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柚皮素对高糖诱导的 H9c2 心肌细胞凋亡及
Nrf2 / ARE 信号通路的影响

李军芳1, 来利红2

(河南科技大学第一附属医院 1. 临床药学部,2. 心血管内科,河南省洛阳市 471000)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨柚皮素(NAR)对高糖(HG)诱导的大鼠心肌细胞(H9c2)凋亡及核因子 E2 相关因子 2
(Nrf2) / 抗氧化反应元件(ARE)信号通路的影响。 [方法] 　 将培养的 H9c2 细胞分为对照组(正常糖量)、HG 组

(35. 5 mmol / L 葡萄糖)、HG+NAR 低、中、高浓度组(35. 5 mmol / L 葡萄糖+6. 25、12. 5、25. 0 μmol / L NAR)。 用噻唑

蓝法检测 H9c2 细胞增殖活性;流式细胞术检测细胞凋亡;二氯二氢荧光素二乙酸酯荧光探针染色法检测细胞内活

性氧(ROS)水平;Western blot 法检测 Nrf2、血红素加氧酶 1(HO-1)、Bax、Caspase-3、Bcl-2 蛋白表达水平。 [结果] 　
经 HG 处理的 H9c2 细胞增殖活性、Nrf2、HO-1、Bcl-2 蛋白表达水平显著降低,细胞凋亡率、ROS 水平、Bax、Caspase-3
蛋白表达水平显著升高(P<0. 05)。 经 HG 与 NAR 共同处理 H9c2 细胞后,NAR 低、中、高浓度组 H9c2 细胞增殖活

性、Nrf2、HO-1、Bcl-2 蛋白表达水平显著升高,细胞凋亡率、ROS 水平、Bax、Caspase-3 蛋白表达水平显著降低(P<
0. 05)。 [结论] 　 NAR 可抑制 HG 诱导的 H9c2 细胞凋亡,其作用机制可能与激活 Nrf2 / ARE 信号通路密切相关。
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Effects of naringenin on apoptosis and Nrf2 / ARE signaling pathway of H9c2 cardio-
myocytes induced by high glucose
LI Junfang1, LAI Lihong2

(1. Department of Clinical Pharmacy, 2. Department of Cardiology, the First Affiliated Hospital of Henan University of Sci-
ence and Technology, Luoyang, Henan 471000, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effects of naringenin (NAR) on high glucose (HG)-induced rat cardiomyo-
cytes (H9c2) apoptosis and nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) / antioxidant response element (ARE) signa-
ling pathway. 　 　 Methods 　 The cultured H9c2 cells were divided into control group ( normal glucose content), HG
group (35. 5 mmol / L glucose) and HG+NAR low, medium, high concentration groups (35. 5 mmol / L glucose+6. 25,
12. 5, 25. 0 μmol / L NAR). 　 The proliferation activity of H9c2 cells was detected by methyl thiazolyl tetrazolium method;
Cell apoptosis was detected by flow cytometry; The level of reactive oxygen species (ROS) in cells was detected by fluores-
cent probe staining with dichloro-dihydro-fluorescein diacetate; The expression levels of Nrf2, heme oxygenase-1 (HO-1),
Bax, Caspase-3 and Bcl-2 proteins were detected by Western blot. 　 　 Results　 The proliferation activity, the expression
levels of Nrf2, HO-1 and Bcl-2 proteins in H9c2 cells treated with HG decreased significantly, while the apoptosis rate,
ROS level, Bax and Caspase-3 proteins expression levels increased significantly (P<0. 05). 　 After the H9c2 cells were
treated with HG and NAR, the proliferation activity and the expression levels of Nrf2, HO-1 and Bcl-2 proteins in H9c2
cells increased significantly in the NAR low, medium and high concentration groups, while the apoptosis rate, ROS level,
Bax and Caspase-3 proteins expression levels decreased significantly (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 NAR can inhibit H9c2
cell apoptosis induced by HG, and its mechanism may be closely related to activation of Nrf2 / ARE signaling pathway.
[KEY WORDS]　 naringenin;　 high glucose;　 H9c2 cell;　 apoptosis;　 Nrf2 / ARE signaling pathway
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　 　 我国糖尿病的发病率呈明显上升趋势,糖尿病

