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制药品费用的需求；而用药干预则是基于医院的费用控

制需求，即在医保超额的压力下，多销售药品不仅不会

创造收入反而带来损失，在这种需求的推动下，用药干

预才能发挥有效的作用。

综上所述，在费用控制需求的推动下，A区用药干

预行动有效控制了药品费用，减少了临床用药品种数，

并通过降低处方中辅助用药的费用比例而优化了用药

结构。医院费用控制需求对提高A区用药干预的有效

性起到重要的促进作用。但由于本研究主要从药品消

耗角度分析干预的效果，没有涉及其他医疗指标（包括

疾病的转归、平均住院日等）的变化情况，因而所得结果

仍存在一定的局限性。
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摘 要 目的：观察加参方浸膏对过氧化氢（H2O2）诱导的H9c2心肌细胞凋亡的干预作用，并探讨其作用机制。方法：采用MTT

法，考察400、200、100、50、25 μmol/L的H2O2与3.0、1.8、0.9、0.3、0.1 mg/mL加参方浸膏对 H9c2心肌细胞活性的影响。将H9c2心

肌细胞分为正常组、模型组、加参方组，除正常组细胞加入相应培养基外，模型组、加参方组细胞均采用50 μmol/L H2O2处理以诱导

细胞发生氧化应激损伤，加参方组在模型组基础上加入0.3 mg/mL加参方浸膏干预处理。采用DAPI染色法，在荧光显微镜下观

察细胞形态学变化；采用流式细胞仪检测细胞凋亡率；采用荧光定量逆转录-聚合酶链式反应法测定细胞中胱天蛋白酶 3

（Caspase-3）、Bax、Bcl-2 mRNA表达水平，Western Blot法测定Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白表达水平。结果：50 μmol/L为H2O2最适

造模浓度，0.3 mg/mL 为加参方浸膏最适药物干预浓度。与模型组比较，加参方组细胞的形态改善，细胞凋亡率显著降低（P＜

0.05）；Caspase-3、Bax mRNA 及蛋白表达水平显著降低，Bcl-2 mRNA 及蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）。结论：加参方浸膏对

H2O2诱导的H9c2心肌细胞凋亡有显著的抑制作用，其机制可能与下调细胞中Caspase-3、Bax表达，上调Bcl-2表达有关。

关键词 加参方；浸膏；过氧化氢；H9c2心肌细胞；凋亡；胱天蛋白酶3；Bax；Bcl-2
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心力衰竭是各种病因的心脏病的终末阶段，是心脏
病患者死亡的重要原因，而心肌细胞凋亡在心力衰竭发
生发展过程中起到了非常重要的作用[1]。多种因素都可
能引起细胞凋亡，其中活性氧（ROS）诱导在心肌细胞凋
亡研究领域越来越受关注。正常情况下，心肌细胞在代
谢过程中产生的少量ROS会被机体有效清除，但在氧化
应激状态下会发生ROS的过度积累，这可能引起细胞能
量代谢紊乱，导致细胞凋亡和坏死，进而引起心功能的
下降和失代偿，最终发生心力衰竭[2-4]。因此，如何清除
心肌细胞内产生的过量 ROS，减少其对细胞的损害作
用，成为心力衰竭治疗领域的研究热点。研究表明，中
医药在抑制心肌细胞凋亡方面具有独特功效，如补阳还
五汤[5]、通塞脉汤[6]等。加参方是经张伯礼院士临床实践
证实能有效治疗慢性心力衰竭的经验方。本课题组前
期研究发现，加参方浸膏可减少心肌梗死模型大鼠的梗
死面积，改善心功能，保护心肌细胞 [7]；可通过 TGF-β1/

Smad信号通路抑制血管紧张素Ⅱ诱导的心肌成纤维细
胞增殖[8]。另有研究表明，加参方浸膏可调节慢性心力
衰竭模型大鼠的内分泌系统并改善其微循环 [9]。基于
此，本实验采用过氧化氢（H2O2）诱导 H9c2大鼠心肌细
胞氧化应激损伤建立细胞凋亡模型，考察加参方浸膏对
H2O2致心肌细胞凋亡的干预作用及其作用机制，以期为
加参方相关制剂的后续研发及临床应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

