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目前研究表明，持续稳定的缺氧刺激可使机体

建立缺氧适应，维护自身平衡和内环境稳定，但是

过强或长期的缺氧应激则会导致线粒体能量代谢

障碍，细胞功能严重受损，引发细胞凋亡，进而导致

不可逆的中枢神经损伤，微循环障碍，心功能下降。

动物实验研究发现，当归补血汤能够减轻脑缺血再

灌注对大鼠神经元的损伤，促进细胞功能恢复

[1-2]

。

孙艳等

[3]

研究认为，当归补血汤能够稳定心肌细胞

线粒体膜电位，下调凋亡基因蛋白

p53

表达，有效

抑制

AngⅡ

诱导的心肌细胞凋亡， 可见当归补血汤

在不同病理条件下对组织损伤的保护作用表现出

多靶点、多环节的特点。本研究通过建立

H9C2

心肌

细胞缺氧损伤模型，观察缺氧诱导心肌细胞凋亡信

号通路中的关键分子

HIF-1α

和

p53mRNA

的表达，

探讨当归补血汤抗缺氧诱导心肌细胞凋亡的可能

分子机制。

1

实验材料

1.1

细胞株 大鼠心肌细胞（

H9C2

），购自上海拜

力生物技术有限公司（

ATCC CRL1446

）。

1.2

当归补血汤煎剂制备 当归（产地甘肃，批号

101027

），黄芪（产地内蒙古，批号

101109

），按重量

5∶1

组方。 采用水提醇沉法，将上述精制中药加生理

盐水溶解，以稀盐酸调

pH

值至

7.2～7.4

，采用

DMEM

高糖培养基定容后生药量为

50mg/mL

（原液），再以

孔径为

0.22μm

的微孔滤膜过滤除菌，

-80℃

贮存备

用。

1.3

试剂

DMEM

高糖 （

GIBCO 11995065

），胎牛

血清 （

GIBCO 6010159

），

3S

柱式细胞总

RNA

抽提

试剂盒 （上海博彩生物科技有限公司

K362

），

MTT

［

3-

（

4,5-

二甲基噻唑

-2

）

-2,5-

二苯基四氮唑溴盐，

噻唑蓝， 江苏碧云天生物技术有限公司

C0009

］，

Annexin V/PI

双 染凋亡检 测 试 剂 盒 （美 国

BD

556547

），

SYBR Prime Script RT-PCR KitⅡ

试剂盒

（

TAKARA RR820A

），

BCA

蛋白定量试剂盒 （江苏

碧云天生物技术有限公司

P0010

），

GAPDH

单克隆抗

体 （联科生物

Mab 5465

），

Cyt C

多克隆抗体（

bioss

bs-0013R

），羊抗兔二抗（

bioworlde BS13278

）。

1.4

仪器 流式细胞仪（美国

BD

），

Light Cycler480

荧光定量

PCR

仪（德国

Roche

），二氧化碳三气培养

箱（美国

Thermo 3131

），二氧化碳普通培养箱（美国

Thermo 371

），

Smart Spec Plus

分光光度计 （美国

BIO-RAD

）。

2

实验方法

2.1

缺氧模型的建立 取对数生长期

H9C2

细胞，

当归补血汤预处理对缺氧损伤大鼠心肌细胞凋亡的

影响及其机制研究

周春刚 李 卿 汤 加 徐 辰 张志斌

（无锡市中医医院中心实验室，江苏无锡

214062

）

摘 要 目的：观察当归补血汤抗心肌细胞缺氧损伤的作用，并探讨其作用机制。 方法：建立大鼠

H9C2

心肌细胞缺

氧损伤模型，以正常培养条件下的心肌细胞为正常对照组，将预先加入当归补血汤的细胞（当归补血汤预处理组）在正常

条件下培养

