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风轮菜总黄酮不同极性部位的
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摘要　目的：探讨风轮菜总黄酮的不同极性部位对缺氧／复氧诱导的Ｈ９ｃ２心肌细胞损伤的保护作用。方法：建立缺氧／复
氧Ｈ９ｃ２心肌细胞损伤模型，对风轮菜总黄酮１０％甲醇部位（２＃）、２０％甲醇部位（３＃）、３０％甲醇部位（５＃）进行药物浓度筛
选，采用ＭＴＴ法测定细胞存活率。收集培养细胞及其上清液测定乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽
过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）及过氧化氢酶（ＣＡＴ）的活性和丙二醛（ＭＤＡ）的含量。结果：与正常对照组比，模型组 Ｈ９ｃ２心肌细
胞经过缺氧４ｈ复氧２４ｈ造模后，细胞活力显著降低。与模型组比较，２＃、３＃、５＃给药组显著增加Ｈ９ｃ２心肌细胞活力。与正
常对照组比较，模型组的ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ及ＣＡＴ的活性均显著降低，而ＬＤＨ活性、ＭＤＡ含量均升高，２＃、３＃、５＃给药组可呈浓
度依赖性显著增加ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ及ＣＡＴ活性，降低 ＬＤＨ活性及 ＭＤＡ含量。结论：２＃、３＃、５＃对缺氧／复氧诱导的 Ｈ９ｃ２心
肌细胞损伤具有保护作用，其与增强细胞清除氧自由基能力、降低脂质过氧化物的产生有关。
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　　目前，缺血性心脏病的发病率处于原发性心脏
病的首位，其中心肌缺血再灌注损伤（ＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｓ
ｃｈｅｍｉａＲｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎＩｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）约占５０％。随着溶
栓、介入手术、冠脉搭桥、心脏移植等心血管疾病治

疗技术的广泛应用，ＭＩＲＩ更成为临床亟待解决的关

键问题［１］。

缺血及再灌注后引起的自由基损伤是 ＭＩＲＩ重
要的病理机制之一。由于过量的氧自由基能氧化细

胞膜上的脂质成分、糖类、蛋白质及 ＤＮＡ，造成脂质
过氧化，引起细胞膜功能障碍和损伤、并产生可扩散
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性醛毒效应，同时使抗氧化酶活性降低导致心肌细

胞膜完整性破坏、通透性增加及离子转运功能障碍，

引起钙超载、炎症因子释放，使心肌细胞严重受损，

大量细胞凋亡、坏死，进而导致心力衰竭而危及生

命［２］。

黄酮类化合物是中药中用于治疗和预防心血管

疾病的重要有效成分。目前流行病学研究证明饮食

中大量摄入黄酮类化合物亦能够降低急性心梗的风

险并且降低心血管疾病的死亡率。突出显示出黄酮

类化合物在预防和治疗心血管疾病中具有潜在应用

价值和巨大的药用开发前景［３７］。

风轮菜为唇形科风轮菜属（Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ）植物，
源于２０１０版中国药典一部收载的常用中药。为唇
形科植物风轮菜 Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｂｅｎｔｈ）
ＯＫｕｎｔｚｅ的干燥地上部分，具有清热解毒、凉血止
血、活血之功效。风轮菜中含黄酮类、皂苷类、有机

酸类、芳香族类、三萜类、甾体等类型化合物，其中黄

酮类和皂苷类化合物为该植物的主要活性成分。现

代关于风轮菜的药理研究主要集中于皂苷类成分止

血作用的研究，对其黄酮类成分药理作用的研究较

少。风轮菜黄酮类成分含量较高，是重要的活性部

位。研究表明风轮菜总黄酮具有显著的抗氧化、抗

心肌缺血、耐缺氧、抗炎、保护血管内皮细胞等作

用［８］；尽管风轮菜总黄酮对心血管系统具有显著的

活性，但对其不同黄酮类成分的心血管活性方面的

基础研究薄弱，物质基础尚未阐明。

为进一步确认风轮菜总黄酮中抗 ＭＩＲＩ损伤的
有效部位，进而得到有效成分，我们利用缺氧复氧

（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎＨ／Ｒ）损伤心肌细胞模型，研
究了风轮菜总黄酮不同极性部位对缺氧复氧损伤模

