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摘要：　目的　探讨滋鄜通脉饮对高糖诱导的大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞自噬和凋亡的影响及机制。方法　将２０只无
特定病原级ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠按随机数字表法分为空白血浆组和滋鄜通脉饮组，每组１０只。滋鄜通脉饮组大鼠每
天给予１０ｍＬ·ｋｇ－１滋鄜通脉饮灌胃，空白血浆组大鼠给予等剂量灭菌超纯水灌胃，连续灌胃７ｄ，采集腹主动脉血，分
离血浆备用。取对数生长期Ｈ９ｃ２心肌细胞，按随机数字表法分为正常对照组、空白对照组和滋鄜通脉饮组，分别加
入稀释后的胎牛血清、空白血浆组血浆及滋鄜通脉饮组血浆，每组设置体积分数５％、１０％、１５％的浓度梯度，应用细
胞计数试剂盒８法检测各组Ｈ９ｃ２心肌细胞增殖情况，筛选最佳含药血浆浓度。取对数生长 Ｈ９ｃ２细胞，按随机数字
表法分为正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导＋中药含药血浆组、高糖诱导＋恩格列净组，正常对照组细胞不加任何药
物干预，高糖诱导组细胞加３３．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ葡萄糖和体积分数１０％空白血浆组血浆，高糖诱导＋中药含药血浆组细
胞加３３．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ葡萄糖和体积分数１０％滋鄜通脉饮组血浆，高糖诱导＋恩格列净组细胞加３３．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的
Ｄ葡萄糖和０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１恩格列净；给药２４ｈ后，使用细胞毒性比色法检测各组细胞乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放率，流
式细胞术检测各组细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞中自噬和凋亡相关蛋白ｐ６２、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、微管
相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ和Ｂｃｌ２的表达。结果　体积分数５％、１５％浓度时，滋鄜通脉饮组Ｈ９ｃ２细胞增殖能
力显著低于正常对照组和空白对照组（Ｐ＜０．０５）；正常对照组与空白对照组Ｈ９ｃ２细胞增殖能力比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。体积分数１０％浓度时，正常对照组、空白对照组和滋鄜通脉饮组Ｈ９ｃ２细胞增殖能力比较差异无统计
学意义（Ｆ＝０．１１０，Ｐ＞０．０５）。正常对照组、高糖诱导＋中药含药血浆组和高糖诱导＋恩格列净组Ｈ９ｃ２细胞凋亡率显
著低于高糖诱导组（ｔ＝４３．５２７、２３．８３６、２１．６１７，Ｐ＜０．０１）；高糖诱导＋恩格列净组和高糖诱导 ＋中药含药血浆组 Ｈ９ｃ２
细胞凋亡率显著高于正常对照组（ｔ＝１４．９３３、１１．７２３，Ｐ＜０．０５）；高糖诱导＋中药含药血浆组与高糖诱导＋恩格列净
组Ｈ９ｃ２细胞凋亡率比较差异无统计学意义（ｔ＝１．９９５，Ｐ＞０．０５）。正常对照组、高糖诱导 ＋中药含药血浆组和高糖
诱导＋恩格列净组Ｈ９ｃ２细胞ＬＤＨ释放率显著低于高糖诱导组（ｔ＝５８．６６０、３１．４０８、２６．５５７，Ｐ＜０．０１）；高糖诱导＋恩
格列净组和高糖诱导＋中药含药血浆组Ｈ９ｃ２细胞ＬＤＨ释放率显著高于正常对照组（ｔ＝１４．１６７、１１．７４０，Ｐ＜０．０５）；高
糖诱导＋中药含药血浆组与高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞 ＬＤＨ释放率比较差异无统计学意义（ｔ＝１．８０１，Ｐ＞
０．０５）。正常对照组、高糖诱导＋中药含药血浆组和高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞中 ｐ６２、Ｂａｘ表达水平显著低于
高糖诱导组，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２表达水平显著高于高糖诱导组（Ｐ＜０．０５）；高糖诱导组 Ｈ９ｃ２细胞中 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显
著低于正常对照组和高糖诱导 ＋中药含药血浆组（Ｐ＜０．０５）；高糖诱导组与高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞中
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；高糖诱导 ＋恩格列净组和高糖诱导 ＋中药含药血浆组 Ｈ９ｃ２细胞中
ｐ６２、Ｂａｘ显著高于正常对照组，Ｂｃｌ２、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显著低于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。高糖诱导＋中药含
药血浆组与高糖诱导 ＋恩格列净组 ｐ６２、Ｂａｘ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２表达水平及 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。结论　滋鄜通脉饮可激活高糖诱导Ｈ９ｃ２心肌细胞自噬，抑制Ｈ９ｃ２细胞凋亡，减轻心肌细胞损伤。
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　　目前，糖尿病呈全球蔓延趋势，是造成世界范围
内人类死亡和疾病负担的主要原因之一，已成为全

