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缺氧复氧处理后 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的保护作用∗
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摘　 要　 目的　 探讨剑叶龙血树总黄酮(ＤＣＦ)对缺氧复氧处理后 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的保护作用ꎮ 方法　 实验分为正

常对照组、模型对照组和 ＤＣＦ 大、中、小剂量组(２０ꎬ１０ꎬ５ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ给药 ２４ ｈ 后进行缺氧 ４ ｈ 复氧 １６ ｈ 处理ꎬ采用流式

细胞术及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法测定细胞凋亡及凋亡蛋白表达ꎮ 结果　 ＤＣＦ(１０ꎬ５ μｇ􀅰ｍＬ－１)能够显著降低 Ｈ９ｃ２ 心肌细

胞凋亡率ꎬ并且能够提高 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 蛋白表达ꎬ降低 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋白表达ꎮ 结论　 ＤＣＦ 能

够保护缺氧复氧处理后 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ其机制可能是通过 ＰＩ３Ｋ 及细胞凋亡通路发挥作用ꎮ
关键词　 剑叶龙血树黄酮ꎻＨ９ｃ２ 心肌细胞ꎻ细胞凋亡
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　 　 剑叶龙血树[Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｏｕｒ) Ｓ.Ｃ.
Ｃｈｅｎ]含树脂木材是国产血竭的主要生产原料ꎮ 国产

血竭又称龙血竭ꎬ是伤科要药ꎬ具有活血化瘀、止血、镇

痛、解痉、抗炎及降糖作用[１]ꎮ 药理研究表明龙血竭

具有抗炎镇痛、保护心肌细胞、抗血小板聚集等作用ꎬ
被誉为“活血之圣药” [２￣４]ꎮ 由于龙血竭疗效明确ꎬ临

􀅰２３􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３８ Ｎｏ􀆰 １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１９



床用量不断增加ꎬ而且国内剑叶龙血树濒临灭绝[５]ꎬ
提高剑叶龙血树资源利用度成为目前保护其资源的重

要手段之一ꎮ
缺氧复氧处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞模型是目前研究心

肌缺血￣再灌注损伤(ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙꎬＭＩＲＩ)最常见的体外模型[６￣７]ꎬ目前 ＭＩＲＩ 已成为

临床上影响冠心病患者获得再灌注最佳疗效的主要障

碍ꎬ临床上尚无有效药物进行干预[８]ꎮ 龙血竭中黄酮类

成分能够改善心肌缺血大鼠的心脏功能[９]ꎬ并且对动脉

血栓的形成具有明显的抑制作用[１０]ꎮ 笔者尚未见关于

从剑叶龙血树含脂木材中提取得到总黄酮类成分的药

效学报道ꎮ 通过研究剑叶龙血树黄酮的药效ꎬ对深入开

发剑叶龙血树资源ꎬ提高其利用度具有重要意义ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 实验材料　 大鼠 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞株ꎬ为大鼠胚胎

心肌层细胞(Ｐｒｏｃｅｌｌ 公司ꎬ货号:ＣＬ￣００８９)ꎻ剑叶龙血

树含脂木材(西双版纳柬龙制药有限公司ꎬ由中国医

学科学院药用植物研究所云南分所李学兰研究员鉴

定)ꎻ龙血素 Ｂ 对照品(中国食品药品检定研究院ꎬ批
号:１１１５５８￣２０１４０７)ꎬ二甲亚砜(ＤＭＳＯ) (ＶＷＲ 公司ꎬ
批号: ０６６６Ｃ０８１ )ꎻ 胰 蛋 白 酶 ( Ｇｉｂｃｏ 公 司ꎬ 批 号:
１８６９５０５)ꎻ脱脂奶粉(ＢＤ 公司ꎬ批号:１７８５９８９)ꎻ胎牛

血清(Ｐｒｏｃｅｌｌ 公司ꎬ批号:２０１５１２０６)ꎻ达尔伯克改良伊

格尔 ( ＤＭＥＭ) 高糖培养基 ( Ｈｙｃｌｏｎｅ 公 司ꎬ 批 号:
ＡＢ２１７８０２)ꎻＤＭＥＭ 无糖培养基 ( Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ批号:
１８１０１９２)ꎻ 电 化 学 发 光 ( ＥＣＬ ) 试 剂 盒 ( 批 号:
０１８１５０８)、二辛可酸(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)蛋白定

