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新型硫化氢供体 8L 通过上调 NF鄄E2 相关因子 2 的表达
拮抗 H2 O2 损伤 H9c2 心肌细胞
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨新型硫化氢供体 8L 对氧化应激诱导心肌细胞损伤的保护作用及 NF鄄E2 相关因子 2(Nrf2)
有关的分子机制。 方法摇 用活性氧供体过氧化氢(H2O2)处理培养的大鼠 H9c2 心肌细胞,建立心肌细胞损伤的体

外模型以模拟急性缺血再灌注诱导的心肌损伤;在 H2O2 处理前给予 8L 预处理观察其对心肌细胞的保护作用。 为

了明确 Nrf2 的作用,在 H2O2 处理或 8L 预处理前给予其选择性抑制剂鸦胆苦醇预处理。 细胞计数试剂盒 8 比色法

检测细胞存活率,试剂盒法检测乳酸脱氢酶(LDH)的释放,罗丹明 123 染色结合荧光照相术检测线粒体膜电位

(MMP),Western Blot 法检测核内 Nrf2 的表达。 结果摇 H9c2 心肌细胞经 0 ~ 600 滋mol / L H2O2 处理 6 h 可浓度依赖

性地降低细胞存活率,且半数有效浓度约为 400 滋mol / L。 400 滋mol / L H2O2 处理 H9c2 心肌细胞 6 h 可使 LDH 释放

增加,MMP 降低,并增加细胞核内 Nrf2 的表达(P 均 < 0. 01)。 在用 400 滋mol / L H2O2 处理前,先用 50、100 和 200
滋mol / L 8L 预处理 1 h,可将细胞存活率从(52. 6 依 4. 3)%分别提高至(72. 5 依 6. 3)% 、(83. 1 依 5. 2)% 和(85. 7 依 4.
9)% 。 200 滋mol / L 8L 预处理 1 h 还可明显抑制 H2O2 诱导的 LDH 释放(P < 0. 01)及 MMP 受损(P < 0郾 05),但可易

化 H2O2 诱导的 Nrf2 表达上调(P < 0. 01)。 另外,10 滋mol / L 鸦胆苦醇预处理 1 h 不但可加重 H2O2 诱导的心肌细

胞损伤(P < 0. 01),还可拮抗 8L 的心肌细胞保护作用(P < 0. 01)。 结论摇 硫化氢供体 8L 可减轻氧化应激诱导的

H9c2 心肌细胞损伤,其机制可能与上调 Nrf2 有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effects of a novel H2S donor (8L) on oxidative stress鄄induced damage and the
mechanisms underlying NF鄄E2鄄related factor 2 (Nrf2) in H9c2 cardiomyocytes. 摇 摇 Methods摇 H9c2 cardiomyocytes were
treated with exogenous reactive oxygen species, hydrogen peroxide (H2O2), to set up an oxidative injury to mimic the in
vitro status induced by acute myocardial ischemia鄄reperfusion. 摇 Prior to the treatment with H2O2, the cells were treated
with 8L and then its protective action was investigated. 摇 In order to test the roles of Nrf2, its selective inhibitor brusatol
(BR) was used before H2O2 or 8L. 摇 Cell counting kit鄄8 was used to measure cell viability. 摇 Lactate dehydrogenase
(LDH) release was assessed by a commercial kit, mitochondrial membrane potential (MMP) was observed by rhodamine
123 staining followed by photofluorography and nuclear Nrf2 expression was examined by Western Blot assay. 摇 摇 Results
Exposure of H9c2 cardiomyocytes to H2O2 ranging from 0 to 600 滋mol / L decreased cell viability in a concentration鄄depend鄄
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ent manner with a lethal concentration of 400 滋mol / L. 摇 Treatment of the cells with 400 滋mol / L H2O2 for 6 h increased
LDH release and nuclear Nrf2 expression, while decreased MMP(P < 0郾 01). 摇 Before the treatment with 400 滋mol / L
H2O2, the cells were preconditioned with 8L at 50, 100 and 200 滋mol / L for 1 h and the cell viability were enhanced to
(72郾 5 依 6郾 3)% , (83郾 1 依 5郾 2)% and (85郾 7 依 4郾 9)% from (52郾 6 依 4郾 3)% , respectively. 摇 The pretreatment with 200
滋mol / L 8L for 1 h significantly attenuated H2O2 鄄induced LDH release (P < 0郾 01) and MMP loss (P < 0郾 05), while facil鄄
itated H2O2 鄄induced upregulation of nuclear Nrf2 expression (P < 0郾 01). 摇 Pretreatment with 10 滋mol / L BR for 1 h not
only aggravated H2O2 鄄induced cell injury (P < 0郾 01) but also partially blocked 8L鄄induced cell protection (P < 0郾 01).
Conclusion摇 The novel H2S donor 8L mitigates oxidative stress鄄induced injury and the mechanisms may be associated with
the activation of Nrf2.

