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圣草次苷激活Nrf2信号通路保护H9c2心肌细胞缺氧复氧损伤作用研究

陈荣昌，王梦晨，杨龙坡，孙晓波*

中国医学科学院，北京协和医学院药用植物研究所，北京 100193

摘 要：目的 建立大鼠H9c2心肌细胞缺氧/复氧（H/R）损伤模型，考察圣草次苷改善心肌缺血再灌注损伤的作用机制。

方法 利用无糖无血清培养基结合厌氧（94% N2、5% CO2、1% O2）处理H9c2心肌细胞 4 h后，更换新鲜完全培养基再放入正常

孵箱复氧 24 h，制备H/R损伤模型。在造模前 12 h给予圣草次苷（5、10、20 μg·mL−1），细胞活力及乳酸脱氢酶（LDH）检测

实验中选择灯盏乙素（20 μg · mL−1）作为阳性药，对照组及模型组给予等体积DMSO。MTT法测定细胞存活率；试剂盒检

测细胞培养上清液中LDH水平；试剂盒检测细胞内丙二醛（MDA）水平和超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活力；TUNEL染色检测细胞凋亡；DCFH-DA和 JC-1探针分别检测细胞内活性氧（ROS）

和线粒体膜电位改变；Western blotting检测核蛋白中转录因子（NF） -E2 相关因子 2（Nrf2）和总蛋白中血红素氧合

酶 1（HO-1）、γ-谷氨酰半胱氨酸连接酶（GCL）水平。结果 与对照组比较，H/R损伤诱导的模型组细胞存活率明显下降，

凋亡明显增加，LDH水平明显升高，细胞内MDA水平明显升高，SOD、CAT、GSH-Px活力明显降低，ROS释放明显增

多，线粒体膜电位明显降低，差异均有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，圣草次苷可剂量相关性地改善上述变化，

其中 10、20 μg·mL−1组均差异显著（P＜0.01）。Western blotting结果显示，与对照组比较，模型组细胞Nrf2核转位以及HO-1、

GCL 表达水平无显著变化；与模型组比较，圣草次苷 10、20 μg·mL−1显著增加 Nrf2 核转位及 HO-1、GCL 表达水平（P＜

0.01）。结论 圣草次苷能够保护H/R诱导的H9c2心肌细胞损伤，其可能通过激活Nrf2抗氧化信号通路，增加细胞内源性抗

氧化能力，抑制氧化应激损伤，保护线粒体功能以阻止细胞凋亡的发生。
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Eriocitrin protects H9c2 cardiomyocytes from hypoxia reoxygenation injury by

activating Nrf2 signaling pathway
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Abstract: Objective The hypoxia/reoxygenation (H/R) injury model of rat H9c2 cardiomyocytes was established to investigate the

mechanism of Eriocitrin (ERI) in improving myocardial ischemia-reperfusion injury. Methods H9c2 cardiomyocytes were treated

with sugar-free serum-free medium combined with anaerobic (94% N2, 5% CO2, 1% O2) for 4 h, and then replaced with fresh

complete medium and reoxygenated in normal incubator for 24 h to prepare H/R injury model. ERI (5, 10, and 20 μg·mL−1)

treatment from 12 h before modeling. Breviscapine (20 μg·mL−1) was selected as the positive drug for cell viability and lactate

dehydrogenase (LDH) detection. The control group and model group were treated with equal volume DMSO. Cell viability was

measured by MTT assay. The levels of LDH, malondialdehyde (MDA) and the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase

(CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) were detected by the kit. Cell apoptosis were detected by TUNEL staining. DCFH-DA

and JC-1 probes were used to detect the changes of intracellular reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane

potential (MMP). The expression of nuclear protein NF-E2-related factor 2 (Nrf2) and expression of heme oxygenase-1 (HO-1) and

glutamate cysteine ligase (GCL) expression in total protein was detected by western blotting. Results Compared with control group,

H/R decreased cell viability and increased apoptosis rate and LDH level significantly (P < 0.01). Besides, H/R decreased MMP and
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increased ROS production and the level of MDA (P < 0.01). The activities of SOD, CAT and GSH-Px decreased significantly (P <

0.01). ERI could improve these changes in a dose-dependent manner compared with model group, and there were significant

differences in 10 and 20 μg·mL−1 groups (P < 0.01). Western blotting results showed that compared with control group, the nuclear

translocation of Nrf2 and the expression levels of HO-1 and GCL in the model group had no significant changes. Compared with

model group, ERI 10 and 20 μg·mL−1 significantly increased Nrf2 nuclear translocation and the expression levels of HO-1 and GCL

(P < 0.01). Conclusions ERI protected against H/R induced H9c2 injury and apoptosis by increasing the endogenous antioxidant

capacity of cells, inhibiting oxidative stress damage, and protecting mitochondrial function, which may be mediated by Nrf2

signaling pathway.