ROC-3000TVBB型CO2培养箱（美国Revco公司）；

LDZ5-2型低速自动平衡离心机（北京雷勃尔医疗器械
有限公司）；Biofuge Stratos 型台式高速冷冻离心机（美
国Thermo Scientific公司）；XK96-3型微量振荡器（姜堰
市新康医疗器械有限公司）；WD-9405B型水平摇床（北
京市六一仪器厂）；SpectraMax M3型酶标仪（美国 Mo-

lecular Devices公司）；FACSCalibur型流式细胞仪（美国
BD 公司）；DMI3006型倒置荧光显微镜（德国 Leica 公

司）；荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（美国 Applied

Biosystems 公司）；小型蛋白垂直电泳仪（美国 Bio-Rad

公司）。

1.2 药品与试剂

加参方浸膏（组方为香加皮、黄芪、三七、丹参、桂
枝、益母草、桑白皮、泽泻、葶苈子等，1 g 浸膏相当于
9.515 g生药）由天津中医药大学中医药研究中心提供。

胎牛血清（FBS，以色列BI公司，批号：04-001-1A）；

DMEM高糖培养基（含双抗）、0.25％胰蛋白酶、MTT粉
末、即用型DAPI（4′，6-联脒-2-苯基吲哚二盐酸盐）溶液
（北京索莱宝科技有限公司，批号：12100-500、T1320、

B0016K012500、c0065）；H2O2溶液（10 mol/L）、GAPDH

内 参 抗 体（美 国 Sigma 公 司 ，批 号 ：MKBS8306V、

G8795）；Annexin Ⅴ-FITC细胞凋亡检测试剂盒（内含1×

binding buffer、AnnexinⅤ、碘化丙啶等，美国 BD 公司，

批号：6119909）；Trizol试剂（美国Ambion Life Technolo-

gies公司，批号：103105）；逆转录试剂盒、PCR扩增试剂
盒（美国 Invitrogen 公司，批号：c28025-032、c11744-

100）；胱天蛋白酶3（Caspase-3）兔多克隆抗体、Bax兔多
克隆抗体、Bcl-2兔多克隆抗体（美国 Cell Signaling 公
司，批号：9662、2772、2876）；牛抗兔免疫球蛋白G（IgG）-

辣根过氧化酶标记物（HRP）、牛抗鼠 IgG-HRP（美国
Santa Cruz公司，批号：sc-2370、sc-2380）；RIPA细胞裂解
液（美国Thermo公司，批号：OC183166）；磷酸盐缓冲液
（PBS，本实验室自制，pH 7.2～7.4）；其他试剂均为市售
分析纯，水为双蒸水。

1.3 细胞

H9c2大鼠心肌细胞由中国科学院上海细胞资源中
心提供。

2 方法
2.1 溶液制备

2.1.1 加参方浸膏药液 根据文献[10]，称取加参方浸

膏干粉0.1 g，加入二甲基亚砜（DMSO）100 μL助溶，再加

ABSTRACT OBJECTIVE： To observe the intervention effects of Jiashen formula extractum on hydrogen peroxide

（H2O2）-induced apoptosis of H9c2 cardiomyocytes，and to investigate its mechanism. METHODS：MTT assay was used to

investigate the effects of 400，200，100，50，25 μmol/L H2O2 and 3.0，1.8，0.9，0.3，0.1 mg/mL Jiashen formula extractum on

the activity of H9c2 cardiomyocytes. H9c2 cardiomyocytes were divided into normal group，model group and Jiashen formula

group. Model group and Jiashen formula group were given 50 μmol/L H2O2 to induce oxidative stress injury except that normal

group was cultured with corresponding culture medium. Jiashen formula group was given 0.3 mg/mL Jiashen formula extractum

for intervention on the basis of model group. Cell morphology was observed by fluorescence microscope through DAPI dye. The

apoptosis rate was detected by flow cytometry. Fluorescence quantitative RT-PCR was used to detect mRNA expression levels of

Caspase-3，Bax and Bcl-2 in cells；Western Blot assay was used to determine the protein expression levels of Caspase-3，Bax and

Bcl-2. RESULTS：50 μmol/L was the most suitable modeling concentration of H2O2；0.3 mg/mL was the most suitable intervention

concentration of Jiashen formula extractum. Compared with model group， cells in Jiashen formula extractum group were

significantly improved in morphology and reduced in apoptosis rate；mRNA and protein expression levels of Caspase-3 and Bax

were significantly reduced， and those of Bcl-2 were significantly increased （P＜0.05）. CONCLUSIONS： Jiashen formula

extractum shows significant inhibitory effect on H2O2-induced apoptosis of H9c2 cardiomyocytes，the mechanism of which may be

associated with down-regulation of Caspase-3 and Bax expression and up-regulation of Bcl-2 expression in cardiomyocytes.

