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黄豆苷元对 H2 O2 诱导 H9c2 细胞衰老的保护作用

王　 萱1,刘亚辉2,李　 勇3,金　 明1

(1. 延边大学 医学院,吉林 延吉 136200; 2. 锦州医科大学 附属第三医院,辽宁 锦州 121000; 3. 延边大学附属医院,吉林 延吉 136200)

摘　 要:为探究黄豆苷元(Daidzein,DAI)对 H2O2 诱导的大鼠心肌细胞衰老的保护作用及其机制,将 H9c2 细胞随机

分成对照组、模型组(400 μmol·L - 1 H2O2)与 DAI 低、中、高剂量组(20,40,80 μmol·L - 1 DAI),采用 β-半乳糖苷酶(SA-
β - gal)染色法观察 H9c2 细胞衰老程度,采用比色法检测细胞总抗氧化能力(T-AOC)、超氧化物歧化酶(SOD)活性、
丙二醛(MDA)含量,采用 DCFH-DA 荧光染色法检测细胞中活性氧(ROS)水平,采用 Rh123 荧光染色法检测线粒体膜

电位变化,采用 western blotting 法检测 H9c2 细胞 p53、p21、Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白-1(Keap1)、核因子 E2 相关因

子(Nrf2)、血红素氧合酶-1(HO-1)蛋白表达水平。 结果显示:DAI 降低了 H2O2 诱导的衰老 H9c2 细胞 SA-β -gal 阳性

率以及 p53、p21 蛋白表达水平,提高了衰老 H9c2 细胞 T-AOC 水平和 SOD 的活性,降低了细胞中 MDA 的含量及 ROS
的水平,维持了线粒体膜电位的稳定,抑制了细胞中 Keap1 蛋白表达并促进了 Nrf2 及 HO-1 蛋白表达。 研究表明 DAI
可延缓细胞衰老,增强细胞抗氧化能力,抑制细胞氧化应激,此作用可能与 DAI 调节 Nrf2 / HO-1 信号通路有关。
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Abstract: In order to investigate the protective effect of Daidzein (DAI) on H2O2 -induced senescence of rat cardiomyocytes
and its mechanism, we randomly divided the H9c2 cells into the control group, model group (400 μmol·L - 1 of H2O2), and
low, medium and high-dose DAI groups (20, 40 and 80 μmol·L - 1 of DAI, respertively). And we observed the cell
senescence by senescence-associated β-galactosidase ( SA-β-gal ) staining. The total antioxidant capacity ( T-AOC ),
superoxide dismutase (SOD) activity and malondialdehyde(MDA) content were detected by the colorimetric assay. The ROS
level was detected by DCFH-DA fluorescence staining. The mitochondrial membrane potential was detected by the Rh123
fluorescence staining. The expressions of p53, p21, kelch-like epichlorohydrin-associated protein-1 (Keap1), nuclear factor
E2-associated factor ( Nrf2), heme oxygenase-1 ( HO-1) proteins in H9c2 cells were detected with the western blotting
method. The results showed that DAI decreased the positive staining of SA-β -gal, down-regulated the expression of p53 and
p21 proteins, increased the T-AOC level and SOD activity, decreased the MDA and ROS levels, and maintained the stability
of mitochondrial membrane potential in aging H9c2 cells induced by H2O2 . DAI inhibited the expression of Keap1 protein,
up-regulated Nrf2 and HO-1 protein expression. It is suggested that DAI could delay cellular senescence, enhance cellular
antioxidant capacity and inhibit cellular oxidative stress. The mechanism may be related to regulation of Nrf2 / HO-1 signaling
pathways.
Keywords: daidzein; oxidative stress; cell senescence; antioxidant; H2O2; H9c2 cells

