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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨新型的自由基清除剂依达拉奉(EDA)能否保护 H9c2 心肌细胞对抗化学性低氧引起的损

伤。 方法摇 应用化学性低氧模拟剂氯化钴(CoCl2)处理 H9c2 心肌细胞以建立化学性低氧损伤模型。 应用 CCK鄄8
比色法检测细胞存活率;Hoechst 33258 核染色法检测凋亡细胞的形态学及数量变化;双氯荧光素(DCFH鄄DA)染色

荧光显微镜照像测定细胞内活性氧(ROS)水平;JC鄄1 染色荧光显微镜照像检测线粒体膜电位(MMP)。 结果摇 应用

100 ~ 1000 滋mol / L CoCl2 处理 H9c2 心肌细胞 24 h,呈浓度依赖性地降低细胞存活率;在 12 ~ 36 h 范围内,800
滋mol / L CoCl2 呈时间依赖性地抑制细胞存活率;10 ~ 40 滋mol / L EDA 或 500 ~ 2000 滋mol / L N鄄乙酰半胱氨酸(NAC,
为 ROS 的清除剂)预处理 H9c2 心肌细胞 1 h 呈浓度依赖性地对抗 CoCl2 对细胞存活率的抑制作用;在 800 滋mol / L
CoCl2 处理 H9c2 心肌细胞前 1 h,应用 40 滋mol / L EDA 预处理细胞不仅可明显的抑制 CoCl2 诱导的细胞内 ROS 生

成增多,还能抑制 CoCl2 的致细胞凋亡作用及 MMP 的损伤作用。 结论摇 EDA 能保护心肌细胞对抗 CoCl2 诱导的损

伤作用,此心肌细胞保护作用可能与其抗氧化作用及保护 MMP 有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore whether edaravone(EDA), a novel free radical scavenger, protect H9c2 cells against
chemical hypoxia鄄induced injury. 摇 摇 Methods摇 H9c2 cells were treated with Cobalt chloride (CoCl2) to set up a chemical
hypoxia鄄induced cellular injury model. 摇 Cell viability was detected by cell counter kit (CCK鄄8). 摇 Changes in morphology
and amount of apoptotic cells were observed by Hoechst 33258 staining; Intracellular level of reactive oxygen species (ROS)
was measured by DCFH鄄DA staining and photofluorography; Mitochondrial membrane potential (MMP) was tested by JC鄄1
staining and photofluorography. 摇 摇 Results摇 Exposure of H9c2 cells to 100 ~1000 滋mol / L CoCl2 for 24 h dose鄄dependently
reduced cell viability. 摇 At the range from 12 to 36 h, 800 滋mol / L CoCl2 time鄄dependently inhibited cell viability. 摇 Pre鄄
treatment with 10 to 40 滋mol / L EDA or with NAC (a ROS scavenger) at 500 to 2000 滋mol / L for 1 h prior to exposure to 800
滋mol / L CoCl2 for 24 h dose鄄dependently blocked the inhibition of cell viability by CoCl2 . 摇 Preconditioning with 40 滋mol / L
EDA for 1 h prior to exposure of H9c2 cells to 800 滋mol / L CoCl2 inhibited not only CoCl2 鄄induced overproduction of ROS,
but also the apoptotic effect and MMP loss induced by CoCl2 . 摇 摇 Conclusions摇 EDA can protect H9c2 cells against CoCl2 鄄
induced injury, which may be associated with its antioxidant effect and protection of MMP.
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摇 摇 缺血缺氧是引起心肌损伤的病理生理机制之

