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莱菔硫烷对乳鼠心肌细胞缺血缺氧损伤的保护作用
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　　摘　要：目的　探讨莱菔硫烷（ＳＦＮ）对乳鼠心肌细胞缺血缺氧损伤的保护作用及可能机制。方法　实验随机分为４组：正常

对照组、模型组、ＳＦＮ低剂量组（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＳＦＮ高剂量组（３０μｍｏｌ／Ｌ）。建立心肌细胞缺血缺氧损伤模型，予以ＳＦＮ干预６ｈ

后，ＡｎｎｅｘｉｎＶ荧光染色检测心肌细胞凋亡，酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）的含量，蛋白印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测心肌细胞核因子κＢ（ＮＦκＢ）水平。结果　ＳＦＮ减少缺血缺氧心肌细胞

的凋亡，减少ＬＤＨ释放，降低 ＭＤＡ水平，增加ＳＯＤ水平，心肌细胞ＮＦκＢ蛋白表达下降，ＳＦＮ高剂量组则更明显。结论　ＳＦＮ

对心肌细胞缺血缺氧损伤具有保护作用，作用机制与增强心肌细胞抗氧化能力、抑制ＮＦκＢ生成有关。
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　　心肌细胞缺血缺氧是导致包括心肌梗死、心绞痛、缺血性

心肌病等在内多种心脏疾病共同的病理基础，它不仅可导致心

肌代谢紊乱、能量供应不足，严重时还可以引起心肌收缩功能

下降、血液输出量降低，继而导致包括心脏在内的多脏器功能

损伤，容易形成恶性循环［１］。因此，寻找安全有效的药物防止

缺血缺氧心肌损伤，是医务工作者所面临的重要任务之一。莱

菔硫烷（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ，ＳＦＮ）是十字花科植物中含有的一种异

硫氰酸盐，自１９９２年被发现具有化学保护作用以来，逐渐成为

国内外研究的热点。研究表明，ＳＦＮ能激活核因子Ｅ２相关因

子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２），通过激活 Ｎｒｆ２

抗氧化反应元件（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）通路调

节多种炎症因子的释放，减轻炎症反应达到抗氧化的作用［２］。

最新研究表明它能对多种组织的氧化损伤起到保护作用，如保

护氧化物对肺泡上皮细胞的损伤［３］，保护血脑屏障氧化应激损

伤等［４］。除此之外，ＳＦＮ还具有抗肿瘤、免疫调节、抗菌等药

理作用［５］，是否对缺血缺氧心肌细胞具有保护作用，国内外少

见相关报道。本文首先建立了心肌细胞缺血缺氧损伤体外模

型，考察ＳＦＮ对缺血缺氧心肌细胞的作用，并进一步探讨了可

能存在的作用机制，为临床防治缺血缺氧心血管疾病提供新的

治疗思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂及仪器　实验动物ＳＤ乳鼠由第三军医

大学动物实验中心提供，ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），

ＤＭＥＭ无糖培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），标准胎牛血清（Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司，美国），５溴脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）（Ｓｉｇｍａ公司，

美国），ＳＦＮ（Ｓｉｇｍａ公司，美国），ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡试剂盒（南京

凯基生物科技发展有限公司），乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、丙二醛

（ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）检测试剂盒均购自南京建成

生物工程研究所；兔抗人核因子κＢ（ＮＦκＢ）多克隆抗体（北京

中山生物公司），电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），激光扫描共聚

焦成像系统（Ｌｅｉｃａ公司，德国），比浊仪（Ｓｉｅｍｅｎｓ公司，德国）。

１．２　方法

１．２．１　心肌细胞原代分离与培养
［６］
　取１～２ｄ新生的ＳＤ大

鼠，无菌条件下取出乳鼠心脏，剥离心房及大血管组织，迅速置

于预冷的不含Ｃａ２＋、Ｍｇ
２＋的磷酸缓冲液（ＰＢＳ）中，反复冲洗３

次，将其剪成碎块后放入锥形瓶中，加入０．１２５％的胰蛋白酶

和０．０８％的胶原酶Ⅰ消化。收集消化后的上清液，加入含

１０％新生牛血清的ＤＭＥＭ培养基，终止消化酶的作用。细胞

悬液过滤后，上清液离心１０ｍｉｎ（８５０ｒ／ｍｉｎ），弃上清液，用

ＤＭＥＭ培养基吹散沉淀细胞，接种培养瓶中，ＣＯ２培养箱（３７℃，
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表１　　各组ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ和ＮＦκＢ检测结果（狓±狊，狀＝８）

