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牦牛血低聚肽对缺氧介导的
V->&

心肌细胞损伤

的保护及其作用机制
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摘要!体外培养
V->&

心肌细胞建立缺氧损伤模型!随机

分为
,

组"

,k#

#$正常对照组%缺氧组%牦牛血低聚肽低%

中%高剂量组&结果表明!缺氧组的细胞存活率显著降低
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#%细胞凋亡率显著升高"
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释放水

平显著升高"
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#!线粒体膜电位极显著降低"

D
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#!表明缺氧对
V->&

心肌细胞产生了损伤&与缺氧

组相比!牦牛血低聚肽干预组的细胞存活率增加!细胞凋

亡减少以及细胞中
[*V

的释放水平下降!并呈良好的剂

量依赖关系&同时!牦牛血低聚肽能够抑制线粒体膜电

位下降!提高细胞
P/FXE

水平!降低
PZ)/

#

水平!抑制

缺氧 介 导 的 细 胞 色 素
E

的 释 放!上 调 抗 凋 亡 蛋 白
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FSH

#的表达!降低促凋亡蛋白"
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#的活性!且牦牛血低聚肽也影响编码上述蛋白的
0

@ZF

水平&以上结果表明'牦牛血低聚肽对
V->&

心肌

细胞的保护与抑制
DA!]/FSH

信号转导通路%保护细胞线

粒体结构功能完整性有密切关系&

关键词!牦牛血低聚肽'
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心肌细胞'缺氧'线粒体'
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牦牛是中国青藏高原的特殊家畜'经过世代的自然

选择'牦牛显示出对低氧环境极好的适应性'这可能与牦

牛血液的特殊性有一定关系+
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(本课题组+
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,前期采用
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#联合碱性蛋白酶制备出牦牛

血低聚肽'利用超滤离心得到分子量
#

"S*1

的牦牛血低

聚肽'并对其体外!还原力-

FQPW
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能力-

*DDV

.清除能力-总抗氧化力以及脂质过氧化抑

制能力#和小鼠体内!丙二醛-超氧化物歧化酶-谷胱甘肽

过氧化物酶-总抗氧化能力#的抗氧化能力进行了检测'

发现牦牛血低聚肽具有良好的抗氧化能力(姚星辰等+

,

,

报道牦牛活性蛋白具有显著的延长小鼠抗缺氧时间的作

用(牦牛血是否与抗缺氧功能有一定的关联尚未见相关

报道(为了解具有抗氧化活性的牦牛血低聚肽是否具有

抗缺氧活性'课题组采用高-中-低剂量牦牛血低聚肽对

小鼠进行了预试验'常压耐缺氧试验结果显示牦牛血低

聚肽对小鼠缺氧耐受力有提高作用并呈剂量依赖性$亚

硝酸钠中毒存活试验显示'牦牛血低聚肽能延长缺氧小

鼠的生存时间(因此'为了进一步证实牦牛血低聚肽的

抗缺氧活性并了解其作用机制'本试验拟体外培养
V->&

心肌细胞建立缺氧损伤模型'探讨牦牛血低聚肽对心肌

细胞缺氧损伤的抑制作用及机制'旨在为进一步研究牦

牛血低聚肽对抗缺氧作用机理提供理论依据(
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材料与方法
":"

!

材料与试剂

牦牛血低聚肽"氨基酸含量
%,:&,

8

*

"''

8

'平均分子

量
#

"S*1

'实验室自制$

*?.?

培养基-血清"美国
P6;K0J)2B6;KW>2;7H2M2>

公司$

EE]%

细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒-

E1B

N

1B;!

*

-

活性检测试剂盒-

QEF

蛋白浓度测定试剂盒"碧云天生物

技术公司$

细胞凋亡检测试剂盒"南京凯基生物科技发展有限

公司$

蛋白
01KS;K

"北京全式金生物技术有限公司$

乳酸脱氢酶!

[*V

#测试试剂盒-总抗氧化能力!

