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摘 要 目的：研究荭草花提取物对H9c2心肌细胞缺氧复氧损伤的的改善作用及机制。方法：将H9c2心肌细胞为正常对照组、

模型组和荭草花提取物低、中、高浓度组（20、40、80 μg/mL），除正常对照组外，其余各组细胞以800 μmol/L CoCl2复制缺氧复氧损

伤模型，然后观察细胞凋亡情况，并分别检测细胞中 ROS 水平、钙离子水平（细胞质中）、线粒体膜电位（MMP）水平、ATP 酶

（Na+-K+-ATP酶、Ca2+-Mg2+-ATP酶）活性、细胞质中细胞色素 c（Cyto c）/线粒体中Cyto c比值、再灌注补救激酶（RISK）信号通路相

关蛋白[蛋白激酶B（Akt）、细胞外信号调节激酶1/2（ERK1/2）]的磷酸化水平以及缺氧诱导因子1α（HIF-1α）的蛋白表达水平。另

取细胞分为正常对照组、模型组、荭草花提取物组（80 μg/mL）、磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）抑制剂 LY294002+CoCl2组（15 μmol/L

LY294002+800 μmol/L CoCl2）、LY294002+荭草花提取物组（15 μmol/L LY294002+80 μg/mL荭草花提取物）、丝裂原活化蛋白激酶

激酶（MEK）抑制剂PD98059+CoCl2组（25 μmol/L PD98059+800 μmol/L CoCl2）、PD98059+荭草花提取物组（25 μmol/L PD98059+

80 μg/mL荭草花提取物），同法培养后，测定细胞中Akt蛋白和ERK1/2蛋白的磷酸化水平，以验证荭草花提取物对RISK信号通路

的激活作用。结果：与模型组比较，荭草花提取物各浓度组细胞的细胞核固缩现象减轻，凋亡小体数量减少；细胞中ROS水平、钙

离子水平（低浓度组除外）、MMP、细胞质中Cyto c/线粒体中Cyto c比值和HIF-1α的蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；

ATP酶活性（低浓度组除外）、Akt蛋白和ERK1/2蛋白磷酸化水平均显著升高（P＜0.01）。加入抑制剂LY294002、PD98059后，细

胞中Akt蛋白和ERK1/2蛋白磷酸化水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。结论：荭草花提取物可改善H9c2心肌细胞缺氧复氧

损伤，其作用机制可能与抑制心肌细胞凋亡、提高ATP酶活性、保护线粒体、调节RISK信号通路相关蛋白和HIF-1α蛋白表达有关。

关键词 荭草花提取物；H9c2心肌细胞；缺氧复氧损伤；补救激酶信号通路；缺氧诱导因子1α
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effects and mechanism of Polygonum orientale flower extract on hypoxia-

reoxygenation injury of H9c2 cardiomyocytes. METHODS：H9c2 cardiomyocytes were divided into normal control group，model

group and low-，medium- and high-concentrations groups of P. orientale flower extract（20，40，80 μg/mL）. Except for normal

control group，other groups were given 800 μmol/L CoCl2 to induce hypoxia-reoxygenation injury model. Cell apoptosis was observed.

The levels of Ca2+（in cytoplasm），mitochondrial membrane potential（MMP），ATP enzyme（Na+-K+-ATP enzyme，Ca2+-Mg2+-ATP

enzyme） activities， the ratio of cytochrome c（Cyto c）

protein in cytosol to mitochondria，phosphorylation levels of

reperfusion injury salvage kinase （RISK） signaling pathway

related protein [protein kinase B（Akt）and extracellular signal

regulated kinase 1/2（ERK1/2）] as well as protein expression

of HIF-1 α were detected respectively. In addition，the cells

were divided into normal control group，model group and P.

orientale flower extract group （80 μ g/mL），PI3K inhibitor

LY294002 + CoCl2 group （15 μmol/L LY294002 + 80 μmol/L
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荭草为蓼科植物荭草Polygonum orientale L.的干燥

