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肉豆蔻８散提取物对过氧化氢诱导心肌细胞损伤的影响
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摘　要　研究肉豆蔻８散提取物对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）诱导乳鼠心肌细胞损伤的影响，并探讨其作用机制。分离并培养大鼠
乳鼠心肌细胞，建立Ｈ２Ｏ２诱导心肌细胞损伤模型。倒置显微镜下观察肉豆蔻８散提取物对心肌细胞形态学的影响；采用
ＭＴＴ法检测心肌细胞活力；使用全自动生化分析仪检测细胞培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、磷酸肌酸激酶（ＣＫ）、天冬氨酸氨
基转移酶（ＡＳＴ）的含量；采用试剂盒法检测细胞中丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、一氧化氮（ＮＯ）的含量；采用
Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光细胞核染色观察心肌细胞凋亡形态；使用流式细胞仪测定心肌细胞凋亡率。１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用２ｈ能明显
造成约５０％心肌细胞损伤。Ｈ２Ｏ２模型组出现细胞间隙增大、细胞数减少、细胞胞浆空泡等明显损伤现象。与Ｈ２Ｏ２模型组
比较，肉豆蔻８散提取物各剂量组，心肌细胞形态不同程度好转；能明显降低 Ｈ２Ｏ２损伤心肌细胞培养液中 ＬＤＨ、ＣＫ、ＡＳＴ
含量；显著降低Ｈ２Ｏ２损伤心肌细胞内ＭＤＡ和ＮＯ含量，并提高ＳＯＤ活力，能明显抑制Ｈ２Ｏ２损伤心肌细胞凋亡。通过改善
细胞生存状态、提高细胞活力、降低氧化应激损伤、抑制炎症反应、抑制细胞凋亡，肉豆蔻８散提取物可改善Ｈ２Ｏ２诱导心肌
细胞损伤状态，从而对Ｈ２Ｏ２损伤的心肌细胞起到保护作用。
关键词　肉豆蔻８散；心肌细胞；过氧化氢；氧化应激；细胞凋亡
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　　肉豆蔻８散是由沉香、肉豆蔻、丁香、广枣、
木香、旋覆花、阿魏和牦牛心八味药材组成，该方

最早收录于《普济方集》中［１］。目前该方剂被《内

蒙古蒙药制剂规范》第二册收录［２］。该方具有镇

“赫依”、止痛、温胃、祛“巴达干”、燥“协日乌素”

的功效，临床用于各种“赫依”病、心“赫依”热、

心烦、气短、失眠、心供血不足、心区疼痛、风湿性

心脏病等。目前，本课题组对于肉豆蔻８散的研
究主要包括有效成分的含量测定、动物实验模型

的药效学研究和药代动力学分析等［３－６］。课题组

还对肉豆蔻８散提取物的主要成分进行指认和
定量分析，其有效成分包括丁香酚、鞣花酸、木香

烃内酯、去氢木香内酯和去氢二异丁香酚等。肖

云峰等［７］运用整体动物试验及测定内源性物质

含量的方法，已从体内评价了该方剂对实验动物

心脏的保护作用。

乳鼠原代心肌细胞的培养是一种可以排除

体液、神经等干扰因素并保持心肌结构和功能稳

定的体外实验研究模型。高效、稳定的培养原代

心肌细胞有助于从细胞层面探讨心血管疾病的

发病机制及其治疗手段［８］。Ｈ２Ｏ２作为高活性反
应分子性氧簇（ＲＯＳ）之一，极易通过细胞膜，它
可以通过ＨａｂｅｒＷｅｉｓｓ反应产生ＯＨ，从而导致膜
脂过氧化、ＤＮＡ链断裂和蛋白质的损伤［９］。

Ｈ２Ｏ２易获得、性质稳定且应用方便，常被用做体
外氧化应激损伤模型建立的工具［１０］。因此，本实

验采用体外培养原代心肌细胞的方法，利用 Ｈ２Ｏ２
模拟体内的氧化应激损伤，首次从细胞层面进一

步研究肉豆蔻８散提取物对心肌的保护作用，以
综合评价肉豆蔻８散的临床应用价值及其可能
的作用机制。

&

　材　料

１１　肉豆蔻８散提取物的制备
称取肉豆蔻８散１００ｇ于５００ｍＬ圆底烧瓶

中，加入７５％乙醇２５０ｍＬ，加热回流２次，每次３０
ｍｉｎ，合并滤液，蒸干得浸膏约３ｇ。取肉豆蔻８散
提取物约１０ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ量瓶中，加入
ＤＭＳＯ１００μＬ使其完全溶解，用无血清培养液稀
释至刻度，配成１ｍｇ／ｍＬ肉豆蔻８散提取物原液。
用０２２μｍ微孔滤膜过滤除菌，４℃保存，使用时
稀释成相应浓度。