球人类共同面对的一个重大健康问题。糖尿病心肌

病是糖尿病的一种常见血管并发症，以心肌结构和

功能异常为特征。目前，关于糖尿病心肌病的治疗

涉及降糖、降脂、控制血压、改善心肌重构等，有效地

控制血糖仍是治疗糖尿病心肌病的基本手段。然

而，多种降糖药物存在一定的不良反应，如噻唑烷二

酮类、二肽基肽酶４抑制剂沙格列汀和阿格列汀均
可增加心力衰竭住院风险［１２］。近年来，关于糖尿病

心肌病新的治疗手段不断涌现，但糖尿病心肌病的

高发病率和高病死率仍然困扰着广大临床医务工作

者；因此，仍需开发新的治疗糖尿病和糖尿病心肌病

的药物。中医药治疗糖尿病疗效确切，具有毒副作

用小、价格低廉、患者依从性好的优点。本课题组前

期研究表明，应用益气养阴、活血通络的滋鄜通脉饮

治疗糖尿病心肌病可取得显著的疗效［３４］。自噬可消

除受损的蛋白质和细胞器，是维持细胞器功能和内环

境稳定的关键生物过程。自噬的影响因素很多，包括

高血糖、氧化应激、胰岛素抵抗等，这些影响因素可通

过相关的信号通路导致心肌细胞损伤［５６］。研究显

示，自噬参与糖尿病心肌病的病理生理过程［７９］。基

于此，本研究通过观察滋鄜通脉饮对高糖诱导的

Ｈ９ｃ２心肌细胞自噬和凋亡的影响，探讨滋鄜通脉饮
含药血浆对高糖诱导下心肌细胞的保护作用及机制，

以期为滋鄜通脉饮治疗糖尿病心肌病提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及细胞　２０只无特定病原体级雄性
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠购自湖南斯莱克景达公司，体
质量 ２００～２８０（２５０±２０）ｇ，饲养于无特定病原体级
动物房内，温度２３℃，湿度６０％，每１２ｈ交替照明，
自由饮食、饮水。大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞由长沙艾碧
维生物科技有限公司提供。

１．２　药物、主要试剂与仪器　滋鄜通脉饮由湖南省
中医药研究院附属医院门诊中药房提供，由黄芪、生

地、麦冬、玄参、山茱萸、天花粉、地龙、生蒲黄、丹参、

川芎、鬼箭羽、全蝎、水蛭、僵蚕、山楂等药物组成，药

物质量浓度为４４００ｇ·Ｌ－１；恩格列净购自上海勃
林格殷格翰药业有限公司（国药准字 Ｈ２０２０１００８）。
细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自
上海沪震有限公司，乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）细胞毒性检测试剂盒购自上海源业生物科技有

限公司，ｐ６２、微管相关蛋白 １轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ、
Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）一抗及山羊抗小鼠
ＩｇＧ二抗、辣根过氧化氢酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ）标记山羊抗兔 ＩｇＧ二抗购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司，Ｂｅｃｌｉｎ１抗体购自北京博奥森生物科技有限公
司，转膜缓冲液、１０×丽春红染液、脱脂奶粉、放射免
疫沉淀裂解液、蛋白磷酸酶抑制剂、胰蛋白酶消化液、

磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、细胞
冻存液均购自中国长沙Ａｂｉｏｗｅｌｌ公司，蛋白酶抑制剂
购自北京金泰宏达公司，显影液、定影液购自上海佳

