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[摘　 要] 　 目的　 探讨参松养心胶囊对心肌细胞胰岛素样生长因子 1( IGF-1)、chemerin 表达的影响。 方法　 采用

SD 仔鼠分离心肌细胞,分为 3 组,正常组进行常规培养,I / R 组通过缺氧复氧方法建立了心肌缺血再灌注损伤模

型,胶囊组在模型建立前加入 320 μmol / L 参松养心胶囊溶液预处理 24 h。 记录心肌细胞 IGF-1、chemerin 在各时间

点的表达情况。 结果　 细胞处理 24 h、36 h 与 48 h 后,与正常组比较,I / R 组和胶囊组的细胞存活率显著降低(P<
0. 05),活性氧(ROS)水平显著增加(P<0. 05),胶囊组与 I / R 组比较差异也有统计学意义(P<0. 05)。 细胞处理 48
h 后,与正常组比较,I / R 组与胶囊组 G0 / G1 期细胞比例增加(P<0. 05),IGF-1、chemerin 蛋白相对表达量显著增加

(P<0. 05),S 期与 G2 期 / M 期细胞比例减少(P<0. 05),胶囊组与 I / R 组比较差异也有统计学意义(P<0. 05)。 结

论　 参松养心胶囊可抑制心肌细胞 IGF-1、chemerin 表达,降低细胞 ROS 水平与平衡细胞周期,提高心肌细胞存活

率,发挥对心肌缺血再灌注损伤的保护作用。
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate the effects of Shensong Yangxin Capsule on the expression of IGF-1 and
chemerin in myocardial cells. 　 　 Methods 　 Myocardial cells were isolated from SD rats and were divided into three
groups. 　 The normal group were routinely cultured, the I / R group were treated by hypoxia-reoxygenation to establish
model of myocardial ischemia-reperfusion injury, the Capsule group were added final concentration of 320 μmol / L Shensong
Yangxin Capsule pretreated for 24 hours before the model were established, and the expression of IGF-1 and chemerin in
cardiomyocytes were recorded in different time. 　 　 Results　 After 24 h, 36 h and 48 h treatment, the cell survival rate of
the I / R group and the Capsule group were significantly lower (P<0. 05) and the ROS level were significantly increased (P
<0. 05), the difference between the Capsule group and the I / R group were also statistically significant (P<0. 05).
After 48 h treatment, compared with the normal group, the ratio of G0 / G1 phase cells in the I / R group and the Capsule
group were increased (P<0. 05), and the relative expression of IGF-1 and chemerin protein were increased significantly (P
<0. 05). 　 The proportion of cells in the S phase and G2 / M phase were decreased (P < 0. 05), and the difference
compared between Capsule group and I / R group were also statistically significant (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Shensong
Yangxin Capsule can inhibit the expression of IGF-1 and chemerin in cardiomyocytes, thereby improving the survival rate of
cardiomyocytes, reducing the level of ROS and balancing the cell cycle, and exerting protective effects on myocardial ische-
mia-reperfusion injury.
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　 　 心肌损伤在临床上较为常见,心肌缺血再灌注

