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【摘要】  目的　探讨三参通脉（Sanshentongmai, SSTM）合剂调节微小RNA-146a（microRNA-146a）对大鼠心肌细胞

H9C2氧化损伤的影响及作用机制。方法　体外培养大鼠心肌细胞H9C2，过氧化氢（H2O2）作为氧化剂制作H9C2氧化应激

模型。通过三参通脉干预，观察H2O2诱导的H9C2细胞氧化损伤的变化以及microRNA-146a的表达，探讨三参通脉对

H9C2的保护作用及其作用机制。将体外培养的H9C2分为空白组、H2O2氧化损伤模型组（简称模型组）、H2O2模型+三参通

脉药物（500 μg/mL，处理72 h）组（简称模型加药组）。通过细胞计数试剂盒CCK8检测细胞活力，酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）检测血清N端脑钠肽前体（N-terminal pro-brain natriuretic peptide, Nt-

proBNP）、一氧化氮（nitric oxide, NO）、超敏C反应蛋白（high-sensitivity C-reactive protein, Hs-CRP）和血管紧张素

Ⅱ（angiotensin Ⅱ）水平，实时荧光定量PCR（RT-PCR）检测系统检测microRNA-146a表达水平。结果　通过CCK8法检测细

胞活力，发现在药物质量浓度为500 μg/mL时，细胞增殖改善达到顶峰，故选用此浓度为干预浓度。ELISA检测的心衰相关

指标：Nt-proBNP、NO、Hs-CRP、angiotensin Ⅱ水平中，与空白组比较，模型加药物组中Nt-proBNP、angiotensin Ⅱ表达上

调（P<0.05），NO表达下调（P<0.05），Hs-CRP与空白组比较表达差异无统计学意义，说明三参通脉可以有效改善大鼠心肌细

胞H9C2氧化损伤。最后，RT-PCR法检测microRNA-146a在各组的表达可以看出，15 μmol/L H2O2处理可以明显降低

microRNA-146a表达，而模型加药组中microRNA-146a表达较模型组升高（P<0.05），与空白组对比差异无统计学意义。

结论　三参通脉可以明显抵抗H2O2诱导的H9C2细胞氧化损伤，可能是通过上调microRNA-146a从而发挥心肌保护作用。
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【Abstract】   Objective　To  investigate  the  effect  of  Sanshentongmai  (SSTM)  mixture  on  the  regulation  of
oxidative  damage  to  rat  cardiomyocytes  (H9C2)  through  microRNA-146a  and  its  mechanism. Methods　H9C2  were
cultured in vitro, H2O2 was used as an oxidant to create an oxidative damage model in H9C2 cells. SSTM intervention was
administered to the H9C2 cells. Then, the changes in H2O2-induced oxidative damage in H9C2 cells and the expression of
microRNA-146a were observed to explore the protective effect of SSTM on H9C2 and its mechanism. H9C2 cells cultured
in vitro were divided into 3 groups, including a control group, a model group of H2O2-induced oxidative damage (referred
to hereafter as the model group), and a group given H2O2 modeling plus SSTM intervention at 500 μg/L for 72 h (referred
to hereafter as the treatment group). The cell viability was measured by CCK8 assay. In addition, the levels of N-terminal
pro-brain  natriuretic  peptide  (Nt-proBNP),  nitric  oxide  (NO),  high-sensitivity  C-reactive  protein  (Hs-CRP),  and
angiotensin were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The expression level of microRNA-146a
was  determined  by  real-time  PCR  (RT-PCR). Result　H9C2  cells  were  pretreated  with  SSTM  at  mass  concentrations
ranging from 200 to 1 500 μg/L. Then, CCK8 assay was performed to measure cell viability and the findings showed that
the improvement in cell  proliferation reached its  peak when the mass  concentration of  SSTM was 500 μg/L,  which was
subsequently  used  as  the  intervention  concentration.  ELISA  was  performed  to  measure  the  indicators  related  to  heart
failure,  including  Nt-proBNP,  NO,  Hs-CRP,  and  angiotensin Ⅱ.  Compared  with  those  of  the  control  group,  the
expressions of Nt-proBNP and angiotensin Ⅱ in the treatment group were up-regulated (P<0.05), while the expression of
NO was down-regulated (P<0.05). There was no significant difference in the expression of Hs-CRP between the treatment
group and the control group. These findings indicate that SSTM could effectively ameliorate oxidative damage in H9C2
rat cardiomyocytes. Finally, according to the RT-PCR findings for the expression of microRNA-146a in each group, H2O2

treatment at 15 μmol/L could significantly reduce the expression of microRNA-146a, and the expression of microRNA-
146a  in  the  treatment  group  was  nearly  doubled  compared  with  that  in  the  model  group.  There  was  no  significant 
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difference  between  the  treatment  group  and  the  control  group. Conclusion　SSTM  can  significantly  resist  the  H2O2-
induced oxidative damage of H9C2 cells and may play a myocardial protective role by upregulating microRNA-146a.

