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[摘　 要] 　 目的　 探讨原花青素 B2(PCB2)对 LPS 诱导的心肌细胞损伤的保护作用及机制。 方法　 正常培养心肌

细胞 H9c2,用 LPS 诱导 H9c2 细胞建立细胞损伤模型,分别用 6. 25、12. 5、25. 0 μmol / L 的 PCB2 处理模型细胞,
25. 0 μmol / L 的 PCB2 处理模型细胞后加入核因子 κB(NF-κB)信号通路抑制剂 PDTC 处理。 采用 MTT 法检测细胞

存活率;流式细胞术检测细胞凋亡率;酶联免疫吸附法(ELISA)检测细胞肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 1β
( IL-1β)和白细胞介素 6( IL-6)的水平;丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)试

剂盒分别检测 MDA 含量和 SOD、GSH-Px 活性;Westem blot 检测细胞中 NF-κB、IκB-α 蛋白表达。 结果　 LPS 组细

胞存活率较对照组显著降低(P<0. 05),而 PCB2 显著升高细胞存活率(P<0. 05)。 LPS 组细胞凋亡率较对照组显著

升高(P<0. 05),而 PCB2 显著降低 LPS 处理的细胞凋亡率(P<0. 05)。 LPS 组细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平较对照

组显著升高(P<0. 05),而 PCB2 显著降低 LPS 处理细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平(P<0. 05)。 与对照组比较,LPS 组

细胞 MDA 含量显著升高,SOD、GSH-Px 活性显著降低(P<0. 05);PCB2 显著降低 LPS 处理的细胞 MDA 含量,显著

升高 SOD、GSH-Px 活性(P<0. 05)。 与对照组比较,LPS 组细胞 NF-κB 蛋白表达显著升高,IκB-α 蛋白表达显著降

低(P<0. 05);与 LPS 组比较,PCB2 显著降低细胞 NF-κB 蛋白表达,显著升高 IκB-α 蛋白表达(P<0. 05)。 与 LPS+
PCB2 组相比,LPS+PCB2+PDTC 能显著降低细胞凋亡率和 TNF-α、IL-1β、IL-6、MDA 含量,显著升高 SOD、GSH-Px 活

性。 结论　 PCB2 降低 LPS 诱导的心肌细胞凋亡率、炎症水平和氧化应激,提高细胞存活率,这可能与抑制 NF-κB
信号通路的活化有关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the protective effect and mechanism of procyanidin B2(PCB2 ) on lipopolysac-
charide (LPS)-induced cardiomyocyte injury. 　 　 Methods　 Cardiomyocytes H9c2 were cultured normally, and induced
by LPS to establish cell damage models. 　 The model cells were treated with PCB2 of 6. 25, 12. 5 and 25. 0 μmol / L, 25. 0
μmol / L PCB2 treatment model was then treated with NF-κB signaling pathway inhibitor PDTC treatment. 　 Tetrazolium salt
colorimetry (MTT) was used to detect cell survival; flow cytometry was used to detect cell apoptosis; enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) was used to detect cell tumor necrosis factor alpha (TNF-α), interleukin 1β (IL-1β) and inter-
leukin 6 (IL-6) levels; malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase ( SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px)
kits were used to detect MDA content and activity of SOD and GSH-Px, respectively; Western blot was used to detect the
expression of nuclear factor-κB (NF-κB) and IκB-α in cells. 　 　 Results　 Compared with control group, the cell survival
rate of the LPS group was significantly reduced (P<0. 05); compared with LPS group, PCB2 significantly increased the
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cell survival rate (P<0. 05). 　 Compared with control group, the apoptosis rate was significantly increased in LPS group
(P<0. 05); compared with LPS group, PCB2 significantly reduced the apoptosis rate (P<0. 05). 　 Compared with control
group, the levels of TNF-α, IL-1β, and were significantly increased IL-6 in LPS group (P<0. 05); compared with LPS
group, PCB2 significantly reduced the levels of TNF-α, IL-1β, and IL-6 in the cells (P<0. 05). 　 Compared with control
group, the cell MDA content in LPS group was significantly increased, and the SOD and GSH-Px activities were significant-
ly reduced (P<0. 05); compared with LPS group, PCB2 significantly reduced the cellular MDA content and significantly
increased the SOD and GSH-Px activities (P<0. 05). 　 Compared with control group, the cell NF-κB protein expression in
LPS group was significantly increased, and the IκB-α protein expression was significantly decreased (P<0. 05); compared
with LPS group, PCB2 significantly reduced the cell NF-κB protein expression and significantly increased IκB- α protein
expression (P<0. 05). 　 Compared with LPS+PCB2 group, LPS+PCB2 +PDTC significantly reduced the apoptosis rate,
TNF-α, IL-1β, IL-6 and MDA content, and significantly increased the SOD and GSH-Px activities. 　 　 Conclusion 　
PCB2 reduces the apoptosis rate, inflammation level and oxidative stress of cardiomyocytes induced by LPS, and improves
cell survival rate, which may be related to inhibiting the activation of NF-κB signaling pathway.

