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摘 要:目的 观察蜂胶及其特征单体血液移行成分对离体心肌细胞的保护作用。方法 大鼠连续灌胃蜂胶提取物及

其特征单体白杨素、高良姜素7d,最后一次灌胃45min后,腹主动脉取血,离心制备含蜂胶及其特征单体移行成分的血

清。提取SD大鼠乳鼠心肌细胞并培养,采用阿霉素(DOX)制备心肌细胞损伤模型,使用四甲基偶氮唑盐(MTT)代谢率

法研究心肌细胞存活率;用过氧化氢(H2O2)制备心肌细胞损伤模型并测定不同样品中心肌细胞培养液中超氧化物歧化

酶(SOD)、丙二醛(MDA)及乳酸脱氢酶(LDH)含量。结果 MTT实验结果表明,蜂胶提取物组、白杨素组、高良姜素组

能明显改善心肌细胞的存活率(P<0.05)。H2O2 心肌细胞损伤实验结果表明,蜂胶提取物组较模型组LDH、MDA 生

成量降低,SOD活性提高,差异有统计学意义(P<0.05);而白杨素、高良姜素的LHD、MDA和SOD与模型组差异无

统计学意义(P>0.05)。结论 药典剂量下,蜂胶血液移行成分具有心肌细胞保护作用,减轻阿霉素、H2O2 诱导的心

肌细胞损伤,其机制可能与抗氧化有关;白杨素、高良姜素可改善阿霉素引起的心肌细胞损伤,其机制可能与抗氧化无

关。
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  Abstract: Objective Toobservetheprotectiveeffectsofbloodtransitionalcomponentsofpropolisand
itscharacteristicflavonoidcompoundsoncardiomyocytesinvitro. Methods Theratsweregivenintragastric
administrationwithpropolisextractanditscharacteristicflavonoids:chrysinandgalangincontinuouslyfor7
days.Forty-fiveminutesaftertheratsreceivedlastintragastricadministration,bloodwasdrawnfromabdomi-
nalaortaanddifferentcentrifugedserumcontainingtransitionalcomponentsofpropolisanditscharacteristic
flavonoidcompoundswereprepared.Extractedventricularcellsfromneonatalratsandcultivated,prepared
myocardialinjurycellmodelsbydoxorubicin(DOX),andthemethylthiazolyltetrazolium (MTT)metabolic
ratemethodwasusedtostudythesurvivalratesofcardiomyocytes;thenpreparedmyocardialinjurycellmod-
elsbyH2O2anddetectedconcentrationsofSOD,MDAandLDHincultivatedmyocardialcellssolutionofdif-
ferentsamples. Results MTTresultsshowedthatthesurvivalratesofcardiomyocytesinpropolisextract
group,chrysingroupandgalangingroupwereobviouslyincreased(P<0.05).Resultsofmyocardialcellsin-
juredbyH2O2testshowedthatLDHandMDAconcentrationsinpropolisextractgroupwerelowerthanthose
ofmodelgroup,andSODactivityincreased,andthedifferencehadstatisticalsignificance(P <0.05);and
comparedLDH,MDAandSODmeasurementsofchrysingroupandgalangingroupwithmodelgroupshowed
thattherewerenostatisticaldifferences(P >0.05). Conclusion Accordingtothepharmacopoeiadose,
bloodtransitionalelementsofpropoliscansignificantlyprotectmyocardialcells,canalleviatedamageofmyo-
cardialcellscausedbyDOXandH2O2,andthemechanismmayberelatedwithantioxidanteffect;chrysinand
galangincanalleviatethemyocardialcellinjurycausedbyDOX,andthemechanism maynotberelatedwith
antioxidanteffect.
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  蜂胶(propolis)是蜜蜂从植物幼芽与树干上采集

的树胶与其上颚腺分泌物和蜂蜡等混合加工而成的一

种具有芳香气味的胶状固体物。它主要由蜂胶香脂、
蜂蜡、树脂、花粉等组成[1]。已有研究资料显示,蜂胶

及其制剂具有良好的心肌保护作用[2-3];但现有文献研

究集中在蜂胶原料、复方及其不同提取部位、单体等的

体外作用或整体动物实验。本实验研究是在大鼠灌服

蜂胶及其特征单体白杨素、高良姜素一段时间后,以灌

服后的移行成分为研究对象,研究其对离体心肌细胞

的作用,并 测 定 超 氧 化 物 歧 化 酶 (SOD)、丙 二 醛

(MDA)及乳酸脱氢酶(LDH)等分子生物学指标,探
讨蜂胶对心肌细胞保护作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料 KQ-500DE型超声波清洗器(江苏昆