一。 低氧可增加胞内活性氧(ROS)生成及细胞凋亡

数量[1,2]。 其中 ROS 可引起氧化应激反应,损伤心

肌细胞的线粒体膜电位(mitochondrial membrane po鄄
tential,MMP)等[3鄄5]。 因此,对抗低氧引起的氧化应

激反应是防治心肌细胞损伤的一种重要治疗策略。
据报道[2],ROS 清除剂 N鄄乙酰半胱氨酸(NAC)能保

护心肌细胞对抗化学性低氧引起的损伤。 另外,新
型的自由基清除剂依达拉奉(EDA)也可抑制异丙

肾上腺素诱导的心肌细胞损伤[5]。 但是 EDA 能否

保护心肌细胞对抗化学性低氧引起的损伤尚未见报

道。 EDA 又名 MCI鄄186,在日本,EDA 已被用于人

大脑缺血性疾病的治疗。 近年发现,EDA 可有效清

除心脏的 ROS[6],对抗缺血再灌注引起的心脏损

伤[7]。 因此,本文推测 EDA 可能保护心肌细胞对抗

化学性低氧模拟剂氯化钴(CoCl2)引起的损伤作用。
为此,本文探讨 EDA 能否通过抑制氧化应激及保护

线粒体对抗化学性低氧引起的心肌细胞损伤。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

摇 摇 NAC、CoCl2、DCFH鄄DA、 JC鄄1 和 Hoechst 33258
购自美国 Sigma鄄Aldrich 公司,CCK鄄8 试剂盒购自于

日本 DOjindo Lab,DMEM鄄F12 培养基购自 Gibico 公

司。 H9c2 心肌细胞由中山大学实验动物中心提供。
1郾 2摇 细胞培养

H9c2 心肌细胞株来源于大鼠胚胎期心脏组织,
在 37益、5% CO2 条件下培养于含 15% 胎牛血清的

DMEM鄄F12 培养基中。
1郾 3摇 细胞存活率检测

H9c2 心肌细胞接种于 96 孔培养板中,当细胞

生长到培养孔的 80%面积时,根据实验要求进行处

理:(1) 800 滋mol / L CoCl2 培养 24 h;(2) 10 ~ 40
滋mol / L EDA 或 500 ~ 2000 滋mol / L NAC 提前 1 h 加

入培养基做预处理,然后更换成 800 滋mol / L CoCl2,
继续培养 24 h,每组设 4 个复孔。 上述过程完成后,
每孔加入 10 滋L CCK鄄8,轻摇,37益孵育 3 h,用酶标

仪(450 nm)记录各孔的光密度(OD)。 取 4 孔 OD
值的平均数,按公式计算细胞存活率,细胞存活率

(% ) = OD处理组 / OD对照组 伊 100% ,重复 3 次。 本文

还观察不同浓度(100 ~ 2000 滋mol / L)CoCl2 处理 24
h 对心肌细胞毒性的量效关系以及 800 滋mol / L
CoCl2处理 12 ~ 48 h 对心肌细胞毒性的时效关系。

1郾 4摇 Hoechst 33258 核染色法观察细胞形态和数量

改变

H9c2 心肌细胞按分组要求(EDA 组:40 滋mol / L
EDA 处理 1 h;CoCl2 损伤组:800 滋mol / L CoCl2 处理

24 h;EDA + CoCl2 组:EDA 预处理 1 h 后 800 滋mol / L
CoCl2 处理细胞 24 h)处理后,小心弃去培养基,用
PBS 洗一遍,4%多聚甲醛固定 10 min,PBS 漂洗后,
加入 5 mg / L Hoechst 33258 试剂,室温轻摇 30 min。
在荧光显微镜(TE鄄2000, Nikon, Japan)下摄片,染色

质均匀分布,核被染成均匀蓝色的细胞定为正常细

胞,核呈浓缩、碎裂的明亮蓝色细胞定为凋亡细胞,随
机选取视野在荧光显微镜下摄片。
1郾 5摇 细胞内 ROS 水平的测定

将赖氨酸包被的盖玻片置于 6 孔培养板内,
H9c2 心肌细胞被均匀的接种在盖玻片上。 当细胞

生长到培养孔约 80%面积时,根据实验需要给予相

应的处理:淤CoCl2 损伤组:800 滋mol / L CoCl2 处理 3
h;于EDA 组:40 滋mol / L EDA 处理 1 h;盂EDA +
CoCl2 组:EDA 预处理 1 h 后 CoCl2处理 3 h。 每组包

括 3 个复孔,处理完后,用 PBS 漂洗 2 次,用 10
滋mol / L DCFH鄄DA 染液于 37益孵育 30 min。 在荧光

显微镜下随机选取 5 个不重复区摄片,用 Image J
1郾 41o 软件分析 5 个视野绿色荧光强度的平均值

(细胞内的 ROS 可将无荧光的 DCFH 氧化成发出绿

色荧光的 DCF,绿色荧光的强弱可以间接反映细胞

内 ROS 的水平),再对每组的各样本进行统计分析。
1郾 6摇 线粒体膜电位的测定

将细胞接种于 35 mm 的培养皿中,各实验组

(EDA 组:40 滋mol / L EDA 处理 1 h;CoCl2 损伤组:
800 滋mol / L CoCl2 处理 24 h;EDA + CoCl2 组:EDA
预处理 1 h 后 800 滋mol / L CoCl2 处理细胞 24 h)给
予不同的处理因素后,倒掉培养液,用不含血清的低

糖培养液洗 2 次,再加入 1 mL 低糖培养液,随后加

入 1 mL JC鄄1 染色工作液,充分混匀,细胞培养箱中

37益 孵育 20 min。 孵育结束后,吸除上清,用 JC鄄1
染色缓冲液(1 伊 )洗涤 2 次。 加入 2 mL 细胞培养

液,在荧光显微镜下随机选取不重复的区域观察并

摄片。
1郾 7摇 统计学处理

全部实验数据经 SPSS13郾 0 软件进行统计学分

析,所有结果以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方

差分析(one鄄way ANOVA)检验,用 LSD 进行均数之

间的比较,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。
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2摇 结摇 果

