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　　［摘要］　目的　研究槲皮素对Ｈ９Ｃ２心肌细胞抗缺氧损伤的作用及机制。方法　建立Ｈ９Ｃ２细胞
缺氧模型，依次测定乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）的含量，使用 ＭＴＴ法
获得槲皮素作用Ｈ９Ｃ２细胞最适宜药物浓度。根据 Ｈ９Ｃ２细胞不同处理分为对照组（Ｃ）、缺氧模型组
（Ｈ）、ＳＣＨ７７２９８４组（Ｓ）、槲皮素组（Ｑ）、槲皮素＋缺氧模型组（Ｑ＋Ｈ）和槲皮素＋ＳＣＨ７７２９８４组（Ｑ＋Ｓ）。
各组处理完成后再依次检测ＬＤＨ、ＳＯＤ和ＭＤＡ的含量，并观察ＭＡＰＫ、ＥＲＫ１／２蛋白及其磷酸化后的表
达水平。结果　Ｈ９Ｃ２细胞对缺氧培养条件具有一定时间的依赖性，缺氧培养２４ｈ后出现显著的缺氧
损伤，ＬＤＨ和ＭＤＡ水平显著增加而ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＭＴＴ检测结果显示１０－６ｍｏｌ／Ｌ浓度
的槲皮素显著促进Ｈ９Ｃ２细胞增殖（Ｐ＜０．０５）。１０－６ｍｏｌ／Ｌ槲皮素显著降低Ｑ组和Ｓ组Ｈ９Ｃ２细胞培养
中ＬＤＨ和ＭＤＡ的含量（Ｐ＜０．０５），并显著提高ＳＯＤ的含量（Ｐ＜０．０５）。１０－６ｍｏｌ／Ｌ浓度的槲皮素也提
高了Ｈ９Ｃ２细胞ｐＭＡＰＫ和ｐＥＲＫ１／２磷酸化水平。结论　槲皮素能有效抵抗缺氧引起的 Ｈ９Ｃ２细胞
损伤，提高细胞抗氧化能力，清除缺氧过程中产生的有害物质，激活 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２信号途径发挥抗缺
氧化对Ｈ９Ｃ２细胞损伤的作用。
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　　高原缺氧一直是人体健康的重大障碍，缺氧引起
的心血管疾病是人类死亡的首要原因［１］。高原缺氧

的病理机制与氧化应激和细胞凋亡密切相关，其预防

和治疗一直面临很大压力［２］。由于高原的缺氧环境

可导致水土不服，从而引起一系列其他疾病，因此，抗

缺氧药物的寻找和研究迫在眉睫。近年来，有研究表

明传统中药杜仲具有广泛药理活性如抗氧化作用［３］，

其主要成分为槲皮素、黄酮类等化合物［４－５］。也有实

验研究表明杜仲主要单体成分槲皮素具有保护心肌细

胞、抑制细胞凋亡的作用［６］，但其作用机制尚不清楚。

　　本研究通过建立 Ｈ９Ｃ２心肌细胞缺氧模型，筛选
槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞抗缺氧损伤的最佳浓度，并探讨
槲皮素发挥抗缺氧损伤作用与 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２信号
途径的关系，为槲皮素中药的二次开发和机制研究奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　Ｈ９Ｃ２细胞株购自商业化的公司。ＤＭＥＭ培养基
（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；槲皮素（中国药品检定所，纯度含
量９８％以上）；胎牛血清（杭州四季青生物科技有限公
司）；胰蛋白酶、碘化丙啶（ＰＩ）、噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ）均购自Ｓｉｇｍａ公司；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、检测试剂盒均
购自南京建成生物工程研究所；兔抗 ＭＡＰＫ、ｐＭＡＰＫ、
βａｃｔｉｎ、ＥＲＫ１／２和 ＥＲＫ１／２一抗均购于 Ａｂｃａｍ公司；
辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗购于中杉金桥公司；
ＳＣＨ７７２９８４购于Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；青霉素钠、链霉素（华北
制药有限公司）；胰蛋白酶（上海生物工程有限公司），

