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柚皮苷抗高糖诱导的心肌细胞损伤作用与抑制 STAT3 通路有关
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨柚皮苷是否通过抑制信号转导子和转录激活子 3(STAT3)通路保护 H9c2 心肌细胞对抗高

糖引起的损伤。 方法摇 应用 35 mmol / L 的高浓度葡萄糖(高糖,HG)处理 H9c2 心肌细胞 24 h,建立 HG 损伤心肌细

胞模型;细胞计数试剂盒 8 测定细胞存活率;Hoechst 33258 核染色荧光显微镜照相法测定细胞凋亡;双氯荧光素染

色 / 荧光显微镜照相法测定胞内活性氧(ROS)水平;罗丹明 123 染色法测定线粒体膜电位(MMP);Western blot 法

测定 STAT3 蛋白表达水平。 结果摇 HG 处理 H9c2 心肌细胞 24 h 能引起明显的损伤,使细胞存活率降低,凋亡细胞

数量和胞内 ROS 生成增多,MMP 丢失;HG 能增加 STAT3 磷酸化水平;柚皮苷预处理能明显抑制 HG 上调 STAT3
磷酸化水平这一作用;柚皮苷和 STAT3 通路抑制剂 AG490 能阻断 HG 对心肌细胞的上述损伤作用,包括细胞毒性、
凋亡、ROS 生成增多及 MMP 丢失等。 结论摇 柚皮苷可通过抑制 STAT3 通路保护 H9c2 心肌细胞对抗高糖引起的

损伤。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore whether naringin (NRG) protects H9c2 cardiac cells against high glucose (HG)鄄
induced injury by inhibition of signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3) pathway. 摇 摇 Methods摇 H9c2
cardiac cells were treated with 35 mmol / L glucose (HG) for 24 h to establish a model of HG鄄induced injury; Cell counter
kit鄄8 (CCK鄄8) was used to measure cell viability; Apoptotic cells were tested by Hoechst 33258 nuclear staining followed
by fluorescence imaging; Intracellular levels of reactive oxygen species (ROS) were detected by 2爷,7爷鄄dichlorfluorescein鄄
diacetate (DCFH鄄DA) staining, followed by fluorescence imaging; Mitochondrial membrane potential (MMP) was meas鄄
ured by a fluorescent dye, rhodamine 123 (Rh123), followed by fluorescence imaging; The expression levels of STAT3
protein were detected by Western blot assay. 摇 摇 Results摇 Treatment of H9c2 cardiac cells with HG for 24 h significantly
induced injuries, evidenced by a decrease in cell viability, increases in amount of apoptotic cells and intracellular ROS pro鄄
duction, as well as a loss of MMP; HG enhanced the expression of phosphorylated (p)鄄STAT3; Pretreatment with NRG
markedly inhibited the up鄄regulation of expression of p鄄STAT3 induced by HG; Pretreatment with NRG or AG490, an in鄄
hibitor of STAT3 pathway, attenuated the above HG鄄induced injuries, including cytotoxicity, apoptosis, increase in ROS
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production and a loss of MMP, in H9c2 cardiac cells. 摇 摇 Conclusion摇 NRG may protect H9c2 cardiac cells against the
HG鄄induced injuries by inhibiting the STAT3 pathway.

摇 摇 柚皮苷(naringin,NRG)是一种双氢黄酮类化合

物,主要存在于葡萄柚、酸橙等的果皮及果实中,也
是中药骨碎补、枳实等的有效成分。 近年,NRG 在

保护心肌细胞对抗高糖(high glucose,HG)引起的损

伤中的作用引起学者的关注。 NRG 具有抗氧化、抗
炎症、抗凋亡、降血糖及心肌保护作用[1鄄3]。 最近,
我们证实 NRG 可通过抑制 p38 丝裂素活化蛋白激

酶( p38 mitogen鄄activated protein kinase,p38MAPK)
通路保护心肌细胞对抗高糖引起的损伤[4]。 但是,
NRG 能否通过调控信号转导子和转录激活子 3(sig鄄
nal transducer and activator of transcription 3,STAT3)
通路对抗高糖引起的心肌细胞损伤,尚未见报道。
近年, STAT3 通路在糖尿病并发症 (如糖尿病肾

病[5]和糖尿病视网膜病[6] )中的作用日益受到重

视,STAT3 是 Janus 激酶(Janus kinase,JAK)鄄STAT3
信号通路的一个成员,生物功能很广泛。 STAT3 在

细胞增殖、分化、凋亡[7]、心肌保护[8] 及肿瘤发生发

展[9]中起重要的作用。 在链脲霉素( streptozotocin,
STZ)诱导的糖尿病大鼠,高血糖可通过激活 JAK /
STAT 通路诱发糖尿病肾病[5]。 但是,STAT3 在高

