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蒙药当贡-3对H9C2细胞缺氧/复氧后细胞保护作用的研究

（1.内蒙古自治区人民医院 医疗保险管理处，内蒙古 呼和浩特 010017；

2.内蒙古自治区中医医院 重症医学科，内蒙古 呼和浩特 010013；

3.内蒙古自治区中医医院 中医科，内蒙古 呼和浩特 010013）

【摘 要】目的 研究蒙药当贡-3对心肌缺血/再灌注损伤后的细胞保护作用。方法 H9C2细胞缺氧低糖孵育

3 h，然后复氧复糖孵育6 h，模拟心肌细胞缺血/再灌注损伤；3种剂量的蒙药当贡-3预处理，ELISA法检测细胞培养

液内的天冬氨酸转氨酶（AST）的释放、细胞内超氧化物歧化酶（SOD）及谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）的活性。

结果 H9C2细胞缺氧/复氧后：SOD活性下降为12.40 U/mg.prot，低于对照组的21.71 U/mg.prot，而高、中、低3种剂量

的药物预处理均可增加SOD的活性，分别为19.66、17.17、15.14 U/mg.prot；细胞AST释放增加达68.32 U/mL，高于空

白对照组的34.78 U/mL，3种剂量的当贡-3预处理均可降低AST,分别为50.33、56.18、60.37 U/mL；细胞GSH-Px活

性降低，为71.58 μmol/L，低于空白对照组的118.51 μmol/L，高、中、低3种剂量的当贡-3预处理均可增加GSH-Px

活性，分别为104.13、93.06、80.30 μmol/L，差异有统计学意义（P <0.05）。结论 当贡-3预处理能够降低缺氧/复氧损

伤的H9C2细胞AST的释放、增加SOD和GSH-Px的活性，对细胞具有保护作用。
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心血管疾病在中国乃至全球均是导致居民死

亡的主要原因，其发病率和病死率高，且呈逐年上

升趋势，造成了严重的经济负担和家庭负担[1，2]。其

中，急性心肌梗死发病凶险，病死率高，必须积极干

预治疗。对于急性心肌梗死来说，最佳治疗方案是

及时开通闭塞血管从而恢复心肌灌注。但是，并不

是所有恢复心肌灌注的患者都取得了良好的预后，

这可能与再灌注后心肌的额外损伤有关，即心肌缺

血/再灌注损伤，该反应过程明显降低了心肌再灌注

的获益[3，4]。所以如何能够在保证急性心肌缺血后

恢复灌注的前提下减少再灌注损伤，一直是广大医

务工作者关注的问题。

蒙药因不良反应小、使用安全、疗效显著的特

点发挥着重要作用。当贡-3具有融化凝冻之楚斯、

行楚斯、清心热、清楚斯热调赫依等功效，应用蒙药

当贡-3 治疗冠心病心绞痛，取得了显著的临床疗

效[5，6]。但是在体外细胞酶学代谢方面尚未进行系

统研究。本研究利用H9C2细胞缺氧/复氧损伤模拟

心肌缺血/再灌注损伤模型，研究蒙药当贡-3的细

胞保护作用，为临床西医常规治疗冠心病心肌梗死

提供一种新的药物选择和理论依据。

2 材料与方法

2.1 实验材料

H9C2（大鼠）心肌细胞株：购自武汉普诺赛生物

科技有限公司。

蒙药当贡-3粗提物：采用水提醇沉法，当贡、索

门-毛都、乌兰-赞旦3味药按1∶1∶1配比。

相关器材及试剂：酶标仪（意大利Bio-PAD公

司）；二甲基亚枫（DMSO，美国 Sigma 公司）；青霉

素－链霉素溶液（100ｘ）（美国Hyclone公司）；MTT

试剂盒（上海晶抗生物工程公司）；SOD检测试剂盒

（中国上海酶联生物技术公司）；GSH-Px检测试剂

盒（中国上海酶联生物技术公司）；AST检测试剂盒

（中国上海酶联生物技术公司）；胎牛血清（FBS，美
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国格林德艾兰GiBCO公司）；改良杜氏伊格尔培养