2郾 1摇 CoCl2 呈浓度依赖性及时间依赖性抑制细胞

存活率

图 1A 结果表明,应用 100 ~ 2000 滋mol / L CoCl2
处理 H9c2 心肌细胞 24 h,均对心肌细胞存活率具

有不同程度的抑制作用。 在 100 ~ 1000 滋mol / L 的

浓度范围内,CoCl2 呈浓度依赖性抑制心肌细胞存

活率,其中 800 滋mol / L CoCl2 使细胞存活率降低至

54郾 0% 依2郾 1% (P < 0郾 01),故本研究在后续的实验

中应用 800 滋mol / L 作为 CoCl2 的损伤浓度。 另一

方面,在 12 ~ 36 h 范围内,800 滋mol / L CoCl2 呈时间

依赖性抑制心肌细胞的存活率,故本文确定 24 h 作

为 CoCl2 损伤心肌细胞的时间(图 1B)。

图 1. CoCl2 呈浓度依赖性(A)和时间依赖性(B)降低 H9c2 心肌细胞存活率摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

Figure 1. CoCl2 dose鄄dependently and time鄄dependently inhibits H9c2 cell viability

2郾 2摇 依达拉奉和 N鄄乙酰半胱氨酸抑制 CoCl2引起

的心肌细胞毒性作用

在 10 ~ 40 滋mol / L 的浓度范围内,EDA 预处理

1 h 呈浓度依赖性保护 H9c2 心肌细胞对抗 800
滋mol / L CoCl2 引起的细胞毒性,使细胞存活率呈不

同程度地升高。 40 滋mol / L EDA 本身不影响 H9c2
心肌细胞的存活率(图 2A)。 与 EDA 的抗心肌细胞

毒性作用相似,500 ~ 2000 滋mol / L 的 ROS 清除剂

NAC 预处理 1 h 也呈浓度依赖性地保护 H9c2 心肌

细胞对抗 CoCl2 诱导的毒性作用,2000 滋mol / L NAC

本身对心肌细胞的存活率无明显影响(图 2B)。
2郾 3摇 依达拉奉抑制 CoCl2的致凋亡作用

Hoechst33258 核染色法检测结果表明, 800
滋mol / L CoCl2 处理 H9c2 心肌细胞 24 h 后,凋亡细

胞数量显著增多,与对照组比较,差异有统计学意义

(P < 0郾 01);40 滋mol / L EDA 预处理 1 h 可明显对抗

800 滋mol / L CoCl2 的致凋亡作用,使凋亡细胞数目

明显减少, 与 CoCl2 损伤组比较差异有显著性

(P < 0郾 01);40 滋mol / L EDA 本身不诱导 H9c2 心肌

细胞凋亡(图 3 和表 1)。

图 2. 依达拉奉(A)和 N鄄乙酰半胱氨酸(B)抑制 CoCl2 诱导的 H9c2 心肌细胞毒性摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,

c 为 P < 0郾 01,与 800 滋mol / L CoCl2 组比较。

Figure 2. EDA and NAC inhibit CoCl2 鄄inducded cytotoxicity in H9c2 cells
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图 3. 依达拉奉抑制 CoCl2 诱导的 H9c2 心肌细胞凋亡摇 摇 A 为对照组,B 为 EDA 组,C 为 CoCl2 损伤组,D 为 EDA + CoCl2 组。

Figure 3. EDA blocks CoCl2 鄄induced apoptosis of H9c2 cells

表 1. 依达拉奉抑制 CoCl2 诱导的 H9c2 心肌细胞凋亡

Table 1. EDA blocks CoCl2 鄄induced apoptosis of H9c2 cells

分摇 组 细胞凋亡率

对照组 2郾 1% + 4郾 2%
EDA 组 1郾 7% + 3郾 2%
CoCl2 损伤组 42郾 3% + 5郾 7% a

EDA + CoCl2 组 26郾 8% + 4郾 3% b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 CoCl2 损伤组比较。

2郾 4摇 依达拉奉抑制 CoCl2 引起的 ROS 过度生成

800 滋mol / L CoCl2 处理 H9c2 心肌细胞 3 h 后,
引起细胞内 ROS 水平明显升高,平均荧光(MFI)为
对照组的 4郾 2 倍(P < 0郾 01);在 800 滋mol / L CoCl2
处理 H9c2 心肌细胞前,应用 40 滋mol / L EDA 预处