　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是冠心病、脑
梗死、外周血管疾病的主要原因。 当心肌细胞出现

缺血、炎症、肥大或坏死等病理情况,就会出现心肌

细胞损伤。 但是脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)引
起的心肌损伤主要是指心肌炎[1-2]。 LPS 是革兰氏

阴性杆菌细胞壁外壁的组成成分,是由脂质和多糖

构成的物质,LPS 能够诱导心肌细胞发生炎症反应

和氧化应激[3]。 原花青素 B2(procyanidin B2,PCB2)
是葡萄籽原花青素提取物,具有清除自由基、抗氧

化、抗炎症以及抗动脉粥样硬化等作用[4-6]。 本研

究主要探究 PCB2 对 LPS 诱导的心肌细胞损伤的保

护作用及机制,为治疗该疾病提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

心肌细胞系 H9c2 购自美国 ATCC 公司;PCB2、
LPS 购自美国 Gibco 公司;DMEM 培养基、胎牛血

清、PDTC 购自美国 Sigma 公司;胰蛋白酶购自美国

Invitrogen 公司;MTT 试剂购自美国 Santa Cruz 公司;
Annexin V-FITC / PI 试剂盒购自北京中杉金桥生物

技术有限公司;ELISA 试剂盒购自上海酶联生物科

技有限公司;丙二醛(malondialdehyde,MDA)、超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase,SOD)和谷胱甘肽

过氧化物酶(glutathione peroxidase,GSH-Px)试剂盒

购自上海碧云天生物技术研究所;BCA 蛋白检测试

剂盒、PVDF 膜购自北京索莱宝科技有限公司;一
抗、二抗购自美国 CST 公司。
1. 2　 细胞培养

H9c2 细胞在含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基

中培养,于 37 ℃、5% CO2 培养箱中,待细胞融合度

达到 80% ~ 90% 时,用 0. 25% 胰蛋白酶消化传代,

取传代细胞用于后续实验。
1. 3　 细胞损伤模型建立与分组

用 1 mg / L 的 LPS 处理 H9c2 细胞 6 h,建立细

胞损伤模型,作为模型组(LPS 组)。 分别用 6. 25、
12. 5、25. 0 μmol / L 的 PCB2 处理模型细胞,作为

LPS+PCB2 低剂量组(LPS+PCB2 -L)、LPS+PCB2 中

剂量组(LPS+PCB2 -M)、LPS+PCB2 高剂量组(LPS+
PCB2 -H)。 正常培养 H9c2 细胞作为对照组(Con-
trol)。 选择 25. 0 μmol / L 的 PCB2 处理模型细胞后,
然后加入 100 μmol / L 的 NF-κB 信号通路抑制剂