果穗及带叶茎枝，其味辛，性凉，有小毒，归心、肝、胃、大

肠经，具有清热解毒、祛风除湿、活血消肿的功效，常用

于治疗风湿性关节炎、冠心病、心胃气痛、疝气、脚气、疮

肿[1]。本课题组前期研究发现，荭草的花序（即荭草花）

具有明显的抗心肌缺血、抗氧化损伤的作用 [2－5]，且对

H9c2心肌细胞的过氧化氢损伤和缺氧复氧损伤具有明

显的改善作用[3－4]。但是，荭草花抗心肌细胞缺氧复氧

损伤的作用机制尚不明确。

线粒体在参加和调节心肌细胞的损伤方面发挥着

重要作用[6]。严重的缺氧环境会损伤线粒体的电子传递

链[7]，从而损伤线粒体，因此在复氧过程中，由于受损线

粒体的驱动，使得大量活性氧（ROS）产生、钙离子失调，

进而改变线粒体的通透性，导致线粒体肿胀和损伤[6，8]；

另外，受损的线粒体还可导致线粒体的功能失调，从而

释放细胞色素 c（Cyto c）进入细胞质，激活级联凋亡反

应[9]，进而激活线粒体的重构和细胞内调节细胞存亡的

反应[6]，最终导致细胞的凋亡和坏死。因此，保护线粒体

是治疗心肌细胞损伤的重要环节。

Hausenloy等[10]提出了再灌注损伤补救激酶（RISK）

的概念，且相关研究已经证实RISK信号通路在心肌缺

血/再灌注损伤中具有关键作用[11]。RISK由磷脂酰肌醇

3激酶/蛋白激酶B（PI3K/Akt）和细胞外信号调节激酶1/2

（ERK1/2）这两条信号通路组成，当RISK被激活时，可显

著减少心肌梗死面积，因而是众多生长因子、细胞因子

以及药物干预的靶点[11－13]。缺氧诱导因子 1α（HIF-1α）

是缺氧转录反应的主要转录调控因子，可调节多种靶基

因的表达，对细胞耐受缺氧环境和维持氧平衡具有重要

作用，且与心肌细胞损伤的发生机制有关[14]。

基于此，本研究采用氯化钴（CoCl2）诱导H9c2心肌

细胞缺氧复氧损伤，然后检测荭草花提取物对其细胞中

ROS 水平、钙离子水平（细胞质中）、线粒体膜电位

（MMP）、腺苷三磷酸（ATP）酶活性、Cyto c蛋白表达（细

胞质和线粒体中）、RISK信号通路相关蛋白及HIF-1α蛋

白表达等的影响，并应用 PI3K 抑制剂 LY294002（简称

“LY”）和丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）抑制剂

PD98059（简称“PD”）[15－16]，验证荭草花提取物对 RISK

信号通路的激活作用，从而探讨荭草花改善H9c2心肌

细胞缺氧复氧损伤的作用机制，为其进一步开发利用提

供科学依据。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有：Forma 321 型 CO2细胞培

养箱（美国Thermo Fisher Scientific公司），TS100型倒置

显微镜（日本 Nikon 公司），Model 680 型酶标仪 、

Trans-Blot Turbo蛋白转移系统、Power Pac Basic型电泳

仪（美国Bio-Rad公司），Allegra 64R型冷冻高速离心机

（美国 Beckman 公司），GBOX chemi XL1.4型凝胶成像

仪（英国Sysgene公司），R-100型旋转蒸发仪（瑞士Buchi

公司）。

1.2 主要药品与试剂

荭草花药材采收于贵州省贵阳市鹿冲关植物园，经

贵州医科大学药学院中药民族药标本馆龙庆德副教授

鉴定为蓼科植物荭草 P. orientale 的干燥花序。其他药

品与试剂有：BCA蛋白定量试剂盒（北京索莱宝科技有

限公司，批号 PC0020-500），磷酸盐缓冲液（PBS）、高糖

DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血清（美国Gibco公司，

批号分别为 10010049、12430047、R001100、12664025），

抑制剂 LY、抑制剂 PD、CoCl2、二甲基亚砜（美国 Sigma

公司，批号分别为L9908、P215、255599、D2447），ROS检

测试剂盒、JC-1 线粒体膜电位检测试剂盒、Hoechst

33342染液、Fluo-4 AM钙离子荧光探针、BSA蛋白测定

试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，批号分别为

S0033S、C2006、C1026、S1060、ST025），ATP 酶试剂盒

CoCl2）， LY294002+P. orientale flower extract group（15 μmol/L LY294002+80 μg/mL P. orientale flower extract），MEK inhibitor

PD98059 + CoCl2 group （25 μmol/L PD98059 + 800 μmol/L CoCl2），PD98059 + P. orientale flower extract group （25 μmol/L

PD98059+80 μg/mL P. orientale flower extract）. After cultured by the same method，the phosphorylation levels of Akt protein and

ERK1/2 protein in the cells were measured to verify the activation of P. orientale flower extract to RISK signaling pathway.

