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玉朗伞查尔酮对血管紧张素 II 诱导的 H9c2 心肌
细胞损伤的影响及机制研究

梁杏梅1# ,农慧亮2# ,廖乃英1 ,刘安韬1 ,蒙泔竹1 ,黄仁彬3 ,
张　 婷1∗ ,傅　 鹏1∗

(1.广西卫生职业技术学院药学院,南宁　 530023;2.南宁市第一人民医院临床试验Ⅰ期研究室,南宁　 530022;
3.广西医科大学药学院,南宁　 530021)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨玉朗伞查尔酮(YLSC)对血管紧张素 II(Ang
 

II)诱导的 H9c2 心肌细胞损伤的保护

作用及可能机制。 方法　 将 H9c2 心肌细胞分为空白对照组、模型组、YLSC 低、中、高剂量组,YLSC 干预后,
以浓度为 1

 

μmol / L 的 Ang
 

II 诱导细胞损伤模型。 细胞计数法( CCK-8)检测细胞活力,单丹磺酰尸胺染色法

(MDC)检测细胞自噬体的形成,2,7-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)荧光探针法检测细胞活性氧(ROS)水

平,Hoechst
 

33342 染色法检测细胞凋亡,酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测心肌细胞三磷酸腺苷(ATP)含量,
逆转录聚合酶链式反应法(RT-PCR)检测 Bcl2-腺病毒 E1B

 

19
 

kDa 相互作用蛋白 3(Bnip-3)及自噬相关蛋白

5(Atg5) 水平,蛋白免疫印迹法( Western
 

blot) 检测自噬标记蛋白 p62、Beclin1 及 LC3II / LC3I 表达。 结果
 

YLSC 能减轻 Ang
 

II 诱导的 H9c2 心肌细胞损伤,CCK-8 检测提示 YLSC 能提高心肌细胞的活力(P<0. 05 或 P
<0. 01),MDC 染色法提示 YLSC 能促使自噬体形成,DCFH-DA 荧光探针法检测结果显示 YLSC 能减少 ROS 的

生成(P<0. 01),Hoechst
 

33342 染色法检测结果显示 YLSC 能减少细胞凋亡(P< 0. 01),ELISA 检测结果显示

YLSC 能提高细胞 ATP 水平(P<0. 05 或 P<0. 01),RT-PCR 检测结果显示 YLSC 能促进 Bnip-3 和 Atg5 的基因

表达(P<0. 05 或 P<0. 01),Western
 

blot 检测结果显示 YLSC 能降低 p62 的表达并提高 Beclin1 及 LC3II / LC3I
的表达(P<0. 05 或 P<0. 01)。 结论　 YLSC 能有效抑制 Ang

 

II 诱导的 H9c2 心肌细胞损伤及凋亡,其机制可

能与启动心肌自噬程序、激活自噬相关因子表达以及清除凋亡细胞等有关。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Yulangsan
 

Chalcone
 

( YLSC)
 

on
 

H9c2
 

cardiomyocyte
 

injury
 

induced
 

by
 

angiotensin
 

II
 

( Ang
 

II )
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism.
 

Methods 　 H9c2
 

cardiomyocytes
 

were
 

divided
 

into
 

blank
 

control,
 

model,
 

and
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

YLSC
 

groups.
 

After
 

intervention
 

with
 

YLSC,
 

the
 

cells
 

were
 

induced
 

with
 

Ang
 

II
 

(1
 

μmol / L)
 

to
 

form
 

an
 

injury
 

model.
 

Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

assay,
 

autophagosomes
 

were
 

detected
 

by
 

monodansylcadaverine
 

staining,
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

were
 

detected
 

using
 

the
 

dichlorodihydrofluorescein
 

diacetate
 

fluorescence
 

probe
 

method,
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

Hoechst
 

33342
 

staining,
 

and
 

the
 

ATP
 

content
 

was
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Bcl-
2

 

interacting
 

protein
 

3
 

( Bnip-3)
 

and
 

autophagy-related
 

protein
 

5
 

( Atg5)
 

gene
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction,
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

autophagy
 

marker
 

proteins
 

p62,
 

Beclin1,
 

and
 

microtubule-associated
 

protein
 

light
 

chain
 

3
 

( LC3)
 

II / I
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results 　 YLSC
 

alleviated
 

Ang
 

II-induced
 

H9c2
 

cardiomyocyte
 

injury
 

by
 

enhancing
 

cardiomyocyte
 

viability(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01),
 

promoting
 

the
 

formation
 

of
 

autophagosomes,
 

and
 

reducing
 

the
 

generation
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species(P<0. 01).
 