组别 平均荧光强度 ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（ｋＵ／Ｌ） ＳＯＤ（μｍｏｌ／Ｌ） ＮＦκＢ

正常对照组 １２．４７±２．１４＃▲ ５８７．６０±８６．４４▲ ７．２５±１．４０▲ ９８．４２±７．４４▲ ０．１７±０．０７▲

模型组 ６５．３５±６．７６ １８７０．４３±１１４．５８ ２５．７２±２．３８ ６７．７０±６．５２ ０．５５±０．１２

ＳＦＮ低剂量组 ４５．２０±４．８５ １１７６．３８±８３．５７ １４．２６±０．８７ ７８．１７±５．４５ ０．３６±０．１１

ＳＦＮ高剂量组 ３２．６９±３．６６▲ ７８５．６０±５５．３４▲ ９．４２±０．５９▲ ９２．８４±８．３０▲ ０．２２±０．０８Δ

犉 １８０．６０９ ３３４．３７６ ２４９．１０５ ３１．７８８ ２４．５２０

　　＃：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与模型组比较；Δ：犘＜０．０５，▲：犘＜０．０１，与ＳＦＮ低剂量组比较。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＳＦＮ低剂量组；Ｄ：ＳＦＮ高剂量组。

图１　　ＡｎｎｅｘｉｎＶ荧光染色检测心肌细胞凋亡（荧光探针×４００）

５％ＣＯ２，９５％空气）中静置培养８５ｍｉｎ，将培养液转移至６孔

培养板，ＣＯ２ 培养箱中继续培养，做激光共聚焦的将细胞单层

接种于２０ｃｍ×２０ｃｍ的盖玻片上，２４ｈ隔天换培养液，前３天

加入０．１ｍｍｏｌ／ＬＢｒｄＵ抑制成纤维细胞生长。取培养７２ｈ的

单层细胞进行实验。

１．２．２　建立心肌细胞缺氧损伤模型
［７］
　模拟缺氧：将密闭容

器作为缺氧培养装置，将密闭容器内充入已制备好的含９５％

Ｎ２、５％ＣＯ２ 的气体，充气１０ｍｉｎ后，同时关闭进气口和出气

口，使容器内氧终浓度为１％。模拟缺血：缺氧刺激前更换培

养液为无糖的ＤＭＥＭ 培养液。

１．２．３　ＳＦＮ的干预　实验分组：实验随机分为４组：正常对

照组、模型组、ＳＦＮ低剂量组、ＳＦＮ高剂量组，每组８只。未干

预前作为空白对照组；模型组放入氧终浓度为１％密闭容器，

同时将培养液更换为无糖的ＤＭＥＭ 培养液；ＳＦＮ低剂量组按

模型组方法并同时加入含终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的ＳＦＮ；ＳＦＮ

高剂量组则加入终浓度为３０μｍｏｌ／Ｌ的ＳＦＮ。各实验组于干

预后６ｈ收集相应样本进行检测。

１．２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ荧光染色检测心肌细胞凋亡　培养细胞经

ＰＢＳ漂洗后加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ结合液（１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，１４０

