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槲皮黄酮通过 AMPK 信号通路保护营养缺乏
心肌 H9c2 细胞的损伤
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[摘　 要] 　 目的 　 研究槲皮黄酮对营养缺乏心肌 H9c2 细胞损伤的保护作用,及其对 AMP 依赖的蛋白激酶

(AMPK)信号通路的影响。 方法　 体外培养 H9c2 细胞,并将其分为对照组、营养缺乏组(NS 组)、槲皮黄酮组(NS
+Qu 组)、Compound C 组(NS+CC 组)、Compound C+槲皮黄酮组(NS+CC+Qu 组)。 CCK8 法和 Hoechst 染色法检测

H9c2 细胞增殖活性,流式细胞术检测 H9c2 细胞凋亡率和线粒体膜电位,ATP 测定分析 H9c2 细胞中 ATP 含量,
Western blot 分析 H9c2 细胞中剪切型半胱天冬酶 3(Cleaved caspase-3)、PTEN 诱导假定激酶 1(PINK1)、线粒体融

合蛋白 2(MFN2)和磷酸化 AMP 依赖的蛋白激酶(p-AMPK)蛋白的含量。 结果　 与对照组比较,NS 组 H9c2 细胞

增殖活力明显降低(P<0. 05),细胞凋亡率和促凋亡蛋白 Cleaved caspase-3 的含量明显升高(P<0. 05),ATP 含量、
线粒体膜电位(AMRE)和线粒体自噬蛋白 PINK1 的含量明显降低(P<0. 05)。 与 NS 组比较,NS+Qu 组 H9c2 细胞

增殖活力明显升高(P<0. 05),细胞凋亡率和 Cleaved caspase-3 蛋白的含量明显降低(P<0. 05),ATP 含量、AMRE
值、PINK1 和 p-AMPK 蛋白的含量明显升高(P<0. 05)。 与 NS+Qu 组比较,NS+CC+Qu 组 H9c2 细胞增殖活力及

AMPK 磷酸化水平明显降低(P<0. 05)。 结论　 槲皮黄酮可通过调节 AMPK 信号通路活性改善营养缺乏诱导的心

肌 H9c2 细胞损伤。
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Quercetin protects H9c2 cells against nutritional stress-induced injury via AMPK sig-
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the protective effects of quercetin on H9c2 cells injury induced by nutritional
deprivation, and observe its effect on adenosine 5′-monophosphate (AMP)-activated protein kinase (AMPK) signalling
pathway. 　 　 Methods　 H9c2 cells were cultured in vitro and divided into five groups: control group, nutritional stress
group (NS group), quercetin group (NS+Qu group), compound C group (NS+CC group), and quercetin+compound C
group (NS+CC+Qu group). 　 The viability of H9c2 cells was determined by CCK8 assay and Hoechst staining. 　 The ap-
optosis and mitochondrial membrane potentials of H9c2 cells were measured using flow cytometry. 　 ATP content in H9c2
cells were observed. 　 Western blot was used to detect the expression levels of Cleaved caspase-3, PTEN induced putative
kinase 1 (PINK1), mitofusin2 (MFN2) and p-AMPK in H9c2 cells. 　 　 Results　 Compared with control group, the via-
bility of H9c2 cells in NS group was significantly decreased (P<0. 05), the apoptotic rate and Cleaved caspase-3 expres-
sion were greatly increased (P<0. 05), ATP level, mitochondrial membrane potentials (AMRE) and PINK1 expression
were significantly decreased (P<0. 05). 　 Compared with NS group, the viability of H9c2 cells in NS+Qu group was signif-
icantly increased (P<0. 05), the apoptotic rate and Cleaved caspase-3 expression were greatly decreased (P<0. 05), ATP
level, mitochondrial membrane potentials (AMRE) and PINK1 expression were significantly increased (P<0. 05). 　 Com-
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pared with NS+Qu group, the viability of H9c2 cells and p-AMPK expression level in NS+CC+Qu group was significantly
decreased (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Quercetin can improve the injury of H9c2 cells via regulating AMPK signaling
pathway.