　 　 随着社会经济的不断发展,老龄化的趋势愈加

明显,患心血管疾病的人数逐年升高,心血管疾病

已成为主要的致死疾病之一[1]。 衰老心肌细胞的

累积可导致心功能障碍和心脏衰老[2]。 因此,为研

发抗衰老药物及防治心血管疾病,了解心肌细胞衰

老的机制至关重要。
黄豆苷元(Daidzein,DAI)是大豆异黄酮中的主

要成分之一,约占其总量的 30% ~ 35% [3]。 研究发

现,DAI 的药理功能较多,包括抗糖尿病、抗癌和抗

氧化等,并且在预防骨质疏松症和绝经后综合征中

也发挥重要作用[3-4]。 DAI 的抗氧化作用表现在提

高大鼠皮肤的抗氧化防御体系、增加海马神经元细

胞的 S 期百分比以及抑制肝细胞氧化应激等方面。
研究表明,DAI 还可通过上调更年期大鼠中抗衰老

蛋白、增强大鼠老化皮肤中的抗氧化酶等发挥其抗

衰老作用[5-8],但其对衰老心肌细胞的保护作用研

究较少。
氧化应激与包括心肌细胞在内的各种细胞衰

老及凋亡密切相关。 梁璐等[9] 研究表明,甘木通活

性化合物可通过改善 H9c2 细胞内氧化应激,激活



4 期 王　 萱等:黄豆苷元对 H2O2 诱导 H9c2 细胞衰老的保护作用 473　　

抗氧化酶来提高 H9c2 细胞活性并抑制其凋亡。 多

种物质可在体外诱导细胞衰老,如 β-半乳糖、阿霉

素、LPS、H2O2 等。 其中 H2O2 可通过持续性刺激引

起细胞氧化应激,诱导细胞发生衰老,甚至可导致

细胞死亡[10]。 因 H2O2 具有易于获得且价格低廉等

特点,所以在构建体外衰老模型中有广泛应用[11]。
因此本研究采用 H2O2 作为诱导剂,构建衰老 H9c2
细胞模型,探究 DAI 的抗衰老作用并阐述其在

Nrf2 / HO-1 信号通路中的作用,探讨 DAI 的抗衰老

及防治心血管疾病作用,旨在为临床进一步开发延

缓心脏衰老药物提供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

大鼠心肌 H9c2 细胞株(博士德生物工程有限

公司);β-半乳糖苷酶(SA-β -gal)染色试剂盒(杰美

基因医药科技有限公司);DAI、H2O2 (上海阿拉丁

生化科技股份有限公司); DMEM 培养液 (美国

Gibco 公司);高效 RIPA 组织 /细胞裂解液、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒、PMSF(北京索莱宝科技有限

公司);线粒体膜电位、总抗氧化能力 ( T-AOC)、
SOD、MDA、ROS 检测试剂盒(上海碧云天生物技

术有限公司);羊抗兔 IgG-HRP、羊抗鼠 IgG-HRP
(纳川科技有限公司);β-actin、p53、Kelch 样环氧氯

丙烷相关蛋白-1 ( Keap1 )、核因子 E2 相关因子

(Nrf2)、血红素氧合酶-1 (HO-1)、组蛋白(Histone
H3)抗体(美国 Cell Signaling Technology 公司);p21
(美国 Abcam 公司)。
1. 2　 主要仪器

荧光倒置显微镜(重庆奥特光学仪器有限责任

公司);低温高速离心机(美国科俊电器公司);CO2

细胞培养箱(美国 Bio-Tek 公司);UVP 凝胶成像分

析仪(美国 UVP 公司);迷你转运电泳仪(北京六一

生物科技有限公司);RT-2100 型酶标仪。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 主要试剂配制　 将 DAI 粉末溶于 DMSO 中

配置成 DAI 原液,DAI 浓度为 100 μmol·L - 1,避免

反复冻融。 配置含有 1% 双抗及 10% FBS 的

DMEM 培养液(完全培养液),使用 DMSO 进行稀

释,DMSO 的终体积分数为 0. 1% 。
1. 3. 2　 细胞培养 　 使用 DMEM + 10% FBS 作为大

鼠心肌细胞的常规培养液,置于 37 ℃、5%CO2 饱和

湿度培养箱,显微镜观察细胞生长状况,每隔 2 ~ 3 d
换液。 细胞融合度为 80% ~90%时可进行传代。
1. 3. 3 　 H9c2 细胞增殖情况分析 　 采用 MTT 法检

测 DAI 对 H9c2 细胞增殖的影响[12]。 胰酶消化对

数生长的 H9c2 细胞,将其随机分为空白组、对照

组、DAI 10、20、40、80、160 μmol·L - 1 组,接种至 96
孔板,每组设 4 个复孔,每孔 5 × 103个细胞。 DAI 分
别作用 6,12,24 和 48 h,使用酶标仪检测 492 nm 处

