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[摘要] 　 目的:通过体外建立大鼠心肌细胞缺氧复氧(HR)损伤模型,观察加味丹参饮( JWDS)能否通

过激活 Parkin 蛋白介导的线粒体自噬而发挥对缺血再灌注心肌的保护作用。 方法:将 H9C2 心肌细胞传代

培养后,随机分为 5 组,分别为正常对照组(NG)、模型组(HRG)、模型组+空白血清处理组(BSG)、模型组+
加味丹参饮含药血清组(JWDSG)、模型组+加味丹参饮含药血清+Mdivi-1 组( JDMG),应用免疫印迹法比较

各组心肌细胞内 Parkin 蛋白、Beclin-1 蛋白的表达情况。 结果:与 NG 组比较,HRG、BSG、JDMG、JWDSG 的

Parkin、Beclin-1 蛋白表达均有所升高,差异均有统计学意义(P<0. 05);与 BSG、JDMG 组比较,JWDSG 的

Parkin、Beclin-1 蛋白表达升高,差异均有统计学意义(P<0. 05);HRG、BSG、JDMG
 

3 组之间,以上 2 项指标

比较,差异均无统计学意义(P>0. 05)。 结论:加味丹参饮可能通过调控 Parkin 蛋白通路,激活线粒体自噬

相关蛋白,发挥减轻心肌缺血再灌注损伤的作用。
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[Abstract]　 Objective:To
 

establish
 

a
 

rat
 

cardiomyocyte
 

model
 

of
 

hypoxia / reoxygenation
 

injury
 

in
 

vitro,and
 

to
 

investigate
 

whether
 

Jiawei
 

Danshen
 

decoction
 

(JWDS)
 

can
 

exert
 

a
 

protective
 

effect
 

against
 

hypoxia / reoxygenation
 

inju-
ry

 

in
 

myocardium
 

by
 

activating
 

mitophagy
 

mediated
 

by
 

Parkin
 

protein. Methods:H9C2
 

cardiomyocytes
 

after
 

subculture
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

control
 

group
 

(NG
 

group),model
 

group
 

(HRG)
 

group,model+blank
 

serum
 

treat-
ment

 

group
 

( BSG
 

group), model + serum
 

containing
 

JWDS
 

group
 

( JWDSG
 

group), and
 

model + serum
 

containing
 

JWDS+Mdivi-1
 

group
 

(JDMG
 

group),and
 

Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Parkin
 

and
 

Beclin-1
 

in
 

cardiomyocytes
 

between
 

groups. Results:Compared
 

with
 

the
 

NG
 

group,the
 

HRG,BSG,JDMG,and
 

JWDSG
 

groups
 

had
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Parkin
 

and
 

Beclin-1
 

(P<0. 05),and
 

compared
 

with
 

the
 

BSG
 

and
 

JDMG
 

groups,the
 

JWDSG
 

group
 

had
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Parkin
 

and
 

Beclin-1
 

(P<0. 05),while
 

there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

these
 

indices
 

between
 

the
 

HRG,BSG,and
 

JDMG
 

groups
 

(P>
0. 05). Conclusion:JWDS

 

can
 

alleviate
 

ischemia / reoxygenation
 

injury
 

in
 

myocardium
 

by
 

regulating
 

the
 

Parkin
 

pathway
 

and
 

activating
 

mitophagy-related
 

proteins.
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　 　 心血管疾病是危害人类健康的一大疾病,而
缺血性心脏病是其中最常见的临床表现类型,当
前除使用口服药物控制病情进展外,溶栓和再灌