信公司，达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，双抗（青链霉素）购自上海碧云天生物
技术有限公司，Ｒａｐａｍｙｃｉｎ购自美国 ＡｐｅｘＢｉｏ公司；
细胞培养瓶购自瑞士Ｎｅｓｔ公司，超净工作台购自北
京亚泰隆公司，直热式ＣＯ２培养箱购自上海三藤仪器
公司，倒置生物显微镜购自北京中显恒业仪器公司，

低速离心机购自上海知信实验仪器技术有限公司，

ＷＤ９４１３Ａ型凝胶成像分析系统购自北京六一生物
科技有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　滋鄜通脉饮含药血浆的制备　按随机数字
表法将２０只 ＳＤ大鼠分为空白血浆组和滋鄜通脉
饮组，每组１０只。２组大鼠均按照临床７０ｋｇ成人
剂量的 ５倍给药，滋鄜通脉饮组大鼠每天给予
１０ｍＬ·ｋｇ－１滋鄜通脉饮灌胃，空白血浆组大鼠给予
等剂量的灭菌超纯水灌胃，连续灌胃 ７ｄ。末次灌胃
１ｈ后，予以１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛（３ｍＬ·ｋｇ－１）腹
腔注射麻醉，然后采集腹主动脉血，乙二胺四乙酸二

钠抗凝，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ分离血浆，
０．２２μｍ滤膜过滤，５６℃ 恒温水浴锅中灭活
３０ｍｉｎ，然后分装至无菌ＥＰ管中，置于 －８０℃冰箱
保存备用。

１．３．２　细胞培养　将 Ｈ９ｃ２细胞接种于含体积分
数１０％ＦＢＳ、体积分数 １％双抗的 ＤＭＥＭ中，置于
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的饱和湿度培养箱中，培
养至细胞密度达８０％左右，取对数生长期细胞用于
后续实验。

１．３．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖情况　取对数生长
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期Ｈ９ｃ２细胞接种到 ９６孔细胞培养板中，置于
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２恒温培养箱中过夜，用预
冷的培养液将细胞同步化处理，然后随机分为正常

对照组、空白对照组和滋鄜通脉饮组，分别加入稀释

后的胎牛血清、空白血浆组血浆及滋鄜通脉饮组血

浆，每组设置体积分数５％、１０％、１５％的浓度梯度；
干预２４ｈ后，吸弃上清，各孔中滴加１０μＬＣＣＫ８，
继续置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２恒温培养箱中
培养２ｈ，然后检测各孔在４５０ｎｍ处的吸光度值，以
吸光度值表示细胞的增殖能力，吸光度值越高表示

细胞增殖能力越强。实验重复３次，取均值。
１．３．４　细胞毒性比色法检测 ＬＤＨ释放率　取对
数生长期 Ｈ９ｃ２细胞铺板在９６孔板中，待细胞贴壁
后分为正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导＋中药含
药血浆组、高糖诱导 ＋恩格列净组。正常对照组细
胞不 加 任 何 药 物 干 预；高 糖 诱 导 组 细 胞 加

３３．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ葡萄糖和体积分数１０％空白血
浆组血浆；高糖诱导 ＋中药含药血浆组细胞加
３３．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ葡萄糖和体积分数 １０％滋鄜通
脉饮组血浆；高糖诱导 ＋恩格列净组细胞加
３３．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ葡萄糖和０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１恩格列
净，继续培养 ２４ｈ；分别加入６０μＬ的 ＬＤＨ细胞毒
性检测试剂，混匀，室温下使用水平摇床避光孵育