RESULTS： Compared with model group， nuclear pyknosis and the number of apoptotic bodies were reduced in different

concentrations groups of P. orientale flower extract. ROS level，Ca2 + level（except for low-concentration group），MMP，ratio of

Cyto c in cytoplasm to Cyto c in mitochondria，protein expression of HIF-1α were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）；

the activity of ATP enzyme（except for the low-concentration group），Akt protein and ERK1/2 protein phosphorylation level were

significantly increased（P＜0.01）. After treated with PI3K inhibitor LY294002 and MEK inhibitor PD98059，Akt protein and ERK1/2

protein phosphorylation level in cadiomyocyte were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：P. orientale

flower extract can improve hypoxia-reoxygenation injury of H9c2 cardiomyocytes，the mechanism of which may be associated with

inhibiting cardiomyocyte apoptosis，improving ATPase activity，protecting mitochondria，regulating RISK signaling pathway related

proteins and HIF-1α protein expression.

KEYWORDS Polygonum orientale flower extract； H9c2 cardiomyocytes； Hypoxia-reoxygenation injury； RISK signaling

pathway；HIF-1α
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（美国 Promega 公司，批号 V7001），细胞质和线粒体蛋

白质提取试剂盒（中国 Sangon Biotech 公司 ，批号

C500051-0050），小鼠源β-actin单克隆抗体、兔源Cyto c

单克隆抗体、兔源 Akt 多克隆抗体、兔源磷酸化 Akt

（p-Akt）多克隆抗体、兔源ERK单克隆抗体、兔源磷酸化

ERK（p-ERK）多克隆抗体、兔源 HIF-1α单克隆抗体、辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二

