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文题释义： 

H9C2 细胞：是一种心肌母细胞。最初是早在 1976 年由 Kimes 与 Brandt 从大鼠胚胎心室组织中提取，以

选择性的继代培养获得的一种同时具有骨骼肌与心肌功能的特异心肌细胞株系。H9C2 细胞具有烟碱酸接

受器以及合成肌肉细胞专属特异性功能的肌酸之磷酸激酶之同功酶。 

核因子 E2 相关因子 2 的作用：核因子 E2 相关因子 2 不仅与抗氧化应激有关，而且与肿瘤的发生发展及转

移、抗肿瘤药物性相关，同时发现除与氧化应激性疾病有关，还与全身各个系统其他疾病的发生及中毒有

关。核因子 E2 相关因子 2 诱导物有可能成为有潜力的基因靶向治疗药物。 

 

摘要 

背景：心肌缺血再灌注损伤的发病与氧化应激损伤有关。既往研究显示丹参具有改善急性梗死心肌细胞凋

亡的作用。 

目的：探讨血红素加氧酶 1 介导丹参水溶性提取物对 H9C2 心肌细胞氧化应激损伤的保护作用。 

方法：以 H9C2 心肌细胞为研究对象，实验分为 4 组，分别为对照组、模型组、钴原卟啉组和丹参组；用

300 μmol/L H2O2处理心肌细胞 24 h 建立心肌细胞氧化损伤模型；在建立心肌细胞氧化损伤模型后，用丹

参水溶性提取物和钴原卟啉干预氧化损伤的心肌细胞。对照组不做任何处理。 

结果与结论：与对照组相比，模型组细胞上清液中肌酸激酶和乳酸脱氢酶含量升高，细胞裂解液中丙二醛

含量升高，超氧化物歧化酶含量下降，细胞中血红素加氧酶 1 和核转录因子 E2 相关因子 2 表达增加；与

模型组相比，丹参组和钴原卟啉组上清液中肌酸激酶、乳酸脱氢酶、丙二醛的含量降低，超氧化物歧化酶

含量上升，细胞中血红素加氧酶 1 和核转录因子 E2 相关因子 2 表达明显升高。提示丹参水溶性提取物能

够通过激活血红素加氧酶 1 蛋白的表达，对心肌细胞氧化应激损伤起保护作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: Pathogenesis of myocardial ischemia/reperfusion injury is related to oxidative stress. 

Previous studies have shown that Salvia miltiorrhiza can improve the apoptosis of cardiomyocytes post acute 

myocardial infarction. 

OBJECTIVE: To investigate the protective effects of heme oxygenase-1 (HO-1) mediated Salvia miltiorrhiza 

extract on the oxidative stress-induced cell injury in H9C2 cardiomyocytes.  
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H9C2 心肌细胞 H2O2建立氧

化损伤模型 

加入 2.0 g/L 的

丹参水提物和

10 μmol/L 钴原

卟啉分别干预氧

化损伤心肌细胞 

丹参水提物对 H9C2 心肌细胞增殖

作用影响 

Western blot 检测丹参水提物对核

因子E2相关因子2和血红素加氧酶1

蛋白表达影响 

丹参水提物对 H9C2 心肌细胞氧化

损伤影响 
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METHODS: H9C2 cardiomyocytes were divided into four groups: control, model, cobalt protoporphyrin and Salvia miltiorrhiza groups. H9C2 

cardiomyocytes were treated with 300 μmol/L hydrogen peroxide for 24 hours to establish myocardial cell oxidative damage model. 

Afterwards, Salvia miltiorrhiza extract or cobalt protoporphyrin was added, while the control group received no treatment. 

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, in the model group, the content of creatine kinase and lactate 

dehydrogenase in cell supernatant, the level of malondialdehyde in myocardial cell lysate, and the expression levels of HO-1 and nuclear 

transcription factor E2 in myocardial cells were increased significantly, while the level of superoxide dismutase in myocardial cell lysate was 

significantly decreased. Compared with the model group, the cobalt protoporphyrin and Salvia miltiorrhiza groups revealed a significant 

decrease in the content of creatine kinase and lactate dehydrogenase in cell supernatant, the level of malondialdehyde in myocardial cell 

lysate, and the expression levels of HO-1 and nuclear transcription factor E2 in myocardial cells, and a significant increase in the level of 

superoxide dismutase in myocardial cell lysate. To conclude, Salvia miltiorrhiza extract can protect cardiomyocytes from oxidative stress by 

HO-1 protein activation.  