OD 值, 计算细胞存活率。 细胞存活率 (% ) =
给药组 OD 值 -空白组 OD 值
对照组 OD 值 -空白组 OD 值

× 100。

1. 3. 4 　 衰老 H9c2 细胞增殖情况分析 　 采用 MTT
法检测 DAI 浓度在 0 ~ 160 μmol·L - 1 范围内对经

H2O2 处理的衰老 H9c2 细胞增殖的影响[13]。 以

400 μmol·L - 1H2O2 诱导 H9c2 细胞衰老[14]。 随机

取对数生长期 H9c2 细胞,分为空白组、对照组、模
型组、DAI 10、20、40、80、160 μmol·L - 1组。 24 h 后

将给药组更换为含不同浓度 DAI 的培养液,其余各

组更换为含 0. 1% DMSO 的完全培养液,培养 24 h
后弃 去 培 养 液, 将 模 型 组 和 给 药 组 更 换 为 含

400 μmol·L - 1H2O2的无血清培养液,将对照组与空

白组更换为无血清培养液,2 h 后将各组更换为完

全培养液继续培养 24 h,检测 H9c2 细胞的存活率

并分析最佳 DAI 作用浓度和时间。
1. 3. 5　 H9c2 细胞衰老程度观察　 采用 β-半乳糖苷

酶 SA-β- gal 染色法观察 H9c2 细胞衰老程度[15]。
将 H9c2 细 胞 分 为 5 组: 对 照 组、 模 型 组、 DAI
20 μmol·L - 1组、 DAI 40 μmol · L - 1 组 和 DAI
80 μmol·L - 1组,接种于细胞密度为 1 × 105个·孔 - 1

的 6 孔板中,培养 24 h,细胞处理同 1. 3. 4。 使用

SA-β-gal 染色试剂盒进行衰老细胞染色,显微镜下

蓝染细胞为阳性细胞,重复 3 次,计算阳性率,阳性

率(% ) = 蓝染细胞数
细胞总数

× 100。

1. 3. 6　 衰老 H9c2 细胞生化指标检测 　 采用比色

法检测细胞总抗氧化能力、超氧化物歧化酶活性和

丙二醛含量[16]。 随机取对数生长期 H9c2 细胞,细
胞处理同 1. 3. 4。 使用剂盒检测细胞内 T-AOC、
SOD、MDA 水平或含量。
1. 3. 7　 衰老 H9c2 细胞内 ROS 水平及线粒体膜电

位变化分析　 采用 DCFH-DA 荧光染色法检测细胞

中 ROS 水平[17],采用 Rh123 荧光染色法检测线粒

体膜电位变化[18]。 细胞接种及处理同 1. 3. 4,使用

Rhodamine 123 试剂盒检测 ROS 和线粒体膜电位,
荧光显微镜下观察细胞,每组随机选出 3 个视野,拍
照记录,重复 3 次。
1. 3. 8　 衰老 H9c2 细胞蛋白表达水平分析 　 采用

western blotting 法[19] 检测 H9c2 细胞的 p53、 p21、
Keap1、Nrf2 和 HO-1 蛋白表达水平。 同上方法进行

细胞接种及处理,加入裂解液(高效 RIPA 组织 /细
胞裂解液∶ PMSF = 100∶ 1),冰上裂解 10 min,4 ℃离

心 20 min,12 000 r·min - 1离心后的上清液即为细胞
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全蛋白。 使用试剂盒检测蛋白浓度,按每孔 30 μg
蛋白进行 SDS-PAGE 后,电转至 PVDF 膜上,5% 脱