KEYWORDS Jiashen formula；Extractum；Hydrogen peroxide；H9c2 cardiomyocytes；Apoptosis；Caspase-3；Bax；Bcl-2
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入含有10％FBS的DMEM高糖培养基（以下简称“培养

液”）10 mL混匀，经0.22 μm滤器滤过除菌，制成10 mg/

mL的药物原液，4 ℃保存。临用时，以培养液稀释制成

3.0、1.8、0.9、0.3、0.1 mg/mL系列质量浓度的药液。

2.1.2 H2O2溶液 取H2O2溶液（10 mol/L）适量，以培养

液稀释制成 400、200、100、50、25 μmol/L系列浓度的溶

液，即用即配。

2.1.3 MTT 溶液 称取 MTT 粉末 50 mg，加入 PBS 10

mL溶解，经0.22 μm滤器滤过，于4 ℃下避光保存。临用

时，以DMEM高糖培养基稀释制成0.5 mg/mL的溶液。

2.2 造模浓度/给药浓度筛选

根据文献[11]，采用MTT法筛选H2O2（模型诱导剂）

的造模浓度和加参方浸膏（干预药物）的给药浓度。

2.2.1 H2O2造模浓度筛选 （1）细胞培养：取H9c2心肌

细胞，以培养液在37 ℃、5％CO2条件下（以下同）常规培

养，0.25％胰蛋白酶消化传代。选取对数生长期细胞，以

1×105个/孔接种于 96孔板中，共接种 6组，每组 6个复

孔，分别加入培养液 100 μL，常规培养至细胞密度达

90％后弃上清液。（2）H2O2造模浓度筛选：上述各组孔中

分别加入 400、200、100、50、25、0（空白）μmol/L 的 H2O2

溶液 100 μL[加入 0（空白）μmol/L H2O2溶液者作为空白

对照组]，常规培养 6 h以建立心肌细胞凋亡模型；弃上

清液，加入MTT溶液100 μL，常规培养2 h；弃上清液，加

入 DMSO 100 μL，室温震荡 10 min 后，采用酶标仪于

490 nm波长处测定吸光度（OD）值，以考察细胞活性。

2.2.2 加参方浸膏给药浓度筛选 按照“2.2.1”项下方

法培养细胞并分组。在各孔中分别加入 3.0、1.8、0.9、

0.3、0.1、0（空白）mg/mL的加参方浸膏药液各100 μL[加

入0（空白）mg/mL加参方浸膏药液者作为空白对照组]，

常规培养24 h；然后按“2.2.1”项下“弃上清液……于490

nm波长处测定OD值”步骤操作，以考察细胞活性。

2.3 加参方浸膏对H2O2致凋亡模型细胞的干预作用

考察

2.3.1 加参方浸膏对心肌细胞形态学的影响 由于凋

亡细胞的膜通透性增加，DAPI对其穿透力增强，因此在

凋亡细胞中DAPI会产生亮蓝色荧光，有别于正常细胞

的微弱蓝色荧光[12]。基于此，本试验采用DAPI染色法观

察细胞形态学变化：按照“2.2.1”项下方法接种细胞于 6

孔板，培养至细胞密度达90％后弃上清液，分别设为正常

组、模型组、加参方组。其中，正常组加入培养液100 μL，

常规培养 6 h，弃上清液，加入新鲜培养液 100 μL；模型

组加入 50 μmol/L H2O2溶液 100 μL，常规培养 6 h，弃上

清液，加入新鲜培养液100 μL；加参方组加入50 μmol/L

H2O2溶液 100 μL，常规培养 6 h，弃上清液，加入 0.3 mg/

mL加参方浸膏药液 100 μL。3组细胞均继续常规培养

24 h后，在室温下以 PBS冲洗 2次，加入 4％多聚甲醛 1

mL固定 10 min；洗去多聚甲醛，加入少量DAPI溶液覆

盖样品，室温下染色 10 min；以水洗净，晾干，荧光显微

镜下（激发波长：360 nm）观察，镜下亮蓝色细胞即为凋

亡细胞。

2.3.2 加参方浸膏对心肌细胞凋亡的影响 按“2.3.1”