【Key words】　　H9C2 cell line　　Sanshentongmai mixture　　Oxidative damage　　microRNA-146a 

慢性心力衰竭（chronic heart failure, CHF）是多种心

血管疾病的重症及终末阶段，为多因素、多通路、多基因

的复杂疾病，其发病机制涵盖多层次生物网络调控过

程。其分子机制之一是由于相关微小RNA （microRNA,

miRNA） 调控的信号转导通路与靶基因之间的平衡状态

出现紊乱[1]。心肌细胞的氧化损伤及凋亡是CHF的基础，

而氧化应激是心肌细胞损伤和凋亡的直接原因[2]。三参

通脉合剂为北京市名老中医许心如研发的中药合剂，临

床治疗CHF疗效确切，前期研究证实三参通脉合剂参与

了免疫效应的诱导和调节，减少氧化应激，纠正患者免疫

功能的紊乱，从而取得了良好的临床疗效[3]。microRNA

是一类非编码小RNA分子，可以导致其靶基因的降解或

阻碍其靶基因的翻译。microRNA的表达异常引起相应

生物网络的紊乱即机体阴阳关系失衡，是疾病发生的重

要原因之一。本团队前期研究已发现microRNA-146a是

冠心病血瘀证的相关microRNA[4]，同时，动物实验已证实

三参通脉合剂能有效改善CHF大鼠的心功能和心肌活

性，其疗效与miRNA-146a表达正相关，推测其治疗

CHF的机制与调控microRNA-146a-NF-κB/IRAF6细胞通

路相关[5]。但三参通脉合剂是否可以通过调节microRNA-

146a从而影响心肌细胞氧化损伤的作用仍然未知。本实

验体外培养大鼠心肌细胞（H9C2），H2O2作为氧化剂作用于

H9C2制作氧化应激模型。通过三参通脉干预，观察H2O2

诱导的H9C2细胞氧化损伤的变化，从而以microRNA的

视角探讨三参通脉合剂对心肌细胞的保护作用及其作用

机制，希望能为CHF的治疗提供新的思路及靶点。 

1     材料与方法
 

1.1    药物及试剂

三参通脉合剂（Sanshentongmai mixture, SSTM）购自

首都医科大学附属北京中医医院（规格200 mL，生药含量

2.11 g/mL，批号：京药制字Z20053357）；大鼠心肌细胞

（H9C2）购自Sciencell研究实验室；胎牛血清，胰蛋白酶，

改良Eagle培养基DMEM（Invitrogen公司，批号分别为

16000044、25200-056、12400-024）；细胞增殖检测试剂盒

（CCK8，Dojindo公司，批号CK04）；大鼠氨基端前脑钠素

（N-terminal pro-brain natriuretic peptide, NT-ProBNP）

ELISA试剂盒（产品货号：TWp028489）；总一氧化氮（NO）

检测试剂盒（产品批号：S0023）；大鼠超敏C反应蛋白（Hs-

CRP）ELISA检测试剂盒（产品批号：TWp003217）；大鼠血

管紧张素Ⅱ（ANG-Ⅱ）ELISA检测试剂盒（产品批号：

TWp002823）；Annexin Ⅴ-FITC（BD公司，货号51-

65874X）；hsa microRNA-146a和内参引物由上海生工生

物工程有限公司合成：hsa microRNA-146a逆转录引物：

5′-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGC

ACTGGATACGACAACCCA-3′，内参引物：上游5′-CG

GCGGTGAGAACTGAATTCCA-3′，下游5′-GTGCAGG

GTCCGAGGT-3′。 

1.2    仪器

Spectra Max Plus384型酶标仪（美国Molec-ular

Devices公司），2000C型核酸浓度测量仪（美国Themo

Nano-Drop公司），480型实时荧光定量 PCR仪（瑞士Roche

Light Cycler 公司），3111型CO2培养箱（美国Thermo

Forma公司），FACSAria 型流式细胞仪（美国BD公司） 。 

1.3    研究方法 

1.3.1    细胞培养、分组、细胞存活率检测

将H 9 C 2细胞培养于含1 5 %胎牛血清的D M E M

培养基中，在37 ℃、体积分数5%CO2的培养箱中培养，每

日换液。选对数生长期的细胞进行实验研究。生长至

90%左右融合度的H9C2，离心后细胞沉淀中加入含10%

DMSO的DMEM培养基（4 ℃ 预冷）1.5 mL，吹打混匀后转

移至2 mL细胞冻存管，置于－80 ℃冰箱保存。

H2O2诱导剂量选择：取对数生长期的H9C2细胞，接

种于96孔板，细胞密度约5 000/孔，放入CO2培养箱中培养

24 h。向H9C2细胞中加入不同浓度的H2O2（0、2、5、10、

15、30、60 μmol/L），每组设3个重复孔，处理2 h（以此为时

间零点），在0、24、48、72 h用CCK8检测细胞存活率，具

体为一次性向每孔加入CCK8溶液10 μL，将培养板放置

在 37 ℃培养箱内孵育1 h，用酶标仪测定在450 nm处的吸

光度值（A450值）。5 μmol/L H2O2处理H9C2存活率依然较

高，10 μmol/L及以上H2O2处理可以明显抑制H9C2细胞的

增殖（细胞存活率为75.4%），15 μmol/L H2O2处理进一步

抑制H9C2细胞的增殖（细胞存活率为58.2%），而30～

