
China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 8 中国药房 2019年第30卷第8期

Δ 基金项目：国家自然科学基金资助项目（No.81503419、81373853、

81603466、81603432）；国家重点基础研究发展计划（973计划）课题

（No.2015CB554401）；河南省创新型科技团队项目（No.豫科人组

〔2013〕2号）

＊主治医师，硕士。研究方向：中西医结合治疗心血管疾病的基

础及临床。电话：0371-66264771。E-mail：libinnvhai@163.com

# 通信作者：主任医师，教授，博士。研究方向：中西医结合治疗

心血管疾病的基础及临床。电话：0371-66289006。E-mail：zhuming-

jun317@163.com

·药学研究·

参附益心方对缺氧原代心肌细胞活性氧和能量代谢的影响Δ
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摘 要 目的：观察参附益心方对缺氧原代心肌细胞活性氧（ROS）和能量代谢的影响。方法：新生SD大鼠原代心肌细胞经分离、

培养、鉴定后，随机分为正常组、模型组、阳性对照组（辅酶Q10，0.1 mmol/L）和参附益心方低、高剂量组（0.25、0.5 mg/mL）。除正常

组外，其余各组细胞均于5％O2、5％CO2、90％N2条件下培养6 h以复制缺氧损伤模型。缺氧6 h后，采用ROS探针和流式细胞术分

别检测各组细胞及其线粒体中ROS的含量，采用荧光素酶发光法和Western blotting法分别检测各组细胞中腺苷三磷酸（ATP）的

含量以及肌酸激酶（CK）蛋白的表达水平，并使用透射电子显微镜观察各组细胞的超微结构。结果：与正常组比较，模型组缺氧原

代心肌细胞及其线粒体中ROS的表达均明显增加，其ROS含量均显著升高，ATP的含量以及CK蛋白的表达水平均显著降低（P＜

0.05）；细胞内质网、线粒体肿胀，线粒体嵴溶解甚至消失，损伤明显。与模型组比较，各给药组缺氧原代心肌细胞及其线粒体中

ROS的表达均有所减少，阳性对照组和参附益心方高剂量组缺氧原代心肌细胞中ROS的含量以及各给药组缺氧原代心肌细胞线

粒体中ROS的含量均显著降低，阳性对照组和参附益心方高剂量组缺氧原代心肌细胞中ATP的含量以及各给药组缺氧原代心肌

细胞中CK蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05）；阳性对照组和参附益心方高剂量组缺氧原代心肌细胞损伤明显减轻。

结论：参附益心方对缺氧原代心肌细胞具有一定的改善作用，可下调细胞及线粒体中ROS的表达，并可改善其能量代谢。
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慢性心力衰竭（CHF）因其发病率和病死率均较高，

