
［３］　张　野，陈志武．瑞芬太尼预处理对大鼠心肌缺血再灌
注损伤的影响［Ｊ］．中华麻醉学杂志，２００５，２５（５）：４４９－
４５２．

［４］　ＳＥＨＵＬＴＺＪＥ，ＧＲＯＳＳＧＪ．Ｏｐｉｏｉｄｓａｎｄｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ［Ｊ］．Ｔｈｅｒ，２００１，８９：１２３－１３７．

［５］　ＧＲＯＳＳＧＪ．Ｒｏｌｅｏｆｏｐｉｏｉｄｓｉｎａｃｕｔｅａｎｄｄｅｌａｙｅｄｐｒｅｃｏｎｄ
ｉｔｉｏｎｉｎｇ［Ｊ］．ＪＭｏｌＣｅｌｌＣａｒｄｉｏｌ，２００３，３５：７０９－７１８．

［６］　ＰＥＡＲＴＪＮ，ＧＲＯＳＳＥＲ，ＧＲＯＳＳＧＪ．Ｏｐｉｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄｐｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ：ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓａｎｄｆｕｔｕｒｅｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．
ＶａｓｃｕｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００５，４２：２１１－２１８．

［７］　ＷＡＮＧＧＹ，ＷＵＳ，ＰＥＩＪＭ，ｅｔａｌ．Ｋａｐｐａ·ｂｕｔｎｏｔｄｅｌｔａ·
ｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｔｓｍｅｄｉａｔｅｅｆｅｃｔｓｏｆｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ

ｏｎｂｏｔｈｉｎｆａｒｃｔａｎｄａｒｒｈｙｔｈｍｉａｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｗｌ
ＨｅａｒｔＣｉｒｃＰｈｗｌ，２００１，２８：３８４－３９１．

［８］　张　野，陈志武．阿片受体在瑞芬太尼预适应对大鼠缺
血后心脏保护中的角色［Ｊ］．中国药理学通报，２００６，２２
（２）：２２０－２２３．

［９］　ＰＵＧＳＬＥＹＭＫ．Ｔｈｅｄｉｖｅｒｓｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｒｅｓｐｏ
ｎｓｉｂｌｅｆｏｒｔｈｅａｃｔｉｏｎｓｏｆｏｐｉｏｉｄｓｏｎｔｈｅｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｓｙｓｔｅｍ
［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２００２，９３：５１－７５．

［１０］　ＳＥＨＵＬＴＺＪＥ，ＲＯＳＥＥ，ＹＡＯＺ，ｅｔａｌ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｉｎｖｏ
ｌｖｅｍｅｎｔｏｆｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｉｓｃｈｅｍｉｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｉｎ
ｒａｔｈｅａｒｔｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌ，１９９５，２６８：２１５７－２１６１．

复方丹参滴丸对过氧化氢损伤 ＰＣ１２细胞的保护作用
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［摘　要］　目的　研究复方丹参滴丸对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）损伤ＰＣ１２细胞的保护作用，探讨复方丹参滴丸治疗缺血
性脑血管病的作用机制。方法　采用细胞培养和Ｈ２Ｏ２诱导细胞损伤的方法，观察复方丹参滴丸对 ＰＣ１２细胞的保护作

用。结果　复方丹参滴丸 ６．２５，１２．５０，２５．００μｇ·ｍＬ１均可明显对抗１００和５００μｍｏｌ·Ｌ１Ｈ２Ｏ２引起的ＰＣ１２细胞凋亡
（Ｐ＜０．０１）。结论　复方丹参滴丸可以促进ＰＣ１２细胞的营养和增殖作用，并有抗Ｈ２Ｏ２诱导细胞凋亡作用。
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　　活性氧（ＲＯＳ）参与缺血再灌注及一些神经退行性
病变引起的脑细胞损伤过程［１，２］。超氧阴离子、过氧

化氢（Ｈ２Ｏ２）及羟自由基等活性氧的形成可引起膜脂
质过氧化，蛋白质氧化及 ＤＮＡ损伤，而最终导致细胞
受损乃至死亡［３，４］。Ｈ２Ｏ２是一种氧自由基，除具有广
泛的生理作用外，还有复杂的病理作用，是脑缺血引起

脑损伤和水肿的原因之一［５～７］。ＰＣ１２细胞是大鼠嗜
铬细胞瘤细胞，体外培养具有类似神经细胞的特性，除

［收稿日期］　２００７０３２５
［作者简介］　冯　洁（１９７７－），女，河南郑州人，主管药

师，学士，主要研究方向：医院药学。电话：０１０－６６９３７２６６，Ｅ
ｍａｉｌ：ｘｙｆ１１２＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

