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荭草素通过激活 ＰＧＣ－１β 发挥抗糖尿病心肌病作用
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［摘要］：目的　 探究外源补充荭草素（Ｏｒｉｅｎｔｉｎ）对链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的糖尿病心肌损伤是否发挥保护作用及其分子

机制。 方法　 腹腔注射 ＳＴＺ 构建 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠糖尿病模型（ＤＣＭ 组），ＤＣＭ＋ｏｒｉｅｎｔｉｎ 组小鼠除腹腔注射 ＳＴＺ 外，每天通过口

服灌胃方式外源补充荭草素，８ 周后超声心动图检测各组小鼠左心室心脏功能。 ＨＥ 染色观察左室心肌组织，用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 法

检测心肌氧化应激相关分子 ｍＲＮＡ 的表达。 给予 Ｈ９Ｃ２ 细胞高糖培养，外源给予荭草素观察其对心肌细胞炎症和氧化应激

的影响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测各组 ＰＧＣ－１β 信号通路的影响。 结果　 ８ 周后 ＤＣＭ 组小鼠左室心肌较对照组显著肥厚，纤维化加

重，心功能显著下降，氧化应激加重，而 ＤＣＭ＋ｏｒｉｅｎｔｉｎ 组小鼠能够显著改善上述病变，且外源补充 ｏｒｉｅｎｔｉｎ 能够显著升高心肌

组织中 ＰＧＣ－１β 的表达，且外源给予荭草素能够显著减轻高糖诱导的心肌细胞氧化应激损伤。 结论　 荭草素能够通过激活

ＰＧＣ－１β 在小鼠糖尿病心肌病模型中发挥抗氧化应激作用，从而减轻心肌损伤。
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　 　 糖尿病增加了患心脏病的风险，５０％的糖尿病

患者死于心血管疾病［１］。 炎症和氧化应激激活是

糖尿病心肌损伤显著的病理生理过程，也会导致心

肌细胞内蛋白质量调控障碍，目前仍亟待探索有效

的药物和分子靶点来控制糖尿病心肌病的发

展［１－２］。 糖尿病患者的心力衰竭发病率非常高，而
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且糖尿病患者的预后比非糖尿病患者更差。 实验数

据表明，多种机制导致糖尿病患者收缩期和舒张期

功能受损，这些患者的心脏衰竭与冠状动脉疾病或

相关危险因素无关［３］。
荭草素（Ｏｒｉｅｎｔｉｎ）是从天然植物中分离出来的

黄酮类成分，在近几年的研究中，荭草素已被探究证

实具有丰富的细胞组织保护特性，如抗氧化应激、抗
炎、抗癌和抗血栓活性［４－５］。 荭草素能够通过调节

Ｔｏｌｌ 样受体－４ ／核转录因子－κＢ ／肿瘤坏死因子－α
信号通路发挥抗炎作用，从而对大鼠脑缺血 ／再灌注
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损伤发挥保护作用［６］。 近期研究证实，荭草素能够

通过调节内皮型一氧化氮合酶 ／一氧化氮（ ｅＮＯＳ ／
ＮＯ）信号通路发挥抗氧化应激作用，从而能够减轻

小鼠心梗后心肌病理性重构［７］。 迄今为止，荭草素

是否能对糖尿病心肌病发挥保护作用尚无研究报

道。 本研究将探究荭草素在糖尿病心肌病中发挥的

作用及潜在的分子机制。

１　 材料与方法

１．１　 实验动物　 雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠（２０ ～ ２５ ｇ，８ ～
１０ 周龄）从实验动物中心获得，在 ２２ ～ ２４℃的 １２ ｈ
的光 ／暗周期下被笼养，吃定期的颗粒饲料。
１．２　 实验试剂　 纯度＞９８％的荭草素（融禾，上海），
检测超氧化物歧化酶（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ）
活性和丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）含量试剂盒

（南京建城）。 抗 ＰＧＣ－１β 的抗体（Ａｂｃａｍ，美国），
抗 ＧＡＰＤＨ 的抗体（ ｃｍｃＴＡＧ 公司，美国），Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂和 ＲＮＡ 提取试剂盒 （天根，北京），引物合成

