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内容提要 目的：观察氧应激对豚鼠心肌细胞线粒体的影响，探讨抗心肌缺血中药复方———益心康胶囊

（’(#(）含药血清对氧应激损伤的保护作用机制。方法：利用激光共聚焦显微镜，观察羟自由基损伤体系

（)*&+／’&,&）与豚鼠心肌细胞共同孵育(#!-#./0后对心肌细胞线粒体膜电位的影响。结果：豚鼠心肌细

胞氧应激后，可致线粒体细胞色素氧化酶活性降低，以及荧光染料12!&(所显示的线粒体膜电位明显降低。

’(#(含药血清可明显减轻上述损伤，表现为明显增强豚鼠心肌细胞线粒体氧化酶活性，使心肌细胞存活率

增加；并具有保护心肌细胞膜电位的作用。结论：氧应激可造成心肌线粒体膜电位降低。益心康胶囊含药血

清可保护线粒体膜电位，从而发挥其膜稳定作用。
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能量代谢障碍是心肌缺血后心肌组织所发生的特

征性改变之一。心肌细胞中富含线粒体，它是能量代

谢的主要场所。其中，线粒 体 膜 电 位（./B=C2=0GA/F@
.*.LAF0*?=B*0B/F@，OOP）是细胞能量产生的先决条

件。心肌细胞损伤的早期往往出现OOP的改变。本

研究利用激光共聚焦显微镜（@FH*AC=0E=CF@HCF00/06
./CA=HC=?N，57TO）观察了羟自由基生成体系（)*&+／

’&,&）对单个豚鼠心肌细胞线粒体膜电位的影响，对

心肌细胞内OOP的改变进行了定性及半定量分析。

并采用血清药理学的方法，从细胞及亚细胞水平研究

探讨了具有抗心肌缺血及再灌注损伤作用的中药复方

益心康胶囊及复方丹参片含药血清对该损伤体系的保

护作用，以试图揭示其心肌保护作用的机理。

材料和方法

! 动物 豚鼠&#只，雄性，体重（&%#U(#）6，由

军事医学科学院动物中心提供。

& 药物 益心康胶囊（简称’(#(，由丹参、黄芪、

川芎等组成）由 上 海 药 物 研 究 所 制 药 厂 生 产，批 号

V%#-(#(，制剂为棕色粉末状物，#"W6／粒。实验时用水
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溶解配成!"#$／#%浓度。复方丹参片（简称&’），广

州制药总厂中药厂生产，批号(!"("!，去除糖衣，制成

粉末，实验时用水溶解，配成!"#$／#%浓度。

) 试剂 罗丹明*+)（,-./0#123，,-*+)），牛磺

酸（4056123），多聚赖氨酸（7.%8%89123），噻唑蓝（:;;）

等均为<1$#0产品（美国）；胶原酶!型（=.%%0$32093
!）为:36>?产品；其余试剂均为国产分析纯。

@ 仪 器 ,<A+)+=型 酶 标 仪（芬 兰），B1.A,0/
:,=A*"+@型激光共聚焦显微镜（美国），C-1%179@""
型透射电镜（荷兰C-1%179）。