血糖引起的心肌细胞损伤中的作用及其作用机制

迄今尚未明了。 为此,本研究应用 35 mmol / L 葡萄

糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 以建立高糖损伤模型,
旨在探讨:(1)高糖对心肌细胞 p鄄STAT3 表达的影

响;(2)STAT3 通路在高糖损伤心肌细胞中的作用;
(3)NRG 能否通过调控 STAT3 通路保护心肌细胞

对抗高糖引起的损伤,以便为深入阐明 NRG 的心肌

保护作用及其机制提供新的实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 NRG、双氯荧光素(2爷,7爷 鄄dichlorfluorescein鄄di鄄
acetate,DCFH鄄DA)、Hoechst 33258、罗丹明 123( rho鄄
damine 123, Rh123 ) 和 AG490 购 自 美 国 Sigma鄄
Aldrich 公司。 细胞计数试剂盒 8(cell counter kit鄄8,
CCK鄄8)购自日本 Dojindo Lab 公司。 DMEM鄄F12 培

养基购于美国 Hyclone 公司,特级胎牛血清 ( fetal
bovine serum,FBS)购自美国 Gibco BRL 公司。 抗 p鄄
STAT3 抗体和抗 STAT3 抗体购自美国 Cell Signaling
technology 公司。 H9c2 心肌细胞由中山大学实验动

物中心提供。

1郾 2摇 细胞培养与实验分组

H9c2 心肌细胞来源于大鼠胚胎期心脏组织,培
养于含 10% 胎牛血清的 DMEM鄄F12 培养基,置于

5%CO2、37益的温箱中。 实验分为 6 组:淤对照组:
无血清培养基处理 24 h;于高糖组:35 mmol / L 葡萄

糖处理 24 h;盂NRG +高糖组:80 滋mol / L NRG 作用

H9c2 心肌细胞 2 h,撤去,用 PBS 洗 2 次,接着 35
mmol / L 葡萄糖作用 24 h;榆AG490 + 高糖组:10
滋mol / L AG490 作用 H9c2 心肌细胞 30 min,撤去,
用 PBS 洗 2 次,接着 35 mmol / L 葡萄糖作用 24 h;虞
NRG 组:80 滋mol / L NRG 作用 H9c2 心肌细胞 2 h;
愚AG490 组:10 滋mol / L AG490 作用 H9c2 心肌细胞

30 min。
1郾 3摇 细胞存活率的测定

将 H9c2 心肌细胞接种于 96 孔培养板中,心肌

细胞生长到占培养孔面积大约 80%时,上述各实验

组经不同的处理因素后,于每孔中加入 10 滋L CCK鄄
8 和 90 滋L DMEM鄄F12,轻摇,37益孵育 2. 5 h,用酶

标仪(姿 = 450 nm)记录各孔吸光度(absorbance,A)。
取 5 孔 A 值的平均数,按下列公式计算细胞存活

率:细胞存活率(% ) = 处理组 A 值 / 对照组 A 值 伊
100% 。 实验重复 3 次。
1郾 4摇 Hoechst 33258 核染色法测定细胞凋亡

将 H9c2 心肌细胞接种于 24 孔培养板中,在细

胞生长到占培养孔面积大约 80%时,上述各实验组

经不同的处理因素后,弃去培养基,PBS 冲洗 3 次,
然后用 4%多聚甲醛于 4益环境中固定 10 min,PBS
冲洗 3 次,加入含 5 mg / L Hoechst 33258 试剂,于
37益温箱孵育 30 min,然后用 PBS 冲洗 3 次。 在荧

光显微镜(TE鄄2000 型,日本 Nikon 公司)下摄片,染
色质呈均匀分布,核被染成均匀蓝色的细胞被认为

是正常的心肌细胞,如细胞核呈浓缩、碎裂的明亮

蓝色细胞则被认为是凋亡的心肌细胞;随机选取视

野在荧光显微镜下摄片。
1郾 5摇 细胞内活性氧的检测

将 H9c2 心肌细胞接种于 24 孔培养板中,当细

胞生长到培养孔面积大约 80%时,上述各实验组经

不同的处理因素后,PBS 冲洗 3 次,用 10 滋mol / L
DCFH鄄DA 染液于 37益温箱中孵育 30 min,然后用

PBS 冲洗 3 次。 在荧光显微镜下随机选取 5 个不重

复区摄片,用 ImageJ 1. 41 软件分析 5 个视野绿色荧

光强度的平均值,再对每组的各样本进行统计分析。
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1郾 6摇 线粒体膜电位的测定

