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槲皮素对心肌缺血后线粒体能量代谢功能的影响 Δ
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摘 要 目的 探究槲皮素对心肌缺血后线粒体能量代谢功能的影响。方法 将 H9c2心肌细胞分为空白组，模型组，槲皮素高、

中、低剂量组（40、20、10 μmol/L）和阳性对照组（环孢菌素 A 1 μmol/L），细胞缺氧处理后，检测活性氧（ROS）、线粒体膜电位

（MMP）、线粒体膜通透性转换孔（MPTP）开放程度、腺苷三磷酸（ATP）、丙二醛（MDA）、乳酸脱氢酶（LDH）和肌酸激酶（CK）的变

化。将大鼠随机分为假手术组，模型组，槲皮素高、中、低剂量组（100、50、25 mg/kg）和阳性对照组（曲美他嗪 6.3 mg/kg），每组 8

只，灌胃相应药物，每天1次，连续7 d；大鼠末次给药后，通过冠状动脉左前降支结扎建立心肌缺血模型，检测血清中 LDH、MDA、

肌酸激酶同工酶 MB（CK-MB）、超氧化物歧化酶（SOD）、线粒体呼吸链复合物Ⅰ（complex Ⅰ）、complex Ⅳ和 ATP 的含量。结果 

与模型组比较，槲皮素高、中、低剂量组和阳性对照组细胞中 ROS 荧光强度、MPTP 开放程度和 CK、LDH、MDA 含量均显著降低，

MMP 和 ATP 含量均显著升高（P＜0.01）；槲皮素高、中、低剂量组和阳性对照组大鼠血清中 CK-MB、LDH 和 MDA 含量均显著降

低，SOD、complex Ⅰ、complex Ⅳ和 ATP（阳性对照组除外）含量均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。结论 槲皮素能有效减轻心肌

缺氧损伤，促进内源性能量的生成，改善心肌缺血后线粒体功能。
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Effects of quercetin on mitochondrial energy metabolism function after myocardial ischemia

WANG　Panpan，YANG　Zan，LIU　Donglan，ZHOU　Yi（College of Eco-environmental Engineering， Qinghai 

University， Xining 810016， China）

ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effects of quercetin on mitochondrial energy metabolism function after myocardial 

ischemia. METHODS H9c2 cells were divided into blank group， model group， quercetin high-dose， medium-dose and low-dose 

groups （40， 20， 10 μmol/L）， and positive control group （cyclosporine A， 1 μmol/L）. Reactive oxygen species （ROS）， 

mitochondrial membrane potential （MMP）， openness of mitochondrial permeability transition pore （MPTP）， adenosine 

triphosphate （ATP）， malondialdehyde （MDA）， lactate dehydrogenase （LDH） and creatine kinase （CK） were observed after cell 

hypoxia treatment. Rats were randomly assigned into sham operation group， model group， quercetin high-dose， medium-dose and 

low-dose groups （100， 50， 25 mg/kg）， and positive control group （trimetazidine， 6.3 mg/kg）， with 8 rats in each group. They 

were given relevant medicine intragastrically， once a day， for 7 consecutive days. After the last medication， myocardial ischemia 

model was induced by the ligation of the left anterior descending branch of the coronary artery. The contents of LDH， MDA， 

creatine kinase isoenzyme-MB （CK-MB）， superoxide dismutase （SOD）， complex Ⅰ， complex Ⅳ and ATP in serum were all 

determined. RESULTS Compared with the model group， ROS fluorescence intensity， openness of MPTP， the contents of CK， 

LDH and MDA were significantly decreased in quercetin low-dose， medium-dose and high-dose groups， and positive control 

group， while the contents of MMP and ATP were all increased significantly （P＜0.01）； the contents of CK-MB， LDH and MDA in 

serum were all decreased significantly in quercetin low-dose， medium-dose and high-dose groups， and positive control group， 

while the contents of SOD， complex Ⅰ， complex Ⅳ and ATP （except for positive control group） were increased significantly （P＜