Key words: eriocitrin; myocardial ischemia-reperfusion injury; hypoxia/reoxygenation; oxidative stress; Nrf2 signaling pathway

缺血性心脏病是全球范围内具有高发病率和

高致死率的一种疾病，及时恢复血供能够减少心肌

缺血带来的损伤，但同时也会造成继发性的再灌注

损伤，有可能导致病情的进一步恶化［1］。心肌缺血

后因再灌注造成的损伤称为心肌缺血再灌注损

伤（MIRI）［2］，其对心肌的结构和功能可能产生不可

逆的伤害。氧化应激是 MIRI的主要病理机制，如

何减轻MIRI一直是近年来心血管系统疾病治疗的

研究热点［3］。圣草次苷是一种存在于柠檬或酸橙柑

桔中的黄烷酮，具有抗氧化、抗炎、抗癌和抗过敏等

多种生物活性［4］。有研究发现圣草次苷抗氧化及抗

炎活性显著，对小鼠慢性帕金森疾病有治疗作用［5］；

并 能 有 效 阻 止 H2O2 所 致 人 脐 静 脉 内 皮 细

胞（HUVEC）损伤［6］。最近研究发现圣草次苷可通

过抑制心肌缺血再灌注大鼠心肌组织促炎细胞因

子的生成发挥心肌保护作用，但其机制仍值得进一

步研究［7］。本研究主要从抗氧化方面，研究圣草次

苷对缺氧复氧（H/R）诱导大鼠心肌细胞 H9c2 损伤

的保护作用，以期为圣草次苷的开发利用提供依据。

1 材料

1.1 药品与主要试剂

圣草次苷、灯盏乙素（质量分数＞98%）购自上

海融禾医药科技发展有限公司；DMEM 低糖培养

基 、0.25% 胰 酶 -EDTA，HyClone 公 司 ；胎 牛 血

清（FBS）、无糖 DMEM，Gibco 公司；活性氧（ROS）

检测试剂盒、线粒体膜电位（JC-1）检测试剂盒、

RIPA（强）裂解液和苯甲基黄酰氟（PMSF）、十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶快

速配制试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒，碧云天生物

技术有限公司；四唑盐（MTT）粉末，美国 Sigma 公

司；乳酸脱氢酶（LDH）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙

二醛（MDA），过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化

物酶（GSH-Px）测定试剂盒，南京建成生物工程研究

所；转录因子（NF）-E2相关因子 2（Nrf2）、血红素氧

合酶 1（HO-1）、γ-谷氨酰半胱氨酸连接酶（GCL）抗

体，Abcam公司；Lamin A、β-actin抗体、辣根酶标记

的山羊抗小鼠 IgG 和辣根酶标记的山羊抗兔 IgG，

中国中杉金桥公司。

1.2 主要仪器

细 胞 培 养 箱（美 国 Thermo Fisher 公 司）；

SpectraMax M5 酶标仪（美国 Molecular Devices 公

司）；电泳仪和电泳槽（美国 Bio-Rad公司）；流式细

胞仪（美国Becton Dickinson公司）；厌氧操作台（美

国Coy Laboratory公司）。

1.3 细胞株及细胞培养

大鼠H9c2心肌细胞购自中国科学院上海细胞

库，培养于含 10% FBS 的 DMEM 低糖培养基中。

当细胞生长至融合度达 80%～90% 时，用 0.25% 胰

酶-EDTA溶液消化细胞，并将其置于 5% CO2、37 ℃

培养箱中进行传代培养。

2 方法

2.1 细胞分组给药及H/R损伤模型建立

正常培养细胞，当细胞生长到 60%～70%的密

度时，更换新鲜的无糖无血清培养基，再将培养皿

放入厌氧操作台（94% N2、5% CO2、1% O2）中，缺氧

4 h后将细胞取出，更换新鲜完全培养基后再放入正

常孵箱复氧24 h［8］。对照组不造模。

H9c2细胞分为对照组、模型组及圣草次苷（5、

10、20 μg·mL−1）组，药物剂量根据前期预试验确定；

圣草次苷先用DMSO溶解，再用正常含血清培养基

稀释到相应浓度，在缺氧复氧前 12 h给药；在细胞

活力及LDH检测实验中，选择灯盏乙素（20 μg·mL−1）作

为阳性对照药，给药方法同圣草次苷；对照组及模

型组加入等量的DMSO。

2.2 细胞活力及LDH检测

将 H9c2 细胞按每孔 1×105接种于 96 孔板，每

孔 100 μL，细胞贴壁 24 h。按照“2.1”项方法圣草次

苷、灯盏乙素处理及缺氧复氧完成后，吸取上清液-

80 ℃保存，按照试剂盒说明书检测 LDH 的水平。

每孔加 100 μL 的 DMEM 培养液和 20 μL 5 g·L−1 的
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MTT，再次置于培养箱中作用 4 h，弃上清液，加入

