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摘 要:氧化应激(oxidative stress, OS)是缺血性心肌病(ischemic cardiomyopathy, ICM)的主要发病机制之一,抗
氧化应激损伤是防治缺血性心肌病的关键遥 为了探讨花旗松素(taxifolin, tax)对过氧化氢(hydrogen peroxide, H2O2)
诱导的大鼠心肌细胞 H9C2氧化应激的影响及其可能的分子机制,将培养的 H9C2心肌细胞随机分为对照组
(Control)尧氧化应激组(H2O2)尧tax预处理组(tax+H2O2)尧tax单独处理组(tax)遥通过观察细胞形态的改变,检测细胞
内活性氧(reactive oxygen species, ROS)和丙二醛(malondialdehyde, MDA)的生成尧自噬体自噬泡的形成,以及自
噬(autophagy)相关蛋白质 LC3 I/II尧p62的表达,验证 tax对氧化应激及自噬的影响遥 同时,通过检测 Nrf2尧HO-1尧
HIF1琢的表达,研究可能存在的分子机制遥 研究发现 tax可缓解 H2O2诱导的 H9C2细胞氧化应激,表现为细胞
肥大形态缓解尧ROS生成降低尧MDA产生减少,而且 Nrf2/HO-1/HIF1琢蛋白的表达升高,自噬水平升高遥 实验
结果表明: tax可能通过激活 Nrf2/HO-1/HIF1琢/Autophagy信号通路促进自噬及抗氧化应激,从而发挥心肌保护
作用遥
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Abstract: Oxidative stress is one of the main pathogenesis of ischemic cardiomyopathy (ICM), and antioxidant
is an important prevention strategy. In order to investigate the effects and mechanisms of taxifolin (tax) on the
H2O2 induced oxidative stress, H9C2 cells were pretreated with/without tax (100 滋mol/mL) for 6 h, and then ex原
posed to hypoxia in the presence/absence of 200 滋mol/mL H2O2 for the next 12 h. Oxidative stress level and
autophagy phenomenon were evaluated by planar morphology, intracellular reactive oxygen species (ROS)
and malondialdehyde (MDA) generation, autophagosome and phagophore formation, and autophagy related pro原
teins p62 and LC3 I/II expression levels. In order to reveal the possible molecular mechanisms, the expression
levels of nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf2), hemeoxygenase-1 (HO-1), hypoxia-inducible fac原
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1970 年, Burch 等 [1]首次将由冠心病心肌缺
血引起的心肌功能失常命名为缺血性心肌病(is原
chemic cardiomyopathy, ICM)。ICM是西方国家最
为常见的严重疾病, 在我国亦日益增多, 约 11%~
45%的 ICM最终发展为明显的心力衰竭[2]。目前
有研究表明, 氧化应激(oxidative stress, OS)及自噬
(autophagy)与 ICM的发生发展密切相关[3, 4], 但其
具体发病机制未完全明确。

在生命活动的氧化代谢过程中, 有机体会不
断地产生各种氧自由基(oxygen free radical, OFR)。
生理情况下, 机体产生的自由基在抗炎和抑制肿
瘤等方面有重要意义。但是, 在病理性心肌缺血
缺氧条件下, 体内 OFR的产生过度或清除减少,
将造成体内活性氧类生成与抗氧化防御之间的

平衡紊乱, 即氧化应激。氧化应激可致脂质过氧
化, 破坏细胞膜, 损伤细胞结构; 同时可氧化蛋白
质, 使酶的功能受损; 而且亦可使核酸发生碱基
修饰及链的断裂, 造成染色体破坏, 引起细胞功
能障碍, 继而导致 ICM的发生和发展[5]。自噬是细
胞受到刺激后, 通过溶酶体途径降解细胞内物质
的统称, 是近年来逐渐被认识的细胞除坏死和凋
亡外的第 3种死亡方式。通常情况下, 自噬在多
数细胞内都处于一个相当低的水平。但是当细胞

受到外界因素刺激(如营养物质或氧缺乏、高温、
毒物或药物损害), 或遇到自身代谢性问题及退行
性病变时, 则会增强自噬。适当的自噬可以通过
营养物质再利用促进细胞生存, 而过度的自噬则
会引起自噬性细胞死亡[4]。

花旗松素(taxifolin, tax)是从黄杉属绿枞中提
取的一种二氢槲皮素, 属于黄酮类中草药。相关
研究表明, tax有抗炎、抗氧化应激、抗肿瘤、抑制
细胞凋亡等作用 [6~8]。在糖尿病心肌病心肌细胞
中, tax可通过下调胱天蛋白酶 3/9 (caspase 3/9),上
调 Bcl-2/Bcl-xl, 恢复线粒体跨膜电位及渗透性,
抑制氧化应激所致线粒体凋亡途径; 同时可通过
调节 JAK2 的表达抑制 NADPH 氧化酶的激活 ,