0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS Quercetin can effectively reduce myocardial hypoxic injury， promote endogenous energy 

production and improve mitochondrial function after myocardial ischemia.
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心血管疾病是全球范围内造成死亡的主要原因之

一，严重影响了人们的生存和生活质量。缺血性心脏病

（ischemic heart disease，IHD）在心血管疾病中所占比例

较高，是临床上常见病种，其主要临床表现为心肌梗死，
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近年来 IHD 的发病率和死亡率呈逐渐上升趋势[1]。正常

心肌细胞中，线粒体可通过提供腺苷三磷酸（adenosine 

triphosphate，ATP）维持心肌细胞活力和功能，而心肌缺

血会严重影响线粒体的结构和功能，致使 ATP 供应不

足，从而影响心肌功能[2]；阻塞的冠状动脉再灌注还可进

一步导致线粒体相关的氧化损伤、细胞死亡和炎症反

应[3]。因此，研究心肌缺血后线粒体的能量代谢对于

IHD 治疗药物的研发至关重要。

药用植物被认为是天然的小分子库和新药发现的

重要资源。槲皮素作为天然的植物化合物，在植物界分

布广泛，主要存在于苹果、浆果、洋葱、芦笋等水果和蔬

菜中，由于其具有强大的抗氧化活性，引起了植物医学

和中药研究学者的广泛关注。槲皮素是类黄酮家族成

员之一，具有显著的心脏益处，研究表明其可能通过降

低血压、抗氧化、干扰肾素-血管紧张素-醛固酮系统和改

善内皮依赖性患者的血管功能来改善心血管疾病[4]。基

于此，本研究通过构建 H9c2心肌细胞缺氧模型和大鼠

急性心肌缺血模型探讨了槲皮素对心肌缺血后心肌细

胞线粒体代谢功能的影响，以期为治疗 IHD 提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 CytoFLEX 型流式细胞仪