其他试剂均为国产分析纯。

１．２　仪器
　　酶标仪（ＢｉｏＴｅＫ公司，美国）；倒置相差显微镜（日
本ＯＬＹＭＰＵＳ）；ＳＷＣＪ１Ｆ超净工作台（苏州安泰空气
技术有限公司）；三气细胞培养箱（美国赛默飞世尔科

技）；ＩＸ７１倒置荧光显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）。
１．３　实验方法
　　Ｈ９Ｃ２心肌细胞培养条件 ３７℃ ５％ＣＯ２，含 １０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，待细胞融合至培养皿面积
的７０％～８０％时进行传代培养，每隔３天更换培养液
１次，取对数生长期的细胞进行后续实验。
１．４　Ｈ９Ｃ２细胞缺氧模型建立
　　细胞计数调整细胞浓度为１×１０４个／ｍＬ，接种于
２４孔板中，每孔接种量为１ｍＬ。３７℃ ５％ＣＯ２培养
的Ｈ９Ｃ２细胞融合生长达到７０％～８０％时开始改变培
养条件为３７℃ ９５％Ｎ２５％ＣＯ２，缺氧培养时间依次为
０（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、６、１２、２４和 ４８ｈ，测定 ＬＤＨ和 ＳＯＤ的含
量，确定最适宜的缺氧培养时间。

１．５　槲皮素适宜药物浓度筛选
　　细胞计数，调整细胞密度为１×１０４个／ｍＬ，接种于
９６孔板中，每孔２００μＬ。接种２４ｈ后倒置相差显微
镜下观察细胞贴壁生长达到８０％以上时，依次分别使
用不同浓度槲皮素（１０－４、１０－５、１０－６、１０－７ｍｏｌ／Ｌ）对培
养３７℃ ５％ＣＯ２的 Ｈ９Ｃ２细胞进行干预。药物干预
２４ｈ弃掉培养液，３７℃温浴的 ＰＢＳ漂洗３次后，依次
加入１０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ继续培养４ｈ，弃去上清
液，加入１００μＬＤＭＳＯ，置于摇床上震荡１０ｍｉｎ使结
晶充分溶解。酶标仪４９０ｎｍ处测定光密度值。
１．６　槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞缺氧保护作用
　　根据实验设计要求进行分组，待 Ｈ９Ｃ２细胞接种
培养融合达到８０％以上时，将接种细胞依次分为对照
组（３７℃、９５％Ｏ２５％ ＣＯ２：Ｃ组）、缺氧模型组（３７℃
９５％Ｎ２５％ ＣＯ２：Ｈ组）、药物组（１０

－６ｍｏｌ／Ｌ槲皮素
３７℃、９５％ Ｎ２５％ ＣＯ２：Ｑ组）、ＳＣＨ７７２９８４组（３７℃
９５％Ｏ２５％ＣＯ２４ｎｍｏｌ／Ｌ的ＳＣＨ７７２９８４：Ｓ组）、药物＋
缺氧组（３７℃ ９５％Ｎ２５％ＣＯ２１０

－６ｍｏｌ／Ｌ槲皮素：Ｑ＋Ｈ
组）、药物＋ＳＣＨ７７２９８４组（３７℃、５％ ＣＯ２１０

－５ｍｏｌ／Ｌ
槲皮素和４ｎｍｏｌ／ＬＳＣＨ７７２９８４：Ｑ＋Ｓ组），然后按照上
述条件对Ｈ９Ｃ２细胞进行处理。
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１．７　ＬＤＨ、ＳＯＤ和ＭＤＡ的含量分析
　　上述各组Ｈ９Ｃ２细胞处理后２４ｈ，分别测定ＬＤＨ、
ＳＯＤ和 ＭＤＡ的含量，检测方法严格按照试剂盒说明
书操作进行。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　按照上述实验设计处理 Ｈ９Ｃ２细胞 ２４ｈ后取出
培养细胞弃培养液，用４℃预冷的 ＰＢＳ清洗３次；加
入３００μＬ含１％ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ蛋白裂解液，于冰上静
置１０ｍｉｎ裂解细胞；收集细胞裂解液，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ；收集上清，ＢＣＡ法测定蛋白质浓度，煮沸
变性１０ｍｉｎ；取２０μｇ进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，然后
蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，加
入一抗（ｐＥＲＫ１／２、ＥＲＫ１／２、ｐＭＡＰＫ、ＭＡＰＫ、βａｃｔｉｎ）
４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ清洗５次，每次５ｍｉｎ；加入二抗
室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ清洗５次，每次８ｍｉｎ；ＥＣＬＰｌｕｓ超
敏发光液暗室发光显影，蛋白条带使用 ｉｐｐ软件扫描
量化分析。

