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参麦注射液对人诱导多能干细胞衍生心肌细胞钙信号的影响

张 章，于婷婷，李 森*

北京中医药大学 生命科学学院，北京 102401

摘 要：目的 研究参麦注射液对人诱导多能干细胞衍生心肌细胞（HiPSC-CM）钙信号的影响。方法 通过CCK-8法测定

参麦注射液（培养基中终体积分数为 0.25%、0.50%、1.00%、2.00%）培养 24 h对HiPSC-CM细胞存活率的影响；采用钙离

子探针 Fluo-4 研究参麦注射液 （2%，处理 3 min） 对 HiPSC-CM 自发钙瞬变频率的影响，并在不同电刺激频

率（0.2、1.0、2.0 Hz）下研究参麦注射液对HiPSC-CM钙瞬变振幅、上升及下降时间和半峰全宽（FWHM）的影响。结果

CCK-8结果显示，参麦注射液对HiPSC-CM无毒性，且在体积分数 2%时细胞存活率显著高于对照组（P＜0.05）。与加药前

比较，对照组加药后自发钙瞬变频率没有明显变化，2%的参麦注射液组自发钙瞬变频率显著降低（P＜0.001）。与加药前比

较，在 0.2、1.0 Hz电刺激频率下，参麦注射液显著降低 HiPSC-CM 的钙瞬变振幅、上升及下降时间和FWHM（P＜0.01）；在

2.0 Hz 电刺激频率下，参麦注射液显著降低 HiPSC-CM 的上升、下降时间和 FWHM（P＜0.01）。结论 参麦注射液能够

降低HiPSC-CM自发钙瞬变的频率，且在不同频率的电刺激下能降低HiPSC-CM的钙瞬变振幅，表明钙信号调控可能是参

麦注射液心肌保护作用的潜在机制之一。
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Effects of Shenmai Injection on calcium signaling in HiPSC-CM
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Abstract: Objective To study the effect of Shenmai Injection (SMI) on calcium signaling of human induced pluripotent stem cell-

derived cardiomyocyte (HiPSC-CM). Methods The effect of SMI (final volume fractions in medium were 0.25%, 0.50%, 1.00% and

2.00%) on the cell viability of HiPSC-CM was determined by CCK-8 assay. Calcium ion probe Fluo-4 was used to study the effect

of SMI (2%, 3 min) on spontaneous calcium transient frequency in HiPSC-CM. The effect of SMI on amplitude, rise and decay time

and half-peak full width (FWHM) of electrical stimulation-induced calcium transient in HiPSC-CM was investigated at different

electrical stimulation frequencies (0.2, 1.0 and 2.0 Hz). Results The results of CCK-8 showed that SMI was not toxic to HiPSC-CM,

and cell viability was significantly higher than that of control group at 2% (P < 0.05). Compared with before treatment, the

spontaneous calcium transient frequency in control group did not change significantly after treatment, and the spontaneous calcium

transient frequency in 2% SMI group was significantly decreased (P < 0.001). Compared with before treatment, SMI significantly

decreased the calcium transient amplitude, rise and fall time and FWHM of HiPSC-CM at 0.2 and 1.0 Hz electrical stimulation

frequency (P < 0.01). At the frequency of 2.0 Hz electrical stimulation, SMI significantly reduced the rise and fall time and FWHM

of HiPSC-CM (P < 0.01). Conclusions SMI can decrease the frequency of spontaneous calcium transients in HiPSC-CM. Under the

electrical stimulation at different frequency, SMI can reduce the amplitude of calcium transient in HiPSC-CM. It was indicated that

SMI achieve its cardioprotective effect by regulating the calcium signal of cardiomyocytes.
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参麦注射液源自于中国传统配方——参麦散，