基（DMEM，美国格林德艾兰GiBCO公司）。

2.2 实验方法

2.2.1 H9C2细胞培养 H9C2细胞复苏后，培养在

pH 7.2 的 DMEM 培养基中，添加 10% 胎牛血清、

4.5 g/100 mL的葡萄糖，在5% CO2、37 ℃湿化环境细

胞培养箱中培养[7]。2~3 d更换一次培养基，传代培

养。待细胞单层铺满培养皿底的80%以上融合度时，

0.25%胰酶消化传代；取传代2~3代的对数生长期细

胞，更换培养液，接种到96孔板上密度为5×104/mL

孵育24 h后，当细胞整体呈梭性，即可作为实验细

胞，进行后续一系列实验。

2.2.2 H9C2细胞缺氧/复氧损伤模型[7] 无 FBS的

无葡萄糖DMEM培养基放入含有95% N2的培养箱

内1 h以充分去除培养基内的氧气，然后将正常培

养48 h的H9C2细胞用无葡萄糖的厄尔平衡盐溶液

洗涤两次，加入上述培养基中，置入含有95% N2、

5%CO2组成的混合气体的培养箱内，37 ℃湿化环境

持续培养3 h，为缺氧模型；无菌条件下培养基中加

入葡萄糖 4.5 g/100 mL 及 10% FBS，转移到含有

95% O2、5% CO2、37 ℃湿化环境的培养箱内 6 h，为

复氧过程。空白对照组不接受H/R处理，继续在常

规条件下孵育。

2.2.3 细胞分组 成功培养H9C2细胞后，随机分

为5组，每组4个样本，其中当贡-3浸膏提取物加适

量DMSO溶解：（1）对照组（control）：H9C2心肌细胞

不做任何处理，正常条件培养；（2）H/R组（model）：

缺氧/复氧方式设计H9C2细胞H/R模型；（3）H/R +

当贡-3高剂量组：缺氧同时加入含有0.2 mg/mL的

当贡-3浸膏提取物培养3 h，复氧培养6 h；（4）H/R

+当贡-3中剂量组：缺氧同时加入含有0.1 mg/mL的

当贡-3浸膏提取物培养3 h，复氧培养6 h；（5）H/R+

当贡-3低剂量组：缺氧同时加入含有0.05 mg/mL的

当贡-3浸膏提取物培养3 h，复氧培养6 h。

2.2.4 天冬氨酸转氨酶检测 当H9C2细胞受到

缺氧/复氧损伤时，细胞内天冬氨酸转氨酶迅速释放

到培养上清液中。ELISA法测定上清液AST，评估

细胞损伤情况。按试剂盒说明操作：（1）离心——

在H9C2细胞终止培养后，收获培养的上清液，离心

3000 rpm × 10 min；（2）包被抗体——用调制的包

被缓冲液，稀释特异性抗体球蛋白至最适浓度

（1~10 μg /mL），每凹孔加 0.3 mL，37 ℃水浴 3 h，

4 ℃冰箱储存；（3）洗涤——移去包被液，凹孔用洗

涤缓冲液（含0.05%吐温-20）洗3次，每次5 min，拍

干；（4）封闭、洗涤——每凹孔加入封闭液0.2 mL，