了生长特性（如聚集成堆、纤维突起等）外，还有分泌

儿茶酚胺、多巴胺和去甲肾上腺素等特性，常用做神经

细胞替代模型。有文献报道，低浓度的Ｈ２Ｏ２可以诱导
ＰＣ１２细胞增殖，高浓度时通过使细胞膜通透性增强，
引起细胞破裂死亡［８，９］。笔者观察了复方丹参滴丸对

高浓度Ｈ２Ｏ２损伤ＰＣ１２细胞的保护作用，以进一步探
讨其保护机制。

１　材料与方法　
１．１　实验材料　２５ｍＬ细胞培养瓶，５０ｍＬ细胞培养
瓶，９６孔平底细胞培养板，细胞计数板，载玻片，大鼠
嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ１２细胞），１６４０培养基，标准胎牛
血清，标准马血清，四甲基氮唑蓝（ＭＴＴ），３０％过氧化
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氢，氨苄西林、链霉素，其他试剂均为国产分析纯，复方

丹参滴丸（天津天士力制药股份有限公司，批号：

２００３０９０８）。ＷＥＬＬＳＣＡＮＭＫ３型酶标仪；Ａｄｖｅｎｔｕｒｅｒ
万分之一电子天平；ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７０倒置显微镜；３Ｋ１８
小型台式冷冻离心机；ＡＳＶ３０２３樱花高压蒸汽灭菌
器；二氧化碳（ＣＯ２）培养箱；超净台；倒置显微镜；
ＭＭＭ烘箱；移液器；ＢＩ５０００１冷藏冰冻箱；温湿度表；
液氮生物容器；ＬＨＳ３０Ａ免接触自动控制手消毒器。
１．２　实验方法　细胞培养用含１５％马血清和５％胎
牛血清的１６４０培养基。复方丹参滴丸药物浓度按照
对倍稀释的原则用１６４０培养基配成２００．００，１００．００，
５０．００，２５．００，１２．５０和６．２５μｇ·ｍＬ１，使药物终浓度
达到 ５０．００，２５．００，１２．５０，６．２５，３．１８和 １．５６
μｇ·ｍＬ１。采用同样的方法用１６４０培养基配制 Ｈ２Ｏ２
浓度为２０００，４００和８０μｍｏｌ·Ｌ１，使其终浓度达到
５００，１００和２０μｍｏｌ·Ｌ１。

将９６孔板分成空白对照组、低浓度Ｈ２Ｏ２组、中浓
度Ｈ２Ｏ２组和高浓度 Ｈ２Ｏ２组；各组又分成空白组和由
低到高 ６个浓度的复方丹参滴丸组。以 ２×１０４

个·ｍＬ１的ＰＣ１２细胞接种于９６孔板，每孔１００μＬ。
每孔再分别加入３个浓度的 Ｈ２Ｏ２和６个浓度的复方
丹参滴丸溶液各５０μＬ，使 Ｈ２Ｏ２和复方丹参滴丸都达
到设定的终浓度；空白组加入等体积１６４０培养基。加
好药物后，在３７℃、５％ＣＯ２孵育箱中培养９６ｈ后，倒
掉各孔的培养液，各孔均加入１００μＬ配制好的 ＭＴＴ
溶液（０．１％）。在 ３７℃、５％ ＣＯ２孵育箱中放置 ４ｈ
后，用ＷＥＬＬＳＣＡＮＭＫ３型全自动酶标仪测定５７０ｎｍ
波长处吸光度（Ａ）值，以４５０ｎｍ为参考波长。然后按
下列公式计算抑制率：抑制率（％）＝（正常对照组 Ａ
值－给药组Ａ值）／正常对照组Ａ值×１００％。
２　结果　
２．１　形态学观察　倒置显微镜下 ＰＣ１２细胞形状呈
圆形，为贴壁细胞，折光性较强，生长速度较快，培养

３ｄ后细胞生长成簇。ＰＣ１２细胞在 Ｈ２Ｏ２作用下有明

显的损伤，镜下可见细胞肿胀固缩，折光率下降，贴壁

功能下降，部分细胞裂解成碎片。给予复方丹参滴丸

后均能明显减轻 Ｈ２Ｏ２对 ＰＣ１２细胞形态学变化的影
响，表现为细胞折光性较好，细胞碎片形成减少。

２．２　复方丹参滴丸对 ＰＣ１２细胞 Ｈ２Ｏ２损伤的影响　
ＭＴＴ法测定结果见表１。经Ｈ２Ｏ２处理过的ＰＣ１２细胞
对ＭＴＴ的还原能力下降，Ａ５７０值明显低于正常对照组
（Ｐ＜０．０１）。表明细胞因受损伤或死亡而导致细胞活
力明显下降。加入复方丹参滴丸后，随着药物剂量的

升高，Ａ５７０值依次升高，抑制率依次降低，见表２。显示
其保护作用呈现剂量依赖关系。当 Ｈ２Ｏ２的浓度为
１００和 ５００μｍｏｌ·Ｌ１时，给予复方丹参滴丸 ６．２５，
１２．５０，２５．００μｇ·ｍＬ１组的 Ａ５７０值显著高于损伤组
（Ｐ＜０．０１）。表明复方丹参滴丸可以显著改善细胞活
力，对 Ｈ２Ｏ２引起的 ＰＣ１２细胞损伤的抑制率分别为
２０．６０％，１４．００％，１１．７０％（１００μｍｏｌ·Ｌ１Ｈ２Ｏ２）；
３１．５９％，２６．９８％，１４．２０％（５００μｍｏｌ·Ｌ１Ｈ２Ｏ２）。
３　讨论　