减少 ROS的生成, 从而抗氧化应激, 发挥心肌保
护作用[9]。但其在 ICM中的作用及机制并不明确。
基于此, 本实验使用过氧化氢(hydrogen peroxide,
H2O2)处理 H9C2心肌细胞建立氧化应激模型, 探
讨 tax对氧化应激心肌细胞的作用及其可能的分
子机制, 以期为临床诊治提供新的策略。
1 材料与方法

1.1 实验对象

大鼠心肌细胞 H9C2 由湖南师范大学生命科
学学院心脏发育研究中心馈赠。

1.2 实验仪器与主要试剂

细胞培养箱(德国百瑞公司), 光学显微镜、
Olympus BH-2倒置显微镜、生物光学显微镜照相
机(日本 Olympus公司), 多功能酶标仪(美国 MD
公司), 蛋白质电泳仪(美国 Bio-Rad公司), 转膜
仪(美国 BD公司), 凝胶扫描成像系统(美国 East原
man Kodak公司)。

DMEM培养基(16000-044, 美国 Gibco公司);
10%的胎牛血清(0510, 美国 ScienCell 公司); tax
(YM -zm10725, 上海远慕生物科技有限公司 );
ROS荧光染色试剂盒(C1048, 上海碧云天生物技
术有限公司); MDA试剂盒(A003-4, 南京建成生
物工程研究所); 0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液、
BCA蛋白定量试剂盒、显影液和定影液(武汉博士
德生物工程有限公司); 抗体 Nrf2 (16842-1-AP)、
HO-1 (10701-1-AP)、LC3 I/域(14600-1-AP)、p62
(18420-1-AP)、HIF1琢 (20960-1-AP)以及 HRP标
记山羊抗兔二抗 (60008-1-Ig)均购自美国 Pro原
teintech公司; 逆转录试剂盒(北京康为世纪生物
科技有限公司)。qRT-PCR引物设计与合成委托
南京金斯瑞生物科技有限公司完成。

1.3 实验方法

1.3.1 H9C2细胞培养与处理
H9C2 细胞用 DMEM 完全培养基(含 10%的

FBS)培养, 培养条件为 37 益、5% CO2。随机分为

tor 1琢 (HIF1琢) were analyzed. The results showed that H2O2-induced H9C2 myocardial hypertrophy was in原
hibited by tax. At the same time, ROS and MDA productions were attenuated, Nrf2, HO-1 and HIF1琢 ex原
pressions were upregulated, and autophagy was promoted. In conclusion, the data suggests tax protects H9C2
cells from H2O2 induced oxidative stress via activation of Nrf2/HO-1/HIF1琢/Autophagy pathway.
Key words: taxifolin (tax); ischemic cardiomyopathy (ICM); H9C2 cells; oxidative stress (OS); H2O2-induced
oxidative stress; Nrf2/HO-1/HIF1琢/Autophagy pathway

（Life Science Research，2017，21（3）：233耀238）
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正常对照组(Control, 培养基中加入 0.1% DMSO);
氧化应激组 (H2O2, 培养基中加入 200 滋mol/mL
H2O2处理 12 h); tax 预处理组(tax+H2O2, 先加入
100 滋mol/mL tax 处理 6 h, 换液后 200 滋mol/mL
H2O2处理 12 h); tax单独处理组(tax, 培养基中加
入 100 滋mol/mL tax处理 6 h)。Tax溶于 DMSO, 配
制成浓度为 100 滋mol/mL的储备液, 于 4 益避光
保存备用。

1.3.2 光学显微镜观察

取对数生长的 H9C2心肌细胞接种于 6孔板
培养 24 h, 药物处理后, 置于光学显微镜下观察
细胞形态。

1.3.3 ROS荧光染色
取对数生长的 H9C2心肌细胞接种于 6孔板

培养 24 h, 药物处理后, 加入 ROS荧光染色试剂,
避光孵育 15 min后荧光显微镜下观察拍照。
1.3.4 分光光度计检测

取 Control 组、H2O2 组、tax 预处理组细胞的
培养基, 按照 MDA试剂盒说明进行加样, 用混匀
器充分混匀,沸水浴 40 min,取出冷却, 4 000 r/min
离心 10 min, 取上清置于 1 cm光径比色杯中, 于
波长 532 nm处, 蒸馏调零, 测各管 OD值。
1.3.5 电镜观察