心肌病是糖尿病患者常见的并发症,主要由于持续

高血糖水平引起人体氧化应激损伤,产生大量活性

氧( reactive oxygen species,ROS),导致心肌细胞受

到损伤, 最终导致心肌功能障碍、 心脏功能衰

竭[1-2]。 因此,干预高糖(high glucose,HG)诱导的心

肌细胞凋亡对糖尿病心肌病防治有重要意义。 柚

皮素(naringenin,NAR)是从化橘红、枳实等天然植

物提取的类黄酮类化合物,具有抗炎、抗氧化、降血

糖、降血脂作用,在心血管疾病中有保护作用[3]。
薛传优等[4]研究表明,NAR 可有效改善脂多糖诱导

的心肌细胞的炎症反应和细胞凋亡。 核因子 E2 相

关因子 2(nuclear factor erythroid 2-related factor 2,
Nrf2) /抗氧化反应元件(antioxidant response element,
ARE)是细胞抗氧化应激的关键通路,在维持细胞内

氧化还原平衡、保护细胞免受损伤等过程中发挥重

要作用[5],Nrf2 / ARE 信号通路被激活后可诱导血

红素加氧酶 1 ( heme oxygenase-1,HO-1)。 吴亚茹

等[6]研究表明,内脏脂肪特异性丝氨酸蛋白酶抑制

剂(vaspin)可以通过激活 Nrf2 / ARE 信号通路,改善

高糖高脂诱导的大鼠胰岛素瘤细胞( INS-1)氧化应

激损伤,减少细胞凋亡。 但是,目前 Nrf2 / ARE 信号

通路在 NAR 干预 HG 诱导的 H9c2 细胞中的作用机

制尚不完全清楚。 因此,本研究通过探索 NAR 对

HG 诱导的 H9c2 细胞增殖、凋亡及 Nrf2 / ARE 信号

通路的影响,进一步探讨 NAR 对 HG 诱导的 H9c2
细胞凋亡的具体机制。

1　 材料和方法

1. 1　 试剂与仪器

大鼠心肌细胞(H9c2)购自中国科学院上海细

胞库;NAR 购自美国 Sigma-Aldrich 公司;DMEM 培

养基、二甲基亚砜、胎牛血清、D-葡萄糖购自美国

Gibco 公司; Annexin V-FITC / PI 试 剂 盒、 噻 唑 蓝

(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)试剂盒购自美国

Sigma 公司;BCA 蛋白检测试剂盒、RIPA 裂解液、
ROS 检测试剂盒购自碧云天生物技术研究所;兔抗

鼠 Nrf2 多克隆抗体与兔抗鼠 HO-1、Bax、Caspase-3、
Bcl-2 单克隆抗体购自美国 Abcam 公司;羊抗兔、羊
抗鼠 IgG 二抗购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。
1. 2　 细胞培养及分组

H9c2 细胞接种在含有 10%胎牛血清的 DMEM
培养基中,常规培养条件培养,每隔 2 ~ 3 天换液。

待细胞融合至 80% ~ 90% 时,取对数生长期细胞,
将 H9c2 细胞随机分成 5 组,分别为对照组(正常含

糖量)、HG 组、NAR 低、中、高浓度组。 NAR 低、中、
高浓度组分别加入含 6. 25、12. 5、25. 0 μmol / L NAR
和 35. 5 mmol / L 葡萄糖的培养液共同干预 48 h;HG
组仅加入含 35. 5 mmol / L 葡萄糖的培养液;对照组

