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麦冬皂苷Ｄ′对心肌细胞Ｈ９ｃ２细胞的细胞毒性研究
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摘要：目的探讨麦冬皂苷Ｄ′对大鼠心肌细胞Ｈ９ｃ２的细胞毒性作用。方法麦冬皂苷Ｄ′ ０． １，０． ５，５，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ作用于Ｈ９ｃ２细胞
２４ ｈ，ＭＴＳ法检测细胞毒性，流式细胞仪检测细胞凋亡率、细胞周期和线粒体膜电位。结果不同浓度麦冬皂苷Ｄ′作用于Ｈ９ｃ２细胞
２４ ｈ，５ μｍｏｌ ／ Ｌ及以上浓度的药物处理表现出明显的细胞毒性；流式细胞仪检测显示，５ μｍｏｌ ／ Ｌ及以上浓度的麦冬皂苷Ｄ′可诱导
Ｈ９ｃ２细胞凋亡（Ｐ ＜ ０． ０５），将心肌细胞阻滞于Ｇ０ ／ Ｇ１期（Ｐ ＜ ０． ０１），降低线粒体膜电位（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论较高浓度的麦冬皂苷Ｄ′对
Ｈ９ｃ２心肌细胞有明显的细胞毒性作用。
关键词：麦冬皂苷Ｄ′；Ｈ９ｃ２细胞；毒性作用
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麦冬Ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ 牗Ｌｉｎｎ． ｆ． 牘 Ｋｅｒ － Ｇａｗｌ． 有
生津解渴、润肺止咳之功效犤 １ 犦，有明显的抗心肌缺血功
效，化学成分含麦冬皂苷Ａ，Ｂ，Ｂ′，Ｃ，Ｃ′，Ｄ，Ｄ′等犤 ２ － ３ 犦。麦
冬皂苷Ｄ牗ＯＰＤ牘可通过调控细胞钙通道稳态，从而抑制
氧化应激，减少心肌细胞凋亡犤 ４ 犦；还可通过抗氧作用抑
制阿霉素诱导的心肌自噬性损伤，发挥保护效应犤 ５ 犦。麦
冬皂苷Ｄ′（ＯＰＤ′）与ＯＰＤ结构十分相似，然而至今对
ＯＰＤ′的药物毒理研究很少。本研究中探讨了ＯＰＤ′对心
肌细胞Ｈ９ｃ２细胞的细胞毒性作用。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 细胞、仪器与试药

细胞株：大鼠心肌细胞Ｈ９ｃ２购自美国模式培养物
保藏中心牗ＡＴＣＣ ＣＲＬ － １４４６ 牘。

仪器：ｃ１５０型ＣＯ２细胞培养箱牗德国Ｂｉｎｄｅ公司牘；
ＳＷ － ＣＪ型超净工作台（苏州净化设备公司）；Ａ１０型超
纯水仪（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＤＭＩ８型倒置显微镜（德
国莱卡公司）；ＭＤＦ － Ｃ８Ｖ１型－ ８０ ℃超低温冰箱（日本
Ｓａｎｙｏ公司）；ＦＣ５００ＭＣＬ型流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ

公司）。
试药：ＤＭＥＭ培养基（批号为１０５６９０１０）；胰蛋白酶

（批号为２５２０００５６）；ＥＤＴＡ（批号为ＡＭ９２６０Ｇ）；胎牛血
清牗 Ｆｅｔａｌ Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ，批号为１００９９１４１ 牘；二甲亚
砜牗Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ，批号为Ｄ２６５０ 牘，均购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司。麦冬皂苷Ｄ′（上海一飞生物科技有限公
司，ＨＰＬＣ法测定，含量≥９８％，批号为４１７５３ － ５５ － ３）；
ＭＴＳ细胞毒性检测试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，批号为
Ｇ１７８０）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ ／ ＰＩ凋亡测定试剂盒（美国
Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ公司，批号为ＡＰＯＡＦ － ２０ＴＳＴ）；ＪＣ － １
型线粒体膜电位检测试剂盒（碧云天生物技术公司，批
号为Ｃ２００６）。
１． ２ 方法