60 μmol/L H2O2处理H9C2的存活率仅有14%～35.4%，

因此最终选择15 μmol/L H2O2处理2 h进行后续诱导模

型的建立。

三参通脉合剂的剂量选择：H9C2细胞分为空白组、

H2O2氧化损伤模型组（简称模型组）和H2O2模型+三参通

第 3 期 李　然等: 三参通脉合剂通过上调microRNA-146a改善大鼠心肌细胞H9C2的氧化损伤 631  



脉药物组（简称模型加药组）。空白组：H9C2细胞加入含

5%胎牛血清的DMEM培养基培养2 h；模型组：H9C2细胞

加入含15 μmol/L H2O2的DMEM培养基培养2 h。模型加

药组H9C2细胞加入含15 μmol/L H2O2的DMEM培养基培

养2 h（以此为时间零点），然后分别加入100、200、500 和

1 000 μg/mL三参通脉合剂处理72 h，在0、24、48、72 h用

CCK8检测细胞存活率，每组设3个重复孔。以此选择最

佳的三参通脉合剂干预剂量。最终选定500 μg/mL三参

通脉合剂用于后续实验，即后续实验的模型加药组为

H9C2细胞加入含15 μmol/L H2O2的DMEM培养基培养

2 h后，再以500 μg/mL三参通脉合剂处理72 h。 

1 . 3 . 2       E L I S A检测N T - p r o B N P、N O、H s - C R P、

angiotensin Ⅱ水平

取空白组、模型组和模型加药组H9C2细胞，按试剂

盒操作说明，以ELISA法检测其 NT-proBNP、NO、Hs-

CRP和angiotensin Ⅱ质量浓度。 

1.3.3    实时荧光定量PCR（RT-PCR）检测microRNA-

146a水平

取空白组、模型组和模型加药组H9C2细胞，TRIzol

法提取总RNA逆转录为cDNA后进行PCR。PCR反应体

系: cDNA（已稀释10倍）4 μL，SYBR Green 5 μL，前、后引

物各0.2 μL（10 μmol/L），水0.6 μL，总计10 μL。PCR反应条

件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，共50个循环；5 ℃ 10 s，

60 ℃ 10 s，40 ℃ 30 s。采用荧光定量分析仪自动采集目

的基因和内参基因的Ct值，以2－ΔΔCt法计算mRNA的相对

表达量。 

1.4    统计学方法

x̄± s

数据分析采用SPSS27.0统计软件，符合正态分布的计

量资料用 表示。两组组间比较时，行两个独立样本

的t检验或t'检验；一般计数资料采用卡方检验；P<0. 05为

差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    H9C2细胞培养及特征

显微镜下观察可见原代培养的H9C2心肌细胞于接种

初期呈清的圆形或短棒状。在接种后细胞开始贴壁生长，

其胞体逐渐增大，12 h细胞基本贴壁，48 h细胞相互接触不

断分裂并增殖成片层，第3天心肌细胞伸出伪足交织呈网

状结构，形成大量呈放射状同心圆状形态的细胞藤。倒置

显微镜（图1）下观察心肌细胞的主要形态为梭形细胞：胞

体呈细长梭形，折光性强，胞核为卵圆形。模型组心肌细

胞逐渐皱缩变圆，细胞连接受到破坏，细胞发生脱落程度

逐渐增加。模型加药组中心肌细胞以正常梭形细胞为主，

可见少量球形不规则凋亡细胞及瓶壁细胞脱落。
 
 

A B C50 μm 50 μm 50 μm

 
图 1  各组细胞形态

Fig 1  Cellular morphology of H9C2 cells

A, Control group; B, model group; C, treatment group.
  

2.2    三参通脉合剂对H9C2细胞存活率的影响

100～1 000 μg/mL三参通脉合剂处理H9C2细胞72 h，

三参通脉合剂质量浓度在100 μg/mL时对细胞存活率无

明显改善，200 μg/mL时即可改善细胞存活率，500 μg/mL

时细胞存活率达到顶峰，而1 000 μg/mL时，细胞存活率较

500 μg/mL时略有下降。见图2。故后续实验选择三参通

脉合剂质量浓度为500 μg/mL。 

2.3    三参通脉合剂对氧化损伤大鼠心肌细胞H9C2 NT-

proBNP、NO、Hs-CRP、angiotensin Ⅱ水平的影响

各组NT-proBNP、NO、Hs-CRP、angiotensin Ⅱ

ELISA检测结果如表1。与空白组比较，模型组中NT-

proBNP、Hs-CRP、angiotensin Ⅱ 表达上调（P<0.01），

NO表达下调（P<0.01）；模型加药组与空白组比较，NT-
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图 2  三参通脉干预72 h过程中H9C2细胞存活率的变化（n=3）

Fig 2  Changes in the survival rate of H9C2 cells during the treatment of
SSTM for 72 h (n=3)

The SSTM groups were cultured for 72 h by adding the corresponding dose

of SSTM on the basis of the model group.

