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[摘　 要] 　 目的　 研究胰高血糖素样肽 1(GLP-1)对 H9c2 心肌细胞缺氧复氧(H / R)损伤的保护作用及机制。 方

法　 培养 H9c2 心肌细胞,随机分为常规处理的对照组、H / R 组及 1、5、10 μmol / L GLP-1 组以验证 GLP-1 的保护作

用,随机分为 si-NC 组、si-NC+H / R 组、si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组、si-Nrf2+H / R+10 μmol / L GLP-1 组以验证

核因子 E2 相关因子 2(Nrf2)在 GLP-1 减轻细胞损伤中的作用。 处理 24 h 后检测乳酸脱氢酶(LDH)、磷酸肌酸激

酶同工酶(CK-MB)、丙二醛(MDA)、总抗氧化力(T-AOC)含量及 Nrf2、血红素加氧酶 1(HO-1)表达水平。 结果　
H / R 组 LDH、CK-MB、MDA 的含量高于对照组,T-AOC 的含量及 Nrf2、HO-1 的表达水平低于对照组;不同剂量 GLP-
1 组 LDH、CK-MB、MDA 的含量低于 H / R 组,T-AOC 的含量及 Nrf2、HO-1 的表达水平高于 H / R 组;敲低 Nrf2 表达

后,si-Nrf2+H / R+10 μmol / L GLP-1 组 LDH、CK-MB、MDA 的含量高于 si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组,T-AOC 的

含量及 Nrf2、HO-1 的表达水平低于 si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组。 结论　 GLP-1 对 H9c2 心肌细胞缺氧复氧损

伤具有保护作用,激活 Nrf2 / HO-1 通路是可能的分子机制。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the protective effect and mechanism of glucagon like peptide-1 (GLP-1) on hypoxia /
reoxygenation (H / R) injury of H9c2 cardiomyocytes. 　 　 Methods　 H9c2 cardiomyocytes were cultured and randomly di-
vided into the control group, H / R group, and 1, 5, 10 μmol / L GLP-1 group to verify the protective effect of GLP-1. 　 Al-
so, H9c2 cardiomyocytes were randomly divided into si-NC group, si-NC+H / R group, si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1
group, and si-Nrf2+H / R+10 μmol / L GLP-1 group to verify the role of nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) in GLP-1
alleviating cell injury. 　 The contents of lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase-MB (CK-MB), malondialdehyde
(MDA) and total antioxidant capacity (T-AOC) and the expression levels of Nrf2 and heme oxygenase-1 (HO-1) were de-
tected after 24 hours treatment. 　 　 Results 　 The contents of LDH, CK-MB and MDA in H / R group were higher than
those in control group, and the contents of T-AOC and the expression levels of Nrf2 and HO-1 were lower than those in con-
trol group. 　 The contents of LDH, CK-MB and MDA in different doses of GLP-1 groups were lower than those in H / R
group, the contents of T-AOC and the expression levels of Nrf2 and HO-1 were higher than those in H / R group. 　 After
knocking down Nrf2 expression, the contents of LDH, CK-MB and MDA in si-Nrf2+H / R+10 μmol / L GLP-1 group were
higher than those in si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 group, the content of T-AOC and the expression levels of Nrf2 and
HO-1 were lower than those in si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 group. 　 　 Conclusion　 GLP-1 can protect H9c2 cardio-
myocytes from hypoxia / reoxygenation injury, and activation of Nrf2 / HO-1 pathway is a possible molecular mechanism.
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　 　 心肌缺血再灌注损伤是临床上常见的心肌损