YLSC
 

also
 

reduced
 

cell
 

apoptosis(P<0. 01),
 

increased
 

ATP
 

levels
 

in
 

cells(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01),
 

promoted
 

the
 

gene
 

expression
 

of
 

Bnip-
3

 

and
 

Atg5(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01),
 

and
 

reduced
 

the
 

expression
 

of
 

p62
 

and
 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

Beclin1
 

and
 

LC3II / LC3I(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01).
 

Conclusions　 YLSC
 

can
 

effectively
 

inhibit
 

Ang
 

II-induced
 

H9c2
 

cardiomyocyte
 

injury
 

and
 

apoptosis,
 

and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

initiation
 

of
 

myocardial
 

autophagy,
 

activation
 

of
 

autophagy-related
 

factors,
 

and
 

clearance
 

of
 

apoptotic
 

cells.
【Keywords】　 Yulangsan

 

Chalcone;
 

cardiomyocyte
 

injury;
 

autophagy;
 

H9c2
 

cardiomyocytes
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　 　 心肌细胞损伤包括缺血缺氧性损伤、炎症或

感染性损伤、代谢异常损伤、毒素或药物损伤以

及机械性损伤等,且异丙肾上腺素和血管紧张素

II(Angiotensin
 

II,
 

Ang
 

II)常用于制备缺血缺氧性

心肌损伤模型[1-3] 。 心肌细胞损伤病理过程复

杂,常导致器官、组织、细胞、分子等不同水平上

都有其特征性表现的不平衡生长,是受损心肌细

胞转向功能不全的基础[3] 。 缺血缺氧性心肌细

胞损伤常见于冠心病,其主要是由于冠状动脉循

环不畅造成血供障碍和心肌能量代谢失衡所致,
在心脑血管急症中尤为常见,临床上主要表现为

休克、心律失常、心绞痛和心力衰竭等,对机体产

生极大危害甚至有心肌梗死的风险[4] 。 在治疗

方面主要包括扩张血管恢复供血供氧,药物则包

括使用血管紧张素转化酶抑制剂、Ang
 

II 受体阻

断剂、β 受体阻断剂和钙通道阻断剂等,而继续深

入探索缺血缺氧性心肌受损的相关分子机制,发
现其新型病理标志物,进而不断开发新的治疗策

略、开展精准干预、改善心肌受损患者的预后成

为了当下的研究热点[4] 。
我国中药资源库极为庞大,从中寻找防治缺

血缺氧性心肌疾病的安全有效药物,特别是对其

活性成分进行药效学及作用机制方面的研究,对
于有效开发我国丰富的中药资源和促进中药现

代化发展具有重要意义。 玉郎伞 ( Yulangsan,
YLS,Millettia

 

pulchra
 

( Benth. )
 

Kurz
 

Var.
 

laxior
 

(Dunn)
 

Z.
 

Wei
 

(Papilionaceae))原植物经考证为

蝶形花科植物疏叶崖豆的块根,是广西民间广泛

应用的民族药,常用于高血压、跌打损伤和风湿,
也用于消化不良、营养不良和病后虚弱等[5] 。 本

23 中国比较医学杂志 2025 年 12 月第 35 卷第 12 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

December
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

12



研究小组首次从玉朗伞总黄酮中分离出了具有

自主 知 识 产 权 的 新 化 合 物 玉 朗 伞 总 黄 酮

(Yulangsan
 

Chalcone,YLSC,按其化学式结构分别

为 17-甲氧基-7-羟基-苯并呋喃查尔酮),且在

体外研究中,发现 YLSC 在抑制氧自由基生成、减
少心肌细胞凋亡、阻断心肌细胞钙离子通道、减
轻钙超载、保护心肌细胞缺氧 / 复氧损伤等方面

具有显著的保护作用[6] 。 同时,本研究小组还发

现在 YLSC 对压力超负荷诱导的心室重构大鼠的

保护作用研 究 中, YLSC 能 增 加 前 列 腺 素 I2
 

(prostaglandin
 

I2,PGI2)的合成和分泌,而 PGI2 水

平的升高,能通过激活血管平滑肌细胞内的腺苷

酸环化酶,增加细胞内环磷酸腺苷水平,进而引

起血管舒张,并改善心肌收缩力、心肌代谢和血

液循环[7] 。 由此可见,YLSC 对在体的缺血缺氧

性心肌损伤具有较好的保护作用,但 YLSC 对体

外缺血缺氧性心肌损伤是否也有保护作用及相

关保护机制均尚未明了,因此,本研究将采用 Ang
 

II 诱导体外缺血缺氧性心肌细胞损伤,通过检测

细胞活力、 细胞凋亡、 活性氧 ( reactive
 

oxygen
 

species,
 

ROS)水平、自噬体的形成及自噬相关因

子的表达,探讨 YLSC 的心肌细胞保护作用及可

能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞
 

　 　 大鼠 H9c2 心肌细胞(货号:SCSP-5211)购于

中国科学院典型培养物保藏委员会上海细胞库。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 YLSC(批号:20240403)购自深圳晶泰科技有

