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黄芪甲苷后处理对乳鼠心肌细胞缺氧复氧损伤的作用研究 *
刘 辉 王 宁 梁宏亮 苏 洁 俞世强 刘金成 易定华△

(第四军医大学西京医院心血管外科陕西西安 710032)

摘要 目的：观察黄芪甲苷（Astragaloside Ⅳ，AsⅣ）后处理对缺氧复氧损伤 (simulated ischemia reperfusion injury，SI/RI)的 SD乳鼠

心肌细胞是否具有保护作用。方法：将乳鼠原代心肌细胞平均分为五组，即空白对照组(Control)、缺氧复氧处理组（SI/RI）、黄芪甲

苷预处理（5，10、20滋M）+SI/RI组(AsIV +SI/RI)。各组细胞经处理后，四氮唑溴盐比色法（MTT）检测各组细胞存活率；TUNEL染色

法测定各组细胞凋亡率；SOD测试盒检测培养液中超氧化物歧化酶（SOD）含量，总嘌呤氧化酶（XOD）测试盒检测丙二醛（MDA）

含量。Western blot法检测各组细胞抗凋亡蛋白 Bcl-2和促凋亡蛋白 Caspase-3的表达。结果：与空白组相比，缺氧复氧损伤组细胞

活力显著下降(P<0.05)，凋亡率显著上升(P<0.05)，其培养液中 SOD水平显著降低（P<0.05)，MDA水平显著升高。而不同浓度 As

Ⅳ后处理组的心肌细胞存活率显著上升，凋亡率显著下降，培养液中 SOD水平显著上升，MDA水平显著下降（P<0.05），且呈浓度

呈依赖性。Western blot结果显示 AsⅣ后处理组细胞中的 Bcl-2表达明显上升，Caspase-3明显下降。结论：黄芪甲苷后处理对缺氧

复氧诱导的乳鼠心肌细胞损伤具有显著的保护作用，能够显著上调抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达，下调促凋亡蛋白 Caspase-3的表达。
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Effects of Astragaloside IV on Neonatal Rat Cardiomyocytes Induced by
Simulated Ischemia Reperfusion Injury*

To investigate the protective effects of post-treatment with Astragaloside郁(As郁) on neonatal rat cardiom-

yocytes induced by simulated ischemia reperfusion injury (SI/RI). The cardiomyocytes were divided into 5 groups: Control,

SL/RI, As郁 (5,10,20滋M)+SL/RI. After each group been treated, MTT method was used to determine the survival rate of cells; TUNEL

used to detect the apoptotic rate of cells; The special kits were used to detect the levels of superpxide dismutase (SOD)and

malondialdehyde (MDA) in the culture medium. Western blot was used to detect the expression of Bcl-2 and Caspase-3 protein.
Comparing with the control group, the cell survival rate and the apoptotic rate increased significantly, while the SOD level in the culture

medium decreased significantly and the MDA level increased significantly. The above parameters of cells were improved significantly

when treated by As郁 on concentration - dependent manner. Westren blot showed the expression of Bcl-2 protein increased significantly

and the expression of Casepase-3 decreased significantly after being treated with As郁. AstragalosideⅣ has the protective

effect on the neonatal rat cardiomyocytes induced by SI/RI, up-regulated the expression of Bcl-2 and down-regulated Caspase-3. Hence,
Astragaloside IV may be a potential new drug in treatment of myocardial ischemia reperfusion injury.
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前言