不作任何干预。 本实验中 NAR、HG 使用浓度分别

参照文献[7-8]中所用浓度。
1. 3　 MTT 法检测 H9c2 细胞增殖活性

将处理的各组 H9c2 细胞,用 0. 25%胰酶消化收

集细胞,调整密度为 4×105 个 / mL 的单细胞悬液,取
200 μL 接种于 96 孔板中,按照试剂盒说明书,每孔加

入 MTT 与二甲基亚砜溶液,于酶标仪波长 490 nm 处

测定各孔光密度(OD)值,计算细胞存活率。
1. 4　 细胞凋亡情况检测

取各组 H9c2 细胞,用 0. 25% 的胰酶消化,PBS
洗涤后,使用 Annexin V 结合缓冲液将细胞调整成

细胞悬液,每孔分别加入 5 μL Annexin V-FITC 和

10 μL PI,混匀,室温避光孵育 10 min;上流式细胞

仪检测。
1. 5　 二氯二氢荧光素二乙酸酯荧光探针染色法检

测 ROS 水平

取各组 H9c2 细胞,去除培养液,PBS 洗涤细

胞,每孔加 10 μmol / L 荧光探针二氯二氢荧光素二

乙酸酯(dichloro-dihydro-fluorescein diacetate,DCFH-
DA),37 ℃避光孵育 30 min;倒置显微镜观察,多功

能酶标仪检测 ROS 水平。
1. 6　 Western blot 法检测 Nrf2、HO-1、Bax、Caspase-
3、Bcl-2 蛋白表达

取各组 H9c2 细胞,接种于 6 孔板中,培养 24 h
后,收集细胞提取总蛋白,BCA 法检测蛋白浓度;取
上样蛋白 10 μg,10% 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白,转膜;封闭后,分别加入兔抗鼠

Nrf2(1 ∶ 500)、HO-1(1 ∶ 1 000)、Bax(1 ∶ 1 000)、
Caspase-3(1 ∶ 2 000)、Bcl-2(1 ∶ 2 000)抗体,4 ℃孵

育过夜;PBST 洗膜后,再加入相应的二抗,室温孵

育 2 h;ECL 发光液显色后,凝胶成像仪中成像,采
用 Quantity-One 软件分析蛋白相对含量。
1. 7　 统计学分析

本研究数据分析均采用 SPSS 22. 0 统计软件,
计量资料以 x±s 表示,多组间比较采用单因素方差

分析,进一步两两比较采用 SNK-q 检验,P<0. 05 为

差异有统计学意义。
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2　 结　 果

2. 1　 NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞增殖活性的影响

使用不同浓度的 NAR 处理 H9c2 细胞后,经
MTT 法检测 H9c2 细胞增殖活性,与对照组相比,
HG 组 H9c2 细胞存活率显著降低(P<0. 05);与 HG
组相比,NAR 低、中、高浓度组 H9c2 细胞存活率明

显升高,并呈浓度依赖性(P<0. 05)。 见表 1。
2. 2　 NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞凋亡的影响

与对照组相比,HG 组 H9c2 细胞凋亡率明显升

高(P<0. 05);与 HG 组相比,NAR 低、中、高浓度组

H9c2 细胞凋亡率逐渐降低(P<0. 05)。 见图 1 和表 2。

表 1. NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞增殖活性的影响

Table 1. The effect of NAR on the proliferation activity of
H9c2 cells induced by HG

分组 n H9c2 活性 / %

对照组 6 96. 76±1. 28

HG 组 6 61. 35±2. 36a

NAR 低浓度组 6 78. 47±2. 54b

NAR 中浓度组 6 85. 65±2. 57bc

NAR 高浓度组 6 95. 74±1. 23bcd

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 HG 组相比;c
为 P<0. 05,与 NAR 低浓度组相比;d 为 P<0. 05,与 NAR 中浓度组
相比。

