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柚皮苷对 H2O2 诱导 H9c2 心肌细胞损伤
保护作用*

孟娜娜1，李厚忠2，温以杰1，刘洁婷1，左魁阳1，李鲁新1，金秀东1,3，张羽飞1,3

【摘    要】目的   探讨柚皮苷对 H2O2 诱导的 H9c2心肌细胞凋亡的保护作用及机制。方法   体外培养 H9c2心肌细

胞，用 H2O2 诱导建立细胞凋亡模型。实验设对照组、模型组、柚皮苷低、中、高剂量组（10、20、40 μmol/L），噻唑蓝

法检测细胞活力并用显微镜观察各组细胞形态；原位末端标记法检测 H9c2心肌细胞凋亡情况；RT-PCR及 Western
blot法检测凋亡相关因子 Bcl-2、Bax、caspase-3 mRNA及蛋白表达。结果  与对照组比较，模型组细胞凋亡率[（17.2 ±
2.1）%]明显升高（P < 0.01）；与模型组比较，10、20、40 μmol/L柚皮苷组细胞凋亡率 [分别为（10.7 ± 1.9）%、（5.7 ±
1.2）%、（6.4 ± 1.5）%]均下降（均 P < 0.05）。与对照组比较，模型组 H9c2心肌细胞 Bcl-2蛋白表达水平（0.76 ± 0.16）
明显下调，Bax、caspase-3蛋白表达水平 [分别为（5.42 ± 0.52）、（1.09 ± 0.11） ]均上调（均 P < 0.01）；与模型组比较，

10、20、40 μmol/L柚皮苷组 H9c2心肌细胞 Bcl-2蛋白表达水平[分别为（1.37 ± 0.11）、（1.65 ± 0.09）、（1.65 ± 0.15）]均
上调，Bax、caspase-3蛋白表达水平[分别为（2.78 ± 0.55）、（3.43 ± 0.15）、（2.69 ± 0.26）和（0.59 ± 0.08）、（0.77 ± 0.06）、
（0.82 ± 0.05）]均下调（均 P < 0.05）。结论   柚皮苷对 H2O2 诱导的 H9c2心肌细胞损伤具有一定保护作用，其机制可

能与其对凋亡信号途径的抑制作用有关。
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Protective  effect  of  naringin  on  H9c2  myocardial  cell  injury  induced  by
H2O2

MENG  Na-na*,     LI  Hou-zhong,     WEN  Yi-jie,     et  al  (*Heilongjiang  Province  Key  Laboratory  of  Anti-fibrosis
Biotherapy, Mudanjiang Medical University, Mudanjiang, Heilongjiang Province 157011, China)

【Abstract】 Objective   To examine the protective effect and mechanism of naringin on H2O2-induced apoptosis of H9c2
myocardial cells. Methods   H9c2 myocardial cells were cultured in vitro and a H9c2 myocardial cell apoptosis model was
induced  with  hydrogen  peroxide  (H2O2).  Five  H9c2  myocardial  cell  groups  were  established:  a  control,  model,  low-,
moderate-,  and  high-dose  (10,  20,  and  40  μmol/L)  naringin  pretreatment  group.  Cell  viability  was  detected  with  3-  (4,  5-
dimethyl-2-thiazolyl)  -2,  5-diphenyl-2-H-tetrazolium  bromide  (MTT)  assay  and  cell  morphology  was  observed  with
microscope. The apoptosis of H9c2 myocardial cells was detected with terminal-deoxynucleotidyl transferase mediated nick
end labeling (TUNEL) method. The expressions of B cell lymphoma 2 (Bcl-2), BCL2-associated X protein (Bax), caspase-3
mRNA and protein were detected with real-time reverse transcription PCR (RT-PCR) and Western blot. Results   Compared
with  that  of  the  control  group,  the  apoptotic  rate  (17.2  ± 2.%)  of  the  model  group  was  significantly  higher  (P  < 0.01);
compared with that the model group, the apoptotic rate of low-, moderate-, and high-dose naringin pretreatment group were
significantly decreased (10.7 ± 1.9%, 5.7 ± 1.2%, and 6.4 ± 1.5%) (all P < 0.05). The Bcl-2 protein expression (0.76 ± 0.16)
in H9c2 cardiomyocytes of the model group was significantly lower and the protein expressions of Bax and caspase-3 were
significantly increased compared to those of the control group (all P < 0.01). The protein expressions of Bcl-2 (1.37 ± 0.11,
1.65 ± 0.09, and1.65 ± 0.15) in H9c2 myocardial cells of low-, moderate-, and high-dose naringin pretreatment group were
significantly increased; while those of Bax (2.78 ± 0.55, 3.43 ± 0.15, and 2.69 ± 0.26) and caspase-3 (0.59 ± 0.08, 0.77 ± 0.06,
and 0.82 ± 0.05) were significantly decreased compared to those of the control group (all P < 0.05). Conclusion   Naringin
could  inhibit  apoptosis  of  H9c2  myocardial  cells  induced  by  H2O2,  which  may  be  related  to  its  inhibitory  effect  on  the
apoptotic signaling pathway.
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心血管疾病已经成为影响人类健康的第 1位疾