型的保护作用，探讨其初步的作用机制。为风轮菜

总黄酮保护心肌的药效物质基础研究奠定基础。

１　仪器与材料
１１　仪器设备　ＴＧＬ１６Ｃ台式离心机（上海安亭科
学仪器厂）；ＦＡ２１０４电子分析天平（上海天平厂）；
ＺＨＪＨＣ１１０９Ｃ超净工作台（上海智城分析仪器制造
有限公司）；Ｍ１０００微孔扫描酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公
司）；二氧化碳培养箱（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｔｙｐｅ
ＩＩＩ型手套厌氧箱（美国ＣＯＹＬａｂｏｒａｔｏｒｙ）。
１２　主要材料　ＤＭＥＭ高糖培养基、ＤＭＥＭ无糖培
养基、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），胰蛋白酶、四氮唑蓝
（ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ公司），乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物
歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物
酶（ＧＳＨＰｘ）及过氧化氢酶（ＣＡＴ）试剂盒（南京建成

生物工程研究所），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（国药集团
化学试剂有限公司），磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）粉末
（ＺＬＩ９０６１），实验用水为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水。
１３　实验细胞株　Ｈ９ｃ２大鼠心肌细胞株购自上海
生命科学研究院细胞库。

图１　２＃、３＃、５＃（图Ａ、Ｂ、Ｃ）对缺氧／复氧诱导
Ｈ９ｃ２心肌细胞损伤的保护作用

注：与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜００１，与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ

＜００１。

２　实验方法
２１　风轮菜总黄酮片段的制备　风轮菜总黄酮由
中国医学科学院药用植物研究所化学室分离提纯而

得，按其极性大小进行分离，以氯仿、甲醇１００∶０－０
∶１００的比例，甲醇５％递增的方式进行梯度洗脱，得
到分离洗脱样品。减压浓缩，５０℃真空干燥获得固
体样品，分别标记为风轮菜总黄酮不同极性部位１
～１９，即１＃～１９＃。以ＤＭＳＯ溶解至１００μｇ／ｍＬ的药
物母液，ＤＭＥＭ高糖培养基倍半稀释至所需浓度。
２２　Ｈ９Ｃ２心肌细胞的培养及药效的筛选　根据预
实验结果现选用２＃、３＃、５＃三个有效部位进行药效筛
选实验。Ｈ９ｃ２心肌细胞用含１０％胎牛血清 ＤＭＥＭ
高糖培养基于５％ ＣＯ２培养箱中３７℃培养。实验
时取对数生长期细胞，以１×１０５／孔密度接种于９６
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表１　２＃、３＃、５＃对缺氧／复氧所致心肌细胞损伤抗氧化能力的影响（珋ｘ±ｓ）

组别
ＳＯＤ

（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）
ＣＡＴ

（Ｕ·ｍＬ－１）
ＧＳＨＰｘ

（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）
ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）
ＬＤＨ

（Ｕ·ｍＬ－１）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２２５２３±２７２６ ２６０７±３９７ ９４４０±１０５９ ２９７０±４２５ ４６５８０±３８５８
Ｍｏｄｅｌ １３７１４±１５７３△△ １４５３±２８０△△ ６１６１±９２２△△ ７０９９±５５２△△ ８９９４４±７１７６△△

