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注射用益气复脉（冻干）对H2O2所致H9C2细胞损伤的保护作用模型的建立

及初步验证
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摘 要：目的 建立注射用益气复脉（冻干）（YQFM）对H9C2心肌细胞损伤的保护作用，并对 30批样品进行测定。方法

筛选H2O2对H9C2心肌细胞损伤的造模时间（0.5、1.0、1.5 h）、造模剂量（0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mmol/L），确定最佳造

模方式；并进行线性、精密度和耐用性方法学考察；以YQFM随行样品作为对照，以细胞存活率作为衡量其保护作用的指

标。结果 造模时间为 0.5 h，H2O2造模剂量为 0.2 mmol/L时，细胞存活率为 60%左右，造模效果相对稳定；浓度为5 mg/mL的

30批YQFM，使H2O2所致的损伤H9C2细胞的存活率为 84.4%～96.8%，具有较好的细胞保护作用。结论 所建方法适用于

YQFM对H9C2细胞损伤的保护作用研究，可作为初步评价YQFM生物学质量标准。
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Establishment and preliminary verification of protective model of H9C2 cell

injury induced by H2O2 by Yiqi Fumai Lyophilized Injection
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Abstract: Objective Establish a protective effect of YiqiFumai Lyophilized Injection for injection on H9C2 cardiomyocyte injury.

Determine the protective effect of 30 batches of samples on myocardial cell injury.Methods Study the modeling time (0.5, 1.0, and

1.5 h ) and the modeling dosage (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, and 0.6 mmol/L) of H2O2 on H9C2 cardiomyocyte injury. Determine the best

modeling method, and carry out linear, reproducible, precision and stability methodological investigation. Use the accompanying

sample as a control. Use the percentage of CCK-8 cell viability as an index to measure its relative protection. Results When the

modeling time was 0.5 h, the dose of H2O2 was 0.2mM, the degree of cell damage was about 60%, and the modeling effect was

relatively stable. The concentration of YiqiFumai (lyophilized) in 30 batches was 5 mg/mL. Its protective effect on H9C2

cardiomyocyte injury induced by H2O2 is between 84.4% — 96.8%, which has a good cytoprotective effect. Conclusion The

established method is suitable for the protective effect of YiqiFumai Lyophilized Injection for injection on H9C2 cell injury. It can be
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used as a preliminary evaluation of the biological quality standard of YiqiFumai Lyophilized Injection for injection.

Key words: YiqiFumai Lyophilized Injection; H9C2 cardiomyocytes; H2O2; biological quality standard; antioxidant

