
= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 P期= = OMNU年 P月=• PUM=•=

注射用益气复脉（冻干）对阿霉素诱导 eVcO（OJN）心肌细胞毒性的保护
作用
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摘  要：目的  探讨注射用益气复脉（冻干，vncj）对阿霉素（doxorubicin，alu）诱导 eVcO（OJN）心肌细胞毒性的保

护作用。方法  eVcO（OJN）心肌细胞随机分为对照组，模型组（终浓度为 MKP=μmolLi的 alu处理细胞 QU=Ü），vncj低、

中、高剂量（NOR、SOR、P=NOR=μgLmi）组（提前 O=Ü加入药物预处理，然后加入终浓度为 MK3 μmolLi的 alu处理 QU=Ü），
采用 CChJU法检测细胞活力；使用乳酸脱氢酶（iae）和 Aqm试剂盒检测细胞 iae和 Aqm水平；应用 eoecÜst= PPORU染
色法检测细胞凋亡；gCJN法检测细胞线粒体膜电位；testern= blotting法检测 c~sp~seJP蛋白的表达水平。结果  与模型组比

较，vncj中、高剂量组显著增加细胞存活率（m＜MKMR、MKMN），低、高剂量组明显改善细胞凋亡；低、中、高剂量组 iae
活性显著降低（m＜MKMR、MKMN），Aqm 含量显著增加（m＜MKMR、MKMN），线粒体膜电位明显恢复。结论  vncj 抑制 alu
诱导 eVcO（OJN）的细胞毒性，其作用机制可能与抑制线粒体凋亡信号通路的激活有关。=
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阿霉素（doxorubicin，alu）属于蒽环类抗生

