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[摘　 要] 　 目的　 探讨桑葚提取物(ME)对脂多糖(LPS)致心肌细胞炎症反应和细胞凋亡的影响及分子机制。 方

法　 以正常培养的 H9c2 细胞作为对照组;用 10 mg / L LPS 处理的 H9c2 细胞作为 LPS 组;分别用 50、100、200 mg / L
的 ME 处理 H9c2 细胞,再用 10 mg / L LPS 处理,作为 ME 低、中、高浓度组。 将 si-NC、si-S100B 转染至 H9c2 细胞

中,再用 10 mg / L LPS 处理,作为 LPS+si-NC 组、LPS+si-S100B 组;将 pcDNA、pcDNA-S100B 转染至 H9c2 细胞中,用
200 mg / L ME 处理,再用 10 mg / L LPS 处理,作为 LPS+ME+pcDNA 组、LPS+ME+pcDNA-S100B 组。 酶联免疫吸附

法检测肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 6( IL-6)水平;流式细胞术检测心肌细胞凋亡;Western blot 检测 Bcl-2、
Bax、S100 钙结合蛋白 B(S100B)的蛋白表达;实时荧光定量 PCR 检测 S100B mRNA 表达水平。 结果 　 不同浓度

ME 处理的心肌细胞中 TNF-α、IL-6 的分泌水平降低,细胞凋亡率显著降低,Bcl-2 表达水平显著升高,Bax 和 S100B
表达水平均显著降低,且呈浓度依赖性。 干扰 S100B 表达能抑制 LPS 诱导的心肌细胞炎症反应和细胞凋亡,S100B
过表达则逆转了 ME 对 LPS 诱导的心肌细胞炎症反应和细胞凋亡的抑制作用。 结论　 ME 可抑制 LPS 诱导的心肌

细胞炎症反应和细胞凋亡,其机制可能与下调 S100B 有关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of mulberry extract (ME) on inflammatory response and apoptosis of
cardiomyocytes induced by lipopolysaccharide (LPS) and its molecular mechanism. 　 　 Methods　 H9c2 cells in normal
culture were cultured as control group; H9c2 cells were treated with 10 mg / L LPS as LPS group; H9c2 cells were treated
with 50, 100 and 200 mg / L ME, and then treated with 10 mg / L LPS, as low, medium and high concentration ME groups.
After transfection of si-NC and si-S100B into H9c2 cells, the cells were treated with 10 mg / L LPS, as LPS+si-NC group
and LPS+si-S100B group. 　 After transfection of pcDNA and pcDNA-S100B into H9c2 cells, the cells were treated with
200 mg / L ME followed by 10 mg / L LPS, as LPS+ME+pcDNA group and LPS+ME+pcDNA-S100B group. 　 The levels of
tumor necrosis factor α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. 　 Flow
cytometry was used to detect apoptosis; Western blot was used to detect the expressions of Bcl-2, Bax and S100 calcium
binding protein B (S100B); Real-time quantitative PCR was used to detect the expression of S100B mRNA. 　 　 Results
The levels of TNF-α and IL-6 in cardiomyocytes treated with different concentrations of ME were significantly decreased,
the apoptosis rate was significantly decreased, the expression of Bcl-2 was significantly increased, the expression of Bax was
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significantly decreased, and the expression of S100B was significantly decreased, with concentration-dependent manner
(P<0. 05). 　 Interference of S100B expression inhibited LPS-induced inflammatory response and apoptosis of cardiomyo-
cytes. 　 Overexpression of S100B reversed the inhibitory effect of ME on LPS-induced inflammatory response and apoptosis
of cardiomyocytes. 　 　 Conclusion　 ME can inhibit LPS-induced inflammatory response and apoptosis of cardiomyocytes,
and its mechanism may be related to the down-regulation of S100B.