已成为21世纪最重要的心血管疾病。2011－2014年流

行病学调查显示，美国 20岁以上心力衰竭患者增长到

650万；预计到 2030年，美国 18岁以上心力衰竭患者将

增加 46％，达到 800万[1]。我国成年人心力衰竭患病率

为0.9％，即有450万成年心力衰竭患者[2]。有研究表明，

心肌能量代谢失衡在心力衰竭的发生和发展中发挥着

关键的作用[3]。其中，线粒体是细胞内最重要的能量代

谢场所，并直接参与细胞生长、增殖、胞内信号转导和细

胞凋亡等过程[4]。细胞中活性氧（ROS）等自由基主要由

线粒体产生，高浓度的ROS会触发细胞内的氧化应激反

应，造成氧化损伤，导致线粒体功能的丧失，最终诱发细

胞凋亡[5-6]。

参附益心方是我校孙建芝教授辨治CHF的经验方。

前期基础研究证实，该方可改善CHF模型大鼠心功能，

降低其血清心房钠尿肽（ANP）、B型脑钠肽（BNP）和心

肌血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）水平，抑制心肌纤维化，具有延

缓或改善心肌重塑的作用[7-10]，但该方对ROS和能量代

谢的影响尚未明确。为此，本研究利用缺氧条件建立原

代心肌细胞损伤模型，观察参附益心方对其ROS和能量

代谢的影响，以期为参附益心方治疗CHF提供实验基础

和理论依据。

1 材料
1.1 仪器

RCO-3000TVBB 型 CO2 培养箱（美国 REVCO 公

司）；CK40型倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；JEM-

1400型透射电子显微镜（日本 JEOL公司）；DMI3006型

倒置荧光显微镜、EM UC7型全自动超薄切片机（德国

Leica 公司）；Airtech 型生物超净工作台（江苏苏净集

团）；MK3 型酶标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；FACSCalibur型流式细胞仪（美国BD公司）；Chemi-

Doc XRS+型化学发光成像分析系统（美国 Bio-Rad 公

司）；TDL-50B型低速台式大容量离心机（北京医用离心

机厂）；JA203型电子分析天平（上海海康电子仪器厂）。

1.2 药品与试剂

参附益心方浸膏（山东步长制药有限公司，批号：

131101，规格：1 g约相当于生药总量 9.5 g）；辅酶Q10片

[阳性对照，卫材（中国）药业有限公司，批号：H10930021，

规格：10 mg]；心肌细胞消化液、DMEM高糖培养基、磷

酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）、ROS探针[2′，7′-二氯荧光黄

双乙酸盐（DCFH-DA）]试剂盒、水溶性封片剂、CCK-8试

剂、十二烷基硫酸钠（SDS）上样缓冲液、三羟甲基氨基

甲烷盐酸盐（TBST）溶液（北京索莱宝科技有限公司，批

号分别为T1320、12100、P1020、CA1410、S2150、CA1210、

S8010、T1085）；胎牛血清（FBS，以色列Biological Indus-

tries 公司，批号：04-001-1A）；胰蛋白酶（美国 Gibco 公

司，批号：27250018）；溴脱氧尿核苷（Brdu）、4′，6-二脒

基-2-苯基吲哚（DAPI）染料（美国Sigma公司，批号分别

为B9285、D9542）；兔心肌肌钙蛋白Ⅰ（cTnⅠ）多克隆抗

体、SABC-FITC双标记山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）抗

体（武汉博士德生物工程有限公司，批号分别为

BM1765、SA1064）；0.4％台盼蓝染料（华美生物工程有

限公司，批号：C0040）；腺苷三磷酸（ATP）检测试剂盒

（瑞士 Roche 公司，批号：11699695001）；兔肌酸激酶

（CK）多克隆抗体、兔甘油醛-3-硫酸脱氢（GAPDH）单克

隆抗体（内参）（美国Abcam公司，批号分别为ab108388、

ABSTRACT OBJECTIVE：To observe the effects of Shenfu yixin decoction on reactive oxygen species （ROS） and energy

metabolism in primary hypoxic cardiomyocytes. METHODS：After isolation，culture and identification，primary cardiomyocytes of

neonatal SD rats were randomly divided into normal group，model group，positive control group（coenzyme Q10，0.1 mmol/L）and

Shenfu yixin decoction low-dose and high-dose groups（0.25，0.5 mg/mL）. Except for normal group，other groups were cultured

with 5％ O2，5％ CO2 and 90％ N2 for 6 h to induce hypoxic injury model. After 6 hours of hypoxia，ROS contents in

cardiomyocytes and mitochondria of each group were detected by ROS probe and flow cytometry. Luciferase luminescence and

Western blotting were used to detect ATP content and CK protein expression of each group. Transmission electron microscope was

used to observe ultrastructure of cardiomyocytes in each group. RESULTS：Compared with normal group，the expression of ROS

in primary hypoxic cardiomyocytes and mitochondria as well as the content of ROS were increased significantly，while the content

of ATP and expression levels of CK protein were decreased significantly（P＜0.05）；there were swelling of endoplasmic reticulum

and mitochondria，dissolution or even disappearance of mitochondrial ridge，obvious cardiomyocytes injury. Compared with model

group，the expression of ROS in primary hypoxic cardiomyocytes and mitochondria of administration groups，the contents of ROS

in primary hypoxic cardiomyocytes of positive control group and Shenfu yixin decoction high-dose group as well as the content of