素，是一种有效的化疗药，临床常用于各种实体瘤

和恶性肿瘤的治疗，如肉瘤、乳腺癌、淋巴瘤和白

血病xNJOz等。alu 有很多副作用，其中最严重的是

剂量相关性的心脏毒性，可导致不可逆性心肌炎和

充血性心力衰竭，可能会在停止化疗后的 NM～NR
年发生xPJRz，因此急需开发一种安全有效的药物减轻

alu心脏毒性。=
注射用益气复脉（冻干，viqi=cum~i=iyopÜilized=

fnjection，vncj）来源于著名古方生脉散，生脉散

是中国药典收录且长期应用于治疗心衰的药物xSJUz。

vncj由红参、麦冬和五味子 P味中药组成，研究

显示，它能减轻冠状动脉结扎所致的心衰、氧化应

激、结构损伤和心室重构xUJVz。在慢性间歇性缺氧小

鼠模型中，vncj能逆转心脏内皮细胞肿大和空泡

形成；通过增强心肌收缩力增加射血分数和每搏输

出量；抑制肌酸激酶和乳酸脱氢酶（iae）活性xNMz。

通过传统工艺制备的 vncj能治疗各种心衰，但它

是否能减轻 alu 诱导的心脏毒性目前还不清楚。

本研究使用阿霉素诱导的大鼠心肌细胞 eVcO（OJN）
模型，探讨 vncj对 alu诱导心脏毒性的保护作

用，并研究其作用机制。

N= =材料=
NKN= =药品和试剂=

注射用益气复脉（冻干），批号 OMNSMQMV，天

津天士力之骄药业有限公司；ajbj培养基和小牛

血清（c_p），dibco公司；细胞增殖L毒性检测试剂

（CChJU）与 iae测定试剂盒，日本同仁化学研究

所；阿霉素，上海 qCf公司；_CA蛋白测定试剂盒，

北京索莱宝科技有限公司；Aqm测定试剂盒、细胞

凋亡JeoecÜst 染色试剂盒、线粒体膜电位检测试剂

盒（gCJN）和 kmJQM裂解液，上海碧云天生物技术

有限公司。

NKO= =细胞=
大鼠心肌细胞 eVcO（OJN），购自 AqCC公司。=

NKP= =仪器=
细胞培养箱，美国 qÜermo 公司；多功能酶标

仪，瑞士 qbCAk公司；倒置荧光显微镜，德国 ieic~
公司；凝胶成像系统，美国 _ioJo~d公司；电子分

析天平，瑞士jettler公司。=
O= =方法=
OKN= =细胞培养=

eVcO（OJN）细胞用含 NMB=c_p、NB=NMM=rLmi

青霉素和 MKN= gLi 链霉素的 ajbj 培养基，在

PT=℃、R=B=ClO的饱和湿度培养箱中培养，实验时

取对数生长期的细胞进行实验。

OKO= = CChJU法测定细胞存活率=
将细胞浓度为 U×NMQLmi 的 eVcO（OJN）细胞

接种于 VS孔板中，NMM=μiL孔，将 VS孔板置于PT=℃、

RB=ClO培养箱培养 OQ=Ü，待细胞贴壁后，根据实验

需要进行不同处理，分为对照组，模型组（终浓度

为 MKP=μmolLi的 alu处理细胞 QU=Ü），vncj低、

中、高剂量（NOR、SOR、P=NOR=μgLmi）组（提前 O=Ü
加入药物预处理，然后加入终浓度为 MKP=μmolLi的

alu处理 QU=Ü），每组 S个复孔。终止培养后，向

每孔中加入 NM= μi的 CChJU溶液，将 VS孔板置于

培养箱中孵育 O=Ü后，用多功能酶标仪在 QRM=nm处

测定吸光度（A）值。=
OKP= =培养液 iae含量的测定=

细胞接种、分组、给药、造模操作均同“OKN”
项下方法，离心收集细胞上清液，按照试剂盒说明

书检测 iae含量。=
OKQ= =细胞内 Aqm水平的测定=

将浓度为 U×NMRLmi的eVcO（OJN）细胞接种于

S孔板中，每孔 N=mi，培养 OQ=Ü，细胞分组、给药、

造模操作均同“OKN”项下方法，离心弃去细胞上清，

向细胞中加入裂解液，裂解细胞，Q=℃、NO= MMM×g
离心 R=min，收集上清，用 Aqm试剂盒进行检测，

_CA蛋白测定试剂盒测定总蛋白浓度。=
OKR= = eoechst法检测细胞凋亡=

按“OKP”项方法接种和处理细胞，QU=Ü后弃去

培养基，m_p清洗 O遍，各孔加入 MKR=mi的固定液，

PT=℃温孵 NM=min固定细胞，用磷酸缓冲液（m_p）
清洗 O遍细胞后，加入 MKR=mi=eoecÜst= PPORU染色

液，PT=℃避光孵育 PM= min。弃去染色液，避光条

件下清洗细胞 P遍；封片液封片，荧光显微镜下观

察并拍照。

OKS= =线粒体膜电位的检测=
按“OKP”的方法接种和处理细胞，QU=Ü后弃去

培养基，m_p洗 N遍，离心，弃去上清，向每个孔

中加入 N=mi=ajbj完全培养液和 N=mi=gCJN染色

工作液，混匀，PT=℃避光孵育 OM=min，用 gCJN染
色缓冲液洗 O遍，加入 O=mi=ajbj完全培养液，

用荧光显微镜分析检测。

OKT= = testern=blotting检测 CaspaseJP蛋白表达=
按“OKP”项下方法接种和处理细胞，QU=Ü后弃
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去培养基，m_p洗 O遍，每孔加入 kmJQM裂解液 NRM=
μi，置于冰上用枪吹打数下，充分裂解后，Q=℃、