目前经皮冠状动脉介入治疗广泛应用于急性冠脉综合症、

心肌梗死和心绞痛。尽管经皮冠状动脉介入治疗可以有效改善

心肌血液供应，但常常继发缺血再灌注损伤（ischemia

reperfusion injury，IR/I）[1,2]，是导致心脏手术患者术后心力衰竭

发病率和死亡率上升最重要的原因。修复 IR/I后的心肌组织和

恢复心脏功能成为临床上心血管治疗过程中亟待解决的问题。

但由于 IR/I的病理机制复杂，有很多信号通路和细胞因子参与
其中，因此尚未获得有效的药物保护治疗方法[3]。传统中药黄芪

又称黄耆，为豆科植物蒙古黄芪或膜荚黄芪的根，已被广泛应

用于多种疾病，具有毒副作用小、经济、安全的特点[4]。黄芪苷Ⅳ

是从黄芪根中提取的一种生物活性最高的有效成分，即黄芪甲

苷[5]。国内外研究结果表明，黄芪甲苷在脑[6]，肾[7]，肝[8]，视网膜[9]，
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皮肤[10]等组织中具有显著的抗 IR/I的作用。但黄芪甲苷在急性

心肌 IR/I过程中所起的作用尚未见研究报道。本实验将以 SD

乳鼠原代心肌细胞作为研究对象，观察不同浓度 AsⅣ后处理

对心肌细胞缺氧复氧损伤的作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 主要试剂 As郁购自美国 Roche公司；四氮唑溴盐、胶原

酶 砖、DMSO、亚硫酸钠、乳酸钠购自美国 Alpha 公司；胰蛋白

酶、DMEM培养基、胎牛血清购自中国四季青公司；脱氧葡萄

糖购自美国 Sigma 公司；TUNEL 凋亡试剂盒、Bcl-2 抗体、
Caspase-3抗体、BCA-100蛋白质定量测定试剂盒、蛋白酶抑制

剂、预染标准蛋白质 Marker购自美国 Abcom公司；GAPDH鼠

抗人多克隆抗体、辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG 购自美国
Gibco公司；组织裂解蛋白提取液购自碧云天生物技术公司。
1.1.2 仪器 CO2细胞培养箱、酶标仪购自美国 Beckman Coulter

公司；低速离心机购自美国 Thermo公司；倒置荧光显微镜购自

日本 Nikon；ZW-A微量振荡器购自南京建成公司；电泳及湿转

转移槽、Western发光照相系统购自美国 Bio-Rad公司；超净无

菌工作台购自苏州净化设备仪器厂。

1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 用 75%的酒精对出生 2~3的 SD大鼠消毒 3

次，迅速在超净台内无菌条件下开胸取下心脏，取下的心脏在

不含血清的 DMEM培养液中剪碎，用含胶原酶 砖的 HEPES液

（mmol/L：KCl 5.4、MgSO4 0.8、NaH2PO4 10.0、NaCl 116.0、HEPES

20.0、Glucose 5.1，pH 7.3）重复消化四次，每次 10 min，消化下

的细胞悬液混匀于含 15%胎牛血清的 DMEM培养液中，离心
机 1000 r/min 离心 5 min，然后弃上清液。用含血清培养基

（DMEM培养基，18%新生牛血清，链霉素 90 U/mL，青霉素 90

U/mL）重悬细胞，差数贴壁分离法将细胞置于培养箱中孵育 2

h，纯化心肌细胞。将未贴壁细胞经 200目筛网过滤，去除未消

化组织块。收集细胞悬液，进行细胞计数，加入 0.01 mmol/l的
5-溴脱氧尿苷（5-Brdu），均匀接种至 96孔培养板，接种密度控

制到 6伊105个细胞 /孔。细胞于 37.5 ℃，90%湿度、5% CO2环境

培养，每隔一天换 1次液，培养 3~4d后使用，实验时用高浓度

氮气饱和缺氧液（mmol/L: NaCl 138，KCl 11, CaCl2·2H2O , 0.91，
MgCl2 0.50，HEPES 5，乳酸钠 21，亚硫酸钠 0.75，脱氧葡萄糖
9.5，pH6.6），培养板置于 37.5℃温度下，95%N2和 5% CO2，持