150 μL DMSO，振荡 10 min，在 570 nm 酶标仪下检

测各孔的吸光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率=A 给药/A 对照

2.3 细胞膜电位检测

取适量 JC-1（200×），按照每 50 μL 加入 8 mL

无菌 DMEM 的比例稀释，剧烈震荡充分溶解并混

匀，然后再加入 2 mL JC-1 染色缓冲液（5×），混匀

后即为 JC-1染色工作液。将无菌圆形盖玻片置于

24孔板内，将 H9c2细胞按每孔 1×105接种于 24孔

板，每孔 500 μL，细胞贴壁 24 h。按照“2.1”项方法

圣草次苷处理及缺氧复氧完成后，弃去上清液，加入

500 μL JC-1 染色工作液，避光孵育 15 min，然后用

PBS洗涤 2次，将盖玻片取出，倒扣于载玻片上，使

用荧光显微镜观察，使用Image J软件进行统计分析。

2.4 TUNEL细胞凋亡检测

将无菌圆形盖玻片置于 24孔板内，将 H9c2细

胞按每孔 1×105接种于 24孔板，每孔 500 μL，细胞

贴壁 24 h。按照“2.1”项方法圣草次苷处理及缺氧

复氧完成后，取出盖玻片，PBS洗涤 2次，在样品上

加 50 μL TUNEL检测液，放入湿盒，37 ℃避光孵育

60 min，PBS洗涤 3次，用抗荧光淬灭封片液封片后

荧光显微镜下观察。

2.5 ROS流式检测

将 H9c2 细胞按每孔 1×105接种于 24 孔板，每

孔 500 μL，细胞贴壁 24 h。按照“2.1”项方法圣草次

苷处理及缺氧复氧完成后，无血清培养基洗细胞 2

次，收集细胞，加入 100 μL 无血清培养基稀释至

10 μmol·L−1的 DCFH-DA，37 ℃培养箱中避光孵育

30 min。3 000 r·min−1离心 5 min，弃上清，每孔加入

100 μL PBS重悬，流式细胞仪检测。

2.6 细胞内MDA、SOD、CAT、GSH-Px检测

H9c2细胞按每孔 1×105 接种于 6 孔板，每孔

1 mL，细胞贴壁 24 h。按照“2.1”项方法圣草次苷处

理及缺氧复氧完成后，弃去上清，收集细胞加入

PBS，用细胞破碎仪冰上破碎，1 000 r·min−1低温离

心 10 min，取上清根据试剂盒说明书检测细胞内

MDA、SOD、CAT、GSH-Px水平。

2.7 Western blotting检测心肌细胞蛋白表达

H9c2 细胞按每孔 1×105 接种于 6 孔板，每孔

1 mL，细胞贴壁 24 h。按照“2.1”项方法圣草次苷处

理及缺氧复氧完成后，弃细胞上清，预冷PBS洗涤 2

次，加入RIPA（强）裂解液（含 1% PMSF和 1%蛋白

磷酸酶抑制剂）冰上裂解 30 min，12 000 r·min−1离心

15 min，收集上清液即为总蛋白，细胞核蛋白提取按

核蛋白抽提试剂盒操作说明进行。BCA法测定蛋

白浓度，每组取 20 g总蛋白，12% SDS-PAGE分离蛋

白，用电转移法将蛋白质转移至 PVDF膜，5%脱脂

奶粉室温封闭 3 h，分别加入Nrf2、HO-1、GCL、β-actin、

Lamin A一抗，4 ℃过夜；TBST溶液洗涤 3次（每次

5 min），加入辣根素过氧化酶标记的二抗，室温孵育

4 h，TBST 溶液洗膜 3 次（每次 5 min），化学发光法

显影。

2.8 统计学分析

采用SPSS18.0软件对数据进行分析，计量资料

用 x̄ ± s表示，各组间比较用单因素方差分析法。

3 结果

3.1 圣草次苷改善 H/R 诱导的 H9C2 心肌细胞

损伤

如图 1所示，与对照组比较，模型组细胞存活率

显著下降（P＜0.01）；与模型组比较，5、10、20 μg·mL−1圣

草次苷及 20 μg·mL−1灯盏乙素显著提高细胞存活

率（P＜0.05、0.01）。

与对照组比较，模型组细胞上清中 LDH 水

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图1 圣草次苷对H/R诱导H9c2细胞损伤的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 1 Protective effect of ERI on H9c2 cells injury in‐

duced by H/R (x
—

±s, n=3)
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平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，5、10、20 μg·mL−1

圣草次苷及 20 μg·mL−1灯盏乙素显著降低 LDH 水

平（P＜0.05、0.01）。结果说明，圣草次苷可降低H/R