脂奶粉封闭 1 h,随后 4 ℃孵育一抗过夜,次日于室

温孵育二抗 1 h,使用 ECL 显色液显色,使用 UVP
凝胶成像分析仪成像。
1. 4　 数据分析

试验数据均以 􀭰x ± s 表示,使用 GraphPad Prism
8. 0 分析软件。 组间的差异对比采用单因素方差分

析,SNK 方法进行多重比较,以 P < 0. 05 判断差异

是否具有统计学意义。 使用 Image J 进行图片分析。

2　 结果与分析

2. 1　 DAI 对 H9c2 细胞增殖的影响

如图 1 所示,当 DAI 作用时间为 24 h,浓度为

0 ~ 160 μmol·L - 1时,对细胞增殖无显著影响,因此

后续试验选取 24 h 作为药物处理时间。

图 1　 DAI 浓度对 H9c2 细胞增殖的影响

Fig. 1　 Effect of DAI content on H9c2 cell proliferation

2. 2　 DAI 对衰老 H9c2 细胞增殖的影响

如图 2 所示,与未加 DAI 相比,DAI 浓度为 20,
40 和 80 μmol·L - 1时可显著提高衰老 H9c2 细胞存

活率。 因 此 后 续 试 验 选 择 DAI 浓 度 为 20, 40
和 80 μmol·L - 1作为干预剂量。

　 　 注:#和##分别表示与对照细胞相比,在 P < 0. 05 和 P < 0. 01
水平差异显著。

Note: # and ## indicate there is significant difference at the levels
of P <0. 05 and P <0. 01 repectively compared with control cell.

图 2　 DAI 对衰老 H9c2 细胞增殖的影响

Fig. 2　 Effect of DAI on proliferationin aging H9c2 cells

2. 3　 DAI 对衰老 H9c2 细胞 SA-β-gal 阳性率的

影响

　 　 如图 3 所示,与对照组相比,模型组细胞 SA-β-
gal 阳性率升高 789. 1% (P < 0. 01),细胞数量减少、
颗粒增多;与模型组相比,DAI 20,40,80 μmol·L - 1

组阳性率分别降低 26. 79% 、51. 12%和 86. 91% ,存
在 P < 0. 05 或 P < 0. 01 水平差异。 结果表明 DAI
可延缓 H9c2 细胞衰老。

　 　 注:∗和∗∗分别表示与对照组相比在 P <0.05 或 P <0. 01 水平差异显著;#和##分别表示与模型组相比在 P <0. 05 或 P <0. 01 水平差异显著。 下同。

Note: ∗and∗∗ indicate there is significant difference at the levels of P < 0. 05 or P < 0. 01 compared with control group respectively; #and ## indicate
there is significant difference at the levels of P < 0. 05 and P < 0. 01 compared with the model group respectively. The same below.

图 3　 DAI 对衰老 H9c2 细胞 SA-β-gal 阳性率的影响(200 × )
Fig. 3　 Effect of DAI on the positive staining of SA-β-gal in aging H9c2 cells (200 × )
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2. 4　 DAI 对衰老 H9c2 细胞 p53、p21 蛋白表达的

影响

　 　 如图 4 所示,与对照组相比,模型组 p53、p21 蛋

白表达水平分别升高 49. 29% 和 88. 58% ( P <
0. 01);与模型组相比,DAI 20,40,80 μmol·L - 1 组

H9c2 细胞 p53 和 p21 蛋白表达水平分别降低

28. 10% 、53. 67% 、53. 45% 和 16. 89% 、16. 68% 、
53. 39% ,存在 P < 0. 05 或 P < 0. 01 水平差异。 结

果表明 DAI 可通过降低 p53、p21 蛋白表达水平,延
缓 H9c2 细胞衰老。

图 4　 DAI 对衰老 H9c2 细胞 p53、p21 蛋白表达的影响

Fig. 4　 Effect of DAI on expression of p53 and p21 proteins in aging H9c2 cells

2. 5　 DAI 对衰老 H9c2 细胞抗氧化能力的影响

2. 5. 1 　 DAI 对衰老 H9c2 细胞内 T-AOC、SOD 和

MDA 的影响　 如表 1 所示,与对照组相比,模型组

T-AOC 水 平 和 SOD 活 性 分 别 下 降 32. 15% 和

69. 48% ,MDA 含量上升 117. 77% (P < 0. 01);与模

型组相比,DAI 20,40,80 μmol·L - 1 组 T-AOC 水平

分别升高 11. 90% 、21. 97%和 31. 48% ,SOD 活性分

别升高 80. 07% 、152. 07% 和 213. 85% ,MDA 含量

分别降低 20. 05% 、29. 60%和 43. 24% (P < 0. 01)。
结果表明 DAI 可显著提升衰老 H9c2 细胞的抗氧化

能力。

表 1　 DAI 对衰老 H9c2 细胞内 T-AOC、SOD 和 MDA 的影响

Table 1　 Effect of DAI on T-AOC,SOD and MDA in aging H9c2 cells

组别　 　 　 　 　 　
Group　 　 　 　 　 　

总抗氧化能力

T-AOC / (mmol·g - 1)