１．９　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ
表示，采用单因素方差分析，组间多重比较采用 ＬＳＤ
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　缺氧改变了Ｈ９Ｃ２细胞形态
　　正常和缺氧培养Ｈ９Ｃ２细胞２４ｈ后，倒置显微镜
下观察细胞形态，其中正常对照组 Ｈ９Ｃ２细胞呈梭形，
排列规整，大小均匀，胞核、胞质边缘界限清楚；缺氧培

养组细胞呈不同程度收缩，细胞体积明显缩小、变圆，

突起消失（图１）。

! "

Ａ：３７℃ ５％ＣＯ２培养２４ｈ后 Ｈ９Ｃ２细胞；Ｂ：３７℃ ９５％
Ｎ２５％ＣＯ２培养２４ｈ后Ｈ９Ｃ２细胞

图１　Ｈ９Ｃ２细胞形态观察　（×４０）

２．２　Ｈ９Ｃ２细胞缺氧模型建立
　　Ｈ９Ｃ２细胞采用 ３７℃ ９５％ Ｎ２５％ ＣＯ２条件分别

培养０、６、１２、２４、４８ｈ，测定 ＬＤＨ和 ＳＯＤ含量。随着
缺氧时间的延长，细胞培养液中 ＬＤＨ含量逐渐升高，
ＳＯＤ含量逐渐降低，２４ｈ时与对照相比均有统计学差

异（Ｐ＜０．０５，图２）。因此，确定ＬＤＨ和ＳＯＤ含量缺氧
的最佳时间为２４ｈ。
２．３　槲皮素最适浓度的筛选
　　Ｈ９Ｃ２细胞接种培养２４ｈ后，分别使用含有１０－４、
１０－５、１０－６、１０－７ｍｏｌ／Ｌ的槲皮素处理 Ｈ９Ｃ２细胞２４ｈ，
分析槲皮素对 Ｈ９Ｃ２增殖的影响。结果显示，从
１０－４ｍｏｌ／Ｌ开始，随着药物浓度的下降细胞活性升高，
１０－６ｍｏｌ／Ｌ时达到最高，从 １０－７ｍｏｌ／Ｌ时细胞活性开
始下降，其中１０－６ｍｏｌ／Ｌ与对照比较差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），因此槲皮素作用Ｈ９Ｃ２细胞最佳浓度为
１０－６ｍｏｌ／Ｌ（图３）。
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Ａ：３７℃ ９５％ Ｎ２５％ ＣＯ２培养 Ｈ９Ｃ２细胞不同时间后
ＬＤＨ含量测定结果；Ｂ：３７℃ ９５％Ｎ２５％ＣＯ２培养 Ｈ９Ｃ２
细胞不同时间后 ＳＯＤ含量测定结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照
（０ｈ）比较

图２　Ｈ９Ｃ２细胞缺氧模型建立　（ｎ＝３）
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图３　不同浓度槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞增殖的影响　（ｎ＝６）

２．４　Ｈ９Ｃ２细胞中ＬＤＨ的含量
　　与对照组比较，Ｈ组和 Ｓ组显著提高了 Ｈ９Ｃ２细
胞培养液中ＬＤＨ的含量（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），缺氧加
速了Ｈ９Ｃ２细胞损伤，ＥＲＫ１／２阻断剂同时也能加速细
胞损伤，分别与Ｈ组和Ｓ组比较，Ｑ＋Ｈ组和Ｑ＋Ｓ组均
显著降低细胞培养液中 ＬＤＨ的含量（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），说明槲皮素对缺氧造成的损伤和ＥＲＫ１／２信号
被阻断造成的细胞损伤具有一定的保护作用（图４）。