续通气的缺氧密闭容器中 2h，再更换预先用纯氧饱和的复氧
液，以 95%O2和 5% CO2复氧孵育 2 h。实验分为 5组：空白对

照组（Control）；缺氧复氧组（SI/RI）；浓度分布为 5 滋mol/L、10

滋mol/L、20 滋mol/L的 IsⅣ +缺氧复氧损伤组（缺氧后用不同浓

度 Is郁孵育 4h）。
1.2.2 MTT法检测不同浓度对心肌细胞存活率的影响 各种

心肌细胞处理完后，弃培养液，加入 DMEM培养液（100 滋L）和

含 1 %MTT的培养液（10 滋L），37.5℃、5% CO2培养箱内孵育 4

h后，弃培养液，加入 100 滋L的 DMSO原液，震荡 5 min，待结

晶完全溶解后拍照，用酶标仪在 490 nm 波长处测定吸光值
（OD值），实验重复 3次。
1.2.3 TUNEL法检测细胞凋亡率 各组细胞制作爬片，处理

结束后用 4%的多聚甲醛固定 10 min。用无菌 PBS 洗涤（5

min× 3次），0.1%的 Triton X-100 打孔 5 min，无菌 PBS洗涤
（5 min× 3次）。按每玻片 2 滋L的 TdT酶、48 滋L的荧光标记液

配制 TUNEL检测液，注意操作过程中严格避光。每张玻片加
50 滋L的 TUNEL检测液，37.5℃避光孵育 90 min，PBS洗涤（5
min× 3次）。用石蜡封片后在荧光显微镜下观察，红色荧光，随

意选取 15个视野计数。凋亡率公式为：凋亡细胞数 /总细胞

数× 100%。实验重复 3次。
1.2.4 细胞培养液中 SOD和 MDA检测 各组细胞处理结束

后留取细胞培养液，-20℃保存。严格按照试剂盒说明书进行检

测。

1.2.5 Western blot检测 Bcl-2和 Caspase-3的表达 各组处理后

图 1 MTT检测 AsⅣ对原代心肌细胞缺氧复氧损伤后活力的影响

Fig.1 MTT determined the effects of post-treatment with AstragalosideⅣ

on survival rates of neonatal rat cardiomyocytes induced by simulated

ischemia reperfusion injury

*注：与空白对照组相比 **P<0.05；与缺氧复氧损伤组相比，##P<0.05；

与 AsⅣ (5滋mol/L)+SI/RI组相比，△△P<0.05；与 AsⅣ (10μ mol/L)+缺

氧复氧损伤组相比，☆☆P<0.05。

*Note: Compared to the control group, **P<0.05；Compared to the SI/RI

group, ##P<0.05；Compared to the AsIV(5滋mol/L)+SI/RI group,△△P

<0.05；Compared to the AsⅣ (10滋mol/L)+ SI/RI group,☆☆P<0.05.
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图 2 TUNEL法检测 AsⅣ对心肌细胞 SI/RI损伤后凋亡的影响

Fig.2 TUNEL determined the effects of post-treatment with AstragalosideⅣon survival rates of neonatal rat cardiomyocytes induced by simulated

ischemia reperfusion injury

*注：与空白组相比 **P<0.05；与缺氧复氧损伤组相比，##P<0.05；与 AsⅣ (5滋mol/L)+缺氧复氧损伤组相比，△△P<0.05；与 AsⅣ (10滋mol/L)+缺

氧复氧损伤组相比，☆☆P<0.05。

*Note: Compared to the control group, **P<0.05；Compared to the SI/RI group, ##P<0.05；Compared to the AsIV(5μ mol/L)+SI/RI group,△△P<0.05；

Compared to the AsⅣ (10滋mol/L)+ SI/RI group,☆☆P<0.05.

留取的心肌细胞在裂解液中裂解，以 12000 r/min离心 15 min。

收集组织裂解物，用 BCA法测定蛋白浓度。蛋白提取量为 15

滋g，在 1× SDS缓冲液中煮 10 min，进行 SDS-PAGE电泳并电

转移至硝酸纤维素膜，用含 50 g/L脱脂奶粉的 TBST室温封闭
1.5 h，然后依次滴加 1:1000 的抗 Bcl-2 和抗 Caspase-3 以及
GAPHD抗体，在 4℃低温条件下过夜，然后 TBST洗涤 3 次，