24h

， 随后与未处理细胞 （缺氧组） 同时进行缺氧培养，

Annexin V/PI

染色流式细胞仪检测细胞凋亡率，

DCFH-DA

荧光探针流式细胞仪检测细胞内活性氧簇（

ROS

）水平，

RT-PCR

荧光相对定量检测缺氧诱导因子

1α

（

HIF-

1α

）和

p53

的

mRNA

表达水平，

Western blot

检测

Cyt C

蛋白表达水平。 结果：缺氧组细胞凋亡率、细胞内

ROS

水平、

Cyt

C

蛋白表达水平，

p53 mRNA

表达水平均明显高于正常对照组（

P＜0.05

）。 经当归补血汤预处理的缺氧损伤心肌细胞凋亡

率、细胞内

ROS

水平、

Cyt C

蛋白表达水平、

p53 mRNA

表达水平均明显低于缺氧组（

P＜0.05

），

HIF-1α mRNA

水平明显

高于缺氧组（

P＜0.05

）。 结论：

H9C2

心肌细胞缺氧损伤后细胞凋亡显著增加。 当归补血汤能够抑制缺氧损伤心肌细胞凋

亡，其可能通过降低

p53 mRNA

表达，促进

HIF-1α mRNA

表达等机制来减轻缺氧对心肌细胞的损伤作用。
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接种于

6

孔板中， 每孔接种

10×10

4

个细胞， 培养

24h

，弃去细胞上清液，更换

DMEM

无糖无血清培养

基，然后置入

37℃

，含

94%N

2

、

5%CO

2

、

1%O

2

的三气

培养箱中培养

24h

即为缺氧。 实验设正常对照组：

细胞始终在正常培养条件下，

37℃

、

5%CO

2

的普通

培养箱中培养；缺氧组：正常培养条件下，

37℃

、

5%

CO

2

的普通培养箱培养

24h

，然后缺氧条件下培养；

当归补血汤预处理组：正常培养条件预先加入当归

补血汤

500μg/mL

，

37℃

、

5%CO

2

的普通培养箱培养

24h

后，与缺氧组同时进行缺氧培养。

2.2 AnnexinV/PI

染色流式细胞仪检测细胞凋亡

Annexin V/PI

染色的试剂准备、 染色及分析过程严

格按照试剂说明书操作。

2.3 DCFH-DA

荧光探针流式细胞仪检测细胞内活

性氧簇 （

ROS

） 水平 细胞收集后悬浮于荧光探针

DCFH-DA

（无血清

DMEM 1∶1000

稀释）中，终浓度

为

10μmol/L

。细胞浓度为

1×10

6

/mL

，

37℃

细胞培养箱

内孵育

20min,

每隔

3～5min

颠倒混匀一次，用无血清

DMEM

洗涤细胞

3

次， 以充分去除未进入细胞内的

DCFH-DA

。

Rosup

（

50mg/mL

）作为活性氧阳性对照。

2.4 RT-PCR

实时荧光相对定量分析

H9C2

细胞

总

RNA

采用

3S

柱式细胞总

RNA

抽提试剂盒，按

照试剂盒上操作步骤完成总

RNA

的提取。 在吸光

度

260nm

处测定

RNA

浓度， 样本

RNA

浓度范围

10～30ng/μL

，

260/280nm OD

比值范围在

1.2～1.9

之

间。

RNA

提取物

-80℃

保存。 管家基因

β-actin

作为

内参基因， 目的基因和内参基

因引物序列见表

1

， 由上海博

彩生物科技有限公司合成。 采

用溶解曲线和琼脂糖凝胶电泳

分析产物的特异性， 相对定量

分析采用

△△CT

法

[4]

