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体外心肌细胞缺氧／复氧模型损伤及参元丹干预的影响

杨志海　佟　彤　刘红旭　尚菊菊　邢文龙　李　享
（首都医科大学附属北京中医医院心血管科，北京，１０００１０）

摘要　目的：建立体外培养乳鼠心肌细胞缺氧／复氧模型，观察益气逐瘀组方参元丹（ＳＹＤ）对模型心肌细胞存活率和细胞
损伤程度的影响，以进一步探讨其改善冠心病围手术期心肌损伤的作用机制。方法：体外培养大鼠乳鼠原代心肌细胞，建

立缺氧复氧细胞模型并予分组处理，ＣＣＫ法检测心肌细胞存活率，酶法检测各组细胞培养上清液中磷酸肌酸激酶（ＣＰＫ）、
乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的含量。结果：模型组存活率低于正常组（Ｐ＜００５），而ＣＰＫ、ＬＤＨ释放量高于正常组（Ｐ＜００５）；ＳＹＤ
含药血清组、ＰＤＴＣ＋ＳＹＤ组以及ＰＤＴＣ＋空白血清组细胞存活率均高于模型组和空白血清组（Ｐ＜００５），细胞酶释放量均
低于模型组和空白血清组（Ｐ＜００５），此３组间的数据比较，差异不具有统计学意义。结论：参元丹能够提高心肌细胞缺
氧／复氧损伤模型的细胞存活率，降低细胞损伤程度；其机制可能通过抑制核因子ＮＦκＢ及其介导的氧化应激和炎性反应
降低细胞损伤；提示参元丹可能具有围手术期心肌损伤的保护作用。
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　　冠状动脉介入治疗（ＰｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓＣｏｒｏｎａｒｙＩｎｔｅｒ
ｖｅｎｔｉｏｎ，ＰＣＩ）已经成为冠心病最重要的治疗方法并
越来越广泛的应用于临床。围手术期心肌损伤

（ＰＭＩ）是ＰＣＩ常见并发症。本研究在前期研究的基
础上，通过建立体外心肌缺氧／复氧细胞损伤模型，
观察中医药制剂 ＳＹＤ含药血清干预对心肌细胞存
活率及损伤程度的影响，并初步探讨 ＳＹＤ通过抑制
核因子ＮＦκＢ介导的信号通路发挥心肌保护作用
的分子机制，以期进一步探讨其改善冠心病围手术

期心肌损伤的作用机制。

１　材料
１１　实验动物　ＳＤ大鼠４０只，ＳＰＦ级，雄性，体重
（２００±２０）ｇ，购于中国医学科学院实验动物研究
所。（许可证编号：ＳＣＸＫ（京）２００９０００７）；新生
Ｗｉｓｔａｒ大鼠（１～３ｄ），雌雄不限，购于北京维通利华
实验动物技术有限公司。（实验动物许可证号：

ＳＣＸＫ（京）２００６０００９）
１２　药物与试剂　参元丹（参元益气活血胶囊，院
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内制剂，９９京卫制字［０５６］第 Ｆ２０３７号）。将参元
丹除去包衣，称重溶于蒸馏水中，以１０倍量蒸馏水
煮提３次，每次３０ｍｉｎ，合并煮提液，浓缩至含生药
００４８ｇ／ｍＬ的药液备用；

Ⅱ型胶原酶（ＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅⅡ），Ｓｉｇｍａ；胰蛋白酶
（Ｔｒｙｐｓｉｎ），Ａｍｅｒｅｓｃｏ；ＤＭＥＭ／Ｆ１２混合培养基（Ｄｕｌ
ｂｅｅｅｏｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅＭｅｄｉｕｍ／ＮｕｔｒｉｅｎｔＭｉｘｔｕｒｅＦ
１２Ｈａｍ），Ｈｙｃｌｏｎｅ；胎牛血清（ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ，
ＦＢＳ），Ｇｉｂｃｏ（特级）；ＰＢＳ平衡盐溶液，Ｓｉｇｍａ；５溴脱
氧尿嘧啶（５Ｂｒｏｍｏ２Ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｄ，Ｂｒｄｕ），Ｓｉｇｍａ；
吡咯烷二硫代氨基甲酸酯（ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍ
ａｔｅ，ＰＤＴＣ），Ｓｉｇｍａ；无糖 Ｅａｒｌｅｓ液，Ｍ＆ＣＧｅｎｅＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ；青霉素链霉素混合液（１００００Ｕ／ｍＬ），中国
医学科学院医学工程研究所；细胞增殖毒性检测试
剂盒（ＣＣＫ８），ＤＯＪＩＮＤＯ；肌酸磷酸激酶（ＣＰＫ）
ＥＬＩＳＡ试剂盒，Ｒａｐｉｄｂｉｏ（ＲＢ）；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试
剂盒，南京建成生物工程研究所；９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２
混合气体，由北京中医医院氧气站提供。