（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ，南京），评价 Ｈ９Ｃ２ 细胞内活性氧（ ｒｅａｃ⁃
ｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ， ＲＯＳ）生成的荧光探针 ２′，７′－二氯荧光

素二乙酸酯（ＤＣＦＨ－ＤＡ）（碧云天，上海）。
１．３　 小鼠分组及处理方式　 将雄性 Ｃ５７ 小鼠随机

分为 ３ 组： 同笼阴性小鼠分为对照组（ＣＯＮ 组，ｎ ＝
１２） 、糖尿病组（ＤＣＭ 组，ｎ ＝ １２）和按常规腹腔注射

链脲佐菌素（Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ）５０ ｍｇ ／ ｋｇ）诱导小

鼠糖尿病模型的外源补充荭草素小鼠糖尿病组

（ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组，ｎ ＝ １２）。 ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组小鼠每天通

过灌胃外源补充荭草素（溶于生理盐水，剂量为 ４０
ｍｇ ／ ｋｇ），ＤＣＭ 组仅补充相同量的生理盐水。 喂养 ８
周后进行后续实验。
１．３．１　 小鼠心脏超声检测 　 超声工作者完全未知

研究方案和动物组。 使用 ＶｉｓｕａｌＳｔｕｌｉｃ ７７０ 超声仪器

进行小鼠心脏超声检查，３０ ＭＨｚ 的传感器记录左胸

骨旁胸腺的长轴和短轴。 超声心动图检测的指标包

括左室射血分数 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ，
ＬＶＥＦ） 和左室缩短分数 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ， ＬＶＦＳ）、舒张末期室间隔（ ｉｎｔｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｓｅｐｔａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｅｎｄ ｄｉａｓｔａｓｉｓ， ＩＶＳｄ）和舒张末期左室

后壁 （ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｐｏｓｉｔｅｒｉｏｒ ｗａｌｌ ｅｎｄ ｄｉａｓｔａｓｉｓ，
ＬＶＰＷｄ）厚度。 以上参数由 Ｖｅｖｏ Ｌａｂ ３．１．０ 软件计

算得出。
１．３．２ 　 小鼠心肌组织学染色 　 用苏木精 －伊红

（ＨＥ）或 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色法分别对心肌组织的其他

部分进行染色，以评估心肌细胞的横截面积和胶原

沉积。 切片用数字扫描成像系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＦＶ１０００，

日本）进行可视化，心肌细胞横截面积和纤维化程

度用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件（ＮＩＨ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ，ＵＳＡ）进行量

化。
１．３．３　 小鼠心肌组织 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的测定　 检测心

脏组织中氧化应激标记物 ＭＤＡ 含量和 ＳＯＤ 活性，
步骤基于制造商的说明。 通过 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５ 装置

使用分光光度法分析数据。
１．３．４　 实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）检
测 ｍＲＮＡ 表达　 采集左心室壁部分组织，按照 ＲＮＡ
提取试剂盒的指示从标本（或处理后培养的 Ｈ９Ｃ２
细胞）中提取总 ＲＮＡ。 然后利用上标第一链合成系

统（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＣＡ，ＵＳＡ） 将 ＲＮＡ 反向转化为互补

ＤＮＡ。 用 ＣＦＸ９６ 实时聚合酶链反应系统 Ｃ１０００ 热

循环仪（美国）进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ。 磷酸甘油醛脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）是靶基因转录水平正常化的标准基因。
本研究中使用的引物序列列于表 １ 中。
１．３．５　 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞的培养　 将 Ｈ９Ｃ２ 细胞按（１
～２）×１０５个 ／ ｍｌ 均匀种于六孔板中，于含 １０％胎牛

血清的低糖培养基中置于细胞培养箱（５％ ＣＯ２、饱
和湿度、３７ ℃）无菌培养。 细胞分为 ３：组对照组、
高糖组和高糖＋荭草素组。 高糖＋荭草素组同时加

入荭草素生理盐水溶液，使培养液中荭草素浓度为

１０ μｍｏｌ，分别给予低糖和高糖培养基培养 ４８ ｈ，进
行后续实验。 然后用 ＤＣＦＨ－ＤＡ 进行共聚焦染色，
ＤＣＦＨ－ＤＡ 在 ＲＯＳ 的作用下在细胞内脱酯化，转化