　 　 哺乳动物心脏能够维持稳定的收缩,需要提供

足够的能量才能保证其功能正常;营养不足会破坏

心肌细胞的生理稳态,进而导致心脏疾病的发

生[1]。 葡萄糖是输送到心脏营养素的关键成分,葡
萄糖被摄取后,可参与糖酵解、糖原合成、磷酸戊糖

途径等多种生物过程[2]。 葡萄糖供应不足会明显

导致心肌细胞营养缺乏损伤,但是,有关心肌细胞

在葡萄糖轻度或严重减少情况下的适应性反应的

认识是有限的。
心肌细胞中含有丰富的线粒体,对于维持心肌

细胞的稳态很重要。 为了应对环境的变化,线粒体

可以迅速改变能量的来源维持细胞收缩,通过释放

参与细胞死亡途径的蛋白质而导致细胞死亡[3]。
然而,细胞有一个综合的机制以抵消线粒体的损

害,一个重要的部分是移除功能失调的线粒体,即
线粒体自噬或吞噬[4]。 在营养缺乏情况下,抑制线

粒体自噬会增加心肌细胞的死亡[5]。
在营养缺乏状态下,作为主要细胞能量传感器

和代谢调节因子的 AMP 活化蛋白激酶( adenosine
5′-monophosphate activated protein kinase, AMPK)被
激活。 AMPK 激活后,组织细胞会减少三磷酸腺苷

(adenosine triphosphate, ATP)的消耗,增高了 ATP
的产量[6]。 AMPK 在调节线粒体功能中的作用已经

得到了广泛研究,其中心肌缺血再灌注过程中,其
对心肌细胞线粒体功能的影响是至关重要的[7-8]。
更重要的是,AMPK 活化程度降低会减少线粒体自

噬程度[9]。
槲皮黄酮(quercetin,Qu)主要存在于中草药及

蔬果中,属于天然黄酮类活性物质(图 1),在抗炎、
抗氧化、抗癌等方面效果显著[10];并且研究报道其

对糖尿病大鼠心脏功能具有保护作用[11]。 但是,有
关槲皮黄酮对营养缺失诱导的心肌细胞线粒体功

能损伤的保护作用尚不清楚。 本研究探讨了槲皮

黄酮对营养缺失诱导下心肌 H9c2 细胞活力和凋亡

的影响,以期为心脏病的预防和治疗寻找新的思路。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

心肌 H9c2 细胞购自武汉巴菲尔生物公司;
DMEM 培养基、胎牛血清(FBS)购自 Gibco 公司;槲

图 1. 槲皮黄酮分子结构式

Figure 1. The structural formula of quercetin

皮黄酮购自美国 Sigma 公司;细胞计数试剂盒

(CCK8)购自上海碧云天有限公司;Hoechst 染色试

剂盒购自上海 Thermo Fisher Scientific 公司;Annexin
V-FITC / PI 细胞凋亡检测试剂盒购自江苏凯基生物

有限 公 司; CellTiter-Glo 2. 0 试 剂 盒 购 自 北 京

Promega 公司;Compound C (CC) 购自上海 Selleck
公司;Cleaved caspase-3、PINK1、MFN2、p-AMPK 和

β-actin 购自英国 Abcam 公司。 流式细胞仪购自

Thermo Fisher Scientific 公司,凝胶成像仪购自 Bio-
Rad 公司。
1. 2　 细胞培养与分组

心肌 H9c2 细胞培养于 37 ℃、5%CO2 的细胞培

养箱中,加入含 10% FBS 的 DMEM 培养基,每 2 ~ 3
天加入 0. 25% 胰酶消化,加入完全培养基终止消

化,按照 1 ∶ 3 比例进行传代培养。 取生长状态良好

的细胞,随机分为 5 组:对照组采用正常完全培养液

培养细胞;营养缺乏(NS)组采用不含葡萄糖和胎牛

血清的培养液培养细胞 4 h;槲皮黄酮组(NS+Qu
组)用 40 mmol / L Qu 预先处理细胞 12 h 后,再采用

不含葡萄糖和胎牛血清的培养液培养细胞 4 h;
Compound C 组(NS+CC 组)用 10 μmol / L CC 预先

处理细胞 30 min,然后采用不含葡萄糖和胎牛血清

的培养液培养细胞 4 h;NS+CC+Qu 组用 40 mmol / L
Qu 预先处理细胞 12 h,10 μmol / L CC 预先处理细

胞 30 min,然后采用不含葡萄糖和胎牛血清的培养

液培养细胞 4 h。 每组实验重复 3 次。
1. 3　 CCK8 法检测细胞活力

将各组细胞以 5×103 个 / 孔接种于 96 孔板培养

过夜,每孔加入 CCK8 试剂 10 μL,37 ℃、5% CO2 条

件下孵育 1. 5 h,酶标仪检测细胞 570 nm 的吸光度

(OD)值。
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1. 4　 Hoechst 染色检测细胞增殖情况