损伤(ischemia-reperfusion injury,I / R)是多种造成心

肌损伤的重要原因之一[1-2]。 能量代谢障碍、心肌

细胞凋亡、自由基生成、钙超载、细胞自噬等都可诱

发心肌缺血再灌注损伤,缺氧复氧过程可模拟心肌

缺血再灌注过程[3-4]。 心肌缺血再灌注损伤在祖国

医学上属于“心悸”、“怔忡”、“胸痹”等范畴,气阴

两虚、瘀血阻络为重要病机[5]。 参松养心胶囊属于

一种复方制剂,组成包括了人参、麦冬等,可补中益

气、生津养血[6-7]。 胰岛素样生长因子系统( insulin-
like growth factor system,IGFs)的组成包括了胰岛素

样生长因子( insulin-like growth factor,IGF)、IGF 结

合蛋白 ( insulin-like growth factor protein, IGFBP )
等,具有诸多生物学作用,比如促使细胞分化、生长

等[8-9]。 IGF-1 属于一种 IGF,不仅可模拟出生长激

素中发生的生物学效应,可对很多器官组织产生生

物学功能[10]。 Chemerin 又被称为维甲酸受体反应

元件 2,具有促炎作用,从而与胰岛素抵抗、血脂、血
糖和动脉粥样硬化等存在相关性[11]。 本文具体探

讨了参松养心胶囊对心肌细胞 IGF-1、chemerin 表达

的影响,希望能初步阐明参松养心胶囊的作用效果

与机制。 现总结报道如下。

1　 材料和方法

1. 1　 动物和主要试剂

0 ~ 3 天 SD 仔鼠购自本院实验动物中心。 胎牛

血清、DMEM 培养基、羊抗兔抗 IGF-1 抗体、羊抗兔

抗 chemerin 抗体、羊抗兔抗 GAPDH 抗体均购自美

国 Sigma 公司。 噻唑蓝(methylthiazolyldiphenyl-tet-
razolium bromide,MTT)溶液购自深圳晶美公司。 参

松养心胶囊购自山东步长制药有限公司(国药准字

Z10950026)。
1. 2　 心肌细胞的分离

无菌条件下,70% 乙醇消毒仔鼠皮肤,剪开胸

腔,去除血污与大血管,取出心脏,无菌冰 PBS 清洗

3 次,每次 5 min。 将心脏置于小烧杯中,剪至 1
mm3 左右的组织碎块。 加入 1 g / LⅠ型胶原蛋白

酶,0. 22 μm 过滤除菌,分 6 ~ 8 次将组织消化完全。
静置后收集上清液,加入等体积含 50 mL / L 胎牛血

清的 DMEM 培养基,1 500 r / min 离心 10 min,选择

DMEM 培养基重悬细胞,200 目细胞筛过滤再接种

于细胞培养瓶中。 37 ℃、CO2 培养 1 h 之后,利用差

速贴壁法去除杂细胞,比如纤维细胞等,取上清,继
续培养 2 ~ 3 天后进行后续实验。

1. 3　 细胞分组

把心肌细胞随机分为 3 组。 正常组:5% CO2、
37 ℃常规培养;I / R 组:建立缺氧复氧心肌细胞损

伤模型;胶囊组:模型建立前加入终浓度为 320
μmol / L 参松养心胶囊 (0. 9% NaCl) 溶液预处理

24 h。
1. 4　 心肌缺血再灌注损伤模型的建立

弃原代心肌细胞的上清培养基,对饱和状态下

的模拟缺氧液进行更换操作,取出缺氧的密闭容

器,把细胞培养板放置其中,然后持续通入 5% CO2、
95%N2 的混合气体,并且在 37 ℃环境中进行缺氧

处理,时长为 3 h,弃上清,更换为饱和的模拟复氧

液,持续通入 5% CO2、95% O2 混合气体在 37 ℃进

行复氧 2 h。
1. 5　 MTT 法检测细胞存活率

取 96 孔板进行接种,每孔接种的原代心肌细胞

个数为 1×105 个,促使每孔体积达到 200 μL,然后

进行细胞处理,时长分别是 24 h、36 h 与 48 h 后加

入 MTT(5 g / L) 10 μL,在室温状态下避光进行孵

育,时长为 4 h,将上清液弃去,每孔细胞中添加 150
μL DMSO,涡旋 5 ~ 10 min。 在酶标仪上选择 490
nm 波长,测定各孔吸光度值,计算细胞成活率。
1. 6　 流式细胞仪检测 ROS 表达水平

细胞处理后 24 h、36 h 与 48 h,收集 1×106 个原

代心肌细胞后,1 000 r / min 离心 10 min,弃上清液,
用 10 μmol / L DCFH-DA 500 μL 溶液重悬细胞,
1 000 r / min 离心 4 min 去上清,用 300 μL PBS 重

悬,用流式细胞仪检测细胞内的活性氧( reactive ox-
ygen species,ROS)水平,使用 FCS Express V3 软件

数据处理。
1. 7　 流式细胞仪检测细胞周期

细胞处理后 48 h,收集 6 孔板细胞,PBS 冲洗 2
次,70%乙醇固定 48 h,1 000 r / min 离心 10 min,弃
上清液,加入 10 g / L RNase 20 μL 混匀,水浴 45
min;1 000 r / min 离心 10 min,PBS 洗涤去除 RNase,
PBS 重悬,加入 500 μL 碘丙啶(PI),4℃ 避光染色