量试剂盒(批号:００１７１５０９)、哺乳动物细胞蛋白抽提

试剂盒(批号:０００４１５０３)、转膜液(批号:００１５１５１１)、
聚丙烯酰胺凝胶电泳液(批号:２０２０１０)、ＴＢＳＴ 缓冲液

(批号:４０１４７)均购自康为世纪公司ꎻＰＩ３Ｋ 抗体(批
号:２５９２３２２)、Ａｋｔ 抗体(批号:２６２６０２３)、Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 抗
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Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司ꎻ Ｂａｘ 抗 体 ( Ａｂｃａｍ 公 司ꎬ 批 号:
ＧＲ１８７４７８￣１０)ꎻ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 抗体 ( Ａｂｃａｍ 公司ꎬ批号:
ＧＲ２２７６２７￣３)ꎻ细胞凋亡流式试剂盒(Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ批
号:Ｖ１３２４２)ꎻＣＣＫ￣８(江苏碧云天公司ꎬＣ００３８)ꎮ
１.２　 仪器与设备　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｈ￣ＣＬＡＳＳ 超高效液

相色谱仪ꎬＰＤＡ ｅλ 检测器(Ｗａｔｅｒｓ 公司)ꎻＳＷ￣ＣＪ￣１Ｆ 超

净工作台(苏净集团苏州安泰空气技术有限公司)ꎻ
ＸＫ９６￣８ 旋转振荡器(江苏新康医疗器械有限公司)ꎻ
Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ ｉ３ 酶标仪[美谷分子仪器(上海)有限公司]ꎻ
ＶＥ￣１８０Ｂ 电泳槽(上海天能科技有限公司)ꎻＴａｎｏｎ ５２００
Ｍｕｌｔｉ 凝 胶 成 像 仪 ( 上 海 天 能 科 技 有 限 公 司)ꎻ
ＳｉＧｍＡ３Ｋ１５ꎬＳｉＧｍＡ１￣１４ 离心机(德国西格玛 ｓｉｇｍａ 公

司)ꎻＮＵ￣４９５０ 三气培养箱(美国 Ｎｕａｉｒｅ 公司)ꎻＨＦ１６０Ｗ
二氧化碳培养箱(上海力申科学技术有限公司)ꎮ
１.３　 实验方法　
１.３. １ 　 剑叶龙血树总黄酮 (Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓꎬＤＣＦ)提取和精制　 将剑叶龙血树含脂木材

粉碎后ꎬ粉碎过孔径 ０.１８０ ｍｍ(８０ 目)筛ꎬ参照文献[１１]
方法提取总黄酮ꎮ 以龙血素 Ｂ 为对照品ꎬ使用分光光度

法[１１]测定精制后提取物黄酮含量为(５４.３０±２.３８)％ꎮ
参考文献[１２]介绍的方法ꎬ采用超高液相色谱法

对 ＤＣＦ 进 行 分 析ꎬ 色 谱 柱: ＡＣＱＵＴＹ ＵＰＬＣ Ｃ１８

(２.１ ｍｍ×１００ ｍｍꎬ１. ７ μｍ)ꎻ流动相为乙腈 ( Ａ)￣水
(Ｂ)梯度洗脱ꎬ线性洗脱程序为 ０ ~ ３ ｍｉｎꎬ１０％→１８％
Ａꎬ３~ １５ ｍｉｎꎬ１８％→６０％ Ａꎬ１５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ６０％→９０％
Ａꎻ流速 ０.３ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ检测波长 ２１０ ｎｍꎻ柱温 ４０ ℃ꎻ
进样量 ３ μＬꎮ 共得到 ２８ 个色谱峰ꎬ经过标准品对照ꎬ
其中 １ꎬ３ꎬ１３ꎬ１４ꎬ２４ 号峰分别为白藜芦醇、７ꎬ４’￣二羟

基黄酮、龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、紫檀芪ꎮ 见图 １ꎮ
１.３.２　 细胞培养　 Ｈ９ｃ２ 细胞用含 １０％胎牛血清ꎬ１％
双抗的高糖 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ３７ ℃、５％二氧化碳培养箱

中培养ꎬ２ ｄ 更换培养液ꎬ４ ｄ 传代一次ꎮ
１.３.３　 ＣＣＫ￣８ 法测定 ＤＣＦ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞毒性作用

和 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞缺氧复氧模型的干预作用 　 Ｈ９ｃ２
心肌细胞经 ０.２５％胰蛋白酶消化收集ꎬ按每孔 ８０００ 个

细胞接种于 ９６ 孔培养板ꎬ置于 ３７ ℃、５％二氧化碳培

养箱中孵育 ２４ ｈ 后ꎬ加入 ＤＣＦꎬ使其终浓度为 １００ꎬ５０ꎬ
２５ꎬ１２.５ꎬ６.２５ꎬ３.１２５ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ每种浓度 ３ 个复孔ꎮ
培养 ２４ ｈ 后ꎬ取出 ９６ 孔板吸出含药培养基每孔加