１３　仪器　ＣＯ２／Ｏ２三气培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ，３１３１）；超净台（再鑫，ＣＬＡＳＳ１００）；高压蒸气
灭菌系统（日本 ＳＡＮＹＯ，ＭＬＳ３７５０）；电热恒温鼓风
干燥箱（重庆万达公司，ＣＳ１０１１ＦＢ）；低温高速离心
机（德国 Ｓｉｇｍａ，３１８Ｋ）；电子分析天平（德国，
ＡＥ２００）；激光共聚焦显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ，
ＦＶ１０００）；生 物 分 光 光 度 计 （德 国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆ，
ＡＧ２２３３１）
２　方法
２１　含药血清的制备　将５０只大鼠随机分为给药
组和空白组，每组２５只。给药组给予参元丹００４８
ｇ／ｍＬ、１０ｍＬ／ｋｇ，空白组给予等量生理盐水，连续给
药５ｄ，２次／ｄ，最后一次给药后１ｈ对大鼠进行腹腔
麻醉，腹主动脉取血，静置２ｈ后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，无菌条件下分离血清，将ＳＹＤ含药血清和空
白血清２组血清分别合并混匀，５６℃，３０ｍｉｎ灭活，
４ｍＬ分装，封口膜密封，－８０℃保存备用。
２２　原代心肌细胞培养　将出生１～３ｄ的 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠固定于泡沫板上，７５％乙醇常规消毒乳鼠胸腹
部皮肤。超净台内沿乳鼠第３、４肋间眼科剪打开胸
腔，眼科镊取出心脏，至于盛有预冷 ＰＢＳ培养皿中。
剪掉大血管等非心肌组织，反复清洗４次，将心脏剪
成１ｍｍ３大小的组织块，加入５倍于组织体积的胰
酶、胶原酶混合消化液（１∶１比例，胰酶以 ＰＢＳ液配
制终浓度为００８％，胶原酶以ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液配
制，终浓度为００８％），于３７℃消化，消化完毕后轻

轻吹打组织块，重复消化步骤，收集除第一次以外的

细胞悬液至１５ｍＬ离心管中，加入等量的含胎牛血
清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液终止消化，４℃、８００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃去上清，轻柔吹打成单细胞悬液。过
２００目筛网，差速贴壁分离法纯化心肌细胞（９０
ｍｉｎ）。加入 ＢｒｄＵ抑制成纤维细胞生长，以５×１０５

密度种板。细胞于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度环境培
养，４８ｈ换液后开始正式实验。
２３　细胞造模及分组给药　正常培养４８ｈ的心肌
细胞，用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基同步化，２４ｈ后进入造
模及分组实验：先弃去培养液，ＰＢＳ洗３遍，加入预
先以９５％Ｎ２＋５％ＣＯ２混合气饱和 １５ｍｉｎ的无糖
Ｅａｒ１ｅＳ液：１）模型组：三气培养箱低氧模式（１％Ｏ２、
５％ＣＯ２，下同）中缺氧培养 ２ｈ后，用氧气饱和的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２换液后正常培养４ｈ；２）ＳＹＤ含药血清
组：缺氧培养２ｈ后，加入１０％ＳＹＤ含药血清继续正
常培养４ｈ；３）空白血清组：缺氧培养２ｈ后，加入
１０％空白血清继续正常培养４ｈ；４）ＮＦκＢ抑制剂
ＰＤＴＣ＋ＳＹＤ含药血清组：缺氧培养２ｈ后，加入终
浓度为１０－４ｍｏｌ／Ｌ的ＰＤＴＣ和１０％ＳＹＤ含药血清继
续正常培养４ｈ；５）ＮＦκＢ抑制剂 ＰＤＴＣ＋空白血清
组：缺氧培养 ２ｈ后，加入终浓度为 １０－４ｍｏｌ／Ｌ的
ＰＤＴＣ和１０％空白血清继续正常培养４ｈ；６）正常对
照组：不做任何处理，加入培养基正常培养６ｈ。
２４　细胞存活率测定及细胞培养液中 ＬＤＨ、ＣＰＫ
含量测定　各组细胞经造模给药后，严格按照试剂
盒说明书步骤进行加样操作，用分光光度计测得各