P/

FXE

'

FQPW

法#测试试剂盒"南京建成生物工程研究所$

大鼠肿瘤坏死因子
#

!

PZ)/

#

#酶联免疫吸附测定试

剂盒"武汉伊莱瑞特生物科技有限公司(

":&

!

仪器与设备

三气培养箱"

V)/"''

型'上海力申科学仪器有限

公司$

倒置显微镜"

Aa,"

型'奥林巴斯!中国#有限公司$

EX

&

恒温培养箱"

?EX/",FE

型'三洋电机!中国#有

限公司$

全自动酶标仪"

?=3H2BS17?]!

型'美国
P6;K0JW>2/

;7H2M2>

公司$

流式细胞仪"

E

I

HJ)[.a

型'美国贝克曼库尔特有限

公司$

实时荧光定量
DE@

仪"

=̀17HWH=<2J#

型'美国应用

生物系统!

FQA

#公司(
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细胞株与分组

V->&

心肌细胞株"生工生物工程!上海#股份有限

公司(

V->&

细胞!

*?.?j"'b )QWj"b

双抗#复苏与培

养融合至
%'b

"

-'b

后'进行细胞毒性试验以及浓度预

试验'在此基础上确定牦牛血低聚肽的用量(将
V->&

细

胞分组"正常对照组-缺氧组-牦牛血低聚肽低剂量组

!
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#-牦牛血低聚肽中剂量组!
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#-牦

牛血低聚肽高剂量组!
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试验方法

":+:"

!

细胞缺氧模型的建立
!

取对数生长期的细胞'胰

酶消化后'用培养基!含
"'b )QWj"b

双抗#调整细胞密

度到
,c"'

+个*
0[

'接入
-#

孔板'每组
#

个复孔'每孔

"''

#

[

细胞悬液'并设置空白孔'在细胞孔周围孔内加入

"''

#

[

无菌
DQW

'

!$C,b EX

&

饱和湿度条件下培养过

夜'待细胞融合至
$'b

"

%'b

后进行分组处理并药物干

预(正常对照组常氧条件培养'加药组加药预处理
+6

后

换为缺氧培养基含!

&b )QW

#并置于三气培养箱缺氧培

养
+%6

(

":+:&

!

指标测定

!

"

#

EE]/%

法测定细胞存活率"按照
":+:"

处理细

胞'每孔加入
"'

#

[EE]%

'

!$C

培养
+6

'振荡
"'027

'酶

标仪测定各孔吸光值
XM

+,'

(

!

&

#流式细胞仪检测细胞凋亡"按照
":+:"

处理细胞'

按照
F77;427_/)APE

*

DA

细胞凋亡检测试剂盒操作说明

进行'流式细胞仪上机检测(

!

!

#细胞培养上清液中
P/FXE

含量-

PZ)/

#

含量-

乳酸脱氢酶!

[*V

#活性的测定"按照
":+:"

处理细胞'按

照测试试剂盒说明书的要求检测
P/FXE

含量-

PZ)/

'

含

量-

[*V

活性(

!

+

#

G;BH;K7Q3JH

检测细胞中
N

/FSH

-

FSH

-

W=KL2L27

蛋白表达"按分组要求处理细胞后'提取单层贴壁细胞总

蛋白并对蛋白进行定量'蛋白变性'电泳分离并转移至硝

酸纤维素!

D_*)

#膜上'采用
.E[

显色系统进行免疫印

迹显色'冲洗胶片'晾干胶片'扫描胶片'用
Q17<W>17

分

析胶片灰度值(

!

,

#细胞中
E1B

N

1B;/!

与
E1B

N

1B;/-

活性"按照
":+:"

处理细胞'按照试剂盒说明书的要求进行检测(

!

#

#

G;BH;K7Q3JH

法测定线粒体和细胞胞质中细胞

色素
E

的含量"按照
":+:"

处理细胞'参考
":+:&

!

+

#采用

G;BH;K7Q3JH

法测定(

!

$

#

D̀E@

检 测 细 胞 中
D"!]

