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　　【摘要】　目的：探讨维生素Ｃ对大鼠Ｈ９Ｃ２心肌细胞抗氧化能力与细胞活力的影响。

方法：以体外培养的大鼠Ｈ９Ｃ２心肌细胞为研究对象，在培养过程中，分别加入不同浓度

的维生素Ｃ，观察细胞形态，ＭＴＴ法检测心肌细胞活力，ＤＣＦＨＤＡ荧光探针法测定维生

素Ｃ对Ｈ２Ｏ２处理的心肌细胞活性氧（ＲＯＳ）生成的影响，用比色法检测半胱天冬酶

（ｃａｓｐａｓｅ）３和ｃａｓｐａｓｅ９活性。　结果：０．０５ｍｇ／ｍＬ维生素Ｃ处理后，Ｈ９Ｃ２心肌细胞

形态发生变化，细胞质中颗粒状物质增多，排列紊乱，间隙增宽；０．０５ｍｇ／ｍＬ维生素Ｃ

可有效抑制Ｈ２Ｏ２导致的ＲＯＳ积累；但随着培养基中维生素Ｃ浓度的升高，心肌细胞存

活率明显降低，且维生素Ｃ处理后ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９活性明显升高。　结论：Ｈ９Ｃ２

心肌细胞培养中添加维生素Ｃ可产生明显的抗氧化作用，但维生素Ｃ对Ｈ９Ｃ２心肌细胞

生长具有抑制作用。

【关键词】　维生素Ｃ；Ｈ９Ｃ２心肌细胞；细胞活力

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３６５８３．２０１６．０４．０１２

犈犳犳犲犮狋狅犳狏犻狋犪犿犻狀犆狅狀犮狌犾狋狌狉犲犱犎９犆２犿狔狅犮犪狉犱犻犪犾犮犲犾犾狊　犚犈犖犆犺犲狀狓犻犪，犕犃犔犻狓犻犪，犌犝犗犘犻狀犵，犌犝犗

犢犻狀犵，犆犃犗犠犲狀犼狌狀．　犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犆犪狉犱犻狅狏犪狊犮狌犾犪狉犇犻狊犲犪狊犲狊，犆犺犪狀犵狕犺犻犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犛犺犪狀狓犻　

０４６０００，犆犺犻狀犪

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＣｏｎｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙａｎｄｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．　犕犲狋犺狅犱狊：ＴｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖｉｔａｍｉｎＣｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，

ａｎｄｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ．

ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅＤＣＦＨＤＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＣｏｎｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙＨ２Ｏ２．Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９ｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄ．　犚犲狊狌犾狋狊：Ｔｈｅ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨ９Ｃ２ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ０．０５ｍｇ／ｍＬｖｉｔａｍｉｎＣ，

ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｇｒａｎｕｌａｒｓｕｂｓｔａｎｃｅｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ａｒｒａｎｇｅｄｄｉｓｏｒｄｅｒａｎｄｗｉｄｅｎｅｄｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｇａｐ．

０．０５ｍｇ／ｍＬｖｉｔａｍｉｎＣｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＯＳｃａｕｓｅｄｂｙＨ２Ｏ２，ｂｕｔｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆ

ｖｉｔａｍｉｎＣｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｓｐａｓｅ３

ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀：ＶｉｔａｍｉｎＣｈａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅＨ９Ｃ２

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｂｕｔｉｔｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＶｉｔａｍｉｎＣ；Ｈ９Ｃ２ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ；Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

　基金项目：山西省基础研究计划项目（２０１５０２１１８５）；长治医学院

科技创新团队项目（ＣＸ２０１５０７）；长治医学院普及项目（ＱＤＺ２０１５０３）

　作者单位：０４６０００　长治医学院心血管病研究所

　通信作者：曹文君，Ｅｍａｉｌ：ｗｊｃａｏ１６＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　心肌病是由于心室结构改变和心肌受损引起