项下方法进行细胞接种、培养、分组及给药处理；收集细
胞，用 0.25％胰蛋白酶消化，制备细胞悬液；1 000 r/min

离心 5 min，弃上清液，PBS洗涤，收集细胞；加入 1×bin-

ding buffer、AnnexinⅤ（10 g/mL）和碘化丙啶（10 g/mL）

后培养 15 min。采用流式细胞仪检测细胞凋亡率，以
FlowJo 7.6软件分析凋亡细胞的分布情况。

2.3.3 加参方浸膏对心肌细胞中 Caspase-3、Bax、Bcl-2

mRNA 表达的影响 采用荧光定量逆转录（RT）-PCR

法。按“2.3.1”项下方法进行细胞接种、培养、分组及给药
处理；参照文献[8]，用Trizol试剂提取细胞总RNA用于
合成 cDNA；以 GAPDH 为内参基因，分别对 Caspase-3、

Bax、Bcl-2进行扩增。RT-PCR 反应体积为 20 μL，反应
条件：95 ℃预变性 90 s；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，

共 40个循环。扩增反应结束后，建立 PCR产物的熔解
曲线（65～95 ℃），采用 2－ΔΔCT相对定量法[13]计算mRNA

表达水平。RT-PCR引物序列见表1。

表1 RT-PCR引物序列

Tab 1 RT-PCR primer sequence

引物
GAPDH

Bcl-2

Bax

Caspase-3

上游序列
5′-ACAGCAACAGGGTGGTGGAC-3′
5′-CTTTGAGTTCGGTGGGGTCA-3′
5′-GCTCAAGGCCCTGTGCACTAA-3′
5′-GAGCTGGACTGCGGTATTAG-3′

下游序列
5′-TTTGAGGGTGCAGCGAACTT-3′
5′-AGTTCCACAAAGGCATCCCAG-3′
5′-GAAGCCTCAGCCCATCTTCTT-3′
5′-GGAATAGTAACCGGGTGCGG-3′

2.3.4 加参方浸膏对心肌细胞中 Caspase-3、Bax、Bcl-2

蛋白表达的影响 采用Western Blot法。按“2.3.1”项下
方法进行细胞接种、培养、分组及给药处理；参照文献[8]

方法裂解细胞后，4 ℃下 12 000 r/min离心 15 min，提取
蛋白，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离、转膜、封闭，分别加
入一抗GAPDH抗体（1 ∶3 000）、Caspase-3兔多克隆抗体
（1 ∶ 1 000）、Bax兔多克隆抗体（1 ∶ 1 000）、Bcl-2兔多克隆
抗体（1 ∶ 1 000），4 ℃冷藏过夜；TBST缓冲液洗膜，分别
加入二抗牛抗兔 IgG-HRP（1 ∶ 2 000）、牛抗鼠 IgG-HRP

（1 ∶ 3 000），37 ℃恒温摇床孵育 1 h，TBST缓冲液洗膜；

采用化学发光法曝光，以 ImageJ 1.8.0软件测得蛋白条
带相对灰度值，用以表示蛋白表达水平。

2.4 统计学方法

各项试验均平行操作3次。试验数据以 x±s表示，

采用 SPSS 19.0统计软件进行单因素方差分析。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 H2O2造模浓度筛选结果

结果显示，随着H2O2浓度升高，细胞活性逐渐下降
并呈浓度依赖性。与空白对照组比较，当 H2O2浓度为
50～400 μmol/L时，细胞OD值显著下降，差异均有统计
学意义（P＜0.05），表明其对细胞的毒性显著增强、细胞
活性显著下降。综合考虑，选择对细胞损伤程度适中的
50 μmol/L H2O2建立细胞凋亡模型（该浓度组细胞活性

约为空白对照组的一半）。
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3.2 加参方浸膏给药浓度筛选结果