细胞株培养：大鼠心肌细胞Ｈ９ｃ２为贴壁细胞，在
含有１０％ ＦＢＳ，１００ Ｕ ／ ｍＬ青霉素和１００ ｇ ／ Ｌ链霉素的
ＤＭＥＭ培养基中，置５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱中培养。
待细胞生长至约９０％时，弃去原培养基，用ＰＢＳ轻轻吹
吸１ ～ ２次，后用预热的０． ２５％胰蛋白酶消化、传代，平
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５０
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对照组０． １ ０． ５ ５ １０

存活率／ １００％

ＯＰＤ′ ／ μｍｏｌ·Ｌ － １

注：与对照组比较， Ｐ ＜ ０． ０１。
图１ ＯＰＤ′对Ｈ９ｃ２细胞存活率的影响

表１ ＯＰＤ′对心肌细胞凋亡率的影响（Ｘ ± ｓ，％）
组别

对照组
ＯＰＤ′组０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ

０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
５． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
１０． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ

凋亡率（％）
３． ９ ± １． １
４． ６ ± １． ６
５． １ ± １． ７
８． ９ ± ２． １
１１． ９ ± １． ９

ｔ值

０． ６２４
１． ０２６
３． ６５３
６． ３１１

Ｐ值

０． ２８３
０． １８１
０． ０１１
０． ００２

均２ ｄ传代１次。
细胞存活率检测：将Ｈ９ｃ２细胞用０． ２５％胰蛋白酶

消化，制成单细胞悬液，按３ × １０４个／孔的细胞密度均
匀接种于９６孔板。第２天待细胞贴壁生长后弃去培养
基，用ＰＢＳ洗去未贴壁细胞，加入新鲜培养基。ＯＰＤ′组
分别加入不同浓度（０． １，０． ５，５． ０，１０． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的
ＯＰＤ′，对照组则加等量不含药物的培养液。继续培养
２４ ｈ后弃去上清液，每孔加ＭＴＳ ２０ μＬ和不含血清培
训基１００ μＬ，３７ ℃孵育０． ５ ～ １． ０ ｈ。用酶标仪在４８０ ｎｍ
波长下检测各孔吸光度牗 Ａ 牘，并计算细胞存活率。细胞
存活率＝ １ －（ＯＰＤ′组Ａ４９０ －校零孔Ａ４９０ ／对照组Ａ４９０ －
校零孔Ａ４９０）× １００％。

心肌细胞凋亡能力检测：根据Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ ／ ＰＩ
凋亡检测试剂盒说明书进行操作。将Ｈ９ｃ２细胞用
０． ２５％胰蛋白酶消化，制成单细胞悬液，按２ × １０５个／孔
的细胞密度均匀接种于６孔板。第２天待细胞贴壁生
长后弃去培养基，用ＰＢＳ洗去未贴壁细胞，加入新鲜
培养基。ＯＰＤ′组分别加入不同浓度（０． １，０． ５，５． ０，
１０． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的ＯＰＤ′，对照组则加等量不含药物的培
养液。继续培养２４ ｈ，弃去上清液，胰酶消化，离心，收
集细胞，用２５０ μＬ结合缓冲液重悬细胞并调整细胞浓
度约为１ × １０６个／ ｍＬ。向细胞悬液中依次加入Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ － ＦＩＴＣ和ＰＩ溶液，混匀，室温避光孵育１５ ｍｉｎ，加入
４００ μＬ ＰＢＳ，混匀后上流式细胞仪检测分析。

心肌细胞周期检测：按“心肌细胞凋亡能力检测”项
下自“将Ｈ９ｃ２细胞”至“收集细胞”同法操作，７０％冷乙
醇（无水乙醇以ＰＢＳ配制）固定过夜，ＰＢＳ洗涤２次后弃
上清液，ＰＩ染液冰浴３０ ｍｉｎ，将试管置室温避光染色
３０ ｍｉｎ，通过流式细胞仪分析细胞周期分布。