ROS in primary hypoxic cardiomyocytes mitochondria of administration groups were all decreased significantly，while ATP contents

in primary hypoxic cardiomyocytes of positive control group and Shenfu yixin decoction high-dose group as well as expression

levels of CK protein in primary hypoxic cardiomyocytes of administration groups were all increased significantly（P＜0.05）. The

primary hypoxic cardiomyocytes injury was relieved significantly in positive control group and Shenfu yixin decoction high-dose

group. CONCLUSIONS：Shenfu yixin decoction can improve primary hypoxic cardiomyocytes，down-regulate the expression of

ROS in cardiomyocytes and mitochondria and also improve its energy metabolism.

KEYWORDS Shenfu yixin decoction；Hypoxic injury；Primary cardiomyocytes；Reactive oxygen species；Energy metabolism
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ab181602）；辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗兔 IgG抗

体（武汉三鹰生物技术有限公司，批号：SA00001-1）；Mi-

toSOX试剂盒、YOYO-1染料（美国 Invitrogen公司，批号

分别为 M36008、Y3601）；RIPA 细胞裂解液（美国 Ther-

mo Fisher Scientific公司，批号：OC183166）；ECL发光液

（美国 Millipore公司，批号：WBKLS0100）；其余试剂均

为分析纯，水为双蒸水。

1.3 动物

SPF级新生SD大鼠，出生1～3 d，雌雄不限，体质量

约5～6 g，由河南省实验动物中心提供[动物生产许可证

号：SCXK（豫）2015-0005]。

2 方法
2.1 药物贮备液的制备

2.1.1 参附益心方贮备液 称取参附益心方浸膏 0.25

g，加至DMEM高糖培养基10 mL中，混匀，经0.2 μm滤

器滤过后，得质量浓度为 25 mg/mL（以浸膏质量计，下

同）的参附益心方贮备液，现用现配。

2.1.2 辅酶Q10贮备液 称取辅酶Q10片50 mg，碾碎，加

至DMEM高糖培养基5.8 mL中，混匀，经0.2 μm滤器滤

过后，得浓度为10 mmol/L的辅酶Q10贮备液，备用。

2.2 原代心肌细胞的提取

取新生大鼠，于无菌条件下开胸，取其心尖部，经

4 ℃ PBS清洗3次后，将其剪成大小约1 mm3的组织块，

加入心肌细胞消化液适量，轻轻吹打后，移至玻璃瓶中，

于 37 ℃水浴锅中消化 6 min，重复消化 7～8次：第 1次

消化自然沉淀后弃去上清液；后几次消化自然沉淀后均

留取上清液，直至组织块变为白色透明。留取的上清液

中加入等量含 10％FBS 的 DMEM 高糖培养基，轻轻吹

打，以1 000 r/min离心10 min，弃去上清液，加入含10％

FBS的DMEM高糖培养基 1 mL，制成原代心肌细胞悬

液，经200目筛滤过以除去未充分消化的组织块。

2.3 原代心肌细胞的分离和培养

取“2.2”项下原代心肌细胞悬液，置于37 ℃、5％CO2

培养箱中差速贴壁 90 min 后，吸取细胞悬液，以 1 000

r/min离心5 min，弃去上清液，加入含10％FBS的DMEM