Subject headings: Salvia miltiorrhiza; Heme Oxygenase-1; Myocytes, Cardiac; Tissue Engineering 

 

0  引言  Introduction 

急性心肌梗死严重危害人类的生命健康，而及时改善

血液供应，是挽救濒死心肌细胞最有效的方法，但心肌组

织缺血后再灌注能够明显加重对心肌细胞的损伤作用，这

种不可逆的损伤称为心肌缺血再灌注损伤[1-2]。研究发现，

氧化应激诱导的心肌细胞凋亡是心肌缺血再灌注损伤发生

发展的重要病理基础[3-4]，抑制氧化应激诱导的心肌细胞凋

亡能够明显降低心肌缺血再灌注损伤[5-6]。 

血红素加氧酶系统是一种微粒体酶系统。血红素加氧

酶分为血红素加氧酶1、血红素加氧酶2和血红素加氧酶3

三种亚型，其中血红素加氧酶1具有广泛的生理作用，且这

些作用存在可诱导性[7]。研究认为血红素加氧酶1是一种重

要的心肌内源性保护因子，在氧化应激相关的心血管疾病

中增加血红素加氧酶1的表达能够抑制心肌细胞的凋    

亡[8-9]。钴原卟啉是至今为止发现的最有效的血红素加氧酶

1诱导剂，在细胞内不会分解代谢生成活性氧族，不会增加

氧化应激[10]。研究发现血红素加氧酶1诱导剂钴原卟啉作用

于缺氧/复氧的H9C2心肌细胞，刺激血红素加氧酶1表达，

心肌细胞上清液中乳酸脱氢酶和肌酸激酶的含量明显降

低，说明刺激血红素加氧酶1表达具有保护缺氧/复氧损伤

作用[11]。 

丹参为中医活血化瘀类常用药物之一，主要用于治疗

冠状动脉粥样硬化性心脏病、心绞痛、心肌梗死等心血管疾

病[12-13]。研究发现给予急性心肌梗死模型大鼠5 mg/kg的丹参

能够明显抑制心肌细胞的凋亡，抑制心肌组织凋亡基因

Bax的表达，表明丹参具有改善急性梗死心肌细胞凋亡的

作用[14]。同时研究发现心肌细胞损伤或凋亡与氧化应激损

伤具有一定的相关性，抑制氧化应激损伤能够明显改善心

肌细胞。核转录因子E2相关因子2是细胞内一种重要的转

录因子[15]，能与核内抗氧化反应元件结合，进而调控一系

列抗氧化酶及蛋白的表达，研究发现核转录因子E2相关因

子2-抗氧化反应元件是调节细胞内抗氧化防御体系的重要

信号通路，在细胞抵抗氧化应激损伤方面发挥着重要的作

用[16-17]。 

因此，实验以H9C2心肌细胞氧化应激损伤模型为研究

对象，从核转录因子E2相关因子2/血红素加氧酶1通路角度

探讨丹参水溶液对H9C2心肌细胞氧化损伤影响。 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2016年10月至2017年2月在哈

尔滨医科大学实验室完成。 

1.3  材料  H9C2大鼠心肌细胞株购自武汉博士德生物工

程有限公司。丹参产地为河北省，购于哈尔滨市世一堂大

药房。 

实验用主要试剂及仪器：DMEM高糖培养基、胎牛血

清和胰酶购自美国Hyclone公司；CCK-8试剂盒购自日本

Dojindo公司；钴原卟啉购自Sigma公司；乳酸脱氢酶、肌

酸激酶、丙二醛和超氧化物歧化酶试剂盒购自南京建成生

物工程研究所；血红素加氧酶1和核转录因子E2相关因子2

抗体购自CST公司；GAPDH抗体和辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗购自北京中杉金桥公司；ECL化学发光检测试