-

F]H

-

E1B

N

1B;/!

-

E1B

N

1B;/-

-

VA)/"

'

基因表达"按照
":+:"

处理细胞'实时

荧光定量
DE@

检测
0@ZF

(

!

%

#细胞线粒体膜电位的检测"按照
":+:"

处理细胞

后'按照线粒体膜电位检测试剂盒操作说明进行(

":,

!

数据处理

试验数据以!均数
d

标准差#表示'组间比较采用单

*&!

提取与活性
.aP@FEPAXZ Y FEPA_AP(

总第
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期
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月
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因素方差分析'

D

#

':',

表示有显著性差异(统计分析使

用
WDWW"-:'

等软件(

&

!

结果与分析
&:"

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞存活率和
[*V

释

放量的影响

!!

如图
"

!

1

#所示'与正常组相比'持续缺氧
+%6

导致

V->&

细胞存活率均出现了一定程度的下降'差异极显著

!

D

#

':'"

#'表明
V->&

细胞缺氧损伤明显(采用高-中-

低剂量的牦牛血低聚肽干预缺氧细胞'能提高缺氧细胞

的存活率$与缺氧组比较'高-中剂量组对细胞凋亡的抑

制作用极显著!

D

#

':'"

#(此结果提示'牦牛血低聚肽具

有改善缺氧
V->&

细胞存活率的作用'且存在剂量依

赖性(

正常情况下'

[*V

主要分布在心肌细胞胞质中'是

不能透过细胞膜进入膜外空间!如细胞培养液上清

液#

+

#

,

'只有当细胞损伤后'

[*V

才会释放进入细胞上清

液中使其活性升高'因此'通过测定细胞上清液中
[*V

的活性可间接反映细胞的损伤程度(由图
"

!

R

#可知'缺

氧导致
V->&

细胞培养液上清液中
[*V

的活性极显著升

高!

D

#

':'"

#'而牦牛血低聚肽预处理则可降低培养液上

清液中
[*V

含量且存在剂量依赖性'其中高-中剂量组

可极显著降低
[*V

活性!

D

#

':'"

#(此结果提示'牦牛

血低聚肽对缺氧心肌细胞的细胞膜显示出良好的保护作

用'且存在剂量依赖性(

与正常对照组相比'

7

D

#

':',

'

77

D

#

':'"

$与缺氧组相比'

(

D

#

':',

'

((

D

#

':'"

图
"

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞存活率及
[*V

活性的影响

)2

8

=K;"

!

.MM;>HJM

I

1SR3JJ<J32

8

J

N

;

N

H2<;J76

IN

J421/27<=>;<V->&>;33BL21R232H

I

17<[*V1>H2L2H

I

"

,k#

#

&:&

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞凋亡的影响

图
&

!

1

#显示'正常对照组
V->&

细胞凋亡不明显!凋

亡率
#

,b

#$图
&

!

R

#显示'缺氧组
V->&

细胞凋亡率极显

著升高!

D

#

':'"

#'凋亡率
#

"'b

'表明缺氧可促进心肌

细胞凋亡$图
&

!

>

#

"

!

;

#显示牦牛血低聚肽
!

个剂量组均

能减少缺氧介导的
V->&

细胞凋亡'且中-高剂量组具有

极显著效果!

D

#

':'"

#(这与
&:"

的试验结果相对应'再

次提示牦牛血低聚肽对缺氧导致的心肌细胞损伤具有较

好的保护作用(

&:!

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞线粒体膜电位的

影响

!!

线粒体是细胞呼吸的主要场所'缺氧会诱导线粒体

结构 和 动 力 学 上 的 改 变'包 括 线 粒 体 膜 电 位

!