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，ｐＨ７．４），ＡｎｎｅｘｉｎＶ与结合

液比例为１∶２５，３７℃避光孵育６０ｍｉｎ后，ＰＢＳ漂洗３次，共

约５ｍｉｎ后，激光共聚焦显微镜观察（激发光５４３ｎｍ，检测光

５６８ｎｍ）。用荧光强度代表细胞凋亡的程度。

１．２．５　ＬＤＨ、ＭＤＡ和ＳＯＤ的检测　ＬＤＨ、ＭＤＡ和ＳＯＤ的

检测均按检测试剂盒说明书进行。ＬＤＨ 活力按下列公式计

算：ＬＤＨ活力＝（测定管－测定空白管）／（标准管－标准空白

管）×２０００Ｕ／Ｌ。

１．２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＮＦκＢ蛋白　取５０μｇ核蛋白，先

用电泳仪进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，让蛋白分离。然后将分

离好的ＰＡＧＥ胶转印至ＰＶＤＦ膜上，用封闭液１．５ｈ，在４℃

条件下加入兔抗人 ＮＦκＢ多克隆抗体（１∶５００）孵育过夜，再

置入加入 ＨＲＰ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶５０００），每平方厘米

膜加０．１ｍＬ，封好塑料袋，在室温下轻轻振荡１ｈ，将配制好的

发光液均匀滴在ＰＶＤＦ膜上，在ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像系统上

显影、分析、摄像处理。采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析各条带光

密度值，内参照采用 ＧＡＰＤＨ，蛋白含量以 ＮＦκＢ 蛋白和

ＧＡＰＤＨ的平均光密度（ＯＤ）×面积（ｍｍ２）的比值来表示。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对实验数据进行统

计学分析。计量资料以狓±狊表示，多组间的均数比较采用一

元方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），均数之间的多重比较采用

Ｓｃｈｅｆｆｅ方法（方差齐）或者Ｔａｍｈａｎｅ方法（方差不齐）进行。

２　结　　果

２．１　各组心肌细胞凋亡检测结果　正常心肌细胞未见明显凋

亡，ＡｎｎｅｘｉｎＶ染色荧光强度低（１２．４７±２．１４）；缺血缺氧６ｈ

后，模型组心肌细胞凋亡明显增加，荧光强度明显增强（６５．３５

±６．７６，犘＜０．０１）；使用ＳＦＮ干预后，凋亡心肌细胞较模型组

显著减少（犘＜０．０５），荧光强度有明显减弱，高浓度组减弱更

明显（犘＜０．０１）。表明ＳＦＮ能减少由缺氧缺血导致的心肌细

胞的凋亡，对心肌细胞具有保护作用。见表１、图１。

２．２　各组ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ和 ＮＦκＢ检测结果　心肌细胞

缺血缺氧后，ＬＤＨ明显升高，使用不同浓度的ＳＦＮ均能抑制

ＬＤＨ的释放，高浓度组作用更明显（犘＜０．０１）；缺血缺氧心肌

细胞 ＭＤＡ产生明显增多，ＳＦＮ能抑制 ＭＤＡ的产生，高浓度

组作用更明显（犘＜０．０１）；ＳＦＮ能增加抗氧化酶ＳＯＤ水平，高

浓度组较低浓度组更明显（犘＜０．０１）。见表１。

２．３　各组 ＮＦκＢ蛋白检测结果　正常对照组心肌细胞表达

低水平的 ＮＦκＢ，模型组 ＮＦκＢ显著升高，经ＳＦＮ 干预后，

ＮＦκＢ表达下降，高浓度组较低浓度下降更明显（犘＜０．０５）。

见表１、图２。

　　１：空白对照组；２：模型组；３：ＳＦＮ低剂量组；４：ＳＦＮ高剂量组。

图２　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组心肌细胞ＮＦκＢ的表达

３　讨　　论

缺血缺氧性心脏病是一种严重的心血管系统疾病，不仅导
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致心功能不全，还可导致全身其他组织器官的损害。本实验首

先建立了缺血缺氧心肌受损体外模型，研究了ＳＦＮ对缺血缺

氧受损心肌细胞的作用。研究表明，ＳＦＮ抑制了由缺血缺氧导

致的心肌细胞的凋亡和ＬＤＨ释放，并呈现出一定的剂量依赖

性。凋亡指机体细胞通过胞内基因及其产物的调控而发生的

一种程序性细胞死亡，缺血缺氧心肌细胞的凋亡受到了多种途

径调控，包括腺苷酸激活蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）信号转导途径、内质网应激途径、线粒体途径等。