。

2.5 Western blot

检测

H9C2

心肌细胞

Cyt C

蛋白水平 细

胞蛋白定量采用碧云天

BCA

蛋白定量试剂盒， 取细胞蛋白

提取液上清， 进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳（

SDS-PAGE

），将电泳

分离后的蛋白质电转移至硝酸

纤维素膜上， 用

5%BSA

封闭

1.5h

后分别将膜放入杂交袋中加入一抗 （

1∶300

稀

释），封口，室温下孵育

1h

，

4℃

过夜。 用

1×TBS-T

洗

膜后，以相应的二抗孵育

1.5h

，并以

GAPDH

（

1∶500

稀释） 单克隆抗体作为内参对照。 采用

Image-Pro

Plus 4.1

软件分析蛋白条带的积分吸光度值， 以靶

蛋白

/GAPDH

吸光度比值反映靶蛋白水平。

2.6

统计学方法 数据处理采用

SPSS11.5

软件，

计量数据以（

x±s

）表示，采用单因素方差分析进行组

间差异显著性分析，

P＜0.05

为具有统计学差异。

3

实验结果

3.1

各组

H9C2

细胞凋亡率比较

H9C2

心肌细胞

正常培养条件下培养

24h

，心肌细胞凋亡率为（

14.24±

2.74

）

%

， 而缺氧培养

24h

后细胞凋亡率为（

61.12±

17.07

）

%

，

2

组比较差异具有统计学意义（

P＜0.05

）。 经

当归补血汤预处理后再行缺氧培养的心肌细胞凋亡

率为（

28.13±4.82

）

%

，明显低于缺氧组（

P＜0.05

）。

3.2

各组

H9C2

细胞内

ROS

水平比较 正常对照

组细胞内

ROS

水平为 （

0.71±0.15

）

%

， 缺氧组为

（

19.45±4.11

）

%

，明显高于正常对照组（

P＜0.05

）；当

归补血汤预处理组

ROS

水平（

9.36±1.84

）

%

，明显低

于缺氧组（

P＜0.05

）；活性氧阳性对照组细胞内

ROS

水平为（

40.62±8.60

）

%

。

3.3

各组

H9C2

心肌细胞

Cyt C

蛋白表达水平比

较 结果见图

1

。 缺氧组

Cyt C/GAPDH

吸光度比

值为 （

0.74±0.11

）， 明显高于正常对照组的 （

0.20±

0.06

），表明缺氧组

Cyt C

蛋白表达水平明显高于正

常对照组 （

P＜0.05

）； 当归补血汤组

Cyt C/GAPDH

吸光度比值为（

0.47±0.05

），表明

Cyt C

蛋白表达水

平显著低于模型组（

P＜0.05

）。

3.4

各组

H9C2

心肌细胞缺氧诱导因子

1α

（

HIF-1α

）、

p53 mRNA

表达水平比较 见表

2

。

4

讨论

表

1

目的基因和内参基因引物序列及产物特征

基因

HIF-1α

cDNA

位置 产物大小 产物

Tm

1866-1999 133bp 81.58

732-935 204bp 87.85

引物序列

GenBank

编号

5'-CAACTGCCACCACTGATGAAT-3' NM_024359.1

5'-CCACTGTATGCTGATGCCTTAG-3'

5'-GCTGAGTATCTGGACGACA-3' NM_030989.3

p53

5'-CAGGCACAAACACGAACC-3'

β-actin

5'-CCTCTATGCCAACACAGTGC-3' NM_031144 957-1147 191bp 87.7

5'-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3'