37℃ 1~2 h，洗涤方法同上；（5）加一抗、洗涤——4 μL
一抗加入1 mL封闭剂中充分混匀，加200 μv到聚

乙烯板中，37 ℃ 1 h；洗涤方法同上；（6）加二抗——

二抗加入封闭剂中（1: 800）混匀，加200 μL到聚乙

烯板中，37 ℃ 1 h；洗涤方法同上；（7）显色——加入

显色底物（TMB）100 μL/ 孔，避光37 ℃孵育15 min；

（8）终止——每凹孔加终止液0.05 mL；（9）OD值测

定——置于酶标仪下，在505 nm波长处测定各孔的

OD值；数据以国际单位每升计算。

2.2.5 超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶检

测 首先制备细胞匀浆液：收集细胞，用4 ℃冰浴

预冷的PBS洗涤1~2次，沉淀用预冷的PBS冰浴进

行匀浆，随后匀浆液4 ℃离心，取上清液作为待测

样品。采用上述ELISA法，按试剂盒说明酶标仪

下，测定波长450 nm时的OD值（超氧化物歧化酶），

测定波长422 nm时的OD值。

2.3 统计学方法

使用SPSS 19.0软件对数据进统计学分析。所

有数据以均数±标准差（SD）X表示，多组间的统计

学比较，采用方差分析（ANOVA），两组间进行比较，

采用t检验，检验水准为α＝0.05，P＜0.05表示差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 当贡-3安全性检测

5 种浓度的药物分别为：0.8、0.4、0.2、0.1、

0.05 mg/mL，等溶对照组0.1%的DMSO。结果显示

空白对照组细胞存活率为 100%，等溶对照组为

97.83%，两组差异无统计学意义（P > 0.05）。加入

不同剂量的药物后，0.8、0.4 mg/mL 两种剂量的细胞

存活率为60.52%、74.17%，与对照组比较差异有统

计学意义（P < 0.05），随着药物剂量的降低细胞存活

率逐渐恢复正常，分别为97.46%、99.7%、101.54%，

但0.2、0.1、0.05 mg/mL 3种浓度与对照组比较差异

无统计学意义（P > 0.05）（见图1）。

3.2 当贡-3 对 H9C2 细胞 H/R 损伤后 SOD 活性

的影响

在 H/R 后，H9C2 细胞 SOD 活性明显下降为

12.40 U/mg.prot，低于对照组的21.71 U/mg.prot，组间

差异有统计学意义（P <0.05），而3种剂量的当贡-3

预处理后 SOD 的活性分别为 19.66、17.17、15.14

U/mg.prot，均较模型组增加，组间差异有统计学意
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义（P < 0.05），高剂量组作用明显，但3组间比较差