抗、HRP标记的山羊抗小鼠免疫球蛋白G（IgG）二抗（英

国Abcam公司，批号分别为 ab8226、ab133504、ab38449、

ab8805、ab184699、ab217322、ab179483、ab6721、ab6728），

PVDF膜（美国Millipore公司，批号 IPVH00010）；其余试

剂为实验室常用试剂，水为纯净水。

1.3 细胞

本研究所用细胞为大鼠H9c2心肌细胞株，购自中

国科学院上海生科院细胞资源中心。

2 方法

2.1 荭草花提取物的制备

参照本课题组前期研究方法 [17]，取荭草花药材 7.0

kg，经水提、醇沉后，以水饱和正丁醇溶液萃取，收集正

丁醇层，减压干燥；残渣以80％乙醇溶解，然后上聚酰胺

柱，以 80％乙醇进行洗脱；收集洗脱液，减压回收乙醇，

残留物采用微波真空干燥器进行干燥，即得荭草花提取

物（得率为3.43％）。

2.2 细胞培养

将 H9c2心肌细胞接种到含 10％胎牛血清的高糖

DMEM 培养基（以下简称“完全培养基”）中，于 37 ℃、

5％CO2条件下培养（下同），待细胞生长至 85％时进行

传代，取对数生长期细胞进行后续实验。

2.3 分组、造模与给药

参考文献[3]方法复制缺氧复氧损伤模型。将H9c2

心肌细胞以 5×104 mL－1的密度接种于 96孔板中，每孔

100 μL，于 37 ℃、5％CO2条件下培养 24 h后，弃去上清

液；将细胞分为正常对照组、模型组和荭草花提取物低、

中、高浓度组（20、40、80 μg/mL，以提取物计，药物质量

浓度根据课题组前期研究设置[3－4]）。模型组细胞加入

完全培养基 100 μL，培养 24 h 后，加入终浓度为 800

μmol/L的CoCl2溶液（临用时以完全培养基溶解制成），

培养22 h以刺激细胞，换为完全培养基继续培养2 h；荭

草花提取物低、中、高浓度组细胞分别加入终浓度分别

为20、40、80 μg/mL的荭草花提取物溶液（临用时以完全

培养基溶解制成）100 μL，培养 24 h后，按上述“加入终

浓度为800 μmol/L的CoCl2溶液……换为完全培养基继

续培养2 h”方法操作；正常对照组细胞以完全培养基培

养，培养时间与方法同模型组，但不进行造模。

2.4 H9c2心肌细胞凋亡的观察

将H9c2心肌细胞以 5×104 mL－1的密度接种至 6孔

板中，每孔 2 mL，按“2.3”项下方法分组（每组设 3个复

孔）、造模和给药处理后，弃去培养基；以PBS洗涤2次，

每孔加入1×Hoechst 33342染色液1 mL，培养20 min；弃

去含染料的培养基，以无血清高糖DMEM培养基洗涤3

次后，采用荧光显微镜观察并拍照（正常细胞的细胞核

被染成均匀的蓝色，凋亡细胞的细胞核呈碎裂、浓缩的

明亮蓝色）。

2.5 H9c2心肌细胞中ROS水平的检测

将H9c2心肌细胞以 5×104 mL－1的密度接种至 6孔

板中，每孔 2 mL，按“2.3”项下方法分组（每组设 3个复

孔）、造模和给药处理后，弃去培养基；按ROS检测试剂

盒说明书方法操作后，采用荧光显微镜进行观察，并随

机选取5个不同视野拍照。利用 Image-Pro Plus 6.0软件

分析其绿色荧光强度，以评价细胞中ROS水平（绿色荧

光强度越大，则表示细胞中ROS水平越高）。

2.6 H9c2心肌细胞中钙离子水平（细胞质中）的检测

将H9c2心肌细胞以 5×104 mL－1的密度接种至 6孔

板中，每孔 2 mL，按“2.3”项下方法分组（每组设 3个复

孔）、造模和给药处理后，弃去培养基，以PBS洗涤3次；

按Fluo-4 AM钙离子荧光探针检测试剂盒说明书方法操

作后，采用荧光显微镜观察，并随机选取5个不同视野拍

照。利用 Image-Pro Plus 6.0软件分析其绿色荧光强度，

以评价细胞质中钙离子水平（绿色荧光强度越大，则表

示细胞质中钙离子水平越高）。

2.7 H9c2心肌细胞MMP的检测

将H9c2心肌细胞以 5×104 mL－1的密度接种至 6孔

板中，每孔 2 mL，按“2.3”项下方法分组（每组设 3个复

孔）、造模和给药处理后，弃去培养基，以PBS洗涤1次；

按 JC-1线粒体膜电位检测试剂盒说明书方法操作后，采

用荧光显微镜观察并拍照，并随机选取5个不同视野拍

照。利用 Image-Pro Plus 6.0软件分析绿色和红色荧光

强度，并以绿色与红色荧光强度的比值评价MMP（比值

越大，则表示细胞MMP越高）。

2.8 H9c2心肌细胞中ATP酶活性的测定

将H9c2心肌细胞以 5×104 mL－1的密度接种至 6孔

板中，每孔 2 mL，按“2.3”项下方法分组（每组设 3个复

孔）、造模和给药处理后，以胰蛋白酶消化；收集细胞至

10 mL离心管中，以1 500 r/min离心3 min，弃上清液，沉

淀以PBS洗涤2次；加入生理盐水5 mL，于冰浴条件下，

采用超声破碎仪破碎细胞（功率为 300 W，频率为 40

kHz，每隔4 s超声1次）；经BCA蛋白定量试剂盒测定蛋

白浓度后，取适量蛋白，按相应试剂盒说明书方法操作，

测定细胞中 ATP 酶（包括 Na+-K+ -ATP 酶和 Ca2 +-Mg2 +-

ATP酶）的活性。

2.9 H9c2心肌细胞中Cyto c蛋白、RISK信号通路相关

蛋白及HIF-1α蛋白表达水平的检测

采用Western blot法进行检测。将H9c2心肌细胞以
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5×104 mL－1的密度接种至 6孔板中，每孔 2 mL，按“2.3”