组ＯＤ值。
酶活性计算公式：

ＣＰＫ、ＬＤＨ活性（Ｕ／Ｌ）＝测定ＯＤ值－对照ＯＤ值
标准ＯＤ值－空白ＯＤ值×标准品浓度×１０００

２５　统计学方法　结果以（珋ｘ±ｓ）表示，数据采用
ＳＰＳＳ１５０统计软件包（ＰＮ：３２１１９００１，ＳＮ：５０４５６０２）
进行分析，使用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓＴｅｓｔ法进行组
间差异性比较，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３１　各组心肌细胞存活率的影响　模型组 ＯＤ值
明显低于正常组（Ｐ＜００５），而与空白血清组比较
未见明显差异（Ｐ＞００５）；ＳＹＤ含药血清组、ＰＤＴＣ
＋ＳＹＤ、ＰＤＴＣ＋空白血清组均高于模型组和空白血
清组（Ｐ＜００５）。ＳＹＤ含药血清组与ＰＤＴＣ＋ＳＹＤ２
组均能明显提高ＯＤ值，后者略高于前者，但组间比
较没有统计学意义（Ｐ＞００５）；ＳＹＤ组略高于 ＰＤＴＣ
＋空白血清组，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
见表１。
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表１　各组细胞存活率（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 样本（ｎ） 存活率（ＯＤ值）

正常对照组 ６ ０４６±００３
模型组 ６ ０２４±００５＃

ＳＹＤ含药血清组 ６ ０３７±００６△

空白血清组 ６ ０２６±００４
ＰＤＴＣ＋ＳＹＤ含药血清组 ６ ０４１±００７△

ＰＤＴＣ＋空白血清组 ６ ０３４±００４△

　　注：与正常组对比，＃Ｐ＜００５；与模型组相比，Ｐ＜００５；与空白

血清组相比，△Ｐ＜００５。

３２　各组细胞上清液 ＣＰＫ、ＬＤＨ水平　与正常组
对比，模型组在缺氧复氧过程中产生明显的细胞损

伤（Ｐ＜００５），空白血清组未见明显的改善损伤作
用（Ｐ＞００５）；而 ＳＹＤ含药血清组、ＰＤＴＣ＋ＳＹＤ、
ＰＤＴＣ＋空白血清组的药物干预均能不同程度改善
细胞损伤（Ｐ＜００５），但３组间差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见表２。