２２２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　Ｈ９Ｃ２细胞中ＳＯＤ含量
　　与对照组比较，Ｈ组和 Ｓ组显著降低了 Ｈ９Ｃ２细
胞内ＳＯＤ含量（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。分别与 Ｈ组和 Ｓ
组比较，Ｑ＋Ｈ组和 Ｑ＋Ｓ组显著提高 Ｈ９Ｃ２细胞 ＳＯＤ
含量（Ｐ＜０．０５）。结果表明槲皮素能有效抵抗缺氧造
成的Ｈ９Ｃ２细胞内ＳＯＤ含量下降（图５）。
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图４　槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞内ＬＤＨ含量的影响　（ｎ＝３）
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图５　槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞内ＳＯＤ含量的影响　（ｎ＝３）

２．６　Ｈ９Ｃ２细胞中ＭＤＡ含量
　　与对照组比较，Ｈ和 Ｓ组显著提高了 Ｈ９Ｃ２细胞
内ＭＤＡ的含量（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），与Ｈ组比较，Ｑ＋Ｈ
组显著降低了细胞内ＭＤＡ的含量（Ｐ＜０．０５）。结果表
明槲皮素能显著降低细胞中因缺氧和ＥＲＫ１／２信号通
路被阻断引起的ＭＤＡ含量升高（图６）。
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图６　槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞内ＭＤＡ含量的影响　（ｎ＝３）

２．７　Ｈ９Ｃ２细胞中ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２蛋白表达
　　与对照比较，缺氧处理和 ＥＲＫ１／２信号通路被阻
断后显著抑制了Ｈ９Ｃ２细胞内ｐＭＡＰＫ磷酸化的表达
水平（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而槲皮素显著提高了ｐＭＡＰＫ
蛋白表达水平（Ｐ＜０．０１），缺氧和 ＥＲＫ１／２阻断剂显著
抑制槲皮素提高ｐＭＡＰＫ蛋白的表达水平（Ｐ＜０．０１）。
同时对 ｐＥＲＫ１／２和 ＥＲＫ１／２蛋白表达进行检测，结
果显示ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平与 ｐＭＡＰＫ水平趋势
基本一致。缺氧和ＥＲＫ１／２阻断剂显著抑制槲皮素提
高ｐＭＡＰＫ、ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达水平，缺氧显著降
低槲皮素提高 ｐＭＡＰＫ、ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达水平
（图７）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２蛋白表达；Ｂ：ｐＭＡＰＫ／ＭＡＰＫ比值；Ｃ：ｐＥＲＫ１／２／ＥＲＫ比值　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５

图７　槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞内ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２信号通路的影响　（ｎ＝３）
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３　讨论

　　随着人类活动范围的不断扩大，高原地区活动与
人们生活关系越来越密切，但是高原低氧环境给生理

活动带来极大挑战。目前低氧环境的调节药物如红景

天等中药，均存在主要成分不清楚和作用机制不明等

原因。研究表明，中药杜仲具有抗氧化等多种药理作

用［７］，其主要成分为槲皮素、黄酮类化合物。有研究

观察了槲皮素对 Ｈ９Ｃ２细胞氧化损伤的保护机制［８］，

但对抗缺氧损伤的作用机制尚未报道。本研究首先通

过９５％Ｎ２５％ ＣＯ２的培养条件造成缺氧模型，Ｈ９Ｃ２
细胞对缺氧损伤具有一定的时间依赖性。同时 Ｈ９Ｃ２
细胞对槲皮素的作用存在一定浓度剂量的依赖性，实

验结果进一步表明 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２信号通路参与了
槲皮素对Ｈ９Ｃ２缺氧损伤的保护作用。
　　本研究通过 ９５％ Ｎ２５％ ＣＯ２的培养条件建立
Ｈ９Ｃ２细胞缺氧模型。Ｈ９Ｃ２细胞缺氧培养不同时间
（０、６、１２、２４、４８ｈ）后细胞形态发生明显变化，其中随
着缺氧时间的延长，低氧条件对 Ｈ９Ｃ２细胞造成的损
伤加重。乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）为细胞内酶，当细胞受到
各种损伤后，细胞膜发生破损导致ＬＤＨ外漏至细胞培
养液中，因此细胞培养液中ＬＤＨ含量的高低反映细胞
受损伤的程度。实验结果发现随着缺氧时间的延长