病，据统计，在中国人群中心血管疾病的危险因素

更为普遍，心血管疾病的发病率和死亡率在未来

10年仍将呈上升趋势，占死亡人数的  > 40  %[1]。

心血管疾病发病机制复杂，而心肌细胞凋亡导致的

心肌细胞损伤是多种心血管疾病发生的共同病理  
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生理机制[2]。因此，抑制心肌细胞凋亡对于改善心

脏功能和减轻心脏损伤极其重要。柚皮苷（naringin）
存在于成熟或近成熟的果实及果皮中，属于一种活

性黄酮苷衍生物[3]，是中草药骨碎补、枳壳的主要

有 效 成 分[4]， 具 有 多 种 药 理 活 性 ， 如 降 血 脂 [3]、

抗炎[5]、抗氧化[6]、心脏保护[7 – 10]等。H2O2 是活性氧

当中的一种，被认为是经典心肌细胞损伤模型药物[11]。

采用 H2O2 建立损伤模型探讨心血管疾病的研究较

多[12]，但柚皮苷对 H2O2 诱导的心脏损伤的保护作

用研究较少。本研究拟探讨柚皮苷对 H2O2 诱导的

H9c2心肌细胞损伤的保护作用及机制，旨在为柚皮

苷临床治疗心血管疾病提供理论依据。

1   材料与方法

1.1    主要试剂与仪器　H9c2细胞株来源于大鼠胚

胎期心脏组织（赛百慷生物科技股份有限公司）；柚

皮苷（美国 Sigma公司）；30 % H2O2（天津市天力化

学试剂有限公司）；胎牛血清（德国 PAN公司）；

DMEM-F12培养基（美国 Hyclone公司）；胰酶（美

国 Gibco公司）；噻唑蓝[3-（4, 5-dimethyl-2-thiazolyl）-2,
5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide, MTT]粉末（北京

中生瑞泰科技有限公司）；RNA提取试剂盒（美国

Omega公司）；逆转录试剂盒（美国 Roche公司）；

B细胞淋巴瘤/白血病–2（B cell lymphoma 2, Bcl-2）、
Bcl-2相关 X蛋白（Bcl-2-associated X protein, Bax）、

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶–3（caspase-3）、甘油醛–3–磷
酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GADPH）兔多克隆抗体（美国 Cell Signaling公司）。

CO2 细胞培养箱（上海力申科学仪器有限公司）；生

物显微镜（日本Olympus公司）；酶标仪（美国Molecular
Devices公司）；NanoDrop 2000（美国 Thermo公司）；

低温高速离心机（美国 Sigma公司）；凝胶成像系统

（美国 BioRad公司）。

1.2    H9c2 心肌细胞培养与处理　细胞常规培养

于含有DMEM-F12、10 % 胎牛血清（fetal bovine serum,
FBS）及双抗的混合液体中，置于 25 cm2 的培养瓶

中，在温度为 37 ℃，含 5 % CO2 的细胞培养箱中进

行培养，当细胞密度达 80 %～90 % 时，进行传代培

养。选择生长状态良好的对数期细胞，以每孔 8 × 103

个细胞接种于 96孔培养板中，贴壁 12  h后，将

H2O2 依次稀释至终浓度为 0、 50、 100、 200、 400、
800 μmol/L后再作用 12 h，加入终浓度为 0.5 mg/mL
MTT，37 ℃ 孵育 4 h，加入 150 μL二甲基亚砜，震荡