１２　试　剂
肉豆蔻８散（内蒙古医科大学药学院制备）；

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清
（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰蛋白酶（中国Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ公
司）；Ⅱ型胶原酶（德国 Ｓｉｇｍａ公司）；３０％过氧化
氢（天津永晟精细化工有限公司）；ＤＭＳＯ（中国
Ｃｏｏｌａｂｅｒ公司）；ＭＴＴ（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＲＩＰＡ
裂解液（上海碧云天生物技术研究所）；ＢＣＡ试剂
盒（上海碧云天生物技术研究所）；ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ（ＬＤＨ）、ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ（ＣＫ）、ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ）（宁波美康生物科技股份有
限公司）；Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）、ｍａｌｏｎｙｄｉａｌ
ｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）、ＮＯ试剂盒（南京建成生物工程研
究所）；细胞凋亡试剂盒（美国ＢＤ公司）。
１３　仪　器

超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；台式高速
冷冻离心机（德国Ｓｉｇｍａ公司）；倒置式生物显微镜
（德国Ｌｅｉｃａ公司）；酶标仪（日本Ｂｉｏｒａｄ公司）；全
自动生化分析仪（爱尔兰 Ｓａｐｐｈｉｒｅ公司）；流式细
胞仪（美国ＢＤ公司）。

３２２
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１４　动　物
清洁级，Ｗｉｓｔａｒ乳鼠，１～３ｄ龄，体重（６６６±

２００）ｇ，购自内蒙古大学实验动物中心，实验动物
生产许可证编号：ＳＣＸＫ（蒙）２０１４０００１。

'

　方　法

２１　原代乳鼠心肌细胞培养
实验操作在无菌条件下进行。取 １～３ｄ龄

Ｗｉｓｔａｒ乳鼠，浸泡７５％酒精消毒。用眼科剪沿剑突
正中线略偏左侧剪取心脏心尖部，置预冷的 ＰＢＳ
缓冲溶液中清洗３遍，将其转移入０１％胰酶中，
均匀剪成约１ｍｍ３的碎块，弃上清液。加入０１％
胰酶６ｍＬ吹打管吹打，３７℃水浴消化６ｍｉｎ，不断
振摇，自然沉降后，弃上清液。再加入００８％胰酶
与００５％Ⅱ型胶原酶的混合酶５ｍＬ于３７℃水浴
消化５ｍｉｎ，中间振摇３ｍｉｎ，吸取上清液，用等体积
预冷含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基终止消化，
重复消化１０次。细胞悬液经２００目筛网过滤至离
心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ。用含２０％ ＦＢＳ
的完全培养基重悬细胞后，将细胞转移至培养瓶

中，３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培养１ｈ，以差速贴壁的
方法去除已贴壁的成纤维细胞。吸出细胞悬液转

移至另一培养瓶中，加入终浓度为０１ｍｍｏｌ／Ｌ的
５溴脱氧尿嘧啶４０μＬ，以抑制成纤维细胞的生长，
继续培养，４８ｈ后换液。取培养３ｄ同步搏动的心
肌细胞用于实验。

２２　分组及给药
实验共分为 ５组：正常对照组、模型组、肉豆

蔻８散（高、中、低）剂量组。正常对照组加入无血
清培养液培养，作用１２ｈ后换液，继续用无血清培
养液培养２ｈ；模型组加入无血清培养液培养，作用
１２ｈ后换液，加入终浓度为１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的无
血清培养液，作用２ｈ；肉豆蔻８散低、中、高剂量
组分别加入终浓度为２５、５０、１００μｇ／ｍＬ含肉豆蔻
８散提取物的无血清培养液，作用１２ｈ后换液，再
加入终浓度为１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的无血清培养液，
作用２ｈ。
２３　ＭＴＴ法检测心肌细胞活力
２３１　Ｈ２Ｏ２诱导心肌细胞损伤模型的建立　取
培养３ｄ同步搏动的心肌细胞，用０２５％胰酶消
化细胞。调整细胞密度每毫升３×１０５个，在９６板
上每孔接种１００μＬ。在培养箱中培养２４ｈ后，吸

