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茶多酚对 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞缺氧 ／ 复氧损伤的保护
作用机制

陈立慧，李璐璐

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探究茶多酚对 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞缺氧 ／复氧损伤的保护作用及机制。 　 方法　 实验开展时间为 ２０１７
年 １２ 月至 ２０１９ 年 ３ 月，分为对照组、缺氧 ／复氧组、低浓度茶多酚组和高浓度茶多酚组，对照组予以常规孵箱培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠

心肌细胞，缺氧 ／复氧组利用缺氧孵箱和常规孵箱交替模拟缺血再灌注环境培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞，低浓度茶多酚组在缺氧

孵箱培养后在常规孵箱培养前应用 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的茶多酚，高浓度茶多酚组加入 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 的茶多酚。 利用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ４８ ｈ 培

养后各组细胞活性；利用试剂盒检测 ４８ ｈ 培养后各组丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和谷胱甘肽

过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）等氧化还原指标和髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）和 ＩＬ⁃６ 等

炎症指标；利用免疫印迹技术检测丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）和核因子 κＢ 通路相关分子。 　 结果　 与缺氧 ／复氧组相比，
茶多酚组细胞活性增强（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与缺氧 ／复氧组相比，茶多酚组 ＭＤＡ 含量减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 含量增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与缺氧 ／复氧组相比，茶多酚组 ＭＰＯ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 含量减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与缺氧 ／复氧组相比，茶多酚组

ＭＡＰＫ 和核因子 κＢ 通路相关分子表达被抑制（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　 结论　 茶多酚能够通过丝裂原活化蛋白激酶和核因子 κＢ 通路

对 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞缺氧 ／复氧损伤发挥保护作用。
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０　 引　 　 言

缺血性心肌病在临床上高发，而溶栓或介入等再

灌注治疗是目前治疗缺血性心肌病的最佳方法，但缺

血的心肌细胞在恢复血供后仍会发生心肌细胞损伤

加重 甚 至 死 亡 的 缺 血 再 灌 注 损 伤 （ ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＩＲＩ），导致患者心功能障碍甚至是

致死性心律失常［１］。 虽然导致心肌细胞 ＩＲＩ 的机制

复杂，但是氧化应激和炎症反应在心肌 ＩＲＩ 发生和发

展中发挥重要作用。 茶多酚是一类从茶叶中提取的

多酚类复合物，由于其来源广泛，且使用安全，引起了

越来越多的关注和研究［２］。 多项研究证实，茶多酚具

有强大的抗氧化和抗炎能力，目前已有报道其在降

压、降脂等保护心血管方面具有很好的作用［３］，另有

研究表明，茶多酚具有改善胰岛素抵抗、抗辐射、抗病

毒、抑菌及抗病毒等药理学作用［４⁃５］。
本实验开展时间为 ２０１７ 年 １２ 月至 ２０１９ 年 ３

月，我们利用缺氧孵箱和常规孵箱交替模拟缺血再

灌注环境培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞，观察茶多酚处

理后缺氧 ／复氧损伤细胞的细胞活性，丙二醛（ｍａ⁃
ｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ ｃａｔａｌａｓｅ， ＣＡＴ）和谷

胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ⁃Ｐｘ）
等氧化还原指标和髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＭＰＯ）、白介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏

死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 和白介

素⁃６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃６）等炎症指标含量变化和丝

裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）和核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ）通

路中 ｐ３８、ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ， ＪＮＫ）、 细胞外调节蛋白激酶 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ １ ／ ２， ＥＲＫ１ ／ ２）和 ｐ６５ 表达情

况，研究其对心肌缺氧 ／复氧损伤的保护作用，为心

肌 ＩＲＩ 的防治提供更多的实验依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料　 茶多酚（中国上海源叶生物科技有限公

司），ＤＭＥＭ 培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ）、胰蛋白酶（美国

Ｇｉｂｃｏ）、 胎 牛 血 清 （ 美 国 Ｇｉｂｃｏ ）， ＣＣＫ⁃８ （ 美 国

Ｓｉｇｍａ），ＭＤＡ 试剂盒、 ＳＯＤ 试剂盒、ＣＡＴ 试剂盒、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 试剂盒、ＭＰＯ 试剂盒、ＩＬ⁃１β 试剂盒、ＴＮＦ⁃α
试剂盒和 ＩＬ⁃６ 试剂盒均为南京建成生物工程研究