ＣＣＫ￣８ 溶液 １０ μＬꎬＤＭＥＭ 培养基 ９０ μＬꎬ置于 ３７ ℃孵

育 ４ ｈ 后ꎬ测定波长 ４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ
Ｈ９ｃ２ 心肌细胞以 ２.５×１０４􀅰ｍＬ－１接种到 ９６ 孔板

中ꎬ每孔 ２００ μＬꎮ 培养 ２４ ｈ 后ꎬ对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞进行
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　 　 Ａ.剑叶龙血树提取物ꎻＢ.白藜芦醇对照品ꎻＣ.７ꎬ４'￣二羟基

黄酮对照组ꎻＤ.龙血素 Ａ 对照品ꎻＥ.龙血素 Ｂ 对照品ꎻＦ.紫檀芪

对照品ꎻ１.白藜芦醇ꎻ３.７ꎬ４'￣二羟基黄酮ꎻ１３.龙血素 Ａꎻ１４.龙血

素 Ｂꎻ２４.紫檀芪

图 １　 ６ 种溶液的 ＨＰＬＣ 图　
Ａ.Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｏｕｒ) Ｓ. Ｃ. Ｃｈｅｎ ｅｘｔｒａｃｔꎻ Ｂ.

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎻＣ. ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ７ꎬ４ '￣
ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓꎻ Ｄ. ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ａꎻ Ｅ.
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｂꎻ Ｆ. ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ
ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅꎻ１.ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎻ３.７ꎬ４'￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓꎻ１３.ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ
Ａꎻ１４.ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｂꎻ２４.ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ

Ｆｉｇ.１　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｉｘ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｏｌｕｔｉｏｎ　

如下分组:正常对照组和模型对照组ꎬ加入 ＤＭＥＭ 培

养基ꎻＤＣＦ 大、中、小剂量组(２０ꎬ １０ꎬ ５ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ每
组 ６ 个复孔ꎬ给药预处理 ２４ ｈꎮ 吸出含药培养基更换

为无血清无糖 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ缺氧 ４ ｈ 后ꎬ进行复氧处

理ꎬ复氧 １６ ｈꎬＣＣＫ￣８ 法检测细胞存活率ꎮ
１.３.４　 流式细胞仪检测 ＤＣＦ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞缺氧复

氧模型的干预作用　 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞以 １０×１０４􀅰ｍＬ－１

接种到 ６ ｍｍ 培养皿中ꎬ 每孔接种 ８００ μＬꎬ 按照

“１.３.３”项中进行药物预处理并建立缺氧复氧损伤模

型ꎮ 用胰酶消化细胞ꎬ３００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后ꎬ弃去上

清液ꎬ加入磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)清洗 ２ 次ꎬ离心去上清

液ꎬ加 １×Ａｎｎｅｘｉｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ １００ μＬ 重悬细胞ꎬ并
加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ５ μＬ 和 ＰＩ 工作液 １ μＬ 室温避光孵育

２０ ｍｉｎꎬ再加入 Ａｎｎｅｘｉｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ４００ μＬ 混匀ꎬ置
冰盒内保存ꎬ于流式细胞仪中检测ꎮ
１.３.５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法测定 ＤＣＦ 对缺氧复氧模型

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡蛋白表达的影响　 经过药物预处理

的缺氧复氧 Ｈ９ｃ２ 细胞使用胰酶消化收集后ꎬ４ ℃预冷

ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ加细胞裂解液 ９９ μＬ 和蛋白酶抑制剂

１ μＬ混合液ꎬ冰浴上反应 ２０ ｍｉｎꎬ１８ ０００×ｇ 离心１５ ｍｉｎꎬ
取上清液使用 ＢＣＡ 法定量后ꎬ按 １􀏑４ 加 Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
混匀沸水浴 ５ ｍｉｎ 后于－８０ ℃冻存待测ꎮ

蛋白经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后ꎬ湿转法至硝

酸纤维素膜上ꎬ再置封闭液中室温振摇 ２ ｈꎬ分别加入

鼠多克隆抗体 Ａｋｔ、β￣ａｃｔｉｎ、 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和 Ｂｃｌ￣２、 Ｂａｘ、
ＰＩ３ｋ、 ｃａｓｐａｓｅ￣８ 抗体于 ４ ℃ 孵育过夜ꎬ ＴＢＳＴ 漂洗