弃原培养液。正常对照组每孔加入无血清培养液

１００μＬ；模型组每孔加入 Ｈ２Ｏ２终浓度分别为２５、
５０、１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ无血清培养液 １００μＬ。
在孵箱中继续培养 ２ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ溶液
（０５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续孵育４ｈ，吸弃原培养液，
每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡 １０ｍｉｎ，于酶标仪
４９０ｎｍ处读取吸收度，计算细胞抑制率。
２３２　肉豆蔻８散提取物对正常心肌细胞的影响
　取培养３ｄ同步搏动的心肌细胞，用０２５％胰酶
消化细胞。调整细胞密度为每毫升３×１０５个，在９６
板上每孔接种１００μＬ。在培养箱中培养２４ｈ后，吸
弃原培养液。正常对照组每孔加入无血清培养液

１００μＬ；给药组每孔加入含肉豆蔻８散提取物终浓
度分别为 ２５、５０、１００μｇ／ｍＬ的无血清培养液
１００μＬ。在孵箱中继续培养１２ｈ后，采用ＭＴＴ法检
测心肌细胞活力。

２３３　肉豆蔻８散提取物对 Ｈ２Ｏ２诱导心肌细胞
损伤的影响　取培养３ｄ同步搏动的心肌细胞，用
０２５％胰酶消化细胞。调整细胞密度为每毫升
３×１０５个，在９６板上每孔接种１００μＬ。在培养箱
中培养２４ｈ，吸弃原培养液。实验分组及给药按照
“２２”项下操作，孵育２ｈ结束后，于倒置显微镜下
观察各孔中细胞的形态学变化，并采用 ＭＴＴ法检
测细胞存活率。细胞存活率为各组吸收度和正常

组吸收度的比值。

２４　生化指标检测
２４１　培养液中 ＬＤＨ、ＣＫ、ＡＳＴ含量的检测　取
培养３ｄ同步搏动的心肌细胞，用０２５％胰酶消
化细胞。调整细胞密度为每毫升６×１０５个，在６
板上每孔接种２ｍＬ。在培养箱中培养２４ｈ，吸弃
原培养液。实验分组及给药按照“２２”项下操
作，孵育 ２ｈ结束后，分别收集各孔培养液。
１０００ｒ／ｍｉｎ，离心７ｍｉｎ，吸取上清液至离心管中，
每组平行处理 ６份。采用全自动生化分析仪对
处理好的样本进行检测，检测指标包括 ＬＤＨ、ＣＫ
和 ＡＳＴ。
２４２　细胞中 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＮＯ含量的检测　取
培养３ｄ同步搏动的心肌细胞，用０２５％胰酶消
化细胞。调整细胞密度为每毫升６×１０５个，在６
板上每孔接种２ｍＬ。在培养箱中培养２４ｈ，吸弃
原培养液。实验分组及给药按照“２２”项下操
作，孵育２ｈ结束后，弃去每孔培养液，每孔加入

４２２
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ＰＢＳ缓冲液２ｍＬ，用细胞刮刀收集各组细胞并重
悬，１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，弃上清液。用 ＲＩＰＡ裂解
液于冰台上裂解细胞，进行 ＢＣＡ定量，严格按照
试剂盒操作说明书测定细胞中 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＮＯ的
含量。

２５　肉豆蔻８散提取物对 Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞
损伤凋亡的影响

２５１　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色观察心肌细胞凋亡形态　取
培养３ｄ同步搏动的心肌细胞，用０２５％胰酶消化
细胞。调细胞密度为每毫升２×１０５个，在２４孔板
上每孔接种０５ｍＬ，在培养箱中培养２４ｈ，吸弃原
培养液。实验分组及给药按照“２２”项下操作，孵育
２ｈ结束后，弃去每孔培养液。每孔加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２染液２５０μＬ，避光孵育３０ｍｉｎ，弃去染液，ＰＢＳ
缓冲液清洗３次，于荧光显微镜下观察心肌细胞凋
亡形态。