３０ｍｉｎ，应用酶标 仪 测 定 ４９０ｎｍ 处 吸 光 度
（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值，计算ＬＤＨ释放率，ＬＤＨ释放率＝
［（实验组Ａ值－总自然释放Ａ值）／（最大释放组Ａ
值－总自然释放Ａ值）］×１００％。
１．３．５　流式细胞术检测 Ｈ９ｃ２细胞凋亡情况　取
对数生长期Ｈ９ｃ２细胞，按“１．３．４”项分组培养２４ｈ
后，用不含乙二胺四乙酸胰酶消化，收集细胞；ＰＢＳ
洗涤细胞２次，每次２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集
约３．２×１０５个细胞；加入５００μＬ的 Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
悬浮细胞，然后加入５μＬ人膜联蛋白Ｖ（ａｎｎｅｘｉｎＶ）
别藻蓝蛋白（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）混匀后，再加入
５μＬ碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）溶液，充分混
匀，室温避光反应１０ｍｉｎ；应用流式细胞仪检测细胞
凋亡率。实验重复３次，取均值。
１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｈ９ｃ２细胞中 ｐ６２、
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达　取对数生长
期Ｈ９ｃ２细胞，按“１．３．４”项分组培养２４ｈ后，用冰预
冷ＰＢＳ洗涤１次，加入２００μＬ放射免疫沉淀裂解液
冰上裂解 １０ｍｉｎ；４℃下 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，取上清液１．５ｍＬ，应用二喹啉甲酸法检测蛋
白浓度；取１００μＬ蛋白上清，加入２５μＬ５×ｌｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ混匀，沸水煮５ｍｉｎ，放入冰盒中速冷备用；应
用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，恒定
电压７５Ｖ电泳１３０ｍｉｎ，然后转至硝酸纤维素膜；用
脱脂奶粉封闭，室温放置９０ｍｉｎ；滴加 ｐ６２、ＬＣ３Ⅱ、
ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＧＡＰＤＨ一抗（滴度均为 １
５０００），４℃孵育过夜；然后，使用 ＨＲＰ标记山羊抗
小鼠 ＩｇＧ二抗（滴度为１５０００）或 ＨＲＰ标记山羊
抗兔ＩｇＧ二抗（滴度为１６０００）室温孵育９０ｍｉｎ，
用含吐温２０的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｔｗｅｅｎ２０，ＰＢＳＴ）清洗 ３次，每次约
１５ｍｉｎ；使 用 增 强 型 化 学 发 光 液 显 色；应 用
ＷＤ９４１３Ａ型凝胶系统成像，ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度
值，以ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，目的蛋白相对表达量以
目的蛋白灰度值与内参蛋白灰度值的比值表示。实

验重复３次，取均值。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据
统计与分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，多组间比较采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，两两比
较采用最小显著性差异法 ｔ检验；Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　正常对照组、空白对照组和滋鄜通脉饮组
Ｈ９ｃ２细胞增殖情况比较　结果见表１。体积分数
５％、１５％浓度时，正常对照组、空白对照组和滋鄜通
脉饮组Ｈ９ｃ２细胞增殖能力比较差异有统计学意义
（Ｆ＝５．７４１、６．０４１，Ｐ＜０．０５）；滋鄜通脉饮组Ｈ９ｃ２细
胞增殖能力显著低于正常对照组和空白对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；正常对照组与空白对照组
Ｈ９ｃ２细胞增殖能力比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。１０％浓度时，正常对照组、空白对照组和滋鄜
通脉饮组Ｈ９ｃ２细胞增殖能力比较差异无统计学意义
（Ｆ＝０．１１０，Ｐ＞０．０５），说明体积分数１０％含药血浆
对细胞增殖抑制的影响最小，故选用体积分数１０％
含药血浆作为含药血浆干预浓度。

表１　正常对照组、空白对照组和滋鄜通脉饮组 Ｈ９ｃ２细胞
增殖能力比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓ
ａｍｏｎｇｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ＺｉｃｕｉＴｏｎｇｍａｉＹｉｎｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖能力（Ａ值）

５％稀释度 １０％稀释度 １５％稀释度
正常对照组 ３ １．８１±０．５５ １．９２±０．６１ １．７３±０．５３
空白对照组 ３ １．７４±０．３２ ２．０２±０．３９ １．６９±０．３４
滋鄜通脉饮组 ３ １．２６±０．４０ａ １．９７±０．４２ １．１４±０．３５ａ

Ｆ ５．７４１ ０．１１０ ６．０４１
Ｐ ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５

　　注：与正常对照组和空白对照组比较ａＰ＜０．０５。

·０１５· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０２３年　第４０卷



２．２　正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导 ＋中药含
药血浆组、高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡
率比较　结果见图１。正常对照组、高糖诱导组、高
糖诱导＋中药含药血浆组、高糖诱导 ＋恩格列净组
Ｈ９ｃ２细胞凋亡率分别为 （２．６３±０．２９）％、
（４２．８９±２．６０）％、（１４．３５±０．２７）％、（１７．５６±
２．２６）％。正常对照组、高糖诱导＋中药含药血浆组
和高糖诱导＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率显著低