PDTC 处理,记为 LPS+PCB2 +PDTC 组。 各组细胞

培养 48 h 后进行后续实验。
1. 4　 MTT 法检测细胞存活率

各组细胞以 1×105 个 / 孔接种于 96 孔板。 培养

2 天后,每孔加入 5 g / L 的 MTT 液 20 μL,37 ℃孵育

4 h,弃培养上清液,每孔再加入 150 μL 二甲基亚

砜,充分溶解结晶后,酶标仪在 490 nm 处测定各孔

OD 值,将 OD 值换算成细胞存活率。
1. 5　 流式细胞术检测细胞凋亡率

取各组细胞,加入预冷 PBS,4 ℃ 条件下经

3 000 r / min 离心 6 min,弃上清,向细胞沉淀中加入

500 μL 结合缓冲液重悬细胞, 分别加入 5 μL
Annexin V-FITC 与 5 μL PI,室温避光孵育 10 min,
应用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1. 6　 ELISA 检测肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β
和白细胞介素 6 水平

各组细胞以 1×107 个 / L 接种于 96 孔板,常规

培养,按照 ELISA 试剂盒说明书检测细胞肿瘤坏死

因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)、白细胞介素

1β(interleukin-1β,IL-1β)和白细胞介素 6( interleukin-
6,IL-6)的水平。
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1. 7　 MDA 含量和 SOD、GSH-Px 活性的检测

各组细胞培养 48 h 后,收集上清,按照试剂盒

说明书检测 MDA 含量和 SOD、GSH-Px 活性。
1. 8　 Westem blot 检测细胞 NF-κB、IκB-α 蛋白表达

收集各组细胞,加入 RIPA 裂解液,BCA 试剂盒

检测蛋白浓度,加样 40 μg,SDS-PAGE 电泳分离蛋

白,转移至 PVDF 膜,5% 脱脂牛奶封闭 2 h,加入一

抗(NF-κB:1 ∶ 1 000;IκB-α:1 ∶ 1 000),4 ℃孵育 24
h,TBST 洗涤,加入二抗(β-actin:1 ∶ 2 000),室温孵

育 1 h,TBST 洗涤,滴加 ECL 化学发光剂,暗室内曝

光显影,应用 Image J 软件分析各条带灰度值。
1. 9　 统计学处理

采用 SPSS 22. 0 分析数据,计量资料以 x±s 表

示,两组间比较采用独立样本 t 检验,多组间比较采

用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD-t 检验,
以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 PCB2 对 LPS 诱导的 H9c2 细胞存活的影响

与对照组比较,LPS 组细胞存活率显著降低(P<
0. 05);与 LPS 组比较,LPS+PCB2 -L 组、LPS+PCB2 -

M 组和 LPS+PCB2 -H 组细胞存活率显著升高(P<
0. 05;图 1)。

图 1. PCB2 对 LPS 诱导的 H9c2 细胞存活的影响(n=9)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

Figure 1. The effect of PCB2 on the survival of H9c2

cells induced by LPS(n=9)

2. 2　 PCB2 对 LPS 诱导的 H9c2 细胞凋亡的影响

与对照组比较,LPS 组细胞凋亡率显著升高(P
< 0. 05 );与 LPS 组比较, LPS + PCB2 -L 组、 LPS +
PCB2 -M 组和 LPS+PCB2 -H 组细胞凋亡率显著降低

(P<0. 05;图 2)。

图 2. PCB2 对 LPS 诱导的 H9c2 细胞凋亡的影响(n=9)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

Figure 2. The effect of PCB2 on LPS-induced apoptosis of H9c2 cells(n=9)

2. 3　 PCB2 对 LPS 诱导的 H9c2 细胞炎症因子的

影响

与对照组比较,LPS 组细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6
水平显著升高 ( P < 0. 05);与 LPS 组比较, LPS +
PCB2 -L 组、LPS+PCB2 -M 组、LPS +PCB2 -H 组细胞