伤类型,主要发生于急性心肌梗死的再灌注治疗,
可进一步引起恶性心律失常、心源性休克等严重并

发症并危及患者生命,因此需要积极防治[1-2]。 胰

高血糖素样肽 1( glucagon like peptide-1,GLP-1)是

由小肠上皮 L 细胞分泌的一类小分子多肽,除了具

有促进胰岛素分泌、降低血糖的作用外,新近的多

项研究还证实 GLP-1 能够在多种组织的缺血再灌

注过程中发挥保护作用[3-5],但 GLP-1 减轻心肌缺

血再灌注损伤的作用及机制仍有待证实。
核因子 E2 相关因子 2(nuclear factor E2-related

factor 2,Nrf2) /血红素加氧酶 1( heme oxygenase-1,
HO-1)通路是体内重要的抗氧化信号通路,多项研

究证实,缺血再灌注的心肌中 Nrf2、HO-1 的表达均

减少[6-7];国内王东娟的研究证实,GLP-1 能够激活

Nrf2 通路并减轻糖尿病大鼠心肌微血管损伤[8],提
示激活 Nrf2 / HO-1 通路是 GLP-1 发挥保护作用的可

能分子机制。 为了阐明 GLP-1 在心肌缺血再灌注

过程中的保护作用及机制,本实验以 H9c2 心肌细

胞为对象,分析了 GLP-1 激活 Nrf2 / HO-1 通路减轻

细胞缺氧复氧(hypoxia / reoxygenation,H / R)损伤的

作用及机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

(1)细胞:H9c2 心肌细胞购自上海继和生物科

技公司。 (2) 试剂:GLP-1 购自美国 Sigma 公司,
Nrf2 siRNA 及阴性对照(negative control,NC) siRNA
购自南京金斯瑞生物科技公司,乳酸脱氢酶( lactate
dehydrogenase,LDH)、磷酸肌酸激酶同工酶(creatine
kinase-MB, CK-MB )、 丙 二 醛 ( malondialdehyde,
MDA)、总抗氧化能力( total antioxidant capacity,T-
AOC)的检测试剂盒购自合肥莱尔生物科技公司,
RIPA 裂解液、BCA 蛋白定量试剂盒购自上海生工

公司,Nrf2、HO-1 一抗及二抗购自 GeneTex 公司。
(3)仪器:细胞培养箱购自杭州赫贝科技公司,蛋白

电泳仪购自北京六一生物科技有限公司,凝胶成像

仪购自上海金鹏分析仪器公司。
1. 2　 细胞培养

H9c2 心肌细胞复苏后在含有 10%胎牛血清的

完全培养基中贴壁培养,每 2 天更换 1 次完全培养

基并观察细胞生长情况,待细胞铺满培养瓶底面

80% ~ 90% 后用 0. 25% 胰蛋白酶进行消化,按照

1 ∶ 3 的比例继续传代培养。 传代后的细胞接种在

培养板内,待细胞密度达到 60% ~ 70%后进行分组

干预。
1. 3　 实验分组

为验证 GLP-1 的心肌保护效应,传代后的 H9c2
心肌细胞分为对照组、H / R 组及 1、5、10 μmol / L
GLP-1 组。 对照组在常氧培养箱(5% CO2、95% 空

气)内培养 24 h;H / R 组在缺氧培养箱(5% CO2、
95%N2)内培养 4 h,而后移入常氧培养箱内继续培

养 16 h;1、5、10 μmol / L GLP-1 组在缺氧前在培养

基中加入 GLP-1 使其终浓度分别达到 1、 5、 10
μmol / L,而后参照 H / R 组的方法进行缺氧复氧

操作。
为验证 Nrf2 在 GLP-1 心肌保护效应中的作用,

传代后的 H9c2 心肌细胞分为 si-NC 组、si-NC+H / R
组、si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组、si-Nrf2+H / R+
10 μmol / L GLP-1 组。 si-NC 组转染 NC siRNA;si-
NC+H / R 组转染 NC siRNA 后进行缺氧复氧操作;
si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组转染 NC siRNA,加
入 GLP-1 使其终浓度达到 10 μmol / L 后进行缺氧复

氧操作;si-Nrf2+H / R+10 μmol / L GLP-1 组转染 Nrf2
siRNA,加入 GLP-1 使其终浓度达到 10 μmol / L 后

进行缺氧复氧操作。
1. 4　 培养基中 LDH、CK-MB 含量的检测

细胞分组处理 24 h 后,取培养基并采用试剂盒

检测 LDH、CK-MB 含量;用 RIPA 裂解液提取细胞

中的蛋白并采用 BCA 试剂盒检测蛋白含量。 计算

每毫克细胞总蛋白对应的培养基中 LDH、CK-MB
含量。
1. 5　 细胞中 MDA、T-AOC 含量的检测

细胞分组处理 24 h 后,用 RIPA 裂解液提取细

胞中的蛋白并采用 BCA 试剂盒检测蛋白含量,采用

试剂盒检测 MDA、T-AOC 含量。 计算每毫克细胞总

蛋白对应的细胞中 MDA、T-AOC 含量。
1. 6　 细胞中 Nrf2、HO-1 表达的检测

细胞分组处理 24 h 后,用 RIPA 裂解液提取细

胞中的蛋白并采用 BCA 试剂盒检测蛋白含量,取含

有 30 μg 蛋白的样本与上样缓冲液混合,煮沸变性

后加入十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶,电泳分离

蛋白 质 后 电 转 至 二 氟 化 树 脂 ( polyvinylidene
fluoride,PVDF)膜,5% 脱脂牛奶封闭 PVDF 膜 1 h,
Nrf2、HO-1、β-actin 一抗孵育 PVDF 膜过夜,而后二