１０ ｍｉｎ×３ 次ꎬ二抗为用 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠、羊抗兔

ＩｇＧ 抗体(１􀏑５０００)ꎬ 室温振摇孵育 １ ｈꎬ漂洗后用

ＥＣＬ 显色ꎬ室温孵育 ３ ｍｉｎꎬ曝光摄像ꎬ并计算灰度值ꎮ
１.４　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ１９.０ 版统计学软件对原

始数据进行处理ꎬ计量资料以均数±标准差( ｘ± ｓ)表

示ꎬ组间比较采用单因素方差分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异

有统 计 学 意 义ꎮ 药 物 浓 度 取 对 数 后 采 用 Ｄｏｓｅ￣
ｒｅｓｐｏｎｓｅ￣Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ 进行半数抑制浓度(ＩＣ５０)拟合ꎮ
２　 结果　
２.１　 ＤＣＦ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞毒性作用及缺氧复氧模型

的保护作用　 加入 ＤＣＦ ２４ ｈ 后ꎬ利用 ＣＣＫ￣８ 法测定细

胞存活率ꎬ结果 １００ꎬ５０ꎬ２５ꎬ１２.５ꎬ６.２５ꎬ３.１２５ μｇ􀅰ｍＬ－１

ＤＣＦ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞相对存活率分别为(２６.０２±２.２１)％ꎬ
(８５.７８±１３.８８)％ꎬ(９２.２５±９.９９)％ꎬ(９４.６２±４.５４)％ꎬ
(１０４.２０±４.９４)％ꎬ(９９.４６±１０.７０)％ꎻ正常对照组 Ｈ９ｃ２
细胞存活率(１００.００±６.９９)％ꎮ １００ μｇ􀅰ｍＬ－１ＤＣＦ 对

Ｈ９ｃ２ 细胞表现出一定的毒性作用ꎬ与正常对照组比

较ꎬ差异有统计学意义(ｑ＝ １０.６６ꎬＰ<０.０１)ꎬＩＣ５０拟合结

果为 ７７.０５ μｇ􀅰ｍＬ－１(Ｒ２ ＝ ０.９１２１)ꎮ
进行缺氧复氧处理后ꎬ２０ꎬ１０ꎬ５ μｇ􀅰ｍＬ－１ＤＣＦ 组

Ｈ９ｃ２ 细胞的相对存活率分别为 ( ３５. １０ ± １. ５２)％ꎬ
(４４.７０±２.２７)％ꎬ(５１.０９±３.６１)％ꎬ正常对照组和模型对

照组 Ｈ９ｃ２ 细胞存活率分别为(１００.００±６.４０)％ꎬ(３３.４１±
１.２４)％ꎮ 模型对照组细胞存活率明显低于正常对照组
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(ｑ＝３２.５０ꎬＰ<０.０１)ꎬ１０ꎬ５ μｇ􀅰ｍＬ－１ＤＣＦ 可以增加缺氧

复氧模型心肌细胞的存活率ꎬ与模型对照组比较ꎬ差异

有统计学意义(ｑ＝５.５０６ꎬ８.６２６ꎬＰ<０.０１)ꎮ
２.２　 流式细胞术测定各组细胞凋亡 　 给药预处理

２４ ｈꎬ更换无血清无糖培养基缺氧 ４ ｈ 复氧 １６ ｈ 处理ꎬ
按照说明书方法进行流式细胞术检测ꎬ结果见图 ２ꎮ

缺氧复氧处理后模型对照组细胞凋亡率为(４２.４±

１.６８)％ꎬＤＣＦ 中、小剂量组细胞凋亡率分别为(３４.１±
１.９８)％ꎬ(２９.４±２.６３)％ꎬ并且中晚凋亡象限下细胞数

也有明显减少ꎬ因此可推断其作用机制可能是抑制早

凋亡及晚凋亡因子的生成ꎮ
２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 测定凋亡蛋白表达　 给药后进行

缺氧复氧处理ꎬ处理结束后提取蛋白ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 测定ꎬ结果见表 １ꎮ

Ａ.正常对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.ＤＣＦ 大剂量组ꎻＤ.ＤＣＦ 中剂量组ꎻＥ.ＤＣＦ 小剂量组ꎻ与模型对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０１
图 ２　 ＤＣＦ 对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞凋亡率的影响　

Ａ.ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣ.ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ＤＣＦ ｇｒｏｕｐꎻＤ.ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅ ＤＣＦ ｇｒｏｕｐꎻＥ.ｌｏｗ－ ｄｏｓｅ ＤＣＦ ｇｒｏｕｐꎻｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０１

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＣＦ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ ｍｙｏｃｙｔｅｓ　