限公司;Ang
 

II(批号:HH31214G8I6N) 购自上海

麦克林生化科技股份有限公司;胎牛血清(批号:
10099 - 141 )、 胰蛋白酶 Trypsin-EDTA ( 批 号:
25200072) 和 DMEM

 

basic ( 1x) 培养基 ( 批号:
C11995500BT)均购自 Gibco 公司;青链霉素混合

液(100×,批号:P1400) 和无酶水(批号:R1600)
均购自 Solarbio 公司;超强型细胞计数法 ( cell

 

counting
 

kit-8,CCK-8)试剂盒(批号:MA0218-Nov-
18I)购自 MeilunBio 公司;Hoechst

 

33342 活细胞

染色液(批号:C1029)购自 Beyotime 公司;DCFH-
DA 活性氧 ROS 荧光探针(批号:MB4682 - 1) 购

自大连美仑生物技术有限公司; 三磷酸腺苷

(ATP)酶联免疫吸附检测试剂盒(批号:ELK7901
-96T)购自科鹿(武汉)生物科技有限责任公司;
三代逆转录预混液( MonScriptTM

 

RTIII
 

All-in-One
 

Mix
 

with
 

dsDNase,批号:MR05101)购自 Monad 公

司;定量 PCR 扩增预混液( Hieff 􀅺
 

qPCR
 

SYBR
 

Green
 

Master
 

Mix
 

( Low
 

Rox
 

Plus ), 批 号:
11202ES03)购自 Yeasen 公司;Beclin1 (一抗,批

号:bs-1353R)、p62 (一抗,批号:bs-55207) 和 β-
actin(一抗,批号:bs-0061R)均购自 Bioss 公司;三
色预染蛋白 Marker(10~ 250

 

kDa,批号:WJ103 L)
购自上海雅酶生物医药科技有限公司。

CCL-170B-8 型二氧化碳培养箱 ( 新加坡

ESCO 公司);CytoCube 型细胞计数仪(广州牛顿

光学研究院有限公司); Ts2-FL 型荧光显微镜

(Nikon 公司); FilterMax
 

F3 型多功能酶标仪

(Molecular
 

Devices 公司);BX-53 型光学显微镜

(Olympus 公司);CytoFLEX 型流式细胞仪(贝克

曼库尔特有限公司);TD4 型离心机(上海卢湘仪

离心机仪器有限公司);FC-1100 型超微量核酸检

测仪(中国杭州遂真生物科技有限公司);5418R
型低温离心机( Eppendorf 公司);PowerPac

 

Basic
型电泳仪(Bio-Rad 公司);Mini

 

Trans-Blot
 

Cell 型
蛋白转印模块( Bio-Rad 公司);Tanon

 

5200 凝胶

成像系统 ( 上海天能科技有限公司); ZWYR-
2102C 型台式恒温培养振荡器摇床(上海智城分

析仪器制造有限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养与心肌细胞损伤模型建立

采用含有胎牛血清和青链霉素混合液(100
 

U / mL 青霉素和 100
 

μg / mL 链霉素)的 DMEM 培

养基,在 37
 

℃ 、5%
 

CO2 细胞培养箱中培养大鼠

H9c2 心肌细胞,每天定时换液。 采用细胞计数仪

测定细胞密度,调整细胞密度至 1×106 / mL,按照

每孔约 5× 105 / mL 细胞接种到孔板内。 将 H9c2
心肌细胞分为 5 组:空白对照组、模型组、YLSC
低、中、高剂量组,除空白对照组和模型组外,
YLSC 低、中、高剂量组分别以终浓度为 0. 1

 

mg /
mL、0. 2

 

mg / mL、0. 4
 

mg / mL 的含药培养基孵育 24
 

h。 24
 

h 后除空白对照组,各组加入最终浓度为 1
 

μmol / L 的 Ang
 

II 孵育 24
 

h 后进行后续实验[8] 。
1. 3. 2　 CCK-8 法检测细胞活力

按实验方法 1. 3. 1 处理心肌细胞后,将培养
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基更换为含有 10%
 

