻轻震荡混匀，在 37 ℃恒温

培养箱中孵育 2 h。孵育结束后用酶标仪 450 nm 处

测定吸光度（A），记录数值。细胞活力（%）=［A
（加药）-A（空白）］/［A（对照）-A（空白）］×100。
1. 5　细胞上清液 LDH 含量测定   收集各组细胞上

清液，按照试剂盒说明书检测 LDH 水平，运用酶标

仪检测各组 A 值并计算出 LDH 水平，酶标仪检测波

长为 490 nm。

1. 6　心肌细胞 MDA 和 SOD 测定   细胞处理完毕，

收集细胞，按照试剂盒说明书检测细胞内 MDA 和

SOD 含量，使用酶标仪收集各组 A 值并计算出相应

指标的结果，酶标仪检测 MDA 和 SOD 对应的吸收

光波长为 532 nm 和 560 nm。

1. 7　 Western Blot 法检测蛋白表达   细胞处理完

毕后，取 6 孔板置于冰上，每孔加入 100 μL 裂解液，

静置 20 min，用细胞刮片将细胞刮下转移至 1. 5 mL 
EP 管中，每个样品超声 40 s（超声 5 s，暂停 3 s，循环

5 次）。4 ℃，12 000 r·min-1，离心 15 min 后取上清液

保存，BCA 法测定蛋白浓度。加入 5×上样缓冲液

煮沸 15 min，SDS⁃PAGE 凝胶电泳，湿转法将蛋白

转移至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶封闭 1. 5 h，TBS 洗

涤一遍后加入稀释的 Bax 一抗（1∶1 000，ABclonal，
中国）、Bcl⁃2 一抗（1∶2 000，ABclonal，中国）、β⁃actin
一抗（1∶1 000，ABclonal，中国）、Cleaved Caspase⁃3
一抗（1∶2 000，ABclonal，中国）、PPARα 一抗（1∶
6 000，ABclonal，中国）和 p⁃NF⁃κB 一抗（1∶1 000，
Abmart，中国）4 ℃摇床孵育过夜。TBST 洗涤 3 次，

每次 10 min。加入稀释的 HRP 二抗（1∶10 000，AB⁃
clonal，中国）室温孵育 60 min 后 TBST 洗涤 3 次，每

次 10 min。第三次洗膜结束后采用 ECL 增强发光

液（Servicebio 公司，中国）显影，Image J 分析条带，

以目的蛋白灰度值与 β⁃actin 灰度值的比值表示目

的蛋白的相对表达水平。

1. 8　 免 疫 荧 光 检 测 p‑NF‑κB 蛋 白 荧 光 表 达 强

度　于复氧 12 h，每组取 6 孔，4% 多聚甲醛固定细

胞 15 min，PBS 洗 涤 3 遍 后 加 入 0. 5%Triton 
X⁃100，室 温 下 孵 育 10 min，洗 涤 后 封 闭 细 胞 30 
min，然后用抗 p⁃NF⁃κB（稀释度 1∶200）抗体混合液

在 4 ℃下孵育过夜。用 AlexaFluor488 标记的山羊

抗兔 IgG 荧光二抗（碧云天生物技术有限公司）在

37 ℃下孵育细胞 1 h。用 DAPI（赛维尔生物科技

有限公司）复染细胞核。在荧光显微镜（Olympus
公司，日本）下拍照，每个切片随机取 5 个高倍视野

测得结果取均值。

1. 9　 统 计 学 分 析   使用 GraphPad Prism 9. 0 软件

进行结果分析，正态分布的计量资料以均数±标准

差（x-±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，P<
0. 05 认为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1　 四 组 细 胞 活 力 与 LDH 活 性 比 较   如表 1，与
Con 组相比，HR 组细胞活力下降，LDH 活性升高（P
<0. 05）；与 HR 组相比，HR+VB 组细胞活力升高，

LDH 活 性 下 降（P<0. 05）；与 HR+VB 组 相 比 ，

HR+VB+GW 组细胞活力下降，LDH 活性升高（P
<0. 05）。

2. 2　四组细胞 MDA 含量和 SOD 活性比较   如表

2，与 Con 组相比，HR 组 MDA 含量增加，SOD 活性

下降（P<0. 05）；与 HR 组相比，HR+VB 组 MDA
含量减少，SOD 活性升高（P<0. 05）；与 HR+VB
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组相比，HR+VB+GW 组 MDA 含量增加，SOD 活