抗孵育 PVDF 膜 1 h,最后加入 ECL 显影液并在凝

胶成像仪中曝光得到蛋白条带,计算 Nrf2、HO-1 与

β-actin 蛋白条带灰度值的比值作为蛋白表达水平。
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1. 7　 统计学方法

采用 SPSS 20. 0 软件录入数据,计量资料以 x±s
表示,4 组及 5 组间的比较均采用方差分析,两两比

较采用 LSD-t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 不同剂量 GLP-1 对 H / R 心肌细胞培养基中

LDH、CK-MB 含量的影响

与对照组比较,H / R 组 H9c2 心肌细胞培养基

中 LDH、CK-MB 的含量明显增加(P<0. 05);与 H / R
组比较,1、5、10 μmol / L GLP-1 组 H9c2 心肌细胞培

养基中 LDH、CK-MB 的含量明显降低(P<0. 05),且
GLP-1 剂量越高,LDH、CK-MB 的含量越低(表 1)。

表 1. 5 组 H9c2 心肌细胞培养基中 LDH、
CK-MB 含量的比较

Table 1. Comparison of LDH and CK-MB contents in
culture medium of H9c2 cells among 5 groups

分组 n LDH / (U / mg) CK-MB / (U / mg)

对照组 5 18. 48±5. 82 1. 03±0. 32

H / R 组 5 56. 48±9. 39a 6. 41±1. 03b

1 μmol / L GLP-1 组 5 39. 47±5. 68b 4. 24±0. 76b

5 μmol / L GLP-1 组 5 30. 51±4. 62bc 3. 09±0. 63bc

10 μmol / L GLP-1 组 5 24. 12±3. 48bcd 1. 93±0. 32bcd

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c
为 P<0. 05,与 1 μmol / L GLP-1 组比较;d 为 P<0. 05,与 5 μmol / L
GLP-1 组比较。

2. 2　 不同剂量 GLP-1 对 H / R 心肌细胞中 MDA、T-
AOC 含量的影响

与对照组比较,H / R 组 H9c2 心肌细胞中 MDA
的含量明显增加,T-AOC 含量明显降低(P<0. 05);
与 H / R 组比较,1、5、10 μmol / L GLP-1 组 H9c2 心

肌细胞中 MDA 的含量明显降低,T-AOC 含量明显

增加(P<0. 05),且 GLP-1 剂量越高,MDA 的含量越

低,T-AOC 的含量越高(表 2)。
2. 3 　 不同剂量 GLP-1 对 H / R 心肌细胞中 Nrf2、
HO-1 表达的影响

与对照组比较,H / R 组 H9c2 心肌细胞中 Nrf2、
HO-1 的表达水平明显降低(P<0. 05);与 H / R 组比

较,1、5、10 μmol / L GLP-1 组 H9c2 心肌细胞中

Nrf2、HO-1 的表达水平明显增高 ( P < 0. 05 ),且

GLP-1 剂量越高,Nrf2、HO-1 的表达水平越高(图
1、表 3)。

表 2. 5 组 H9c2 心肌细胞中 MDA、T-AOC 含量的比较

Table 2. Comparison of MDA and T-AOC
contents in H9c2 cells among 5 groups

分组 n MDA / (mmol / g) T-AOC / (U / mg)

对照组 5 0. 84±0. 15 19. 39±3. 24

H / R 组 5 3. 29±0. 72a 8. 59±1. 34a

1 μmol / L GLP-1 组 5 2. 47±0. 52b 12. 12±1. 42b

5 μmol / L GLP-1 组 5 1. 84±0. 24bc 14. 73±1. 95bc

10 μmol / L GLP-1 组 5 1. 31±0. 16bcd 17. 89±2. 27bcd

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c
为 P<0. 05,与 1 μmol / L GLP-1 组比较;d 为 P<0. 05,与 5 μmol / L
GLP-1 组比较。

图 1. 5 组 H9c2 心肌细胞中 Nrf2、HO-1的蛋白条带

Figure 1. Protein bands of Nrf2 and HO-1 in
H9c2 cells of 5 groups

表 3. 5 组 H9c2 心肌细胞中 Nrf2、HO-1表达水平的比较

Table 3. Comparison of Nrf2 and HO-1 expressions
in H9c2 cells among 5 groups

分组 n Nrf2 HO-1

对照组 5 0. 98±0. 15 0. 87±0. 16

H / R 组 5 0. 34±0. 08a 0. 22±0. 07a

1 μmol / L GLP-1 组 5 0. 51±0. 07b 0. 42±0. 08b

5 μmol / L GLP-1 组 5 0. 78±0. 11bc 0. 63±0. 10bc

10 μmol / L GLP-1 组 5 0. 93±0. 12bcd 0. 83±0. 14bcd

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c
为 P<0. 05,与 1 μmol / L GLP-1 组比较;d 为 P<0. 05,与 5 μmol / L
GLP-1 组比较。