CCK-8 的 100
 

μL 培养基,在
培养箱内继续培养 1

 

h,用酶标仪测定在 450
 

nm
处的吸光值,每组 3 个复孔。 实验结果表示 H9c2
的细胞活力,计算公式为:细胞活力 / % = (实验组

OD 值-空白孔 OD 值) / (空白对照组 OD 值-空

白孔 OD 值) ×100%。
1. 3. 3 　 单 丹 磺 酰 尸 胺 ( monodansylcadavrine,
MDC)染色法检测细胞自噬体

按实验方法 1. 3. 1 处理心肌细胞后,使用

400
 

μL 的 1×Wash
 

buffer 清洗细胞 1 次,弃去上

清,加入 10
 

μL 的 MDC
 

Stain,轻轻混匀,室温避光

染色。 离心后收集细胞,用 1×Wash
 

buffer 清洗细

胞,弃上清,加入 100
 

μL 的 Collection
 

buffer 重悬

细胞,滴加于载玻片上并加盖玻片,荧光显微镜

下观察(激发滤光片波长 355
 

nm,阻断滤光片波

长 512
 

nm)。
1. 3. 4　 2,7-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)探

针检测细胞 ROS 水平

按实验方法 1. 3. 1 处理心肌细胞后,去除细

胞培养液,用 PBS 洗涤细胞两次,弃上清,加入稀

释好的终浓度为 10
 

μmol / L 的 DCFH-DA,37
 

℃细

胞培养箱内孵育 20
 

min。 用无血清细胞培养液洗

涤细胞 3 次,以充分去除未进入细胞内的 DCFH-
DA,上机检测,以绿色荧光的强弱表示细胞内

ROS 水平。
1. 3. 5　 Hoechst

 

33342 染色法检测细胞凋亡

按实验方法 1. 3. 1 处理心肌细胞后,吸弃培

养液, 随后每孔加 入 1
 

mL 培 养 液 和 20
 

μL
 

Hoechst
 

33342 活细胞染色液,于 37
 

℃ 条件下培

养箱避光孵育 10
 

min,PBS 漂洗细胞 3 次,每次 5
 

min。 荧光显微镜下观察、采集图像。
1. 3. 6　 ELISA 法检测心肌细胞 ATP 含量

按实验方法 1. 3. 1 处理心肌细胞后,取细胞

上清离心 20
 

min,弃去杂质及细胞碎片。 按照检

测试剂盒操作说明书的步骤进行测定,依次加入

标准品和待测样品、链霉素-HRP、TMB 显色剂、
终止液,用酶标仪在 450

 

nm 波长下依序测量各孔

的光密度(OD),并根据公式计算出 ATP 含量。
1. 3. 7　 RT-PCR 法检测 Bnip-3 和 Atg5 水平

按实验方法 1. 3. 1 处理心肌细胞后,根据总

RNA 提取试剂盒的说明书进行操作,提取各组

H9c2 心肌细胞总 RNA, 经 RNA 浓度的测定、

RNA 逆转录、扩增反应,根据样本所对应基因的

Ct 值,计算每个样本的 2-ΔΔCt 值,评估目标基因的

表达。
1. 3. 8　 Western

 

blot 法检测自噬标记蛋白 p62、
Beclin1 及 LC3II / LC3I 的表达

按实验方法 1. 3. 1 处理心肌细胞后,采用裂

解液进行细胞总蛋白的提取,按照蛋白浓度测定

试剂盒操作步骤进行样本蛋白含量测定,经十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭、
一抗孵育、二抗孵育后,进行凝胶显影成像,获取

蛋白条带的灰度值进行数据采集和分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

25. 0 和 GraphPad
 

Prism
 

8 对实验
数据进行统计学分析。 数据以平均数±标准差( 􀭰x
± s )表示,数据符合正态分布和方差齐性,两组

间比较采用独立样本 T 检验,多组间比较采用单

因素方差分析( ANOVA) LSD 检验,P< 0. 05 表示

差异具有统计学意义。

注:与模型组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与 YLSC 低剂量

组相比,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01。

图 1　 YLSC 对 Ang
 

II 诱导后心肌细胞活力的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 ∗P < 0. 05,

 ∗∗P <

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

low-dose
 

YLSC
 

group,
  #P< 0. 05,

 