注射用益气复脉（冻干）（YQFM）是由红参、麦

冬、五味子 3味药按照一定比例配伍，再经由一系列

现代工艺加工制备而成的冻干粉，含有多种有效成

分［1］，具有益气复脉、养阴生津等功效，临床上主要

用于冠心病劳累性心绞痛的气阴两虚证，以及冠心

病所致慢性左心功能不全 II、III级气阴两虚证，疗效

显著。蒋寅［2］阐述了鞠爱春、孙兰军等多名学者的

临床研究成果，证实了YQFM对心衰和心绞痛的治

疗作用；刁艳菲［3］研究了 86例慢性心衰患者，并给

予YQFM和西药联合使用后，证实YQFM有增强心

肌收缩力的功效；马振国［4］研究了 86例缺血性心肌

病合并心力衰竭的患者，给予 YQFM 治疗后，治疗

有效率提高；张崇荣等［5］研究了 62例气阴两虚型心

绞痛患者，发现给予YQFM治疗后能够改善冠心病

心绞痛的临床症状；袁长玲等［6］研究了YQFM对冠

心病心力衰竭联合心绞痛的治疗作用，发现与仅给

予常规治疗相比，YQFM联合治疗后，心功能提高，

活动耐量提高；孙静等［7］利用静脉滴注的方式研究

了YQFM对 136例冠心病心绞痛患者的治疗作用，

证明了YQFM在治疗冠心病心绞痛方面安全有效。

有研究证实，心血管疾病的发生和体内氧自由

基有密切联系［8-14］。体内氧自由基的增多会导致退

行性疾病如帕金森氏症和阿尔茨海默症等［15-16］。氧

化应激是指机体氧化和抗氧化能力失衡，导致体内

氧自由基大量堆积的现象［17］。人体中存在清除氧

自由基的物质和酶，但当氧自由基的数量超过人体

自身清除能力时，会造成许多不可逆的损伤，如脂

质过氧化、DNA和 RNA的损伤、蛋白质变性、氧化

酶的破坏等［18］。因此，考察心血管药物的抗氧化活

性成为评价心血管药物的一个重要指标。

氧化应激模型的造模方式有很多，主要分为动

物模型和细胞模型［19-20］，与动物模型相比，细胞模型

克服了动物模型的个体差异性大，模型结果不稳定

的特点，并且细胞模型操作严格规范，结果更加严

谨，更能从微观反映药物的特点。氧化应激源有很

多种，如化学源 H2O2、阿霉素、溴化苯等，物理源紫

外照射、辐照等［21］。H2O2作为一种常见的氧自由

基，易穿透细胞膜，性质相对稳定［22］，因此在文献报

道中最为常见。

生物学质控是指采用生物学手段，评价产品产

生的特定生物学效应，从而拟定产品的质量标准范

围，完成对产品的质量控制的过程。各国药典对生

物学质控方法有一些具体规定，例如美国药典规

定，生物质控应该由体外或体内检测组成，或两者

兼有。本课题组前期工作已证实，YQFM 对 H9C2

大鼠心肌细胞有一定的保护作用［23］，其他学者也通

过实验证明 YQFM 对心肌具有一定的保护作

用［24-27］。考虑到要考察YQFM对氧化应激所造成的

心肌损伤，最后选择 H9C2大鼠心肌细胞作为实验

细胞［28］。

1 材料

1.1 细胞株

大鼠H9C2心肌细胞株，购自ATCC官方网站。

细胞的复苏、培养与传代参照文献［29］进行，用含

10%的 FBS与 1% PBS的DMEM高糖培养基，放置

在37 ℃、5% CO2培养箱中培养，2～3 d换1次液。

1.2 药物与主要试剂

YQFM（天津天士力之骄药业有限公司，规格

0.65 g/瓶，批号为 20170311）；随行对照样品（即 10

批连续生产的YQFM的均匀混合品，天津天士力之

骄药业有限公司，批号分别为 20190201、20190202、

20190203、 20190204、 20190205、 20190206、

20190207、20190301、20190302、20190303）；DMEM

高糖培养基、青霉素、链霉素（PS）、胎牛血清（FBS）、

胰 蛋 白 酶 、PBS（Gibco 公 司 ）；CCK-8 试 剂

盒（DOJINDO 公 司 ）；细 胞 增 殖/毒 性 检 测 试

剂（CCK-8）（日本同仁化学研究所）；3% H2O2（天津

市东方广诚医药化工有限公司）。

1.3 仪器设备

CO2 培 养 箱 、ST16R 台 式 高 速 冷 冻 离 心

机（Thermo 公司）；细胞计数仪（Merck Milipore 公

司）；TECAN INFINITE 200酶标仪（TECAN公司）；

倒置显微镜（Olypums公司）；XP205电子天平（梅特

勒-托利多仪器有限公司）。

2 方法

2.1 不同浓度的 YQFM 对 H9C2心肌细胞活力的

影响

YQFM药物配方符合安全性要求，但药液浓度

过高，可能会影响细胞的渗透压，因此设置药液浓

度梯度来考察安全范围。取对数生长期的细胞，用

培养液稀释并吹打成细胞浓度为 8 000/孔的悬液，

接种于 96孔板中，每孔 100 μL，于 37 ℃、5%CO2、饱
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和湿度培养箱内培养 24 h后，向各孔加入终质量浓度

