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大鼠心肌细胞 H9C2活性氧水平检测方法探究

丁雨，陈雪梅，吴思思

（四川大学华西医院公共实验技术中心，四川 成都 610041）

摘要：目的 比较 3种细胞内活性氧（ROS）的检测方法，分析优缺点，筛选 1种合适、准确的检测大鼠心

肌细胞 H9C2缺氧 /复氧（H/R）模型中细胞内活性氧的方法。方法 培养 H9C2细胞，选择密度合适（80%～

90%）的 H9C2细胞进行铺板，加入 2，7-双乙酸二氯荧光素（DCFH-DA）荧光探针孵育，应用荧光显微镜、流

式细胞仪及荧光酶标仪 3种方法检测对照组（正常含氧量培养条件，CON）和实验组（缺氧复氧处理，H/R

6h）心肌细胞的荧光强度，从而反映大鼠心肌细胞内活性氧水平，并利用数据分析软件进行统计分析。结果

流式细胞仪检测分析结果：对照组（152 690±34 104）FU/μg，实验组（325 669±12 755）FU/μg；荧光酶标仪检

测分析结果：对照组（282.3±12.57）FU/μg，实验组（1 274±37.05）FU/μg。实验组的 ROS 水平与对照组的

ROS 水平比较，差异有统计学意义（ <0.05），实验组高于对照组，而荧光显微镜观察法无法定量地分析出

实验结果。结论 3种 ROS检测方法中，荧光酶标仪检测方法能更好地判断大鼠心肌细胞 H9C2活性氧水平。
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Investigation of detection method of ROS in H9C2 cells
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Abstract: Objective To compare three different methods for ROS measurement, and analyze their advantages
and shortcomings so as to select a suitable and accurate one for detecting ROS in hypoxia-reoxygenation (H-R)
model of rat myocardial cell line H9C2. Methods H9C2 cells were plated in an appropriate confluence (80%-90%).
The experimental group (H-R 6 h) was exposed to hypoxia for 6 h followed by reoxygenation for 2 h, the control
group (CON) was cultured in normoxic condition. Then DCFH-DA fluorescent probe was added into H9C2 cells.
After incubation, the fluorescent intensity was detected by fluorescent microscopy, flow cytometer and fluorescence
multiscan. Then these data were analyzed with appropriate analysis software. Results Compared with the control
group, the results of flow cytometer [CON (152,690 依 34,104) FU/滋g, H -R 6 h (325,669 依 12,755) FU/滋g] or
fluorescence multiscan [CON (282.3 依 12.57) FU/滋g, H-R 6 h (1,274 依 37.05) FU/滋g] showed that the ROS level of
the experimental group was significantly higher than that of the control group ( < 0.05), but the results from
fluorescence microscopy could not distinguish the experimental group from the control group. Conclusions
Fluorescence multiscan can better determine the ROS level in H9C2 cells.
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真核细胞在有氧呼吸过程中，小部分氧不能被

完全还原，生成了具有较强氧化作用的活性氧（re-

active oxygen species，ROS），包括超氧阴离子（O2
-）、

羟自由基（HO）、过氧化氢（H2O2）等，正常生命过程
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中，活性氧维持一个正常水平，具有一定的免疫和信

号转导功能，是机体的有效防御系统[1]。但过多的活

性氧存在会对细胞、机体造成危害，如在受伤流血过

多情况，因供血不足导致机体处于缺血状态，机体内

ROS 及其反应产物增加，抑制蛋白质功能，破坏细

胞结构与功能，产生较大危害。ROS作为蛋白质氧

化损伤的标志物，准确检测其水平显得尤为重要。

由于 ROS的反应活性高，存在时间短，难以捕

获，因此很难直接检测。在生命科学中较先使用到了

色谱分析、顺磁共振和自旋收集等技术来检测

ROS，这些技术精度高，但需要购置非常昂贵的仪

器，操作时间长很难大规模推广，为阐明活性氧的作

用机制，需要不断寻找新的、敏感的、特异性的检测

工具。近年来，越来越多的研究采用 2，7-双乙酸二

氯荧光素（DCFH-DA）荧光探针，且随着高分辨率的

成像系统的发展，荧光探针以其高敏感性、检测速度

快、操作简单、数据简化等优点，成为了目前检测

ROS水平的最佳工具[2-3]。

随着 DCFH-DA荧光探针应用越来越广泛，不

同的荧光检测手段也越来越多：共聚焦采图、荧光显

微镜采图、流式细胞仪、分光光度计等，但并不是所

有的检测手段都适用，因此针对不同的样本探究最

适检测方法尤为必要。

本实验选择的荧光染料 DCFH-DA，其标记细

胞原理是：DCFH-DA本身没有荧光，具有亲脂性，

可以自由地穿过细胞膜，进入细胞后在胞内被酯酶

水解，去酰基形成有极性的 DCFH，而 DCFH不能透

过细胞膜，从而很容易被装载到细胞内。但 DCFH

不产生荧光，而细胞内存在的 ROS能够氧化 DCFH

为 DCF，在 525 nm处检测到绿色荧光，其 DCF形成

量与细胞内氧化产物水平呈正相关，因此，其荧光强

度间接代表细胞内过氧化物的水平[4]。

本文利用三气培养箱复制大鼠心肌细胞缺氧模

型，采用目前常用的 3种检测方法，对比分析 3种方

法所得结果，找出 1种或多种适合检测大鼠心肌细

胞内 ROS水平的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大鼠心肌细胞（H9C2）由四川大学华西医院公