理细胞 1 h 使 MFI 明显降低,与 CoCl2 损伤组比较,
差异有统计学意义(P < 0郾 01);40 滋mol / L EDA 本

身对细胞内 ROS 水平无明显影响(图 4 和表 2)。

2郾 5摇 依达拉奉对抗 CoCl2对 MMP 的损伤作用

在正常对照的 H9c2 心肌细胞(对照组),MMP
较高,JC鄄1 呈现为橙红色荧光强度。 当 H9c2 心肌

细胞被 800 滋mol / LCoCl2 处理 24 h 后,MMP 明显降

低,JC鄄1 呈现为绿色荧光。 然而,在 CoCl2 处理前,
应用 40 滋mol / L EDA 预处理 1 h 能使 MMP 升高,表
现为橙红色 /绿色荧光的比例增大(图 5 和表 2)。

表 2. 依达拉奉对 CoCl2 诱导的 H9c2 心肌细胞内活性氧生

成及线粒体损伤的影响

Table 2. Effect of EDA on ROS overproduction and MMP
induced by CoCl2 in H9c2 cells

分摇 组 MFI 红绿光比值

对照组 10郾 5 + 3郾 5 1郾 7 + 2郾 5
EDA 组 11郾 2 + 2郾 2 1郾 6 + 3郾 2
CoCl2 损伤组 41郾 2 + 2郾 4a 0郾 5 + 3郾 4a

EDA + CoCl2 组 19郾 6 + 3郾 3b 1郾 3 + 2郾 3b

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 CoCl2 损伤组比较。

图 4. 依达拉奉降低 CoCl2 诱导的 H9c2 心肌细胞内活性氧过度生成摇 摇 A 为对照组,B 为 EDA 组,C 为 CoCl2 损伤组,D 为 EDA +

CoCl2 组。

Figure 4. EDA attenuates overproduction of ROS induced by CoCl2 in H9c2 cells

图 5. 依达拉奉减轻 CoCl2 对 H9c2 心肌细胞线粒体的损伤摇 摇 A 为对照组,B 为 EDA 组,C 为 CoCl2 损伤组,D 为 EDA + CoCl2 组。

Figure 5. EDA reduces CoCl2 鄄induced loss of MMP in H9c2 cells
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3摇 讨摇 论

最近,本研究组证实 EDA 能保护心肌细胞对抗

异丙肾上腺素引起的损伤,此作用与其抑制氧化应

激和内质网应激反应有关[5]。 本研究在化学性低

氧模拟剂 CoCl2 诱导的心肌细胞损伤模型又观察

到,EDA 预处理可明显抑制化学性低氧引起的心肌

细胞损伤,表现为增加心肌细胞存活率,减少凋亡细

胞数量,表明 EDA 具有心肌细胞保护作用。 近年,
有临床研究指出,EDA 对急性心肌梗死的患者具有

较长期的改善作用[8]。 在离体的大鼠心脏实验,
EDA 可减轻缺血再灌注引起的心肌损伤[7]。 本研

究结果从心肌细胞水平上进一步证实了 EDA 的心

肌保护作用。
有意义的是,本研究进一步证实 EDA 能抑制

CoCl2 引起的心肌细胞内 ROS 堆积,提示清除 ROS
堆积可能是 EDA 保护心肌细胞对抗化学性缺氧损

伤的机制之一。 为了证实上述推断,本文应用 ROS
清除剂 NAC 作为阳性对照,结果表明, NAC 具有类

似于 EDA 的心肌保护作用,这为上述的推断提供了

有力的支持。 与本研究结果相似,EDA 和 NAC 也

能抑制异丙肾上腺素诱导的 ROS 过度生成[5]。
有研究指出,心肌细胞在缺血再灌注后会伴随

ROS 和 Ca2 + 的超负荷,导致线粒体通透性转位孔道

开放,从而造成心肌细胞损伤[9],提示 ROS 可通过

损伤线粒体继而损伤心肌细胞。 本研究观察到

EDA 不仅可抑制 ROS 的过度生成,而且可对抗化学

性低氧对 MMP 的损伤,提示保护线粒体功能可能

是 EDA 心肌保护作用的另一机制。 在大鼠左冠状

动脉阻塞的实验中,EDA 可减小心肌梗死面积,并
能减轻线粒体肿胀和细胞色素 C 释放[10],这为本研

究结果提供了有力的依据。
综上所述,本研究证实新型的自由基清除剂

EDA 可保护心肌细胞对抗化学性低氧引起的损伤,
其心肌保护机制可能与抑制 ROS 过度生成及保护

线粒体功能有关。 本研究为临床应用 EDA 对抗氧

化应激引起的心肌损伤提供了新颖的实验资料。
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