超氧化物歧化酶

SOD / (U·mg - 1)

丙二醛

MDA / (nmol·mg - 1)

对照组 Control group 20. 93 ± 0. 64 　 44. 24 ± 3. 91 　 37. 14 ± 3. 63 　

模型组 Model group 14. 20 ± 0. 15∗∗ 13. 50 ± 2. 55∗∗ 80. 88 ± 6. 99∗∗

DAI 20 μmol·L - 1 15. 89 ± 0. 20## 24. 31 ± 1. 74## 64. 66 ± 3. 81##

DAI 40 μmol·L - 1 17. 32 ± 0. 27## 34. 03 ± 2. 39## 56. 94 ± 2. 07##

DAI 80 μmol·L - 1 18. 67 ± 0. 44## 42. 37 ± 3. 11## 45. 91 ± 4. 84##

2. 5. 2 　 DAI 对衰老 H9c2 细胞中 ROS 水平的影响

　 如图 5 所示,与对照组相比,模型组中 H9c2 细胞

荧光强度升高 357. 42% (P < 0. 01);与模型组相比,
DAI 20, 40, 80 μmol·L - 1 组荧光强度分别降低

24. 94% 、61. 48%和 69. 57% ,分别存在 P < 0. 05 或

P < 0. 01 水平差异。 结果表明 DAI 可显著降低衰老

H9c2 细胞中 ROS 的水平。
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图 5　 DAI 对衰老 H9c2 细胞 ROS 水平的影响(400 × )
Fig. 5　 Effect of DAI on ROS level in aging H9c2 cells (400 × )

2. 5. 3　 DAI 对衰老 H9c2 细胞中线粒体膜电位的影

响　 如图 6 所示,与对照组相比,模型组 Rh123 荧

光强度升高 3 647. 57% (P < 0. 01);与模型组相比,

DAI 20, 40, 80 μmol·L - 1 组荧光强度分别降低

43. 34% 、68. 94% 、85. 61% (P < 0. 01)。 结果表明

DAI 可维持衰老 H9c2 细胞线粒体膜电位的稳定。

图 6　 DAI 对衰老 H9c2 细胞线粒体膜电位的影响(400 × )
Fig. 6　 Effect of DAI on mitochondrial membrane potential in aging H9c2 cells (400 × )

2. 6　 DAI 对衰老 H9c2 细胞内 Nrf2 / HO-1 信号通

路的影响

　 　 如图 7 所示,与对照组相比,模型组细胞中

Keap1 蛋白表达水平升高 71. 59% ,Nrf2 及 HO-1 蛋

白表达水平降低 27. 63%和 40. 50% (P < 0. 01);与

模型组相比,DAI 20,40,80 μmol·L - 1组中 H9c2 细

胞 Keap1 蛋白表达水平分别降低 8. 21% 、21. 29%
和 27. 75% ,Nrf2 及 HO-1 蛋白表达水平分别升高

6. 70% 、 18. 35% 、 57. 81% 和 11. 84% 、 63. 40% 、
103. 47% (P < 0. 01)。
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图 7　 DAI 对衰老 H9c2 细胞内 Keap1、Nrf2 和 HO-1 蛋白表达的影响

Fig. 7　 Effect of DAI on protein expressions of Keap1,Nrf2 and HO-1 in aging H9c2 cells

　 　 如图 8 所示,与对照组相比,模型组细胞核内

Nrf2 蛋白表达水平下降 36. 18% (P < 0. 01);与模型

组相比,DAI 20,40,80 μmol·L - 1组细胞核内 Nrf2 蛋

白表达水平分别上升 77. 03% 、97. 24%和 216. 80%
(P < 0. 01)。 上述结果表明,DAI 可激活衰老 H9c2
细胞内 Nrf2 / HO-1 信号通路。