! 含药血清的制备 D)")和&’分别为!"、

*""、+""、@""、E""#$／?$给大鼠灌胃，灌胃后F"#12
股动脉取血，@G冰箱过夜，+"""6／#12离心，留血清，

!FG灭活补体，即为含药血清，H+"G保存备用。分别

表 示 为：D!"，D*""，D+""，D@""，DE"" 和 &’!"，

&’*""，&’+""，&’@""，&’E""剂量组。同时设立对照

血清组（灌胃相同体积的水），同样方法取血分离血清，

置@G冰箱或H+"G保存备用（*，+）。

F 豚鼠心肌细胞分离制备 参考刘恭鑫方法（)）。

I 分组及氧应激损伤豚鼠心肌细胞模型 将分

离的心肌细胞I""%（含心肌细胞!J*"!）中分别加入

不同血清*""%，正常血清对照组（正常组）和损伤对照

组加对照血清，药物保护组加入含药血清，*"#12后，

应用&3<K@／D+K+ 损伤体系，将*""%&3<K@（终浓度

"L+##.%／M），*""%不同浓度的D+K+（终浓度分别为

"L""!，"L"!，"L!，!，*"，+!，!"##.%／M）加入上述各组，

室温下放置)"#F"#12，用:;;法测定对心肌细胞存

活率的影响。

E 指标测定

EL* 细胞存活率的测定 参考郑永唐等的方

法（@）。*""%:;;磷酸缓冲液（含:;;!L"#$／#%）加

入正常或羟自由基损伤后的*"""%心肌细胞（@J*"!／
孔）中，培养+L!-后加入’:<K(""%振荡。待生成的

深蓝色结晶溶解后，在酶标仪上读取光密度值。

EL+ 激光共聚焦显微镜测定单个豚鼠心肌细胞

线粒体膜电位 方法参考文献（!）。急性分离的豚鼠心

肌细胞悬液+"""%（!J*"!），加一定浓度的含药血清，

孵育*"#12后，加损伤因素损伤F"#12。弃去培养液，

换无血清的NB液，加入终浓度!"$／#%的,-*+)，进

行荧光负载。@"#12后，洗去胞浆负载，加入台式液，

上机检测。另外，向正常心肌细胞内加损伤因素，动态

观察心肌细胞::C的变化。

( 统计学方法 实验数据统计采用美国<1$#0
7%.4程序进行!检验。

结 果

* 氧应激对豚鼠心肌细胞存活率的影响及D)")
的作 用 见 表*、+。&3+O 浓 度 相 同（"L+##.%／M），

D+K+不同浓度下（"L""!#!"##.%／M），可使豚鼠心肌

细胞存活率明显降低，具有显著的剂量依赖性。随着

D+K+浓度的增加，心肌细胞存活率逐渐降低；此外，分

别观察了)"#12及F"#12两个时间点的心肌细胞存活

率的变化情况，结果表明也具有一定的时效性。

选择&3+O／D+K+（"L+##.%／M／!##.%／M）损伤体系，

评价D)")含药血清对心肌细胞的保护作用（见表+）。

结果表明，向豚鼠心肌细胞中加入大鼠血清后，可使因

&3+O／D+K+损伤所致的心肌细胞存活率的降低更为明

显。与正常组比较，D)")除+""#$／?$含药血清组外，

其他各给药组对心肌细胞均具有明显的保护作用，可使

存活率明显升高（"!"L"!）。&’!"#E""#$／?$!个剂

量组中，*""和+""#$／?$组对&3+O／D+K+所致的豚鼠

心肌细胞的损伤具有明显的保护作用（"!"L"!），可使

存活率较对照组显著升高，!"、@""、E""#$／?$组反而有

使心肌细胞存活率降低的趋势。

+ 氧应激对豚鼠心肌细胞线粒体膜电位的影响

及D)")的作用

表! 氧应激对豚鼠心肌细胞存活率的影响 （"#P$）

组别
浓度

（##.%／M）
%

细胞存活率

（Q）

正 常 — E *L*+(P"L"E(
&3+O／D+K+ "L+／"L""! E "L(++P"L"()#

"L+／"L"! E "LEFFP"L"@F##
"L+／"L! E "LF))P"L"I!##
"L+／! E "L@@IP"L"I)##
"L+／*" E "L+F+P"L*)E##
"L+／+! E "L+*EP"L")*##
"L+／!" E "L*(FP"L"+F##

注：与正常组比较，#"!"L"!，##"!"L"*
表" D)")含药血清对氧应激豚鼠心肌细胞

存活率的影响 （"#P$）

组别
剂量

（#$／?$）
%

细胞存活率

（Q）

正 常 — E "L!I)P"L"I+
&3+O／D+K+ "L+／!##.%／M E "L*IEP"L"))##
D)")保护 !" E "L++"P"L"))#$

*"" E "L++EP"L"@)#$
+"" E "L+*@P"L")E##
@"" E "L+*FP"L"+*##$
E"" E "L++)P"L"+(##$

&’保护 !" E "L*I+P"L")(##
*"" E "L++FP"L"@*#$
+"" E "L+)+P"L")@#$
@"" E "L*("P"L"+!##
E"" E "L*(*P"L")(##

注：与正常组比较，#"!"L"!，##"!"L"*；与&3+O／D+K+ 组比

较，$"!"L"!
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!"# 羟自由基体系对豚鼠心肌细胞线粒体膜电