30 min。 应用流式细胞仪对荧光强度进行测定,从
而得出细胞周期分布。
1. 8　 Western Blot 检测 IGF-1、chemerin 表达水平

细胞处理后 48 h,对细胞进行收集,然后将细胞

裂解液加入其中,静置于冰上 30 min,待细胞完全裂

解后,放置在 4 ℃环境中进行离心操作, 12 000 r /
min 离心 10 min,收集上清蛋白液。 通过 BCA 法对

蛋白样品进行检测,得出具体浓度,通过电泳和封

12CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2020 年第 28 卷第 1 期



闭等一系列步骤,结合曝光条带灰度值对 IGF-1、
chemerin 蛋白进行分析,了解其表达水平。 一抗稀

释浓度为 1 ∶ 1 000,二抗稀释浓度为 1 ∶ 10 000。 上

述实验都重复 3 次,取平均值纳入分析。
1. 9　 统计方法

采用 SPSS22. 00 软件进行统计分析,以 x±s 表

示计量资料,先进行方差齐性检验、单因素方差分

析(One-way ANOVA),组间比较采用 LSD 比较,检
验水准为 α=0. 05。

2　 结　 果

2. 1　 各组细胞存活率比较

细胞处理 24 h、36 h 与 48 h 后,与正常组比较,
I / R 组和胶囊组的细胞存活率显著降低(P<0. 05),
胶囊组显著高于 I / R 组(P<0. 05,表 1)。

表 1. 各组不同时间点细胞存活率的比较(% )
Table 1. Comparison of cell viability at different time points
in three groups(% )

分组 n 24 h 36 h 48 h

正常组 3 98. 33±1. 38 97. 48±2. 55 98. 01±3. 22

I / R 组 3 67. 30±2. 48a 60. 20±4. 84a 50. 28±5. 11a

胶囊组 3 78. 02±3. 58ab 74. 28±3. 11ab 75. 08±4. 11ab

F 13. 022 18. 372 22. 472

P 0. 000 0. 000 0. 000
a 为 P<0. 05,与正常组比较;b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较。

2. 2　 各组 ROS 水平比较

细胞处理 24 h、36 h 与 48 h 后,与正常组比较,
I / R 组和胶囊组细胞 ROS 水平显著增加(P<0. 05),
胶囊组显著低于 I / R 组(P<0. 05,表 2)。

表 2. 各组不同时间点的细胞 ROS 水平比较(AU)
Table 2. Comparison of ROS levels in three groups at dif-
ferent time points(AU)

分组 n 24 h 36 h 48 h

正常组 3 187. 22±14. 02 194. 28±15. 77 195. 76±16. 22

I / R 组 3 687. 72±56. 21a 763. 22±68. 01a 812. 48±71. 47a

胶囊组 3 245. 29±17. 02ab 254. 28±22. 18ab 300. 71±76. 88ab

F 23. 103 27. 455 30. 744

P 0. 000 0. 000 0. 000
a 为 P<0. 05,与正常组比较;b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较。

2. 3　 各组细胞周期比较

细胞处理 48 h 后,与正常组比较,I / R 组和胶

囊组的 G0 / G1 期细胞比例增加(P<0. 05),S 期与

G2 期 / M 期细胞比例减少(P<0. 05);胶囊组的 G0
期 / G1 期细胞比例显著低于 I / R 组,而 S 期与 G2
期 / M 期细胞显著高于 I / R 组(P<0. 05,表 3)。

表 3. 各组细胞处理 48 h 后的细胞周期比较(% )
Table 3. Cell cycle comparison of three groups of cells trea-
ted for 48 hours(% )

分组 n G0 期 / G1 期 S 期 G2 期 / M 期

正常组 3 70. 33±4. 87 18. 22±2. 95 11. 45±2. 45

I / R 组 3 77. 83±3. 14a 9. 27±0. 44a 5. 75±1. 03a

胶囊组 3 74. 30±5. 14ab 11. 29±0. 33ab 7. 98±1. 15ab

F 7. 482 6. 586 11. 942

P 0. 008 0. 012 0. 000
a 为 P<0. 05,与正常组比较;b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较。

2. 4　 各组 IGF-1、chemerin 蛋白表达比较

细胞处理 48 h 后,与正常组比较,I / R 组与胶囊

组 IGF-1、chemerin 蛋白相对表达量显著增加(P<
0. 05),胶囊组显著低于 I / R 组(P<0. 05,表 4、图 1)。

表 4. 各组细胞处理48 h后 IGF-1、chemerin蛋白表达的比较

Table 4. Comparison of the expressions of IGF-1 and
Chemerin in three groups of cells treated for 48 hours

分组 n IGF-1 chemerin

正常组 3 0. 66±0. 13 2. 11±0. 53

I / R 组 3 4. 20±0. 15a 11. 37±0. 47a

胶囊组 3 2. 31±0. 18ab 6. 29±0. 11ab

F 12. 773 10. 001

P 0. 000 0. 001
a 为 P<0. 05,与正常组比较;b 为 P<0. 05,与 I / R 组比较。

图 1. 各组细胞处理48 h后 IGF-1、chemerin蛋白表达的比较

Figure 1. Comparison of the expressions of IGF-1 and
Chemerin in three groups of cells treated for 48 hours
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3　 讨　 论