注疗法也是得到医学界普遍认同的治疗策略,可
以有效使缺血的心肌恢复血流,减轻心肌细胞的

损伤及死亡。 但再灌注疗法可能加重缺血期已存

在的心肌细胞功能障碍,导致缺血再灌注损伤

( MIRI) [1] 。
细胞有其自身的自噬机制,通过此机制有选择

地清除掉受损的线粒体,以减轻细胞的损伤,这一

过程称为线粒体自噬,对细胞的生长和代谢具有重

要作用[2-3] 。 在正常生理状态下,线粒体自噬可以

发挥保护心肌细胞的作用,当心肌细胞的功能被破

坏时,线粒体自噬会被过度激活,使结构和功能紊

乱而导致过度清除细胞内的线粒体,加重了心肌细

胞死亡和心肌病[4] 。 E3 泛素连接酶( Parkin)通路

作为清除受损线粒体最经典和最主要的通路,在线

粒体膜电位下降等刺激下,通过调控 Parkin、p62 等

蛋白表达,维护细胞内环境稳态[5] 。 因此,本实验

以 Parkin 通路介导的线粒体自噬为切入点,通过体

外建立缺氧复氧( HR)心肌细胞模型,观察加味丹

参饮对于 HR 心肌细胞线粒体自噬及相关蛋白表达

的影响,以进一步阐述加味丹参饮治疗 MIRI 的实

验依据,丰富“益气活血”治法的科学内涵。
1　 实验材料

1. 1　 动物　 H9C2 大鼠心肌细胞,购自上海中乔新

舟生物科技有限公司。 SPF 级雄性 SD 大鼠 20 只,
体质量(200±20) g,由湖南中医药大学动物实验中

心提供,动物合格证号:SCXK(湘)2019-0004。
1. 2　 药物与试剂 　 1) 主要药物。 加味丹参饮

(JWDS),由益气活血化瘀中药组成,采购于湖南中

医药大学第一附属医院中药房。 复测药物质量后将

其混匀,加入蒸馏水浸泡 30
 

min,再按照 W/ V = 1 / 8
量加水煎煮 2 次(檀香后下),合并煎液,过滤,浓缩

成含生药 2
 

g / ml 的水煎液,室温冷却后置于 20℃冰

箱内保存备用。 2)主要试剂。 水合氯醛 250
 

g、过硫

酸铵(APS)、Tween-20、丽春红染色液、无水乙醇(上
海国药集团化学试剂有限公司),兔抗大鼠多克隆抗

体 Beclin
 

1、兔抗大鼠多克隆抗体 Parkin、HRP
 

goat
 

anti-rabbit
 

IgG 二抗(美国 Proteintech
 

Group 公司),
胎牛血清(FBS,美国 Gibco 公司)。

1. 3　 主要仪器　 直热式二氧化碳(CO2)培养箱(上
海三藤仪器有限公司),低速离心机(上海知信实验

仪器技术有限公司),台式冷冻离心机(湖南湘仪实

验仪器开发有限公司),多功能酶标分析仪等(深圳

市汇松科技发展有限公司)。
2　 实验方法

2. 1　 加味丹参饮含药血清制备　 按随机数字表法

将 20 只大鼠分为空白血清组和含药血清组,每组各

10 只。 所有大鼠经过 3
 

d 适应性饲养后,每天定时于

上午 10 时和下午 4 时分组依次灌服加味丹参饮水煎

液及等量 0. 9%氯化钠注射液,采用成人 4 倍量给药

[大鼠剂量=成人常用量(g) ×人鼠换算系数 0. 018 /
大鼠体质量(kg),其中按成人常用量 86

 

g,大鼠体质

量 200
 

g 换算,每天给药量为 30. 96
 

g / kg],分 2 次灌

服,持续 7
 

d。 采血前需要禁止饮用食物和水至少

12
 

h,末次给药 1
 

h 后,使用水合氯醛腹腔麻醉,并在

无菌环境下于腹主动脉插管采血,室温环境下静置

2
 

h,当血液上清析出后,使用离心机以 3000
 

r / min 的

速度离心 15
 

min,所得的上清液即所需的含药血清

和空白血清,将本组血清汇合后于 56
 

℃ 水浴灭活

30
 

min,采用孔径为 0. 22
 

μm 的微孔滤膜过滤除菌,
每组分 3 管,每管分装 7

 