共实验技术中心保存，DCFH-DA购自美国 Sigma公

司，胎牛血清购自美国 Gibco公司，DMEM高糖培养

基、PBS缓冲液购自美国 Hyclone公司，BCA定量试

剂盒、RIPA裂解液购自广州碧云天公司，细胞培养

板、细胞培养瓶及冻存管等购自美国 Corning公司。

1.2 仪器与设备

Synergy Mx多功能荧光酶标仪（美国 Bio-Tek

公司），OBSERVER D1/AX10 cam HRC倒置荧光显

微镜（德国 Zeiss公司），Cytoflex流式细胞仪（美国

Beckman Coulter 公司），Integral 10 纯水仪（美国

Millipore公司），二级生物安全柜、三气培养箱（美国

Thermo公司），SX-700高压灭菌锅（中国 TOMY公

司），二氧化碳 CO2培养箱（德国 Binder公司）。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 使用 High Glucose DMEM（含10%

FBS）培养 H9C2细胞，环境条件为 37℃、5% CO2，每

2天换液 1次。用含 EDTA的 0.25%胰酶消化 H9C2

细胞，1 200 r/min离心 5 min，弃上清液。用培养基重

悬，调整细胞浓度至 1×105个 /ml，将细胞接种至 6

孔细胞培养板中，每孔 1 ml；将浓度调整至 5×104

个 /ml，并接种至 12孔板中，每孔 1 ml，分别置于细

胞培养箱中培养，37℃、5% CO2、饱和湿度培养。

1.3.2 实验组缺氧 /复氧处理 培养 48 h换液，以

后每 2天换液 1次，至细胞覆盖率达 80％后，对照

组（CON）细胞仍放于原培养箱进行培养，实验组[缺

氧复氧处理，缺氧复氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）6

h]细胞转至三气培养箱中，缺氧培养 6 h后，将实验

组细胞重新转至普通 CO2培养箱中继续培养 2 h，

即复氧 2 h。

1.3.3 细胞负载 ROS荧光探针 实验组细胞培养

2 h后，用 DCFH-DA作为荧光探针，检测对照组与

实验组细胞内 ROS水平。用 High Glucose DMEM（无

FBS）稀释 DCFH-DA，使终浓度达到 10μm/ml。除

去细胞培养液，分别加入 1 ml、0.5 ml 稀释后的

DCFH-DA。置于37℃、5% CO2、饱和湿度的细胞培养

箱内，孵育 20 min。孵育完成后，用 High Glucose

DMEM（无 FBS）洗涤细胞 3 次，以充分除去未进入

细胞内的 DCFH-DA，防止液体本底荧光强度过高。

对照组、实验组全部装载探针结束后，进行细胞内

ROS的定性和定量的检测。

1.3.4 荧光显微镜观察分析细胞内 ROS 使用倒

置荧光显微镜观察两组细胞的荧光强度，并进行荧

光采图。

1.3.5 流式细胞仪检测细胞内 ROS 用 0.25%

EDTA胰酶消化 H9C2细胞，收集细胞，PBS洗 2次，

使用 Cytoflex流式细胞仪检测各组荧光强度，即细

9· ·



胞内 ROS的强度，并使用 Cytoflex软件进行分析。平

均 FL1-A 量（Mean FITC-A）可作为 ROS 强度的定

量依据。

1.3.6 荧光酶标仪检测细胞内 ROS 将 12孔板置

于 Synergy Mx多功能荧光酶标仪上，设置参数直接

检测孔板中 H9C2细胞内的荧光强度。冰上，将检测

完的细胞用 RIPA缓冲液裂解细胞，13 000 r/min离

心 15 min，收集上清。用 BCA法检测总蛋白含量，荧

光值 / 蛋白质量（AFU/μg）使结果标准化，可作为

ROS强度的定量依据。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行数据处理，实验数据

采用均数±标准差（x±s）表示，两组比较采用 检

验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组细胞荧光强度结果

用 Zeiss倒置荧光显微镜观察对照组和实验组

细胞的荧光强度，绿色荧光强度直接反映细胞内的

ROS水平。同一视野内，荧光强度随着激发光照射

时间的延长而逐渐增强。在软件参数完全相同（曝光

时间）的情况下，激发光照射不同时间后荧光强度，

结果见图 1。因此，无法准确判断两组细胞内的真实

ROS水平。

2.2 流式细胞仪检测结果

用 Cytoflex流式细胞仪检测两组细胞 H9C2内

ROS水平，可见对照组与实验组曲线位置有明显区

分，统计平均 FITC-A值，得出对照组为（152 690±

34 104）FU/μg，实验组为（325 669±12 755）FU/μg，

两组比较，差异有统计学意义（ <0.05）。见图 2。

2.3 多功能酶标仪检测结果

用 Synergy Mx 多功能荧光酶标仪检测两组

H9C2细胞内 ROS水平，数据分析得出实验组 ROS

水平 [（1 274±37.05）FU/μg] 与对照组 ROS 水平

[（282.3±12.57）FU/μg]比较，差异具有统计学意义

（ <0.05），对照组升高。见图 3。

A B C D

阴性对照组细胞同一视野荧光强度比较（A：激发光照射 15 s内；B：激发光照射 1~2 min）；实验组细胞同一视野荧光强度比较（C：激发光照

射 15 s内；D：激发光照射 1~2 min）

图 1 细胞荧光强度
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图 2 细胞内 ROS水平比较
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3 讨论