将培养的 Control组和 tax单独处理组 H9C2
细胞用 0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液消化后, 离
心收集; 2.5%戊二醛 4 益固定细胞 2 h; 1%锇酸
固定 15 min后丙酮梯度脱水; Epon812包埋。切
成半薄切片, 甲苯氨蓝染色后观察。选取所需要
的部位, 用醋酸钠、柠檬酸铅双重染色, 透射电镜
下观察拍照。

1.3.6 Western-blot检测
将培养的 Control组和 tax单独处理组 H9C2

细胞用 0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液消化后, 离
心收集, RIPA裂解蛋白质, BCA法定量。以每个
样品总蛋白质为 50~100 滋g计算各个样品所需取
样量, 并与 5伊 loading buffer混匀, 沸水煮 5 min,
放入冰盒中速冷。根据蛋白质定量的结果, 第一孔
加入 marker, 其他每孔上样 20 滋L已变性蛋白质,
采用 SDS-PAGE凝胶电泳, 样品在积层胶的参数
为恒压 80 V、30 min,在分离胶的参数为恒压 120 V、
1.5 h。切取含有目标蛋白的胶转膜 15 min, 5%脱
脂牛奶封闭 30 min, 加适量一抗 Nrf2 (1︰500)、
HO-1 (1︰500)、LC3 I/II (1︰500)、p62 (1︰500)、
HIF1琢 (1︰500), 4 益震荡过夜,孵育结束后 1伊 TB原

ST洗涤 3次,每次 15 min。孵育二抗(1︰2 000) 2 h,
孵育结束后 1伊 TBST洗涤 3次, 每次 15 min。采
用 ECL 化学发光液发光, 在凝胶成像系统中观
察、拍照, 并用 Quantity One专业灰度分析软件进
行分析。

1.3.7 qRT-PCR分析
采用 Trizol 法提取各组细胞的 mRNA, 用反

转录试剂盒将其反转录成 cDNA, 以 cDNA 为模
板 , 采用 RT-PCR 方法检测各组中 Nrf2、HO-1
mRNA的表达情况, 引物设计如表 1。反应结束
后, 根据熔解曲线确定反应是否为特异性扩增,
并通过 Roto-Gene 6.0软件以 茁-actin为内参进行
分析。实验均至少重复 3次。

1.3.8 统计分析

实验每组重复 3次, 所有结果均采用 Graph原
Pad Prism 5.0 软件进行分析 , 统计结果用平均
值依标准差(x依s)表示, 多组间均数的比较运用方
差分析, 两组间均数比较运用 t 检验, P<0.05 为
差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 Tax对细胞形态的影响
细胞肥大是心肌缺血氧化应激的早期表现[10]。

在本实验中, 各试剂处理后, 光镜观察结果显示:
相比于正常对照组细胞, H2O2处理后细胞形态由
梭形变为圆形或不规则形, 且细胞肥大, 而 tax预
处理后可缓解细胞的形态改变, 这表明 H2O2处理
后 H9C2 细胞呈现出氧化应激表型, 而 tax 的预
处理可改善 H2O2所致氧化应激产生的心肌形态
改变(图 1A)。
2.2 Tax对细胞内氧化应激的影响

氧化应激过程中线粒体内 ROS的生成增多,
这是缺氧所致心肌损害的主要机制之一[3], 为进
一步验证 tax是否通过抑制线粒体内 ROS的产生
从而发挥抗氧化作用, 通过免疫荧光染色检测线
粒体中 ROS的水平。Mito-Tracker Green是一种绿

表 1 荧光定量 PCR引物序列
Table 1 Primers used for real-time quantitative PCR

analysis
Primer

Nrf2
HO-1
茁-actin

Sequence
F: 5忆-TCCTCTGCTGCCATTAGTCA-3忆
R: 5忆-GTGCCTTCAGTGTGCTTCT-3忆
F: 5忆-TCTGGAATGGAAGGAGATGC-3忆
R: 5忆-AGTTCTGGGGCTCTGTTGC-3忆
F: 5忆-CATCCTGCGTCTGGACCTGG-3'
R: 5忆-TAATGTCACGCACGATTTCC-3'
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图 3 Tax对自噬的影响
(A) 电镜观察自噬小体(箭头所指)尧自噬泡; (B) Tax对 p62尧
LC3 I/II蛋白表达的影响遥
Fig.3 Effects of tax on autophagy
(A) Electron microscope detection of autophagosome (showed
by arrows) and phagophore; (B) Effects of tax on expressions of
p62 and LC3 I/II.图 1 Tax可改善H2O2所致心肌细胞形态改变及氧化应激

(A) 光镜观察细胞形态改变; (B) ROS染色的检测结果遥
Fig.1 Tax ameliorates H2O2-induced OS
(A) Cell morphology change observed by optical microscope;
(B) Intracellular generation of ROS detected by ROS staining.