结果显示，随着加参方浸膏质量浓度升高，细胞活

性逐渐下降并呈浓度依赖性。与空白对照组比较，当加

参方浸膏质量浓度为 0.1～0.3 mg/mL时，细胞OD值差

异无统计学意义（P＞0.05），表明其对细胞无明显毒性；

当加参方浸膏质量浓度为 0.9～3.0 mg/mL时，细胞OD

值显著下降，差异均有统计学意义（P＜0.05），表明其对

细胞已经产生明显的毒性作用。考虑到药物浓度过高

也会对细胞造成损伤，因此选择无细胞毒性的最高质量

浓度的0.3 mg/mL加参方浸膏进行后续试验。

3.3 加参方浸膏对心肌细胞形态学的影响结果

荧光显微镜下可见，正常组细胞核形态呈圆形或椭

圆形，边缘清晰，染色均匀，呈现较弱的蓝色荧光；模型

组有大量呈现亮蓝色荧光的凋亡细胞，细胞边缘不规

整；加参方组的凋亡细胞数量较模型组少，大部分细胞

呈现较弱的蓝色荧光，详见图 1（图中，细箭头所指为正

常细胞，粗箭头所指为凋亡细胞）。

3.4 加参方浸膏对心肌细胞凋亡的影响结果

流式细胞仪检测结果显示，与正常组比较，模型组

细胞凋亡率显著升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；与

模型组比较，加参方组细胞凋亡率显著降低，差异有统

计学意义（P＜0.05）。各组细胞流式细胞图见图2，凋亡

率比较见图3。

3.5 加参方浸膏对心肌细胞中 Caspase-3、Bax、Bcl-2

mRNA表达的影响结果

结果显示，与正常组比较，模型组细胞中Caspase-3、

Bax mRNA 表达水平均显著升高，Bcl-2 mRNA 表达水

平显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）；与模型组

比较，加参方组细胞中Caspase-3、Bax mRNA表达水平

均显著降低，Bcl-2 mRNA表达水平显著升高，差异均有

统计学意义（P＜0.05）。结果表明，加参方浸膏可通过

下调Caspase-3、Bax，上调Bcl-2的mRNA表达水平起到

保护心肌细胞的作用。各组细胞中 Caspase-3、Bax、

Bcl-2 mRNA表达水平比较见图4。

3.6 加参方浸膏对心肌细胞中 Caspase-3、Bax、Bcl-2

蛋白表达的影响结果

结果显示，与正常组比较，模型组细胞中Caspase-3、

Bax蛋白表达水平均显著升高，Bcl-2蛋白表达水平显著

A.正常组 B.模型组

C.加参方组

图1 各组细胞荧光显微照片（×200，DAPI染色）

Fig 1 Fluorescence micrograph of cells in each group

（×200，DAPI dye）
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图2 各组细胞流式细胞图

Fig 2 Flow cytometry of cells in each group
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注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

图3 各组细胞凋亡率比较

Fig 3 Comparison of cell apoptosis rate in each group
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图 4 各组细胞中Caspase-3、Bax、Bcl-2 mRNA表达水

平的比较

Fig 4 Comparison of mRNA expression levels of Cas-

pase-3，Bax and Bcl-2 of cells in each group
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图5 各组细胞中Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白电泳图

Fig 5 Electrophorogram of protein of Caspase-3，

Bax and Bcl-2 of cells in each group

正常组 模型组 加参方组

GAPDH
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GAPDH
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正常组 模型组 加参方组