?2HJ>6J7<K2130;0RK17;

N

JH;7H213

'

??D

#的坍塌-线粒

体膜孔道的开放'从而影响膜内信号物质!如细胞色素
E

#

的释放等+

$

,

'引起线粒体代谢紊乱'导致线粒体功能损

伤'进而诱导线粒体形态结构发生改变'最终导致线粒体

膜瓦解'释放
E1B

N

1B;

蛋白+

%

,

'激活下游的凋亡通路+

-

,

'诱

导细胞凋亡+

"'

,

(因此'线粒体膜电位在凋亡起始过程对

防治缺氧相关疾病的发生非常重要(

本试验观察到持续缺氧处理
V->&

细胞
+%6

'其

??D

出现极显著下降!

D

#

':'"

#'而牦牛血低聚肽干预

组则可抑制缺氧导致的
??D

下降'中剂量组有显著效果

!

D

#

':',

#'而高剂量组的效果极显著!

D

#

':'"

#!图
!

#(

结果提示'牦牛血低聚肽可能通过维持缺氧条件下细胞

??D

的稳定进而减少细胞损伤(

&:+

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞线粒体内细胞色素

E

释放的影响

!!

线粒体损伤是诱发细胞调亡的主要原因之一+

""

,

(

&:!

的研究结果提示牦牛血低聚肽可显著地提高细胞在

缺氧条件下的线粒体膜电位'保护线粒体结构的完整(

故本试验采用
G;BH;K7Q3JH

法测定线粒体和细胞胞质中

细胞色素
E

的含量'线粒体细胞色素
E

含量与细胞胞质

中细胞色素
E

的含量的比值常被用作反映线粒体结构损

伤程度的指标+

"&

,

'结果见图
+

(缺氧诱导细胞色素
E

从

线粒体中大量的释放'而细胞胞质中细胞色素
E

含量显

著增加'表现为线粒体中细胞色素
E

含量与细胞胞质中

细胞色素
E

的含量的比值极显著下降!

D

#

':'"

#'仅为正

常对照组的
,'b

$然而'牦牛血低聚肽预处理则可抑制缺

氧
V->&

细胞线粒体中细胞色素
E

的释放!

D

#

':'"

#且呈

!&!

"

_J3:!,

$

ZJ:!

肖
!

岚等!牦牛血低聚肽对缺氧介导的
V->&

心肌细胞损伤的保护及其作用机制
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图
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牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞凋亡的影响
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,k#

#

剂量依赖性'进一步提示牦牛血低聚肽对缺氧心肌细胞

的保护作用与维持细胞线粒体结构完整性-减少其细胞

色素
E

释放有关(

&:,

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞中
N

/FSH

&

FSH

&

W=K/

L2L27

蛋白表达的影响

!!

DA!]/FSH

信号通路是一条重要的抗凋亡*促增殖信

号途径+

"!

,

'文献+

"+

,证实激活
DA!]/FSH

信号通路在抗

凋亡过程中起关键作用(激活
DA!]/FSH

通路促进
FSH

在
W;K+$!

位点磷酸化后形成
D/FSH

'有利于对多下游多

个靶点的调控'比如调控凋亡蛋白
E1B

N

1B;

家族促进抗凋

亡机制的活化'增加细胞存活+

",

,

(如图
,

所示'与正常对

照组比较'持续缺氧导致
V->&

细胞中
N

/FSH

蛋白显著过

表达!

D

#

':'"

#$牦牛血低聚肽进一步促进了缺氧细胞中

的
N

/FSH

蛋白过表达且呈剂量依赖性'其中高-中剂量组

过表达最明显!

D

#

':'"

#(持续缺氧也导致细胞中
FSH

蛋白过表达'但牦牛血低聚肽对缺氧细胞中
F]H

蛋白表

达水平无显著影响!

D

&

':',

#(计算
N

/FSH

*

FSH

的比值'

与正常组相比'缺氧组
N

/FSH

*

FSH

的比值为正常对照组

的
,:,,b

'明显降低!

D

#

':'"

#$与缺氧组相比'牦牛血低

聚肽各剂量均能增加
N

/FSH

*

FSH

的水平'分别为正常对

照组的
$:#b

'

!,:$b

'

!%:#b

'高-中剂量组增加最为明显

!