图 2 Tax对MDA生成的影响
Fig.2 Effects of tax on the generation of MDA
*: P约0.05; **: P约0.01.

色荧光标记的 Mito-Tracker, 可作为线粒体内检
测 ROS水平的特异性荧光探针, 相对分子质量为
671.88。和 rhodamine 123 或 JC-1 相比 , Mito -
Tracker Green对于线粒体的染色不依赖于线粒体
膜电位的改变, 因此适用性更广。染色后荧光显
微镜下的观察结果显示: 正常对照组中仅可见极
少量绿色荧光且亮度较弱; 相比于正常对照组 ,
H2O2处理组中绿色荧光明显增多且荧光亮度增
强; 而 tax预处理后绿色荧光数目有所减少且荧
光亮度减弱(图 1B), 说明 tax预处理后细胞内 ROS
生成减少。

MDA是氧化应激过程中脂质过氧化产物, 是
细胞内氧化应激水平的标志物之一,实验结果显示:
与 Control 组相比, H2O2组 H9C2 心肌细胞 MDA
水平显著升高 (167.1依15.44 nmol/mL & 310.5依
33.6 nmol/mL, P<0.01); 而与 H2O2组相比 , tax 预
处理组 MDA水平则显著降低(310.5依33.6 nmol/mL
& 112.2依74.30 nmol/mL, P<0.05) (图 2)。上述结果
均提示 tax可降低细胞内氧化应激水平。

2.3 Tax对自噬的影响
心肌细胞自噬对维持心脏功能具有重要作

用。近年来研究证实, 各种心血管应激(心肌缺血、

缺血再灌注、缺血预适应等)和心脏疾病(心肌病、
心肌梗死、心力衰竭等)均伴有细胞自噬的改变并
影响着疾病的发生发展[11~13]。自噬小体和自噬小
泡是自噬过程中的膜性成分, 其形成是自噬过程
的重要体现。为验证 tax是否可通过影响自噬发挥
心肌保护作用, 电镜下观察各组细胞中自噬小体
及自噬泡的形成, 结果显示 tax 处理后细胞内自
噬小体增多, 部分自噬小泡融合(图 3A)。进一步用
Western-blot检测自噬相关蛋白质 p62、LC3 I/II的
表达水平, 结果显示 tax 处理组 p62 表达水平降
低, LC3 I向 LC3 II转化增多(图 3B), 这些结果提
示 tax可促进自噬。

2.4 Tax对 Nrf2/HO-1的影响
HO-1是细胞内的抗氧化酶, 具有抗氧化应

激、促自噬、抗炎等作用[14], 其表达受上游转录因
子 Nrf2的调节。为验证 tax是否通过影响 Nrf2/
HO-1信号通路的表达发挥其心肌保护作用, 通
过 qRT-PCR检测 H2O2处理及 tax预处理后心肌
细胞 Nrf2、HO-1 mRNA的表达水平。实验结果显
示: H2O2处理对 Nrf2/HO-1 mRNA的表达无明显
影响, 而 tax 预处理后 Nrf2/HO-1 mRNA 表达明
显升高(图 4A、B)。进一步用Western-blot法检测
Control组和 tax处理组中 Nrf2、HO-1蛋白的表达
量 , 结果与 mRNA 检测结果类似 , tax 处理后
Nrf2、HO-1的表达均明显升高(图 4C)。上述检测
结果说明 tax 可促进 Nrf2/HO-1的表达, 从而发
挥抗氧化应激作用。
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图 4 Tax对 Nrf2、HO-1表达的影响
(A) Tax对 Nrf2 mRNA表达的影响; (B) Tax对 HO-1 mRNA
表达的影响; (C) Tax对 Nrf2尧HO-1蛋白表达的影响遥 *: P约
0.05; **: P约0.01; ***: P约0.005遥
Fig.4 Effects of tax on the expression of Nrf2 and HO-1
(A) Effects of tax on the expression of Nrf2 mRNA; (B) Effects
of tax on the expression of HO-1 mRNA; (C) Effects of tax on
the expressions of Nrf2 and HO-1 proteins. *: P约0.05; **: P约
0.01; ***: P约0.005.