（美国 Beckman Coulter 公司）、XB120A 型电子分析天平

（瑞士 Precisa 公司）、ELX800型酶联免疫检测仪（美国

Bio-Tek 公司）、ECLIPSE Ti-s 型荧光倒置显微镜（日本

Nikon 公司）、TG16-WS 型高速台式离心机（长沙湘仪离

心机仪器公司）、TDL-50B 型低速台式离心机（上海安亭

科学仪器有限公司）、MCO-15AC-SC 型 CO2培养箱（日

本 Sanyo 公司）。

1.2　主要药品与试剂

环孢菌素 A（批号 C106893，纯度 98%）、槲皮素（批

号 BD105676，纯度99%）均购自河南奥科标准物质科技

有限公司；盐酸曲美他嗪（批号22329-76-6，纯度97%）购

自上海麦克林生化科技股份有限公司；ATP 检测试剂盒

（批号 ml059183）购自上海酶联生物科技有限公司；磷酸

盐缓冲液（批号 B040100）购自北京中杉金桥生物技术有

限公司；DMEM 高糖培养基（批号11995-065）、胎牛血清

（批号10099-141）均购自美国 Gibco 公司；线粒体膜电位

（mitochondrial membrane potential，MMP）检 测 试 剂 盒

（批号 40706ES60）购自上海翊圣生物科技有限公司；胰

蛋白酶、青霉素-链霉素溶液（100×）、线粒体膜通透性

转 换 孔（mitochondrial permeability transition pore，

MPTP）和活性氧（reactive oxygen species，ROS）检测试

剂盒（批号分别为 C0201、C0222、C2009S、S0033）均购自

上海碧云天生物技术股份有限公司；肌酸激酶（creatine 

kinase，CK）、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）、

丙二醛（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒（批号分别

为 A032-1-1、A020-2-2、A003-1-1）均购自南京建成生物

科 技 有 限 公 司；肌 酸 激 酶 同 工 酶 MB（creatine kinase 

isoenzyme-MB，CK-MB）、大鼠线粒体呼吸链复合物Ⅰ
（complex Ⅰ）和 complex Ⅳ均购自江苏晶美生物科技有

限公司。

1.3　细胞与动物

大鼠 H9c2心肌细胞购自中国科学院上海细胞库。

48只 SPF 级的健康 SD 雄性大鼠购自北京华阜康生物科

技股份有限公司，生产许可证号为 SCXK（京）2019-

0028。动物实验根据青海省西宁市实验动物伦理委员

会批准的标准进行操作。

2　方法

2.1　细胞实验

2.1.1　H9c2心肌细胞的培养

将 H9c2心肌细胞置于含1% 青霉素-链霉素双抗和

10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基中，在5%CO2、饱和

湿度、37 ℃的条件下培养。

2.1.2　细胞分组、造模与给药

按前期实验结果设置给药剂量。实验分为空白组、

模型组、阳性对照组和槲皮素高、中、低剂量组，每组3个

复孔。空白组细胞不做任何处理，正常培养2 h；模型组

细胞重悬后，接种于24孔板中，待细胞融合度为80% 时

置于复合成分缓冲液（20 mmol/L 2-脱氧-D-葡萄糖、0.9 

mmol/L CaCl2、12 mmol/L KCl、20 mmol/L 羟乙基哌嗪乙

硫磺酸、137 mmol/L NaCl、0.5 mmol/L MgCl2，pH 6.2）

中，并于含 95%N2、0.1%O2、5%CO2、37 ℃的条件下放置

1 h 诱导缺氧[5]；阳性对照组细胞造模前加入1 μmol/L 的

环孢菌素 A 预处理1 h，再缺氧处理1 h；槲皮素高、中、低

剂量组细胞先用40、20、10 μmol/L 的槲皮素预处理1 h，

再缺氧处理 1 h。结束后，收集各组细胞及其上清液用

于后续检测。

2.1.3　H9c2心肌细胞中 ROS 的检测

使用胰酶消化细胞，将细胞悬液移至离心管中，以

1 500 r/min 离心5 min，弃上清液，加入 DMEM 完全培养

基，将细胞吹打均匀后计算细胞悬液的密度。将细胞密

度达 5×104 个/mL 左右的细胞悬液接种至 6孔板中，于

37 ℃培养箱中培养。将细胞按照“2.1.2”项下方法分组

处理后，使用胰酶消化细胞，加入 DMEM 完全培养基终

止消化，制成细胞悬液，以 3 500 r/min 离心 10 min 后收
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集细胞，使用磷酸盐缓冲液洗涤2次，离心，收集细胞沉