D

#

':'"

#(结果提示'牦牛血低聚肽对缺氧心肌细胞的

保护作用可能与
DA!]/FSH

信号转导通路有关(

!!

存活素蛋白!

W=KL2L27

#具有抑制细胞凋亡和调节细

"&!

提取与活性
.aP@FEPAXZ Y FEPA_AP(

总第
&'-

期
"

&'"-

年
!

月
"
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图
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$与缺氧组相比'
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图
+

!

牦牛血低聚肽对缺氧条件下
V->&

细胞线粒

体内细胞色素
E

释放的影响
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#

胞周期的双重功能+

"#U"$

,

(与正常对照组比较'缺氧诱导

W=KL2L27

蛋白表达量显著下降!

D

#

':'"

#$而牦牛血低聚肽

干预缺氧
V->&

细胞可剂量依耐性地促进
W=KL2L27

蛋白表

达水平提高'其中高-中剂量组增加最明显!

D

#

':'"

#(

&:#

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞中
E1B

N

1B;/!

与

E1B

N

1B;/-

表达的影响

!!

调控细胞凋亡的蛋白分布在线粒体外膜上+

"&

,

'主要

包括抑制细胞凋亡的蛋白+

"%

,和促进细胞凋亡的蛋白'具

有维持或破坏线粒体膜完整性的作用+

"-

,

(正常情况下'

这两类蛋白的表达量处于相对平衡的状态'当缺氧介导

细胞时'促凋亡蛋白会过表达而破坏线粒体'进而促进细

胞调亡发生+

&'

,

'而当抑制细胞凋亡蛋白表达量较高时'可

抑制细胞调亡(如图
#

所示'与正常对照组比较'持续缺

氧导致
V->&

细胞中凋亡蛋白
E1B

N

1B;/!

+图
#

!

1

#,以及

与正常对照组相比'
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$与缺氧组相比'
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图
,

!

牦牛血低聚肽对缺氧条件下
V->&

细胞中
N

/FSH

%

FSH

%
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蛋白表达的影响
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牦牛血低聚肽对缺氧条件下
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细胞中
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E1B

N

1B;/-

+图
#

!

R

#,极显著过表达!

D

#

':'"

#$而牦牛血低

聚肽干预则可剂量依赖性地下调这
&

个凋亡蛋白的表

达'其中高-中剂量组减少最明显!

D

#

':'"

#(此结果提

示'抑制缺氧条件下凋亡蛋白
E1B

N

1B;/!

*

/-

蛋白的表达

有可能是牦牛血低聚肽发挥细胞缺氧损伤保护作用的机

制之一(

&:$

!

牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

细胞中
D"!]

&

F]H

&

E1B

N

1B;/!

&

E1B

N

1B;/-

&

VA)/"

'

基因表达的影响

!!

本试验检测了
,

个与缺氧细胞凋亡相关的基因'结

果见表
"

(持续缺氧导致
V->&

细胞中的
E1B

N

1B;/!

*

/-

的

0@ZF

表达水平显著升高!

D

#

':'"

#$而牦牛血低聚肽预

处理组则可下调这
&

个凋亡基因的表达'其中高剂量组

减少最明显!

D

#

':'"

#$

E1B

N

1B;/!

*

/-

的
0@ZF

表达水平

的变化趋势与
&:,

测定的蛋白结果对应(结果提示'牦牛

血低聚肽可通过抑制凋亡蛋白及其
0@ZF

的表达从而

发挥保护心肌细胞
V->&

的作用(

与正常对照组相比'缺氧导致
V->&

细胞中
D"!]

的

0@ZF

表达水平升高!

D

#

':',

#'而
F]H

的
0@ZF

表达

水平降低'但无显著差异!

D

&

':',

#$牦牛血低聚肽各剂

量均能促进缺氧细胞
D"!]

的
0@ZF

表达水平的增加'

其中高剂量组增加最明显!

D

#

':'"

#'而对缺氧细胞中

F]H

的
0@ZF

表达水平无显著影响!