异无统计学意义（P > 0.05），与空白对照组比较仍

低，说明当贡-3不能完全逆转H/R后H9C2细胞的

损害（见图2）。

3.3 当贡-3对H9C2细胞H/R损伤后细胞 AST活

性的影响

在H/R后，H9C2细胞AST释放增加达68.32 U/mL，

高于空白对照组的34.78 U/mL（P <0.05），而3种剂

量的当贡-3 预处理后 AST 分别为 50.33、56.18、

60.37 U/mL，均较模型组降低，组间差异有统计学意

义（P <0.05），高剂量组作用明显，但3组间比较差异

无统计学意义（P >0.05）（见图3）。

3.4 当贡-3对H9C2细胞H/R损伤后细胞 GSH-Px

活性的影响

在 H/R 后，H9C2 细胞 GSH-Px 活性降低，达

71.58 μmol/L，低于空白对照组的118.51 μmol/L，组间

差异有统计学意义（P <0.05），而0.2、0.1、0.05 mg/mL

3种剂量的当贡-3预处理均可增加GSH-Px活性，

分别为104.13、93.06、80.30 μmol/L，均较模型组升

高，组间差异有统计学意义（P < 0.05），高剂量组作

用明显，但3组间比较差异无统计学意义（P >0.05）

（见图4）。

4 讨论

急性心肌梗死（acute myocardial infarction，AMI）

后开通闭塞血管、恢复血供，形成血液再灌注从而

供血供氧得到恢复，这对维持心肌细胞存活、保持

功能起到了关键作用。然而，并不是所有缺血心

肌组织恢复血液灌注都能得到良好的预后，原因

认为可能与恢复血流灌注后心肌缺血/再灌注损伤

（MI/RI）有关。因而如何保证心肌缺血后恢复血

流并且减轻再灌注损伤一直是临床医生研究的热

点问题。

既往研究发现，蒙药当贡-3治疗冠心病心绞痛

取得良好的疗效，其中当贡中的当归多糖具有造

图1 当贡-3的安全性及有效剂量比较

###与空白对照组比较，P < 0.05。

图2 当贡-3对H9C2细胞H/R损伤后细胞SOD活性的影响

**与对照组比较，P < 0.01；##与模型组比较，P < 0.01，

#与模型组比较，P < 0.05。

图3 当贡-3对H9C2细胞H/R损伤细胞AST的影响

***与对照组比较，P < 0.001；###与模型组比较，P < 0.001；

##与模型组比较，P < 0.01, #与模型组比较，P < 0.05。

图4 当贡-3对H9C2细胞H/R损伤后细胞GSH-Px活性的影响

***与对照组比较，P < 0.001；###与模型组比较，P < 0.001；

##与模型组比较，P < 0.01, #与模型组比较，P < 0.05。
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血、免疫调节、抗氧化、防辐射、降血糖等多种重要

生物活性，在心脑血管系统广泛应用[8]，索门-毛都

具有抗氧化、抗炎、降血糖、血管舒张[9~11]等作用，用

于治疗高血压、心脏病等；乌兰-赞旦对来自肺部和

心脏的任何类型的胸痛都具有止痛作用，还具有强

心、抗氧化、抗炎的作用[12，13]。本研究发现，蒙药当

贡-3（为以上3种药物按1∶1∶1配比）粗提浸膏在

0.2 mg/mL以内的浓度剂量时对缺氧/复氧损伤的

H9C2细胞具有保护作用，且呈一定的浓度剂量依

赖性。

MI/RI后伴随一系列酶的变化，因而检测酶学

可以代表细胞的损伤。

天冬氨酸转氨酶（AST）是氨基酸代谢的重要

酶，在心肌细胞中含量最高，细胞损伤后释放到细

胞外，检测细胞外 AST 可明确 H9C2 细胞损伤情

况。本实验中H9C2细胞H/R后，细胞培养上清液

中AST增加，给予药物预处理后明显下降。提示当

贡-3可以减轻细胞损伤，增加H/R后H9C2细胞的

存活率。

超氧化物歧化酶（SOD）是生物体内重要的抗氧

化蛋白酶，可催化超氧阴离子自由基歧化生成氧和

过氧化氢，是生物体内清除自由基的首要物质，可

对抗与阻断因氧自由基造成的细胞损害，并及时修

复受损细胞，监测SOD水平可判断细胞损伤后氧化

应激的情况[14，15]。本研究中，H/R后，H9C2细胞SOD

活性明显下降，给予当贡-3预处理可增加SOD活

性，提示当贡-3具有清除氧自由基的作用。

谷胱甘肽过氧化物酶检测（GSH-Px）是细胞内

重要的过氧化物分解酶，主要分布在心脏和肝脏，

可使有毒的过氧化物还原成无毒的羟基化合物，同

时促进H2O2的分解，保护细胞膜不受过氧化物损

害[14，15]。本研究发现，H/R后，H9C2细胞GSH-Px活

性明显下降，给予当贡-3浸膏预处理GSH-Px的活

性增加，提示药物可增加细胞的抗氧化能力。

综合以上研究结果，我们发现：一定剂量的当

贡-3浸膏预处理对由缺氧/复氧损伤的H9C2细胞

具有保护作用，降低AST，同时增加SOD和GSH-Px

的活性，增加细胞的抗氧化能力，通过多种途径发

挥细胞保护作用。在0.2 mg/mL时效果最佳，但各

项值未恢复接近正常的范围，说明当贡-3不能完全

逆转H/R损伤后H9C2细胞的损害。这个结果与团

队的前期研究（包括临床研究和动物实验）结果相

符，分析原因可能与当贡-3中的当归多糖、檀香油、

异黄酮等成分的抗氧化、抗炎、保护线粒体功能等

作用相关，至于3种药物之间是否有相互作用，还需

要后续的进一步研究。
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