项下方法分组（每组设3个复孔）、造模和给药处理后，以

PBS洗涤2次；加入胰酶1 mL消化2 min后，加入完全培

养基终止消化；以 1 000 r/min离心 3 min，弃上清液，收

集沉淀，按照细胞质和线粒体蛋白质提取试剂盒说明书

方法操作，提取细胞质和线粒体中的蛋白，备用。另外，

按上述方法对H9c2心肌细胞分组（每组设3个复孔）、造

模和给药处理后，以预冷的 PBS 洗涤 3次，加入 RIPA

裂解液（含 1％ PMSF）冰浴裂解细胞 5 min，于 4 ℃以

12 000 r/min转速离心 10 min，收集上清液，得细胞总蛋

白，备用。取线粒体蛋白、细胞质蛋白、总蛋白适量，使

用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度；蛋白经变性后进

行SDS-PAGE电泳，转膜，加入5％BSA溶液封闭2 h，然

后 分 别 加 入 Cyto c、Akt、p-Akt、ERK1/2、p-ERK1/2、

HIF-1α、β-actin一抗（稀释度均为 1 ∶ 1 000），室温孵育 2

h；以TBST洗涤5 min×5次，加入相应二抗（稀释度均为

1 ∶ 8 000），室温孵育2 h；以TBST缓冲液洗膜5 min×5次

后，加入ECL显色，并于凝胶成像系统中进行成像。采

用Quantity One 4.6软件进行分析，以Cyto c在细胞质中

灰度值与在线粒体中灰度值的比值表示线粒体膜的开

放程度（比值越大，则表示线粒体膜开放程度越大）；以

p-Akt与Akt、p-ERK1/2与ERK1/2的灰度值的比值分别

表示 Akt、ERK1/2的磷酸化水平；以 HIF-1α与内参β-

actin的灰度值的比值表示其表达水平。

2.10 加入抑制剂后H9c2心肌细胞中RISK信号通路

相关蛋白表达水平的检测

将H9c2心肌细胞以 5×104 mL－1的密度接种至 6孔

板中，每孔2 mL，然后分为正常对照组、模型组、荭草花

提取物组（80 μg/mL，浓度根据前期研究设置）、LY+

CoCl2组（15 μmol/L LY+800 μmol/L CoCl2）、LY+荭草花

提取物组（15 μmol/L LY+80 μg/mL荭草花提取物）、PD+

CoCl2组（25 μmol/L PD+800 μmol/L CoCl2）、PD+荭草花

提取物组（25 μmol/L PD+80 μg/mL荭草花提取物），每组

设3个复孔。其中，LY和PD给药浓度根据文献[18－20]

设置。除正常对照组、模型组、荭草花提取物组外，其余

各组细胞均在造模前加入相应抑制剂预处理20 min，然

后再按“2.3”项下方法造模与给药。分组培养完毕后，按

“2.9”项下方法提取细胞总蛋白并检测加入抑制剂后

RISK信号通路相关蛋白的表达情况。

2.11 统计学分析

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析。所有数据

均以x±s表示，采用单因素方差分析进行组间比较，P＜

0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞凋亡

的影响

正常对照组细胞形态正常、核染色均匀；模型组细

胞核固缩、致密浓染，可见大量凋亡小体；与模型组比

较，荭草花提取物各浓度组细胞核固缩现象减轻，凋亡

小体数量减少，详见图1。

3.2 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞中

ROS水平的影响

与正常对照组比较，模型组细胞中ROS水平显著升

高（P＜0.01）；与模型组比较，荭草花提取物各浓度组细

胞中ROS水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），详见图

2、表1。

3.3 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞中钙

离子水平（细胞质中）的影响

与正常对照组比较，模型组细胞中钙离子水平（细

胞质中）显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，荭草花提

取物中、高浓度组细胞中钙离子水平（细胞质中）显著降

低（P＜0.05或P＜0.01），详见图3、表1。

3.4 荭草花提取物对缺氧复氧损伤 H9c2心肌细胞

MMP水平的影响

与正常对照组比较，模型组细胞MMP水平显著升

高（P＜0.01）；与模型组比较，荭草花提取物各浓度组细

胞 MMP 水平均显著降低（P＜0.05或 P＜0.01），详见图

4、表1。

E.荭草花提取物高浓度组

图 1 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞凋

亡影响的显微图（×200）

Fig 1 Micrograph of the effects of P. orientale flower

extract on the apoptosis of H9c2 cardiomyo-

cytes with hypoxia-reoxygenation injury（×200）

A.正常对照组 B.模型组

C.荭草花提取物低浓度组 D.荭草花提取物中浓度组
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表1 各组H9c2心肌细胞中ROS水平、钙离子水平（细

胞质中）以及MMP水平测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 The levels of ROS，Ca2 +（in cytoplasm）and

MMP in H9c2 cardiomyocytes of each group

（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
荭草花提取物低浓度组
荭草花提取物中浓度组
荭草花提取物高浓度组

ROS

20.64±2.92

50.09±2.40＊＊

40.18±3.55#

34.52±3.64##

30.82±2.50##

钙离子
21.64±2.23

61.09±5.66＊＊

56.09±4.03

43.85±3.56#

34.64±3.35##

MMP

0.48±0.15

2.91±0.60＊＊

2.12±0.24#

1.74±0.12##

1.50±0.16##

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.5 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞中

ATP酶活性的影响

与正常对照组比较，模型组细胞中 Na+-K+-ATP 酶

和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性均显著降低（P＜0.01）；与模型

组比较，荭草花提取物中、高浓度组细胞中上述酶活性

均显著升高（P＜0.05或P＜0.01），详见表2。

3.6 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞的细

胞质和线粒体中Cyto c蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型组细胞的细胞质中Cyto c/

线粒体中 Cyto c 比值显著升高（P＜0.01）；与模型组比

较，荭草花水提物各浓度组细胞中上述指标比值均显著

降低（P＜0.05或P＜0.01），详见图5、表3。

3.7 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞中

RISK信号通路相关蛋白及HIF-1α蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型组细胞中 Akt 蛋白和