山超声仪器公司);RE-52AA旋转蒸发仪(上海亚荣

公司);凯达TGL-20LM台式高速冷冻离心机(湖南凯

达科学仪器公司);CO2 培养箱(长沙华曦电子科技有

限公司);倒置相差显微镜CK-40(Olympus,Japan);
全自动洗板机(北京普朗新技术有限公司)。白杨素

(批号:130402)、高良姜素(批 号:120815),纯 度 以

HPLC≥98%(北京盛世康普化工技术研究院)。注射

用盐酸阿霉素(浙江海正药业股份有限公司,批号:

140412);四甲基偶氮唑盐(MTT)(北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司)。乳酸脱氢酶(LDH)、丙二醛

(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)(南京建成生物工程

研究所)。健康SD雄性大鼠[华中科技大学同济医学

院实验动物中心提供,许可证号为SCXK(鄂)2004-
0007]。蜂胶原料(神农架玉泉绿色产品有限公司),经
陈平教授(武汉轻工大学生物及制药工程学院)鉴定。
蜂胶提取物为本课题组按照文献[4]方法自制,并根据

《中华人民共和国药典2010年版》蜂胶含量测定中的

高效液相测定方法[5],测得白杨素浓度为15.26%,高
良姜素浓度为7.11%。

1.2 实验方法

1.2.1 含蜂胶血清的制备 参照文献[6]方法,根据

《中华人民共和国药典2010年版》[5]成人剂量折算成

大鼠给药剂量,取SD大鼠灌胃剂量为60mg/kg,并
通过蜂胶提取物中白杨素、高良姜素的含量计算灌胃

剂量。大鼠随机分生理盐水、蜂胶提取物、白杨素、高
良姜素4组给药,每组4只,每只大鼠每日2次,连续

7d,对照组给予同剂量的生理盐水,每次灌胃体积按1
ml/kg进行。末次灌胃前禁食12h。末次灌胃45
min后,腹主动脉采血,静置,3000r/min离心分离血

清,置-20℃保存备用。

1.2.2 心肌细胞的分离提取 参照文献[6]方法,取日

龄1~3d的SD大鼠乳鼠,无菌条件下开胸,取出心

脏,浸入预冷的盛有PBS的培养皿中,转入超净工作

台中操作,去除血管、心房、结缔组织及残留的血液,剪
成碎块,加入含胰酶和EDTA的消化液,37℃水浴锅

中重复消化,制成细胞悬液,200目尼龙网过滤,收集

滤液,1000r/min,离心5min。弃上清,加入含13%
FBS的DMEM 完全培养基10ml,接种于培养瓶中,
置培养箱培养后接种到细胞板中,视细胞生长情况,每
2d换液。

1.2.3 四甲基偶氮唑盐(MTT)法细胞存活率测定 
参照文献[6]方法,将1.2.2提取的心肌细胞纯化并接

种于96孔细胞板中,用含15%FBS的DMEM按常规

完全培养液培养,每24h换液一次,72h后将细胞分

组,每组12个复孔,分成:正常组、模型组(2μg/ml阿

霉素处理)、蜂胶血液移行成分及不同的特征黄酮组

(阿霉素+蜂胶成分),置于培养箱中培养,在药物作用

48h后每孔加入MTT20μl,共孵育4h后,弃去培养

液,每孔加入DMSO150μl,震摇15min后,在酶标仪

于570nm波长处测定各孔吸光度值。存活率(%)=
实验组A值/正常组A值×100%。

1.2.4 心肌损伤相关因子检测 参照文献[7]方法,将
1.2.2提取的心肌细胞纯化后接种,按每毫升5×105

个的密度接种于96孔细胞板,分组:正常组、氧化应激

组(心肌细胞培养液中添加终浓度为200μmol/L的

H2O2作用2h)、蜂胶可血液移行成分及不同的特征黄

酮组(H2O2+蜂胶成分),每样品6孔,共培养24h
后,收集心肌细胞及培养上清液用于测定超氧化物歧

化酶(SOD)、丙二醛(MDA)及乳酸脱氢酶(LDH)。

1.2.5 统计学方法 应用SPSS17.0软件对实验数

据进行分析,各变量均以(췍x±s)表示,各组间的比较采

用单因素方差分析,以P <0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 MTT法细胞存活率测试结果 与正常组比较,
阿霉素(模型组)能使心肌细胞存活率下降,差异有统

计学意义(P<0.05)。蜂胶提取物和白杨素、高良姜

素血液移行成分对阿霉素引起的心肌细胞存活率下降

具有缓解作用,能使心肌细胞存活率升高,与模型组比

较差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1 MTT法检测各组心肌细胞存活率结果 (췍x±s,%)