线粒体膜电位检测：按“心肌细胞凋亡能力检测”项
下自“将Ｈ９ｃ２细胞”至“加等量不含药物的培养液”同
法操作。继续培养２４ ｈ，用ＪＣ － １染色缓冲液牗 １ × 牘洗涤
２次。加入２ ｍＬ细胞培养液，培养液中可以含有血清
和酚红。采用流式细胞仪进行检测，设置激发波长为
５２５ ｎｍ，发射光波长为５９５ ｎｍ，测定荧光强度。
１． ３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １７． ０统计软件进行统计分析。计量资
料以Ｘ ± ｓ表示，行ｔ检验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计
学意义。
２ 结果
２． １ ＯＰＤ′对心肌细胞的细胞毒性

ＭＴＳ法检测ＯＰＤ′对细胞的毒性见图１。随着ＯＰＤ′
处理浓度的增加，Ｈ９ｃ２细胞数量呈明显下降趋势，其中
５ μｍｏｌ ／ Ｌ及以上浓度的ＯＰＤ′对心肌细胞有明显的毒
性作用。

２． ２ ＯＰＤ′对心肌细胞凋亡的影响
流式细胞仪检测ＯＰＤ′对心肌细胞Ｈ９ｃ２凋亡的影

响。与对照组相比，ＯＰＤ′ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ组和１０ μｍｏｌ ／ Ｌ组
凋亡率明显上升（Ｐ ＜ ０． ０５）。提示５ μｍｏｌ ／ Ｌ及以上浓
度的ＯＰＤ′可诱导Ｈ９ｃ２细胞凋亡。详见表１。

２． ３ ＯＰＤ′对心肌细胞周期的影响
流式细胞仪检测Ｈ９ｃ２细胞周期发现，５ μｍｏｌ ／ Ｌ组和

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ组Ｇ０ ／ Ｇ１期所占比例分别为（４８． ７ ± ０． ３）％和
（６１． ４ ± ０． ５）％，与对照组的（３２． ０ ± ０． ４）％比较，差异
有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）。而５ μｍｏｌ ／ Ｌ组和１０ μｍｏｌ ／ Ｌ
组Ｇ０ ／ Ｇ１期所占比例与对照组相比，差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５ 牘 牞详见表２。提示５ μｍｏｌ ／ Ｌ及以上浓度的
ＯＰＤ′可将心肌细胞阻滞于Ｇ０ ／ Ｇ１期，进而造成心肌细
胞周期失调。

２． ４ ＯＰＤ′对心肌细胞线粒体膜电位的影响
流式细胞仪检测ＯＰＤ′对心肌细胞Ｈ９ｃ２线粒体

膜电位的影响，与对照组相比，ＯＰＤ′ ０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ组和

表２ ＯＰＤ′对心肌细胞周期的影响（％）

注：与对照组比较，ｔ ＝ ５７． ８５０，１２． ８７２，１４． ８７３， Ｐ ＝ ０． ００１，
０． ００１，０． ００１；ｔ ＝ ７９． ５２７，１７． ２１８，１４． ６６３，△ Ｐ ＝ ０． ００１，０． ００１，
０． ００１。

组别
对照组
ＯＰＤ′组０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ

０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
５． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
１０． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ

Ｇ０ ／ Ｇ１期
３２． ０ ± ０． ４
３３． ７ ± ０． １
３４． ３ ± ０． ２
４８． ７ ± ０． ３

６１． ４ ± ０． ５△

Ｓ期
３５． ２ ± ０． ８
３４． ７ ± ０． ７
３５． ９ ± ０． ３
２７． ９ ± ０． ７

１８． ３ ± １． ５△

Ｇ２ ／ Ｍ期
３２． ８ ± ０． ７
３１． ６ ± ０． ４
２９． ７ ± ０． ８
２３． ４ ± １． １

２０． ３ ± １． ３△
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表３ ＯＰＤ′对心肌细胞线粒体膜电位的影响（Ｘ ± ｓ）

注：与对照组比较， Ｐ ＜０． ０１。

组别
对照组
ＯＰＤ′组０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ

０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
５． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
１０． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ

ＭＭＰ（ＦＩ）
１． ２１ ± ０． ３７
０． ９５ ± ０． １２
０． ７３ ± ０． ２１
０． ４１ ± ０． １４

０． ０９ ± ０． ０３

ｔ值

１． １５７
１． ９５４
３． ５０３
５． ２２６

Ｐ值

０． １５６
０． ０６１
０． ０１２
０． ００３

０． ５μｍｏｌ ／ Ｌ组细胞线粒体膜电位无明显差异（Ｐ ＞０． ０５），
而５ μｍｏｌ ／ Ｌ组和１０ μｍｏｌ ／ Ｌ组细胞线粒体膜电位明
显下降（Ｐ ＜ ０． ０１）。详见表３。

３ 讨论
本研究结果显示，ＯＰＤ′浓度超过５ μｍｏｌ ／ Ｌ时，

Ｈ９ｃ２细胞存活率明显下降，凋亡率明显下降，线粒体膜
电位下降；且ＯＰＤ′可阻滞Ｈ９ｃ２细胞由Ｇ０ ／ Ｇ１期进入
Ｓ期，使心肌细胞周期失调。提示ＯＰＤ′对大鼠Ｈ９ｃ２细
胞有明显细胞毒性，可能是通过刺激凋亡通路活化而发
挥作用的。线粒体膜电位的降低，是细胞凋亡级联反应
过程中最早发生的事件，是细胞早期凋亡的重要指标犤 ６ 犦。
在凋亡信号的刺激下，线粒体的膜电位丢失，线粒体的
通透性发生变化，线粒体产生三磷酸腺苷牗ＡＴＰ牘的能力
降低，无法维持其正常功能对细胞供能，细胞就会发生
凋亡犤 ７ 犦。另一方面，热休克蛋白Ｈｓｐ９０作为心脏保护蛋
白ＥｒｂＢ２的分子伴侣，可通过与ＥｒｂＢ２结合发挥保护
心脏的作用，而ＡＴＰ的减少会降低Ｈｓｐ９０对ＥｒｂＢ２的
亲和力，其对心脏的保护作用也会下降犤 ８ 犦。可见，ＯＰＤ′
可能通过影响高能磷酸池对心肌细胞产生细胞毒性
作用。

麦冬含多种甾体皂苷，具有抗疲劳、清除自由基、提
高细胞免疫功能及降血糖的作用犤 ９ 犦。麦冬有镇静、催眠、
抗心肌缺血、抗心律失常、抗肿瘤等作用，尤其对增进老
年人健康具有多方面功效犤 １０ 犦。目前，对麦冬的药理活性
方面的研究主要集中于其粗提物，对其中单体化合物研
究较少。ＯＰＤ和ＯＰＤ′作为麦冬的主要成分，结构十分相
似，差异仅为糖基侧链取代不同，ＯＰＤ含有岩藻糖取代
基而ＯＰＤ含葡萄糖取代基犤 １１ 犦。对于ＯＰＤ的研究相对较
多：ＯＰＤ可通过降低阿霉素诱导的活性氧簇牗ＲＯＳ牘累
积，进而缓解内质网应激而对心肌产生保护作用犤 ４ 犦；
ＯＰＤ可通过抑制内质网应激及其介导的细胞凋亡通路
减轻大鼠心肌细胞的凋亡犤 １２ 犦；另外，ＯＰＤ可通过降低自
噬抑制血管紧张素Ⅱ诱导的心肌肥大犤 ５ 犦。ＯＰＤ对心肌细
胞的损伤、肥大均有保护作用，本研究中发现ＯＰＤ′却对
心肌细胞产生细胞毒性作用。ＯＰＤ与ＯＰＤ′同为参麦注
射液成分，参麦注射液可增加机体耐缺氧能力，减少心

肌耗氧量，并有保护、修复心肌细胞的作用犤 １３ － １５ 犦，而其
不良反应可能与ＯＰＤ′的细胞毒性相关。

综上所述，一定浓度的ＯＰＤ′对心肌细胞有促进凋
亡作用，会干扰细胞周期，有一定细胞毒性。通过与
ＯＰＤ功能的对比发现，可通过优化ＯＰＤ′结构的方式对
药物进行改良，但ＯＰＤ′的具体作用机制和其在机体内
的转化机制还需要作进一步研究。
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