正常对照组 缺氧组 当归补血汤预处理组

图

1

各组

H9C2

心肌细胞

Cyt C

蛋白表达水平比较

表

2

各组

H9C2

心肌细胞

HIF-1α

和

p53

的

mRNA

表达水平比较

正常对照组

组别

1.13±0.34

HIF-1α

0.58±0.16

p53

缺氧组

1.02±0.16 2.11±0.39

*

当归补血汤预处理组

2.33±0.59

▲

0.50±0.21

▲

注：与正常对照组比较，

*P＜0.05

；与缺氧组比较，

▲P＜0.05

。
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通过缺氧诱导

H9C2

心肌细胞凋亡发现， 缺氧

24h

后心肌细胞凋亡率及细胞内

ROS

水平明显增加，

Cyt C

蛋白水平显著升高。 研究表明， 细胞缺氧条件

下，线粒体是

ROS

产生的主要来源，二者互为因果，

ROS

异常增多就会影响线粒体的氧化磷酸化而降低

细胞内

ATP

的合成，引起线粒体膜通透性的改变，诱

导

Cyt C

释放，导致细胞凋亡或坏死。 当归补血汤预

处理细胞缺氧损伤后， 心肌细胞凋亡率明显降低，细

胞内

ROS

及

Cyt C

蛋白水平亦显著降低， 表明当归

补血汤能够减轻心肌细胞氧化应激损伤，减少细胞内

ROS

生成，提高心肌细胞耐缺氧能力，抑制细胞凋亡。

研究认为， 缺氧诱导凋亡与依赖

HIF-1

信号途

径相关， 但是在缺氧过程中是促凋亡还是抗凋亡作

用可能是

HIF-1

和

p53

相互作用的结果

[5]

。

p53

和

HIF-1

都是调节细胞适应应激反应的主要分子。

p53

作为肿瘤抑制基因， 在维护染色体基因组的稳定性

方面发挥了重要作用，是

DNA

损伤和细胞凋亡的关

键转录调节因子， 其通过调节细胞周期和细胞凋亡

相关基因表达参与细胞缺氧的应答反应。 正常条件

下，

p53

蛋白半衰期短，维持低水平状态，缺氧状态下

p53

蛋白稳定性增加，活性增强，促进促凋亡基因的

转录

[6]

。

HIF-1

是氧代谢的主要转录调节因子，缺氧

条件下诱导包括糖代谢、细胞分化、炎症反应等多种

信号通路相关蛋白的表达，使机体产生适应性应答。

HIF-1α

亚基的活化和表达是

HIF-1

生物活性决定

因子， 正常氧含量条件下，

HIF-1α

蛋白不断合成并

降解， 始终维持低水平的动态平衡状态， 缺氧状态

下，

HIF-1α

与

HIF-1β

形成稳定的二聚体诱导靶基

因的活化表达

[7]

。

通过检测

HIF-1α

和

p53 mRNA

表达水平发

现， 在缺氧模型中，

p53 mRNA

表达显著上调，而

HIF-1α mRNA

并没有出现明显升高，甚至出现一

定程度的降低。研究表明，低氧或缺氧条件下，线粒

体

DNA

是受

ROS

和

Cyt C

攻击破坏的重要靶分

子，线粒体

DNA

氧化损伤亦导致

p53

基因高表达

[8]

，

p53

在调节

HIF-1

活性方面起关键作用，

p53

表达

增高，抑制

HIF-1

活性，降解

HIF-1α

[9]

。 而通过对

死亡受体和线粒体等凋亡途径的关键基因表达研

究发现，

Bax

基因、

Fas/Fas L

基因及

caspase

蛋白酶

家族基因

mRNA

表达水平均没有明显改变 （另文

报道），而

p53 mRNA

上调和

Bcl-2 mRNA

下调表

达最明显， 我们推测，

p53

在缺氧诱导凋亡中发挥

主要调节作用 ， 而

HIF-1

可能通过减少细胞内

ROS

产生等机制在

H9C2

细胞缺氧模型中发挥保

护性作用。 当归补血汤预处理后，

p53 mRNA

表达

显著下调，

HIF-1α mRNA

表达则显著上调。 中药

研究亦证实黄芪、黄芪多糖和当归多糖在不同条件下

均能下调

p53

表达，从而抑制细胞凋亡

[10-12]

。 以上结

果表明当归补血汤能够通过调节

HIF-1α mRNA

和

p53 mRNA

表达等机制， 提高缺氧损伤心肌细胞存

活能力， 下一步将对缺氧损伤药物干预后

HIF-1α

及

p53

蛋白下游调节

ROS

相关的靶基因做深入研

究，进一步明确当归补血汤抗缺氧应激损伤的机制。
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