2. 4　 转染 Nrf2-siRNA 敲低 Nrf2 表达的效果

与 si-NC 组比较,si-NC+H / R 组 H9c2 心肌细

胞中 Nrf2、HO-1 的表达水平明显降低(P<0. 05);
与 si-NC + H / R 组比较, si-NC + H / R + 10 μmol / L
GLP-1 组 H9c2 心肌细胞中 Nrf2、HO-1 的表达水

平明显增加(P<0. 05);与 si-NC+H / R+10 μmol / L
GLP-1 组比较,si-Nrf2 +H / R+10 μmol / L GLP-1 组

心肌细胞中 Nrf2、HO-1 的表达水平明显降低(P<
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0. 05)(图 2、表 4)。

图 2. 4 组 H9c2 心肌细胞中 Nrf2、HO-1的蛋白条带

Figure 2. Protein bands of Nrf2 and HO-1 in
H9c2 cells of 4 groups

2. 5　 敲低 Nrf2 对 10 μmol / L GLP-1 减轻心肌细胞

损伤作用的影响

与 si-NC 组比较,si-NC+H / R 组 H9c2 心肌细胞

培养基中 LDH、CK-MB 及细胞中 MDA 的含量均明

显增加,细胞中 T-AOC 的含量明显降低(P<0. 05);

与 si-NC+H / R 组比较,si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-
1 组 H9c2 心肌细胞培养基中 LDH、CK-MB 及细胞

中 MDA 的含量均明显降低,细胞中 T-AOC 的含量

明显增加 ( P < 0. 05);与 si-NC +H / R + 10 μmol / L
GLP-1 组比较,si-Nrf2+H / R+10 μmol / L GLP-1 组心

肌细胞培养基中 LDH、CK-MB 及细胞中 MDA 的含

量均明显增加,细胞中 T-AOC 的含量明显降低(P<
0. 05)(表 5)。

表 4. 4 组 H9c2 心肌细胞中 Nrf2、HO-1表达水平的比较

Table 4. Comparison of Nrf2 and HO-1 expressions in
H9c2 cells among 4 groups

分组 n Nrf2 HO-1
si-NC 组 5 0. 89±0. 14 0. 86±0. 15
si-NC+H / R 组 5 0. 34±0. 09a 0. 29±0. 06a

si-NC + H / R + 10 μmol / L
GLP-1 组

5 0. 94±0. 17b 0. 93±0. 17b

si-Nrf2 + H / R + 10 μmol / L
GLP-1 组

5 0. 40±0. 08c 0. 48±0. 08c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与 si-NC 组比较;b 为 P<0. 05,与 si-NC+H / R
组比较;c 为 P<0. 05,与 si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组比较。

表 5. 4 组 H9c2 心肌细胞培养基中 LDH、CK-MB 含量及细胞中 MDA、T-AOC 含量的比较

Table 5. Comparison of LDH, CK-MB contents in culture medium of H9c2 cells and MDA,
T-AOC contents in cells among 4 groups

分组 n LDH / (U / mg) CK-MB / (U / mg) MDA / (mmol / g) T-AOC / (U / mg)
si-NC 组 5 20. 11±5. 77 0. 97±0. 28 0. 95±0. 14 20. 15±3. 72
si-NC+H / R 组 5 54. 77±8. 91a 5. 93±0. 94a 3. 33±0. 83a 8. 84±1. 51a

si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组 5 28. 82±6. 68b 2. 04±0. 54b 1. 42±0. 39b 17. 03±4. 12b

si-Nrf2+H / R+10 μmol / L GLP-1 组 5 45. 51±9. 02c 5. 14±0. 86c 2. 87±0. 62c 10. 32±2. 48c

　 　 注:a 为 P<0. 05,与 si-NC 组比较;b 为 P<0. 05,与 si-NC+H / R 组比较;c 为 P<0. 05,与 si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组比较。