图 5 Tax对 HIF1琢蛋白表达的影响
Fig.5 Effects of tax on the expression of HIF1琢 protein
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苏其利等：花旗松素通过激活 Nrf2/HO-1/HIF1琢/Autophagy信号通路对 H2O2所致 H9C2细胞氧化应激保护作用的研究

2.5 Tax对 HIF1琢蛋白表达的影响
在缺氧情况下, HIF1琢的表达稳定, 分解减

少, 通过电子传递链的抑制, 减少活性氧的表达,
同时可通过 HIF1琢依赖的机制诱发自噬[15]。为验
证 tax 是否可通过 Nrf2/HO-1 通路的激活促进
HIF1琢 的表达 , 从而促进自噬 , 本文采用 West原
ern-blot 实验检测 HIF1琢 蛋白的表达变化情况。
结果发现 tax处理后 HIF1琢蛋白的表达水平升高
(图 5), 说明 tax可促进 HIF1琢的表达。

3 讨论

ICM是缺血条件下心肌形态和功能的改变所
致的心功能降低 , 研究表明氧化应激和自噬在
ICM的发生和发展中有重要作用[3, 4], 因此抗氧化
应激及促自噬成为防治 ICM的关键。现有研究发
现, 许多中药成分均可通过抗氧化及促自噬发挥
其生物活性[16, 17], 提示 tax亦可能通过抗氧化应激
及促自噬发挥心肌保护作用。

殷照初等 [18]的研究表明细胞的形态改变是
ICM的早期变化, 缺氧可致心肌细胞肥大。我们
的实验结果显示, H2O2可引起细胞形态学改变,

包括细胞肥大、正常梭形形态变为圆形或不规则形,
同时引起细胞内 ROS及 MDA产生增多等氧化应
激损害表现。而 tax预处理可缓解 H2O2诱导氧化
应激所致的心肌损害, 表现为缓解心肌细胞形态
学改变、降低线粒体中 ROS的生成、减少脂质过
氧化, 同时 tax可促进自噬小体及自噬泡的形成,
诱导自噬相关蛋白质表达量的改变。本文的研究

结果提示, tax的心肌保护作用可能与其抗氧化应
激及促进自噬相关。

Nrf2/HO-1信号通路是细胞内经典的抗氧化
应激通路, 其激活可降低氧化应激损害, 起到保
护细胞的作用[19, 20]。激活后的 Nrf2通过与 Keap1
解离后进入胞核与抗氧化反应元件 (antioxidant
response element, ARE)相互作用, 启动下游编码
抗氧化蛋白和域相解毒酶的基因表达, 发挥细胞
保护作用, HO-1是其下游基因之一。课题组前期
的研究证明, 在 RAW 细胞系中 tax 可通过激活
MAPK/Nrf2/HO-1 信号途径缓解刀豆素 ConA 诱
导的细胞损伤[21]。为探讨 tax在 H9C2心肌细胞中
抗氧化应激可能的分子机制, 我们研究了氧化应
激相关通路 Nrf2/HO-1 的表达水平。通过检测
Nrf2和 HO-1的 mRNA及蛋白质表达水平发现,
tax处理后可促进 Nrf2/HO-1 mRNA 及蛋白质的
表达, 表明 tax 可通过上调 Nrf2/HO-1 通路的表
达发挥其抗氧化应激作用。

目前研究表明自噬与氧化应激密切相关 [22]。
抗氧化酶 HO-1可调节自噬, 相关研究报道, 在肝
细胞中 HO-1可通过调节自噬抑制肝细胞损害[23, 24];
Surolia等[25]指出在肺内皮细胞中 HO-1可通过调
节自噬抑制其死亡及肺气肿的发展。本文的实验

结果显示 tax可上调 HO-1, 同时可促进自噬, 提
示 tax 在心肌细胞中可通过 HO-1 调节自噬, 但
其可能的分子机制有待进一步探索。

HIF1琢存在于线粒体中, 既可以抑制电子生
物传递链中 ROS的产生, 又可以通过 BNIP3/Bcl-
2途径促进细胞线粒体自噬。Gui等[15]的研究表明
HIF1在缺氧心肌细胞中具有调节自噬的作用, 被
缺氧诱导的自噬可通过增加 HIF1的表达而增强,
而敲除 HIF1后自噬被抑制, 同时 HIF1可通过调
节自噬缓解缺氧诱导的细胞死亡。我们的实验结

果显示 tax 处理后 HIF1琢表达增加 , 提示 tax 可
能通过 Nrf2/HO-1通路促进 HIF1琢的表达, 从而
促进自噬。

总之, 本研究提示在 H9C2细胞中, tax 可能
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通过 Nrf2/HO-1/HIF1琢信号通路增强自噬, 从而
发挥抗氧化应激心肌保护作用, 有望为 ICM的诊
治提供新思路。
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