淀，每管加入 100 μL ROS 检测染色液，以 37 ℃培养 30 

min 后离心，收集细胞；使用磷酸盐缓冲液洗涤细胞 3

次，再用200 μL 磷酸盐缓冲液重悬细胞，使用流式细胞

仪进行 ROS 荧光强度定量检测。荧光强度值越大，表明

细胞中产生的 ROS 越多。

2.1.4　H9c2心肌细胞 MMP 的检测

将细胞接种至无菌 6孔板中，于 37 ℃培养箱中培

养。将细胞按照“2.1.2”项下方法分组处理后，用无血清

DMEM/F12洗涤3次，常规胰酶消化，收集细胞，加入用

二甲基亚砜配制的 JC-1（10 µg/mL）探针，在 37 ℃恒温

孵箱中孵育 20 min，再用无血清 DMEM/F12洗涤 3次，

用500 μL 无血清 DMEM/F12重悬，避光送检，进行流式

细胞仪检测。在健康线粒体中，JC-1 在基质中发生聚

合，形成明显的红色荧光，而受损的线粒体会随着膜电

位的降低而丢失，并产生绿色荧光。通过荧光颜色可观

察 MMP 的变化，红/绿色荧光强度比值减小，说明细胞

MMP 下降。

2.1.5　H9c2心肌细胞 MPTP 开放程度的检测

按“2.1.3”项下方法处理并收集细胞后，加入200 μL

荧光淬灭工作液，混匀，在 37 ℃细胞培养箱中培养 30 

min 后，以1 500 r/min 离心5 min，收集细胞，使用磷酸盐

缓冲液洗涤 2次，再用 200 μL 磷酸盐缓冲液重悬细胞，

使用流式细胞仪进行 MPTP 荧光强度定量检测。绿色

荧光越强则说明开放程度越低，绿色荧光越弱则说明开

放程度越高。

2.1.6　H9c2心肌细胞上清液中生化指标的检测

按“2.1.3”项下方法处理并收集细胞上清液后，采用

双抗体夹心法测定 ATP 含量，采用硫代巴比妥酸法

（TBA 法）测定 MDA 含量，依据酶促反应原理测定 LDH

含量，采用微量酶标法测定 CK 含量，具体步骤均按照试

剂盒说明书操作。

2.2　动物实验

2.2.1　大鼠分组与造模

按照前期实验结果设置给药剂量。大鼠随机分为

假手术组，模型组，槲皮素高、中、低剂量组（100、50、25 

mg/kg）和阳性对照组（曲美他嗪 6.3 mg/kg），每组 8只。

大鼠适应性喂养 7 d 后，按体重每 100 g 灌胃相应药物 1 

mL，每天 1次，连续 7 d。大鼠末次给药 2 h 后结扎冠状

动脉左前降支复制急性心肌缺血模型：麻醉大鼠，固定

背部，连接呼吸机辅助呼吸，设置呼吸频率每分钟 60 

次，呼吸比1∶1，潮气量3 mL/kg。大鼠胸部去毛消毒后，

沿着心脏方向剪开皮肤，用止血钳分离肌肉，打开肋骨，

沿着打开的肋骨使用扩胸器扩宽，找到心脏并剥离心包

膜，从左心耳边缘进针、肺动脉圆锥处下1 mm 出针进行

结扎，使用缝合线快速缝合胸腔和皮肤，并再次消毒，等

大鼠恢复自主呼吸后关闭呼吸机电源，放于笼内饲养[6]。

2.2.2　大鼠血清中心肌损伤和抗氧化指标的检测

造模 24 h 后，从大鼠颈总动脉采集血液，以 10 000  

r/min 离心10 min，收集血清，按试剂盒说明书操作，检测

各组大鼠血清中 LDH、MDA、CK-MB 和 SOD 的含量。

2.2.3　大鼠血清中线粒体指标的检测

取“2.2.2”项下大鼠血清，按试剂盒说明书操作，检

测各组大鼠血清中 complex Ⅰ、complex Ⅳ和 ATP 的

含量。

2.3　统计学分析

采用 Graph Pad Prism 5.0和 SPSS 22.0软件进行统

计分析。数据以 x±s 表示，多组间比较采用方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　槲皮素对H9c2心肌细胞中ROS的影响

与空白组比较，模型组细胞中 ROS 荧光强度显著升

高（P＜0.01）；与模型组比较，槲皮素高、中、低剂量组和

阳 性 对 照 组 细 胞 中 ROS 荧 光 强 度 均 显 著 降 低（P＜

0.01）。结果见图1和图2。
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图1　各组细胞中ROS的流式细胞图
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3.2　槲皮素对H9c2心肌细胞MMP的影响