除此之外，ＮＦκＢ因子的激活也会诱导缺氧心肌细胞的凋亡。

通过抑制ＮＦκＢ的表达可以抑制血管内皮细胞、血管平滑肌

细胞、心肌细胞的凋亡［８１０］。本研究发现ＳＦＮ对缺血缺氧心

肌细胞凋亡的抑制作用推测与对ＮＦκＢ抑制作用有关。ＬＤＨ

在正常心肌细胞只有少许的漏出，当其受到损伤时，ＬＤＨ会大

量从细胞中泄漏出来，造成心肌细胞代谢紊乱，并进一步加重

心肌损伤，其水平与心肌受损程度相一致。本实验用ＳＦＮ干

预后，ＬＤＨ水平降低，表明ＳＦＮ对缺血缺氧心肌细胞具有保

护作用。

缺血缺氧条件下，细胞内自由基的产生系统和清除系统的

平衡遭到破坏，过氧化物（如 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２ 等）产生增多，氧自

由基清除剂（如ＳＯＤ、ＧＳＨ等）则减少。本研究考察了ＳＦＮ对

缺血缺氧心肌细胞 ＭＤＡ、ＳＯＤ表达的影响，研究发现，ＳＦＮ能

使心肌细胞缺血缺氧损伤后上清液中的 ＭＤＡ含量明显降低，

而ＳＯＤ活性则显著升高，表明ＳＦＮ具有较强的抗氧化能力，

能对缺血缺氧心肌细胞起到保护作用。ＳＦＮ是 Ｎｒｆ２重要的

激活剂，它能通过修饰作用使 Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１解耦连，Ｎｒｆ２与

ＡＲＥ结合，正向调控Ⅱ相解毒酶的表达，达到清除自由基、稳

定细胞膜、减少Ｃａ２＋内流和抑制细胞凋亡的作用
［１１］。其抑制

细胞凋亡的作用与作者前面的研究结果相一致。

作者还进一步研究了ＳＦＮ对 ＮＦκＢ蛋白表达的影响，发

现ＳＦＮ能降低缺血缺氧心肌细胞 ＮＦκＢ表达水平，高浓度组

更明显。ＮＦκＢ对多种炎症因子的释放起调控作用，如一氧化

氮合酶（ｉＮＯＳ）、环氧化酶２（ＣＯＸ２）、ＩＬ１β和ＴＮＦα等。ＳＦＮ

抑制由ＮＦκＢ介导的炎症因子的过度释放有利于减轻对细胞

损伤［８，１２］。除此之外，ＮＦκＢ亚单位ｐ６５可竞争性地与共激活

因子ＣＲＥＢ结合蛋白（ＣＢＰ）结合，导致 Ｎｒｆ２不能与 ＣＢＰ结

合，从而抑制了由 ＡＲＥ介导的基因转录
［１３］。与此同时，某些

Ｎｒｆ２下游因子也可抑制ＮＦκＢ的转录能力，如血红素加氧酶

１（ＨＯ１）、ＮＱＯ１、硫氧还蛋白（ＴＲＸ）等
［１４］。由此可见，ＮＦκＢ

与Ｎｒｆ２之间存在相互作用、相互影响的关系。ＳＦＮ对缺血缺

氧心肌细胞保护作用一方面与激活Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路、增强

抗氧化作用有关，另一方面是通过直接或间接抑制 ＮＦκＢ的

表达来发挥作用。

总之，本研究结果表明，ＳＦＮ对缺血缺氧心肌细胞具有强

大的保护作用，可作为治疗缺血缺氧心肌损伤的临床药物，但

其更深入的作用机制有待于进一步研究。
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［１３］ＺｉａｄｙＡＧ，Ｓｏｋｏｌｏｗ Ａ，ＳｈａｎｋＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈ

ＣＲＥＢｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｍｏｄｕｌａｔｅｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＮｒｆ２

ａｎｄＮＦκＢｉｎｃｙｓｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＬｕｎｇＣｅｌｌＭｏｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１２，３０２（１１）：

１２２１１２３１．

［１４］ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＳ，ＧａｎｇｏｐａｄｈｙａｙＨ，ＤａｓＤＫ．Ｂｒｏｃｃｏｌｉ：ａｕ

ｎｉｑｕｅｖｅｇｅｔａｂｌｅｔｈａｔｐｒｏｔｅｃｔｓｍａｍｍａｌｉａｎｈｅａｒｔｓｔｈｒｏｕｇｈ

ｔｈｅｒｅｄｏｘｃｙｃｌｉｎｇｏｆｔｈｅｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ａｇ

ｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，２００８，５６（２）：６０９６１７．

（收稿日期：２０１２１０１３　修回日期：２０１２１１０５）
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