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升陷汤及单味药材水提物对缺氧/复氧致心肌损伤的保护作用
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［摘要］　目的　通过观察升陷汤及单味药材水提物对离体培养的大鼠心肌细胞缺氧/复氧损伤的影响，并对其作用机制

进行初步探讨。方法　培养 H9C2 大鼠心肌细胞，共分成 8 组：空白对照组，缺氧/复氧组（模型组），缺氧复氧损伤后药物干预

组（升陷汤全方及 5 个单味药材水提物组）。分别对心肌细胞凋亡率、心肌细胞的活力、细胞内活性氧（ROS）活性、细胞内钙

离子浓度（Ca2+）等指标进行检测。结果　升陷汤全方及黄芪、知母等药材干预能明显降低细胞凋亡率、细胞内 ROS 活性和

Ca2+浓度（P<0.05），其中，全方的作用最强。与缺氧/复氧组细胞内 ROS 活性和 Ca2+浓度增加至空白对照组的 2.49 倍及

1.71 倍相比，全方能使细胞内 ROS 活性和 Ca2+浓度增加率降至缺氧/复氧组的 41.37% 和 15.20%。结论　升陷汤及单味药材

对缺氧/复氧致心肌损伤具有保护作用，该作用的机制可能通过抑制细胞凋亡、降低细胞内 ROS 以及 Ca2+的浓度所致。
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［Abstract］　 Objective　To  study  the  protective  effect  of  Shengxian  decoction  and  the  single  herb  decoction  against
myocardial injury induced by hypoxia/reoxygenation. Methods　The H9c2 cells were cultured to establish hypoxia/reoxygenation
model.  Rats  were  divided  into  8  groups:  normal  control  group,  hypoxia/reoxygenation  group  (model  group)  and  treated  groups
(Shengxian decoction and the single herb decoction). The apoptotic rate of cardiomyocytes, the activity of reactive oxygen species
(ROS) and intracellular  calcium concentration (Ca2+)  were measured. Results　Compared with hypoxia/reoxygenation group,  the
apoptosis rate, ROS activity and intracellular Ca2+ concentration were significantly lower in all treated groups (P<0.05). The ROS
activity and intracellular Ca2+ concentration was decreased by 41.37% and 15.20% in Shengxian decoction group compared to the
model group. Conclusion　Shengxian decoction and the single herb decoction had protective effect on myocardial injury induced
by hypoxia/reoxygenation.
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1960 年，Jenning 首次提出了心肌再灌注损伤

的概念[1]。心肌缺血/再灌注损伤的主要原因包括

氧自由基增多、细胞内钙超载及微血管损伤等[2-3]，

缺血组织细胞恢复灌注后发生的再灌注损伤（MIRI）

在恢复血流的过程中常会引起心肌细胞的氧化应

激损伤[4-5]，往往造成患者预后不佳 [6]。

升陷汤出自张锡纯《医学衷中参西录》，该方由

黄芪、柴胡、升麻、桔梗、知母组成，主治大气下陷

之证，临床广泛用来防治心肌缺血性疾病[7]、治疗

老年慢性充血性心力衰竭[8]、治疗不稳定型心绞痛[9]、

治疗青少年病毒性心肌炎[10-11]。课题组前期考察

了升陷汤及各单味药对阿霉素致心肌细胞的保护

作用[12]，尚未见升陷汤对心肌细胞缺氧/复氧损伤

模型保护作用的报道。本实验基于经典的心肌细

胞缺氧 /复氧损伤模型 [13]，从细胞凋亡的角度初
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步探讨升陷汤及单味药对心肌缺氧/复氧的作用

机制。 

1    材料与方法
 

1.1    实验试剂

纯净水（美国 Millipore 公司）、Fura-3/AM（碧

云天生物技术有限公司）、生理盐水（海军军医大学

附属长征医院）；0.25% 胰蛋白酶溶液（Gibco 公

司）；DMEM 低糖培养基、培养液（美国 Hyclone 公

司）；MTT 工作液（美国 sigma 公司）；二甲基亚砜

（德国 GmbH 公司）；PBS 缓冲液（南京滴纯生物科

技有限公司）；胎牛血清（美国 Gibco 公司）；DCFH-
DA（碧云天生物有限公司）；Annexin V-FITC/PI 凋
亡检测试剂盒（美国 BD 公司）；16% 甲醛（无甲醇，