与空白组比较，模型组细胞 MMP 的红/绿色荧光强

度比值显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，槲皮素高、

中、低剂量组和阳性对照组细胞 MMP 的红/绿色荧光强

度比值均显著升高（P＜0.01）。结果见图3和图4。

3.3　槲皮素对H9c2心肌细胞MPTP开放程度的影响

与空白组比较，模型组细胞 MPTP 的绿色荧光强度

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，槲皮素高、中、低剂

量组和阳性对照组细胞 MPTP 的绿色荧光强度均显著

升高（P＜0.01）。结果见图5和图6。

3.4　槲皮素对H9c2心肌细胞上清液中生化指标的影响

与空白组比较，模型组细胞上清液中 CK、LDH 和

MDA 含量均显著升高，ATP 含量显著降低（P＜0.01）；与

模型组比较，槲皮素高、中、低剂量组和阳性对照组细胞

上清液中 CK、LDH 和 MDA 含量均显著降低，ATP 含量

均显著升高（P＜0.01）。结果见表1。

106

105

104

103

102

P
E

-A

102 103 104 105 106

FITC-A

A. 空白组

106

105

104

103

102

P
E

-A

102 103 104 105 106

FITC-A

D. 槲皮素中剂量组

106

105

104

103

102

P
E

-A

102 103 104 105 106

FITC-A

B. 模型组

106

105

104

103

102

P
E

-A

102 103 104 105 106

FITC-A

E. 槲皮素低剂量组

106

105

104

103

102

P
E

-A

102 103 104 105 106

FITC-A

F. 阳性对照组

106

105

104

103

102

P
E

-A

102 103 104 105 106

FITC-A

C. 槲皮素高剂量组

图3　各组细胞MMP的流式细胞图
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图4　各组细胞MMP定量检测结果（n＝3）
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图5　各组细胞MPTP的流式细胞图
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图6　各组细胞MPTP定量检测结果（n＝3）
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图2　各组细胞中ROS定量检测结果（n＝3）
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3.5　槲皮素对大鼠心肌损伤和抗氧化指标的影响