　 　 脓毒症是由感染引发的全身炎症反应综合征,
心脏是最易受损器官之一,近年来研究发现中药及

其活性成分在预防、治疗脓毒症中起到了重要的作

用[1]。 脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)是革兰阴性

菌的主要致病成分,其可激活多种细胞释放炎性介

质,引起全身炎症反应[2]。 桑葚是药食两用的果

实,其主要活性成分包括白藜芦醇、黄酮、花色苷、
多糖等,具有免疫调节、抗氧化、抗肿瘤等作用[3]。
研究显示桑葚提取物对四氯化碳、酒精肝损伤有显

著的保护作用[4]。 桑葚提取物 (mulberry extract,
ME)可抑制炎症相关因子表达,从而减弱促炎症反

应,发挥抗炎功效[5]。 然而 ME 对 LPS 致心肌细胞

炎症反应和细胞凋亡的影响及其机制尚不清楚。
S100 钙结合蛋白 B(S100 calcium binding protein B,
S100B)是钙敏感结合蛋白家族成员之一,S100B 在

多柔比星诱导损伤的心肌细胞中表达明显增加且

促进心肌细胞凋亡[6]。 干扰 S100B 表达能够通过

抑制炎性损伤和调节凋亡相关蛋白而抑制多柔比

星诱导的心肌细胞凋亡[7]。 本研究旨在探讨 ME 对

LPS 致心肌细胞炎症反应和细胞凋亡的影响及其机

制是否与 S100B 有关。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞、试剂与仪器

心肌细胞 H9c2 购自上海名劲生物科技公司。
RPMI-1640 培养基、胎牛血清购自美国 Gibco 公司;
LPS 购自北京寰宇科创生物科技发展有限公司;ME
购自西安斯诺特生物技术有限公司;Trizol、反转录

试剂盒及荧光定量 PCR 试剂盒购自美国 Progema
公司;蛋白提取试剂盒、BCA 试剂盒、RIPA 蛋白裂

解液、SDS-PAGE 试剂盒购自碧云天生物技术研究

所;凋亡检测试剂盒购自北京 Solarbio 公司;酶联免

疫吸附试剂盒购自上海继锦化学科技有限公司;Li-
pofectamineTM 2000 转染试剂购自美国 Invitrogen 公

司。 酶标仪购自美国 Thermo 公司;流式细胞仪购自

美国 Bio-Rad 公司。
1. 2　 细胞培养、处理及分组

心肌细胞 H9c2 用含 10% 胎牛血清的 RPMI-

1640 培养基在 37 ℃、5% CO2 条件下培养,每 2 天

换液 1 次,待细胞融合至 90% 左右时,进行消化传

代。 取对数生长期 H9c2 细胞,用 10 mg / L LPS 处理

H9c2 细胞作为 LPS 组;正常培养的细胞作为对照

(Con) 组;分别用 50、100、200 mg / L 的 ME 处理

H9c2 细胞,再用 10 mg / L LPS 处理,作为 ME 低

(L)、中(M)、高(H)浓度组。 将 si-NC、si-S100B 转

染至 H9c2 细胞,再用 10 mg / L LPS 处理,作为 LPS+
si-NC 组、 LPS + si-S100B 组; 将 pcDNA、 pcDNA-
S100B 转染至 H9c2 细胞,用 200 mg / L 的 ME 处理,
再用 10 mg / L LPS 处理,作为 LPS+ME+pcDNA 组、
LPS+ME+pcDNA-S100B 组。
1. 3　 酶联免疫吸附法检测 TNF-α、IL-6 的分泌水平

各组心肌细胞培养 48 h 后取上清,参考 ELISA
试剂盒说明书操作,检测肿瘤坏死因子 α ( tumor
necrosis factor-α,TNF-α)、白细胞介素 6( interleukin-
6,IL-6)的分泌水平。
1. 4　 流式细胞术检测心肌细胞凋亡

各组心肌细胞培养 48 h 后用预冷的 PBS 洗 2
次,与 500 μL 结 合 缓 冲 液 混 合。 加 入 10 μL
Annexin V-FITC,再加入 5 μL PI,混匀后避光孵育

10 min。 用流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率。
1. 5　 Western blot 检测 Bcl-2、Bax、S100B的蛋白表达