10 min，用酶标仪 570 nm处测各孔吸光度（A）值，检

测各组细胞存活率。各组设置 6个复孔。

1.3    指标与方法

1.3.1   H9c2心肌细胞存活率测定　采用MTT法，将

细胞接种于 96孔培养板中，实验设对照组、模型

组、柚皮苷低、中、高剂量组（10、20、40 μmol/L），用
柚皮苷分别预处理 2、4、8、12 h，再加入 H2O2 处理

12 h；计算细胞存活率。

1.3.2   H9c2心肌细胞凋亡率测定　采用原位末端标

记 法 （terminal-deoxynucleotidyl  transferase  mediated
nick end labeling，TUNEL），实验按照 1.3.1分组与处

理，处理后弃液，用磷酸盐缓冲溶液（phosphate
buffered saline, PBS）洗涤 1次，4 % 多聚甲醛固定细

胞 30 min后，用PBS洗涤1次，加入含0.3 %TritonX-100
的 PBS，室温孵育 5 min，再加入 TUNEL检测液，37 ℃
避光孵育 60 min，再用 PBS洗涤 3次，用抗荧光淬

灭封片液封片，每组选择 4个视野（× 200）在荧光显

微镜下计数凋亡细胞和总细胞数，细胞凋亡率 = 凋
亡细胞总数/总细胞数 × 100 %。

1.3.3   H9c2心肌细胞中凋亡相关基因表达检测　采

用 RT-PCR法，实验分组与处理同 1.3.1，提取待测

的细胞，并用PBS清洗，提取RNA，用NanoDrop 2000测RNA
浓度，用逆转录试剂盒将其逆转录为 cDNA，稀释 10倍，

PCR反应体系：2x SYBR green master mix 10 μL、上下游

引物各 1 μL、cDNA 2 μL、ddH2O 6 μL，总体积 20 μL，
反应条件为：95 ℃ 预变性 30 s，95 ℃ 变性 15 s，60 ℃
退火1 min，72℃ 延伸45 s，共40个循环。引物序列如下：

Bcl-2上游为 5′-AGCGTCAACAGGGAGATGTC-3′，
下游为 5′-TATGCACCCAGAGTGATGCA-3′，扩增

片 段 长 度为 224  bp； Bax上 游 为 5 ′-AGACACC-
TGAGCTGACCTTGGAG-3′，下游为 5′-GTTGAAG-
TTGCCATCAGCAAACA-3′，扩增片段长度为196 bp；
caspase–3上游为5′-GGAGCTTGGAACGCGAAGA-
3′，下游为5′-ACACAAGCCCATTTCAGGGT-3′，扩增

片段长度为 169 bp；核糖体蛋白小亚基 16（ribosomal
protein S16, RPS16）上游为5′-AAGTCTTCGGACGCA-
AGAAA-3′，下游为5′-TGCCCAGAAGCAGAACAG-
3′，扩增片段长度为 147 bp。
1.3.4   H9c2心肌细胞中凋亡相关蛋白表达检测　采

用Western blot法，实验分组与处理同 1.3.1，提取待

测细胞，用 PBS清洗，用含有苯甲基磺酰氟细胞裂

解液冰上裂解细胞 30 min，4 ℃、12 000 r/min离心

15 min后，吸取上清，二喹啉甲酸（bicinchoninic acid,
BCA）蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。将提取的蛋

白加入上样缓冲液，开水煮沸变性 10 min，冰上冷

却 10 min，离心。上样量为 60 μg，在十二烷基硫酸钠–
聚丙烯酰胺凝胶（sodium dodecyl-polyacryl  gradient
gel electrophoresis, SDS-PAGE）中电泳（80 V），30 min
后，电压转变为 120 V。在 150 mA电流下转膜，5 %
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牛血清蛋白（bovine  serum albumin,  BSA）封闭 1 h，
Bcl-2、Bax、 caspase-3（ 1  :  1  000稀释）， 4  ℃ 过夜，

用含 0.1 % 吐温的 Tris缓冲生理盐水（Tris buffered
saline/0.05 % Tween-20, TBST）洗涤 3次，每次 10 min，
二抗（1 : 10 000稀释）1 h后再用 TBST洗膜，用显

色剂显影后，照相并用 Image  J软件进行灰度值

分析。

x1.4    统计分析　数据用  ± s 表示，应用 Graphpad
Prism 5.0软件进行统计分析，组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用最小显著差法检验，以 P <
0.05为差异有统计学意义。