主要由红参和麦冬组成［1］，是以中医理论为根据，应

用现代工艺生产的中成药。参麦注射液的用药方

式为静脉滴注，相对于口服，在一定程度上加快了

药物在患者体内的起效速度［2］。已有大量临床试验

证明了参麦注射液对心力衰竭（心衰）、冠心病和慢

性肺心病等疾病均有疗效［3］。此外，参麦注射液联

合其他药物具有增强药效和降低毒性的作用［4］。目

前关于参麦注射液的已有研究主要聚焦在两方面：

在动物模型中研究射血功能、心脏收缩［5-6］；在体外

细胞实验中测量活性氧、线粒体功能等［7］。然而这

些研究未能阐明其对可代表心肌细胞功能的钙信

号的影响。

钙离子作为心肌细胞中重要的第二信使，在兴

奋收缩偶联中起到重要的作用［8］，与心脏收缩功能

息息相关。动作电位诱发钙离子内流，进一步促进

心肌细胞中肌浆网钙库的钙离子释放到细胞质中，

与细丝上的肌钙蛋白钙离子结合位点结合引起心

脏收缩［9］。细胞质中钙离子浓度的突然升高被称为

钙瞬变［10］，研究钙瞬变能从一定角度上描述心肌功

能［11］。然而由于供体有限，人体心肌细胞难以获

得，且受到道德伦理限制，直接在人体心肌细胞上

开展研究难度较大［12］。因此，多能干细胞分化的心

肌细胞逐渐成为了体外细胞研究的重要角色。人

诱导多能干细胞衍生心肌细胞（HiPSC-CM）是一种

由胚胎干细胞分化而来衍生的心肌细胞［13］，与人心

肌细胞相似，也具有成熟的钙触发钙释放（CICR）机

制，因此 HiPSC-CM 被广泛用来进行药物筛选［14］。

但现在基于HiPSC-CM层面的药理学研究仍然以化

学药为主，以中药为主的研究较少，且尚未有研究

应用HiPSC-CM考察药物对钙信号的影响。本研究

通过钙成像技术研究参麦注射液对HiPSC-CM钙信

号的作用，揭示其改善心肌功能的机制。

1 材料

1.1 细胞

HiPSC-CM 及培养基、复苏液、铺板液，从南京

爱尔普再生医学有限公司获得。

1.2 药物及主要试剂

参麦注射液购自杭州正大青春宝药业有限

公司（批号 2011263，规格：每支 2 mL）；钙离子

荧光探针 Fluo-4、咖啡因购自美国 Thermo Fisher

Scientific 公司；台氏液购自北京索莱宝科技有

限公司；CCK-8 试剂盒购自大连美仑生物技术

有限公司。

1.3 主要仪器

SpectraMax i3X 酶标仪购自美国 Molecular

Devices仪器公司；FV3000共聚焦显微镜购自日本

Olympus公司；电刺激器购自英国Digitimer公司。

2 方法

2.1 细胞培养

从液氮中取出细胞冻存管后，立即将其没入

37 ℃水浴锅中融化，随后立刻转移至超净台吸出至

15 mL离心管进行复苏，由慢变快滴加复苏液，同时

旋转离心管以混匀细胞悬液和复苏液。300×g离

心 5 min，弃去上清，将细胞置于 37 ℃和 5% CO2培

养箱中培养，24 h 后更换为心肌细胞培养基，隔天

换液。

2.2 细胞活力检测

在“2.1”项的复苏过程前，预先使用铺板液包被

96 孔板，铺板液能够帮助 HiPSC-CM 贴壁。将

HiPSC-CM 以每孔 1×104个均匀接种在孔内，状态

良好后，用参麦注射液（培养基中终体积分数为

0.25%、0.50%、1.00%、2.00%）处理细胞，每个体积分

数设立 3 个复孔，对照组加入不含药物的培养基。

培养 24 h后，吸尽培养基，将含有 10% CCK-8的培

养基加入到每个孔内 ，等待 2 h。在酶标仪的

450 nm波长处读取吸光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝参麦注射液组A值/对照组A值

2.3 钙成像

在“2.1”项的复苏过程前，预先使用铺板液包被

共聚焦小皿。将HiPSC-CM以每皿 1×104个的细胞

密度接种在共聚焦小皿中间圆孔。培养 1周，待细

胞状态良好后，吸尽培养基，使用台氏液冲洗细胞 1

遍。使用台氏液配制Fluo-4工作液（4 μmol·L−1），在

37 ℃、5% CO2下孵育细胞 30 min。使用台氏液冲

洗细胞 3遍，加入 1 mL台氏液。随后，将共聚焦小

皿置于 FV3000 共聚焦显微镜下并打开温控系统，

使温度稳定在 37 ℃。细胞搏动频率在 1 Hz左右即

可加药，使用参麦注射液（2%）处理 HiPSC-CM

3 min、咖啡因（阳性对照，25 mmol·L−1）即时处理后，

记录给药前后分别对自发钙瞬变频率的影响，另设

置对照组，即不含药物的培养基，操作与参麦注射

液组相同。

2.4 电刺激

体外实验中，一定频率的电刺激可以使得心肌

细胞跟随刺激频率同步化跳动，有助于分析药物对

同一频率下的细胞钙瞬变振幅、半峰全宽（FWHM）

等参数的影响，这些参数描述了一定的生理功能。
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将细胞按“2.2”项流程接种在共聚焦小皿中，以同样