表 １　 ５ 组 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞缺氧复氧处理后的凋亡蛋白表达　
　 　 　 　 　 　 　 Ｔａｂ.１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｃｅｌｌｓ　 ｘ±ｓ

组别
ｃａｓｐａｓｅ￣８ /
β￣ａｃｔｉｎ

ｃａｓｐａｓｅ￣３ /
β￣ａｃｔｉｎ

Ｂｃｌ￣２ /
β￣ａｃｔｉｎ

Ｂａｘ /
β￣ａｃｔｉｎ

Ａｋｔ /
β￣ａｃｔｉｎ

ＰＩ３ｋ /
β￣ａｃｔｉｎ

正常对照组 １.１５６±０.１９８∗１ ０.６９１±０.０７８∗１ １.１３４±０.１５０∗２ １.１８５±０.２１０∗２ ０.５１９±０.０６７ ０.７４９±０.０８４∗２

模型对照组 ２.１０４±０.１７０ １.０９８±０.１１０ ０.６００±０.０６３ ２.４７３±０.３１０ ０.３３８±０.０４９ ０.３５０±０.０４２
ＤＣＦ
　 大剂量组 ２.２９２±０.３４７ １.４９６±０.２４１∗１ １.３７９±０.１７０∗２ １.４６０±０.２００∗２ ０.２４４±０.０３７ ０.８７１±０.０９６∗２

　 中剂量组 １.８２３±０.１６０ ０.６０３±０.０７９∗１ ０.６３１±０.０７３ ０.６７６±０.０７３∗２ ０.９４１±０.０９７∗２ １.１２３±０.１４２∗２

　 小剂量组 １.５７９±０.１４０∗２ １.４６０±０.２１６ ０.６３１±０.０６９ １.０５８±０.１９０∗２ ２.０９２±０.２４０∗２ １.４２９±０.１６２∗２

　 　 与模型对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗１Ｐ<０.０５ꎬ∗２Ｐ<０.０１
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通过缺氧复氧处理后ꎬ模型对照组与正常组比较ꎬ
蛋白表达量差异有统计学意义ꎬ而给予 ＤＣＦ 后ꎬＤＣＦ
中剂量组及小剂量组能够显著上调 ＰＩ３Ｋ 及 Ａｋｔ 蛋白

表达ꎬＤＣＦ 大、中、小剂量组能够显著下调 Ｂａｘ 蛋白表

达ꎬＤＣＦ 大剂量组能够显著上调 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达ꎬ而
ＤＣＦ 中剂量只能显著下调 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表

达ꎬＤＣＦ 小剂量组能够显著下调 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋

白表达ꎮ
３　 讨论　

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞是 ２０ 世纪 ７０ 年代由 ＫＩＭＥＳ 等[１３]

从胚胎期 ＢＤＩＸ 大鼠心脏组织中分离得到的一种具有

骨骼肌特性的心肌细胞株ꎬ与原代心肌细胞相比具有

可分裂、传代培养等优点ꎬ是体外研究心血管疾病药效

及作用靶点的最主要材料ꎮ 本研究利用缺氧复氧处理

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞模拟心肌缺血￣再灌注损伤模型ꎬ能够

较为真实反映 ＤＣＦ 的作用机制ꎮ
本研究中剑叶龙血树黄酮类成分提取率较高ꎬ比

对文献[１４]ꎬ龙血竭中主要成分如龙血素 Ａ、龙血素

Ｂ、白藜芦醇、紫檀芪等均在剑叶龙血树黄酮中得到ꎬ且
剑叶龙血树黄酮含量要高于龙血竭药材中总黄酮含

量ꎬ这也为剑叶龙血树黄酮的产品开发及深入研究其

作用机制提供了依据ꎮ
本研究结果显示ꎬＤＣＦ 中、小剂量组对缺氧复氧处

理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞具有较好的保护作用ꎬ其作用机制可

能是通过上调 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 蛋白表达ꎬ下调 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 等蛋白的表达相关ꎬ这
可能与白藜芦醇、紫檀芪等成分植物雌激素样作用相

关[１５￣１６]ꎮ 同时ꎬ实验结果表明ꎬＤＣＦ 与凋亡蛋白的表达

并不存在严格的剂量依赖关系ꎬ中剂量组降低 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达更为明显ꎬ小剂量组下调 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋白表达更为明显ꎬ而大剂量组能够显著上

调 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达ꎬ这可能是由 ＤＣＦ 中不同化合物活

性差异引起ꎬ有待进一步验证ꎬＤＣＦ 成分与作用机制间

的关系将是后期研究的重点ꎮ
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