Rh123 是一种能够被线粒体所吸收的荧光染

料,线粒体对其摄取能力取决于其跨膜电位。 根据

荧光强度可以间接反映线粒体膜电位(mitochondrial
membrane potential,MMP)的高低。 将 H9c2 心肌细

胞接种于 24 孔培养板中,当细胞生长到培养孔面积

大约 80%时,上述各实验组经不同的处理因素后,
PBS 冲洗 3 次,用含 10 滋g / L Rh123 的无血清培养

基于 37益 温箱中孵育 45 min,然后用 PBS 冲洗 3
次。 在荧光显微镜下随机选取 5 个不重复区摄片,
细胞核周围绿色的亮点即为摄取了 Rh123 的线粒

体。 用 ImageJ 1. 41 软件分析 5 个视野绿色荧光强

度的平均值,再对每组的各样本进行统计分析。
1郾 7摇 Western blot 法检测 STAT3 蛋白的表达水平

将 H9c2 心肌细胞接种于 35 mm 培养皿中,培
养至 80%满时,各实验组给予不同的处理因素后,
用预冷的 PBS 洗 3 次,加入裂解液,4益静置 30 min,
12000 r / min 离心 10 min,取上清,然后采用 BCA 法

进行蛋白定量。 总蛋白经十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis,SDS鄄PAGE)分离后,转移到二氟

化树脂(polyvinylidene fluoride,PVDF)膜上。 用 5%
脱脂奶粉封闭 60 min,随后分别加入抗 p鄄STAT3 抗

体(1颐 1000)、抗 STAT3 抗体(1颐 1000),4益过夜,然
后用 TBST 洗 3 次,每次 5 min。 将 PVDF 膜用发光

试剂 ECL 显色,暗室曝光到 X 线片上,凝胶成像系

统扫描分析结果。
1郾 8摇 统计学处理

实验数据用 SPSS 16. 0 软件进行统计分析,所
有结果以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方差分析

(One鄄way ANOVA),用 LSD鄄t 进行均数之间的比较。
P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 高糖增加心肌细胞 STAT3 磷酸化水平

摇 摇 应用 35 mmol / L 的高浓度葡萄糖(HG)分别处

理 H9c2 心肌细胞 3 ~ 24 h 后,观察其对 STAT3 磷

酸化表达水平的影响。 其中当 HG 作用心肌细胞 6
h,STAT3 磷酸化水平开始明显增多,HG 作用心肌

细胞 12 h,STAT3 磷酸化水平达到高峰(P < 0. 01);
作用 24 h 时,STAT3 磷酸化水平有所降低,但与对

照组比较,差异仍然显著(P < 0. 05)(图 1)。
2郾 2摇 柚皮苷抑制高糖对 STAT3 磷酸化的上调作用

应用 35 mmol / L 葡萄糖处理 12 h 可使心肌细

胞 STAT3 磷酸化水平显著升高(P < 0. 01)。 但是,
在 HG 处理心肌细胞前,应用 80 滋mol / L 柚皮苷预

处理 2 h 可明显抑制 HG 上调 STAT3 磷酸化的作

用,与高糖组比较,差异具有统计学意义(P < 0.
01)。 单独 80 滋mol / L NRG 处理 H9c2 心肌细胞 2 h
对 STAT3 磷酸化的基础表达水平无明显影响(P >
0. 05)(图 2)。

图 1. 高糖促进 H9c2 心肌细胞 STAT3 磷酸化水平(n = 3)
a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 1. High glucose up鄄regulates the expression of p鄄
STAT3 in H9c2 cardiac cells(n = 3)

图 2. 柚皮苷抑制高糖上调心肌细胞 STAT3 磷酸化水平的

作用(n = 3) 摇 摇 A 为对照组,B 为高糖组,C 为 NRG +高糖组,D 为

NRG 组。 a 为 P <0. 01,与对照组比较;b 为 P <0. 01,与高糖组比较。

Figure 2. Naringin attenuates high glucose鄄induced upregula鄄
tion of expression of p鄄STAT3 in H9c2 cardiac cells (n =3)
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2郾 3摇 柚皮苷和 STAT3 抑制剂抑制高糖引起的心肌