NO= MMM×g离心 R= min，取上清液，用 _CA法测定

蛋白浓度并配平至浓度一致的样品。 NOB的

papJmAdb电泳后转膜至 MKQR= μm 的 msac膜上。

封闭液封闭 O= Ü，一抗 Q=℃孵育过夜，一抗浓度分

别为 C~sp~seJP（N∶N= MMM）、βJ~ctin（N∶N= MMM）。
用 q_pq洗膜 P遍，室温下与二抗（N∶N= MMM）孵

育 O= Ü，q_pq洗膜后，加入 bCi发光液，放入凝

胶成像仪进行检测。

OKU= =数据分析=
所有实验结果均以 x s± 表示，采用 pmpp=OMKM

软件进行数据分析，两组均数比较采用 t 检验，多

组间均数比较采用单因素方差分析（lneJt~y=
AklsA）。=
P= =结果=
PKN= =对 alu诱导 eVcO（OJN）细胞存活率的影响=

如图 N 所示，与对照组比较，alu 显著降低

eVcO（OJN）细胞存活率（m＜MKMN）；与模型组比较，

中、高剂量的 vncj 显著增加细胞存活率（m＜
MKMR、MKMN）。=
PKO= =对 alu诱导 eVcO（OJN）心肌细胞 iae水平

的影响

细胞外 iae 的释放是细胞膜损伤和细胞坏死

的标志。图 O 结果显示，模型组的 iae 活性与对=

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 N= = vncj对 alu诱导 eVcO（OJN）心肌细胞存活率的

影响（ x±sI=n ==P）=
cigK=N= = bffect=of=vncj=on=aluJinduced=cytotoxicity=in=

cell=viability=of=eVcO=EOJNF=cells=E x±sI=n ==PF=

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 O= = vncj对 alu诱导 eVcO（OJN）心肌细胞 iae水

平的影响（ x±sI=n ==P）=
cigK=O= = bffect=of=vncj=on=iae=enzyme=content=induced=

by=alu=in=eVcO=EOJNF=cells=E x±sI=n ==PF=

照组比较显著增强（m＜MKMN）；与模型组比较，

vncj 低、中和高剂量 iae 活性呈剂量相关性地

降低，差异显著（m＜MKMR、MKMN）。=
PKP= =对 alu诱导 eVcO（OJN）细胞 Aqm的影响=

与对照组比较，alu 显著降低细胞 Aqm 的含

量（m＜MKMN）；而 vncj低、中和高剂量组与模型

组比较，Aqm 含量显著增加（m＜MKMR、MKMN），结

果见图 P。=

与对照组比较：@@m＜MKMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@m Y=MKMN=vs=control=groupX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 P= = vncj对 alu诱导 eVcO（OJN）心肌细胞 Aqm的影

响（ x±sI=n ==P）=
cigK=P= = bffect=of=vncj=on=intracellular=Aqm=levels=induced=

by=alu=in=eVcO=EOJNF=cells=E x±sI=n ==PF=
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PKQ= =对 alu诱导 eVcO（OJN）细胞凋亡的影响=
eoecÜst=染色是一种经典、简单和快速的从正

常细胞中检测出凋亡细胞的方法。如图 Q所示，对

照组细胞状态良好，几乎没有凋亡核的出现；而模

型组出现了典型的凋亡特征，且细胞数量明显减少。

与模型组比较，vncj 低、高剂量组降低了 alu
诱导 eVcO（OJN）细胞的凋亡，细胞数量显著增加，

但中剂量组没有观察到明显的抗凋亡作用。

PKR= =对 alu 诱导 eVcO（OJN）细胞线粒体膜电位

的影响

对照组细胞显示出红色荧光，而 alu 诱导

eVcO（OJN）细胞出现绿色荧光，表明细胞线粒体膜

电位出现极化，导致膜电位偏移。vncj各给药组

与模型组比较，eVcO（OJN）细胞显示出显著的红色

荧光，说明 vncj对 alu诱导细胞具有稳定线粒

体膜电位的作用，结果见图 R。=

图 Q= = vncj对 alu诱导 eVcO（OJN）心肌细胞凋亡的影响（×OMM，eoechst染色）=
cigK=Q= = bffect=of=vncj=on=apoptosis=of=eVcO=EOJNF=cells=induced=by=alu=E=×=OMMI=eoechst=strainingF=

图 R= = vncj对 alu诱导 eVcO（OJN）细胞线粒体膜电位的影响（×OMM）=
cigK=R= = vncj=protect=cells=against=aluJinduced=eVcO=EOJNF=cells=changes=in=mitochondrial=membrane=potential=E=×=OMMF=