剂盒购自Pierce Biotechnology公司；光学显微镜购自日本

Olympus公司；酶标仪购自瑞士TECAN公司；Direct 

Detect™ Spectrometer-Sample Measuring红外微定量分

析仪购自德国Merck Millipore公司；凝胶成像系统购自美

国Bio-rad公司。 

1.4  方法 

1.4.1  丹参水溶性提取物的制备  参考文献[18]，将丹参

于40 ℃烘干，粉碎成干粉，然后加入10倍水于80 ℃提取

2次，每次提取30 min。过滤，弃去滤渣，合并滤液，过滤，

将溶液定容至100 mL，2 000 r/min离心10 min，取上清液。 

1.4.2  H9C2心肌细胞培养  取H9C2细胞用PBS清洗两

三次，加入胰酶消化，光学显微镜下观察细胞变圆，轻轻

拍打培养瓶直到细胞脱落，加入培养液终止消化，离心后

重悬细胞，接种到培养瓶中培养，采用含体积分数10%胎

牛血清的高糖DMEM进行培养，细胞融合至80%-90%进行

传代，第2代细胞后续实验。 

1.4.3  CCK-8检测细胞活性  取对数生长期细胞，调整细

胞浓度为1×10
8 
L

-1，接种于96孔培养板，于37 ℃、体积分

数5% CO2培养箱中培养24 h后，加入0.5-3.0 g/L丹参水溶性

提取物干预24 h，每孔加入10 μL的CCK8继续孵育3 h，酶标

仪检测490 nm处吸光度值。 

1.4.4  细胞分组及心肌细胞氧化损伤模型的建立  取对

数生长期细胞，调整细胞浓度为1×10
8 

L
-1，接种于96孔培
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养板，于37 ℃、体积分数5% CO2培养箱中培养24 h后，

将细胞分为4组：对照组、模型组、丹参组和钴原卟啉组。

其中后3组加入300 μmol/L H2O2培养24 h，建立氧化损伤

模型 [19]。在心肌细胞氧化损伤模型建立24 h后，弃上清

液，向丹参组加入2 g/L丹参水溶性提取物；钴原卟啉组

加入10 μmol/L钴原卟啉，对照组和模型组加入相应的培

养液继续培养24 h。 

1.4.5  培养液中肌酸激酶、乳酸脱氢酶及心肌细胞中丙二

醛、超氧化物歧化酶含量的测量  用微量移液器吸取培养

24 h的各组心肌细胞培养液用于肌酸激酶和乳酸脱氢酶含

量的测定，各组心肌细胞用PBS冲洗3次后加入一定量的胰

酶进行消化收集各组心肌细胞，收集的心肌细胞用PBS重

悬，超声进行细胞破碎，释放出细胞中的丙二醛和超氧化

物歧化酶 ，应用红外微定量分析仪直接检测蛋白浓度，按

照试剂盒说明书测定培养液中肌酸激酶、乳酸脱氢酶及心

肌细胞中丙二醛、超氧化物歧化酶含量。 

1.4.6  Western blot测定血红素加氧酶1和核转录因子E2

相关因子2蛋白表述  各组心肌细胞在H2O2处理24 h后加

入相应的药物组再进行干预24 h，弃上清液，加入0.5 mL

的PBS清洗3次，再加入0.5 mL的Western及IP裂解液取提

取各组细胞总蛋白，进行蛋白定量，经SDS-PAGE电泳分

离，转移至PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温孵育2 h后，加入

血红素加氧酶1和核转录因子E2相关因子2一抗工作液，稀

释倍数均为1∶1 000稀释，4 ℃过夜，TBS-T缓冲液洗膜5

次，10 min/次，加入二抗工作液，室温孵育1 h，TBS-T

洗膜5次，10 min/次，采用ECL法显色。凝胶成像系统观

察结果。 

1.5  主要观察指标  ①CCK-8法测定心肌细胞增殖情况；

②心肌细胞上清液中肌酸激酶、乳酸脱氢酶和心肌细胞中

丙二醛、超氧化物歧化酶含量测定；③Western blot分析心

肌细胞血红素加氧酶1和核转录因子E2相关因子2蛋白表

达。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 19.0(美国IBM公司)进行统

计学分析，所有数据用x
_

±s表示，两两比较采用t 检验，组

间比较采用单因素方差分析检验，P < 0.05为差异有显著

性意义。 

 