摇 摇 缺血再灌注(ischemia鄄reperfusion,IR)损伤是缺

血后心肌梗死的重要原因。 近年来,尽管新的技术

和药物不断涌现,然而缺血再灌注诱导的心肌损伤

仍无法避免。 针对缺血再灌注损伤的分子机制探

讨并采取有效的干预措施,对于急性心肌梗死的防

治具有重要的研究价值。 氧化应激损伤是缺血再

灌注诱导心肌损伤的重要原因,由活性氧( reactive
oxygen species,ROS),如过氧化氢( hydrogen perox鄄
ide,H2O2)含量增加所致。 在缺血区的心肌组织中

常存在大量的 ROS 并导致细胞损伤[1]。 硫化氢

(hydrogen sulfide,H2S)是继一氧化氮(nitric oxide,
NO)和一氧化碳(carbon monoxide,CO)之后被发现

的第三种气体分子,其不仅可以直接清除 ROS[2],
还可以上调内源性的抗氧化系统[3],具有降低氧化

应激损伤的作用,因而在临床和基础研究中具有潜

在的应用前景。 目前,H2S 的供体包括 NaHS 和

Na2S 等无机盐,以及合成的一些有机化合物,如
GYY4137,它们均通过自发性的电离、水解等方式释

放 H2S,无法进行干预。 另外,含 S2 - 无机盐在空气

中极易被氧化,而 GYY4137 释放 H2S 的速率很慢

(约为 NaHS 的 0. 1% ) [4]。 因而合成稳定的、释放

可控的 H2S 供体具有重要的意义。 最近,本课题组

与美国华盛顿州大学化学教研室合作进行了可控

性 H2S 供体的研究,开发出一种释放可控的、化学

性质较为稳定的 H2S 供体。 前期工作已证实,其可

释放 H2S,并可改善缺血再灌注诱导的小鼠心肌损

伤,而反应过程中的其他副产物无心肌保护效

应[5]。 NF鄄E2 相关因子 2 ( NF鄄E2鄄related factor 2,
Nrf2)是调控细胞内抗氧化酶(血红素加氧酶)的重

要转录因子[6],另外,H2S 增强内源性抗氧化活性与

Nrf2 密切相关[7]。 由于本研究组在前期的报道中

尚未涉及这类供体心肌保护的详细细胞和分子机

制,因而本研究在前期工作基础上,按照文献介绍

的方法[8鄄9],用 H2O2 处理 H9c2 心肌细胞,建立缺血

再灌注诱导心肌损伤的体外模型,观察合成的新型

H2S 供体的心肌细胞保护作用及 Nrf2 有关的分子

机制。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料与试剂

摇 摇 H2S 供体 8L 由美国华盛顿州大学化学教研室

提供,50% H2O2 购自广州化学试剂厂;细胞计数试

剂盒 8(cell counting kit 8,CCK鄄8)购自上海东仁化

学科技有限公司,乳酸脱氢酶( lactate dehydrogen鄄
ase,LDH)检测试剂盒购自碧云天生物技术研究所,
罗丹明 123( rhodamine 123,Rh123)购自美国 Sigma鄄
Aldrich 公司;Nrf2 单克隆抗体购自美国 Abcam 公

司,其抑制剂鸦胆苦醇(Brusatol,BR)购自美国 BOC
Sciences 公司;DMEM 高糖培养基和胎牛血清( fetal
bovine serum,FBS)购自美国 Gibico 公司。
1. 2摇 心肌细胞培养及处理