GAPDH

Bcl-2

正常组 模型组 加参方组

A.Caspase-3蛋白 B.Bax蛋白

C.Bcl-2蛋白

降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）；与模型组比较，

加参方组细胞中Caspase-3、Bax蛋白表达水平均显著降

低，Bcl-2蛋白表达水平显著升高，差异均有统计学意义

（P＜0.05）。结果表明，加参方浸膏可通过下调 Cas-

pase-3、Bax，上调Bcl-2的蛋白表达水平起到保护心肌细

胞的作用。各组细胞中Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白电泳

图见图5，蛋白表达水平比较见图6。

4 讨论
心力衰竭是一种常见的心血管疾病，是各种心血管

疾病发展的终末阶段。发生心力衰竭时，心肌细胞凋亡

导致心脏电活动和心肌收缩功能严重紊乱，促使心力衰

竭进一步发展[1]。因此，减少心肌细胞凋亡是治疗心力

衰竭的重要策略。加参方是经张伯礼院士临床验证治

疗慢性心力衰竭有效的经验方，方中以香加皮、黄芪补

益心气，丹参、三七活血化瘀，桂枝温通心脉，泽泻、葶苈

子、益母草、桑白皮化湿利水，诸药配合以达益气活血、

温阳利水之效[14-15]。本课题组采用H2O2建立H9c2心肌

细胞凋亡模型，考察加参方浸膏对细胞凋亡的干预作用

及其可能的作用机制。

H9c2心肌细胞属于永生大鼠心肌细胞系，已被证明

其形态特征与原代心肌细胞相似，且仍保留成年大鼠心

肌细胞信号转导特征[16]，因此被广泛用于试验研究。

H2O2作为细胞系或原代细胞凋亡诱导剂，其使用剂

量在不同研究中各有差异[17-18]。本课题组考察了不同浓

度H2O2对心肌细胞活性的影响，结果显示，H2O2浓度越

高，心肌细胞活性越低；当H2O2浓度在 50～400 μmol/L

时，细胞活性较正常组细胞显著降低，表明H2O2对细胞

的毒性呈明显的浓度依赖性。综合考虑，选择对细胞损

伤程度适中的50 μmol/L H2O2建立细胞凋亡模型。

对加参方浸膏给药浓度的筛选结果显示，与正常组

细胞比较，加参方浸膏质量浓度为0.1～0.3 mg/mL时细

胞活性未见显著下降，表明这一质量浓度范围的加参方

浸膏无明显细胞毒性作用；而随着加参方浸膏质量浓度

的进一步增加（0.9～3.0 mg/mL），细胞活性显著下降，呈

现出明显的细胞毒性。为避免药物本身对细胞造成的

损伤，同时也为确保药效足够，故选择无细胞毒性的最

高质量浓度的0.3 mg/mL加参方浸膏进行后续试验。

对正常细胞、经 50 μmol/L H2O2处理的细胞以及经

0.3 mg/mL加参方浸膏+50 μmol/L H2O2共同处理的细胞

进行形态学观察和凋亡率测定，结果显示，加参方浸膏

能显著抑制细胞凋亡，具有心肌细胞保护作用。

Bcl-2家族蛋白在调节细胞凋亡中起着关键作用。

Bcl-2家族包含20余种Bcl-2的同源蛋白，可分为抗凋亡

蛋白和促凋亡蛋白：典型的抗凋亡蛋白如Bcl-2、Bcl-xL、

Mcl-1、Bcl-W等主要存在于线粒体外膜，具有抗细胞凋

亡活性；典型的促凋亡蛋白如Bax，其与Bcl-2具有高度

的氨基酸序列同源性，在正常细胞中以单体形式存在于

细胞质，当受到相关的凋亡信号刺激时会转移到线粒体

上，改变线粒体膜电位与线粒体通透性，促进凋亡活性

物质细胞色素C释放[19]。Bcl-2能与Bax结合形成异源

二聚体，阻止Bax释放，从而发挥抑制细胞凋亡、保护细

胞的作用；Bcl-2过表达可以减少氧自由基的产生、抑制

ROS的脂质过氧化作用[20]。Caspase属于半胱氨酸蛋白

酶，一旦被信号转导途径激活，就能降解细胞内蛋白，使

细胞不可逆地发生凋亡[20]。Caspase-3属于Caspase家族

的“执行者”，可以直接降解细胞内结构蛋白和功能蛋

白，参与线粒体通路的细胞凋亡[20]。存在于线粒体膜上

的Bcl-2过表达时可以抑制线粒体通透性的改变，减少

细胞色素C的释放，抑制Caspase激活，从而抑制细胞凋

亡；Bcl-2过表达可引起细胞核谷胱甘肽（GSH）的积聚，

导致核内氧化还原平衡的改变，从而降低Caspase的活

性。当细胞发生氧化应激时，ROS与Caspase相互影响，

共同促进细胞凋亡[20]。本研究发现，经H2O2作用后的心

A.Caspase-3蛋白 B.Bax蛋白

C.Bcl-2蛋白

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

图 6 各组细胞中Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白表达水平

比较

Fig 6 Comparison of protein expression levels of Cas-

pase-3，Bax and Bcl-2 of cells in each group
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肌细胞中 Bcl-2 mRNA 及蛋白表达水平均显著降低，

Caspase-3、Bax mRNA 及蛋白表达水平均显著上升，表

明H2O2诱导的心肌细胞凋亡模型成功建立；而这一作用

均可被加参方浸膏逆转。本研究结果表明，加参方浸膏

抑制 H2O2致心肌细胞凋亡的作用可能与其参与调节

Caspase-3、Bax、Bcl-2的表达相关。

综上所述，加参方浸膏可能通过下调 Caspase-3、

Bax 和上调 Bcl-2的 mRNA 及蛋白表达，发挥抗 H2O2诱

导的氧化应激损伤、抑制细胞凋亡的作用，从而保护心

肌细胞。本研究可为加参方相关制剂研发及临床治疗

心力衰竭提供理论基础和试验依据。
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