每次 10 min。然后用 1:5000的 HRP羊抗鼠 IgG孵育 2 h，再用
TBST洗涤 3次，每次 10 min。最后用 ECL发光液进行曝光显

影，用 Bio-Rad照相系统进行照相并用其附带的软件分析蛋白

相对表达量。

1.2.6 统计学方法 用 SPSS 11.0统计软件进行统计分析，实验

结果以均数± 标准差表示。差异显著性检验采用单因素方差分
析，比较二组间差异用 t检验。

2 结果

2.1 各组细胞活力检测结果

实验结果显示，黄芪甲苷浓度在 5 ~50 滋mol/L范围内无明

显细胞毒作用。因此选择药物浓度在 50滋mol/L以下可排除黄
芪甲苷对心肌细胞的毒性损伤，从而影响细胞存活率，干扰实

验结果。与空白组相比，缺氧复氧组的细胞存活率显著下降

(P<0.05)；与缺氧复氧损伤组相比，AsⅣ各浓度处理组细胞存活

率较明显上升(P<0.05)，呈浓度依赖性。见图 1。
2.2 各组细胞凋亡率检测结果

与空白组相比，缺氧复氧损伤组细胞凋亡率显著上升

P<0.01，与缺氧复氧损伤组相比，AsⅣ各浓度干预组细胞凋亡

率明显下降 P<0.01，并呈浓度依赖性。见图 2。
2.3 各组细胞 SOD和 MDA检测结果

与空白组相比，缺氧复氧组组细胞培养液中 SOD水平明
显降低（P<0.05），MDA水平显著升高（P<0.05）；不同浓度 AsⅣ

处理可以使 SOD上升，MDA下降（P<0.05）,并呈浓度依赖性。

见图 3。
2.4 As郁对心肌细胞中 Bcl-2和 Caspase-3蛋白表达的影响
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图 4 AsⅣ对心肌细胞 Bcl-2和 Caspase-3表达的影响

Fig.4 The effect of As IV on Bcl-2 and Caspase-3 of cardiomyocytes

*注：与空白组相比 **P<0.05；与 SI/RI组相比，##P<0.05。

*Note: Compared to the control group, **P<0.05; Compared to the SI/RI

group, ##P<0.05.

不同浓度 AsⅣ处理内皮细胞 4h后，细胞 Bcl-2表达显著

上升，Caspase-3表达显著下降。见图 4。

3 讨论

我国新发缺血性心肌病患者呈逐年上升的趋势。目前治疗

该类疾病方法主要有冠脉支架、冠脉搭桥和药物溶栓治疗，其

最终目的都是恢复缺血心肌组织血液供应，改善心肌生理功

能，但缺血的心肌组织恢复血供后常继发和加重心肌损伤，即

缺血再灌注损伤（Ischemic and reperfusion,IR/I），已成为缺血性

心肌病患者心脏手术术后出现严重并发症和死亡率上升非常

重要的原因。传统的治疗 IR/I的方法是短暂性的间歇缺血预处

理，已被证实可以有效对抗心肌缺血再灌注损伤，但缺点是有

加重心肌组织损伤的潜在危险[11]。药物治疗已逐渐成为缺血再

灌注损伤领域重要的治疗策略和研究方向。但 I/RI的病理机制

复杂，且当合并糖尿病时，病情更为严重。因此至今尚未获得有

效的药物治疗法。

传统中药黄芪甲苷是从黄芪根茎中提取的一种有效成分，

分子式是 C41H68O14，黄芪甲苷有增强机体免疫功能、延缓细胞

衰老、保肝、利尿、抗水肿、降压等多种生物学效应，而且能够扩

张冠状动脉，改善心肌供血。被广泛应用于治疗治疗多种疾病，

包括肾脏损伤，帕金森和糖尿病肾病等[12-15]。许多研究报道黄芪

甲苷发挥多种功效是通过抑制氧化应激产生，消除炎症和抑制

细胞质机制化合物的磷酸化和易位来实现。

Bcl-2蛋白家族是一类非常重要的抗凋亡因子，上调 Bcl-2

蛋白表达可减少脂质过氧化物的形成和氧自由基的产生，抑制

细胞色素 C从线粒体中溢出，抑制钙超载，抑制线粒体通透性

继而抑制细胞凋亡[16]。Caspase-3可以特异性降解 PARP，DFF-
45（DNA-fragmentation factor-45），导致 DNA 修复的抑制并启