ERK1/2蛋白的磷酸化水平均显著降低（P＜0.01），HIF-

1α蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，荭

草花提取物各浓度组细胞中Akt蛋白和ERK1/2蛋白的

磷酸化水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01），HIF-1α蛋

白表达水平均显著降低（P＜0.01），详见图6、表3。

3.8 加入抑制剂后荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2

心肌细胞中RISK信号通路相关蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型组细胞中 Akt 蛋白和

ERK1/2蛋白的磷酸化水平均显著降低（P＜0.05或P＜

0.01）；与模型组比较，荭草花提取物组细胞中Akt蛋白

E.荭草花提取物高浓度组

图 2 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞中

ROS水平影响的显微图（×200）

Fig 2 Micrograph of the effects of P. orientale flower

extract on ROS level in H9c2 cardiomyocytes

with hypoxia-reoxygenation injury（×200）

A.正常对照组 B.模型组

C.荭草花提取物低浓度组 D.荭草花提取物中浓度组

E.荭草花提取物高浓度组

图 3 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞中

钙离子水平（细胞质中）影响的显微图（×200）

Fig 3 Micrograph of the effects of P. orientale flower

extract on Ca2 + level（cytoplasm）in H9c2 car-

diomyocytes with hypoxia-reoxygenation injury

（×200）

B.模型组

C.荭草花提取物低浓度组 D.荭草花提取物中浓度组

A.正常对照组
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和 ERK1/2蛋白的磷酸化水平均显著升高（P＜0.05或

P＜0.01）；与荭草花提取物组比较，LY+荭草花提取物组

细胞中Akt蛋白磷酸化水平和PD+荭草花提取物组细胞

中ERK1/2蛋白磷酸化水平均显著降低（P＜0.05或P＜

0.01），详见图7、表4。

4 讨论
CoCl2是一种模拟缺氧条件的化学试剂，常被用来

制备细胞缺血缺氧损伤模型[21]。在本课题组前期研究

的基础上[3]，本研究采用 800 μmol/L CoCl2复制 H9c2心

肌细胞缺氧复氧损伤模型。在体内外的细胞缺氧复氧

损伤过程中，细胞内的氧化应激和钙离子诱导的线粒体

功能障碍驱动了细胞的损伤和凋亡[21－23]，其中ROS是氧

化应激中破坏机体氧化 -抗氧化系统平衡的主要根

源[24]。本研究发现，缺血缺氧损伤H9c2心肌细胞的细胞

核固缩、致密浓染，可见大量凋亡小体；细胞中ROS水平

图 4 荭草花提取物对缺氧复氧损伤 H9c2心肌细胞

MMP影响的显微图（×200）

Fig 4 Micrograph of the effects of P. orientale flower

extract on MMP in H9c2 cardiomyocytes with

hypoxia-reoxygenation injury（×200）
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表 2 各组H9c2心肌细胞中ATP酶活性测定结果（x±±

s，n＝3）

Tab 2 ATPase activity in H9c2 cardiomyocytes of

each group（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
荭草花提取物低浓度组
荭草花提取物中浓度组
荭草花提取物高浓度组

Na+-K+-ATP酶，U/mg

38.45±2.50

17.80±2.21＊＊

22.37±3.14

24.14±4.05#

26.27±1.98##

Ca2+-Mg2+-ATP酶，U/mg

26.77±2.08

12.75±2.35＊＊

14.41±4.01

19.29±2.00#

21.85±4.61#

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

表 3 各组H9c2心肌细胞的细胞质中Cyto c/线粒体中

Cyto c比值、RISK信号通路相关蛋白磷酸化水平

及HIF-1α蛋白表达水平测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Ratio of Cyto c in cytosol to mitochondria，

phosphorylation level of RISK signaling path-

way related protein and protein expression of

HIF-1α in H9c2 cardiomyocytes of each group

（x±±s，n＝3）

组别

正常对照组
模型组
荭草花提取物低浓度组
荭草花提取物中浓度组
荭草花提取物高浓度组

细胞质中Cyto c/
线粒体中Cyto c

0.73±0.06

1.85±0.08＊＊

1.57±0.06#

1.23±0.07##

0.92±0.08##

p-Akt/Akt

0.76±0.09

0.20±0.07＊＊

0.32±0.03#

0.52±0.05##

0.70±0.05##

p-ERK1/2/
ERK1/2

0.98±0.06

0.66±0.06＊＊

0.91±0.06##

1.10±0.06##

1.21±0.06##

HIF-1α/
β-actin

0.16±0.05

0.92±0.04＊＊

0.69±0.07##

0.48±0.08##

0.35±0.04##

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

图 5 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞的

细胞质和线粒体中Cyto c蛋白表达影响的电泳图

Fig 5 Micrograph of the effects of P. orientale flower

extract on protein expression of Cyto c in cyto-

plasm and mitochondria in H9c2 cardiomyo-

cytes with hypoxia-reoxygenation injury

线粒体中Cyto c

细胞质中Cyto c

β-actin

14 kDa

14 kDa

42 kDa

荭草花提取
物中浓度组

荭草花提取
物高浓度组

荭草花提取
物低浓度组

模型组正常对照组
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显著升高；经荭草花提取物干预后，细胞中ROS水平显