组别 n 存活率

正常组 12 100a

模型组 12 64.72±2.97
蜂胶提取物组 12 72.61±2.86a

白杨素组 12 73.26±3.12a

高良姜素组 12 73.17±3.02a

 注:与模型组比较,a:P<0.05
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2.2 心肌损伤相关因子检测结果 与正常组相比,

H2O2 能使心肌细胞损伤相关因子 MDA、LDH 明显

升高,使抗氧化酶SOD明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05)。蜂胶提取物对 H2O2 引起的心肌细胞

氧化损伤具有缓解作用,能使 MDA、LDH明显降低,

SOD明显升高,与模型组相比差异有统计学意义(P
<0.05),白杨素、高良姜素血液移行成分对 H2O2 所

引起的 MDA、LDH、SOD改变无明显作用。见表2~
表4。

表2 不同组别心肌细胞上清液中 MDA
测试结果 (췍x±s,n=6,nmol/ml)

组别
血清加入量

2.5μl 5.0μl 10μl

正常组 0.191±0.009a 0.307±0.016a 1.276±0.069a

模型组 0.273±0.015 0.472±0.022 1.674±0.082
蜂胶提取物组 0.249±0.022a 0.356±0.020a 1.381±0.087a

白杨素组 0.265±0.017 0.450±0.029 1.491±0.080
高良姜素组 0.257±0.015 0.436±0.023 1.464±0.083

 注:与模型组比较,a:P<0.05

表3 不同组别心肌细胞中SOD活力

测试结果 (췍x±s,n=6,U/L)

组别
血清加入量

2.5μl 5.0μl 10μl

正常组 19.121±0.913a 21.214±1.197a 23.336±1.224a

模型组 12.274±0.814 14.898±0.998 15.529±0.997
蜂胶提取物组 16.852±0.886a 17.846±1.188a 18.010±1.265a

白杨素组 13.693±0.966 14.023±1.012 14.933±1.101
高良姜素组 13.460±0.967 13.693±0.990 15.002±0.947

 注:与模型组比较,a:P<0.05

表4 不同组别心肌细胞上清液中LDH
含量 (췍x±s,n=6,U/L)

组别
血清加入量

2.5μl 5.0μl 10μl

正常组 392.67±21.23a 342.37±19.98a 236.44±16.87a

模型组 485.93±27.21 436.39±22.53 390.59±19.98
蜂胶提取物组 413.15±29.53a 370.66±26.65a 308.39±17.79a

白杨素组 466.28±27.38 397.79±28.89 368.66±20.87
高良姜素组 462.68±26.77 412.33±27.89 366.10±19.98

 注:与模型组比较,a:P<0.05

3 讨论

蜂胶的化学成分极为复杂,黄酮类化合物是蜂胶

主要的功效成分及发挥保健营养功能的重要物质基

础,目前仍以总黄酮的高低来确定蜂胶的质量,药典中

也以两个特征性黄酮:白杨素、高良姜素的含量来确定

蜂胶的质量[6];已有文献及本课题组前期的研究表明,

蜂胶具有良好的心肌保护作用[4,8-9]。本研究分析了在

药典推荐剂量下,大鼠灌胃蜂胶提取物、白杨素、高良

姜素一段时间后取出的血清对体外培养的造模后心肌

细胞的影响。MTT试验结果证明,阿霉素能使细胞

存活率下降,含蜂胶提取物、白杨素和高良姜素含药血

清能明显提高细胞存活率。H2O2 作用后的心肌细

胞,细胞上清液中 MDA、LDH含量升高,SOD活力下

降;含蜂胶提取物血液移行成分能明显 改 善 由 于

H2O2 引起的 MDA、SOD及LDH指标改变;白杨素、
高良姜素对H2O2 引起的MDA、SOD及LDH变化无

作用。上述结果表明,蜂胶提取物血液移行成分能保

护心脏,作用机制可能与抗氧化相关;而药典中作为液

相检测指标性黄酮成分的白杨素与高良姜素在药典推

荐剂量下,心脏保护作用可能与抗氧化作用无关,但对

阿霉素引起的心肌细胞损伤有缓解作用。此结果说

明,蜂胶对心脏有保护作用,不仅有抗氧化机制,还有

其他途径产生效果。
蜂胶作为一种具有明显保护心脏作用的天然药物

和保健食品,其成分复杂,保护心肌细胞的机制也有多

种途径。天然保健品的研究必须考虑到全成分效应及

合适配比,在今后的研究中值得推广。
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