２＃－６２５ １７０１４±１９８５ １９７０±２９９ ６７４２±８５４ ６２０５±２９１ ７７１６６±５３１９

２＃－１２５ １９３６０±９３３ ２２７１±２４９ ７１３３±６８６ ４７５９±１６６ ６７３６５±３９１８

２＃－２５ １９９９８±１５０４ ２５２３±３０７ ８１１５±６０２ ３５５２±２２５ ５８８１２±３９８１

３＃－６２５ １６５６８±１４７３ ２１３８±１１４ ６９３８±８９２ ５４８０±４８２ ７５２５７±４１７２

３＃－１２５ １９４４９±１９４１ ２２５６±２３０ ７７９９±８１４ ４２０１±２６８ ６２８３７±３９０６

３＃－２５ ２０８２６±２７８３ ２４８３±３０６ ７９５１±１０９２ ３５１０±４４４ ５５８１０±３４７５

５＃－６２５ １６０２６±１３７９ ２１７８±５５３ ６９３２±５６５ ５１４３±３３２ ７４３０３±４２６０

５＃－１２５ １７３４７±１８１３ ２２７１±２９２ ８１０９±８５７ ４１８８±５６４ ６３２１４±３６７５

５＃－２５ １９４２１±２１４１ ２３９９±４２１ ８７０６±６６７ ３３０８±１３１ ５６６１３±２３９４

　　注：与空白对照组比较，△△Ｐ＜００１，与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

孔培养板培养２４ｈ后，随机分为３组，正常对照组
（Ｃ组），缺氧／复氧模型组（Ｈ／Ｒ组），缺氧／复氧模
型＋２＃、３＃、５＃（１５６２５、３１２５、６２５、１２５、２５、５０μｇ／
ｍＬ）给药组，每组设置６个复孔。预给药孵育１２ｈ
后，在倒置显微镜下观察细胞形态，吸弃含药培养

液，加１００μＬＤＭＥＭ无糖培养基，厌氧箱中培养４
ｈ，再吸弃培养液，加入１００μＬＤＭＥＭ高糖培养液放
置于５％ ＣＯ２培养箱中３７℃培养２４ｈ。弃去培养
液，每孔加入含 １０ｍｇ／ｍＬＭＴＴ的无血清培养液
１００μＬ继续培养４ｈ，弃去培养液，每孔加入 ＤＭＳＯ
１５０μＬ，微孔振荡器上振荡５ｍｉｎ，酶标仪５７０ｎｍ波
长测定各孔吸光度值（ＯＤ）。实验重复３次。

细胞存活率（％）＝（各实验组吸光度值／正常
对照组吸光度值）×１００％
２３　生化指标的测定　测定 Ｈ９ｃ２心肌细胞的氧
化平衡体系酶。采用 ２，４二硝基苯肼显色法检测
ＬＤＨ活性，硫代巴比妥酸法测定 ＭＤＡ含量，黄嘌呤
氧化酶法测定ＳＯＤ活力，二硫代二硝基苯甲酸法测
定ＧＳＨＰｘ含量，钼酸铵法测定 ＣＡＴ活力。实验重
复３次，具体操作步骤参照试剂盒说明书。
２４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３０统计软件分析，
结果以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，各组间比较采用
单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。
３　结果
３１　２＃、３＃、５＃对缺氧／复氧诱导 Ｈ９ｃ２心肌细胞活
力的影响　与正常组比较，各模型组 Ｈ９ｃ２心肌细
胞活力均显著降低，具有统计学差异；２＃、３＃、５＃对
Ｈ９ｃ２心肌细胞活力的下降均有抑制作用。在改善
细胞活力方面，片段２＃、３＃、５＃（图１Ａ、Ｂ、Ｃ）３１２５～
２５μｇ／ｍＬ的给药剂量可使细胞活力较模型组相比
显著增高，且各片段均呈剂量依赖性，其他给药剂量

可不同程度的降低此抑制作用，但无统计学意义。

结果如图１。
３２　２＃、３＃、５＃对缺氧／复氧所致 Ｈ９ｃ２心肌细胞损
伤抗氧化能力的影响　根据３１的实验结果，对２＃、
３＃、５＃的低、中、高（６２５、１２５、２５μｇ／ｍＬ）三个给药
剂量进行抗氧化作用研究。结果见表１，与正常对
照组比较，模型组心肌细胞的ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ活
性显著降低，而 ＬＤＨ、ＭＤＡ含量则显著增加。与模
型组相比，２＃、３＃、５＃均可增加 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ活
性，降低ＬＤＨ、ＭＤＡ含量，并呈剂量依赖性。
４　讨论

根据课题组前期研究风轮菜总黄酮对阿霉素心

脏毒性保护作用及机制研究，实验表明，风轮菜总黄

酮在体内和体外水平可以减轻阿霉素诱导心肌细胞

凋亡。风轮菜总黄酮通过抑制线粒体依赖的ｐ５３介
导的细胞凋亡信号减轻阿霉素诱导的心肌氧化应激

损伤。此外，风轮菜总黄酮也激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路，从而促进细胞的存活。

ＲＯＳ的过量生成和随后的氧化应激反应在阿
霉素诱导的心肌功能障碍中发挥重要的作用［９］。

阿霉素对心肌细胞的毒性作用主要是由于其固有的

化学结构所引起的，其诱导产生的自由基可导致细

胞凋亡［１０］。以往的研究也证明了阿霉素能增加心

脏组织和心肌细胞氧自由基的生成，抑制抗氧化酶

的表达，降低内源性抗氧化能力，进而造成心肌细胞

的氧化应激损伤［１１１３］，风轮菜总黄酮可以通过调节

活性氧代谢酶的活性进而有效降低阿霉素诱导的心

肌细胞氧化应激损伤。

机体的氧化应激是指机体在遭受有害刺激时，

氧自由基生成过量，氧化系统和抗氧化系统失衡，导

致氧自由基及其相关代谢产物过量聚集，从而对细
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胞产生多种毒性作用的病理状态。ＭＤＡ是脂质过
氧化反应的终产物，其水平的高低可反映机体脂质