诱导的H9c2细胞损伤，增强细胞活力。20 μg·mL−1

圣草次苷与灯盏乙素比较，细胞存活率及LDH水平

无显著差异。

3.2 圣草次苷降低H/R诱导的H9c2细胞凋亡

如图 2所示，对照组细胞无明显凋亡发生，与对

照组比较，H/R 模型组 H9c2 细胞凋亡数明显增

多（P＜0.01）；与模型组比较，圣草次苷10、20 μg·mL−1可

剂量相关性地减少H9c2细胞凋亡（P＜0.01）。

3.3 圣草次苷改善H/R损伤的H9c2细胞线粒体膜

电位降低

线粒体是与细胞能量代谢调控相关的关键细

胞器，线粒体膜电位降低引起膜去极化并诱发线粒

体路径的凋亡发生。如图 3所示，对照组H9c2细胞

中的线粒体在 JC-1染色后发出红色荧光，与对照组

比较，H/R显著增加绿色荧光的强度，表明线粒体膜

电位显著去极化（P＜0.01）；与模型组比较，圣草次

苷 5、10、20 μg·mL−1 预处理显著增加线粒体膜电

位（P＜0.05、0.01）。

3.4 圣草次苷降低 H/R 损伤的 H9c2 细胞 ROS

水平

为了评估圣草次苷抗氧化能力，本研究以

DCFH-DA 为探针对 H/R 损伤 H9c2 细胞内 ROS 释

放量进行了检测。如图 4所示，与对照组比较，模型

组细胞内 ROS 水平显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，5、10、20 μg·mL−1圣草次苷组细胞内ROS水平

显著降低（P＜0.01）。结果提示，圣草次苷可通过抑

制ROS释放抵抗H/R诱导的细胞氧化应激损伤。

3.5 圣草次苷提高 H/R 损伤的 H9c2 细胞 SOD、

CAT和GSH-Px活力，降低MDA水平

如图 5所示，与对照组比较，模型组的MDA水

平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，圣草次苷

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；**P < 0.01 vs model group

图2 圣草次苷对H/R诱导H9c2细胞凋亡保护作用（××200，TUNEL染色，x
—
±s，n=3）

Fig. 2 Protective effect of ERI on H9c2 cells apoptosis induced by H/R (×200, TUNEL staining, x
—
±s, n=3)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图3 圣草次苷对H/R诱导H9c2细胞线粒体膜电位的影响（××200，JC-1染色，x
—
±s，n=3）

Fig. 3 Effects of ERI on mitochondrial membrane potential in H9c2 cells injured by H/R (×200, JC-1 staining x
—

±s, n=3)
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10、20 μg·mL−1 可剂量相关性降低 MDA 水平（P＜

0.01）。与对照组比较，模型组的抗氧化酶 SOD、

CAT与GSH-Px活力都显著下降（P＜0.01）；圣草次

苷组的抗氧化酶水平较模型组显著增加（P＜0.05、

P＜0.01）。提示圣草次苷可以增加 H/R 损伤的

H9c2细胞内源性抗氧化能力，减轻氧化应激损伤。

3.6 圣草次苷对 H/R 损伤的 H9c2 细胞 Nrf2 信号

通路的影响

Nrf2及其下游的HO-1和GCL蛋白是重要的抗

氧化信号通路，推测圣草次苷的抗氧化作用可能与

该通路相关，根据Western blotting结果（图 6）可知，

与对照组比较，模型组细胞核Nrf2、HO-1和GCL水

平有所增加，但没有统计学意义；与模型组比较，圣

草次苷 10、20 μg·mL−1可以显著增加Nrf2的核转位

以及HO-1和GCL表达水平（P＜0.01），从而使细胞

内源性抗氧化作用显著增强。提示圣草次苷抗氧

化作用有可能是通过激活 Nrf2 信号通路来实

现的。

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图5 圣草次苷对H/R诱导H9c2细胞抗氧化酶（SOD、、CAT、、GSH-Px）活力及MDA水平的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 5 Effects of ERI on anti-oxidant enzyme (SOD, CAT, and GSH-Px) activity and MDA level in H9c2 cells injured

