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[摘要] 　 目的:探讨蛭龙活血通瘀胶囊(以下简称“ZL”)对 H2 O2 诱导细胞氧化损伤的保护作用。 方法:以正常 H9C2 心

肌细胞、PC12 细胞作为对照,分别以不同浓度的 H2 O2 处理细胞 4
 

h,建立氧化损伤模型;在 H2 O2 处理细胞前用 ZL 预处理

24
 

h,作为 ZL 药物组,采用 CCK-8 法检测以上各组细胞存活率。 结果:与未经 H2 O2 处理的细胞比较,400
 

μmol / L
 

H2 O2 处理

的 H9C2 心肌细胞存活率下降至(47. 25 ± 4. 14)% (P< 0. 01);600
 

μmol / L
 

H2 O2 处理的 PC12 细胞存活率下降至(52. 53 ±
4. 31)%(P<0. 01);经 10~ 320

 

mg / ml 的 ZL 预处理后,H9C2 心肌细胞、PC12 细胞的存活率均高于模型组,差异有统计学意义

(P<0. 05)。 结论:ZL 对 H2 O2 诱导的 H9C2 心肌细胞、PC12 细胞氧化损伤有保护效果。
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[Abstract] 　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Zhilong
 

Huoxue
 

Tongyu
 

capsules
 

( hereinafter
 

referred
 

to
 

as
 

ZL)
 

against
 

H2O2 -induced
 

oxidative
 

injury
 

in
 

cells.
 

Methods:With
 

normal
 

H9C2
 

cardiomyocytes
 

and
 

PC12
 

cells
 

as
 

a
 

control,the
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

H2O2
 for

 

4
 

hours
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

oxidative
 

injury.
 

The
 

cells
 

pretreated
 

with
 

ZL
 

for
 

24
 

hours
 

before
 

H2O2
 treatment

 

were
 

established
 

as
 

ZL
 

group,
and

 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

cell
 

viability
 

in
 

each
 

group.
 

Results:Compared
 

with
 

the
 

cells
 

not
 

treated
 

by
 

H2O2,H9C2
 

cardiomyocytes
 

treated
 

with
 

400
 

μmol / L
 

H2O2
 had

 

the
 

cell
 

viability
 

reduced
 

to
 

47. 25% ± 4. 14%
(P<0. 01),and

 

PC12
 

cells
 

treated
 

with
 

600
 

μmol / L
 

H2O2
 had

 

the
 

cell
 

viability
 

reduced
 

to
 

52. 53% ± 4. 31%
 

(P<0. 01).
 

The
 

H9C2
 

cardiomyocytes
 

and
 

PC12
 

cells
 

pretreated
 

with
 

10 ~ 320
 

mg / ml
 

ZL
 

had
 

significantly
 

higher
 

cell
 

viability
 

than
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 05).
 

Conclusion:ZL
 

exerts
 

a
 

protective
 

effect
 

against
 

H2O2 -induced
 

oxi-
dative

 

injury
 

in
 

H9C2
 

cardiomyocytes
 

and
 

PC12
 

cells.
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　 　 心脑血管疾病已经成为危害人类健康的重大疾病之

一。 《 <中国心血管病报告 2018>概要》 [1] 指出,心血管病

病死率居我国居民死因排名的首位,高于肿瘤及其他疾

病,推算心血管病现患人数 2. 9 亿,其中脑卒中 1300 万,冠
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心病 1100 万,心力衰竭 450 万。 心脑血管疾病发病机制复

杂,而氧化应激导致的细胞损伤及凋亡是多种心脑血管疾

病发生的共同病理生理机制[2-3] 。 其中过氧化氢( H2 O2 )
是活性氧( ROS)家族中的一员,可催化氧化还原反应,并
能与超氧自由基结合形成分子氧和羟基自由基,是介导氧

化应激的重要因素[4] 。 中医药作为天然的抗氧化剂,可通

过清除氧自由基、介导抗氧化相关酶的激活等方式发挥

作用[5-6] 。
蛭龙活血通瘀胶囊(以下简称“ ZL”)是基于中医玄府

理论“清心开玄,息风通络”的治疗原则,自主创新研发的纯

中药复方制剂(国家发明专利号:200810147774. 1) [7] 。 临

床上该药对心绞痛、心力衰竭、冠心病、脑卒中、血管认知障

碍等心脑血管疾病的预防与治疗效果显著,年均治愈及好

转患者 20 万余人,总受益患者 300 万余人[8-12] 。 现代药理

学研究表明,ZL 可增强血管性痴呆大鼠模型,氧自由基清除

剂超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-PX)
活性,减少脂质过氧化损伤中间代谢产物丙二醛( MDA)形