高糖培养基适量，轻轻吹打。经0.4％台盼蓝染色后，于

倒置显微镜下观察（死细胞染色后呈蓝色），计算活细胞

比率，并以此为参考调整细胞浓度至 4×105个/mL，接种

于培养板中，加入Brdu适量（终浓度为0.1 mmol/L）以抑

制心肌成纤维细胞增殖。按上述条件培养48 h后，弃去

上清液，细胞用不含 FBS 的 DMEM 高糖培养基同步化

培养24 h。

2.4 原代心肌细胞的鉴定

取“2.3”项下原代心肌细胞适量，弃去培养基，于

4％多聚甲醛溶液中固定 10～20 min，加入 cTnⅠ抗体

（1 ∶ 50），于 4 ℃孵育过夜，随后加入SABC-FITC双标记

IgG抗体（1 ∶ 100），于常温下避光孵育 2 h；加入DAPI染

料适量，避光染色 5 min，以水溶性封片剂封孔，于倒置

荧光显微镜下观察、拍照（DAPI染料可将所有细胞核染

成蓝色，cTnⅠ则可将心肌细胞胞浆染成绿色）。取6个

视野拍照，采用 Image J 5.0软件统计心肌细胞数（n1，即

cTnⅠ染色阳性的细胞数）及细胞总数（N1），计算心肌细

胞比例（心肌细胞比例＝n1/N1×100％）。当心肌细胞比

例超过 85％，表明原代心肌细胞纯度达到试验要求，可

进行后续研究。

2.5 分组、给药与造模

取“2.3”项下纯度达到试验要求的原代心肌细胞适

量，随机分为5组，即正常组、模型组（即缺氧组）、阳性对

照组（辅酶 Q10，0.1 mmol/L，剂量根据本课题组前期

CCK-8试验结果确定）和参附益心方低、高剂量组（0.25、

0.5 mg/mL，剂量根据本课题组前期CCK-8试验结果确

定）。对照组和模型组加入含 10％FBS 的 DMEM 高糖

培养基2 mL，各给药组加入含相应药物的含10％FBS的

DMEM高糖培养基2 mL，每组设置3个复孔。除正常组

外其余各组细胞均于5％O2、5％CO2、90％N2条件下培养

6 h（缺氧时间根据本课题组前期YOYO-1染色试验结果

确定），造成缺氧损伤。正常组细胞不予任何处理，于

37 ℃、5％CO2条件下培养6 h。

2.6 缺氧原代心肌细胞中ROS含量检测

按“2.3”“2.4”项下方法分离、培养、鉴定原代心肌细

胞后，再按“2.5”项下方法分组、给药、造模。缺氧6 h后，

吸弃各孔上清液，于室温下以不含 FBS 的 DMEM 高糖

培养基清洗 2～3 次，每次 1 min，加入经不含 FBS 的

DMEM高糖培养基稀释的ROS探针适量（终浓度为 10

μmol/L），于37 ℃、5％CO2条件下避光孵育30 min，于室

温下以不含FBS的DMEM高糖培养基清洗2～3次，每次

1 min。使用倒置荧光显微镜观察细胞形态，使用酶标仪

（激发波长：488 nm，发射波长：525 nm）检测各孔的荧光

强度，以此表示细胞中ROS的含量。上述试验重复3次。

2.7 缺氧原代心肌细胞线粒体中ROS含量检测

按“2.3”“2.4”项下方法分离、培养、鉴定原代心肌细

胞后，再按“2.5”项下方法分组、给药、造模。缺氧6 h后，

吸弃各孔上清液，于室温下以 PBS清洗 2～3次，每次 1

min，用不含EDTA的胰蛋白酶消化，收集细胞，加入Mi-

toSOX试剂适量（终浓度为 5 μmol/L），于 37 ℃、5％CO2

条件下避光孵育30 min，于室温下以PBS清洗2次，每次

1 min，以1 000 r/min离心5 min，细胞用DMEM高糖培养

基调整密度至5×106个/mL，采用流式细胞仪（激发波长：

488 nm，发射波长：525 nm）检测各孔的荧光强度比率，以

此表示细胞线粒体中ROS的含量。上述试验重复3次。

2.8 缺氧原代心肌细胞中ATP含量检测

按“2.3”“2.4”项下方法分离、培养、鉴定原代心肌细

胞后，再按“2.5”项下方法分组、给药、造模。缺氧6 h后，

吸弃各孔上清液，于室温下以 PBS清洗 2～3次，每次 1

min，采用荧光素酶发光法以酶标仪检测缺氧原代心肌

细胞中ATP的含量。上述试验重复3次。

2.9 缺氧原代心肌细胞中CK蛋白表达水平检测

按“2.3”“2.4”项下方法分离、培养、鉴定原代心肌细
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胞后，再按“2.5”项下方法分组、给药、造模。缺氧6 h后，