2   结　果

2.1    H2O2 诱导H9c2 心肌细胞损伤模型建立　终浓

度分别为 0、50、100、200、400、800 μmol/L的 H2O2

处理 H9c2细胞 12  h时，细胞活力分别为 100 %、

（78.8 ± 8.6）%、（64.5 ± 6.9）%、（50 ± 5.8）%、（43.8 ±
3.0）%、（34.1 ± 7.2）%；不同浓度 H2O2 处理组之间

细胞活力差异有统计学意义（P < 0.01）。当 H2O2

浓度达到 200 μmol/L时，细胞活力降至 50 % 左右，

故本研究后续实验中选用 200  μmol/L作为造模

浓度。

2.2    柚皮苷对H2O2 诱导的H9c2 心肌细胞存活率影

响（表 1）　用柚皮苷分别预处理 2、4、8、12 h，
再加入 H2O2 处理 12 h后，结果显示，柚皮苷预处理

4 h时，对 H2O2 所诱导的损伤有明显保护作用（P <
0.01）；因此，最终采用柚皮苷处理 4 h及 H2O2 处理

12 h进行后续实验。

2.3    柚皮苷对H2O2 诱导的H9c2 心肌细胞凋亡影响

结果显示，对照组、模型组、10、20、40 μmol/L柚皮

苷组细胞凋亡率分别为（2.9 ± 0.3）%、（17.2 ± 2.1）%、

（10.7 ± 1.9）%、（5.7 ± 1.2）%、（6.4 ± 1.5）%；与对照

组比较，模型组细胞凋亡率明显升高，差异有统计

学意义（P < 0.01）；与模型组比较，各剂量柚皮苷组

细胞凋亡率均下降，差异均有统计学意义（均 P < 0.05）。

2.4    柚皮苷对H2O2 诱导的H9c2 心肌细胞凋亡相关

基因表达影响（表 2）　与对照组比较，模型组

H9c2细胞中 Bax、caspase-3 mRNA表达均升高（均

P < 0.05），Bcl-2 mRNA表达明显下降（P < 0.01）；与
模型组比较，10、20、40 μmol/L柚皮苷组 H9c2细胞

中 Bax mRNA表达均下降（均 P < 0.05），Bcl-2表达

明显升高（P < 0.01）；其中以 20 μmol/L柚皮苷组效

果最明显。

2.5    柚皮苷对H2O2 诱导的H9c2 心肌细胞凋亡相关

蛋白表达影响（图 1、表 3）　与对照组比较，模

型组 H9c2细胞中 Bax、 caspase-3蛋白表达均升高

（均 P < 0.01），Bcl-2蛋白表达明显下降（P < 0.01）；
与模型组比较，10、20、40 μmol/L柚皮苷组 H9c2细

胞中 Bax、caspase-3蛋白表达均下降（均 P < 0.05），
Bcl-2表达明显升高（P < 0.01）。

x
表 1   柚皮苷对 H2O2 诱导的 H9c2心肌细胞存活率影响

（  ± s，n = 6）

组别（μmol/L）
预处理时间（h）

2 4 8 12

对照组 100 100 100 100

模型组 41.4 ± 7.7a 42.1 ± 6.0a 42.1 ± 3.6a 49.1 ± 6.6a

柚皮苷组 10 79.5 ± 6.0b 109.7 ± 1.5b 83.7 ± 5.1b 95.9 ± 3.6b

　　　     20 85.2 ± 9.3b 111.7 ± 6.4b 90.0 ± 4.8b 112.7 ± 3.4b

　　　     40 65.7 ± 3.9b 84.3 ± 7.8b 74.8 ± 5.0b 93.1 ± 5.9b

　　注：与对照组比较，a P < 0.01；与模型组比较，b P < 0.01。

x
表 2   柚皮苷对 H2O2 诱导的 H9c2心肌细胞凋亡相关基因

表达影响（  ± s，n = 6）

组别（μmol/L） Bcl-2 Bax Caspase-3

对照组 32.2 ± 3.52 0.22 ± 0.02 244.3 ± 27.8

模型组 21.9 ± 2.72b 0.31 ± 0.03b 300.8 ± 24.0a

柚皮苷组 10 32.6 ± 1.86d 0.23 ± 0.01d 259.0 ± 14.6

　　　     20 34.6 ± 2.07d 0.21 ± 0.01d 235.4 ± 16.9c

　　　     40 30.1 ± 2.45d 0.26 ± 0.01c 290.5 ± 20.1
　　注：与对照组比较，a P < 0.05，b P < 0.01；与模型组比较，c P < 0.05，