心脏功能障碍的病变。研究发现，在心肌损伤区出

现大量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的积

累［１］。心肌缺血再灌注过程中，大量氧自由基的产

生可引起心律失常以及心肌梗死面积扩大等现

象［２］。早期酒精性心肌病大鼠模型的心肌组织中，

过氧化物产物丙二醛水平显著升高，而清除氧化物

和自由基的过氧化物酶体和金属硫蛋白水平降

低［３］。心肌细胞氧化应激是导致心肌功能紊乱的一

个重要因素。减少ＲＯＳ产生、消除心肌细胞的氧化

应激可减轻心肌损伤［４７］。因此，抗氧化药物是心血
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管疾病治疗中的重要部分。

维生素Ｃ（即抗坏血酸）具有多种生物学功能，是

细胞中氧自由基的清除剂，参与体内氧化还原反应及

羟化反应。风湿性心脏病患者血清中维生素Ｃ水平显

著高于健康人，其分子机制仍不明确［８］。本文主要探

讨维生素Ｃ对体外培养的Ｈ９Ｃ２心肌细胞系的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

大鼠Ｈ９Ｃ２心肌细胞系购自中国科学院上海生

命科学研究院。ＤＣＦＨＤＡ荧光探针法ＲＯＳ检测试

剂盒购于江苏碧云天生物技术研究所，半胱天冬酶

（ｃａｓｐａｓｅ）３、ｃａｓｐａｓｅ９活性检测试剂盒购于南京建成

生物技术研究所；ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清（ＦＢＳ）购

于赛默飞世尔生物化学制品（北京）有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　向细胞培养瓶中添加含１０％

ＦＢＳ和１％青霉素链霉素的ＤＭＥＭ培养基，置于

５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中培养。待细胞生长至

７０％～８０％融合状态时，用０．２５％胰蛋白酶消化传

代，培养６～７代后进行后续实验。

１．２．２　ＭＴＴ实验　取对数生长期的心肌细胞，胰

蛋白酶消化后进行细胞计数，按１×１０４个／孔的密度

接种于９６孔板中，每孔２００μＬ细胞悬液。将９６孔

板放置在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养，待细胞贴壁后，

换用无血清培养液２００μＬ／孔饥饿培养２４ｈ，使细胞

生长同步化至Ｇ０期。吸弃上清液，分别加入含不同

浓度维生素Ｃ的培养液，培养至测定时间。每孔加入

２０μＬ的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ，避光孵育４ｈ后终止培养，

吸弃上清，每孔加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），将

培养板置于水平摇床上３７℃轻摇１０ｍｉｎ。采用酶标

仪在４９０ｎｍ波长下测定各孔吸光度值。

细胞存活率＝处理组吸光度／对照组吸光度

×１００％

１．２．３　心肌细胞内ＲＯＳ水平的检测　将心肌细胞

以２×１０５个／ｍＬ的密度接种于６孔板中，无血清培

养液同步化饥饿培养２４ｈ后，分为对照组、过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）组（加入５０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２）、Ｈ２Ｏ２＋维生素Ｃ