细胞毒性

35 mmol / L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 可

产生明显的细胞毒性作用,使细胞存活率降低至

48. 5% 依 1. 1% ,与对照组比较,差异具有统计学意

义(P < 0. 01)。 但是,在 HG 处理心肌细胞前,应用

80 滋mol / L NRG 预处理 2 h 可明显阻断 HG 引起的

细胞毒性,使细胞存活率增加至 70. 5% 依 1. 4% ,与
高糖组比较,有显著差异(P < 0. 01)。 与 NRG 的抗

细胞毒性作用相似,10 滋mol / L AG490(STAT3 抑制

剂)预处理 30 min 也能明显抑制 HG 引起的细胞毒

性,使细胞存活率增加至 75. 6% 依 0. 9% (P < 0.
01)。 单独 NRG 或 AG490 预处理本身不引起细胞

毒性(图 3)。

图 3. 柚皮苷和 STAT3 抑制剂对抗高糖引起的心肌细胞毒

性(n = 6) 摇 摇 A 为对照组,B 为高糖组,C 为 NRG + 高糖组,D 为

AG490 + 高糖组,E 为 NRG 组,F 为 AG490 组。 a 为 P < 0. 01,与对

照组比较;b 为 P < 0. 01,与高糖组比较。

Figure 3. Naringin and STAT3 inhibitor alleviate the high
glucose鄄induced cytotoxicity in H9c2 cardiac cells (n = 6)

2郾 4摇 柚皮苷和 STAT3 抑制剂减轻高糖引起的心肌

细胞凋亡

Hoechst 33258 染色的结果显示,应用 35 mmol /
L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 使凋亡细胞明显

增多,细胞凋亡率从 7. 3% 依1. 1% (对照组)增加至

48. 7% 依0. 6% (P < 0. 01)。 但是,在 HG 处理心肌

细胞前,应用 80 滋mol / L NRG 预处理 2 h 可显著减

轻 HG 的致凋亡作用,使细胞凋亡率降低至 21. 0%
依1. 5% ,与高糖组比较,差异具有统计学意义(P <

0. 01)。 与 NRG 的作用相似,10 滋mol / L AG490 预

处理 30 min 也使细胞凋亡率降低至 20. 7% 依1. 3%
(P < 0. 01)。 单独 NRG 或 AG490 预处理本身不引

起细胞凋亡(图 4)。

图 4. 柚皮苷和 STAT3 抑制剂减轻高糖引起的心肌细胞凋

亡(n = 6)摇 摇 A 为对照组,B 为高糖组,C 为 NRG + 高糖组,D 为

AG490 +高糖组,E 为 NRG 组,F 为 AG490 组。 箭头所指为凋亡心肌

细胞。 a 为 P <0. 01,与对照组比较;b 为 P <0. 01,与高糖组比较。

Figure 4. Naringin and STAT3 inhibitor ameliorate the
high glucose鄄induced apoptosis in H9c2 cardiac cells (n = 6)

2郾 5摇 柚皮苷和 STAT3 抑制剂抑制高糖引起的心肌

细胞活性氧生成增多

35 mmol / L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 可

使胞内 DCFH 的平均荧光强度(mean fluorescence
intensity,MFI)[MFI 间接反映活性氧( reactive oxy鄄
gen species,ROS)水平]明显增多,与对照组比较,差
异具有统计学意义(P < 0郾 01)。 然而,在 HG 处理

心肌细胞前,应用 80 滋mol / L NRG 预处理 2 h 可使

胞内 ROS 生成减少,MFI 从 40. 4% 依 1. 2% (高糖

组)降低至 22. 9% 依 1. 0% (P < 0. 01)。 与 NRG 的

作用相似,10 滋mol / L AG490 预处理 30 min 也能使

MFI 降低至 22. 7% 依 0. 9% ,与高糖组比较,差异具

有统计学意义(P < 0. 01)。 单独 NRG 或 AG490 预

处理本身对胞内 ROS 生成无明显影响(图 5)。
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图 5. 柚皮苷和 STAT3 抑制剂抑制高糖引起的心肌细胞活

性氧生成增多(n = 6)摇 摇 A 为对照组,B 为高糖组,C 为 NRG +
高糖组,D 为 AG490 + 高糖组,E 为 NRG 组,F 为 AG490 组。 a 为 P
< 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0. 01,与高糖组比较。

Figure 5. Naringin and STAT3 inhibitor antagonize high
glucose鄄induced increase in reactive oxygen species produc鄄
tion in H9c2 cardiac cells(n = 6)