分别为0.625、1.250、2.500、5.000、10.000、20.000 mg/mL

的 YQFM，并设置对照组（不加药）和空白组（不接

种细胞），每组 6个复孔，培养 48 h，培养结束后，每

孔加入 CCK-8 溶液 20 μL，继续培养 1 h，培养结束

后，酶标仪 450 nm下测定吸光度（A）值，并扣除空白

孔的A值，计算细胞存活率。

细胞存活率=（给药组 A 值－空白组 A 值）/（对照组 A

值－空白组A值）

结果显示，YQFM（批号 20170311）在 0.625～

10.000 mg/mL质量浓度下对H9C2细胞活力均没有

抑制作用，与对照组比较，YQFM 20 mg/mL 组

H9C2 细 胞 存 活 率 显 著 升 高（P＜0.05）。 结 果

见图1。

2.2 H2O2对H9C2细胞损伤模型方法学考察

2.2.1 H2O2造模浓度和时间对H9C2细胞损伤模型

的影响 细胞接种操作同“2.1”项，细胞进入对数生

长期后，将原细胞培养液弃去，加入无 FBS 的

DMEM培养基，于正常条件下培养 1 h后，每孔加入

含 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mmol/L H2O2的培养液，

考察不同浓度的H2O2对H9C2细胞的损伤作用；在

加入 H2O2 后 0.5、1.0、1.5 h 后分别检测细胞存活

率（CCK-8），考察 3个造模时间对H9C2细胞的损伤

作用。

如图 2所示，H2O2在 0.2 mmol/L浓度下，造模时

间为0.5 h，细胞存活率为60%～65%，较能体现药效

差异，便于进一步研究，且多次造模结果稳定；在

0.1 mmol/L浓度下，造模时间为 1 h，细胞存活率也

为 60%左右，但造模时间较长，损伤程度变化较大、

结果不稳定，结合实验的易行性等因素，最终选择H2O2

0.2 mmol/L、造模时间为0.5 h作为最终造模条件。

2.2.2 线性考察 应用随行对照药品进行线性考

察，细胞接种及造模方法同“2.2.1”项，0.2 mmol/L

H2O2作用 0.5 h 后，向各孔加入终质量浓度分别为

2.5、5.0、7.5、10.0、12.5 mg/mL 的 YQFM，并设置对

照组（不加药不造模）、模型（不加药）组和空白

组（不接种细胞），培养 48 h，培养结束后，CCK-8法

检测A值，计算细胞存活率。以细胞存活率为纵坐

标 ，以 YQFM 浓度为横坐标 ，进行线性回归。

YQFM随行对照在 2.5～12.5 mg/mL范围内线性良

好，线性方程为 y = 0.037 3x + 0.586，R2=0.933 8。

2.2.3 精 密 度 考 察 细 胞 接 种 及 造 模 方 法

同“2.2.2”项，考察 YQFM 随行对照（5 mg/mL）在

H2O2 0.2 mmol/L、造模时间为 0.5 h的条件下的 6孔

重复试验，考察其A值RSD值范围。

6孔 A值分别为0.609 8、0.358 5、0.487 5、0.566 0、

0.493 4、0.502 0，RSD 为 17.01%。由于缺乏相关领

域规范标准，结合预实验数据，初定 RSD小于 20%

即符合相关要求。

2.2.4 耐用性考察 使用相邻代数的H9C2细胞，考察

YQFM随行对照（2.5、5、10 mg/mL）在H2O20.2 mmol/L、

造模时间为 0.5 h的条件下的 3次重复试验，考察不

同代数的细胞对实验结果的影响。

3 次实验所制作的标准曲线求得的 R2分别为

0.982 0、0.978 1、0.925 7，皆大于0.9，RSD为3.27%，根据

实验结果初步判断，该方案的耐用性满足要求。

2.3 数据统计分析

实验数据采用 SPSS 17.0 软件进行处理，单因

素方法分析进行统计学分析。

2.4 YQFM 30批样品的检测

选取 2016—2019 年 30 批 YQFM，分别测定

了 5 mg/mL 的随行对照药品和样品对H2O2（浓度为

0.2 mmol/L、造模时间为 0.5 h）所致的H9C2细胞损

伤的保护作用，每批设 6个孔，所得结果为 6次测定

的平均值。

如图 3所示，30批次YQFM对H2O2所致的心肌
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细胞损伤（细胞存活率为 60%～65%）的保护作用在

84.97%～93.5%（细胞存活率）之间，由于缺乏领域

内权威规范，因此将质量合格标准定至测定批数所

得数据上下极值各放宽范围跨度的 5%，自定初步

范围为84.4%～96.8%（下图中的绿线和红线表示）。

3 讨论

生物效价是根据药物的疗效做出的量化指标，

应能直接或间接的代表或体现药物的全部或主要

临床疗效，YQFM 的药理药效主要体现在抗心衰、

抗心肌缺血/缺氧损伤，另外也有对脑缺血和微循环

及免疫功能的保护作用研究，一些动物模型如结扎

冠状动脉左前降支造成的慢性心衰模型研究较多，

也较为成熟，但动物模型造模相对困难，造模时间

长，而且存在着整体动物模型造模不稳定的特点，

容易受到体内神经、体液等因素的影响，尤其要开

发成质控方法后，要进行的线性、重复性、精密度等

方法学考察，难度较大，对于一般的操作者来说是

一个很大的挑战。

体外细胞模型避免了动物造模的不稳定性，能

够最大程度的保证模型的均一性，越来越成为各类

抗心衰和心脏保护作用药物的首选模型。研究表

明，YQFM能够提高心肌细胞H9C2的存活率，抑制

凋亡蛋白 caspase-3 的表达，调节 Bcl-2/Bax 的表达

比例，增加线粒体膜电位和ATP的含量进而纠正线

粒体功能异常，从而发挥抗心肌缺血和缺氧损伤的

保护作用［33-34］。

本研究建立 H2O2致 H9C2细胞损伤的模型，紫

外分光光度测量带颜色的体系都要求减掉受试物

底色以求保持一致。本实验要求在加入检测剂之

前换掉所有的药液，重新添加不含药物的培养液。

对于细胞实验而言一般有 3种常用试剂，分别为：培

养液、生理盐水以及PBS。对于本实验而言，本过程

主要模拟的是缺血后再灌注的过程，检测过程中，

血液重新流经心肌细胞，带来大量营养物质，因此

选择完全培养液更能模拟真实的病理过程。采用

线性、精密度和耐用性试验对该模型进行验证，进

而评价 30 批次的 YQFM 对 H2O2所致的 H9C2 心肌

细胞损伤的保护作用，以 30批样品的相对保护作用

的均值上下浮动 5%为上下限初步制定出其生物学

质量标准。即YQFM对H2O2所致的H9C2心肌细胞

损伤的相对保护作用应在 84.4%～96.8%之间认为

其有效性可控。

关于中药注射剂，乃至中药的生物学质控或生

物效价的研究目前虽有较多人在研究，但可供参考

的文献还较少，如何对中药注射剂有效性进行生物

学质控的研究也是目前中药注射剂进行质量再评

价的一项研究课题，本文以细胞为模型考察YQFM

对H2O2所致的H9C2心肌细胞损伤的保护作用，初

步建立其生物学质控方法，希望能为其他中药注射

剂的生物学质控研究提供思路。
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