TNF-α、IL-1β、IL-6 水平显著降低(P<0. 05;表 1)。

2. 4　 PCB2 对 LPS 诱导的 H9c2 细胞氧化应激的影响

与对照组比较,LPS 组细胞 MDA 含量显著升

高,SOD、GSH-Px 活性显著降低(P<0. 05);与 LPS
组比较, LPS + PCB2 -L 组、 LPS + PCB2 -M 组、 LPS +
PCB2 -H 组细胞 MDA 含量显著降低,SOD、GSH-Px
活性显著升高(P<0. 05;表 2)。
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表 1. PCB2 对 LPS诱导的H9c2细胞炎症因子的影响(n=9)
Table 1. The effect of PCB2 on the inflammatory factors

of H9c2 cells induced by LPS(n=9)
单位:ng / L

分组 TNF-α IL-1β IL-6
对照组 55. 63±4. 32 71. 36±6. 38 62. 38±5. 60
LPS 组 164. 38±10. 09a 146. 38±9. 28a 178. 35±12. 29a

LPS+PCB2 -L 组 128. 09±9. 06b 128. 09±10. 54b 149. 06±14. 41b

LPS+PCB2 -M 组 102. 71±7. 63b 116. 30±8. 80b 123. 73±10. 08b

LPS+PCB2 -H 组 75. 36±2. 29b 98. 63±7. 35b 100. 09±2. 70b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

表 2. PCB2 对 LPS诱导的H9c2细胞氧化应激的影响(n=9)
Table 2. The effect of PCB2 on the oxidative stress of

H9c2 cells induced by LPS(n=9)

分组
MDA /

(μmol / g)
SOD /

(U / mg)
GSH-Px /
(U / g)

对照组 9. 62±0. 83 89. 31±7. 06 726. 34±25. 61
LPS 组 45. 63±6. 07a 38. 02±2. 82a 338. 09±20. 64a

LPS+PCB2 -L 组 30. 29±4. 40b 48. 16±3. 58b 496. 34±23. 82b

LPS+PCB2 -M 组 25. 60±3. 19b 57. 02±5. 19b 548. 37±19. 67b

LPS+PCB2 -H 组 19. 37±2. 28b 65. 37±6. 66b 619. 75±29. 67b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

2. 5　 PCB2 对 NF-κB 信号通路相关蛋白的影响

与对照组比较,LPS 组细胞 NF-κB 蛋白表达显

著升高,IκB-α 蛋白表达显著降低(P<0. 05);与 LPS
组比较, LPS + PCB2 -L 组、 LPS + PCB2 -M 组、 LPS +
PCB2 -H 组细胞 NF-κB 蛋白表达显著降低,IκB-α 蛋

白表达显著升高(P<0. 05;图 3)。

图 3. PCB2 对 NF-κB 信号通路相关蛋白的影响(n=9)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较。

Figure 3. The effect of PCB2 on the related proteins of

NF-κB signaling pathway(n=9)

2. 6　 PCB2 通过调控 NF-κB 信号通路对 LPS 诱导

的心肌细胞损伤的影响

与 LPS+PCB2 组相比,LPS+PCB2 +PDTC 组细胞

凋亡率和 TNF-α、IL-1β、IL-6、MDA 含量显著降低,
SOD、GSH-Px 活性显著升高(P<0. 05;表 3 和图 4)。

表 3. PCB2 通过调控 NF-κB 信号通路对 LPS
诱导的心肌细胞损伤的影响(n=9)

Table 3. The effect of PCB2 on LPS-induced cardiomyocyte
damage by regulating the NF-κB signaling pathway (n=9)

参数 LPS+PCB2 组
LPS+PCB2+
PDTC 组

t 值 P 值

TNF-α / (ng / L) 72. 45±4. 16 60. 31±3. 82 6. 448 0. 000
IL-1β / (ng / L) 97. 24±7. 21 75. 80±5. 43 7. 216 0. 000
IL-6 / (ng / L) 104. 21±9. 57 89. 26±7. 11 3. 762 0. 002
MDA / (μmol / g) 18. 52±1. 67 12. 22±1. 02 9. 658 0. 000
SOD / (U / mg) 63. 30±5. 78 77. 86±7. 26 4. 707 0. 000
GSH-Px / (U / g) 624. 43±31. 24 678. 30±35. 92 3. 395 0. 004