H9c2 心肌细胞株由上海中科院典型培养物保

藏委员会细胞库提供,该心肌细胞来源于大鼠胚胎

期心脏组织,在 37益、5% CO2 的条件下培养于含

10% FBS 的 DMEM 高糖培养基中,每隔 2 天传代一

次。 (1) H2O2 处理:将 H9c2 心肌细胞暴露于无

FBS 培养基配制的不同浓度的 H2O2 中 6 h,确定

H2O2 对 H9c2 心肌细胞的半数致死浓度;(2)H2S
供体 8L 预处理:由于 8L 释放 H2S 需要巯基化合物

的激活(如还原型谷胱甘肽或半胱氨酸),而常规培

养基仅含胱氨酸不含半胱氨酸,因而根据反应原理

在此阶段需加入 3 倍浓度的半胱氨酸,预处理阶段

各组细胞均使用含相同浓度半胱氨酸的培养基配

制,预处理结束后吸出培养基并用磷酸盐缓冲溶液

(PBS)漂洗 1 次,通过观察不同浓度 8L 处理后细胞

存活率的改变评价其对半数致死浓度 H2O2 损伤的

最佳保护效果。 在半数致死浓度的 H2O2 和 / 或最

佳保护浓度的 8L 预处理 H9c2 心肌细胞后,通过观

察细胞形态,检测 LDH 的释放、线粒体膜电位(mi鄄
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tochondria membrane potential,MMP)和核内 Nrf2 的

表达水平(可提示其活化)等方面评价 8L 的心肌细

胞保护效果。
1郾 3摇 检测细胞存活率和乳酸脱氢酶的释放

将 H9c2 心肌细胞接种于 96 孔培养板中,当细

胞生长至培养孔底部约 70%面积时,进行低血清同

步化处理 24 h,然后给予各条件培养基处理 6 h。 处

理结束后,每孔加入 10 滋L CCK鄄8 溶液,轻摇,放入

37益培养箱中继续孵育 3 h。 用酶标仪记录 450 nm
波长处的吸光度(A),每组 4 个复孔,取其平均值,
按如下公式计算细胞存活率,细胞存活率(% ) =
(A处理组 - A空白组) / (A对照组 - A空白组) 伊 100% ,实验重

复 6 次。
收集各培养孔内的培养基,并向每孔加入 100

滋L 的裂解液裂解细胞,按照试剂盒说明书分别检测

培养基中以及细胞内 LDH 的含量,通过如下公式计

算 LDH 的释放率,LDH 释放率(% ) = LDH培养基 /
(LDH培养基 + LDH细胞内 ) 伊 100% ,每组包括 6 个

复孔。
1. 4摇 线粒体膜电位的检测

将 H9c2 心肌细胞接种于 12 孔培养板内,生长

至 70% 融合时先进行同步化处理而后给予 400
滋mol / L H2O2 处理 6 h 和 / 或 200 滋mol / L 8L 预处理

1 h。 处理结束后,用 PBS 漂洗 1 次,加入无血清培

养基配制的 2 mg / L Rh123 染液,37益孵育 20 min。
用荧光显微镜随机选取 6 个视野进行摄片,并用

Image J 软件对荧光强度进行半定量分析。
1. 5摇 Western Blot 法检测蛋白的表达

将 H9c2 心肌细胞接种于 35 mm 培养皿内,待
细胞生长至 70%融合时进行同步化处理,随后给予

条件培养基。 待处理完成后,用预冷的 PBS 漂洗 2
次,按照碧云天生物技术研究所提供的核蛋白提取

试剂盒说明书提取核蛋白并用 BCA 法进行蛋白定

量。 所提蛋白经热变性后电泳分离并转移至聚偏

二氟乙烯膜上。 用 5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h。 随

后加入 1颐 1000 稀释的家兔抗大鼠 Nrf2 或 茁鄄tubulin
抗体,4益过夜轻摇。 TBS鄄T 漂洗 3 次,加入相应的

二抗,室温孵育 1 h,再经 TBS鄄T 漂洗 3 次。 增强型

化学发光法显色后,用 Image J 软件对蛋白条带进行

半定量分析。
1. 6摇 统计学方法

实验数据用 SPSS 13. 0 软件进行统计分析,计量

资料以x 依 s 表示,组间比较采用 One鄄way ANOVA 及

LSD鄄t 检验进行,P <0. 05 认为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 H2O2 诱导 H9c2 心肌细胞损伤