成,抑制氧化应激对海马神经元的损伤及其诱导神经元的

凋亡,具有抗氧化损伤作用[13] 。
本研究采用 H9C2 心肌细胞和 PC12 细胞为研究对象,

以 H2 O2 为诱导损伤因素,建立体外模拟 H2 O2 损伤诱导的

细胞氧化应激模型,探讨 ZL 对受损 H9C2 心肌细胞、PC12
细胞的保护作用,为 ZL 临床治疗心脑血管疾病提供理论

依据。
1　 实验材料

1. 1　 药物　 蛭龙活血通瘀胶囊处方药材:桂枝、黄芪、水蛭、
地龙( 成都仁济宏药业有限公司,批号: 190801、 190802、
190401、19030),大血藤(四川金方生物医药科技有限公司,
批号:190402)。
1. 2　 细胞 　 H9C2 心肌细胞(上海中国科学院细胞库);
PC12 细胞(西南医科大学中西医结合中心实验室馈赠)。
1. 3　 试剂　 新生胎牛血清(美国

 

Gibco 公司);胰酶(以色

列 Biological
 

Industries
 

公司);DMEM
 

高糖培养基、青链霉素

双抗液(科阳生物科技有限公司);CCK- 8 试剂(重庆健柏

生物技术有限公司);H2 O2 等其他试剂均为国产分析纯。
2　 实验方法

2. 1　 药液制备　 水蛭、桂枝粉碎成细粉;黄芪、大血藤、地龙

加 12 倍水,浸泡 30
 

min,煎煮 3 次,每次 30
 

min;滤过,合并

滤液,浓缩,80℃ 烘干;加入水蛭、桂枝细粉,粉碎混匀得 ZL
粉末备用。 依次分别取 10、20、40、80、160、320

 

mg
 

ZL 粉末,
分别加入 1

 

ml
 

DMSO 作为母液备用。 10、20、40、80、160、
320

 

mg / L
 

ZL 药液配制: 依次取 10
 

μl 母液, 分别加入

9. 99
 

ml 培养基,混匀,0. 22
 

μm 滤膜滤过即得。
2. 2　 H2 O2

 溶 液 配 制 　 取 9. 99
 

ml 培 养 基 加 入 10
 

μl
 

0. 88
 

mol / L
 

H2 O2 溶液,充分混匀,得到 0. 88
 

mmol / L 母液,
备用。 取 0. 99、0. 68、0. 45、0. 23、0. 11、0. 057

 

ml 的 H2 O2 母

液,分别加入 0. 01、0. 32、0. 55、0. 77、0. 89、0. 943
 

ml 的培养

液(不含胎牛血清和青链霉素双抗),充分混匀,得到 800、
600、400、200、100、50

 

μmol / L
 

H2 O2 溶液,0. 22
 

μm 滤膜滤

过,即用即配。
2. 3　 H9C2、PC12 细胞培养 　 细胞常规培养于含 DMEM、
10%

 

胎牛血清、1%青链霉素双抗的完全培养基中,于 37
 

℃ 、
5%

 

CO2 细胞培养箱中培养,当细胞密度达 80% ~ 90%时,以
0. 25%胰酶消化传代。
2. 4　 CCK-8 法筛选 H9C2、PC12 细胞给药浓度　 选对数生

长期细胞刺激分化后,以每孔
 

7×103 个细胞接种于 96 孔培

养板中,培养 24
 

h 后,弃去原培养基,在 96 孔板中依次加入

100
 

μl 浓度为 10、20、40、80、160、320
 

mg / L 的 ZL 溶液,另设不

加 ZL 药液的对照组、不加细胞悬液的空白组,各组设 6 个副

孔,培养 24
 

h
 

后,加入 10
 

μl
 

CCK-8 试剂,孵育 2
 

h,用全自动

酶标仪于 450
 

nm
 

检测波长处检测吸光度 A。 计算细胞存活

率。 细胞存活率=(A药物组-A空白组) / (A对照组-A空白组)×100%。
2. 5　 H2 O2 损伤 H9C2、PC12 细胞模型的建立　 调整细胞浓

度至 8×103 个 / L 种入 96 孔板,培养 24
 

h
 

后,吸去原培养基,
加入不同浓度的 H2O2(0、50、100、200、400、600、800

 