2  结果  Results 

2.1  丹参水溶性提取物对H9C2心肌细胞增殖的影响      

质量浓度为0.5，1.0，1.5，2.0和3.0 g/L的丹参水溶性提取

物处理H9C2心肌细胞24 h，CCK-8法检测其对心肌细胞

增殖的影响。结果显示，与对照组相比，0.5，1.0，1.5和

2.0 g/L丹参水溶性提取物对H9C2心肌细胞增殖无明显影

响(P > 0.05)；丹参水溶性提取物质量浓度达到3.0 g/L时，

才对H9C2心肌细胞增殖具有促进作用(P < 0.05；图1)。实

验为排除高浓度丹参水溶性提取物对H9C2心肌细胞的增

殖作用，故选用2.0 g/L丹参水溶性提取物进行后续研究。 

 

2.2  丹参水溶性提取物对H9C2心肌细胞培养液中肌酸激

酶和乳酸脱氢酶含量的影响  如表1所示，与对照组相比，

模型组心肌细胞培养液中肌酸激酶和乳酸脱氢酶的含量均

显著升高(P < 0.05)；而丹参组和钴原卟啉组心肌细胞培养

液中肌酸激酶和乳酸脱氢酶的含量比模型组显著降低(P < 

0.05)，表明丹参和钴原卟啉均能够明显降低H2O2引起的

H9C2心肌细胞的损伤。 

2.3  丹参水溶性提取物对H9C2心肌细胞中丙二醛和超氧

化物歧化酶含量的影响  如表2所示，与对照组相比，模型

组心肌细胞培养液中丙二醛和超氧化物歧化酶的含量均显

著升高(P < 0.05)；而丹参组和钴原卟啉心肌细胞培养液中

丙二醛和超氧化物歧化酶的含量比模型组显著降低(P < 

0.05)，表明丹参和钴原卟啉均能够明显降低H2O2引起的

H9C2心肌细胞的脂质过氧化损伤。 
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图 1  不同质量浓度的丹参水溶性提取物对 H9C2 心肌细胞增殖影响 

Figure 1  Effect of Salvia miltiorrhiza extracts at different 

concentrations on the proliferation of H9C2 cardiomyocytes 

图注：与对照组相比，a
P < 0.05。 
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表 1  丹参水溶性提取物对 H9C2 心肌细胞培养液中肌酸激酶和乳酸

脱氢酶含量的影响                                       (x
_

±s) 

Table 1  Effect of Salvia miltiorrhiza extract on the content of 

creatine kinase and lactate dehydrogenase in the cell supernatant 

of H9C2 cardiomyocytes 

组别 乳酸脱氢酶(U/L) 肌酸激酶(×10
3 
U/L) 

对照组 105±10 0.81±0.064 

模型组 309±24
a
 1.86±0.155

a
 

丹参组 191±15
b
 1.06±0.095

b
 

钴原卟啉组 234±19
b
 1.19±0.12

b
 

表注：与对照组相比，a
P < 0.05；与模型组相比，b

P < 0.05。 

 

 表 2  丹参水溶性提取物对 H9C2 心肌细胞中丙二醛和超氧化物歧化

酶含量的影响                                           (x
_

±s) 

Table 2  Effect of Salvia miltiorrhiza extract on the content of 

malondialdehyde and superoxide dismutase in the cell supernatant 

of H9C2 cardiomyocytes 

组别 丙二醛(μmol/g) 超氧化物歧化酶(×10
3
U/g) 

对照组 0.75±0.035 94.88±8.49 

模型组 1.98±0.154
a
 35.46±3.11

a
 

丹参组 0.95±0.081
b
 75.69±5.52

b
 

钴原卟啉组 1.09±0.062
b
 70.53±7.16

b
 

表注：与对照组相比，a
P < 0.05；与模型组相比，b

P < 0.05。 
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2.4  丹参水溶性提取物对H9c2心肌细胞中血红素加氧酶

1和核转录因子E2相关因子2蛋白表达的影响  如图2所

示，与对照组相比，模型组H9C2心肌细胞中血红素加氧酶

1和核转录因子E2相关因子2的蛋白表达均显著升高(P < 

0.05)；与模型组比较，丹参组和钴原卟啉组心肌细胞中血

红素加氧酶1和核转录因子E2相关因子2蛋白表达明显升

高(P < 0.01)，表明丹参能够诱导心肌细胞血红素加氧酶1

和核转录因子E2相关因子2的蛋白的表达。 

 