将 H9c2 心肌细胞用不同浓度的 H2O2 处理 6
h,经 CCK鄄8 比色法检测细胞存活率,结果显示,在
100、200、400、600 滋mol / L H2O2 组,细胞存活率分

别从对照组的 100郾 0% 依 0郾 0% 降低至 86郾 2% 依
5郾 6% 、70郾 1% 依 3郾 8% 、52郾 6% 依 4郾 3% 和 28郾 6% 依
3郾 4% (P 均 < 0郾 05,相关系数为 - 0郾 99)。 另外,由
于 400 滋mol / L H2O2 组的细胞存活率约为对照组的

50% ,因而选择此浓度的 H2O2 作为有效的损伤浓

度进行以下实验。
2郾 2摇 H2S 供体 8L 拮抗 H2O2 诱导的细胞损伤

在用 400 滋mol / L H2O2 处理 6 h 前分别给予

50、100 和 200 滋mol / L 8L 预处理 1 h,细胞存活率均

显著提高,与单独 400 滋mol / L H2O2 处理组的细胞

存活率相比差异有显著性(P < 0郾 05;表 1)。
另外,在显微镜下观察 H9c2 心肌细胞形态学

变化显示,对照组细胞呈长梭形并紧密排列,经 400
滋mol / L H2O2 处理后细胞失去原来的正常形态变为

椭圆形,细胞膜不完整,而在 H2O2 处理前给予 200
滋mol / L 8L 预处理 1 h,细胞的形态和数目均有部分

恢复(图 1)。

表 1. 不同浓度 H2S 供体 8L 对 H2O2 诱导的细胞损伤的影

响(x 依 s)
Table 1. Effect of 8L with different concentration on H2O2 鄄
induced cell damage(x 依 s)

分摇 组 细胞存活率

H2O2 组 52郾 6% 依 4郾 3%

50 滋mol / L 8L + H2O2 组 72郾 5% 依 6郾 3% a

100 滋mol / L 8L + H2O2 组 83郾 1% 依 5郾 2% a

200 滋mol / L 8L + H2O2 组 85郾 7% 依 4郾 9% a

a 为 P < 0郾 05,与 H2O2 组比较。

2郾 3摇 H2S 供体 8L 抑制 H2O2 诱导的乳酸脱氢酶

释放

400 滋mol / L H2O2 处理 6 h ( H2O2 组) 可使

H9c2 心肌细胞 LDH 释放率明显增多,与对照组比

较差异具有统计学意义(P < 0郾 01);而在 H2O2 处理

前给予 200 滋mol / L 8L 预处理 1 h(8L + H2O2 组)可
明显抑制 LDH 的释放(P < 0郾 01),8L 本身(8L 组)
对 LDH 的释放无明显影响(表 2)。
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图 1. H2S 供体 8L 对 H2O2 诱导的 H9c2 心肌细胞形态学