于高糖诱导组，差异有统计学意义（ｔ＝４３．５２７、
２３．８３６、２１．６１７，Ｐ＜０．０１）；高糖诱导 ＋恩格列净组
和高糖诱导＋中药含药血浆组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率显
著高于正常对照组，差异有统计学意义 （ｔ＝
１４．９３３、１１．７２３，Ｐ＜０．０５）；高糖诱导 ＋中药含药血
浆组与高糖诱导＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率比
较差异无统计学意义（ｔ＝１．９９５，Ｐ＞０．０５）。

Ａ：正常对照组；Ｂ：高糖诱导组；Ｃ：高糖诱导＋中药含药血浆组；Ｄ：高糖诱导＋恩格列净组。

图１　正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导＋中药含药血浆组、高糖诱导＋恩格列净组Ｈ９ｃ２细胞凋亡情况

Ｆｉｇ．１　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ＋ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ

Ｃｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｌａｓｍａｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ＋ｅｍｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎｇｒｏｕｐ

２．３　常对照组、高糖诱导组、高糖诱导 ＋中药含药
血浆组、高糖诱导＋恩格列净组Ｈ９ｃ２细胞ＬＤＨ释
放率比较　正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导＋中
药含药血浆组、高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞
ＬＤＨ释放率分别为（４．５４±０．８５）％、（４４．３３±
１．７２）％、（１６．２８±０．８５）％、（１８．７１±２．２０）％。正常
对照组、高糖诱导＋中药含药血浆组和高糖诱导 ＋
恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞 ＬＤＨ释放率显著低于高糖
诱导组，差异有统计学意义（ｔ＝５８．６６０、３１．４０８、
２６．５５７，Ｐ＜０．０１）；高糖诱导 ＋恩格列净组和高糖
诱导＋中药含药血浆组 Ｈ９ｃ２细胞 ＬＤＨ释放率显
著高于正常对照组，差异有统计学意义（ｔ＝１４．１６７、
１１．７４０，Ｐ＜０．０５）；高糖诱导 ＋中药含药血浆组与
高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞 ＬＤＨ释放率比
较差异无统计学意义（ｔ＝１．８０１，Ｐ＞０．０５）。
２．４　正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导 ＋中药含
药血浆组、高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞自噬
和凋亡相关蛋白表达水平比较　结果见图２和表
２。正常对照组、高糖诱导＋中药含药血浆组和高糖
诱导＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞中 ｐ６２、Ｂａｘ表达显著
低于高糖诱导组，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２显著高于高
糖诱导组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；高糖诱导
组Ｈ９ｃ２细胞中 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显著低于正常对照组和
高糖诱导 ＋中药含药血浆组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；高糖诱导组与高糖诱导 ＋恩格列净组
Ｈ９ｃ２细胞中 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；高糖诱导 ＋恩格列净组和高糖诱导 ＋
中药含药血浆组 Ｈ９ｃ２细胞中 ｐ６２、Ｂａｘ显著高于正
常对照组，Ｂｃｌ２、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显著低
于正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。高
糖诱导＋中药含药血浆组与高糖诱导＋恩格列净组
ｐ６２、Ｂａｘ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｃｌ２表达水平及 Ｂｃｌ２／
Ｂａｘ比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ａ：正常对照组；Ｂ：高糖诱导组；Ｃ：高糖诱导 ＋中药含药血浆组；Ｄ：

高糖诱导＋恩格列净组。

图２　正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导 ＋中药含药血浆

组、高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞 ｐ６２、Ｂａｘ、ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ和Ｂｃｌ２蛋白表达

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐ６２，Ｂａｘ，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ａｎｄＢｃｌ２

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕ

ｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ＋ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ

Ｃｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｌａｓｍａｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ＋ｅｍｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎｇｒｏｕｐ
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表２　正常对照组、高糖诱导组、高糖诱导＋中药含药血浆组、高糖诱导＋恩格列净组Ｈ９ｃ２细胞中ｐ６２、Ｂａｘ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和

Ｂｃｌ２蛋白表达水平比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ６２，Ｂａｘ，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ａｎｄＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ＋ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｌａｓｍａｇｒｏｕｐ

ａｎｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ＋ｅｍｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｐ６２ ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ Ｂａｘ Ｂｃｌ２ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
正常对照组 ３ ０．２４±０．０５ １．９７±０．１３ ０．１６±０．０７ ０．９７±０．０９ ６．９８±２．８５
高糖诱导组 ３ ０．９６±０．０５ａ ０．２６±０．１０ａ ０．８５±０．０９ａ ０．５１±０．０８ａ ０．６１±０．１２ａ

高糖诱导＋恩格列净组 ３ ０．５５±０．０５ａｂ １．１４±０．１６ａｂ ０．３６±０．０８ａｂ ０．６３±０．１０ａｂ １．８３±０．４５ａ

高糖诱导＋中药含药血浆组 ３ ０．５１±０．０７ａｂ １．１８±０．１６ａｂ ０．３４±０．０８ａｂ ０．６４±０．１１ａｂ ２．０６±０．８２ａｂ

Ｆ ２６１．８７０ ２６０．１３０ １４０．６４０ ４３．０００ ３５．１９０
Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　 注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０５；与高糖诱导组比较ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

　　糖尿病是一种以慢性高血糖为特点的代谢性疾
病，近年来其发病率呈现逐年上升趋势。糖尿病心

肌病是糖尿病常见并发症，氧化应激、内质网应激、

细胞外基质蛋白和晚期糖基化产物的堆积是糖尿病

心肌病的早期特征。随着病情进一步发展，逐步出

现左心室肥厚和收缩功能不全，最后导致心力衰竭。

糖尿病心肌病常表现为心肌细胞的变性坏死、细胞

凋亡，以及心肌细胞重建和心功能减退。目前，针对

糖尿病心肌病治疗措施主要包括降糖、降脂、控制血

压、改善心肌重构等，而有效地控制血糖是治疗的基

本手段；然而，多种降糖药物存在一定的不良反应。

中医药治疗糖尿病疗效确切，具有毒副作用小、价格

低廉、患者依从性好等优点。滋鄜饮出自于《医学

衷中参西录》，原方由黄芪、生地、山药、山萸肉、生

猪胰组成，用于治疗消渴。中药复方滋鄜通脉饮为

湖南省名中医卜献春教授在原方基础上加减而成，

功效为益气养阴、活血通络。该方在临床应用了多

年，疗效满意，得到了患者的一致好评。前期研究显

示，该方不仅能改善糖脂代谢和氧化应激、抑制炎症

反应、减轻胰岛素抵抗，而且还能改善糖尿病心肌病

心肌纤维化，改善心肌重构［３４，１０１２］；但具体机制有

待进一步深入探讨。因此，本研究应用大鼠 Ｈ９ｃ２
心肌细胞探讨中药复方滋鄜通脉饮对糖尿病心肌病

治疗的效果和机制。

本研究结果显示，５％、１５％浓度时，滋鄜通脉饮
组Ｈ９ｃ２细胞增殖能力显著低于正常对照组、空白
对照组；１０％浓度时，正常对照组、空白对照组和滋
鄜通脉饮组Ｈ９ｃ２细胞增殖能力比较差异无统计学
意义，说明１０％含药血浆对细胞增殖抑制的影响最
小，故选用１０％含药血浆作为含药血浆干预浓度。

ＬＤＨ是存在于细胞质的一种酶，当细胞膜受到损伤
时，ＬＤＨ即释放到细胞培养基中。因此检测培养基
中ＬＤＨ的量可以作为测定受损细胞数量的指标。
本研究结果显示，高糖诱导组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率和
ＬＤＨ释放率显著高于正常对照组、高糖诱导 ＋中药
含药血浆组和高糖诱导 ＋恩格列净组，高糖诱导 ＋
中药含药血浆组与高糖诱导 ＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细
胞凋亡率和ＬＤＨ释放率显著高于正常对照组，高糖
诱导＋中药含药血浆组与高糖诱导 ＋恩格列净组
Ｈ９ｃ２细胞凋亡率和ＬＤＨ释放率比较差异无统计学
意义；说明，高糖刺激下的 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡率和
ＬＤＨ释放率明显上升，提示心肌细胞损伤；而滋鄜
通脉饮和恩格列净可抑制 Ｈ９ｃ２细胞凋亡和 ＬＤＨ
释放，减轻心肌细胞损伤，且滋鄜通脉饮和恩格列净