为高荧光分子 ２′，７′－二氯荧光素。 通过激发波长

４８８ ｎｍ 和发射波长 ５２５ ｎｍ ２８ 的荧光强度测定细胞

ＲＯＳ 的产生。
１．３．６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测 ＰＧＣ－１β 的表达　 用 ＲＩ⁃
ＰＡ 裂解缓冲液提取左心室组织和 Ｈ９Ｃ２ 的总蛋白。
测定蛋白浓度后用 １０％十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离每个样品的蛋白质，再转移到聚偏

二氟乙烯膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）。 将 ５％脱脂奶粉溶解

在洗膜缓冲液中（１５０ ｍｍｏｌ ＮａＣｌ、５０ ｍｍｏｌ Ｔｒｉｓ（ ｐＨ
７．５）和 ０．１％吐温－２０℃封闭膜 ２ ～ ３ ｈ（２０ ～ ２５℃）。
根据分子量分离膜，在 ４℃下与相应的一级抗体孵

育 １２ ｈ，再用相应的辣根过氧化物酶结合的第二抗

体在 ２０～２５℃孵育 ２ ｈ，加入电化学发光试剂，并使

用 ＣｅｉｍＤｏｃ ＸＲ（Ｂｉｏ Ｒａｄ，美国）扫描印迹。 对蛋白

质条带的灰度值进行可视化分析，以 ＧＡＰＤＨ 为内

参对照。
１．４　 统计学分析　 应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７．０ 进行处

理和分析，所有数据均以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，
多组间差异的统计学意义用单向 ＡＮＯＶ Ａ 处理，
Ｐ ＜０．０５ 有统计学意义。
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２　 结　 果

２．１　 外源补充荭草素显著改善糖尿病导致的心功

能损伤　 ８ 周后小鼠心脏超声检测发现，ＤＣＭ 组小

鼠心功能较 ＣＯＮ 组显著损伤，表现为 ＬＶＥＦ 和

ＬＶＦＳ 显著降低，而 ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组能够显著改善小鼠

心功能（图 １ Ａ ～ Ｃ）。 又检测了反映心脏重构的心

肌肥厚指数之一心体比（ ｈｅａｒｔ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ，
ＨＷ ／ ＢＷ），结果显示，ＤＣＭ 组小鼠心体比较 ＣＯＮ 组

显著升高，而 ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组小鼠心体比较 ＤＣＭ 组显

著下调（图 １ Ｄ）。
２．２　 外源补充荭草素显著减轻糖尿病导致的心肌

肥厚和纤维化　 ＨＥ 染色结果显示，ＤＣＭ 组小鼠心肌

细胞较 ＣＯＮ 组显著肥大，而 ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组能够显著减

轻 ＤＣＭ 组小鼠心肌细胞病理性肥大（图 ２ Ａ 和 Ｂ）。
ＭＡＳＳＯＮ 染色结果显示，糖尿病心肌病小鼠左室壁心

肌组织纤维化较 ＣＯＮ 组显著加重，而 ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组小

鼠心肌纤维化显著减轻（图 ２ Ｃ 和 Ｄ）。
２．３　 外源补充荭草素显著减轻糖尿病小鼠心肌组

织氧化应激损伤　 ＤＣＭ 组小鼠心肌组织 ＭＤＡ 含量

较 ＣＯＮ 组显著升高，ＳＯＤ 含量显著降低，而 ＤＣＭ＋
ＯＲＩ 组可以显著减弱这种效应（图 ３ ａ 和 ｂ）。 进一

步通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测氧化应激标志物 ＮＯＸ２ 和

ＮＯＸ４ 的 ｍＲＮＡ 表达，结果显示 ＤＣＭ 组小鼠心肌组

织 ＮＯＸ２ 和 ＮＯＸ４ 表达量较 ＣＯＮ 组显著升高，而
ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组能够显著降低 ＮＯＸ２ 和 ＮＯＸ４ 的表达