的培养条件和方法处理细胞，电刺激器一端连有不

具有细胞毒性的电极，另一端连接电源和参数面

板，使用不同电刺激频率（0.2、1.0、2.0 Hz）刺激

HiPSC-CM，记录 1 min，温度恒定且细胞搏动频率

稳定后，加入 2% 的参麦注射液处理 3 min，使用共

聚焦显微镜记录HiPSC-CM的钙荧光变化并导出原

始文件，原始文件经过基于 Image J 的 Olympus

viewer 插件读取，并经过分析后导出生成 Excel 文

件，再导入 Matlab 的 Peakcaller 插件分析钙瞬变振

幅、上升及下降时间和FWHM。

2.5 统计学处理

数据均以 x
—

±s表示，对于两两比较采用配对 t检

验、双尾 t检验，对于多于 3组的数据的比较采用单

因素方差分析。统计软件为SPSS 22.0。

3 结果

3.1 参麦注射液对HiPSC-CM细胞存活率的影响

如图 1 所示，与对照组比较，参麦注射液组

HiPSC-CM细胞存活率呈增加趋势，体积分数为 2%

时差异显著（P＜0.05），均对细胞无明显毒性，后续

实验体积分数选择2%。

3.2 参麦注射液降低 HiPSC-CM 自发钙瞬变的

频率

Fluo-4是一种钙离子探针，能够结合钙离子并

在共聚焦显微镜激发光 488 nm波长处产生较强的

荧光。如图 2所示，咖啡因能够促进 HiPSC-CM 收

缩，能够介导钙库的钙离子全部释放，因此呈现出

来的一次较强的荧光变化，这称为咖啡因介导的胞

质钙浓度升高，在本实验中被用作阳性对照，与

加药前比较，咖啡因处理后的钙荧光强度显著

升高，钙瞬变的振幅显著增加（P＜0.001），证明实验

系统可靠。与加药前比较，对照组加药后钙瞬变的

频率没有明显变化；2% 参麦注射液组钙瞬变频率

显著降低（P＜0.001）。

3.3 不同电刺激频率下参麦注射液降低 HiPSC-

CM钙瞬变振幅

使用 0.2、1.0 和 2.0 Hz 的频率对 HiPSC-CM 进

行电刺激，观察参麦注射液对其钙瞬变振幅的

影响。结果如图 3 所示，与加药前比较，在 0.2、

1.0 Hz 电刺激频率下，参 麦 注 射 液 显 著 降 低

HiPSC-CM 的钙瞬变振幅、上升及下降时间和

FWHM（P＜0.01）；在 2.0 Hz 电刺激频率下，参麦

注射液显著降低 HiPSC-CM 的上升、下降时间

和 FWHM（P＜0.01）。

4 讨论

临床上，参麦注射液被用来治疗或者辅助其他

药物治疗心血管疾病或其他疾病。根据研究，参麦

注射液的组分——红参和麦冬均有增强免疫、抗肿

瘤、增加心血管活性等药理作用［15］。Han等［16］总结

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group

图1 不同浓度参麦注射液对HiPSC-CM细胞存活率的影

响（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 Effect of SMI on cell viability of HiPSC-CM at dif‐

ferent concentrations（x
—

±s，n=3）

与同组加药前比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs same group before treatment

图2 咖啡因（A）、对照（B）、2%参麦注射液（C）组HiPSC-CM后钙信号的改变情况（n=3）

Fig. 2 Changes of Ca2+ signaling in HiPSC-CM of caffeine (A), control (B) and 2% SMI (C) group (n=3)
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发现，参类提取物包括红参，能够起到调节免疫应