改变的影响摇 摇 A 为对照组(正常培养的 H9c2 细胞),B 为 H2O2

组(400 滋mol / L H2O2 处理 6 h),C 为 8L + H2O2 组(200 滋mol / L 8L

预处理1 h 后用400 滋mol / L H2O2 处理6 h),D 为8L 组(200 滋mol / L

8L 单独处理 1 h 后正常培养 6 h)。

Figure 1. Effects of H2S donor 8L on the morphological

changes of H9c2 cardiomyocytes induced by H2O2

2郾 4摇 H2S 供体 8L 抑制 H2O2 诱导的 H9c2 心肌细

胞线粒体受损

H9c2 心肌细胞在经 400 滋mol / L H2O2 处理 6 h
(H2O2 组)后 MMP 明显受损,表现为线粒体对荧光

染料 Rh123 的摄取能力较对照组明显减弱,二者比

较差异有统计学意义(P < 0郾 01);而 H2O2 诱导的线

粒体损伤可被 200 滋mol / L 8L 预处理 1 h(8L + H2O2

组)所改善(P < 0郾 05;表 2 和图 2)。
2郾 5摇 H2S 供体 8L 对抗 H2O2 诱导的 H9c2 心肌细

胞损伤与上调 NF鄄E2 相关因子 2 有关

H9c2 心肌细胞经 400 滋mol / L H2O2 处理 6 h

(H2O2 组)可使细胞核内 Nrf2 的表达明显增加,与
对照组比较差异有统计学意义(P < 0郾 01);在 H2O2

处理前给予 200 滋mol / L 8L 预处理 1 h(8L + H2O2

组)可使 H2O2 诱导的 Nrf2 表达上调进一步增加,与
H2O2 组相比差异具有统计学意义(P < 0郾 01;表 2
和图 3)。

另外,为了明确核内 Nrf2 的表达上调在 H2O2 损

伤 H9c2 心肌细胞中的作用,在 H2O2 处理前给予 10
滋mol / L Nrf2 的抑制剂 BR 预处理 1 h,结果显示,BR
可明显加重 H2O2 诱导的心肌细胞损伤,表现为将细

胞存活率从 52郾 6% 依4郾 3%降低至 22郾 9% 依3郾 6%,二
者比较差异有统计学意义(P < 0郾 01)。 BR 预处理也

可拮抗 8L 诱导的心肌保护,使细胞存活率从 85郾 7%
依4郾 9%降低至 61郾 9% 依3郾 2%(P <0郾 01)。

图 2. H2S 供体 8L 对 H2O2 诱导的 H9c2 心肌细胞线粒体

膜电位受损的影响 摇 摇 A 为对照组,B 为 H2O2 组,C 为 8L +

H2O2 组,D 为 8L 组。

Figure 2. Effects of H2S donor 8L on the loss of mitochon鄄

drial membrane potential in H9c2 cardiomyocytes

表 2. H2S 供体 8L 对 H2O2 引起的各指标变化的影响(x 依 s,n = 6)
Table 2. Effects of H2S donor 8L on H2O2 鄄induced changes of the indicated indexes(x 依 s,n = 6)

指摇 标 对照组 H2O2 组 8L + H2O2 组 8L 组

LDH 释放率 2. 5% 依 1. 3% 28. 4% 依 5. 2% a 7. 3% 依 2. 6% c 2. 1% 依 0. 9%

Rh123 荧光强度 71. 5 依 6. 8 32. 6 依 4. 4a 48. 9 依 5. 1b 73. 4 依 6. 2

核内 Nrf2 相对含量 0. 37 依 0. 05 0. 82 依 0. 09a 1. 46 依 0. 15c 0. 51 依 0. 03

a 为 P < 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,c 为 P < 0. 01,与 H2O2 组比较。

3摇 讨摇 论

近年来,随着缺血再灌注诱导心肌损伤研究的

不断深入,氧化应激对心脏的损伤作用也逐渐引起

人们的重视。 组织正常代谢过程中会产生少量的

ROS 并具有一定的细胞内防御作用,但在某些损伤
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图 3. 不同处理因素对 H9c2 心肌细胞核内 NF鄄E2 相关因子

2 蛋白表达的影响摇 摇 1 为对照组,2 为 H2O2 组,3 为 H2O2 + 8L

组,4 为 8L 组。

Figure 3. Effects of different treatments on the expression
of nuclear NF鄄E2鄄related factor 2 protein in H9c2 cardio鄄
myocytes