3　 讨　 论

心肌缺血再灌注损伤的防治是心血管领域的

研究热点,心肌细胞缺氧复氧模型是研究心肌缺血

再灌注损伤的常用细胞模型。 本实验以离体培养

的 H9c2 心肌细胞为对象,通过缺氧复氧处理模拟

心肌缺血再灌注的过程,缺氧复氧处理后细胞培养

基中两种心肌酶 LDH、CK-MB 的含量均明显增加,
表明心肌细胞发生了缺氧复氧损伤,后续将在心肌

细胞缺氧复氧损伤模型中进行心肌缺血再灌注损

伤防治的研究。
GLP-1 是近年来新发现的具有组织和脏器保护

作用的内分泌激素,来源于小肠上皮 L 细胞,对缺

血再灌注或缺氧复氧引起的心肌、内皮、脑、肾脏等

均具有保护作用[4-5,9-10]。 本实验在心肌细胞缺氧复

氧的过程中加用不同浓度 GLP-1 干预,结果发现心

肌细胞培养基中 LDH、CK-MB 的含量均明显降低,
且 GLP-1 剂量越高,LDH 及 CK-MB 的降低越明显,
表明 GLP-1 能够以剂量依赖性的方式减轻心肌细

胞缺氧复氧损伤,与既往其他研究发现的 GLP-1 减

轻心肌细胞损伤的结果吻合。
缺血再灌注过程中自由基大量生成、激活氧化

应激反应是造成组织损伤的重要病理因素,而 GLP-
1 在多种组织中能够介导抗氧化作用[11-13]。 MDA
是组织发生氧化应激损伤过程中脂质过氧化反应

的产物,在自由基大量生成的过程中 MDA 明显增
多[14-15];T-AOC 是各种酶类抗氧化物和非酶类抗氧
化物形成的总抗氧化能力,在自由基大量生成并消
耗抗氧化物的过程中,T-AOC 明显减少[16]。 本实验
在缺氧复氧的心肌细胞中发现 MDA 含量增加,T-
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AOC 含量减少,表明心肌细胞在缺氧复氧过程中氧

化应激反应显著激活;在心肌细胞缺氧复氧的过程

中加用不同浓度 GLP-1 干预后,MDA 含量减少,T-
AOC 含量增加,表明 GLP-1 能够以剂量依赖性的方

式减轻心肌缺氧复氧过程中的氧化应激反应,这也

可能是 GLP-1 减轻心肌细胞缺氧复氧损伤的机制。
Nrf2 / HO-1 通路是与缺血再灌注及缺氧复氧过

程中氧化应激反应激活密切相关的抗氧化信号通

路,Nrf2 激活后进入细胞核,与相应的反应元件结

合后启动 HO-1 的表达,进而通过 HO-1 的抗氧化作

用来减轻氧化应激反应。 多项缺血再灌注的研究

均证实 Nrf2、HO-1 的表达在缺血再灌注的心肌、脑、
肾脏组织中明显降低[6,17-18],Nrf2 / HO-1 通路的抗氧

化作用减弱,进而造成氧化应激反应的激活。 本实

验发现缺氧复氧心肌细胞中 Nrf2、HO-1 的表达减

少,而在加用 GLP-1 干预后 Nrf2、HO-1 的表达明显

增加,表明缺氧复氧能够抑制心肌细胞中的抗氧化

通路 Nrf2 / HO-1,与既往其他研究的报道一致;GLP-
1 能够在心肌缺氧复氧过程中激活 Nrf2 / HO-1 通

路,这可能是 GLP-1 减轻心肌细胞缺氧复氧损伤、
抑制氧化应激反应的分子机制。

为了进一步验证 Nrf2 / HO-1 通路在 GLP-1 减轻

心肌细胞缺氧复氧损伤、抑制氧化应激反应中的作

用,本实验设计了 Nrf2 siRNA,在 GLP-1 处理的同时

通过转染 siRNA 的方式敲低 Nrf2 的表达,结果发

现:与 si-NC+H / R+10 μmol / L GLP-1 组比较,si-Nrf2
+H / R + 10 μmol / L GLP-1 组心肌细胞培养基中

LDH、CK-MB 及细胞中 MDA 的含量均明显增加,T-
AOC 的含量明显降低,表明敲低 Nrf2 的表达能够使

GLP-1 减轻心肌缺氧复氧损伤、抑制氧化应激反应

的作用发生逆转,进而提示 Nrf2 / HO-1 通路在 GLP-
1 减轻心肌细胞缺氧复氧损伤、抑制氧化应激反应

中起重要作用,激活 Nrf2 / HO-1 通路是 GLP-1 在心

肌细胞缺氧复氧过程中发挥保护作用的分子机制。
综上所述,GLP-1 对 H9c2 心肌细胞缺氧复氧

损伤具有保护作用,激活 Nrf2 / HO-1 通路、减轻氧化

应激反应是 GLP-1 发挥保护作用可能的分子机制,
今后 GLP-1 有望成为防治心肌缺血再灌注损伤的

药物之一。
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