（图 ３ Ｃ 和 Ｄ）。
２．４　 荭草素显著减轻高糖培养的 Ｈ９Ｃ２ 细胞氧化

应激损伤 　 高糖组 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＲＯＳ 生成量较对照

组显著升高，而 ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组能够显著减少高糖诱

导的心肌细胞内 ＲＯＳ 生成，从而减轻氧化应激损伤

（图 ４）。
２．５　 荭草素显著增强糖尿病小鼠心肌组织和高糖

培养 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＰＧＣ－１β 的表达　 糖尿病小鼠心肌

组织 ＰＧＣ － １β 的表达量较 ＣＯＮ 组显著降低，而

ＤＣＭ＋ＯＲＩ 组显著激活糖尿病小鼠心肌组织内 ＰＧＣ
－１β 的表达（图 ５ Ａ）。 高糖培养下 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞

内 ＰＧＣ－１β 表达量较对照组显著降低，而高糖＋荭
草素组心肌细胞内 ＰＧＣ－１β 表达量显著升高（图 ５
Ｂ）。 结果提示荭草素能够显著增强糖尿病小鼠心

肌组织和高糖培养 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＰＧＣ－１β 的表达。

３　 讨　 论

近年来，由于多种中草药被证实具有抗炎、抗凋

亡、抗氧化应激的保护作用，成为心血管疾病领域的

研究热点［８］。 荭草素就是其中之一，本研究首次证

实荭草素治疗能有效地抑制高糖诱导的心肌细胞氧

化应激，无论是在体内还是在体外，最终都能阻止糖

尿病心肌病小鼠心肌纤维化和心肌肥厚，改善心肌

功能。 在机制上，荭草素能够通过激活心肌组织中

的 ＰＧＣ－１β 发挥抗氧化应激作用，从而保护糖尿病

心肌病小鼠心肌组织。
糖尿病心肌病引起的心脏重塑的重要标志是心

肌肥厚和心肌纤维化，心肌肥厚也通过增加的心脏

质量反映。 心肌纤维化和心肌细胞肥大是解释糖尿

病心肌病心脏改变的最常见机制。 一些研究表明，
糖尿病导致细胞钙转运缺陷、心肌收缩蛋白缺陷和

胶原形成增加，导致心肌解剖和生理变化［９］。 本研

图 １　 三组小鼠心脏超声检测 ＬＶＥＦ、ＬＶＦＳ 和 ＨＷ／ ＢＷ 比较（ｎ＝ ６）
注：与 ＣＯＮ 组比较∗Ｐ ＜０．０５，∗∗Ｐ ＜０．０１；与 ＤＣＭ 组比较＃Ｐ ＜０．０５

２５ 中国体外循环杂志 ２０２１ 年 ２ 月 ２８ 日第 １９ 卷第 １ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ ＥＣＣ Ｖｏｌ．１９ Ｎｏ．１ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２８， ２０２１



图 ２　 三组小鼠 ＨＥ、ＭＡＳＳＯＮ 染色及横截断面积、左室胶原蛋白量比较（ｎ＝ ６）
注：与 ＣＯＮ 组比较∗Ｐ ＜０．０５，∗∗∗Ｐ ＜０．００１；与 ＤＣＭ 组比较＃Ｐ ＜０．０５

图 ３　 三组小鼠 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＮＯＸ４ 和 ＮＯＸ２ 表达的比较（ｎ＝ ６）
注：与 ＣＯＮ 组比较∗Ｐ ＜０．０５，∗∗Ｐ ＜０．０１，∗∗∗Ｐ ＜０．００１；与 ＤＣＭ 组比较＃Ｐ ＜０．０５

图 ４　 Ｈ９Ｃ２ 细胞培养 ＲＯＳ 荧光强度比较（ｎ＝ ５）
注：与对照组比较∗∗∗Ｐ ＜０．００１；与高糖组比较＃＃Ｐ ＜０．０１

究结果显示荭草素外源补充能够显著减轻糖尿病心

肌病小鼠心肌组织肥厚和纤维化程度，提示荭草素

能够显著改善糖尿病心肌损伤。 在动物在体实验中

也有类似的发现，与对照动物相比，糖尿病动物的心

率、收缩压和收缩分数显著降低［１０］。 临床研究也提

示，糖尿病与左室心肌收缩和舒张功能的附加损害

独立相关［１１］。 这些研究表明糖尿病是收缩功能障

碍的原因之一，而本研究证实外源补充荭草素能够

显著改善高糖导致的小鼠心功能障碍，也显示了荭

草素的心肌保护作用。

３５中国体外循环杂志 ２０２１ 年 ２ 月 ２８ 日第 １９ 卷第 １ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ ＥＣＣ Ｖｏｌ．１９ Ｎｏ．１ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２８， ２０２１