表２　各组细胞培养液中ＣＰＫ、ＬＤＨ水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
样本

（ｎ）
ＣＰＫ
（Ｕ／Ｌ）

ＬＤＨ
（Ｕ／Ｌ）

正常对照组 ６ １６２２±１６９ １８８４±１８８
模型组 ６ ３３２４±２２３＃ ４１２６±２４６＃

ＳＹＤ含药血清组 ６ １９８８±１９８△ ２７７４±２８３△

空白血清组 ６ ２７５３±２５４ ３８８５±２２７
ＰＤＴＣ＋ＳＹＤ含药血清组 ６ １７７６±２７６△ ２３１６±３８８△

ＰＤＴＣ＋空白血清组 ６ ２０３１±２０９△ ２７８３±２６６△

　　注：与正常组对比，＃Ｐ＜００５；与模型组相比，Ｐ＜００５；与空白

血清组相比，△Ｐ＜００５。

４　讨论
在ＰＭＩ发生的机制研究中［１３］，无论是手术操作

过程引起的微小血管闭塞、痉挛造成的心肌缺血缺

氧，或是缺氧／复氧、缺血再灌注过程引起的氧化应
激、钙超载、炎性反应，均会造成心肌细胞的损伤、代

谢和结构的破坏，并引起细胞最终的坏死和凋亡。

心肌细胞损伤后，细胞内的蛋白和各种酶类由于细

胞功能结构的改变而释放到细胞外，其中 ＣＰＫ、ＬＤＨ
以及他们的同工酶对于心肌损伤的判断具有较高的

灵敏度和特异性。

中医药在改善动脉粥样硬化血管内皮功能、减

轻过氧化损伤、抑制炎性反应、减轻心肌缺血再灌注

损伤等方面的功能已经得到证实。首都医科大学附

属北京中医医院心血管科刘红旭主任医师基于冠心

病心绞痛“气虚血瘀”的病理特点而制成的具有“益

气逐瘀”功效的院内制剂———参元丹，临床上对不稳

定心绞痛具有良好疗效。我们前期的研究结果表

明［４９］，参元丹具有改善心肌缺血、减轻缺血再灌注

损伤及促进内源性心肌保护作用，提示在 ＰＭＩ中可
能发挥心肌保护作用。

核因子κＢ（ＮＦκＢ）是一种能与免疫球蛋白 κ
轻链基因增强子上一段１０ｂｐ的核苷酸序列特异结
合的核蛋白。通常情况下它们都是以二聚体形式和

其抑制蛋白ＩκＢ结合在一起，存在于胞浆中，在受到
诸如缺血缺氧、机械损伤、病毒感染、放射线照射等

应激条件下，ＮＦκＢ被激活，进而启动相关靶基因的
转录，参与炎性反应、免疫反应、细胞凋亡等病理生

理过程。研究表明，机体氧化应激与 ＮＦκＢ激活密
切相关，氧化应激过程中活性氧（ＲＯＳ）大量增加，通
过促进具有κＢ结合位点的炎性反应因子（如 ＩＬ６、
ＩＬ８、ＴＮＦα等）的表达参与 ＮＦκＢ激活过程［１０］。

因此，氧化应激可能作为始动因素，激活 ＮＦκＢ介
导的炎性反应通路，参与了 ＰＣＩ后 ＰＭＩ发生发展的
全过程。吡咯烷二硫代氨基甲酸酯（ＰｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅＤｉ
ｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ）为二硫氨基酸酯，具有抗氧化
及金属螯合作用，可以特异性抑制 ＮＦκＢ活性，有
效抑制氧化应激所致的 ＮＦκＢ的过度表达，可阻止
细胞因子诱导炎性反应递质基因表达。王云等［１１］

研究也表明，使用ＮＦκＢ激活抑制剂吡咯二硫氨基
甲酸酯（ＰＤＴＣ）可使心肌 ＮＦκＢ活性明显降低，减
轻白细胞粘附和浸润，缺血再灌注损伤显著减轻。

综上所述，抑制 ＰＣＩ造成的过氧化损伤和炎性
反应，调节 ＮＦＫＢ通路的活性可能是减轻 ＰＣＩ后
ＰＭＩ损伤的重要途径。因此，本实验设计通过 ＳＹＤ
和ＰＤＴＣ干预，检测缺氧／复氧过程引起细胞损伤后
细胞的存活率和 ＣＰＫ、ＬＤＨ释放量，来初步探讨中
医药制剂对心肌保护的作用机制。

ＣＣＫ８法以其高灵敏度、低细胞毒性、方便快捷
的特点广泛应用于细胞增殖毒性检测试验。ＣＰＫ
和ＬＤＨ作为较稳定的细胞酶，其释放水平的高低可
以反映细胞损伤程度的高低。本研究中 ＳＹＤ含药
血清组、ＰＤＴＣ＋ＳＹＤ组以及 ＰＤＴＣ＋空白血清组细
胞存活率均高于模型组和空白血清组，细胞酶释放

量均低于模型组和空白血清组，且结果均具有统计

学意义，表明参元丹能够改善损伤后的细胞状况，降

低细胞结构的破坏程度。此３组间的数据比较，差
异不具有统计学意义，但 ＳＹＤ的干预效果略高于
ＰＤＴＣ＋空白血清，且ＳＹＤ和ＰＤＴＣ两者联合干预效
果更好，提示 ＳＹＤ可能具有调控细胞缺氧／复氧过
程中氧化应激和炎性反应的作用，而这种作用可能

与调节ＮＦκＢ通路的活性有关，后期实验可以进一
步研究核因子 ＮＦＫＢ相关调控因子的基因和蛋白
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表达情况，以更深层次探讨 ＳＹＤ在发挥围手术期心
肌保护作用方面的分子机制。

５　结论
参元丹能够提高心肌细胞缺氧／复氧损伤模型

的细胞存活率，降低细胞损伤程度；其机制可能通过

抑制核因子 ＮＦκＢ及其介导的氧化应激炎性反应
信号通路降低细胞损伤；提示参元丹可能具有围手

术期心肌损伤的保护作用。
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（上接第３９７页）
　　本临床研究为近１０年的探索性研究，尽管在随
访中采取了众多方法和措施，由于本研究跨越的时

间段较长，纳入病例有限，许多资料难以保存完整，

加之患者近１０年的病情演变较复杂，仍有１３４％
失访率出现，由于冠心病多为老年患者，１０年间随
着年龄增长自身死亡风险大大增加，对生存质量分

析产生了一定影响，这也为临床中医中药的长期跟

踪研究提供了借鉴。
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（４）：２３０２３２．
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ｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ２０１２ｏｆｔｈｅＥｕｒｏｐｅａｎＳｏｃｉｅｔｙｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ．Ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎ
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