２５２　流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率　取培养
３ｄ同步搏动的心肌细胞，用０２５％胰酶消化细胞。
调整细胞密度为每毫升１×１０６个，在６板上每孔接
种２ｍＬ。在培养箱中培养２４ｈ，吸弃原培养液。实
验分组及给药按照“２２”项下操作，孵育２ｈ结束
后，分别收集各孔培养液。１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，
弃去上清液。用０２５％胰酶消化不同组别孔底的心
肌细胞。消化过程终止后，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，
弃去上清液。合并以上两次所得细胞，用ＰＢＳ缓冲
液清洗２次，弃去ＰＢＳ缓冲液，加入１×结合缓冲液
１００μＬ重悬细胞，按照ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ凋亡检测试剂
盒操作说明，１ｈ内完成检测。
２６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２０软件进行数据分析和统计，所
有数据均用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差
分析，两两比较采用ＬＳＤ检验。Ｐ＜００５为差异具
有统计学意义。

!

　结　果

３１　Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞损伤模型的建立

与正常对照组比较，不同浓度的 Ｈ２Ｏ２组均有
极显著性差异（Ｐ＜００１）。随 Ｈ２Ｏ２剂量增大，心
肌细胞损伤率增加且呈浓度依赖性。其中，加入

１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２抑制率达到５０％左右，符合实验
要求。因此，选择１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作为实验损伤
模型。结果见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｈ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　肉豆蔻８散提取物对正常心肌细胞的影响
与正常对照组比较，各给药组对心肌细胞活力

无明显影响（Ｐ＞００５）。这表明肉豆蔻８散提取
物对正常心肌细胞没有影响，不会干扰后续肉豆

蔻８散提取物对 Ｈ２Ｏ２诱导心肌细胞损伤影响的
实验结果。结果见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎｏｎｎｏｒｍａｌｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

３３　肉豆蔻８散提取物对 Ｈ２Ｏ２诱导心肌细胞损
伤的影响

如图３所示，与正常对照组比较，模型组吸收
度显著降低，细胞存活率显著下降，说明模型组

心肌细胞活力明显下降（Ｐ＜００１）。２５、５０、１００
μｇ／ｍＬ肉豆蔻８散各剂量组与模型组相比，其细
胞存活率均有所提高，且具有极显著性差异（Ｐ＜
００１）。肉豆蔻８散低剂量组与高剂量组之间具
有极显著性差异（Ｐ＜００１），中剂量组与高剂量
组之间具有显著性差异（Ｐ＜００５）。说明肉豆
蔻８散提取物能明显提高 Ｈ２Ｏ２损伤心肌细胞的
活力，且作用呈剂量依赖性，以高剂量组保护作

用最佳。

５２２
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３４　肉豆蔻８散提取物对 Ｈ２Ｏ２诱导心肌细胞损
伤的形态学影响

于倒置光学显微镜下观察，分组处理前，各组

心肌细胞生长状态良好。不同实验组经药物干预

之后，正常组呈单层簇状生长，且伪足多而饱满，搏

动明显，节律一致；Ｈ２Ｏ２模型组出现细胞间隙增
大、细胞数减少、细胞胞浆空泡、伪足少、细胞脱落、

悬浮、溶解坏死等明显损伤现象；肉豆蔻８散各剂
量组与 Ｈ２Ｏ２模型组比较，心肌细胞形态不同程度
好转，且以高剂量（１００μｇ／ｍＬ）组改善效果最明
显。结果见图 ４。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｏｕｄｏｕｋｏｕ８ＳａｎｏｎＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ
ｉｎｊｕｒｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＭｏｄｏｌ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１
ｖｓＲｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（１００μｇ／ｍＬ）

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆＲｏｕｄｏｕｋｏｕ８ＳａｎｏｎＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（２５μｇ／ｍＬ）；Ｄ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ
８Ｓａｎ（５０μｇ／ｍＬ）；Ｅ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（１００μｇ／ｍＬ）