μmol / L)
溶液进行损伤造模,设 6 个副孔,4

 

h 后加入 10
 

μl
 

CCK-8 试

剂,培养箱内继续孵育 2
 

h,用酶标仪检测波长 450
 

nm
 

时的

吸光度 A 值,计算细胞的存活率。
2. 6　 不同浓度药物对 H2O2 损伤 H9C2、PC12 细胞模型的保

护作用　 以每孔 7×103 个 / L 种入 96 孔板,培养 24
 

h
 

后,吸去

原培养基,在 96 孔板中加入 100
 

μl 不同浓度的 ZL 药液(10、
20、40、80、160、320

 

mg / L),继续培养 24
 

h 后,加入 H2O2 损伤

造模最佳浓度损伤,不加 ZL 药液组为模型组,不干预组作为

空白及对照组,共 8 组,各组均设置 6 个副孔,4
 

h 后每孔加入

10
 

μl
 

CCK-8 试剂,2
 

h 后用酶标仪检测波长为 450
 

nm 时的

吸光度
 

A 值,计算细胞存活率。
3　 实验结果

3. 1　 H9C2 心肌细胞、PC12 细胞的药物毒性检测 　 在 0 ~
320

 

mg / L
 

浓度范围内,随着 ZL 药液浓度的增加,细胞活力

无明显减弱,表明 ZL 对 H9C2 心肌细胞、PC12 细胞无明显

毒副作用。 (见图 1、2)

图 1　 不同浓度 ZL 溶液对 H9C2 细胞活力的影响
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图 2　 不同浓度 ZL 溶液对 PC12 细胞活力的影响

3. 2　 H2 O2 溶液损伤造模浓度的筛选 　 与不加 H2 O2 溶液

的对照组比较,随着 H2 O2 处理浓度的增加,H9C2 心肌细胞

与 PC12 细胞活力均逐渐降低;400
 

μmol / L
 

H2 O2 处理 H9C2
心肌细胞时,细胞存活率为 47. 25

 

%;600
 

μmol / L
 

H2 O2 处理

PC12 细胞时,细胞存活率为 52. 53
 

%。 以上浓度能体现

H2 O2 的氧化应激损伤和适当的细胞死亡率,故分别选取
 

400、600
 

μmol / L 为造模浓度。 (见表 1)
表 1　 不同浓度 H2 O2 溶液对 H9C2、PC12 细胞

活力的影响(x±s)

组别　 　 　 H2 O2 浓度
(μmol / L)

吸光度 A 细胞存活率
(%)

H9C2 空白组 - 0. 156±0. 031 -
对照组 0 1. 006±0. 458 100. 00

H2 O2 组 50 0. 987±0. 297 97. 96±4. 71
100 0. 911±0. 457 88. 85±3. 02a

200 0. 775±0. 685 72. 97±8. 44b

400 0. 557±0. 317 47. 25±4. 14a

600 0. 411±0. 407 30. 00±4. 43a

800 0. 243±0. 009 10. 29±1. 51a

PC12 空白组 - 0. 146±0. 006 -
对照组 0 0. 952±0. 044 100. 00

H2 O2 组 50 0. 843±0. 573 86. 46±5. 25a

100 0. 817±0. 657 83. 20±5. 84a

200 0. 725±0. 612 74. 68±4. 54a

400 0. 626±0. 341 61. 75±5. 67a

600 0. 569±0. 383 52. 53±4. 31a

800 0. 347±0. 715 25. 50±6. 59a

　 　 注:与对照组比较,aP<0. 01,bP<0. 05。
3. 3　 ZL 对 H9C2 心肌细胞、PC12 细胞氧化损伤的保护作用

　 与空白组比较,模型组细胞活力明显减弱;与模型组比

较,ZL 药物预处理组中的细胞活力明显增强,且结果表明

ZL 对氧化应激损伤的 H9C2 心肌细胞及 PC12 细胞具有剂

量依赖性保护作用。 (见表 2)

表 2　 不同浓度 ZL 溶液对 H9C2 细胞、PC12 细胞

活力的影响(x±s)