与假手术组比较，模型组大鼠血清中 CK-MB、LDH

和 MDA 含 量 均 显 著 升 高，SOD 含 量 显 著 降 低（P＜

0.01）；与模型组比较，槲皮素高、中、低剂量组和阳性对

照组大鼠血清中 CK-MB、LDH 和 MDA 含量均显著降

低，SOD 含量均显著升高（P＜0.05 或 P＜0.01）。结果

见表2。

3.6　槲皮素对大鼠血清中线粒体指标的影响

与假手术组比较，模型组大鼠血清中 complex Ⅰ、

complex Ⅳ和 ATP 含量均显著降低（P＜0.01）；与模型组

比较，槲皮素高、中、低剂量组和阳性对照组大鼠血清中

complex Ⅰ、complex Ⅳ和 ATP（阳性对照组除外）含量均

显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。结果见图7。

4　讨论

槲皮素存在于多种植物中，对心血管系统具有显著

的保护作用，可以改善心脏功能、减少心肌肥厚、防止血

栓形成、扩张血管、降低血脂等[7]。既往对槲皮素保护心

血管系统的研究多集中于心肌缺血再灌注这一领域，而

对槲皮素抗心肌缺血以及如何影响线粒体功能方面研

究较少。本研究在已有文献的基础上从细胞实验和动

物实验两个层面入手，探讨了槲皮素对心肌缺血后线粒

体能量代谢的影响，这与开发对线粒体功能具有保护作

用的抗心肌缺血药物这一热点相契合，具有一定的创

新性。

ROS 在许多心血管疾病中起着至关重要的作用。

MDA 是 ROS 增加产生的有毒物质之一，同时也是脂质

过氧化的终产物，被认为是反映细胞损伤的指标之一。

SOD 是主要的线粒体抗氧化酶，可以加速 ROS 的清除，

从而避免细胞遭受 ROS 的损害。MDA 能与过量的氧自

由基一起攻击细胞膜，从而导致细胞坏死；此外，SOD 和

MDA 在机体内处于动态平衡状态，能够极大限度地控

制 ROS 水平，保持细胞正常功能，因此 MDA 和 SOD 常

常被用来反映 ROS 含量，可用于评估氧化应激程度[8]。

本研究结果显示，槲皮素高、中、低剂量组细胞中 MDA

含量和 ROS 荧光强度均显著低于模型组，槲皮素高、中、

低剂量组大鼠血清中 MDA 含量均显著低于模型组，

SOD 含量均显著高于模型组，说明槲皮素能较好地清除

自由基，降低机体氧化应激损伤。

CK 是一个与细胞内能量运转、肌肉收缩、ATP 再生

有直接关系的重要激酶，其主要作用是可逆性地催化肌

酸和 ATP 生成磷酸肌酸和二磷酸腺苷，是评估心脏损伤

的一个重要指标。CK-MB 是 CK 的同工酶，其能保持细

胞膜的完整性，限制心肌酶的释放，同时对心肌细胞的

损伤程度具有高度特异性和敏感性。LDH 是无氧糖酵

解的终产物，心肌缺血后的无氧呼吸会促使 LDH 大量产

生，故 LDH 也是心肌损伤的标志酶之一[9―10]。本研究结

果显示，槲皮素高、中、低剂量组细胞中 LDH 和 CK 含量

均显著低于模型组，其中槲皮素高、中剂量可能对细胞

的损害较大导致低剂量的效果反而更好；槲皮素高、中、

低剂量组大鼠血清中 CK-MB 和 LDH 含量均显著低于

模型组，说明槲皮素能保持细胞膜的稳定性，减少 LDH、

CK 和 CK-MB 的漏出，对受损的心肌细胞提供一定的保

护作用。

ATP 的合成情况可直接反映线粒体功能，缺血会造

成线粒体功能严重受损，并导致 ATP 生成受阻。MPTP

是线粒体的活性调节中枢，对于能量代谢的调控十分重

要，氧化应激会促使其开放，导致 MMP 下降，故 MMP 可

表1　各组细胞上清液中 CK、LDH、MDA 和 ATP 含量

比较（x±s，n＝3）

组别
空白组
模型组
槲皮素高剂量组
槲皮素中剂量组
槲皮素低剂量组
阳性对照组

CK/（U/mL）

0.17±0.06

0.64±0.11a

0.41±0.15b

0.39±0.22b

0.31±0.11b

0.37±0.21b

LDH/（U/L）

67.89±13.30

265.30±8.49a

83.23±8.36b

87.23±8.44b

80.74±9.89b

96.47±8.67b

MDA/（nmol/mL）

1.01±0.16

4.99±0.24a

2.79±0.85b

2.38±0.17b

2.19±0.49b

2.50±0.60b

ATP/（nmol/L）

3 938.00±126.70

668.10±23.00a

3 132.00±13.42b

3 234.00±9.66b

3 348.00±173.40b

3 182.00±87.60b

a：与空白组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01。

表2　大 鼠 各 组 大 鼠 血 清 中 CK-MB、LDH、MDA 和

SOD含量比较（x±s，n＝8）

组别
假手术组
模型组
槲皮素高剂量组
槲皮素中剂量组
槲皮素低剂量组
阳性对照组

CK-MB/（U/L）

0.81±0.13

2.50±0.36a

1.51±0.16b

1.52±0.15b

1.53±0.16b

1.43±0.33b

LDH/（U/L）

599.70±54.83

915.90±46.19a

755.60±67.13b

601.20±87.69b

713.50±126.00b

802.40±96.82b

MDA/（nmol/mL）

9.63±2.20

17.63±2.07a

12.13±2.80b

12.63±2.56b

12.38±2.50b

11.88±3.00b

SOD/（U/mL）

151.00±9.46

111.60±7.62a

140.90±12.47b

135.10±12.59b

133.00±10.75b

130.30±11.07c

a：与假手术组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与模型

组比较，P＜0.05。
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图7　各组大鼠血清中线粒体指标的检测结果（n＝8）
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快速准确地反映线粒体功能[11―12]。本研究结果显示，与

模型组比较，槲皮素高、中、低剂量组细胞中 ATP 含量均

显著升高，MPTP 开放程度均显著降低，并升高 MMP，说

明槲皮素可诱导心肌内源性能量的产生，对心脏起到良

好的保护作用。

complex Ⅰ是线粒体电子传递过程的第一个酶，也

是氧化应激反应中 ROS 的主要来源，同时 complex Ⅰ的

电子传递是细胞中产生能量的重要途径；complex Ⅳ又

称细胞色素 C 氧化酶，处于整个电子传递链的末端，负

责将电子从 complex Ⅲ上的细胞色素 C 传递至氧气，生

成水，负责细胞的大部分能量生产[13]。本研究结果显

示，与模型组比较，槲皮素高、中、低剂量组大鼠血清中

的 complex Ⅰ、complex Ⅳ和 ATP 含量均显著升高，说明

槲皮素能提高线粒体复合酶的活性，促进 ATP 的生成。

综上所述，槲皮素能有效减轻心肌缺氧损伤，促进

内源性能量的生成，改善心肌缺血后线粒体功能。本研

究可为后续发掘更多天然抗心肌缺血药物提供思路。
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