３５　心肌细胞培养液中ＬＤＨ、ＣＫ和ＡＳＴ的含量
与正常对照组比较，模型组上清液中ＬＤＨ、ＣＫ

和ＡＳＴ释放量显著增加（Ｐ＜００１）；与模型组相
比，肉豆蔻８散低剂量组（２５μｇ／ｍＬ）、中剂量组
（５０μｇ／ｍＬ）、高剂量组（１００μｇ／ｍＬ）上清液中
ＬＤＨ、ＣＫ和ＡＳＴ含量明显下降（Ｐ＜００１），且随着
给药组浓度增加呈剂量依赖性。结果见表１。
３６　心肌细胞中ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＮＯ的含量

与正常对照组相比，模型组心肌细胞内 ＳＯＤ
活力明显降低（Ｐ＜００１），ＭＤＡ和 ＮＯ含量明显
增加（Ｐ＜００１）；与模型组相比，肉豆蔻８散低
剂量组（２５μｇ／ｍＬ）心肌细胞内 ＳＯＤ活力上升
（Ｐ＜００５），中剂量组（５０μｇ／ｍＬ）和高剂量组
（１００μｇ／ｍＬ）心肌细胞内 ＳＯＤ活力明显上升
（Ｐ＜００１）；各剂量肉豆蔻８散给药组均可明显
降低心肌细胞内 ＭＯＤ和 ＮＯ水平（Ｐ＜００１），且
随着给药组浓度增加呈剂量依赖性。结果见表２。
３７　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色观察心肌细胞凋亡形态

Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光细胞核染色结果显示，正常对照
组心肌细胞成均一的核染，且未见异常核，见图５
Ａ；模型组细胞呈典型凋亡状态，镜下可见染色质
浓集、核固缩、核碎裂、细胞数量少等多种凋亡形态

学特征，见图５Ｂ；肉豆蔻８散低、中、高剂量组可
见核固缩、破裂等现象明显减小、细胞数量较模型

组增多，其细胞形态分别见图５Ｃ、５Ｄ、５Ｅ。
３８　流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率

结果显示，正常对照组只有少部分细胞发生凋

亡，见图６Ａ；模型组早期凋亡和晚期凋亡细胞数
明显增加，见图６Ｂ；而肉豆蔻８散各剂量组与模
型组相比，细胞的凋亡情况明显减少，但并不可以

恢复至正常水平，见图６Ｃ、６Ｄ、６Ｅ。
对流式细胞图导出的数据进行统计分析，计算

心肌细胞凋亡率，结果见表３。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆＬＤＨ，ＣＫａｎｄＡＳＴｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ＣＫ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２０１８±４９３ ５３８±１１４ ２１０±０４２
Ｍｏｄｅｌ ７３９７±８８０ １２１３±１２６ １１１８±０７４

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（２５μｇ／ｍＬ） ５３５５±５２２＃＃ ９８±０７３＃＃ ７９０±０６９＃＃

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（５０μｇ／ｍＬ） ４６１３±４８８＃＃ ８５８±０６６＃＃ ６１３±０５４＃＃

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（１００μｇ／ｍＬ） ２７１５±５１３＃＃ ７３０±０６４＃＃ ４０３±０４６＃＃
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ＬＤＨ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＣＫ：Ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
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Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＤＡ，ＳＯＤ，ａｎｄＮＯｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ） ＳＯＤ／（Ｕ／ｍｇＨｂ） ＮＯ／（μｍｏｌ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０６５±０１２ ６７９２±８５１ ６２４±１４９
Ｍｏｄｅｌ ２８２±０３０ ３５３８±５７９ ３６２５±３３０

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（２５μｇ／ｍＬ） １９９±０１６＃＃ ４３０３±４７９ ２７１３±４２８＃＃

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（５０μｇ／ｍＬ） １５６±０２５＃＃ ５０３０±５１４＃＃ １６０２±３３６＃＃

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（１００μｇ／ｍＬ） ０９５±０１２＃＃ ５９８４±６４１＃＃ １０１０±２１３＃＃
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｙｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＮＯ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｈｏｅｃｈｓｔｓｔａｉｎｉｎｇｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（２５μｇ／ｍＬ）；Ｄ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（５０μｇ／ｍＬ）；Ｅ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（１００μｇ／ｍＬ）

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（２５μｇ／ｍＬ）；Ｄ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（５０μｇ／ｍＬ）；Ｅ：Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（１００μｇ／ｍＬ）