D

&

':',

#$

DA!]/

FSH

信号通路的
0@ZF

表达水平的变化趋势与
&:,

测定

的蛋白结果对应(

低氧诱导因子
"

#

!

VA)/"

#

#是机体调控低氧反应基

因的核心转录因子+

&"

,

'

VA)/"

#

的
0@ZF

表达水平升高

可启动对多个下游低氧反应基因的调控+

&&

,

'介导与缺氧

有关的各种生理反应+

&!

,

'有利于细胞适应低氧环境+

&+

,

(

由表
"

可知'心肌细胞持续缺氧
+%6

诱导
V->&

细胞中

VA)/"

#

的
0@ZF

表达水平明显升高!

D

#

':'"

#'原因是

缺氧抑制了
DV*

!脯氨酰羟化酶#活性导致
VA)/"

#

的脯

氨酰残基羟化受到抑制'进而抑制
VA)/"

#

与肿瘤抑制蛋

白
_V[

结合'使
VA)/"

#

的
0@ZF

表达呈指数方式增

长+

&,

,

(本研究结果显示'牦牛血低聚肽干预缺氧细胞能

剂量依耐性地增加
VA)/"

#

的
0@ZF

表达水平'其中高-

中剂量组增加最明显!

D

#

':'"

#(结果提示'牦牛血低聚

肽可通过诱导
VA)/"

#

的
0@ZF

表达水平升高进而提高

细胞低氧适应性(

表
"

!

牦牛血低聚肽对缺氧条件下
V->&

细胞中
D"!]

&

F]H

&

E1B

N

1B;/!

&

E1B

N

1B;/-

以及
VA)/"

#

基因表达的影响e
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#

正常对照组
":'#$d':'%%

!
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!

":'&'d':'-!

!

":&%#d':&,!

!

缺氧组
!!

":%'+d':"%"

7

":'!#d':'-' !:+'+d':"!,

77

+:!&'d':"$!

77

+,:-,%d+:+$"

77

低剂量组
!

":%+$d':""-

77

':-%!d':&"' &:,"+d':&,#

77((

!:+&&d':&$&

77((

+$:-%%d,:'$'

77

中剂量组
!

&:"'!d':"$-

77

":'!-d':'+' &:"'-d':&&"

77((

&:'!&d':&,,

77((

#':""!d!:""-

77((

高剂量组
!

&:#'$d':"#$

77((

":'!-d':"$- ":#"%d':"!#

77((

":##&d':'$#

77((
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与正常对照组相比'
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77
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$与缺氧组相比'
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#

':',

'

((

D

#

':'"

(

&:%

!

牦牛血低聚肽对细胞培养上清液中
P/FXE

&

PZ)/

#

的影响

!!

缺氧诱导心肌细胞能量代谢紊乱-氧自由基增多'进

而促进细胞膜脂质过氧化而导致细胞损伤'引起细胞凋

亡+

&#

,

'因此'总抗氧化能力!

P/FXE

'

FQPW

法#的强弱直

接影响心肌细胞的存活状态'反映心肌细胞受损伤的程

度(如表
&

所示'与对照组比较'缺氧组上清液的
P/FXE

极显著降低!

D

#

':'"

#'而牦牛血低聚肽可提高心肌细胞

上清液的
P/FXE

且显现出质量浓度依赖性!

D

#

':'"

#'

提示牦牛血低聚肽可减少细胞氧自由基-减少胞内脂质

过氧化物的产生+

&$

,

'从而保护心肌细胞(

由细胞外信号导致的细胞凋亡称为死亡受体途

径+

&%

,

'又称外源性凋亡途径(

PZ)@/

3

和
PZ)@/

8

是肿

瘤坏死因子受体!

PZ)@

#家族中的
&

个受体亚型+

&-

,

'可

介导细胞凋亡+

!'

,

(

PZ)@/

3

经过三聚体化后可激活

E1B

N

1B;

途径进而诱导细胞凋亡$

PZ)@/

8

的激活可抑制

表
&

!