ml,编号标记,最后放入-
20℃的冰箱内保存备用。
2. 2　 缺氧复氧心肌细胞模型的建立

2. 2. 1　 细胞培养及传代 　 将 H9C2 大鼠心肌细胞

接种于面积为 25
 

cm2 的透气培养瓶中,然后加入含

有 4. 5
 

g / L 的高糖分型 DMEM 培养基,再添加含有

10%的胎牛血清以及浓度为 1%青霉素、链霉素(双

抗)混合溶液,将培养瓶放置于恒温培养箱中,于温

度为 37℃ 、含 5%体积分数 CO2 的饱和湿度条件下

进行细胞培养,每隔 1
 

d 更换相同成分的培养液。
与此同时紧密观察细胞的生长状况,当细胞生长状

态成为单层、汇合率达 80% ~ 90%时,用 PBS 缓冲液

清洗已去掉旧培养液的细胞 2 ~ 3 次,用含量为

0. 25%的胰蛋白酶消化液收集细胞,制作成单细胞

混悬液,持续 30
 

s 后消化过程完毕,消化液丢弃后

加入新鲜的培养液继续培养,每 2 ~ 3
 

d 进行一次传

代培育,因 2 ~ 3 代更为稳定,故选用第 2、3 代细胞。
根据实验具体分组的需求,选取处在对数生长期的

适当数量细胞进行后续实验。
2. 2. 2　 细胞冻存及复苏　 挑选处于对数生长期形
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态饱满的细胞,用磷酸缓解盐( PBS)溶液清洗已弃

掉上清后的细胞至少 3 次,再用胰酶消化液消化

30s,弃液后添加少许培养基,停止消化,将培养基悬

起,轻吹、轻拍数次后,将细胞转送至离心管内行离

心操作,摒弃上清,添加配置好的 10%二甲基亚砜

(DMSO)冻存液,两者混合均匀,等量分装到各个冷

冻管中,标记管内细胞的代数及制作时间,在-80℃
的冰箱里留存静置 16

 

h 后,转移到液氮罐中储存备

用。 需要复苏细胞时,将其从液氮罐中取出,并立

刻放置于 37℃的水浴锅中,期间可不断甩动使管内

细胞溶液得到充分融化,随后再一次离心,清除上

清液后添加培养液混匀接种备用。
2. 2. 3　 建立 HR 细胞模型 　 遵照《药理实验方法

学》 [6]及物理建模方式安宁包厌氧法建立 HR 细胞

模型[7] 。 将心肌细胞用空白及含药血清预先培养

24
 

h 后,启用无血清、无糖型 DMEM 培养基,开启密

封盒,其内放置待处理的细胞培养基与厌氧安宁

包,施行氧糖剥夺处理,缺氧 6
 

h 后,丢弃掉旧的培

养基,再次予以添加含有 10%的胎牛血清以及浓度

为 1%的青霉素、链霉素(双抗)混合溶液,本次处置

时,加入含有( <1. 0
 

mg / L)的低糖分型 DMEM 培养

基,放置在恒温培养箱中,于温度为 37℃ 、含 5%CO2

的饱和湿度条件下进行复氧处理,复氧 4
 

h 后,HR
细胞模型建立完成。
2. 3　 细胞分组与给药　 取用培养状态良好的对数

生长期的心肌细胞,依照不同的处理因素,随机将

其分成 5 组,以 1 × 105 个 / ml 的数量接种在无菌

6 孔板上。 1)正常对照组( NG):H9C2 细胞不加以

任何处理;2)模型组(HRG):无血清预处理步骤,直
接将 H9C2 细胞采取厌氧安宁法施行氧糖剥夺 6

 

h,
复氧 4

 