by H/R (x
—

±s, n=3)

与模型组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs model group

图6 圣草次苷对H9c2细胞Nrf2、HO-1、GCL蛋白表达水平的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 6 Effects of ERI on expression levels of Nrf2, HO-1, and GCL in H9c2 cells injured by H/R (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；**P < 0.01 vs model group

图4 圣草次苷对H/R诱导H9c2细胞ROS水平的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 4 Effects of ERI on ROS production in H9c2 cells injured by H/R (x
—

±s, n=3)
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4 讨论

目前，由 I/R 损伤引起的心肌损伤仍然是医学

界急需解决的难题之一［8］。如何有效地预防 MIRI

依然是当前研究的热点问题。本研究在证明圣草

次苷对H/R诱导H9c2心肌细胞损伤的基础上，首次

从抗氧化角度对其作用机制进行了研究，证明圣草

次苷可通过激活Nrf2信号通路，增加心肌细胞内源

性抗氧化能力，降低细胞氧化应激损伤，发挥心肌

保护作用。本研究中，首先通过MTT细胞活力检测

及细胞培养液上清LDH活力检测，证明圣草次苷可

以减轻H/R诱导的 H9c2 细胞损伤。进一步通过

JC-1 染色及 TUNEL 染色，证明圣草次苷可以显著

提高细胞线粒体膜电位，降低细胞凋亡发生。

氧化应激是 MIRI 的主要机制之一，在心肌缺

氧及再灌注过程中，会有大量氧自由基生成，ROS

可以通过一系列级联反应诱导心肌细胞的损伤、凋

亡［9］。通过流式细胞术检测，发现模型组细胞内

ROS水平显著升高，圣草次苷可剂量相关性地降低

细胞内ROS水平，其心肌保护作用可能与抗氧化作

用有关。SOD、CAT、GSH-Px是细胞内源性抗氧化

酶，其活性高低可间接反映细胞清除氧自由基的能

力［10］。MDA是氧自由基攻击细胞膜不饱和脂肪酸

的过氧化产物，其水平可间接反映心肌细胞氧化应

激损伤程度［11］。本研究发现心肌细胞H/R损伤后，

SOD、CAT、GSH-Px活力明显降低，MDA的水平显

著升高，加入圣草次苷处理后，SOD、CAT、GSH-Px

活力明显上升，MDA的水平明显下降，进一步证明

圣草次苷可以增加心肌细胞内源性抗氧化酶水平，

增加细胞抗氧化能力，降低氧化应激损伤。

Nrf2 信号通路是细胞内抗氧化应激和维持氧

化还原平衡的重要通路之一［12］。正常情况下，Nrf2

位于胞浆中与Keap1结合，当细胞受到外界刺激，如

氧自由基及抗氧化剂等，改变了Keap1蛋白半胱氨

酸的巯基残基结构，这种半胱氨酸残基结构改变导

致Nrf2从Keap1解离，从而增加Nrf2稳定性并进一

步促进 Nrf2 易位到细胞核，继而 Nrf2 结合到 DNA

上的抗氧化反应元件，启动细胞保护基因的转录，

生成相关抗氧化蛋白，如 HO-1、NADPH 醌氧化还

原酶 1和 γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶等［13-14］。本研究

发现，心肌细胞 H/R 损伤后，Nrf2 核转位及 HO-1、

GCL 的蛋白表达水平有所增加，但没有统计学

意义，这并不足以清除过多的 ROS，而圣草次

苷（10、20 μg·mL−1）处理后显著增加 Nrf2 核转位及

HO-1、GCL的蛋白表达水平。

本研究首次从抗氧化角度研究了圣草次苷对

H/R诱导的心肌细胞损伤保护作用，其作用机制可

能与激活Nrf2信号通路，增加细胞内源性抗氧化能

力，降低氧化应激损伤有关。
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