采用Western blotting法检测缺氧原代心肌细胞中CK蛋

白的表达情况[11]。细胞经 RIPA 细胞裂解液裂解后，于

4 ℃下以 12 000 r/min离心 15 min，收集上清液（即细胞

总蛋白），采用Brandford法测定蛋白浓度后，煮沸变性，

随后加入适量 5×SDS上样缓冲液，置于－20 ℃冰箱保

存，备用。每组取蛋白50 μg进行十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，电泳结束后采用半干转

移法转膜，以 5％脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入相应一抗

[CK（1 ∶ 1 500）、内参（1 ∶ 3 000）]，于4 ℃孵育过夜；TBST

溶液洗膜，加入HRP标记二抗（1 ∶ 3 000），于 37 ℃恒温

摇床孵育 1 h，TBST溶液洗膜。以ECL发光液显色后，

置于化学发光成像分析系统上成像，采用 Image J 5.0软

件分析蛋白条带灰度值，以相应蛋白与内参的灰度值之

比表示该蛋白的表达水平。上述试验重复3次。

2.10 缺氧原代心肌细胞超微结构观察

按“2.3”“2.4”项下方法分离、培养、鉴定原代心肌细

胞后，鉴于“2.6”～“2.9”项下结果，将细胞按“2.5”项下方

法随机分为正常组、模型组、阳性对照组、参附益心方高

剂量组，然后给药、造模。缺氧6 h后，吸弃各孔上清液，

于室温下以PBS清洗 2～3次，用 2.5％戊二醛溶液固定

4 h；PBS清洗，用 1％锇酸溶液处理 2 h；PBS清洗，分别

用 50％、70％、80％、95％、100％的乙醇梯度脱水，再以

丙酮、环氧树脂812处理，半薄切片定位、超薄切片（厚度

约 70 nm），经饱和醋酸双氧铀溶液染色、水洗、烘干后，

于透射电子显微镜下观察缺氧心肌细胞超微结构并

拍照。

2.11 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，组间比较采用单因素方差分析或非配对

t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 原代心肌细胞的鉴定

原代心肌细胞呈星形或梭形，相互接触交织成网，

有聚集生长趋势，并逐渐形成细胞簇或单层细胞。同

时，细胞呈现同步搏动，搏动频率、节律、强度稳定，频率

约70～130次/min，详见图1。

3.2 参附益心方对缺氧原代心肌细胞中ROS含量的

影响

与正常组比较，模型组缺氧原代心肌细胞中ROS的

表达明显增加，其ROS的含量显著升高，差异有统计学

意义（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组缺氧原代心肌

细胞中ROS的表达均有不同程度的减少，其中阳性对照

组和参附益心方高剂量组缺氧原代心肌细胞中ROS的

含量均显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05），详见

图2、表1。
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A. 普通显微图 B. DAPI染色显微图

图1 原代心肌细胞的显微图

Fig 1 Micrographs of primary cardiomyocytes

A.正常组 B.模型组

C.阳性对照组 D.参附益心方低剂量组

F.参附益心方高剂量组

图2 各组细胞中ROS表达的荧光显微图（×200）

Fig 2 Fluorescence micrographs of the expression of

ROS in cardiomyocytes of each group（×200）
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表 1 参附益心方对缺氧原代心肌细胞及其线粒体中

ROS含量的影响（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effects of Shenfu yixin decoction on ROS con-

tent in primary hypoxic cardiomyocytes and

mitochondria（x±±s，n＝3）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
参附益心方低剂量组
参附益心方高剂量组