 ##P<0. 01.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

YLSC
 

on
 

cardiomyocyte
 

viability
 

after
 

Ang
 

II
 

induction

2　 结果

2. 1　 YLSC 对 H9c2 心肌细胞活力的影响

　 　 如图 1 所示,与空白对照组比较,模型组细胞
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活力显著下降,提示细胞受损严重(P<0. 01);与
模型组比较,YLSC 低、中、高剂量组的细胞活力

随着剂量的增大也随之呈升高趋势,表现出一定

的剂量依赖性,差异有统计学意义(P<0. 05 或 P<
0. 01);与 YLSC 低剂量组比较,YLSC 中、高剂量

组的细胞活力呈不同程度的提高(P<0. 05 或 P<
0. 01)。 结果表明,YLSC 能改善 Ang

 

II 诱导的心

肌细胞活力的下降。
2. 2　 YLSC 对 Ang

 

II 诱导的 H9c2 心肌细胞自

噬体形成的影响

　 　 如图 2 所示,与空白对照组比较,模型组、
YLSC 低、中、高剂量组经 MDC 染色后在细胞质

和核周区域可以观察到绿色荧光,染色质浓缩、
被染成大小不一且致密浓染的绿色部分为自噬

体,反映了自噬程序的激活和自噬体的形成。
2. 3　 DCFH-DA 探针检测细胞 ROS 水平

结果如图 3 所示,与空白对照组比较,模型组

H9c2 心肌细胞的荧光强度显著增强,差异有统计

学意义(P<0. 01);与模型组比较,YLSC 低剂量组

(P<0. 05)、中剂量及高剂量组(P<0. 01)的荧光

强度明显减弱, 差异有统计学意义; 另外, 与

YLSC 低剂量组比较,YLSC 中、高剂量组的荧光

强度进一步降低,差异有统计学意义(P<0. 05 或

P<0. 01)。 结果表明,YLSC 能抑制 Ang
 

II 诱导的

H9c2 心肌细胞 ROS 的产生,且 YLSC 高剂量效果

比低剂量好。
2. 4　 Hoechst

 

33342 染色法检测细胞凋亡

　 　 如图 4 所示,空白对照组细胞核大小均一,核

图 2　 YLSC 对 Ang
 

II 诱导的 H9c2 心肌细胞自噬体形成的影响

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

YLSC
 

on
 

Ang
 

II-induced
 

autophagy
 

in
 

H9c2
 

cardiomyocytes

注:A:各组细胞荧光信号;B:各组细胞平均荧光强度。 与空白对照组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,#P<0. 05,##P<0. 01;与 YLSC 低

剂量组相比,△P<0. 05,△△P<0. 01。

图 3　 DCFH-DA 探针检测细胞 ROS 水平

Note.
 

A,
 

Fluorescence
 

signals
 

of
 

each
 

group
 

of
 

cells.
 

B,
 

Mean
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

each
 

group
 

of
 

cells.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
  #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

low-dose
 

YLSC
 

group,
 △P<0. 05,

 △△P<0. 01.

Figure
 

3　 Level
 

of
 

ROS
 

detected
 

by
 

DCFH-DA
 

probe
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Bnip-3 和 Atg5 基因表达提高(P<0. 05)。
2. 7　 Western

 

blot 法检测自噬标记蛋白 p62、
Beclin1 及 LC3II / LC3I 的表达

　 　 如图 7 所示,与空白对照组比较,模型组 p62

表达升高(P<0. 01),而 Beclin1 及 LC3II / LC3I 的

表达则降低(P<0. 01)。 与模型组比较,YLSC 低

剂量组、YLSC 中剂量组、YLSC 高剂量组能降低

H9c2心肌细胞p62的表达(P<0. 01) 、不同程度

注:与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 YLSC 低剂量组相比,#P<0. 05。

图 6　 RT-PCR 法检测 Atg5 和 Bnip-3 水平

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

low-dose
 

YLSC
 

group,
  #P<0. 05.

Figure
 

6　 Levels
 

of
 

Atg5
 

and
 

Bnip-3
 

detected
 

by
 

RT-PCR

注:A:p62 蛋白表达;B:Beclin1、LC3II / LC3I 蛋白表达。 与模型组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与 YLSC 低剂量组相比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 7　 Western
 

blot 法检测自噬标记蛋白 p62、Beclin1 及 LC3II / LC3I 的表达

Note.
 

A,
 

p62
  

protein
 

expression.
 

B,
 

Beclin1
 

and
 

LC3II / LC3I
  

protein
 

expression.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

low-dose
 

YLSC
 

group,
  #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

7　 Expression
 

of
 

autophagy
 

marker
 

proteins
 

p62,
 

Beclin1
 

and
 

LC3II / LC3I
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
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