过氧化的程度。因此，测定 ＭＤＡ的含量可间接反
映出细胞受氧化损伤程度，是反映氧化应激较好的

指标［１４］。自由基激发的脂质过氧化物可以导致质

膜损伤，ＬＤＨ漏出率能较准确地证明包膜的完整
性。本研究利用缺氧／复氧模型诱导 Ｈ９ｃ２心肌细
胞的损伤时，发现 ＭＤＡ含量显著增高，表明 Ｈ９ｃ２
心肌细胞在缺氧／复氧环境中产生了大量的脂质过
氧化物，并改变了细胞膜的通透性，使膜内 ＬＤＨ可
透过细胞膜释放到培养液中，导致培养液中ＬＤＨ水
平显著升高。ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ是生物体内清除
活性氧自由基的重要酶类，它们的催化活性可以间

接反映机体清除氧自由基的能力，是维持机体氧化

平衡的重要物质［１５］。在本研究中，模型组 ＳＯＤ活
性、ＣＡＴ活性、ＧＳＨＰｘ含量显著降低，表明在 Ｈ／Ｒ
可导致 Ｈ９ｃ２心肌细胞肌细胞抗氧化防御机制受
损。风轮菜总黄酮的不同极性部位２＃、３＃、５＃给药组
可有效提高心肌细胞存活率，并可呈浓度依赖性显

著有效提高 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ的活性，减少 ＭＤＡ
的生成量，同时降低受损心肌ＬＤＨ的释放量。

综上所述，风轮菜总黄酮的不同极性部位２＃、
３＃、５＃能提高清除氧自由基能力及降低脂质过氧化
物的产生说明风轮菜总黄酮片段通过抗氧化作用发

挥对Ｈ／Ｒ诱导Ｈ９ｃ２心肌细胞损伤具有保护作用。
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ＮｉｔｒａｔｉｖｅＤａｍａｇｅｉｎＡｄｒｉａｍｙｃｉｎＩｎｄｕｃｅｄＣａｒｄｉａｃＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＩｎ

ｊｕｒｙ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２００４，３２（５）：５３６５４７．

［１２］ＥｌｉｓａｂｅｔｔａＡｌｄｉｅｒｉ，ＬｏｒｅｄａｎａＢｅｒｇａｎｄｉ，ＣｈｉａｒａＲｉｇａｎｔｉ，ｅｔａｌ．Ｄｏｘｏｒｕ

ｂｉｃｉｎＩｎｄｕｃｅｓａｎＩｎｃｒｅａｓｅｏｆＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅＳｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＲａｔＣａｒｄｉａｃ

ＣｅｌｌｓＴｈａｔＩｓＩｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＩｒｏｎＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＡｐｐｌ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００２，１８５（２）：８５９０．

［１３］Ｘ．Ｈａｎ，Ｊ．Ｐａｎ，Ｄ．Ｒｅｎ，ｅｔａｌ．Ｌｏｕ．Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ７Ｏｇｌｕｃｏｓｉｄｅｐｒｏ

ｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎＨ９ｃ２ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｂｙ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌ

Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２００８，４６（９）：３１４０３１４６．

［１４］ＳｅｈｉｒｌｉＯ，ＴｏｚａｎＡ，ＯｍｕｒｔａｇＧＺ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ

ａｇａｉｎｓｔｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌ

ＥｎｖｉｒｏｎＳａｆ，２００８，７１（１）：３０１．

［１５］吕风亚，李义召，徐龙宪，等．硒对沙土鼠脑缺血再灌注损伤后

ＭＤＡ、ＧＳＨＰｘ及细胞凋亡的影响［Ｊ］．卒中与神经疾病，２００３，１０

（４）：１９８．

（２０１５－０６－２９收稿　责任编辑：洪志强）

·２７１１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｕｇｕｓｔ２０１５，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．８
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