将各组细胞以 5×104 个 / 孔接种于 6 孔板培养

24 h,收集细胞制备成悬液,用醋酸-乙醇固定液固

定,0. 01 mol / L LPBS 漂洗 5 min,Hoechst 33258 工

作液室温染色 15 min,0. 01 mol / L LPBS 漂洗 3 次,
每次 5 min,最后用甘油与 PBS 比例为 1 ∶ 9 的混合

液封片,荧光显微镜观察。
1. 5　 流式细胞术检测细胞凋亡率

收集各组细胞,加入 PBS 清洗 3 次,加入胰酶,
调整其密度为 1×109 / L,吸取 0. 5 mL 细胞悬浮液培

养 24 h 后,每孔加入 1. 25 μL 膜联蛋白 V-FITC 和

10 μL 碘化丙啶,4 ℃染色过夜,流式细胞术分析凋

亡率。
1. 6　 ATP 试剂盒检测 ATP 水平

收集各组细胞,然后裂解细胞、离心、取上清,
采用 BCA 试剂盒检测总蛋白浓度。 然后利用 ATP
试剂盒检测各组细胞中 ATP 含量,采用化学发光仪

测定吸光度值。
1. 7　 流式细胞术检测线粒体膜电位

收集各组细胞,采用 ΔΨm-敏感染液(10 nmol /
L 四甲基罗达明乙酯)在 37 ℃条件下反应 15 min,
再利用流式细胞仪检测荧光强度。
1. 8　 Western blot

Western blot 分析 H9c2 细胞中剪切型半胱天冬

酶 3 ( Cleaved caspase-3)、 PTEN 诱导假定激酶 1
(PINK1)、线粒体融合蛋白 2(MFN2)和磷酸化 AMP
依赖的蛋白激酶(p-AMPK)蛋白的含量。 收集各组

细胞、裂解、测定蛋白浓度。 细胞裂解液中加入上

样缓冲液,100 ℃加热煮沸 10 min。 电泳时,每孔上

样蛋白量为 40 μg,在 12% SDS-PAGE 凝胶中电泳

分离,浓缩胶电泳分离时电压设置为 70 V,分离胶

电泳时电压设置为 120 V;分离完成后在 275 mA 电

流转膜 60 min;再将 NC 膜用 5%脱脂奶粉室温封闭

1 h;一抗孵育过夜后,再二抗常温下孵育 1 h,洗膜 3

次,显色成像。
1. 9　 统计学分析

采用 SPSS 19. 0 软件进行统计分析,数据用 x±s
表示,组间比较采用单因素方差分析检验,以 P <
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 槲皮黄酮提升 H9c2 细胞增殖活性

营养缺乏(NS)4 h 后,H9c2 细胞增殖活力明显

降低(P<0. 05)。 采用不同浓度槲皮黄酮(Qu)预处

理 H9c2 细胞 12 h,发现其可以明显诱导营养缺乏

的 H9c2 细胞的增殖活力(P<0. 05);槲皮黄酮浓度

在 20 ~ 80 mmol / L 范围内,随着药物浓度升高,
H9c2 细胞的增殖活力也随着增高;而在 120 mmol /
L 浓度点则有降低的趋势(表 1),后续实验槲皮黄

酮浓度固定为 40 mmol / L。
Hoechst 染色发现,NS 组 Hoechst 阳性细胞减

少,而 NS+Qu 组 Hoechst 阳性细胞相对 NS 组则增

多(图 2)。

表 1. 槲皮黄酮对 H9c2 细胞活力的影响(n=3)
Table 1. Effects of quercetin on the viability of H9c2 cells
(n=3)