动 DNA的降解，Caspase-3促凋亡途径在细胞凋亡中起着不可

替代的作用，它可被 Bac-2蛋白抑制[17]。

超氧化物歧化酶（SOD）广泛存在于各种生物体内，是生物

体内天然存在的超氧自由基清除因子。它属于金属蛋白酶，能

够有效清除超氧阴离子自由基（O2
-），继而降低细胞毒性，减轻

图 3 AsⅣ对心肌细胞 SI/RI损伤培养液中 S0D和 MDA的影响

Fig.3 The effect of AstragalosideⅣ on the SOD and MDA of nutrient

solution

*注：与空白组相比 **P<0.05；与缺氧复氧组相比，##P<0.05；与 AsIV

(5滋mol/L)+缺氧复氧损伤组相比，△△P<0.05；与 AsIV(10滋mol/L)+

缺氧复氧组相比，☆☆P<0.05。

*Note: Compared to the control group, **P<0.05; Compared to the SI/RI

group, ##P<0.05; Compared to the AsIV(5 滋mol/L)+SI/RI group,△△P

<0.05; Compared to the AsⅣ (10 滋mol/L)+ SI/RI group,☆☆P<0.05.

3226窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.17 JUN.2014

（上接第 3211页）
[22] Srikanth S, Franklin C C, Duke R C, et al. Human DU145 prostate

cancer cells overexpressing mitogen-activated protein kinase phosph-

atase-1 are resistant to Fas ligand-induced mitochondrial perturbatio-

ns and cellular apoptosis [J]. Molecular and cellular biochemistry,

1999, 199(1-2): 169-178

[23] Tai C J, Wu A T H, Chiou J F, et al. The investigation of mitogen-ac-

tivated protein kinase phosphatase-1 as a potential pharmacological

target in non-small cell lung carcinomas, assisted by non-invasive

molecular imaging[J]. BMC cancer, 2010, 10(1): 95

[24] Denkert C, Schmitt W D, Berger S, et al. Expression of mitogen-acti-

vated protein kinase phosphatase-1 (MKP-1) in primary human ovari-

an carcinoma[J]. International journal of cancer, 2002, 102(5): 507-

513

[25] Xue W, Zender L, Miething C, et al. Senescence and tumour clearan-

ce is triggered by p53 restoration in murine liver carcinomas[J]. Natu-

re, 2007, 445(7128): 656-660

[26] Wu C H, van Riggelen J, Yetil A, et al. Cellular senescence is an im-

portant mechanism of tumor regression upon c-Myc inactivation [J].

Proceedings of the National Academy of Sciences, 2007, 104 (32):

13028-13033

脂质过氧化，抑制细胞膜损伤，抑制细胞凋亡[18]。SOD在生物体

内水平的高低是细胞凋亡和衰老的直观指标。丙二醛（MDA）

是膜脂质过氧化的最重要的产物之一，通过测定 MDA可以间

接测定膜脂过氧化损伤程度[19]。

本研究结果显示：黄芪甲苷可以有效保护缺氧复氧损伤的

心肌细胞，提高细胞存活率，降低细胞凋亡率，升高 SOD水平，

同时降低 MDA 水平，上调抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达并抑制

Caspase-3促凋亡途径，且其保护效果呈浓度依懒性。因此我们

得出：黄芪甲苷可通过增强 Bcl-2的表达、抑制 Caspase-3促凋

亡途径、抑制氧化应激损伤、减轻心肌细胞在 IR/I过程中的凋

亡继而保护心肌组织。本研究为黄芪甲苷在治疗心肌缺血再灌

注领域提供了理论依据。
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