原代心肌细胞中ROS含量
60.39±6.56

180.10±8.88＊

136.20±4.81#

166.60±6.47

108.30±4.70#

线粒体中ROS含量，％
8.00±0.36

22.37±1.45＊

5.62±1.46#

16.37±0.93#

6.53±1.22#

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

3.3 参附益心方对缺氧原代心肌细胞线粒体中ROS含

量的影响

与正常组比较，模型组缺氧原代心肌细胞线粒体中

ROS的含量显著升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；与

模型组比较，各给药组缺氧原代心肌细胞线粒体中ROS

的含量均显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05），详

见图3、表1。

3.4 参附益心方对缺氧原代心肌细胞中ATP含量的

影响

与正常组比较，模型组缺氧原代心肌细胞中ATP的

含量显著降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；与模型组
比较，阳性对照组和参附益心方高剂量组缺氧原代心肌
细胞中 ATP 的含量均显著升高，差异均有统计学意义
（P＜0.05），详见表2。

表 2 参附益心方对缺氧原代心肌细胞中ATP含量及

CK蛋白表达水平的影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of Shenfu yixin decoction on ATP con-

tent and CK protein expression in primary hy-

poxic cardiomyocytes（x±±s，n＝3）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
参附益心方低剂量组
参附益心方高剂量组

ATP，μg/mL

1.59±0.05

0.89±0.02＊

1.32±0.08#

1.05±0.10

1.34±0.01#

CK

0.61±0.07

0.22±0.02＊

0.47±0.08#

0.48±0.03#

0.56±0.06#

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

3.5 参附益心方对缺氧原代心肌细胞中CK蛋白表达

水平的影响

与正常组比较，模型组缺氧原代心肌细胞中CK蛋
白的表达水平显著降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；

与模型组比较，各给药组缺氧原代心肌细胞中CK蛋白
的表达水平均显著升高，差异均有统计学意义（P＜

0.05），详见图4、表2。

3.6 参附益心方对缺氧原代心肌细胞超微结构的影响

正常组原代心肌细胞的超微结构清晰，细胞膜、线

粒体胞膜完整，线粒体嵴丰富，嵴膜完整、清晰；模型组

缺氧原代心肌细胞内质网、线粒体肿胀，边界模糊不清，

线粒体嵴溶解甚至消失；阳性对照组和参附益心方高剂

量组缺氧原代心肌细胞可见细胞膜表面微绒毛样突起

减少，细胞膜完整，线粒体嵴丰富，嵴膜完整，部分细胞

内质网、线粒体肿胀，细胞膜完整，线粒体结构清晰，损

伤较模型组明显减轻，详见图5。

4 讨论
心力衰竭是由多种病因导致的一种复杂的临床综

合征，是各种心脏疾病的终末阶段[12]。目前西医常规治

疗CHF的靶点较为单一，药物不良反应较多；非药物治

疗方法因多种因素（如适应证、治疗成本）的限制，效果

也有限。而中医治疗 CHF 具有整体调节的特点，多途

径、多靶点等优势，可用于CHF的规范化治疗[13]。

中医认为，CHF的病机为本虚标实之证，本虚为气

虚、阳虚（或阴虚），标实为血瘀、痰饮、水停，标本俱病，
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图3 各组细胞线粒体中ROS表达的流式细胞图

Fig 3 Flow cytometry of the expression of ROS in car-

diomyocytes mitochondria of each group

图4 各组细胞中CK蛋白表达的电泳图

Fig 4 Electrophoregrams of protein expression of CK

in cardiomyocytes of each group
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正常组 模型组 参附益心方
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参附益心方
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虚实夹杂，其中医证候主要为气虚阳虚、血瘀水停。参