很多疾病在治疗时会涉及到手术治疗，如心脏

外科手术，此过程中因暂时失血使机体处于缺氧状

态，造成线粒体和非线粒体能量代谢紊乱，加快了氧

自由基的产生，且在再灌注时机体因抗氧化剂不足，

进一步产生过量的氧自由基。而过量的氧自由基或

非特异性氧化损伤 DNA、蛋白质和脂类，造成体内

细胞结构和功能的破坏，导致细胞消亡；或破坏细胞

之间的粘合作用，从而破坏血管组织，导致血液病；

严重者还能造成心肌损伤、收缩失调（心肌顿抑）、心

律不齐以及慢性心血管疾病等，因此缺血性器官损

伤是临床常见的病理生理现象[5-10]。而心脏缺血再灌

注（ischemia/reperfusion，I/R）损伤是心脏缺血性疾病

和心脏外科手术后常见的一种病理生理现象，心肌

细胞活性氧的增加是公认的 I/R损伤的一个重要的

病理生理改变标志[11]。

体外心肌细胞 H/R 模型一直被广泛应用于心

脏 I/R损伤的研究，对于探讨 I/R损伤的分子机制

具有重要的意义。而 H9C2心肌细胞来源于大鼠胚

胎期的心组织，具有心肌细胞的许多重要特性和功

能，是目前研究心肌细胞损伤与保护的常用模型。本

实验应用三气培养箱复制大鼠心肌细胞 H/R模型，

采用荧光显微镜观察、流式细胞仪检测、荧光酶标仪

检测 3种常用检测方法检测 H9C2 细胞内 ROS 水

平，探索更适合大鼠心肌细胞内 ROS的检测方法。

应用荧光显微镜观察 H9C2细胞荧光强度，会

因某些因素导致无法准确判断实验组与对照组荧光

强弱，或是荧光采图中出现同一视野随着时间延长

荧光强弱出现变化的现象。在采用荧光显微镜观察

方法判断强弱的过程中，需要注意到以下几点：①摸

索合适的染料浓度，选择较低浓度；②DCFH-DA荧

光探针自身具有光敏性，在光照存在下，会发生被氧

化，或是已经氧化的产物 DCF发生被还原现象，从

而出现荧光增强或衰弱的现象，所以在操作过程中，

需要严格的避光操作，或添加抗氧化剂，可避免此种

现象[12-15]。

应用流式细胞仪排除光照因素干扰，相较于荧

光显微镜采图，流式细胞仪检测结果相对可靠。但

是应用流式细胞仪检测细胞内 ROS需注意以下几

个问题：①若处理的细胞为贴壁细胞，则需胰酶消化

处理，则会导致对照组的荧光强度值相对较高，如本

实验中对照组的流式检测结果；②为避免细胞碎片

和死细胞对实验结果的干扰，检测时需设法将其区

分，排除此部分信号干扰；③每个样品测试结束后，

建议用次氯酸钠冲洗机器，避免样本间的相互污染；

④样品应在染色后 2 h内完成上机检测操作，避免

荧光减弱，影响实验结果；⑤设立阴性对照，可避免

细胞自身荧光对实验结果的干扰。

应用荧光酶标仪检测细胞荧光强弱，孵育后直

接上机检测，避免了其他操作对胞内 ROS水平的影

响，也减少了实验过程中人为因素的干扰，其准确性

及重复性更是可靠。在应用此方法检测细胞内 ROS

需要注意几个问题：①细胞培养使用黑色不透明的

培养板，避免检测时孔间干扰；②完成荧光酶标仪检

测，进行蛋白提取及浓度测定，进行荧光值 /蛋白质

量（AFU/μg）标准化。

本实验应用荧光显微镜观察、流式细胞仪检测、

荧光酶标仪检测 H9C2细胞内活性氧水平，流式细

胞仪、荧光酶标仪的检测结果能够准确地反映

H9C2细胞内 ROS水平。但应用荧光酶标仪检测细

胞荧光强弱，相对流式细胞仪检测操作更简便，干扰

因素更少，分析结果相对更准确。在本实验结束后，

也利用此方法检测过其他模型细胞内活性氧的水

平，其检测结果与相关文献一致。

综上所述，大鼠心肌细胞 H9C2缺氧 /复氧 H/R

模型中，应用荧光酶标仪检测细胞内 ROS水平结果

相对更准确。
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