h 的模型建立步骤;3)模型组+空白血清处理

组(BSG):H9C2 细胞在含有 15%空白血清的培养

液中常规培养 24
 

h 后,改换培养液,再行厌氧安宁

法氧糖剥夺 6
 

h,复氧 4
 

h;4)模型组+含药血清处理

组(JWDSG):H9C2 细胞在含有 15%的 JWDS 含药血

清的培养液中常规培养 24
 

h 后,其余步骤同 BSG。
HR 模型组 + 15% 含药血清 +线粒体自噬抑制剂

(Mdivi- 1) 处理组( JDMG):将 H9C2 细胞中加入

1
 

μmol / L
 

Mdivi- 1 抑制剂预处理 4h 后,其余步骤

同 BSG。
2. 4　 指标观察与检测　 采用免疫印迹法检测各组

细胞 内 Parkin 信 号 通 路 蛋 白、 自 噬 相 关 蛋 白

Beclin-1 的表达情况。
2. 4. 1　 细胞蛋白的提取　 首先弃去 5 组细胞培养

瓶中的液体,通过使用移液枪少量多次吸取瓶底边

缘,确认培养瓶中完全干净无残留液体。 预冷 PBS
溶液的同时,可提前启动离心机,使其预冷至低温

状态,用预冷后的 PBS 溶液清洗细胞,将 5 个培养

瓶中都加入相同含量的溶液,放置于同一平面上,
双手缓缓摇动瓶身,反复 2 次该过程,每次重复时

间为 1
 

min,随后丢弃使用过的 PBS 溶液,把已添加

了 200
 

μl 含有 RIPA 裂解液的培养瓶放置在冰上,
使细胞获得充分的裂解效果,其间要不断在冰面上

平移晃动培养瓶 10
 

min 以上,30
 

min 为宜,或在加

入裂解液后,刮刀收集细胞悬液,超声破碎 90s 后冰

上裂解;当裂解过程完毕后,细胞仍分散在溶液中,
这时使用刮刀将细胞一点点收集,方便利用移液枪将

细胞转移至离心管,离心机维持 4℃,以 12000
 

r / min
的速度离心 15

 

min,离心结束后,将每管的上清液

即蛋白逐一分装至 0. 5
 

ml 离心管里,按组别标号后

于-80℃储存。
2. 4. 2　 蛋白浓度的检测　 采用 BCA 法检测样本蛋

白浓度,按照蛋白定量试剂盒中的说明书步骤完

成。 首先要确保 BCA 工作液在 24
 

h 内的室温稳定

状态,遵照 50 体积 BCA 试剂 A 加 1 体积 BCA 试剂

B,即 50 ∶1的比例稀释配置 BCA 工作液,2 种试剂充

分混匀。 用 RIPA 裂解液按照 50%的梯度完全溶解

蛋白标准品,确定为 2
 

mg / ml 的浓度,各个梯度浓

度的稀释标准品和空白组每样 25
 

μl 分别添加到

96 孔板的标准品孔中,把 5 组待检测样本各提取

5
 

μl 置于孔板内,按次序每组再补充 20
 

μl
 

PBS 溶

液,使标准品和样品配置的比例液体量相等。 各个

待测孔均加入 200
 

μl
 

BCA 工作液,环境温度 37℃
下,所有蛋白样本孵育 30

 

min,酶标仪测定 550
 

nm
之间波长的吸光值( OD),根据标准曲线计算法判

断 5 组蛋白样本的浓度。
2. 4. 3　 蛋白表达的检测　 采用免疫印迹法检测蛋

白表达。 1)制作凝胶。 先将制胶载体玻璃板用质

地温和的表面活性剂清理干净,再在流水下冲洗,
室温下确保玻璃板两面都自然风干后备用,玻璃板

晾干后可以开始配制分离胶。 本次参照说明书选

择配制 8%、10%的分离胶,加入催化剂四甲基乙二
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胺(TEMED)后需要立即将其混合均匀,稳定好玻璃

板后开始灌胶,操作要平稳匀速。 灌胶时需要注意

的是,在保证速度的同时要确定胶沿玻璃板一路流

下,否则胶里会产生气泡。 当快到达所需高度时,
速度可适当减慢,灌完后用异丙醇封胶。 胶开始凝

固的表现是当微微倾斜制胶器而分界线不再变动

时再等候 3
 

min,胶体得到充分凝固后倒去上层的

异丙醇,确保其中的水分已被滤纸吸干。 浓缩胶配

置比例为 4. 8%,与分离胶一样,加入 TEMED 后立

即摇匀,把齿梳呈水平方向插进玻璃板中,剩余空

间全部灌满浓缩胶,凝固后捏住梳子两头慢慢拔

出,流水冲净后放入电泳槽。 2)电泳。 在此之前先

计算上样量,准备蛋白样品,取 100
 

μl 蛋白上清,加
入上样缓冲液,配置 25

 