2郾 6摇 柚皮苷和 STAT3 抑制剂减轻高糖诱导的心肌

细胞线粒体膜电位丢失

35 mmol / L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 可

使胞内 Rh123 的平均荧光强度(MFI 也是反映线粒

体膜电位大小的指标)从 11. 5% 依 0. 8% (对照组)
降低至 4. 2% 依 0. 5% ,与对照组比较,差异具有统

计学意义(P < 0. 01)。 然而,在 HG 处理心肌细胞

前,应用 80 滋mol / L NRG 预处理 2 h 可减轻线粒体

损伤,Rh123 的 MFI 升高至 9. 2% 依 1. 3% ,与高糖

组比较,有显著差异(P < 0. 01)。 与 NRG 的作用相

似,10 滋mol / L AG490 预处理 30 min 也使 Rh123 的

MFI 增加至 8. 3% 依 1. 1% (P < 0. 01)。 单独 NRG
或 AG490 预处理本身对心肌细胞的 MMP 大小无明

显影响(图 6)。

3摇 讨摇 论

在高糖处理 H9c2 心肌细胞模型,本研究观察

图 6. 柚皮苷和 STAT3 抑制剂减轻高糖诱导的心肌细胞线

粒体膜电位丢失(n = 6)摇 摇 A 为对照组,B 为高糖组,C 为 NRG
+ 高糖组,D 为 AG490 + 高糖组,E 为 NRG 组,F 为 AG490 组。 a 为

P < 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0. 01,与高糖组比较。

Figure 6. Naringin and STAT3 inhibitor reduce the high
glucose鄄induced mitochondrial membrane potential dissipa鄄
tion in H9c2 cardiac cells(n = 6)

到高糖对心肌细胞具有多方面的损伤作用,表现为

细胞毒性(使细胞存活率降低)、致细胞凋亡、损伤

线粒体(引起 MMP 降低)及氧化应激(胞内 ROS 生

成增多),这与之前的报道[4,10鄄13]相一致。
重要的是, 本文证实高糖能激活心肌细胞

STAT3 通路。 STAT3 是具有重要信号转录调节功能

的 STAT 家族的一个成员,具有多种生物学功能,如
参与细胞增殖、分化与细胞凋亡[7]。 近年,有报道

指出,在视网膜毛细血管内皮细胞[6] 和肾小球细

胞[5],高血糖能激活 STAT3 通路。 因此,结合本研

究的结果,我们推测高血糖是一个能激活 STAT3 的

重要因素(刺激物)。
为了进一步探讨 STAT3 通路在高糖引起的心

肌细胞损伤中的作用,本研究观察了 STAT3 通路抑

制剂 AG490 对高糖诱导的心肌细胞损伤的影响。
研究结果表明,AG490 能抑制高糖引起的心肌细胞

损伤作用,使细胞存活率升高,凋亡细胞数量减少,
MMP 丢失及胞内 ROS 生成减少,提示 STAT3 通路
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参与了高糖对心肌细胞的细胞毒性及致细胞凋亡、
线粒体损伤及氧化应激作用。 Banes 等[5] 报道,在
STZ 诱导的糖尿病大鼠模型,AG490 能抑制 STAT3
磷酸化,并减轻糖尿病肾病;本研究结果与此一致。
另一方面,Zhang 等[14]指出,STAT3 通路参与肝细胞

胰岛素耐受的发生,可能与老年性痴呆患者出现 2
型糖尿病高发生率有关。 因此,高血糖与 STAT 通

路可能存在相互作用。 至于激活的 STAT3 通路能

否引起心肌细胞出现胰岛素耐受值得进一步研究。
值得注意的是,本研究小组近年证实 NRG 可通

过抗氧化[15]及抑制 p38MAPK 通路[4]对抗高糖引起

的心肌细胞损伤。 本研究进一步证实,NRG 可抑制

高糖引起的心肌细胞 p鄄STAT3 表达的上调作用,提
示 NRG 可抑制心肌细胞 STAT3 通路。 另一方面,
我们也观察到 NRG 能明显抑制高糖引起的心肌细

胞损伤,使细胞存活率升高,细胞凋亡率降低,ROS
生成减少及 MMP 丢失减轻,表明 NRG 的心肌保护

机制可能是多方面的,如抗细胞毒性、抗凋亡、抗氧

化应激及线粒体保护等。 结合 STAT3 抑制剂

AG490 可产生类似于 NRG 的心肌保护作用,提示通

过抑制 STAT3 通路可能是 NRG 对抗高糖引起心肌

细胞损伤的一个重要机制。 但是,NRG 对 STAT3 通

路的上游信号分子(如瘦素)及下游靶点的作用如

何,值得今后进一步探讨。
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