赛默飞世尔科技有限公司）；其他试剂为分析纯。

倒置荧光显微镜（重庆奥特光学仪器）；流式细

胞 仪 （ 美 国 BD 公 司 ） ； 全 自 动 酶 标 仪 （ 美 国

Multiskan  MK3 公司） ； CO2 细胞培养箱（德国

Heraeus 公司）；低温高速离心机（德国 Heraeus 公

司）；台式高速离心机（德国 Eppendorf 公司）；荧光

显微镜（日本 OLYMPUS 公司）；二氧化碳培养箱

（美国 Forma 公司）；79-1 型磁力搅拌器（江苏周庄

科研仪器厂）；YJ-II 型超声波细胞粉碎机（上海新

芝生物技术研究所）；海尔低温冰箱。 

1.2    药物的制备

升陷汤中五味药材饮片由长征医院药材科提

供。将 5 L 水浸泡升陷汤全方提取物或各单味药

材 24 h 后，再煎煮，重复 3 次，将浓缩水煎煮液合

并至 650 ml，干燥得提取物浸膏。其中，升陷汤组

方饮片（简称药物 SXT）包括黄芪 600 g，知母 300 g，
柴胡 150 g，桔梗 150 g 和升麻 100 g。SXT、黄芪、

知母、柴胡、桔梗和升麻水提液蒸干后的浸膏重量

分别为 431.2、187.5、89.5、45.2、43.5、28.1 g。将

所有提取物分别研细，于−20°C 冰箱中保存备用。 

1.3    实验方法 

1.3.1    H9C2 大鼠心肌细胞株的培养

H9C2 细胞培养在含 10% FBS 的高糖 DMEM
培养液、37 ℃、5% CO2、95% O2 饱和湿度的恒温

细胞培养箱，待细胞汇合度达到 80%～90% 进行传

代培养。传代时，弃去培养液，用 PBS 缓冲液洗

2～3 次后用含 0.25% 胰蛋白酶消化液消化细胞，

待细胞变圆时立刻停止消化，以 1 000 r/min 离心

5 min。弃上清液，用含 10% FBS 的 DMEM 培养

基重悬后，并按 1∶3 分瓶，隔天更换培养液。取对

数生长期细胞进行试验。 

1.3.2    模型的复制和药物干预

将心肌细胞随机分为以下 8 组：对照组：心肌

细胞正常培养基培养；模型组：心肌细胞用低糖无

血清培养基预孵育 1 h 后，在含 95% N2 和 5%CO2

的培养箱中缺氧 6 h，再在 5% CO2 和 95% 空气饱

和的培养箱复氧 1 h 造成心肌缺血损伤模型组；药

物干预组：心肌细胞用低糖无血清培养基稀释的药

物预孵育 1 h 后，经缺氧 6 h-复氧 1 h 处理后即为

药物干预组。其中，干预药物包括 SXT、黄芪、知

母、柴胡、桔梗和升麻水提液（共 6 组）。 

1.4    检测指标 

1.4.1    心肌细胞活力的测定

培养完成后，将对照组和模型组组以及药物干

预组中取对数期生长的细胞接种于 96 孔板，调整

细胞的浓度使每孔有 5×105 个细胞，然后向每孔中

加入 20 μl MTT（5 mg/ml）工作液，孵育一段时间，

后向每孔中加入 150 μl DMSO，室温条件先低速震

荡让二者充分融合，然后参照 MTT 比色法试剂盒

说明，在 490 nm 测定各孔下的吸光值，分别记录结

果。模型组、各药物干预组与对照组的比值为细胞

活力相对值。 

1.4.2    活性氧（ROS）含量的变化

培养完成后，分别收集所有组中悬浮细胞，在

各组细胞中加入 150 μl DCFH-DA 溶液，在 37 ℃
细胞培养箱内避光孵育 30 min。每隔 5 min 震荡

1 次，使探针和细胞充分接触。用无血清细胞培养

液将细胞洗几遍，最后用 PBS 重悬。采用多功能

酶标仪检测细胞内 ROS 活性（激发波长 488 nm，检

测波长 525 nm）。 

1.4.3    细胞内钙离子浓度的变化

培养结束后，用 0.25% 胰酶消化离心，分别将

所有组中细胞用缓冲液 PBS 冲洗，再与 10 μmol/L
钙离子荧光探针 Fura-3/AM（10）共同孵育 60 min，
然后用缓冲液冲洗 2 次，最后用 PBS 重悬。将制