分组 浓度 细胞相对活力

对照组 1. 00±0. 05

NS 组 0. 54±0. 04a

NS+Qu 组 20 mmol / L 0. 69±0. 03b

40 mmol / L 0. 81±0. 04b

80 mmol / L 0. 83±0. 05b

120 mmol / L 0. 76±0. 03b

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

图 2. 槲皮黄酮对 H9c2 细胞增殖的影响(Hoechst 染色,200×)
Figure 2. Effects of quercetin on the proliferation of H9c2 cells (Hoechst,200×)
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2. 2　 槲皮黄酮降低 H9c2 细胞凋亡

与对照组比较,NS 组 H9c2 细胞中促凋亡蛋白

Cleaved caspase-3 的含量明显升高,同时细胞凋亡率

也明显增高(P <0. 05);与 NS 组比较,NS +Qu 组

H9c2 细胞中促凋亡蛋白 Cleaved caspase-3 的含量

明显降低,同时细胞凋亡数也明显减少(P<0. 05,图
3 和图 4)。

图 3. 槲皮黄酮对 Cleaved caspase-3蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 NS 组比较。

Figure 3. Effect of quercetin on the expression of Cleaved
caspase-3 (n=3)

图 4. 槲皮黄酮对 H9c2 细胞凋亡的影响(n = 3) 　 　 a 为 P<
0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 NS 组比较。

Figure 4. Effects of quercetin on the apoptosis of H9c2 cells
(n=3)

2. 3　 槲皮黄酮改善 H9c2 细胞线粒体功能

与对照组比较,NS 组 H9c2 细胞中 ATP 水平和

线粒体膜电压(AMRE)明显降低,同时线粒体自噬

蛋白 PINK1 的含量也明显降低(P<0. 05),而 MFN2
蛋白的含量没有明显变化(P>0. 05);与 NS 组比

较,NS+Qu 组 H9c2 细胞中 ATP 水平和线粒体膜电

压(AMRE)明显升高,同时线粒体自噬蛋白 PINK1
的含量也明显增高(P<0. 05),而 MFN2 蛋白的含量

没有明显变化(P>0. 05,表 2、图 5)。

表 2. 槲皮黄酮对 ATP 水平和 AMRE 的影响(n=3)
Table 2. Effect of quercetin on the ATP level and AMRE
(n=3)

分组 ATP 相对水平 AMRE 相对值

对照组 1. 00±0. 05 1. 00±0. 04

NS 组 0. 21±0. 04a 0. 63±0. 02a

NS+Qu 组 0. 62±0. 03b 1. 24±0. 03b

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

图 5. 槲皮黄酮对 H9c2 细胞线粒体功能的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 NS 组比较。

Figure 5. Effects of quercetin on the mitochondria function
of H9c2 cells (n=3)

2. 4　 槲皮黄酮通过 AMPK 信号通路改善 H9c2 细

胞损伤

与 NS 组比较,NS+Qu 组 H9c2 细胞 p-AMPK 蛋

白的含量明显升高(P<0. 05,图 6)。 进一步检测了
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槲皮黄酮和 AMPK 抑制剂(CC)对 H9c2 细胞增殖

活力的影响(表 3),提示 NS+Qu 组 H9c2 细胞增殖

活性相对于 NS 组明显升高,而 NS+CC+Qu 组 H9c2
细胞增殖活性相对于 NS+Qu 组则明显降低(P <
0. 05)。 NS+CC+Qu 组 H9c2 细胞 AMPK 磷酸化水

平相对于 NS+Qu 组则明显降低(P<0. 05,图 7)。 由

此说明,槲皮黄酮可通过上调 AMPK 信号通路改善

H9c2 细胞损伤。

图 6. 槲皮黄酮对 p-AMPK 蛋白表达的影响(n=3) 　 　 a 为

P<0. 05,与 NS 组比较。

Figure 6. Effects of quercetin on the expression of p-AMPK
potein (n=3)

表 3. Compound C 对 H9c2 细胞增殖的影响(n=3)
Table 3. Effect of Compound C on the proliferation of H9c2
cells (n=3)

分组 细胞相对活力

对照组 1. 00±0. 04

NS 组 0. 56±0. 03a

NS+Qu 组 0. 76±0. 05b

NS+CC 组 0. 54±0. 03

NS+Qu+CC 组 0. 65±0. 04c

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 NS 组比较;c 为 P<
0. 05,与 NS+Qu 组比较。