因素作用下,胞内氧化代谢产物增加或清除减弱

时,会造成 ROS 堆积并产生细胞毒性。 氧化应激在

心肌梗死、心力衰竭等过程中具有重要的病理意

义,是缺血再灌注诱导心肌损伤的重要原因[1]。 大

量堆积的 ROS 常导致细胞膜、胞质成分、酶类以及

核酸的氧化损伤,最终导致细胞凋亡或坏死。 H2O2

作为一种重要的 ROS,不仅能直接氧化细胞膜脂质

和蛋白质而且极易透过细胞膜,造成细胞器损伤。
因此本研究采用 H2O2 处理 H9c2 心肌细胞,以模拟

缺血再灌注诱导的心肌损伤。 结果显示,不同浓度

的 H2O2 处理 H9c2 心肌细胞 6 h 后,细胞存活率呈

浓度依赖性地降低。 不仅在形态学上观察到细胞

膜受损,而且在生化指标上也显示胞内心肌酶 LDH
明显外漏至细胞外。 另外,在 H2O2 处理心肌细胞

的线粒体也存在不同程度的损害,表现为胞内

Rh123 的荧光强度减弱。 这与整体动物或急性心肌

缺血的患者相比具有一定的类似性,因而认为用

H2O2 处理 H9c2 心肌细胞可以作为缺血再灌注诱

导心肌损害的简易体外模型。
H2S 是近年被广泛研究的气体信号分子,具有

确切的抗氧化活性[2鄄3]。 在体和离体实验均证实,
H2S 具有多种细胞保护效应[10鄄13]。 目前,常用的

H2S 供体不外乎含 S2 - 无机盐和有机化合物,这些

供体由于易被氧化或释放无法控制,其广泛应用往

往受到限制。 这促使科学家研发性质稳定的、释放

可控的 H2S 供体。 本课题组与美国华盛顿州大学

化学教研室合作进行了一系列的研究,前期工作证

实[5],合成的 H2S 供体 8L 在还原型谷胱甘肽或半

胱氨酸存在的条件下不仅可以在 PBS 中而且可以

在细胞内释放出 H2S,给予该供体可以减轻缺血再

灌注诱导的小鼠心肌细胞损伤。 在体内存在大量

的还原型谷胱甘肽和半胱氨酸可以保证这种供体

进行正常的 H2S 释放[14],同时在外界环境中这种供

体不像含 S2 - 无机盐那样易被氧化。 然而由于当时

的研究没有在细胞分子水平观察其对心肌细胞的

保护效应,本研究在前期工作基础上进行了适当的

拓展。 当前结果显示,给予 8L 可以明显减轻 H2O2

处理诱导的 H9c2 心肌细胞损伤,表现为提高细胞

的存活率。 在形态学上也观察到,8L 处理的细胞较

H2O2 损伤的细胞更接近正常,胞膜更为完整,数目

也较多。 为了更为详细的检测心肌细胞的胞膜受

损情况,又进一步观察了心肌酶谱的改变,发现 8L
可以明显抑制 H2O2 诱导的 LDH 释放,这与 Adlam
等[15]关于抗氧化可减轻缺血再灌注诱导的心肌损

伤和减少 LDH 的释放具有可比性。 由于线粒体的

氧化损伤是缺血再灌注引起心肌损害的重要原

因[15],本研究也观察了 8L 对 H2O2 诱导的 MMP 降

低的影响,结果显示给予 8L 可以改善线粒体的受

损程度,表现为其对 Rh123 的摄取能力增强,Elrod
等[11]关于 H2S 通过保存线粒体功能改善缺血再灌

注诱导的心肌损伤的报道为此提供了直接支持。
这些结果证实,H2S 供体 8L 对 H2O2 诱导的 H9c2
心肌细胞损伤具有保护效应。

正常情况下,Nrf2 在胞质中与 Keap1 结合处于

失活状态;当细胞受刺激时,Keap1 变构导致 Nrf2 解

离并活化,进入细胞核,与抗氧化反应元件(antioxi鄄
dant response element,ARE)结合,启动相关基因的

表达以抵抗外界刺激诱导的损伤[6]。 为此,本研究

首先观察了 Nrf2 在 H2O2 损伤 H9c2 心肌细胞过程

中的作用,结果显示,H2O2 处理可使 H9c2 心肌细

胞核内 Nrf2 表达水平增加,提示其活化,而给予其

抑制剂可加重 H2O2 诱导的心肌细胞损伤,提示

Nrf2 的反应性表达上调在心肌细胞氧化应激损伤

过程中起着保护效应。 重要的是,给予 8L 可易化

H2O2 诱导的 Nrf2 表达上调,而抑制 Nrf2 则部分阻

断了 8L 诱导的细胞保护,这进一步说明 8L 保护

H9c2 心肌细胞对抗氧化应激损伤的效应部分是由

Nrf2 介导的。
总之,本研究证实 H2O2 可在体外模拟缺血再

灌注诱导的心肌细胞损伤作用,表现为降低细胞存

活率,提高细胞膜通透性,损伤线粒体功能。 新型

H2S 供体 8L 对上述损伤具有明显的改善作用,而这

种保护效应可能是通过活化 Nrf2 实现的。
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