 632 四川大学学报（医学版） 第 55卷



proBNP、angiotensin Ⅱ表达上调（P<0.05），NO表达下调

（P<0.05），而Hs-CRP表达差异无统计学意义。 

2.4     三参通脉合剂对氧化损伤大鼠心肌细胞H9C2

microRNA-146a表达的影响

见表2。15 μmol/L H2O2处理可以降低microRNA-

146a的表达（P<0.01），而模型加药组中microRNA-146a表

达量升高，约模型组的两倍，且接近空白组水平（与空白

组对比差异无统计学意义）。
  

表 2    各组microRNA-146a表达水平

Table 2    Expression levels of microRNA-146a in each group 

Group n microRNA-146a

Control 3 1.000±0.04

Model 3 0.382±0.12**

Treatment 3 0.707±0.20△△

　** P<0.01, vs. control group; △△P<0.01, vs. model group.
  

3     讨论

CHF是由于各种原因引起心输出量下降，从而无法

满足人体脏器代谢及功能需要的复杂疾病。而心肌细胞

的氧化应激损伤、坏死及凋亡是心力衰竭形成和进展的

关键因素[6]。miRNA是一种长约19～25 nt，进化上保守的

单链非编码的小RNA，可与靶基因mRNA的3'非编码区

（3'UTR）结合，从而调控基因表达[7]。研究表明miRNA在

心肌细胞氧化损伤中发挥着重要作用，其通过调节相关

信号通路及靶基因表达成为心肌损伤的潜在治疗靶点[8]。

本团队前期在冠心病血瘀证的研究中发现，microRNA-

146b的下调可能导致促进炎症的CALR的上调[4]。同时也

有研究表明microRNA-146b抑制剂可以显著降低急性冠

脉综合征中肿瘤坏死因子-α （tumor necrosis factor-α,

TNF-α）、单核细胞趋化蛋-1（monocyte chemotactic

protein-1, MCP-1）和核转录因子-κB（nuclear factor κB,

NF-κB） p65表达的关键炎性细胞因子[9]。而microRNA-

146a的表达则与microRNA-146b呈现相反的特性，有研究

表明microRNA-146a可通过抑制白细胞介素1受体相关激

酶1（interleukin-1 receptor-associated kinase 1, IRAK1）和

肿瘤坏死因子受体相关因子（TNF receptor-associated

factor 6, TRAF6）的表达，抑制NF-κB 的活化，进而阻止

其介导的免疫、炎症信号的产生，减少白细胞介素  6

（interleukin-6, IL-6）、TNF-α等免疫炎症因子产生，发挥

抗免疫、抗炎等多种作用 [ 1 0 - 1 1 ]，同时，亦有研究表明，

microRNA-146a与细胞凋亡也存在联系，有学者发现，

microRNA-146a可通过降低Fas蛋白的表达，从而抑制间

充质干细胞的凋亡[12-13] 。本团队通过前期动物实验也已

证实miRNA-146a可以改善慢性心衰大鼠的心功能和心

肌活性，其疗效与其表达呈正相关，推测其机制与调控

microRNA-146a-NF-κB/IRAF6细胞通路相关[5]。

三参通脉合剂为北京中医医院院内协定处方制剂，

临床治疗心力衰竭疗效确切，处方以太子参、丹参和党参