著降低。这表明荭草花提取物可通过提高细胞清除

ROS的能力，从而发挥抗缺氧复氧损伤的作用。

ATP酶是存在于生物膜上的一种蛋白酶，具有物质

运送、能量转换和信息传递等生物学功能；机体在缺氧

刺激下，心肌细胞会迅速由有氧代谢转为无氧糖酵解，

使细胞中ATP耗竭，进一步引起一系列的代谢紊乱和异

常，从而使得依靠ATP转运的相关ATP酶活性降低，进

而导致细胞内外离子交换出现异常，引起细胞内钙离子

超载 [25]。本研究发现，缺血缺氧损伤 H9c2心肌细胞中

Na+-K+-ATP 酶和 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性显著降低，钙离

子水平（细胞质中）显著升高；经荭草花提取物干预后，

上述ATP酶活性显著升高，钙离子水平（细胞质中）显著

降低。这表明荭草花提取物可通过提高ATP酶活性，维

持心肌细胞中正常的物质运送、能量转换和信息传递等

生物学功能，从而逆转心肌细胞中钙离子水平的升高，

最终发挥保护心肌细胞的作用。

线粒体通透性转换孔的打开会导致膜电位去极化、

释放凋亡因子和降低氧化磷酸化水平[26]，因此测定MMP

可评价线粒体的功能。本研究发现，缺血缺氧损伤H9c2

心肌细胞MMP显著升高，经荭草花提取物干预后，细胞

MMP显著降低，这表明荭草花提取物可通过保护线粒

体，改善H9c2心肌细胞的缺血缺氧损伤。

相关研究发现，当线粒体的功能失调时，可释放

Cyto c进入细胞质，激活级联凋亡反应[9]，进而激活线粒

体的重构[6]，最终导致细胞的凋亡和坏死。本研究发现，

缺血缺氧损伤H9c2心肌细胞的细胞质中Cyto c/线粒体

中Cyto c比值显著升高；经荭草花提取物干预后，上述

指标比值显著降低。这表明荭草花提取物可通过降低

缺血缺氧损伤H9c2心肌细胞线粒体膜的开放程度，改

善其缺氧复氧损伤。

RISK信号通路是机体对抗心肌缺血再灌注的最重

要的通路之一[27]。当心肌细胞受到缺氧复氧刺激时，多

种内源性和外源性物质会依赖于RISK途径发挥保护细

胞的作用[28]。本研究发现，经荭草花提取物干预后，缺

氧复氧损伤H9c2心肌细胞中Akt蛋白和ERK蛋白的磷

酸化水平均显著升高；使用Akt蛋白和ERK蛋白的抑制

剂分别处理后，细胞中Akt蛋白和ERK蛋白的磷酸化水

平均显著降低，说明荭草花提取物对Akt蛋白和ERK蛋

白的激活作用被阻断，证实了其可能是通过RISK信号

通路对缺氧复氧损伤的心肌细胞发挥保护作用。

当HIF-1α在机体常氧条件下保持稳定水平时，具有

保护心肌缺血再灌注的作用，但是，当其过度表达时，可

能会导致心脏损伤[29]。本研究发现，缺氧复氧损伤H9c2

心肌细胞中HIF-1α的蛋白表达水平显著升高；经荭草花

图 7 加入抑制剂后荭草花提取物对缺氧复氧损伤

H9c2心肌细胞中RISK信号通路蛋白表达影响

的电泳图

Fig 7 Electrophoretogram of the effects of P. orientale

flower extract on RISK signaling pathway in

H9c2 cardiomyocytes with hypoxia-reoxygena-

tion injury after treated with inhibitors
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荭草花提取
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B.加入抑制剂PD

图 6 荭草花提取物对缺氧复氧损伤H9c2心肌细胞中

RISK 信号通路以及 HIF-1α蛋白表达影响的电

泳图

Fig 6 Electrophoretogram of the effects of P. orientale

flower extract on RISK signaling pathway and

HIF-1α protein expression in H9c2 cardiomyo-

cytes with hypoxia-reoxygenation injury
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表 4 加入抑制剂后各组细胞中Akt蛋白和ERK1/2蛋