作用相当。

　　自噬是一种细胞内降解机制，通过吞噬受损的
细胞器而形成自噬体，然后与溶酶体融合并降解其

包裹的内容物，在应激条件下对于维持细胞内稳态

有极其重要的作用［１３］。自噬在维持心脏的结构、功

能和心肌细胞完整性中发挥极其重要的作用。适度

的自噬对心脏正常功能的维持尤其重要［１４］，但过度

自噬可能引发心脏结构、功能和心肌细胞完整性的

异常。研究显示，自噬紊乱与糖尿病心肌病的发生

发展密切相关，恢复正常的自噬水平对糖尿病心肌

病有明显的保护作用［１５］。泛素连接蛋白 ｐ６２是反
映自噬活性的蛋白，为自噬特异性降解底物，存在于

多种细胞中，参与各种信号传导过程。当自噬被激

活时，自噬体与溶酶体融合，溶酶体酶降解自噬囊泡

中的ｐ６２，导致其水平下降；当自噬被抑制时可以导
致自噬体堆积，使ｐ６２水平升高，出现自噬障碍。研
究显示，ｐ６２蛋白水平与自噬活性呈负相关关系，
ｐ６２的积累在自噬障碍中起着重要的作用［１６］。ＬＣ３

·２１５· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０２３年　第４０卷



是ｐ６２的受体，为自噬小体的标志蛋白，可作为自噬
标志物；ＬＣ３有 ＬＣ３Ｉ和 ＬＣ３Ⅱ ２种形式，通常以
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ 比值和ｐ６２表达水平来评价细胞自
噬。ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ 比值越高，表示自噬活性越

强［１７］。本研究结果显示，高糖诱导组 Ｈ９ｃ２细胞中
ｐ６２表达显著高于正常对照组、高糖诱导 ＋中药含
药血浆组和高糖诱导 ＋恩格列净组，高糖诱导组
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ显著低于正常对照组、高糖诱导＋中
药含药血浆组和高糖诱导＋恩格列净组；高糖诱导＋
中药含药血浆组与高糖诱导 ＋恩格列净组 ｐ６２、
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达水平比较差异无统计学意义。
这说明，高糖刺激可引起 Ｈ９ｃ２心肌细胞自噬相关
蛋白 ｐ６２显著升高和 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ明显下降，提
示Ｈ９ｃ２心肌细胞自噬发生障碍并加重了心肌细胞
损伤；恩格列净和滋鄜通脉饮可通过抑制自噬相关

蛋白ｐ６２和提高 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平而抑制心肌细
胞凋亡，进而减轻心肌细胞损伤。

Ｂａｘ是细胞凋亡的标志性蛋白，可导致细胞凋
亡［１８］。研究显示，Ｂａｘ水平与糖尿病并发症关系密
切［１９］。正常情况下，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２和促凋亡蛋
白Ｂａｘ处于平衡状态，但在应激状态下，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
比值可发生转变。因此，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值可用来评估
细胞凋亡水平［２０］。本研究结果显示，高糖诱导组

Ｈ９ｃ２细胞中Ｂａｘ表达显著高于正常对照组、高糖诱
导＋中药含药血浆组和高糖诱导 ＋恩格列净组，
Ｂｃｌ２及Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显著低于正常对照组、高糖诱导＋
中药含药血浆组和高糖诱导 ＋恩格列净组；高糖诱
导组与高糖诱导＋恩格列净组 Ｈ９ｃ２细胞中 Ｂｃｌ２／
Ｂａｘ比较差异无统计学意义。高糖诱导 ＋中药含药
血浆组和高糖诱导＋恩格列净组Ｂａｘ显著低于正常
对照，Ｂｃｌ２及 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显著高于正常对照组；高
糖诱导＋中药含药血浆组与高糖诱导＋恩格列净组
Ｂａｘ、Ｂｃｌ２表达水平及 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比较差异无统计
学意义。这一结果提示，高糖刺激可引起 Ｈ９ｃ２心
肌细胞凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ明显下降，导致
Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡增加，从而引发 Ｈ９ｃ２心肌细胞
损伤；恩格列净和滋鄜通脉饮可通过抑制 Ｂａｘ和促
进Ｂｃｌ２表达，抑制心肌细胞凋亡，进而减轻心肌细
胞损伤。