为君药，以益气活血和行气利水为主要治疗原则，有学者

临床研究发现益气活血法在提高心肌收缩能力、改善心

脏射血功能、改善血液流变学指标和降低心脏前负荷方

面均有确切疗效。药理学研究提示，人参、太子参、党参

等作为常用于治疗CHF的益气类药物在扩张冠状动脉、

减轻前后负荷和改善心肌细胞的能量代谢方面疗效确

切；而丹参、红花等活血中药能扩冠降压，减轻阻力，调节

左室压力，丹参更可以减轻自由基的脂质过氧化损伤，清

除自由基，防止缺血再灌注期的细胞超载，保护细胞膜，

对缺血再灌注损伤有良好的改善作用[14] 。

因此，本实验以H2O2作用于H9C2制作氧化应激模

型，通过三参通脉干预，观察H2O2诱导的H9C2大鼠心肌

细胞氧化损伤及凋亡的变化，从而以microRNA的视角探

讨三参通脉合剂对心肌细胞的保护作用及其作用机制，

从研究结果可以看出，通过CCK8法检测细胞存活率，发

现200～500 μg/mL三参通脉能显著对抗细胞氧化损伤，

而更高或更低浓度的三参通脉处理并无明显改善作用，

因此考虑在药物质量浓度为500 μg/L时，细胞增殖改善达

到顶峰，故选用此浓度为干预浓度。ELISA检测心衰相关

指标NT-proBNP、NO、Hs-CRP和angiotensin Ⅱ水平也可

看出模型组中NT-proBNP、Hs-CRP、angiotensin Ⅱ表达

较正空白组上调（P<0.01），NO表达下调（P<0.01）；而模

型加药物组与空白组比较，NT-proBNP、angiotensin Ⅱ表

 

表 1    各组NT-proBNP、NO、Hs-CRP和angiotensin Ⅱ质量浓度的变化

Table 1    Changes in the concentration of Nt-proBNP, NO, Hs-CRP, and angiotensin Ⅱ in each group 

Group n Nt-proBNP/(pg/mL) NO/(pg/mL) Hs-CRP/(pg/mL) Angiotensin Ⅱ/(pg/mL)

Control 3 52.62±2.97 76.37±7.58 4.10±0.54 22.20±2.06

Model 3 106.95±7.35**     30.06±3.16** 8.18±0.38** 47.20±1.39**

Treatment 3 81.10±1.92*, △ 54.51±0.68* 4.04±0.27△△ 33.83±2.19*

　** P <0.01, *P <0.05, vs. control group; △△ P <0.01, △P <0.05, vs. model group.
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达上调（P<0.05），NO表达下调（P<0.05），Hs-CRP更与空

白组比较表达差异无统计学意义。说明三参通脉可以有

效改善大鼠心肌细胞H9C2氧化损伤。最后，RT-PCR法

检测microRNA-146a在各组的表达可以看出，15 μmol/L

H2O2 处理可以明显降低microRNA-146a表达，而模型加

药组中microRNA-146a表达较模型组升高将近一倍，与空

白组对比差异无统计学意义。因此，本研究结果提示，三

参通脉可以明显抵抗H2O2诱导的大鼠心肌细胞H9C2氧

化损伤，可能是通过上调micro-146a从而发挥心肌保护作用。
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