正常情况下，机体存在一个完整的抗氧化防御系

统，包括酶系和非酶系抗氧化体系。在脑缺血过程中，

氧供中断导致自由基从正常线粒体电子传递链中漏

出［１０，１１］。但是，自由基所介导的脑损伤不仅发生在缺

血期间，而且在随后的血流再灌注过程中仍是导致损

伤的主要因素［１２］。Ｈ２Ｏ２是脑缺血引起脑损伤和水肿
的原因之一；在铁离子（Ｆｅ３＋）和超氧负离子自由基的
存在下，Ｈ２Ｏ２可以转化成毒性更强的羟基自由
基［７，１３］。因此，外源性抗氧化药和自由基清除药的应

用，以及降低神经细胞内活性氧的增加是保护脑组织

免受缺血再灌注损伤的有效方法［１４，１５］。

笔者在本研究中采用外源性Ｈ２Ｏ２致ＰＣ１２细胞氧
应激损伤模型，以考察复方丹参滴丸对Ｈ２Ｏ２所致神经
毒性的影响。实验结果表明，缺血损伤后的ＰＣ１２细胞
活力下降，６．２５，１２．５０，２５．００μｇ·ｍＬ１复方丹参滴丸可

　　　　　　　　　　　　　表１　给药后不同浓度各组Ａ５７０值测定结果　 ｘ±ｓ

组别与浓度／

（μｇ·ｍＬ－１）
正常对照 ２０μｍ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ １００μｍ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ ５００μｍ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２

复方丹参滴丸１．５６组 １．１８４±０．０３７ １．０６３±０．０１０ ０．８８９±０．０１８ ０．６２６±０．０７３
复方丹参滴丸３．１８组 １．１５０±０．０２５ １．０４５±０．１０６ ０．９０６±０．０６４ ０．６９６±０．０６４
复方丹参滴丸６．２５组 １．１６１±０．２１３ １．０８６±０．１１１ ０．９５４±０．０２１１ ０．８２２±０．０３０１

复方丹参滴丸１２．５０组 １．１９１±０．１０６ １．０８９±０．０５５ １．０３４±０．０２３１ ０．８７８±０．００８１

复方丹参滴丸２５．００组 １．２９３±０．１６８ １．１２３±０．０５４ １．０６１±０．０７８１ １．０３１±０．０４２１

复方丹参滴丸５０．００组 １．２９４±０．１１６ １．０９０±０．１１３ ０．９９７±０．０９５ ０．９６５±０．０７８１

正常对照组 １．２０２±０．０８２ １．００７±０．１０６ ０．８９４±０．０６３ ０．６３３±０．０８６

　　与正常对照组比较，１Ｐ＜０．０５
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　　　　　　　表２　给药后不同浓度各组抑制率　 ％

浓度／

（μｇ·ｍＬ－１）
Ｈ２Ｏ２／（μｇ·Ｌ

－１）

０ ２０ １００ ５００
０．００ ０．００ １６．２５ ２５．６２ ４７．３２
１．５６ １．５０ １１．５４ ２６．０１ ４７．９５
３．１３ ４．３７ １３．０３ ２４．６０ ４２．１２
６．２５ ３．３８ ９．６５ ２０．６０ ３１．５９
１２．５０ ０．９４ ９．３７ １４．００ ２６．９８
２５．００ ０．４２ ６．５７ １１．７０ １４．２０
５０．００ －２．４５ ９．３５ １７．０３ １９．７４

图１　加入不同Ｈ２Ｏ２后各组细胞抑制率曲线图　

　　─◆─Ｈ２Ｏ２０μｇ·ｍＬ
－１；─■─Ｈ２Ｏ２２０μｇ·ｍＬ

－１；─▲

─Ｈ２Ｏ２１００μｇ·ｍＬ
－１；─×─Ｈ２Ｏ２５００μｇ·ｍＬ

－１

使活力显著增强。表明复方丹参滴丸能保护细胞，明

显改善细胞活力。复方丹参滴丸对缺氧引起的 ＰＣ１２
细胞损伤的抑制率呈现剂量依赖关系。形态学观察也

证实，给予复方丹参滴丸能明显减轻缺氧环境下的

ＰＣ１２细胞形态学的变化，表现为细胞折光率较好，细
胞碎片形成减少。

以上结果提示复方丹参滴丸可能影响正常生理条

件下神经细胞内过氧化氢的生成和（或）神经细胞的

氧化代谢过程，复方丹参滴丸通过与缺血再灌注后脑
损伤密切相关的氧自由基反应而发挥其对脑缺血损伤

的保护作用。
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