牦牛血低聚肽对细胞培养上清液中
P/FXE

&

PZ)/

#

的影响e

P1R3;&

!

.MM;>HJM

I

1SR3JJ<J32

8

J

N

;

N

H2<;J7P/FXE17<

PZ)/13

N

6127>;33>=3H=K;B=

N

;K71H17H

分组
PZ)/

'

*!

N8

.

0[

U"

#

P/FXE

*!

^

.

0[

U"

#

正常对照组
,%:&+&d"":''!

!

':$&'d':'!"

!

缺氧组
!!

&!,:''&d"$:','

77

':",'d':'""

77

低剂量组
!

"-":'&+d"":%,,

77((

':"%'d':''%

77(

中剂量组
!

"&":"%-d"':&-'

77((

':,'+d':'"#

77((

高剂量组
!

%&:-,%d%:-#$

7((

':,$"d':'"#

77((

!

e

!

与正常对照组相比'

7

D

#

':',

'

77

D

#

':'"

$与缺氧组相

比'

(

D

#

':',

'

((

D

#

':'"

(

Z)

7

Q

的活性进而减少炎症因子
PZ)/

#

的释放'减少细

胞凋亡+

!"

,

(本试验结果显示'缺氧组
V->&

细胞上清液

中
PZ)/

#

含量极显著增高!

D

#

':'"

#$牦牛血低聚肽
!

个

$&!

提取与活性
.aP@FEPAXZ Y FEPA_AP(

总第
&'-

期
"

&'"-

年
!

月
"



剂量组均能剂量依耐性地降低缺氧
V->&

细胞上清液中

PZ)/

#

含量'其中高剂量组效果最明显!

D

#

':'"

#(结果

提示'牦牛血低聚肽可通过死亡受体途径减少
PZ)/

#

含

量而发挥对心肌细胞缺氧损伤的保护作用(

!

!

结论
牦牛血低聚肽能够剂量依赖性地提高缺氧!

!$ C

'

,b X

&

#条件下大鼠
V->&

心肌细胞的存活率-降低其凋

亡率以及
[*V

的释放'表现出良好的缺氧细胞损伤防护

功效(牦牛血低聚肽对缺氧
V->&

大鼠心肌细胞的保护

作用可能与其清除细胞氧自由基-抗细胞膜脂质过氧化$

抑制线粒体膜电位降低-抑制线粒体中细胞色素
E

的释

放-增加细胞中抗凋亡蛋白!

W=KL2L27

#的表达-抑制凋亡

蛋白!

E1B

N

1B;/!

-

E1B

N

1B;/-

#的表达-介导
DA!]/FSH

信号

通路以及影响编码上述蛋白的
0@ZF

水平有关(在牦

牛血低聚肽作用下抗缺氧相关蛋白之间的关联和变化关

系有待于在分子水平进一步研究(
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心肌细胞损伤的保护及其作用机制



!

!

结论
本研究以女贞子总黄酮含量为指标'在单因素试验

的基础上运用
QJ4/Q;6;7S;7

试验设计原理'进行响应面

分析'得到超声辅助提取总黄酮的最佳方案为"提取时间

""'027

-提取功率
#+' G

-乙醇体积分数
#'b

-液料比

#,

%

"

!

0[

*

8

#'经试验验证提取的女贞子总黄酮含量平

均值为
+$:+'0

8

*

8

'与理论值基本一致(大量研究+

&'

,证

实'植物黄酮有较好的抗氧化作用(因此通过体外抗氧

化活性氧研究'适当剂量的女贞子黄酮能够显著抑制小

鼠红细胞溶血!

D

#

':',

#'抑制率最高为
!-:',b

$能够显

著抑制小鼠肝线粒体
?*F

生成!

D

#

':',

#'抑制率最高

为
,!:&+b

$能够显著抑制肝组织匀浆中
?*F

生成!

D

#

':',

#(上述表明'本研究优化的女贞子黄酮提取工艺'可

获得抗氧化能力较高的黄酮类物质'具有较好的开发利

用价值(
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