图 1. NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞凋亡的影响

Figure 1. The effect of NAR on H9c2 cell apoptosis induced by HG

表 2. NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞凋亡的影响

Table 2. The effect of NAR on H9c2 cell apoptosis
induced by HG

分组 n 凋亡率 / %

对照组 6 3. 78±0. 45

HG 组 6 36. 71±3. 24a

NAR 低浓度组 6 18. 31±2. 65b

NAR 中浓度组 6 13. 54±2. 04bc

NAR 高浓度组 6 6. 42±2. 78bcd

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 HG 组相比;c
为 P<0. 05,与 NAR 低浓度组相比;d 为 P<0. 05,与 NAR 中浓度组
相比。

2. 3　 NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞 ROS 的影响

与对照组相比,HG 组 H9c2 细胞 ROS 水平显

著升高(P<0. 05);与 HG 组相比,NAR 低、中、高浓

度组 H9c2 细胞 ROS 水平显著降低,并呈浓度依赖

性(P<0. 05)。 见表 3。
2. 4　 NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞 Nrf2 和 HO-1
蛋白表达的影响

Western blot 检测 Nrf2、HO-1 蛋白结果显示,与
对照组相比,HG 组 Nrf2、HO-1 蛋白表达水平显著

降低(P<0. 05);与 HG 组相比,NAR 低、中、高浓度

组 Nrf2、HO-1 蛋白表达水平显著升高,并呈浓度依

赖性(P<0. 05)。 见图 2。
2. 5　 NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞 Bax、Caspase-3
和 Bcl-2 蛋白表达的影响

与对照组相比,HG 组 H9c2 细胞 Bax、Caspase-3
蛋白表达水平显著升高,Bcl-2 表达水平显著降低

(P<0. 05);与 HG 组相比,NAR 组低、中、高浓度组

Bax、Caspase-3 蛋白表达水平显著降低,Bcl-2 表达

水平显著升高,并呈浓度依赖性(P<0. 05)。 见图 3。

表 3. NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞 ROS 水平的影响

Table 3. The effect of NAR on ROS level in H9c2 cells
induced by HG

分组 n ROS

对照组 6 0. 98±0. 06

HG 组 6 1. 72±0. 18a

NAR 低浓度组 6 1. 51±0. 12b

NAR 中浓度组 6 1. 29±0. 11bc

NAR 高浓度组 6 1. 02±0. 10bcd

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 HG 组相比;c
为 P<0. 05,与 NAR 低浓度组相比;d 为 P<0. 05,与 NAR 中浓度组
相比。
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图 2. NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞 Nrf2 和
HO-1蛋白表达的影响

电泳图从左到右依次为对照组、HG 组、NAR 低浓度组、
NAR 中浓度组、NAR 高浓度组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 HG 组相比;c 为 P<0. 05,
与 NAR 低浓度组相比;d 为 P<0. 05,与 NAR 中浓度组相比。

Figure 2. The effect of NAR on the expressions of Nrf2 and
HO-1 proteins in H9c2 cells induced by HG

图 3. NAR 对 HG 诱导的 H9c2 细胞 Bax、Caspase-3和
Bcl-2蛋白表达的影响

电泳图从左到右依次为对照组、HG 组、NAR 低浓度组、
NAR 中浓度组、NAR 高浓度组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 HG 组相比;c 为 P<0. 05,
与 NAR 低浓度组相比;d 为 P<0. 05,与 NAR 中浓度组相比。

Figure 3. The effect of NAR on the expressions of Bax,
Caspase-3 and Bcl-2 proteins in H9c2 cells induced by HG