附益心方是河南中医药大学名老中医辨治CHF的经验

方，具有益气温阳、活血利水之功效。该方由人参、附

子、桂枝、丹参、赤芍、益母草等药材组成，其中人参益气

为君药；附子、桂枝温肾阳、通心脉为臣药；丹参、赤芍、

益母草活血化瘀利水，泽泻、车前子、猪苓、大腹皮化湿

利水，葶苈子泻肺逐饮，砂仁、大枣健脾利湿、温补中焦，

共为佐使之药；诸药共奏益气温阳、活血利水之功 [14]。

本课题组前期研究证实，参附益心方可改善CHF模型大

鼠心功能[7-10]，但其在心肌ROS和能量代谢方面的作用

尚不明确。辅酶Q10可显著改善线粒体功能，具有较强的

抗氧化作用[15]，且亦有大量研究证实其疗效[16-18]，现已被

广泛用于CHF的治疗中。因此，本研究选用辅酶Q10作

为阳性对照药物，初步考察了参附益心方对缺氧原代心

肌细胞ROS和能量代谢的影响。

已有证据表明，心脏能量代谢障碍是心肌细胞损伤

的始动环节，是引起和促进心功能障碍发生、发展的重

要因素 [19]。线粒体是细胞内重要的细胞器，生物体内

90％以上的ATP都是由线粒体产生。该细胞器是自由

基产生的重要场所，可通过氧化磷酸化反应为细胞生命

活动提供能量，在凋亡过程中发挥着非常重要的调控作

用[20]。ROS属于自由基，含有氧原子并具有极强的氧化

能力，是细胞内重要的氧化还原信号分子[21]。ROS生成

的主要部位及其作用的主要靶点均位于线粒体内，其可

通过改变线粒体通透性转换孔（MPTP）的开放与关闭而

影响线粒体膜电位和细胞色素C的释放，从而激活天冬

氨酸特异性胱天蛋白酶等凋亡调控蛋白和细胞凋亡诱

导因子，最终引发内源性细胞凋亡；此外，ROS还可通过

激活各种死亡受体，介导外源性细胞凋亡[22]。ATP是细

胞内主要的高能磷酸载体，可直接为细胞供应能量，若

细胞内ATP缺失将可能导致细胞死亡[23]。CK作为细胞

主要的能量储备载体，当ATP需求增加时，可快速催化

磷酸肌酸与腺苷二磷酸（ADP）反应，进而生成ATP和肌

酸，以满足细胞的能量需求；而衰竭心脏经CK途径形成

的能量储备（即ATP生成量）则有所降低[24]。本研究结

果显示，与正常组比较，模型组缺氧原代心肌细胞及其

线粒体中ROS的表达均明显增加，其含量均显著升高，

而细胞ATP含量及CK蛋白的表达量均显著降低，超显

微结构亦提示心肌细胞损伤明显。经药物处理后，各给

药组缺氧原代心肌细胞及其线粒体中ROS的表达均有

不同程度的减少，阳性对照组和参附益心方高剂量组缺

氧原代心肌细胞中ROS的含量以及各给药组线粒体中

ROS的含量均较模型组显著降低，阳性对照组和参附益

心方高剂量组缺氧原代心肌细胞中ATP的含量以及各

给药组缺氧原代心肌细胞中CK蛋白的表达水平均较模

型组显著升高，超显微结构亦提示阳性对照组和参附益

心方高剂量组细胞损伤有所减轻。这提示参附益心方

可一定程度地下调缺氧原代心肌细胞及其线粒体中

ROS的表达，上调缺氧原代心肌细胞中ATP含量和CK

蛋白表达，减轻细胞损伤，与益气、温阳类中药相关研

究[25-26]的结论相符。

综上所述，参附益心方对缺氧心肌细胞具有一定的
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图5 各组细胞超微结构的电子显微镜图

Fig 5 Electron micrographs of the ultrastructure of cardiomyocytes in each group
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改善作用，可下调细胞及线粒体中ROS的含量，并改善

其能量代谢。但本研究仅初步探讨了该方对缺氧原代

心肌细胞ROS和能量代谢的影响，其具体抗CHF的作

用机制尚有待后续研究深入挖掘。
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