Ｔａｂｌｅ３　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ／％
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３６８±０６９
Ｍｏｄｅｌ ５１１９±２０２

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（２５μｇ／ｍＬ） ３５９０±２１４＃＃

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（５０μｇ／ｍＬ） ２９２０±１８８＃＃

Ｒｏｕｄｏｕｋｏｕ８Ｓａｎ（１００μｇ／ｍＬ） １５８２±１８１＃＃

Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｐ

结果显示，与正常对照组比较，模型组有极显

著性差异（Ｐ＜００１），Ｈ２Ｏ２模型组细胞凋亡率显
著增加；与模型组比较，肉豆蔻８散各剂量组均有
极显著性差异（Ｐ＜００１），肉豆蔻８散各剂量组心
肌细胞凋亡率显著下降，表明肉豆蔻８散提取物
可以显著降低 Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞凋亡，且凋亡
率随肉豆蔻８散剂量的增加逐渐降低。

%

　讨　论

本研究对原代乳鼠心肌细胞进行分离和培养，

利用１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２建立体外心肌氧化损伤模
型。ＭＴＴ检测结果显示，Ｈ２Ｏ２能够使细胞活力显
著减低，肉豆蔻８散提取物可以增加 Ｈ２Ｏ２损伤心
肌细胞的活力。通过倒置光学显微镜和 Ｈｏｅｃｈｓｔ
染色后荧光显微镜下观察发现肉豆蔻８散提取物
能够显著改善 Ｈ２Ｏ２诱导状态下心肌细胞形态、增
高其存活率并降低其凋亡率。

心肌酶活性变化是判断心肌损伤的重要标志。

目前临床上多以血清中ＬＤＨ、ＣＫ、ＡＳＴ活性升高作
为心肌缺血的早期诊断指标，ＬＤＨ还可以作为衡
量细胞坏死的指标［１１－１２］。正常生理状态下，心肌

细胞中心肌酶 ＬＤＨ、ＣＫ和 ＡＳＴ活性非常低，而当
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心肌细胞膜受损后，心肌酶将迅速大量释放，导致

细胞培养基中ＬＤＨ、ＣＫ和 ＡＳＴ含量明显增高［１３］。

实验结果显示，用 Ｈ２Ｏ２干预的肉豆蔻８散不同
剂量组均能够显著降低细胞培养液中 ＬＤＨ、ＣＫ
和 ＡＳＴ活性且呈剂量依赖性，表明肉豆蔻８散提
取物能够抑制损伤心肌细胞 ＬＤＨ、ＣＫ和 ＡＳＴ的
漏出，维护细胞膜的完整性，起到保护心肌细胞

的作用。

不饱和脂肪酸是细胞膜主要成分之一，在氧自

由基的攻击下极易发生脂质过氧化而生成 ＭＤＡ。
ＭＤＡ的含量常常可反映机体内脂质过氧化的程
度，能够间接反映出心肌细胞损伤的程度［１４］；ＳＯＤ
是生物体内清除自由基的重要酶类之一，是评估机

体抗氧化防御体系功能的重要指标。ＳＯＤ可对抗
或阻断因氧自由基对细胞造成的损害，并及时修复

受损细胞，具有特殊的生理活性［１５］；ＮＯ是一种新
型的生物信息递质，ＮＯ的含量过高会对心肌细胞
产生强烈的毒性损伤［１６－１７］。实验结果表明，肉豆

蔻８散各剂量组细胞内 ＭＤＡ含量较模型组明显
降低，ＳＯＤ活力明显比模型组增高；经 Ｈ２Ｏ２损伤
后，心肌细胞内 ＮＯ含量明显升高，造成线粒体酶
活性被抑制。肉豆蔻８散提取物可明显降低损伤
后心肌细胞内ＮＯ含量。

本实验通过流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色，测
定细胞凋亡率。实验结果显示，肉豆蔻８散提取
物可明显抑制心肌细胞凋亡，对 Ｈ２Ｏ２损伤的心肌
细胞凋亡有明显保护作用。

本研究认为肉豆蔻８散提取物对心肌细胞具
有显著抗过氧化损伤保护作用，可以抑制细胞凋

亡，提示肉豆蔻８散可能成为良好的防治心血管
疾病的物质基础，有望为心血管疾病的治疗发挥重

要作用。
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