所产品，辣根过氧化物酶标记的二抗购自美国

Ｊａｃｋｓｏｎ 公司，抗 Ｐ⁃Ｐ３８ 抗体、抗 Ｐ３８ 抗体、抗 Ｐ⁃ＥＲＫ
抗体、抗 ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体、抗 Ｐ⁃ＪＮＫ 抗体、抗 ＪＮＫ 抗

体、抗 Ｐ６５ 抗体和抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自美国 Ａｂｃａｍ
公司；缺氧孵箱（德国贺氏），分光光度计（中国苏州

威福光电）。
１．２　 方法

１．２．１　 细胞培养　 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞购自中科院

上海生命科学研究院，选择 ３ ～ ８ 代细胞用做实验。
用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基在 ３７ ℃的常氧

细胞培养箱中培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞，隔天换液。
细胞生长至 ８０％时用以实验［６］。
１．２．２　 实验分组及给药 　 按照随机数表法将细胞

分为对照组、缺氧 ／复氧组、低浓度茶多酚组和高浓

度茶多酚组。 经过 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ、１ ｍｇ ／ ｍＬ、２ ｍｇ ／ ｍＬ、
４ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 这 ５ 个浓度梯度茶多酚的作

用，检测细胞活性发现 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 的茶多

酚对 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞活性无显著影响，这与文

献［４⁃５，７］报道一致。 对照组予以上述细胞培养方法，
常规孵箱培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞；缺氧 ／复氧组利

用缺氧孵箱和常规孵箱交替模拟缺血再灌注环境

培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞，具体为：利用缺氧孵箱

（氧浓度为 ３％）培养细胞 ４ ｈ（模拟细胞缺血状态）
后放入常规孵箱（氧浓度为 ２１％）继续培养 ４ ｈ（模
拟细胞缺血后再灌注状态），以此方法建立 ＩＲＩ 细胞

模型［８⁃１０］。 低浓度和高浓度茶多酚组处理 Ｈ９Ｃ２
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大鼠心肌细胞时，在缺氧孵箱培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌

细胞 ４ ｈ 后，分别更换为含有 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ４ ｍｇ ／ ｍＬ
茶多酚的培养基，放入常规孵箱继续培养。
１．２．３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性 　 将 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心

肌细胞培养在 ９６ 孔板中，加入 ＣＣＫ⁃８ 反应 ４８ ｈ 后

用酶标仪检测各孔吸光度。 以对照组的吸光度均

值为 １００％，计算其余各组细胞活性［１１］。
１．２．４　 氧化应激指标和炎症指标的检测　 按照上述各

试剂盒说明，在培养 ４８ ｈ 后取各组细胞培养上清或细

胞裂解液，加入反应试剂后利用酶标仪检测不同波长

下各样本的吸光度，以此计算 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃
Ｐｘ、ＭＰＯ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６等指标的含量［７］。
１．２．５　 免疫印迹检测蛋白含量　 按照上述分组在 ６
孔板中培养 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞，待到细胞融合度在

８０％左右时，每孔加入 ５０ μＬ 含有蛋白酶抑制剂的放

射免疫沉淀（ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ， ＲＩＰＡ）
裂解液裂解培养的 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞，收集裂解液

于离心管中，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 低温离心 １５ ｍｉｎ（有效离心

半径为 １０ ｃｍ），利用蛋白浓度检测试剂盒检测所提

取蛋白的浓度，按照 １ ∶ ３ 比例混合上样缓冲液和蛋

白，煮沸上述蛋白样本后进行电泳；每个孔上样 ４０ μｇ
上述煮沸后的蛋白样本，以 ９０ Ｖ 电压进行电泳，保持

３０ ｍｉｎ 后改为 １２０ Ｖ，９０ ｍｉｎ 后电泳结束后以 ２５０ ｍＡ
恒流转膜 ２ ｈ，随后利用盐水缓冲液稀释的 ５％的脱脂

奶粉封闭液（５ ｇ ／ １００ ｍＬ）封闭，随后按照相应的浓度

配制抗体（Ｐ⁃Ｐ３８、Ｐ３８、Ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、ＥＲＫ１ ／ ２、Ｐ⁃ＪＮＫ、
ＪＮＫ、Ｐ６５ 和 β⁃ａｃｔｉｎ）对醋酸纤维素膜分别进行 ４ ℃
过夜孵育，利用盐水缓冲液洗膜 ５ ｍｉｎ×３ 次后利用