成的标本置于倒置荧光显微镜下，用 340 nm 紫外

光激发获得荧光图像，经过计算机图像处理后根据

标准曲线算出细胞内钙浓度。 

1.4.4    AnnexinV-FITC/PI 双染检测细胞凋亡

培养完成的细胞用不含 EDTA 的胰酶消化，离

心收集悬浮细胞，2 000 r/min 离心 5 min，弃培养

基；用预冷的 PBS 洗涤细胞；加入 100 μl 结合缓冲

液悬浮细胞，浓度约为 1 × 106/ml；然后在细胞悬浮

液中加入 5 μl Annexin V-FITC，轻轻混匀后于 4 ℃
避光条件下孵育 15 min；再加入 5 μl PI 后轻轻混
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匀于 4 ℃ 避光条件下孵育 5 min；添加 PBS 至 500 μl
并轻轻震摇均匀，于 60 min 内用流式细胞仪检测

细胞凋亡率。 

1.5    统计学处理方法

x̄± s

使用 GraphPad Prism v5.0 统计软件进行统计

学分析，实验数据以（ ）表示，组内两两比较采

用 t-test，当 P < 0.05 时判定差异具有统计学意义。 

2    结果
 

2.1    药物对缺氧/复氧损伤后心肌细胞活力的影响

本实验根据临床给药剂量及预实验结果，在药

物试验浓度分别为 2.5、5.0、10.0、20.0、40.0、80.0、
160.0 和 320.0 μg/ml 的药物浸膏时，研究全方及各

单味药对心肌细胞缺氧/复氧后细胞活力的影响。

MTT 结果显示：升陷汤、黄芪、知母、桔梗、升麻

在 20 μg/ml 时，细胞活力最佳，因此确定上述提取

物浓度组均为 20 μg/ml；由于 20 μg/ml 柴胡提取物

对心肌细胞有一定损伤，经试验最终确定药物浓度

为 0.3 μg/ml 时对缺氧/复氧后细胞活力无明显影响

（表 1）。
 
 

表 1    升陷汤各单味药对缺氧/复氧造成的

心肌细胞活力的影响 
组别 终浓度（μg/ml） MTT增殖率（%）

全方 20 18.745

黄芪 20 14.300

知母 20 11.199

桔梗 20   9.244

升麻 20 10.977

柴胡 0.3 26.512
 
  

2.2    药物对缺氧/复氧损伤后心肌细胞内 ROS 的

影响

实验结果表明：心肌细胞在缺氧/复氧条件下，

细胞内活性氧含量明显增加，升高至对照组的

2.49 倍（P<0.01，图 1），表明缺氧/复氧引起细胞内

自由基损伤；给药后，除柴胡外，升陷汤全方及各单

味药均能明显降低心肌缺氧/复氧致心肌损伤模型

的细胞内 ROS 的荧光强度，升陷汤全方、黄芪、知

母、桔梗和升麻处理组分别为对照组的 1.46、
1.40、1.79、1.52 和 1.83 倍（P<0.01，图 1）。其中，

升陷汤与黄芪作用最强，两者无明显统计学差异。 

2.3    药物对缺氧/复氧损伤后心肌细胞内钙离子的

影响

实验结果表明：心肌细胞在常氧下（对照组），

Ca2+荧光强度较低，缺氧/复氧后，Ca2+荧光强度增

加（P<0.01，图 2），表明心肌细胞低氧/复氧时存在

Ca2+超载。升陷汤全方和黄芪、知母药物干预后，

各组细胞内荧光强度与模型组相比，分别降低了

15.20%、23.98% 和 15.79%（P<0.05，图 2），表明其

对低氧/复氧时心肌细胞内 Ca2+ 超载有抑制作用。

桔梗、升麻药物处理后，上述值虽然有降低，但差异

不明显。
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图 2    药物对心肌缺氧/复氧细胞内 ROS含量的影响
**P<0.01,与缺氧/复氧组比较；##P<0.01，与对照组比较。