组（加入５０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２和０．０５ｍｇ／ｍＬ维生素Ｃ）、

维生素Ｃ组（加入０．０５ｍｇ／ｍＬ维生素Ｃ），分别培养

２４ｈ。用无血清 ＤＭＥＭ 按１∶１０００比例稀释

ＤＣＦＨＤＡ探针，使其终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，吸弃６孔

板中的培养液，每孔加入１ｍＬ稀释好的ＤＣＦＨＤＡ，

３７℃避光孵育３０ｍｉｎ后，用无血清ＤＭＥＭ培养液洗

涤细胞３次。将６孔板置于荧光倒置显微镜下观察

细胞内的荧光强度，采集图像。

１．２．４　凋亡活性检测　采用比色法测定心肌细胞

中ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９的活性。０．０５ｍｇ／ｍＬ维生

素Ｃ处理Ｈ９Ｃ２细胞２４ｈ后，经胰蛋白酶消化收集

细胞，用ＰＢＳ洗涤１次后吸去上清，加入５０μＬ细

胞裂解液，反复冻融３次后，１２０００转／ｍｉｎ、４℃离

心１５ｍｉｎ，吸取上清液按照试剂盒说明书进行操

作，在４０５ｎｍ波长下测定吸光度值。

１．３　统计学分析

实验数据以均数±标准差表示，每项实验均独

立重复３次。采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计学

分析。两组间差异比较采用狋检验，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结果

２．１　心肌细胞形态

正常心肌细胞呈梭形，细胞界限清晰，排列规

整；０．０５ｍｇ／ｍＬ维生素Ｃ组Ｈ９Ｃ２心肌细胞形态

不规整，细胞质中颗粒状物质增多，排列紊乱，间隙

增宽（见图１）。

注：Ａ为对照组；Ｂ为维生素Ｃ组

图１　犎９犆２心肌细胞形态的变化

２．２　心肌细胞存活率

维生素Ｃ处理后２４ｈ后心肌细胞活力显著下

降，０．０５ｍｇ／ｍＬ维生素Ｃ干预导致细胞存活率降至

６６．０６％，随着浓度增高细胞存活率降低至５０％以下

（见图２）。在０．０５ｍｇ／ｍＬ维生素Ｃ作用下，心肌细

胞存活率不随培养时间的延长而变化（见表１）。

注：与未加维生素Ｃ组相比，（１）犘＜０．０１

图２　不同浓度维生素犆对犎９犆２心肌细胞活力的影响
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２．３　维生素Ｃ的抗氧化作用

与对照组相比，Ｈ２Ｏ２组心肌细胞内ＲＯＳ荧光

明显增强，而Ｈ２Ｏ２＋维生素Ｃ组ＲＯＳ荧光强度明

显低于Ｈ２Ｏ２组（见图３）。

２．４　ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９活性

与对照组相比，维生素Ｃ组Ｈ９Ｃ２心肌细胞内

的ｃａｓｐａｓｅ３ 和 ｃａｓｐａｓｅ９ 的活性均显著上升

（犘＜０．０１，见图４）。

表１　不同时间点０．０５犿犵／犿犔维生素犆处理对犎９犆２心肌细胞活力的影响

　　组别
培养时间

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

对照组 ０．３４±０．０３ ０．４２±０．０２ ０．４９±０．０３ ０．５３±０．０４

维生素Ｃ组 ０．２１±０．０４（１） ０．２４±０．０１（１） ０．２０±０．０２（１） ０．１７±０．０２（１）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０１

注：Ａ为对照组；Ｂ为Ｈ２Ｏ２组；Ｃ为Ｈ２Ｏ２＋维生素Ｃ组；Ｄ为维生素Ｃ组

图３　维生素犆对犎２犗２介导的犎９犆２心肌细胞内犚犗犛荧光强度的影响（×４００）

注：与对照组相比，（１）犘＜０．０１

图４　犮犪狊狆犪狊犲３和犮犪狊狆犪狊犲９的活性测定

３　讨论

心肌细胞的氧化应激状态与心肌损伤密切相

关［９］，ＲＯＳ可作为信号分子激活致心肌细胞肥大或

细胞凋亡的信号通路［１０］。高水平ＲＯＳ会破坏生物

大分子、线粒体和细胞膜的结构，导致心律失常或

心肌功能障碍［１１］。减少病理情况下细胞内氧自由

基的产生，防止细胞膜损伤和脂质过氧化，对减轻

或防止心功能障碍具有重要意义。

正常生理状态下，心肌细胞通过抗氧化酶或维

生素等抗氧化剂来维持ＲＯＳ的低水平状态。维生

素Ｃ是一种广泛应用的抗氧化剂，已有研究表明维

生素Ｃ可有效减轻肾和骨骼肌的氧化损伤，但是其

对心肌的保护作用及机制的研究较少［１２１３］。本研

究发现，Ｈ２Ｏ２可引起心肌细胞内产生大量ＲＯＳ，而

维生素Ｃ可有效抑制ＲＯＳ的积累，说明维生素Ｃ

在抗氧化方面具有明显效果，能够改善氧化应激状

态，对心血管疾病的预防和治疗有一定的积极作用。

然而，正如机体内环境中的葡萄糖、脂类物质
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积累过多会导致细胞毒性一样，维生素Ｃ过多积累

也会产生细胞毒性。本研究发现，维生素Ｃ可降低

Ｈ２Ｏ２引起的心肌细胞中ＲＯＳ产生，但同时可显著

抑制心肌细胞的生长，并提高凋亡相关蛋白

ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９的活性。这说明维生素Ｃ在

发挥抗氧化作用之外，还存在其他信号调控通路，

有待于进一步研究。
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