１ ∶ １０ ０００浓度的辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵

育 １ ｈ 后进行发光检测［１１］。
１．３　 统计学分析 　 应用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行

统计处理，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 ｑ 检验，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结　 　 果

２．１　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞

活性的影响　 与对照组相比，缺氧 ／复氧组、低浓度

茶多酚组和高浓度茶多酚组细胞活性减弱 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；与缺氧 ／复氧组相比，茶多酚组细胞活性增

强（Ｐ＜０􀆰 ０５），但未恢复到对照组水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）；高
浓度茶多酚组和低浓度茶多酚组差异无统计学

意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），但茶多酚作用效果具有一定的浓度

依赖性。 见图 １。

１：对照组；２：缺氧 ／复氧组；３：低浓度茶多酚组；４：高
浓度茶多酚组

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与缺氧 ／复氧组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５
图 １　 利用 ＣＣＫ⁃８法检测茶多酚对缺氧 ／复氧后 Ｈ９Ｃ２ 大

鼠心肌细胞活性的影响

２．２　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞

氧化应激的影响　 与对照组相比，缺氧 ／复氧组、低
浓度茶多酚组和高浓度茶多酚组细胞 ＭＤＡ 含量增

加（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 含量均降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与缺氧 ／复氧组相比，茶多酚组细胞

ＭＤＡ 含量降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 含

量增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但均未恢复到对照组水平（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；高浓度茶多酚组和低浓度茶多酚组差异无

统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），但茶多酚作用效果具有一定

的浓度依赖性。 见图 ２。

１：对照组；２：缺氧 ／复氧组；３：低浓度茶多酚组；４：高
浓度茶多酚组

与对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与缺氧 ／复氧组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞氧化应

激的影响
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２．３　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞

炎症因子的影响　 与对照组相比，缺氧 ／复氧组、低
浓度茶多酚组和高浓度茶多酚组细胞 ＭＰＯ、ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 含量均增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与缺氧 ／复氧

组相比，茶多酚组细胞 ＭＰＯ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６
含量减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 但均未恢复到对照组水平

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；高浓度茶多酚组和低浓度茶多酚组差异

无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），但茶多酚作用效果具有一

定的浓度依赖性。 见图 ３。

１：对照组；２：缺氧 ／复氧组；３：低浓度茶多酚组；４：高

浓度茶多酚组

与对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与缺氧 ／复氧组比较，

＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ３　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞炎症

因子的影响

２．４　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细

胞 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路相关蛋白的影响 　 与对照

组相比，缺氧 ／复氧组、低浓度茶多酚组和高浓度

茶多酚组细胞 Ｐ⁃Ｐ３８、Ｐ⁃ＥＲＫ、Ｐ⁃ＪＮＫ 和 Ｐ６５ 表达

均增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）；与缺氧 ／复氧组相比，茶多酚组

细胞 Ｐ⁃Ｐ３８、Ｐ⁃ＥＲＫ、Ｐ⁃ＪＮＫ 和 Ｐ６５ 表达减少（Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 但均未恢复到对照组水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）；高
浓度茶多酚组和低浓度茶多酚组差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５），但茶多酚作用效果具有一定的浓度

依赖性。 见图 ４、图 ５。

１：对照组；２：缺氧 ／复氧组；３：低浓度茶多酚组；４：高

浓度茶多酚组

图 ４ 　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞

ＭＡＰＫ ／ ＮＦ－κＢ 通路相关蛋白的表达

１：对照组；２：缺氧 ／复氧组；３：低浓度茶多酚组；４：高

浓度茶多酚组

对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与缺氧 ／复氧组

比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５ 　 茶多酚对缺氧 ／复氧损伤 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞

ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路相关蛋白的影响

３　 讨　 　 论

目前 ＩＲＩ 的细胞模型主要是利用耗氧剂连二亚

硫酸钠除去培养液中氧，模拟组织细胞缺血缺氧。
现有的 ＩＲＩ 细胞模型利用含有连二亚硫酸钠培养基

培养模拟缺血和再灌注的方法处理 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌
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细胞，但虑到连二亚硫酸钠作用时只是部分模拟组

织细胞的缺氧状态，并不是真正状态下的组织细胞

缺氧，而是通过抑制细胞内部分呼吸酶模拟缺氧效

果，且连二亚硫酸钠对细胞的毒性作用较强，对细

胞活性影响较大［１２］。 相反，通过缺氧孵箱来模拟缺

血再灌注模型可以完全避免上述问题，其通过控制

培养细胞过程中的氧气含量，很好的模拟了缺血状

态对细胞的生物学影响，而且其浓度恒定，操作简

单，容易控制［１３］。
ＩＲＩ 能够激活生物膜的脂质过氧化作用，而

ＭＤＡ 可被作为是氧化应激程度的指标；正常情况

下，组织内 ＣＡＴ、ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 发挥着防止细胞过

氧化的重要作用，当心肌细胞发生 ＩＲＩ 时，氧自由基

产生增加，ＣＡＴ、ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 等物质和产生的自

由基迅速结合而含量急剧减少，故此时细胞的抗氧

化能力下降，使得细胞膜等结构发生过氧化损伤，
最终导致细胞损伤不可逆，直至细胞死亡，因而

ＣＡＴ、ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 的活性可以反映细胞清除自

由基的能力［１４⁃１５］。 本实验结果表明茶多酚能够降

低 ＩＲＩ 诱导的 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞中 ＭＤＡ 含量及

增加 ＣＡＴ、ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 的活性减。 本研究和其

他一些茶多酚抗氧化的研究相似，Ｗａｎｇ 等［１６］ 的研

究表明茶多酚能够通过抗氧化作用减轻四氯化碳

造成的小鼠肝损伤。 Ｑｉａｎ 等［１７］ 发现茶多酚可以通

过其抗氧化作用减轻乙醇造成的胃黏膜损伤。 Ｃｏｎｇ
等［１８］证实茶多酚可通过其抗氧化及抗凋亡作用抑

制原代培养皮层神经元的谷氨酸兴奋性毒性。
心肌发生 ＩＲＩ 时能够促进心肌细胞产生和释放

多种炎性介质，包括 ＭＰＯ、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６
等［１４⁃１８］，本实验结果表明茶多酚能够降低 Ｈ９Ｃ２ 大

鼠心肌细胞中 ＭＰＯ、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 等炎症因

子的含量。 本研究和其他一些茶多酚抗炎的研究

相似，潘妍霓等［１９］ 研究表明，茶多酚能够通过 ＴＮＦ⁃
α、ＮＦ⁃κＢ、ＩＬ⁃１β 的表达发挥对四氯化碳致小鼠肝损

伤的保护作用。 沈海涛等［２０］发现，茶多酚干预可通

过减轻肾脏中氧化应激及炎症反应对百草枯中毒

大鼠肾脏有保护作用。 王晓芹等［２１］ 发现，茶多酚可

以通过减轻炎症反应和增强机体抗氧化能力改善

大鼠胰岛素抵抗。
在组织发生氧化应激及炎症反应过程中 ＮＦ⁃κＢ

和 ＭＡＰＫ 信号通路可被激活，多种 ＩＲＩ 中都已发现

ｐ３８、ＪＮＫ、ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ｐ６５ 通路激活［２２⁃２３］。 本实验中

也观察到相似现象，我们发现 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞

发生 ＩＲＩ 时 ｐ３８、ＪＮＫ、ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ｐ６５ 通路被激活，
而茶多酚能够有效抑制这些通路的活化，从而发挥

抗氧化及抗炎作用，进而发挥对 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细

胞 ＩＲＩ 的保护作用。
本实验虽在离体细胞学实验上观察到了茶多

酚对 Ｈ９Ｃ２ 大鼠心肌细胞 ＩＲＩ 的保护作用，但是尚

未进行在体实验，下一步我们将在体继续研究茶多

酚对心肌 ＩＲＩ 的保护作用，为进一步研究心肌 ＩＲＩ
的防治提供更为确切的实验基础。
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