μl
 

5∗loading
 

buffer,混匀上

清和缓冲液,沸水煮 5
 

min,取出后迅速放入冰盒冷

却;依据蛋白定量结果,在第一孔点加入 marker
 

2
 

μl,其他每个空依次加入体积量为 20
 

μl 已变性

蛋白样本至泳道中;检查电泳设备齐全,连接电源,
开始电泳,恒定电压 75V 下电泳 130

 

min,电泳结束

的标准是溴酚蓝在凝胶底部呈现。 3) 转膜。 准备

1 个已添加好电转液的容器,取出所有电泳后的胶,
放置其中,切除无蛋白存留的胶,裁剪出留有蛋白

的地方,测量其维度并加以记录。 这些数值用于筹

备与胶同等大小的 3 张滤纸和 1 张硝酸纤维素膜

(NC 膜),NC 膜在使用之前,要先用乙醇处理,浸泡

2
 

min 即可,NC 膜与滤纸一起放入转膜缓冲液中,
至完全浸透。 随后,按照 3 张滤纸、NC 膜、胶、另外

3 张滤纸的次序依次放好。 在取出时避免胶干燥,
滤纸、胶和膜都要保证边缘对齐,每放一层都使用

玻璃棒来回滚动驱除其中的气泡。 盖上仪器,接通

电源,开始转移,设置 200
 

mA 恒定电流,约 55
 

min
后取出甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH),约 80

 

min
后取出 Parkin、Beclin - 1 夹板。 转膜完毕后,取出

NC 膜,放入 1∗PBST 缓冲液中清洗 10
 

min,在稳定

的 pH 值下减少破坏膜上蛋白和抗体的稳定性。
4)封闭及孵育。 用 1∗PBST 调配出 5%脱脂奶粉液

体,将取出的膜浸入奶粉液,可放置在摇床上缓缓

摇动,室温放置 90
 

min 封闭。 将使用 1∗PBST 已按

比例稀释好的一抗(具体比例为 Beclin-1:1 ∶2000,
Parkin:1 ∶1000,内参:1 ∶5000)和封闭完成的膜一起

在孵育器皿中孵育,放置于 4℃的冰箱中过夜,孵育

结束后,取出器皿,室温放置 30
 

min。 用 1∗PBST 清

洗带有一抗的 NC 膜 3 遍,每遍需持续 15
 

min。 再分

别用 1∗PBST 稀释辣根过氧化物酶(HRP)酶标的二

抗(比例为 1 ∶6000),将稀释后的二抗与膜共同放入

器皿中室温孵育 90
 

min。 孵育结束,1∗PBST 重复清

洗 3 次,每次 10
 

min。 5)显色曝光。 将暗房里按照

1 ∶1的比例调配好增强化学发光液的 A 液与 B 液,
与膜避光孵育 1

 

min,滤纸吸干净液体,用塑封膜将

膜包裹杂交膜,在暗盒内与 X 胶片曝光 1
 

min;显影

后冲洗图片。 用 Image
 

J 软件分析蛋白条带的灰

度值。
2. 5　 统计学方法　 通过 SPSS

 

26. 0 数据分析平台

进行正态性检验及方差分析,各项计量资料以均

数±标准差(x±s)表示,多样本均数比较采用单因素

方差分析(ANOVA),两两比较,方差齐者使用 LSD
法,方差不齐者用 Dunnett-t 检验法,若不满足正态

性分布,则采用非参数检验,运用 Kruskal-Wallis
 

H
检验。 P<0. 05 为差异具有统计学意义。
3　 实验结果

　 　 各组心肌细胞内 Parkin 蛋白、Beclin - 1 蛋白

表达水平比较: 与 NG 比较, HRG、 BSG、 JDMG、
JWDSG 的 Parkin、Beclin-1 蛋白表达均有升高,差
异有统计学意义(P < 0. 05) ;与 BSG、 JDMG 组比

较,JWDSG 的 Parkin、Beclin - 1 蛋白表达升高,差
异有统计学意义(P<0. 05) ;HRG、BSG、JDMG

 

3 组

之间,以上 2 项指标比较,差异均无统计学意义

(P>0. 05) 。 (见表 1、图 1)
表 1　 各组心肌细胞内 Parkin 蛋白、Beclin-1

蛋白表达水平比较(x±s)