位的影响 见图#。正常豚鼠心肌细胞呈典型的杆

状，$%#!&荧光强度均匀。’(!)／*!+!为,"!--./／0／

,",,1--./／0作用心肌细胞2,-34后，线粒体膜电位

荧光强度开始有所降低；随*!+!浓度的增加，膜电位

荧光强度明显降低，*!+!为1,--./／0时，荧光强度

更加显著降低，荧光染色的心肌细胞数量大量减少（图

略）。此外，还观察了’(!)／*!+!损伤的时间—效应

关系，发现心肌细胞损伤&,-34比损伤2,-34的线粒

体膜电位的降低明显减轻。*!+!,",1--./／0浓度下

损伤&,-34，膜电位基本无明显改变，,"1--./／0时才

开始降低，1--./／0时明显降低。由此可见，羟自由

基体系对豚鼠心肌细胞线粒体膜电位损伤具有明显的

浓度依赖性和时间依赖性。

!"! 羟自由基体系对豚鼠心肌细胞膜电位影响

的动 态 变 化 规 律 大 剂 量 的 *!+!（!1--./／0和

1,--./／0）在所观察的时间内使线粒体膜电位发生明

显的动态变化，即加入损伤因素后膜电位很快出现明

显的降低，并随时间的延长荧光强度逐渐减弱（图略）。

!"& *&,&及’5对羟自由基损伤豚鼠心肌细胞

线粒体膜电位的影响 见图!。正常豚鼠心肌细胞线

粒体膜电位较高，心肌细胞数量也较多，而’(!)／*!+!
损伤心肌细胞2,-34后，心肌细胞数量显著减少，膜电

位明显降低。说明正常组的心肌细胞有明显损伤。

*&,&1,、#,,、!,,-6／76含药血清对豚鼠心肌细胞具

有明显的保护作用，表现为：（#）$%#!&染色的心肌细

胞数明显多于正常组；（!）线粒体膜电位水平也明显高

于正常组。其中以#,,-6／76含药血清组效果最好，

1,-6／76组染色细胞数有一定的减少，!,,-6／76组的

心肌细胞有明显收缩现象。’51,-6／76组的结果与

*&,&同剂量组基本相同。

图# 8：正常心肌细胞，荧光强度较强、荧光分布均匀；9：

’(!)／*!+!（,"!--./／0／,",,1--./／0）损伤2,-34后细胞荧光

强度减弱，分布不均匀

图! :+;为正常对照血清心肌细胞；’(!)／*!+!为’(!)／*!+!损伤心肌细胞2,-34后，心肌细胞数量减少，膜电位降低；*1,、*#,,及*!,,
组及’51,组心肌细胞数明显多于’(!)／*!+!组，膜电位也高于’(!)／*!+!组
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讨 论

中药血清药理学方法是目前中药学体外研究的较

好的方法。目前国内已越来越多地应用此方法开展体

外药理学研究（!!"）。该方法解决了体外实验中方法学

的难题，其应用使我们从细胞、亚细胞乃至分子水平对

中药复方的研究成为可能。

本实验选用了能产生典型的#$%&’%反应及能引

起显著脂质过氧化反应的#$()／*(+(体系，作为体外

攻击线粒体、产生氧化应激的体系，观察对心肌细胞线

粒体,,-等的影响。结果发现，该体系引起的心肌

细胞线粒体氧化应激损伤，具有明显的浓度依赖性和

时间依赖性，即随着*(+(／#$()浓度的增加，作用时间

的延长，线粒体膜的损伤程度加重，并可引起一系列的

病理改变。氧应激早期，心肌细胞线粒体,,-即可

发生显著变化，这对研究药物抗氧应激损伤提供了一

个良好的模型。

具有抗心肌缺血及再灌注损伤作用的中药复方

———*./.含药血清与大鼠心肌线粒体共同孵育，能不

同程度地保护线粒体免遭脂质过氧化或羟自由基的直

接损伤，对所观察的各指标有不同程度的改善，*./.
是通过如下途径发挥其抗氧化损伤作用的。

0 改善心肌细胞存活 ,11方法可检测细胞线

粒体将,11还原成甲 的能力。,11主要被电子

传递过程中的细胞色素氧化酶和线粒体的泛醌还原，

它可反映电子传递的完整性，是一个细胞死亡的间接

早期指标。本实验表明，豚鼠急性分离的心肌细胞经

不同浓度的*(+(和#$()作用一定时间，随着作用时

间的延长及*(+(浓度的增加，,11被还原的量明显

减少，表明羟自由基诱导细胞死亡具有时间依赖性和

浓度依赖性关系。*./.含药血清可通过清除自由基，

抗脂质过氧化作用，保护线粒体呼吸链的酶功能，从而

使得,11还原能力维持或增强，即保持了心肌细胞

的存活率。

( 保护线粒体膜电位 ,,-是指膜两侧离子浓

度不同产生的跨膜电位差，而离子浓度的差别又源于多

种离子渗透脂质双层膜的扩散性的不同。230(.是一

种可渗透到细胞内、带阳离子、相对无毒的电位敏感性

荧光染料，在线粒体膜内、外可形成与膜电位相关的重

新分布。细胞内的线粒体可被230(.染成绿色，通过激

光共聚焦显微镜可测定线粒体膜电位的变化（4）。

我们利用567,直接从亚细胞水平观察活细胞

线粒体的分布及其膜电位的高低。通过567,观察

发现：羟自由基能明显降低豚鼠心肌细胞 ,,-。大

剂量*(+(可引起,,-显著的动态性进行性降低，即

发生了,,-的崩溃。意味着氧化应激造成了线粒体

膜结构的改变，引起了通透性的增加，即可能出现了线

粒体通透性转换孔（8$9:$;<=>=&?&9;%@=&=’%8’9$，-1-）

道的开放，发生了线粒体通透性转换，使线粒体基质内

的离子、小分子及某些蛋白释放，内膜两侧离子梯度消

失，因此导致膜电位的下降甚至崩溃。

选用能引起膜电位降低的*(+(观察*./.含药

血清对,,-的保护作用，显示：*./.能拮抗羟自由

基所致的 ,,-下降，并明显增加心肌细胞存活率。

因此推测可能是通过抗自由基损伤及保护内源性抗氧

化物作用，而保护了线粒体膜结构及膜蛋白酶，而使得

线粒体膜电位得以维持，即作用于损伤引起的病理改

变的早期，防止了其后更为严重的病理现象如细胞凋

亡或死亡的发生。*./.的这一特点，使得药物的防治

能针对疾病的起始环节，可能产生较好的疗效，因此具

有良好的应用前景。
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