　　综上所述，滋鄜通脉饮可通过激活高糖诱导的
大鼠Ｈ９ｃ２心肌细胞自噬，抑制 Ｈ９ｃ２细胞凋亡，从
而减轻心肌细胞损伤，其机制可能与调节相关信号

通路有关，具体有待进一步研究。
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脉阻断模型大鼠脑组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ与 ＣｙｔＣ的表达［Ｊ］．中国

组织工程研究，２０１９，２３（２７）：４３４４４３４９．

ＬＯＮＧＹＦ，ＷＡＮＧＸＬ，ＷＡＮＧＭＰ，ｅｔａｌ．Ａｎｄｒｏｇｅｎｉｎｔｅｒｖｅｎ

ｔｉｏｎｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘ，ａｎｄＣｙｔＣｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ

ｏｆａｄｕｌｔｍａｌｅｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｍｏｄｅｌｒａｔｓ［Ｊ］．

ＣｈｉｎＪＴｉｓｓｕｅＥｎｇｉｎｅｅｒＲｅｓ，２０１９，２３（２７）：４３４４４３４９．

［１９］　陈聪，陈云志，喻嵘，等．中医药调控糖尿病常见并发症ｂａｘ表

达的实验研究述评［Ｊ］．天津中医药大学学报，２０１７，３６（２）：

８１８４．

ＣＨＥＮＣ，ＣＨＥＮＹＺ，ＹＵＲ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｉｅｗｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｉｅｓ

ｏｆｂａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉ

ｃｉｎｅｏｎｃｏｍｍｏｎｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］．ＪＴｉａｎｊｉｎ

ＵｎｉｖＴｒａｄｉｔＣｈｉｎＭｅｄ，２０１７，３６（２）：８１８４．

［２０］　ＫＯＯＨＰＥＹＭＡＨ，ＧＯＵＤＡＲＺＩＩ，ＥＬＡＨＤＡＤＩＳＭ，ｅｔａｌ．Ｆｏｌｉｃ

ａｃｉｄｐｒｏｔｅｃｔｓｒａｔｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍａｇａｉｎｓｔｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｃａｕｓｅｄｂｙ

ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘ，ａｎｄｃａｓｐａｓｅ３ａｐｏｐ

ｔｏｔｉｃｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｔｏｘＲｅｓ，２０２０，３７（３）：５６４５７７．

（本文编辑：周二强）

《新乡医学院学报》被 Ｓｃｏｐｕｓ数据库收录

近日，接Ｅｌｓｅｖｉｅｒ出版集团邮件通知，经严格评审遴选，《新乡医学院学报》（ＪｏｕｒｎａｌｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）正式被

Ｓｃｏｐｕｓ数据库收录。《新乡医学院学报》是新乡医学院主管主办的综合性医药卫生类学术期刊，被Ｓｃｏｐｕｓ数据库收录，标志着

国际权威数据库对该刊的高度认可，这对提升该刊学术影响力、传播力和显示度有重要意义。

Ｓｃｏｐｕｓ数据库是由Ｅｌｓｅｖｉｅｒ出版集团推出的具有科研管理、学术评价功能的数据库，是全球规模最大的同行评议文献（科

学期刊、书籍和会议记录）的文摘和引文数据库，覆盖１００％的Ｍｅｄｌｉｎｅ期刊、１００％的ＥＩ期刊和约９７％的ＷｅｂｏｆＳｃｉｅｎｃｅ期刊，

其学术影响力仅次于ＷｅｂｏｆＳｃｉｅｎｃｅ（包括ＳＣＩ、ＳＳＣＩ和Ａ＆ＨＣＩ），被全球诸多重要学术排名机构（如 ＱＳ、ＴＨＥ世界大学排名）

作为学科产出及学科发展评估的主要数据来源。

《新乡医学院学报》编辑部衷心感谢各位编委、审稿专家、作者、读者的关心和支持，我们将再接再厉，努力提升办刊水平，积

极宣传党和国家的科技政策，推动医学科学研究，促进医学信息交流，为我国医学事业的发展及全人类的健康作出积极贡献。

·４１５· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０２３年　第４０卷