提取各组心肌细胞总蛋白,BCA 试剂盒进行蛋

白定量。 蛋白上样量为 60 μg,SDS-PAGE 凝胶电泳

后,经电转将蛋白转移至 PVDE 膜上。 用 5% 脱脂

牛奶室温封闭 90 min,分别加入对应的一抗,4 ℃孵

育过夜,PBS 洗 3 次,每次 5 min;再加入二抗,室温

孵育 2 h,PBS 洗涤 3 次,每次 10 min,后进行曝光显

影,再浸入定影液,洗去残液,晾干,拍照。 将胶片用

凝胶分析软件处理,测定蛋白条带的灰度值,目的条

带和 GAPDH 条带灰度的比值为蛋白表达水平。
1. 6　 荧光定量 PCR 检测 S100B mRNA 的表达

各组心肌细胞培养 48 h 后,提取总 RNA,进而

将 RNA 反转录成 cDNA,以 β-actin 为内参,循环条

件为:95 ℃ 30 s,60 ℃ 30 s;72 ℃ 30 s,共 40 个循

环;60 ℃延长 5 min。 相对表达量采用 2-△△Ct 法计

算。 S100B 上 游 引 物 为: 5′-ATGATGGAGACG-
GCGAATG-3′,下游引物为:5′-GCTACAACACGGCT-
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GGAAAG-3′;β-actin 上游引物为:5′-TGGCACCCAG-
CACAATGAA-3′,下游引物为:5′-TAAGTCATAGTC-
CGCCTAGAAG CA-3′。
1. 7　 统计学分析

计量资料用 x±s 表示,两组比较采用 t 检验,多
组间比较行单因素方差分析,组间的两两比较采用

LSD-t 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 ME 对 LPS 致心肌细胞炎症反应的影响

与对照组相比,LPS 组心肌细胞中 TNF-α、IL-6
水平显著升高(P<0. 05);与 LPS 组相比,ME 低、
中、高浓度组心肌细胞中 TNF-α、IL-6 水平显著降

低,且呈浓度依赖性(P<0. 05;图 1)。

图 1. ME 对 LPS 致心肌细胞炎症反应的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 Con 组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较;c 为 P<0. 05,与 LPS+ME-L 组比较;d 为 P<0. 05,与 LPS+ME-M 组比较。

Figure 1. Effect of ME on inflammatory response of cardiomyocyte induced by LPS (n=3)

2. 2　 ME 对 LPS 致心肌细胞凋亡的影响

与对照组相比,LPS 组心肌细胞凋亡率显著升高,
Bcl-2表达水平显著降低,Bax 表达水平显著升高(P<

0. 05);与 LPS 组相比,ME 低、中、高浓度组心肌细胞凋

亡率显著降低,Bcl-2表达水平显著升高,Bax 表达水平

显著降低,且呈浓度依赖性(P<0. 05;图 2)。

图 2. ME 对 LPS 致心肌细胞凋亡的影响(n=3)
A 为流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率,B 为 Western blot 检测心肌细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax。

a 为 P<0. 05,与 Con 组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较;c 为 P<0. 05,与 LPS+ME-L 组比较;d 为 P<0. 05,与 LPS+ME-M 组比较。

Figure 2. Effect of ME on apoptosis of cardiomyocyte induced by LPS (n=3)

2. 3　 ME 对 LPS 致心肌细胞中 S100B 表达的影响

与对 照 组 相 比, LPS 组 心 肌 细 胞 中 S100B
mRNA 和蛋白表达水平显著升高(P<0. 05);与 LPS
组相比,ME 低、中、高浓度组心肌细胞中 S100B mR-
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NA 和蛋白表达水平显著降低,且呈浓度依赖性(P< 0. 05;图 3)。

图 3. ME 对 LPS 致心肌细胞中 S100B 表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 Con 组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS 组比较;c 为 P<0. 05,与 LPS+ME-L 组比较;d 为 P<0. 05,与 LPS+ME-M 组比较。

Figure 3. Effect of ME on the expression of S100B in cardiomyocyte induced by LPS (n=3)

2. 4　 干扰 S100B 表达对 LPS 致心肌细胞炎症反应

和细胞凋亡的影响

与 LPS+si-NC 组相比,LPS+si-S100B 组心肌细

胞中 S100B、Bax 表达水平、TNF-α、IL-6 水平、细胞

凋亡率显著降低, Bcl-2 表达水平显著升高 ( P <
0. 05;图 4)。

图 4. 干扰 S100B 表达对 LPS 致心肌细胞损伤的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与 LPS+si-NC 组比较。