3  讨论  Discussion 

生物体内抗氧化能力失衡是许多疾病的病理生理基

础，最新发现的机体内源性抗氧化信号通路：Kelch 样环

氧氯丙烷相关蛋白1-核因子E2相关因子2/抗氧化反应元件

信号通路具有抵抗内外界氧化和化学物质刺激所产生的氧

化应激损伤，使生物体抵抗各种外来损伤中起着非常重要

的作用，是生物体内最重要的内源性抗氧化信号通路，成

为近年来抗氧化研究领域的热点[20]。 

氧化应激的发生是机体内的氧化与抗氧化系统功能失

衡的结果，可能是由于以活性氧自由基为代表的氧化分子

产生增多，也可能由于组织内抗氧化系统特别是抗氧化酶

类的合成减少所致[21]。氧化应激损伤主要由活性氧所致，

有害的活性氧自由基可通过脂质过氧化诱导细胞损伤。超

氧化物歧化酶含量变化间接反映机体清除氧自由基的能

力，丙二醛是脂质过氧化的产物，丙二醛含量可以表明脂

质过氧化水平，作者发现与模型组比较，丹参组和钴原卟

啉组心肌细胞中超氧化物歧化酶含量明显升高，丙二醛的

含量明显降低，表明丹参组能够明显降低心肌细胞氧化损

伤。乳酸脱氢酶和肌酸激酶是心肌细胞胞质中的特异性酶。

氧化应激损伤造成心肌细胞膜通透性增加，心肌细胞内的

重要酶外漏，因此测定胞外的乳酸脱氢酶和肌酸激酶可以

间接反映出心肌细胞损伤程度。研究发现与模型组比较，

丹参组和钴原卟啉组心肌细胞上清液中乳酸脱氢酶和肌酸

激酶含量明显降低，表明丹参水提物能够明显降低心肌细

胞胞质酶乳酸脱氢酶和肌酸激酶的外漏。 

当机体受到氧化应激刺激时，发生构象变化的蛋白释

放核转录因子E2相关因子2，或者调节蛋白激酶C、丝裂原

活化蛋白激酶和磷脂酰肌醇3-激酶信号通路激活核转录因

子E2相关因子2，启动抗氧化应激蛋白基因的转录进而保

护机体免受氧化应激损伤[22-23]。研究发现核转录因子E2相

关因子2诱导激活血红素加氧酶1表达被认为是抗氧化应激

最重要机制之一[24]。实验结果发现，与模型组比较，丹参

组和钴原卟啉组心肌细胞中血红素加氧酶1和核转录因子

E2相关因子2蛋白表达明显升高，表明丹参能够诱导心肌

细胞血红素加氧酶1和核转录因子E2相关因子2的蛋白的

表达。作者实验结果与朱晓洁等[11]的研究结果相似，刺激

血红素加氧酶1的表达能够明显改善氧化应激损伤作用。 

综上所述，以H9C2心肌细胞为研究对象，利用H2O2

建立氧化应激损伤模型，给予丹参水溶性提取物观察H9C2

心肌细胞氧化应激损伤程度，通过测定细胞上清液乳酸脱

氢酶、肌酸激酶和裂解液中丙二醛、超氧化物歧化酶间接

评估心肌细胞受伤和脂质过氧化程度以及核转录因子E2

相关因子2和血红素加氧酶1表达；结果表明丹参水溶性提

取物能够明显减低细胞上清液中乳酸脱氢酶、肌酸激酶和

细胞中丙二醛含量，增加细胞中超氧化物歧化酶的含量，

增加核转录因子E2相关因子2和血红素加氧酶1表达，说明

丹参水溶性提取物通过激活血红素加氧酶1的表达，对心肌

细胞氧化应激损伤具有保护作用。 
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图 2  丹参水溶性提取物对 H9c2 心肌细胞中核转录因子 E2 相关因子 2 和血红素加氧酶 1 蛋白表达的影响 

Figure 2  Effect of Salvia miltiorrhiza extract on the expression levels of heme oxygenase-1 and nuclear transcription factor E2 in H9C2 

cardiomyocytes 

图注：与对照组相比，a
P < 0.05；与模型组相比，b

P < 0.01。 
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