心肌缺血再灌注损伤为多种导致心肌缺血的

心血管疾病在恢复灌注过程中可能发生的病理状

态,可进一步加重心肌损伤程度,反而对患者预后

产生严重不良影响[12-13]。 参松养心胶囊是主要抗

心肌损伤药物,成分主要包括五味子、丹参及麦冬

等,诸药共用可增强荣养络脉之功效,全方体现了

“温清补通、整合调节”的特色[14]。 现代药理学研

究表明参松养心胶囊主有降压、降脂、抗动脉硬化、
增加冠状动脉血流量的作用,可抑制由二磷酸腺苷

诱导引起的血小板聚集,也具有活血化淤、镇静的

作用[15]。 不过参松养心胶囊的化学成分相对西药

复杂,对于心肌细胞可能也有一定的损害。 通过

DCF 荧光检测可了解细胞内的活性氧水平,主要是

因为 DCF 荧光强度和细胞内 ROS 水平之间属于正

比关系[16]。 当心肌缺血再灌注损伤造成细胞膜受

损后,细胞内 ROS 增多,抗氧化系统的活性也随之

降低,从而形成细胞的二次损伤[17]。 本研究显示细

胞处理 24 h、36 h 与 48 h 后,与正常组比较,I / R 组

与胶囊组的细胞存活率显著降低(P<0. 05),ROS 水

平显著增加(P<0. 05),胶囊组与 I / R 组比较差异也

有统计学意义(P<0. 05),表明心肌缺血再灌注损伤

能导致心肌细胞存活率降低与 ROS 释放增加,而参

松养心胶囊的加入可部分逆转这一过程。 当前药

学研究也表示麦冬、甘松对心肌细胞自律性、兴奋

性及收缩性也有一定影响[18];丹参具有扩张血管、
改善微循环等作用;五味子具有减慢心率、调节免

疫功能等作用,有利于提高心肌损伤细胞的存活

率,也可抑制心肌细胞增殖并诱导其凋亡与分

化[19]。 同时本研究显示细胞处理 48 h 后,与正常

组比较,I / R 组与胶囊组的 G0 / G1 期细胞比例增加

(P<0. 05),S 期与 G2 期 / M 期细胞比例减少(P<
0. 05),胶囊组与 I / R 组比较差异也有统计学意义

(P<0. 05)。 说明参松养心胶囊可以让大量心肌细

胞阻滞于 G1 期,调控细胞周期进展,从而起到保护

心肌细胞的作用。
IGF-1 属于多功能生长因子,对于心肌损伤的

治疗具有重要意义。 有关研究显示,IGF-1 在损伤

心肌细胞中出现异常高表达[20]。 当 IGF-1 有效结

合细胞表面的 IGF1R,IGF1R 信号传导随之启动,激
发 PI3k / Akt 信号通路,从而抑制细胞增殖与生长,
并且可促进肿瘤细胞的程序性凋亡[21]。 Chemerin
在脂肪细胞中以自分泌、旁分泌的方式释放并且与

周围 chemerin 受体相结合,从而促使胰岛素具有更

强的刺激信号,进一步增加葡萄糖的摄取率,从而

调节脂肪组织的胰岛素敏感性[22]。 Chemerin 能够

趋化树突状细胞到达炎症组织,促进炎症因子的释

放,也在自然免疫和获得性免疫中发挥一定的作

用[23];同时肿瘤坏死因子 α、干扰素 Y 等炎症因子

可使单核细胞 chemerin 的表达上调[24-25]。 本研究

显示细胞处理 48 h 后,与正常组比较,I / R 组与胶

囊组的 IGF-1、chemerin 蛋白相对表达量显著增加

(P<0. 05),胶囊组显著低于 I / R 组(P<0. 05)。 表

明参松养心胶囊对心肌细胞的保护作用可能是通

过抑制 IGF-1、chemerin 表达实现的。 但具体作用机

制尚不明确,且具体作用途径也不清晰,将在后续

研究中进行深入分析。
综上所述,参松养心胶囊可抑制心肌细胞 IGF-

1、chemerin 表达,降低细胞 ROS 水平与平衡细胞周

期,提高心肌细胞存活率,发挥对心肌缺血再灌注

损伤的保护作用。
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