PKS= =对 alu 诱导 eVcO（OJN）细胞 CaspaseJP 蛋
白表达的影响

C~sp~seJP 蛋白在细胞凋亡的过程中扮演着关

键角色。如图 S 所示，模型组与对照组比较，

C~sp~seJP蛋白表达显著增加（m＜MKMR），而 vncj

高剂量组与模型组比较，显著降低了 C~sp~seJP 蛋

白表达（m＜MKMN）。=
Q= =讨论=

研究显示，vncj在临床上用于治疗各种心脏

疾病，可能通过多靶点和整体协同作用发挥治疗效

对照 模型 = = = = vncj=NOR=‘g·mi−N= = = = = = vncj=SOR=‘g·mi−N= = = = = = vncj=P=NOR=‘g·mi−N=

对照 模型 = = = vncj=NOR=‘g·mi−N= = = = = vncj=SOR=‘g·mi−N= = = vncj=P=NOR=‘g·mi−N=

红色荧光=

绿色荧光=

双标=
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与对照组比较：@m＜MKMR；与模型组比较：GGm＜MKMN=
@m Y=MKMR=vs=control=groupX=GGm Y=MKMN=vs=model=group=

图 S= = vncj对 alu诱导 eVcO（OJN）细胞 caspaseJP蛋白

表达的影响（ x±sI=n ==P）=
cigK=S= = bffect=of=vncj=on=caspaseJP=protein=expression=in=

aluJinduced=eVcO（OJN）cell（ x±sI=n ==P）=

果xUJVI=NNz。本研究首次证明 vncj能够抑制 alu诱

导 eVcO（OJN）心肌细胞的凋亡，抑制 c~sp~seJP的
表达，增加胞内 Aqm含量和稳定线粒体膜电位。以

上结果表明，vncj 对 alu 诱导的细胞毒性的保

护作用可能是通过抑制线粒体凋亡信号通路的激活

发挥的。

alu是临床常用的化疗药，但其副作用会导致

不可逆的心脏毒性，引起心衰，阻碍临床使用xPJQz。

研究显示，alu引起心脏毒性的分子机制与心肌细

胞的凋亡和坏死有关xOI= NOz，但这种病理机制没有被

完全阐明。其他机制还包括氧化应激产生的自由基、

胞内钙紊乱、自噬相关蛋白的增加，能量代谢紊乱

和凋亡信号通路的激活等xRI=NPJNRz。=
本研究显示，alu 显著降低细胞活力，增加

eVcO（OJN）细胞的凋亡，增加细胞上清 iae的释

放。在给予 vncj后，细胞活力增加，并恢复细胞

上清中 iae的水平；用 eoecÜst染色法进一步检测

了 vncj 的抗凋亡作用，结果显示，vncj 能抑

制 alu诱导的心肌细胞凋亡。=

线粒体通路和死亡受体通路都会激活细胞的凋

亡xNSz。有研究显示，alu 直接激活线粒体凋亡通

路，使线粒体膜电位发生改变；线粒体膜电位的改

变会导致如细胞色素 c等促凋亡分子的释放，而细

胞色素 c 是由 c~sp~seJV 形成的凋亡体，它会促进

c~sp~seJP 的活化xNTJNVz。C~sp~se 属于天冬半胱氨酸

蛋白家族，在调节细胞凋亡方面具有关键作用，

c~sp~seJP 是其中最重要的蛋白xOMJOPz。研究显示，

vncj 预处理能抑制 alu 诱导的线粒体紊乱，增

加线粒体膜电位和 Aqm 的水平，降低 c~sp~seJP 的

表达。这些结果表明，vncj可能是通过调节能量

代谢和线粒体凋亡通路发挥对 eVcO（OJN）心肌细

胞的保护作用。

综上所述，vncj对 alu诱导的 eVcO（OJN）
心肌细胞毒性具有保护作用。vncj可通过稳定线

粒体膜电位、调节线粒体的能量代谢和抑制

c~sp~seJP表达发挥作用，推测这种保护作用可能与

抑制线粒体凋亡信号通路的激活有关。
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