图 8　 DAI 对衰老 H9c2 细胞核内 Nrf2 蛋白表达的影响

Fig. 8　 Effect of DAI on Nrf2 protein expression in aging H9c2 cell nucleus

3　 讨论

细胞衰老是指细胞在执行生命活动过程中,随
着时间的推移细胞增殖与分化能力和生理功能逐

渐发生衰退的变化过程。 细胞衰老的主要特征表

现为周期的永久停滞,SA-β-gal 活性的改变、细胞体

积变大、颗粒或空泡增多等[20]。 SA-β-gal 存在于细

胞的溶酶体中,在细胞衰老时,由于溶酶体体积变

大、含量增加,致使 SA-β-gal 活性增高。 最常用的细

胞衰老标志之一为 SA-β-gal 活性的改变,其可区分

静止及终末分化期细胞与衰老细胞,所以,观测 SA-
β-gal 活性可判断细胞是否发生衰老[21]。 有研究显

示,细胞在衰老过程,可通过下调 p53 蛋白的表达来

发挥其抗衰老作用[22]。 p21 是首批确定的 p53 下

游靶标之一,也是一种细胞周期蛋白抑制剂[23]。 下

调 p21 后在 DNA 损伤的小鼠成纤维细胞中无法进
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行 G1 期阻滞,且缺乏 p21 可以延缓衰老[24-25]。 为

验证 DAI 对衰老 H9c2 细胞的保护作用,本研究采

用 SA-β-gal 染色法观察细胞衰老程度,用 western
blotting 法检测衰老相关蛋白 p53、p21 的表达水平。
结果显示,H2O2 刺激可导致 H9c2 细胞 SA-β-gal 染
色阳性率及 p53、p21 蛋白表达水平升高,而加入

DAI 后 H9c2 细胞 SA-β-gal 阳性率及 p53、p21 蛋白

表达水平下降显著,表明 DAI 可延缓 H2O2 诱导的

H9c2 细胞衰老。
细胞衰老的程度可以客观地反映细胞抗氧化

能力及氧化应激水平[26]。 T-AOC 作为脂质过氧化

的敏感指标可反映机体中的总抗氧化能力[27]。
SOD 可与体内的其他抗氧化酶共同清除生命活动

过程中所产生的自由基,消除其毒性,在机体的抗

衰老中起到重要的作用[28-29]。 MDA 作为脂质过氧

化反应的产物,可以反映细胞损伤情况及脂质过氧

化程度[30]。 在细胞衰老过程中,线粒体结构受到破

坏,导致其功能障碍、膜电位崩溃,使细胞产生过量

的 ROS,而 ROS 的增多又会使细胞衰老加剧,最终

走向死亡。 为了解 DAI 对衰老 H9c2 细胞抗氧化能

力的影响,本研究通过比色法测定细胞中 T-AOC、
SOD 和 MDA 水平,采用荧光染色法检测 DAI 对衰

老 H9c2 细胞中 ROS 及线粒体膜电位的影响。 本研

究表明,DAI 可提高衰老细胞的总抗氧化能力、抗氧

化酶活性,降低脂质过氧化反应,并且可通过减少

细胞 ROS 的产生,维持线粒体膜电位的稳定,进而

延缓 H2O2 所致的 H9c2 细胞衰老。
Nrf2 / HO-1 信号通路是调节氧化应激的的重要

信号途径之一[31]。 Nrf2 受 Keap1 负调节,是氧化应

激期间释放的关键转录因子,也是细胞氧化应激的

传感器之一,且 Nrf2 以二聚体形式连接 Keap1。
Keap1 通过氧化还原敏感的半胱氨酸残基的结合来

检测氧化应激,并释放 Nrf2 转向细胞核,加强 HO-
1、SOD 等抗氧化基因的转录[32]。 为探究 DAI 延缓

H9c2 细胞衰老的具体机制,本研究通过 western
blotting 检测 Keap1、Nrf2、HO-1 蛋白的表达。 本研

究结果显示,DAI 干预可下调衰老 H9c2 细胞 Keap1
水平并促进 Nrf2 的核转移,上调 HO-1 蛋白水平,从
而抑制细胞氧化应激水平。

4　 结论

DAI 可延缓细胞衰老,增强细胞抗氧化能力,抑
制细胞氧化应激,此作用可能与 DAI 激活 Nrf2 / HO-1
信号通路有关。 研究结果为揭示 DAI 的抗衰老作

用机制、防治心血管疾病及进一步开发延缓心脏衰

老的临床药物提供了理论依据。
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