白磷酸化水平的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Phosphorylation level of Akt protein and

ERK1/2 protein in H9c2 cardiomyocytes of

each group after treated with inhibitors（x±±s，

n＝3）

组别
正常对照组
模型组
荭草花提取物组
LY+荭草花提取物组
PD+荭草花提取物组

p-Akt/Akt

2.54±0.19

0.88±0.08＊＊

1.51±0.15##

1.05±0.10@@

p-ERK1/2/ERK1/2

0.93±0.08

0.48±0.12＊

0.68±0.08#

0.53±0.06@

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与荭草提取物组比较，@P＜0.05，@@P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. P. orientale flower extract group，@P＜0.05，@@P＜

0.01
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提取物干预后，细胞中HIF-1α蛋白表达水平显著降低。

这表明荭草花提取物可能通过调节HIF-1α蛋白表达，从

而发挥保护心肌细胞的作用。

综上所述，荭草花提取物可改善H9c2心肌细胞的

缺氧复氧损伤，其作用机制可能与抑制心肌细胞凋亡、

提高ATP酶活性、保护线粒体、调节RISK信号通路相关

蛋白和HIF-1α蛋白表达有关。
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不同产地衢枳壳药材质量的熵权TOPSIS法综合评价Δ
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摘 要 目的：综合评价不同产地衢枳壳药材的质量。方法：采用高效液相色谱法（HPLC）测定衢枳壳药材中圣草次苷、芸香柚皮

苷、柚皮苷、柚皮素、橙皮苷、新橙皮苷的含量；采用紫外-可见分光光度法测定衢枳壳药材中总黄酮的含量；采用2020年版《中国药

典》（四部）附录2204 挥发油测定法甲法测定衢枳壳药材中挥发油的含量。以14批不同产地衢枳壳药材中上述6个黄酮类成分、

总黄酮及挥发油的含量为指标，采用熵权TOPSIS法综合评价衢枳壳药材的整体质量。结果：14批不同产地衢枳壳药材中圣草次

苷、芸香柚皮苷、柚皮苷、柚皮素、橙皮苷、新橙皮苷、总黄酮的含量分别为2.530 4～2.915 1、4.273 7～5.313 8、34.715 8～36.695 8、

3.061 1～4.456 0、4.560 9～5.773 5、45.153 6～47.019 7、145.480 1～157.022 5 mg/g，挥发油的含量为 0.034～0.040 mL/g。熵权

TOPSIS法分析结果显示，上述各指标权重分别为0.109 0、0.140 7、0.148 3、0.125 5、0.067 0、0.139 0、0.124 2、0.146 3；14批不同产

地衢枳壳药材的平均相对贴近度分别为0.809 0、0.711 9、0.807 0、0.681 5、0.447 0、0.363 1、0.439 8、0.349 6、0.449 6、0.376 5、0.486 6、

0.458 7、0.282 0、0.167 0。质量排名前 4位的衢枳壳药材分别为常山县大宝山、常山县太公山、常山县鹭山和常山县小翠山产样

品。结论：采用熵权TOPSIS法可对衢枳壳药材质量进行综合评价；常山县所产衢枳壳药材质量较优。

关键词 衢枳壳；含量测定；熵权TOPSIS法；质量评价

Comprehensive Evaluation of Citrus Paradisi from Different Producing Areas by Entropy Weight TOPSIS

Method
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College of Technology，Zhejiang Quzhou 324000，China；2. Dept. of Pharmacy，Quzhou Municipal Hospital of

TCM，Zhejiang Quzhou 324002，China；3. Center of TCM and Natural Medicine，Quzhou Institute for Food and

Drug Control，Zhejiang Quzhou 324002，China；4. Dept. of Pharmacy，Quzhou Municipal People’s Hospital，

Zhejiang Quzhou 324000，China；5. College of Biotechnology，Zhejiang University，Hangzhou 310058，China）

ABSTRACT OBJECTIVE： To evaluate the quality of Citrus Paradisi from different producing areas comprehensively.

METHODS：The contents of eriocitrin，narirutin，naringin，naringenin，hesperidin and neohesperidin in Citrus Paradisi were

determined by HPLC method；the contents of total flavonoids were determined by UV spectrophotometry；the contents of volatile

oil were determined by volatile oil measurement method A stated in appendix 2204 of Chinese Pharmacopoeia（part Ⅳ）. Using the

contents of above 6 kinds of flavonoids componets，total flavonoids and volatile oil in 14 batches of Citrus Paradisi from different

habitats as indexes，the overall quality of Citrus Paradisi was evaluated by using entropy weight TOPSIS method. RESULTS：The
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