答、抗过敏反应的作用，麦冬也被报道具有免疫调

节的功能［17］；Hwang等［18］发现红参提取物 Rg3可以

通过活性氧（ROS）促进肺癌细胞凋亡以及线粒体自

噬，此外，麦冬也在最近被发现能在肺癌中减轻患

者症状，提高营养吸收等［19］；Hossain等［20］也通过小

鼠模型阐明了红参对心血管功能低下的逆转和保

护作用，最新的 1项基于网络药理学分析研究发现

麦冬潜在的治疗心血管疾病的作用［21］。这一系列

研究证实了红参和麦冬的有益作用相得益彰，表明

参麦注射液的功效和这些成分具有相似之处。已

有文献报道了参麦注射液多种药理作用，如参麦注

射液能够发挥提高免疫功能，抵抗新型冠状病毒肺

炎（COVID-19）感染［22］，以及可能通过抑制细胞因

子风暴、维持心脏动能稳态等机制实现对COVID-19合

并冠心病的同时干预［23］；Cheng等［24］通过随机对照

试验，确定了参麦注射液能够重塑促血管生成因子

和抗血管生成因子的稳态，促进肿瘤血管正常化，

从而增强药物递送和抗肿瘤作用。此外，参麦注射

液还被报道能够降低多柔比星诱导的心脏毒性［25］，

改善临床化疗后患者的生活质量以及副作用［26］。

然而目前关于中药在体外调控心肌细胞钙信号的

研究较少，且尚未有人研究基于钙信号阐明参麦注

射液调控心肌功能的相关机制。

CCK-8 结果显示 ，2% 的参麦注射液促进

HiPSC-CM活性，无明显毒性，与文献报道的实验浓

度相当［5，27］。结合临床报道来看，使用常规治疗手

段联合参麦注射液治疗如心衰［28］、卒中［29］等心血管

疾病时，并没有增加不良反应事件发生率，且能降

低一些术后不适症状［28］。这表明参麦注射液安全

性良好，但个体差异大，且体外与临床研究仍然存

在差异，因此还需要进一步研究。本研究中用到的

HiPSC-CM已被证明是优良的体外模型对象，可在

体外几乎无限获得。多项研究表明，HiPSC-CM可

被用来临床前心脏毒性药物测试。da Rocha［30］建立

了基于 HiPSC-CM 的心律失常药物评价的体外模

型；Hortigon-Vinagre［31］基于HiPSC-CM评估了硝苯

地平、雷诺嗪和E4031对细胞的药效反应，表明应用

HiPSC-CM可以准确和定量地检测药物安全性和药

效。综合现有研究来看，虽然基于HiPSC-CM评估

中药研究较少，但仍然具有较好的前景。

心肌细胞钙信号一定程度上代表了心肌功能。

本结果表明，参麦注射液显著降低了钙瞬变的频

率。钙瞬变的频率能够反映心率的变化，HiPSC-

CM的自发跳动频率已经被广泛用来检查药物的变

时效应。现有研究表明，心率升高可能导致心血管
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图3 0.2、1.0、2.0 Hz电刺激下2%参麦注射液处理HiPSC-CM前后钙瞬变振幅及相关参数的变化（n=3）

Fig. 3 Amplitude and related parameters of calcium transient in HiPSC-CM before and after treated with 2% SMI under

electrical stimulation at 0.2, 1.0 and 2.0 Hz (n=3)
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疾病，且已被证明是预测人群心血管疾病发病的危

险因素。研究发现，心率和 β受体活性有关，使用 β

受体抑制剂可以导致心率降低。临床中应用降低

心率的药物来降低心衰患者的死亡率，例如使用伊

伐布雷定可以通过降低心率来减轻心衰的症状。

心率过快或早搏与钙瞬变的动态变化有关，它

们两者的关系可以通过记录不同电刺激下的钙瞬

变的变化来研究［32］。研究证实，钙信号代表的收缩

功能对频率变化的反应是心肌衰竭的诊断标志［33］。

HiPSC-CM存在负向力频关系，而在不同电刺激频

率下 ，参麦注射液处理降低了钙瞬变振幅。

Watanabe 等［34］研究发现，评估钙瞬变的波形变

化（包括振幅）是评估药物对心脏收缩力影响的有

效方法。例如，许多其他药物如钙通道阻滞剂能够

降低钙瞬变的振幅。有研究表明具有这种作用的

药物也可用来降低心绞痛下的心脏负荷［35］，降低充

血性心力衰竭的发病率和死亡率［36］。本研究还发

现在不同频率下，参麦注射液可以降低钙瞬变的上

升时间、下降时间。据报道，许多致心律失常药物

会增大钙瞬变的波形中峰值下降时间与峰值上升

时间的比值（D/R比）［34］，在后续研究，或许可以从这

个角度出发，研究参麦注射液是否存在致心律失常

的可能性。然而，本研究尚为体外研究，后续可能

需要结合体内实验进一步说明参麦注射液的药理

作用。

综上所述，参麦注射液能在体外降低HiPSC-CM的

自发钙瞬变频率，且在不同频率的电刺激下，降低

钙瞬变的振幅，表明钙信号调控可能是参麦注射液

心肌保护作用的潜在机制之一。后续将针对发挥

作用的主要成分、具体调控靶点及信号通路等进行

进一步研究。
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