ＬＤＨ逐渐增加，２４ｈ达到最高，２４～４８ｈ时ＬＤＨ下降，
其原因是由于随着缺氧时间的延长，细胞出现了大量

的凋亡最终导致 ＬＤＨ含量的下降。超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）能清除细胞缺氧过程中产生的大量自由基等有
害物质，结果显示，随着缺氧时间的延长，ＳＯＤ的含量
逐渐降低，推测缺氧过程中，细胞产生大量的有害物质

消耗ＳＯＤ以及缺氧造成 ＳＯＤ的表达降低等。本研究
结果表明，Ｈ９Ｃ２细胞缺氧培养２４ｈ为其指标检测的
最佳时间点。

　　前期的研究表明杜仲具有很好的抗缺氧保护功
效，槲皮素为其主要的有效成分［８］，但其是否具有抗

缺氧保护作用尚不清楚。本研究观察了不同浓度槲皮

素对Ｈ９Ｃ２细胞活性作用，结果显示槲皮素作用于
Ｈ９Ｃ２细胞具有一定的浓度依赖性，其中１０－６ｍｏｌ／Ｌ的
槲皮素对Ｈ９Ｃ２细胞具有一定活性。前期的研究报道
细胞和机体在缺氧环境中会发生一系列的缺氧应激反

应，尤其是心脏系统抗缺氧过程中产生过多的活性氧，

最终导致抗氧化能力的减弱，引起心肌细胞功能障碍

及结构破坏、凋亡、坏死、心肌细胞大量缺失等［９－１１］。

目前判断缺氧损伤基本依据是自由基的清除和抗氧化

物和氧化过程中的一些代谢产物，如丙二醛（ＭＤＡ）、
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、ＬＤＨ含量等。缺氧环境造成
了Ｈ９Ｃ２细胞培养液中ＬＤＨ含量的大量升高，而槲皮
素处理Ｈ９Ｃ２细胞后显著抑制缺氧造成的培养液中
ＬＤＨ的升高［１２］。然而使用 ＥＲＫ１／２阻断剂 ＳＣＨ７７２９８４
处理Ｈ９Ｃ２细胞后ＬＤＨ含量升高，槲皮素可以逆转这
一过程，因此推测槲皮素对缺氧造成的 Ｈ９Ｃ２细胞损
伤具有一定的保护作用。ＳＯＤ具有清除这些有害物
质的功能，ＳＯＤ的高低直接反映细胞抗氧化水平［１３］，

本研究结果显示缺氧和 ＥＲＫ１／２信号通路被阻断后，
显著抑制了 ＳＯＤ含量，然而槲皮素预处理后 ＳＯＤ含
量有所升高，因此推断槲皮素具有提高 Ｈ９Ｃ２细胞的
抗氧化水平。ＭＤＡ具有细胞毒性，能引起细胞的损
伤［１４］，槲皮素具有清除缺氧和 ＥＲＫ１／２信号通路被阻
断后造成ＭＤＡ升高的能力。同时研究发现槲皮素也
能提高 ｐＭＡＰＫ和 ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达水平，但是
缺氧和ＥＲＫ１／２阻断剂均抑制了其表达水平。本研究
推测槲皮素通过ＥＲＫ１／２信号通路提高 Ｈ９Ｃ２细胞抗
氧化能力，减少缺氧对细胞的损伤。

　　综上所述，槲皮素能有效提高 Ｈ９Ｃ２细胞的抗氧
化能力，减少缺氧对 Ｈ９Ｃ２细胞过程中的损伤作用。
本研究为槲皮素的抗缺氧保护作用的药理活性，以及

为富含槲皮素的中药的开发奠定了基础。
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