图 4. PCB2 通过调控 NF-κB 信号通路对 LPS

诱导的心肌细胞损伤的影响(n=9)
a 为 P<0. 05,与 LPS+PCB2 组比较。

Figure 4. The effect of PCB2 on LPS-induced

cardiomyocyte damage by regulating the NF-κB
signaling pathway (n=9)

3　 讨　 论

本研究结果发现,与对照组比较,LPS 组细胞存
活率显著降低(P<0. 05);与 LPS 组比较,PCB2 显著

升高细胞存活率。 与对照组比较,LPS 组细胞凋亡
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率显著升高(P<0. 05);与 LPS 组比较,PCB2 显著降

低细胞凋亡率。 张晓晖等[7] 研究发现,PCB2 处理

后,低、中、高剂量组细胞活力均明显升高,凋亡细

胞数量明显下降,与本研究结果一致。
已有研究报道,心肌细胞损伤后,炎症水平升

高,或者炎症因子可导致心肌细胞功能异常[8-9]。
本研究结果发现,与对照组比较,LPS 组细胞 TNF-
α、IL-1β、IL-6 水平显著升高(P<0. 05);与 LPS 组比

较,PCB2 显著降低细胞 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平。
MDA 是膜脂过氧化最重要的产物之一,它的产生还

能加剧膜的损伤,因此在植物衰老生理和抗性生理

研究中 MDA 含量是一个常用指标,可通过 MDA 了

解膜脂过氧化的程度,以间接测定膜系统受损程

度[10]。 SOD 是生物体内存在的一种抗氧化金属酶,
它能够催化超氧阴离子自由基歧化生成氧和过氧

化氢,在机体氧化与抗氧化平衡中起到至关重要的

作用,与很多疾病的发生、发展密不可分[11]。 GSH-
Px 是机体内广泛存在的一种重要的过氧化物分解

酶,它能保护细胞膜的结构及功能不受过氧化物的

干扰及损害[12]。 本研究发现,与对照组比较,LPS
组细胞 MDA 含量显著升高,SOD、GSH-Px 活性显著

降低;与 LPS 组比较,PCB2 显著降低细胞 MDA 含

量,升高 SOD、GSH-Px 活性。 姚鹏梅[13] 研究发现,
PCB2 抑制炎症小体激活,并保护 H9c2 细胞氧化应

激损伤。 刘丹等[14] 研究发现,PCB2 通过抑制炎症

小体活性减轻过氧化氢对 H9c2 细胞的损伤。 NF-
κB 信号通路参与机体的炎症反应、免疫应答,能调

节细胞凋亡、应激反应。 NF-κB 过度激活,与人类许

多疾病相关,因此通过药物来抑制 NF-κB 信号转导

通路,可能会成为治疗心脏疾病的手段[15-16]。 本研

究中,与对照组比较,LPS 组细胞 NF-κB 蛋白表达

显著升高,IκB-α 蛋白表达显著降低,PCB2 显著降

低细胞 NF-κB 蛋白表达,升高 IκB-α 蛋白表达。 加

入 NF-κB 信号通路抑制剂后,细胞凋亡率降低,
TNF-α、IL-1β、IL-6、MDA 含量明显降低,SOD、GSH-
Px 活性明显升高,说明 PCB2 可能通过抑制 NF-κB
信号通路减轻 LPS 诱导的心肌细胞损伤。 丁丹

等[17]发现,灯盏花素通过 NF-κB 信号通路影响大

鼠心肌细胞损伤。 曾先燕[18]研究发现,橙皮素抑制

TLR4 / NF-κB 信号通路可以保护大鼠心肌损伤。
综上所述,PCB2 可以降低 LPS 诱导的心肌细

胞凋亡率、炎症水平和氧化应激,提高细胞存活率,
这可能与抑制 NF-κB 信号通路有关,可为治疗心脏

方面的疾病提供理论基础。
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