指标 个数
灰度值

NG HRG BSG JDMG JWDSG
Parkin 3 0. 18±0. 03 0. 54±0. 07a 0. 51±0. 08a 0. 54±0. 12a 0. 77±0. 06abc

Beclin-1 3 0. 16±0. 04 0. 55±0. 06a 0. 54±0. 09a 0. 53±0. 05a 0. 78±0. 06abc

　 　 注:与 NG 比较,aP<0. 05;与 HRG 比较,bP<0. 05;与 JD-
MG 比较,cP<0. 05。

图 1　 各组心肌细胞内 Parkin 蛋白、
Beclin-1 蛋白表达情况
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4　 讨　 　 论

　 　 细胞的正常生理活动是多方因素协调下的结

果,线粒体自噬是其中非常重要的一项活动之一,
其像一台精密智能的仪器一样,可以识别出功能不

完备、受到损伤的线粒体,把控线粒体的质量及数

量,使其他生理活动得以继续进行[8] 。 研究者们逐

渐发现,线粒体自噬与机体的生命活动紧密关联,
从神经系统疾病、内分泌系统疾病、肿瘤、炎症损

伤、MIRI 到人体的衰老过程,无一不参与[9] 。 在哺

乳动物中,调控线粒体自噬的途径主要有 PINK1 /
Parkin、BNIP3

 

/ NIX 和 FUNDC1、内膜蛋白抗增殖蛋

白等,它们并不是独立存在的,各个信号通路间均

相互影响[10] 。 在脑细胞和肌肉细胞中,Parkin 蛋白

的表达非常丰富,由此也可以推断,脑细胞和心肌

细胞受到损伤时, Parkin 蛋白的水平将会上调。
Parkin 蛋白是一种 E3 泛素连接酶,当检测到线粒

体受到外来损伤而不能正常活动时,Parkin 蛋白会

去修复这些功能不完整的线粒体外膜蛋白,这项修

复功能不能独立完成,需要同时包含 E1 和 E2 泛素

化的协同作用,蛋白胞质中转移到线粒体外膜上,
方能进行这一过程[11] 。 正常生理状况下的线粒体

自噬在心肌细胞正常生命活动中无法被别的细胞

器功能所替代,保护心肌就是其在心肌缺血阶段的

重要任务,当线粒体的自噬失调时,各种心肌病变

随之产生。 另一项重要的蛋白调节因子 Beclin-1,
它的存在与否直接判定自噬是否真实发生,如果线

粒体自噬被激活,那么 Beclin-1 的表达就必然逐步

上调,两者呈正相关[12] 。
本次研究中,通过建立心肌细胞的体外 HR 模

型,检测蛋白表达,发现模型组 Parkin 蛋白的表达

量升高,这表明了该蛋白通路在细胞损伤时被激

活,并且在含有加味丹参饮含药血清的组别中,蛋
白表达量较损伤时进一步升高,同时被调动起来的

还有 Beclin-1 蛋白,表明加味丹参饮可能通过 Par-
kin 通路激活线粒体自噬。 在 JDMG 中,线粒体的

自噬过程被抑制,损伤加重,但同时该组中又含有

加味丹参饮含药血清,猜测其可能是加味丹参饮调

节了一部分线粒体自噬,这 2 种药物的作用相互抵

消,使得该组中细胞的结构变化和蛋白表达量未能

与 HRG 产生较大改变。
本实验中使用的加味丹参饮为丹参饮去砂仁,

将四物汤中的白芍改为赤芍,再加黄芪、红花而成,
主要针对病机为气滞血瘀所致的心痛。 方中丹参、
黄芪用量最大,可活血、益气,为君药。 生地黄、赤
芍、当归、川芎为臣药,其中赤芍力强,破血脉中凝

滞之血;当归与生地黄增强补血活血、益气止痛之

功;当归和川芎同用,乃“气为血师,血为气之母”之

意。 佐以小剂量红花、檀香养血活血、调理心气。
全方标本同治,不仅遵守了益气活血的治疗准则,
同时能兼顾后期的调养。 该实验表明加味丹参饮

可能通过调控 Parkin 蛋白通路,激活线粒体自噬相

关蛋白,从而发挥减轻 MIRI 的作用。
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