性下降（P<0. 05）。

2. 3　 四 组 心 肌 细 胞 PPARα、Bax、Bcl‑2、Cleaved 
Caspase‑3 蛋白表达水平的比较   如图 1，与 Con 相

比，HR 组 PPARα 和 Bcl⁃2 蛋白表达下调，Bax 和

Cleaved Caspase⁃3 蛋白表达上调（P<0. 05）；与 HR

组相比，HR+VB 组 PPARα 和 Bcl⁃2 蛋白表达上调，

Bax 和 Cleaved Caspase⁃3 蛋白表达下调（P<0. 05）；

与 HR+VB 组相比，HR+VB+GW 组 PPARα 蛋白

表达下调，Bax 和 Cleaved Caspase⁃3 蛋白表达上调

（P<0. 05）。

2. 4　 四 组 心 肌 细 胞 p‑NF‑κB 蛋 白 表 达 水 平 比 较   

如图 1 和图 2，与 Con 组相比，HR 组 p⁃NF⁃κB 蛋白表

达水平升高（P<0. 05）；与 HR 组相比，HR+VB 组

p⁃NF⁃κB 蛋白表达水平下降（P<0. 05）；与 HR+
VB 组相比，HR+VB+GW 组 p⁃NF⁃κB 蛋白表达水

平升高（P<0. 05）。

3 讨论

本文参照文献［13⁃14］制备 H9c2 心肌细胞 HR 模

型。结果显示，与 Con 组相比，HR 组细胞存活率和

SOD 活力下降，LDH 活性和 MDA 含量升高，提示

H9c2 心肌细胞 HR 模型构建成功。

VB 是一种天然酚苷，常见于多种植物中，如肉

表 2　四组细胞 MDA 含量和 SOD 活性比较　（x-±s）

组别

Con 组

HR 组

HR+VB 组

HR+VB+GW 组

MDA含量/nmol·mL-1

3.63±0.54
9.29±0.94a

5.71±0.34b

6.99±0.55c

SOD 活性/U·mL-1

311.49±2.64
157.00±8.06a

253.91±9.49b

176.21±9.22c

注：与 Con 组比较，aP<0.05；与 HR 组比较，bP<0.05；与 HR+
VB 组比较，cP<0.05。

A. 各组 p⁃NF⁃κB、PPARα、Bax、Bcl⁃2、Cleaved⁃Caspase3 蛋白印迹图；B. 各组 p⁃NF⁃κB 蛋白相对表达量；C. 各组 PPARα 蛋白相对表达量；

D. 各组 Bax 蛋白相对表达量；E. 各组 Bcl⁃2 蛋白相对表达量；F. 各组 Cleaved⁃Caspase3 蛋白相对表达量；**P<0.01。
图 1　Western Blot 法检测各组细胞 Bax、Bcl‑2、Cleaved‑Caspase3、PPARα 和 p‑NF‑κB 的蛋白表达水平比较

表 1　四组细胞活力与 LDH 活性比较　（x-±s）

组别

Con 组

HR 组

HR+VB 组

HR+VB+GW 组

细胞活力/%
99.75±0.50
59.86±4.57a

86.16±4.58b

69.73±1.13c

LDH 活性/U·L-1

228.42±31.87
411.91±22.67a

304.08±9.66b

358.10±8.61c

注：与 Con 组比较，aP<0.05；与 HR 组比较，bP<0.05；与 HR+
VB 组比较，cP<0.05。
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苁蓉和地黄等。VB 对心脏的保护作用可以通过抑

制氧化应激和减少心肌细胞凋亡来实现［7］。细胞凋

亡是 MI/RI 中心肌细胞死亡的主要形式之一，心肌

细胞凋亡可能是由 MI/RI 期间的氧化应激、钙超负

荷、炎症和能量消耗引发的。几种信号通路已被证

明与介导心肌细胞凋亡有关。由 Bcl⁃2 蛋白家族和

caspase 级联激活介导的线粒体通路尤为重要［15］。

本研究中，心肌细胞经历 HR 损伤后，促凋亡蛋白

Bax 和凋亡的关键酶原 Cleaved Caspase⁃3 表达上

调，抗凋亡蛋白 Bcl⁃2 表达下降。而 VB 提前干预

后，与 HR 组相比，促凋亡蛋白 Bax 和凋亡的关键酶

原 Cleaved Caspase⁃3 表达下降，抗凋亡蛋白 Bcl⁃2 表

达有所升高，说明 VB 可以有效减轻心肌细胞 HR 损

伤导致的细胞凋亡。

SOD 是内源性抗氧化剂，可以清除代谢过程中

产生的氧自由基，正常状态下 SOD 与细胞内活性氧

保持动态平衡［16］。MDA 是脂质过氧化物的醛降解

产物，可对细胞产生毒性，能反映氧化应激损伤［17］。

MI/RI过程中，氧化和抗氧化系统动态平衡失调，导

致氧化应激损伤［16］。本研究结果表明，使用 VB 后，

HR 后心肌细胞 SOD 活力下降，MDA 含量增加，提

示 VB 可以减轻心肌细胞 HR 诱导的氧化应激损伤。

PPARα 是脂肪酸激活核受体家族的一员，参与

左心室肥大和心肌细胞凋亡的发展。研究［18］发现，

PPARα 激活剂非诺贝特可抑制心肌细胞凋亡。某

些药物也可通过调节 PPARα 产生抗凋亡作用，如穿

心莲内酯可通过上调 PPARα 表达来减轻 MI/RI 诱
导的心脏损伤，从而防止氧化应激和细胞凋亡［19］。

本研究中，在提前干预 VB 后使用 PPARα 抑制剂

GW6471，心肌细胞中 Bax 和 Cleaved Caspase⁃3 蛋

白表达升高，Bcl⁃2 蛋白表达下降，说明 VB 可通过

PPARα 减轻 HR 心肌细胞的细胞凋亡。同时使用

GW6471 阻止了 VB 对心肌细胞氧化应激损伤的恢

复，说明 VB 可通过 PPARα 减轻 HR 心肌细胞的氧

化应激损伤。

NF⁃κB 被认为是一种典型的促炎信号，有文

献［20］表明 PPARα 激动剂 GW7647 预处理后，MI/RI
的 动 物 模 型 中 出 现 了 对 NF⁃κB 的 抑 制 ，而 抑 制

NF⁃κB 是 PPARα 激动剂产生心脏保护作用的一种

机制。同样本研究结果表明，使用 VB 后，缺氧复氧

的心肌细胞中 p⁃NF⁃κB 蛋白表达下降，PPARα 蛋白

表达升高。而使用 GW6471 后，p⁃NF⁃κB 蛋白表达

恢复，PPARα 蛋白表达下降，进一步验证 PPARα 参

与了 VB 在心肌细胞 HR 损伤中的保护作用。

综上所述，毛蕊花苷可通过调节 PPARα 减轻心

肌细胞缺氧复氧损伤。
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