d P < 0.01。

x
表 3   柚皮苷对 H9c2心肌细胞凋亡相关蛋白表达影响

（  ± s，n = 6）

组别（μmol/L） Bcl-2 Bax caspase-3 Bax/Bcl-2

对照组 1.82 ± 0.07 3.76 ± 0.31 0.72 ± 0.08 0.45 ± 0.05

模型组 0.76 ± 0.16b 5.42 ± 0.52b 1.09 ± 0.11b 0.31 ± 0.02a

柚皮苷组 10 1.37 ± 0.11d 2.78 ± 0.55d 0.59 ± 0.08d 0.50 ± 0.07c

　　　     20 1.65 ± 0.09d 3.43 ± 0.15d 0.77 ± 0.06c 0.48 ± 0.01c

　　　     40 1.65 ± 0.15d 2.69 ± 0.26d 0.82 ± 0.05c 0.56 ± 0.03d

　　注：与对照组比较，a P < 0.05，b P < 0.01；与模型组比较，c P < 0.05，

d P < 0.01。

 

1 2 3 4 5

26KDaBcl-1

Bax

Caspase-3

GADPH
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注：1：对照组；2：模型组；3～5：柚皮苷 10、20、40 μmol/L组。

图 1   柚皮苷对 H9c2心肌细胞凋亡相关蛋白表达影响
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3   讨　论

心血管疾病是全球发病和死亡的主要原因，且

发生率和病死率逐渐增加，严重危害人类健康。心血

管疾病发病机制非常复杂，细胞凋亡是其重要的促

进因子，越来越多证据表明，细胞凋亡是心血管疾

病心肌损伤发病机制中的主要危险因素。研究表明抗

氧化剂能保护 H9c2心肌细胞免受过氧化氢所导致

的破坏[13]。中药有效成分柚皮苷是一种来源于芸

香科柑橘属植物柚的成熟或者近成熟的干燥果皮

中提取的淡黄色天然双氢黄酮类化合物[14]，对糖脂

代谢调节、抗炎、抗氧化应激等方面具有明显作用。

在正常情况下，活性氧（reactive oxygen species,
ROS）是涉及多种细胞信号传导的重要信使，在各

种 ROS中，H2O2 在心肌细胞中占有重要地位，其水

平由抗氧化剂调控。H2O2 在细胞内和细胞之间容

易扩散，其大量的积累是引发凋亡的关键致病机

制[15]。本研究结果显示，当 H2O2 浓度在 200 μmol/L
时，H9c2心肌细胞活力下降至 50% 左右，故选此浓

度作为诱导损伤剂量；与模型组比较，柚皮苷组 H9c2
心肌细胞凋亡率下降。提示，柚皮苷可以减轻细胞

的损伤，对 H2O2 所致细胞损伤具有一定保护作用。

细胞凋亡信号通路受 Bcl-2蛋白家族调控，Bcl-2
蛋白家族包括 Bcl-2（Bcl-xL、Bcl-w等）抗凋亡家

族、Bax（Bax、Bak等）和 BH3（Bad、Bid等）促凋亡

家族[16]。细胞凋亡的发生取决于这三者之间的平

衡。在细胞受刺激时，BH3蛋白使 Bcl-2蛋白失活，

导致 Bax样蛋白活化，而活化的 Bax样蛋白透过外

线粒体膜，引发细胞色素 C释放从而激活细胞凋亡

的内在途径[17]。此外，细胞凋亡调控还与 Bcl-2与

Bax比值密切相关，比值越小细胞凋亡越严重。

Casepase-3为 Bcl-2的下游调控蛋白，是引起凋亡的

始发因子，Bcl-2低表达可有效激活 caspase-3，导致

细胞凋亡发生[18]。本研究结果显示，经 H2O2 诱导

后，H9c2心肌细胞中促凋亡因子 Bax、 caspase-3
mRNA及蛋白表达明显升高，抑凋亡因子 Bcl-2
mRNA及蛋白表达明显下降，Bcl-2/Bax的比值下

降；而经柚皮苷干预后，与模型组比较，柚皮苷组促

凋亡因子 Bax、caspase-3基因及蛋白表达明显下降，

抑制凋亡因子 Bcl-2表达明显升高，Bcl-2/Bax比值

明显升高。

综上所述，柚皮苷对 H2O2 诱导的 H9c2心肌细

胞损伤具有一定保护作用，其机制可能与柚皮苷调

节心肌细胞凋亡相关基因及蛋白的表达有关。
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