组别　 　 　 ZL 浓度
(μmol / L) 吸光度 A 细胞存活率

(%)
H9C2 空白组 - 0. 934±0. 061 100. 00

模型组 0 0. 506±0. 045 44. 23±4. 00a

ZL 组 10 0. 528±0. 073 47. 05±7. 32b

20 0. 616±0. 046 58. 89±6. 28b

40 0. 653±0. 063 63. 87±10. 97b

80 0. 675±0. 085 66. 95±15. 50b

160 0. 741±0. 058 75. 57±11. 61b

320 0. 799±0. 053 83. 27±12. 48b

PC12 空白组 - 1. 015±0. 050 100. 00
模型组 0 0. 578±0. 028 49. 31±3. 01a

ZL 组 10 0. 618±0. 023 53. 93±1. 95
20 0. 706±0. 022 64. 32±4. 11b

40 0. 716±0. 035 65. 26±2. 99b

80 0. 796±0. 037 74. 67±3. 69b

160 0. 860±0. 070 81. 95±4. 42b

320 0. 958±0. 043 93. 5±4. 82b

　 　 注:与空白组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。
4　 讨　 　 论

　 　 炎症、氧化应激、缺血、缺氧等都是心血管疾病的发病

机制,其中氧化应激是导致多种心血管疾病发展的主要危

险因素之一[4] ,外源性抗氧化剂治疗被建议为氧化应激和

心血管疾病的治疗方法[14] 。 ZL 已在临床上应用于治疗心

血管疾病十余年,具有益气祛风、活血通络的功效,方中黄

芪为君,重用补气,兼鼓舞阳气、推动气血运行;水蛭、地龙

为臣,搜剔经络、筋骨之顽痰瘀血;辅以大血藤活血、祛风、
通络;桂枝为佐药,温通经脉,兼引药入经。 全方刚柔并济,
调畅气血,化瘀通络,起到攻补兼施之效。 药理学研究表

明,黄芪含有黄芪多糖、黄芪皂苷、黄酮类等多种有效成分,
在抗氧化应激方面具有明显作用,研究表明黄芪甲苷 IV 可

显著降低 H2 O2 诱导的氧化损伤指数,调节 MDA、还原型辅

酶 II(NADPH)氧化酶活性及线粒体活性氧( ROS)水平[15] ,
毛蕊异黄酮可增加抗氧化应激酶 SOD 的含量并减少脂类氧

化应激标记物 MDA 的产生,减轻氧化应激反应[16] 。 异鼠李

素、黄芪多糖、 黄芪甲苷均可降低 ROS 水平, 抑制氧化

损伤[17-19] 。
ROS 是参与多种细胞信号转导的重要二级信使,由抗

氧化剂控制,ROS 的过量蓄积会导致氧化应激,从而引发细

胞死亡和不可逆的组织损伤[20] 。 在多种 ROS 中,H2 O2 因

其较长的半衰期和扩散距离对氧化还原信号最为丰富和关

键[21] ,是导致细胞凋亡和组织损伤的关键致病机制。 本研

究结果显示,当 H2 O2 浓度分别在 400、600
 

μmol / L,损伤时

间在 4
 

h 时,H9C2 心肌细胞、PC12 细胞存活率分别下降至

47%、52%左右,故分别选此浓度作为造模损伤浓度;与模型
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组比较,ZL 药物组 H9C2 心肌细胞、PC12 分化的神经细胞

存活率明显升高,镜下观察细胞活力增加,表明 ZL 可以减

轻心肌细胞及神经细胞的损伤,对 H2 O2 所致氧化损伤具有

一定的保护作用。
综上所述,ZL 对 H2 O2 诱导的 H9C2 心肌细胞、PC12 细

胞损伤具有一定的保护作用,需要进一步探讨作用机制,同
时建立了不同浓度的 H2 O2 诱导 H9C2 心肌细胞、PC12 细胞

氧化损伤的模型,希望为心脑血管疾病氧化损伤机制研究

提供参考。
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天葵子治病验方(一)
　 　 痈疽肿毒:鲜天葵根适量,捣烂外敷。

瘰疬、乳癌:天葵根 1. 5g,象贝 6 ~ 9g,煅牡

蛎 9 ~ 12g,甘草 3g。 同煎服数次。
蛇咬伤:天葵子 6g。 捣烂敷,1 日 1 换。
肺痨:天葵子 12g。 放入猪肚内,煮烂去渣

吃,连吃 3 只。
虚咳有痰:天葵子 9g。 炖肉吃。
胃热气痛:天葵子 6g。 捣烂,开水吞服。
羊痫风:天葵子约 3g。 研成细末,发病前

用烧酒吞服,连用 3 ~ 5 剂。
小儿盐吼(哮喘):天葵子 30g,用盐水浸泡

一夜,研末。 每次服 1. 5g,姜开水吞服。 ( ht-
tp: / / www. cntcm. com. cn / xueshu / 2021-04 / 12 /
content_88577. htm)

·351·　 　 　 　 第 4 期　 　 　 汤　 润,张　 娟,马　 悦,等:蛭龙活血通瘀胶囊对 H2O2 诱导细胞氧化损伤的保护作用研究