3　 讨　 论

糖尿病心肌病是常见的糖尿病并发症,表现为糖

脂代谢异常、心肌肥大、灶性坏死、细胞内钙调控失

衡、心肌纤维化等,高血糖环境下可诱导心肌细胞凋

亡、微血管病变等,是糖尿病患者发生心力衰竭和死

亡的原因之一,因此抑制 HG 诱导的心肌细胞凋亡,
可能是治疗糖尿病心肌病的一条重要途径[9-10]。

研究显示,NAR 具有调节免疫、抗氧化及清除

自由基、抗肿瘤、抗病毒等多种药理活性,可改善糖

尿病小鼠的心肌重构[11-12]。 刘欢等[7] 建立阿霉素

诱导的体外心肌细胞损伤模型,使用不同浓度 NAR
作用后,发现 NAR 对阿霉素诱导的心肌细胞损伤具

有保护作用,可促进心肌细胞增殖、抑制细胞凋亡。
Tang 等[13] 等建立缺血再灌注损伤大鼠模型,发现

NAR 可通过抑制炎症反应和清除氧化应激损伤,显
著降低大鼠的心肌梗死面积。 但是 NAR 对 HG 诱

导的 H9c2 细胞的影响尚不清楚。 杨雪莹等[8] 研究

表明,氧化苦参碱通过改善线粒体功能来调节氧化

应激从而抑制由 HG 引起的 H9c2 细胞凋亡。 本研

究结果显示,与对照组相比,HG 组 H9c2 细胞增殖

活性显著降低,细胞凋亡率明显升高,使用不同浓

度 NAR 处理细胞后,与 HG 组相比,NAR 低、中、高
浓度组 H9c2 细胞增殖活性升高,凋亡率显著降低,
并呈浓度依赖性,提示 NAR 可显著抑制 HG 诱导的

H9c2 细胞凋亡。 但是目前 NAR 抑制 HG 诱导的

H9c2 细胞凋亡的作用机制尚不清楚。
Nrf2 是调节细胞内氧化还原重要的转录因子,

与 ARE 结合,促使抗氧化酶基因的表达,抵抗各种

外界刺激对机体产生的氧化应激损伤,研究表明,
Nrf2 / ARE 信号通路在癌症、炎症、神经系统疾病、心
血管疾病等发挥重要的调控作用[14-15]。 研究表明,
Pleckstrin 同源结构域富亮氨酸重复蛋白磷酸酶 2
(PHLPP2)下调可增强 Nrf2 / ARE 信号通路,从而减

轻缺氧诱导的心肌细胞损伤[16]。 Dang 等[17]研究表

明,同源结构域相互作用蛋白激酶 2(HIPK2)过表

达可通过增强 Nrf2 / ARE 信号通路缓解缺氧复氧诱

导的心肌细胞凋亡和氧化损伤。 以上研究表明,
Nrf2 / ARE 信号通路与心肌细胞凋亡密切相关,因此

激活 Nrf2 / ARE 信号通路可改善 H9c2 细胞损伤。
李燕等[18]通过腹腔注射链脲佐菌素建立 1 型糖尿

病小鼠模型,发现 NAR 能够通过激活 AMPK / Nrf2 /
HO-1 信号通路,增强抗氧化反应,减轻心肌纤维化

及炎症反应,对心肌细胞损伤起保护作用。 本研究

使用 HG 诱导 H9c2 细胞建立模型,结果发现,HG
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组 ROS 水平、Bax、Caspase-3 蛋白表达水平明显增

高,Bcl-2、Nrf2、HO-1 蛋白表达水平显著降低,提示

HG 可能抑制 Nrf2 / ARE 信号通路,并促进 H9c2 细

胞凋亡;使用不同浓度 NAR 处理以后,NAR 低、中、
高浓度组 H9c2 细胞 ROS 水平、Bax、Caspase-3 蛋白

表达水平显著降低,Bcl-2、Nrf2、HO-1 蛋白表达水平

显著升高,并呈浓度依赖性,提示 NAR 可能通过激

活 Nrf2 / ARE 信号通路,降低 ROS 水平,抑制 HG 诱

导的 H9c2 细胞凋亡。
综上所述,NAR 可能通过激活 Nrf2 / ARE 信号

通路,抑制 HG 诱导的 H9c2 细胞凋亡。 但本研究局

限于 Nrf2 / ARE 信号通路相关因子,未对通路进行

验证,仍需结合动物模型做进一步研究。
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