3　 讨　 论

心肌细胞的功能稳态依赖于营养的充分供应,
葡萄糖、脂肪酸和氨基酸都可以作为心肌细胞中的

营养素。 通常情况下,心肌细胞主要依靠脂肪酸氧

化来维持代谢稳态,而葡萄糖也是其代谢稳态的主

要组成部分,因为它是用于 DNA、RNA、蛋白质和脂

质合成主要的能量来源[12]。 然而,人们对心肌细胞

在葡萄糖缺乏状态下,引起营养不良适应性反应的

图 7. Compound C 对 p-AMPK 蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 NS 组比较;c 为 P<
0. 05,与 NS+Qu 组比较。

Figure 7. Effects of Compound C on the expression of p-
AMPK potein (n=3)

认识有限。 槲皮黄酮在心脏保护和调节能量稳态

中的作用已得到广泛的研究[11-13]。 但是,槲皮黄酮

改善能量缺乏诱导的心肌细胞损伤机制还有待进

一步阐明。 因此,通过槲皮黄酮的药理作用,研究

心肌细胞对葡萄糖缺乏引起的营养不良反应将很

有意义。
在极度葡萄糖缺乏的情况下,心肌细胞会死

亡[14]。 因此,实验首先研究了槲皮黄酮对心肌细胞

生存能力的影响,发现槲皮黄酮能明显增强葡萄糖

缺乏心肌细胞的增殖活性。 早期研究表明,细胞凋

亡与葡萄糖剥夺引起的心肌细胞死亡有关[15]。 实

验结果发现槲皮黄酮能明显抑制葡萄糖缺乏诱导

的心肌细胞凋亡,从而保护了 H9c2 细胞免受营养

缺乏引起的损伤。
心肌细胞主要依赖于 ATP 来作为能量来源,随

着营养缺乏细胞内 ATP 生成减少,心肌细胞的凋亡

机制将被激活。 正常情况下,心脏中生成>95% 的

ATP 主要来源于线粒体中的氧化磷酸化[2]。 因此,
维持线粒体功能对于心肌细胞适应能量缺乏是非

常重要的。 通过测量细胞内的 ATP 水平和线粒体

膜电位,发现槲皮黄酮可以显著改善因葡萄糖剥夺

而引起的 H9c2 细胞线粒体功能障碍。 在心肌细胞

中,线粒体功能主要由线粒体融合 /裂变和线粒体

自噬调节,自噬体可对线粒体进行选择性的隔离和

降解[16]。 实验发现槲皮黄酮能够诱导 H9c2 细胞中

502CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2020 年第 28 卷第 3 期



ATP 水平和线粒体膜电位的升高,还能促使线粒体

自噬相关蛋白 PINK1 的含量增加。
AMPK 是心脏细胞能量代谢状况的监测因子,

当细胞能量耗尽时,AMPK 信号通路激活可恢复细

胞能量稳态[17]。 心肌细胞在葡萄糖剥夺环境中,
AMPK 被激活引起组织细胞反应,保护细胞免于死

亡[18]。 此外,葡萄糖剥夺期间心脏自噬是一种依赖

AMPK 和 mTOR 的适应性机制[19]。 因此,实验检测

了槲皮黄酮对葡萄糖剥夺的 H9c2 细胞中 AMPK 信

号传导的影响,发现槲皮黄酮能进一步增强葡萄糖

缺乏诱导的 H9c2 细胞中 AMPK 的磷酸化水平。 当

AMPK 抑制剂 Compound C 阻断槲皮黄酮对 AMPK
磷酸化的激活作用时,槲皮黄酮对葡萄糖剥夺诱导

的 H9c2 细胞损伤的保护作用就会减弱,表明槲皮

黄酮对 H9c2 细胞损伤的保护作用取决于 AMPK 的

活性。
综上所述,实验主要研究了槲皮黄酮促使 H9c2

细胞在葡萄糖缺乏引起的营养不良条件下的存活

机制。 本文发现槲皮黄酮是通过激活 AMPK 信号

传导来促进细胞存活,这可能是心肌细胞对营养不

良的一种新的适应性反应。
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