  

2.4    药物对缺氧/复氧损伤后心肌细胞凋亡的影响

采用 Annexin V-FITC/Pl 双染流式细胞术检测

药物对缺氧/复氧损伤后心肌细胞凋亡情况。从检

测结果发现，心肌细胞在常氧下（对照组），细胞凋

亡较低；缺氧/复氧后，细胞凋亡增加；给药组中升

陷汤全方、黄芪、桔梗可以降低细胞的凋亡率

（P<0.05，图 3）。 
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图 1    药物对心肌缺氧/复氧细胞凋亡的影响

A. 流式细胞术检测图；B.计数统计图
*P<0.05，与缺氧/复氧组比较；##P<0.01，与对照组比较。
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3    讨论

心肌细胞缺氧/复氧损伤是模拟 MIRI 的病理

生理过程的经典模型，心肌细胞短时间内缺血再灌

注造成的组织细胞功能代谢发生障碍及结构功能

破坏加重，甚至发生不可逆性损伤的现象[14]。Ca2+

超载一直被认为是心肌缺血再灌注的主要机制。

缺血缺氧时，心肌细胞内 Ca2+超载，线粒体膜的通

透性转换孔开放；再灌注恢复使得心肌细胞重新摄

取 O2，产生大量的线粒体内活性氧，进一步增加线

粒体胞质内的 Ca2+浓度，线粒体的氧化磷酸化进而

受阻促使心肌细胞死亡[15-16]。另外，线粒体内活性

氧触发氧化应激反应并加重心肌细胞的凋亡和坏

死 [17-19]。由此可见，细胞内 ROS 活性和 Ca2+浓度

是 MIRI 重要的检测指标[20-21]。

本课题组前期采用大鼠冠状动脉结扎急性心

肌缺血致慢性心力衰竭模型，心肌组织病理学切片

证实了升陷汤全方对心肌细胞损伤和炎症发展起

到有效的控制作用，通过药理指标测定结合代谢组

学研究证实了升陷汤对心衰具有显著的治疗作

用。升陷汤通过改善心肌细胞损伤，减少炎症反

应，增强左室射血功能，调节机体磷脂代谢和脂肪

酸生物合成来发挥其保护心肌作用，从而治疗慢性

心力衰竭[22-23]。本课题组通过体外细胞实验从缺

氧/复氧致心肌细胞损伤角度，基于心肌细胞活力

角度考察并证实了升陷汤的保护作用，可通过抑制

细胞凋亡、降低细胞内 ROS 以及 Ca2+的浓度实

现。同时，发现各单味药也具有一定的保护作用，

 

104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

对照组

101

101 102 103 104
100

100

A.003
104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

缺氧/复氧

101

101 102 103 104
100

100

A.004
104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

升陷汤

101

101 102 103 104
100

100

A.006
104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

黄芪

101

101 102 103 104
100

100

A.0010

104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

知母

101

101 102 103 104
100

100

A.015
104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

桔梗

101

101 102 103 104
100

100

A.019
104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

升麻

101

101 102 103 104
100

100

A.025
104

103

102

F
L

3
-H

FL1-H

柴胡

101

101 102 103 104
100

100

细
胞

凋
亡

 (
%

)

80

60

40

20

0

对
照
组

缺
氧

/复
氧

升
陷
汤

黄
芪

知
母

桔
梗

升
麻

柴
胡

20 μg/ml 0.3 μg/ml

图 3    药物对心肌缺氧/复氧细胞内钙离子浓度的影响
*P<0.05，**P<0.01,与缺氧/复氧组比较；##P<0.01，与对照组比较。
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但弱于全方的保护功效，进一步证实了全方治疗

“大气下陷”的合理性。升陷汤全方是以黄芪补气

升陷为主药，知母凉润制主药之温燥，柴胡、升麻助

黄芪升陷之力，桔梗载药力上达胸中，共奏升补大

气之效[24]。药材柴胡提取液在本实验中尚未发现

具有保护缺氧/复氧损伤心肌细胞的作用，在一定

程度上证实了其他药味配伍的合理有效性。
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