Figure 4. Effect of interference with S100B expression on LPS-induced cardiomyocyte injury (n=3)

2. 5　 S100B 过表达逆转 ME 对 LPS 致心肌细胞炎

症反应和细胞凋亡的作用

与 LPS 组相比,LPS+ME 组心肌细胞中 S100B、
Bax 表达水平、TNF-α、IL-6 水平、细胞凋亡率显著降

低,Bcl-2 表达水平显著升高(P<0. 05);与 LPS+ME
+pcDNA 组相比,LPS+ME+pcDNA-S100B 组心肌细

胞中 S100B、Bax 表达水平、TNF-α、IL-6 水平、细胞

凋亡率显著升高, Bcl-2 表达水平显著降低 ( P <
0. 05;图 5)。

3　 讨　 论

脓毒症是一种临床常见的危重疾病,心肌损伤

是脓毒症疾病中最为普遍的并发症,中西医结合是

治疗脓毒症心肌损伤的新方向[8]。 研究表明 LPS
可诱导心肌细胞炎症反应和细胞凋亡的发生[9-10]。
本研究发现,LPS 处理的心肌细胞中 TNF-α、IL-6 水

平显著升高,细胞凋亡率显著升高,表明 LPS 可诱

导心肌细胞炎症反应和细胞凋亡。 研究表明 ME 具

有抗炎作用,其可减少 LPS 诱导的促炎细胞因子

TNF-α、IL-6 的分泌[11]。 ME 可降低乙酰氨基酚引

起的肝脏炎症和氧化应激,对乙酰氨基酚诱导的大

鼠肝损伤有保护作用[12]。 ME 也可保护胰腺 β 细

胞免于过氧化氢诱导的细胞凋亡[13]。 本研究用不

同浓度 ME 处理 LPS 作用的心肌细胞,TNF-α、IL-6
水平显著降低,细胞凋亡率显著降低,Bcl-2 表达水
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图 5. S100B 过表达逆转 ME 对 LPS 致心肌细胞损伤的作用(n=3)
a 为 P<0. 05,与 LPS 组比较;b 为 P<0. 05,与 LPS+ME+pcDNA 组比较。

Figure 5. S100B overexpression reverses the effect of ME on LPS-induced cardiomyocyte injury (n=3)

平显著升高,Bax 表达水平显著降低。 表明 ME 可

以抑制炎性因子的释放,抑制心肌细胞凋亡;对 LPS
诱导的心肌细胞炎症反应和细胞凋亡具有保护

作用。
研究发现 S100B 参与调控心肌肥厚、心肌细胞

凋亡等,可作为治疗心血管疾病有前景的干预靶

点[14]。 S100B 过表达通过成纤维细胞生长因子受

体 1 增加了 TNF-α 和 IL-1β 的表达水平[15]。 S100B
沉默可改善缺血性中风大鼠模型的神经功能恢复

并抑制海马细胞凋亡[16]。 穿心莲内酯通过促进自

噬和下调 S100B 表达来保护小鼠星形胶质细胞免

受缺氧损伤[17]。 本研究结果显示,干扰 S100B 表

达,TNF-α、IL-6 水平显著降低,细胞凋亡率显著降

低,Bcl-2 表达水平显著升高,Bax 表达水平显著降

低。 说明干扰 S100B 表达可抑制 LPS 诱导的心肌

细胞炎症反应和细胞凋亡。 且 ME 处理的心肌细胞

中 S100B 表达水平显著降低,S100B 过表达能逆转

ME 对 LPS 诱导的心肌细胞炎症反应和凋亡的抑制

作用。 提示 ME 可能通过下调 S100B 抑制心肌细胞

炎症反应和凋亡。
综上所述,ME 可抑制 LPS 诱导的心肌细胞炎

症反应和细胞凋亡,其机制可能与 S100B 有关,这
将为心肌细胞炎症反应和凋亡引起的相关疾病的

防治提供新途径和新思路。
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