图 ５　 三组小鼠心肌组织和高糖培养 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＰＧＣ－１β 的表达

注：Ａ（ｎ＝ ６）：与 ＣＯＮ 组比较∗Ｐ ＜０．０５；与 ＤＣＭ 组比较＃＃Ｐ ＜０．０１；
Ｂ（ｎ＝ ５）：与对照组比较∗Ｐ ＜０．０５；与高糖组比较＃＃Ｐ ＜０．０１

　 　 糖尿病心肌病的代谢异常刺激 ＲＯＳ 生成，如高

血糖、高脂血症和晚期糖基化终产物的积累，最终导

致细胞内氧化应激［１２］。 持续升高的氧化应激状态

有过度消耗内源性抗氧化剂的趋势，如 ＳＯＤ，并伴

随着氧化应激产物如 ＭＤＡ 在心脏中的积累［１３－１４］。
检测 ＳＯＤ、ＭＤＡ 及 ＲＯＳ 的含量成为检验细胞或组

织中氧化应激程度的重要检测指标［１５］。 为了抵抗

持续氧化应激的损害，已经形成了一系列内源性抗

氧化机制，其中之一是过氧化体增殖活化受体 γ 辅

助活化受体因子（ＰＧＣ－１β） ［１６］。 ＰＧＣ － １β 主要在

心脏等氧化组织中表达，并调节线粒体的生物合成

和代谢以及包含电子传递链的蛋白质［１７］。 以往的

研究表明，ＰＧＣ－１β 在压力超负荷诱导的心肌肥大

过程中具有良好的保护作用，通过维持葡萄糖代谢

和减轻氧化应激来抗心肌肥厚［１８］。 压力超负荷下，
心肌组织 ＰＧＣ－１β 的表达显著降低，可导致心肌组

织或心肌细胞 ＲＯＳ 生成、ＭＤＡ 含量和 ＮＯＸ４ 表达增

加，ＳＯＤ 活性降低，而通过激活 ＰＧＣ－１β 可以显著

逆转这一效应［１７］。 本研究结果显示，糖尿病心肌病

小鼠心肌组织和高糖处理的 Ｈ９Ｃ２ 细胞 ＰＧＣ－１β 的

表达较对照组显著下调，而外源补充荭草素能够显

著激活 ＰＧＣ－１β 的表达，提示荭草素能够通过激活

心肌细胞内 ＰＧＣ－１β 的表达发挥抗氧化应激作用，
从而减轻高糖对心肌细胞的损伤。 所有这些证据表

明，靶向 ＰＧＣ－１β 可能是治疗糖尿病心肌病的一种

有前途的策略。 荭草素前期被证实有多种药理活

性，如抗氧化应激、抗炎、抗癌和抗血栓活性［４－５］。

荭草素能够通过调节 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ－κＢ ／ ＴＮＦ－α 信号通

路发挥抗炎作用，从而对大鼠脑缺血 ／再灌注损伤发

挥保护作用［６］。 近期研究证实，荭草素能够通过调

节 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ 信号通路发挥抗氧化应激作用，从而

能够减轻小鼠心梗后心肌病理性重构［７］。
综上所述，本研究从在体和离体两方面展示了

荭草素对糖尿病心肌损伤的保护作用，在机制上荭

草素能够通过激活 ＰＧＣ－１β 的表达，进一步减轻高

糖诱导的心肌细胞氧化应激损伤，为糖尿病心肌病

治疗提供重要药物治疗靶点。 后续实验将进一步完

善和深入，以增强论证强度，为荭草素进一步在临床

中糖尿病患者的应用提供理论依据。
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