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【摘要】  目的　本研究旨在探讨橙皮素（hesperetin, Hes）能否通过调控沉默信息调节因子1（silent information
regulator 1, SIRT1）/核转录因子E2相关因子2（nuclear transcription factor E2-related factor 2, NRF2）信号减轻氧化应激改善

阿霉素（doxorubicin, DOX）诱导的H9c2心肌细胞毒性。方法　采用DOX诱导的H9c2心肌细胞毒性模型，随机分为4组：对

照组（Control）、DOX处理组（DOX）、Hes加DOX处理组（DOX+Hes）以及Hes加SIRT1抑制剂EX527联合DOX处理组

（DOX+Hes+EX527）。光镜下观察细胞形态，CCK-8检测各组细胞活力，流式细胞术检测各组细胞凋亡率，DCFH-DA染色

观察各组ROS水平，ELISA试剂盒检测乳酸脱氢酶（ lact ic  dehydrogenase,  LDH）、超氧化物歧化酶（superoxide
dismutase, SOD）、过氧化氢酶（catalase, CAT）和SIRT1活性以及丙二醛（malondialdehyde, MDA）含量，Western blot检测裂

解的caspase-3（cleaved caspase-3）、细胞色素c（cytochrome c）、SIRT1、Ac-FOXO1、NRF2和血红素加氧酶1（heme oxygenase
1, HO-1）的表达。结果　和Control组相比，DOX组细胞形态肿胀，密度减小，细胞活力降低，培养基中LDH活性增加

（P<0.01）；细胞凋亡增多，cleaved caspase-3和cytochrome c表达增加（P<0.01）；CAT和SOD活性降低，MDA含量和ROS水平

增加（P<0.01）；SIRT1、NRF2和HO-1表达以及SIRT1活性降低，Ac-FOXO1表达增加（P<0.01）；与DOX组相比，DOX+Hes组
细胞形态改善，密度和细胞活力增加，培养基中LDH活性降低（P<0.01）；细胞凋亡减少，cleaved caspase-3和cytochrome c表
达降低（P<0.01）；CAT和SOD活性升高，MDA含量和ROS水平降低（P<0.01）；SIRT1、NRF2和HO-1表达以及SIRT1活性增

加，Ac-FOXO1表达降低（P<0.01）；而与DOX+Hes组相比，EX527阻断Hes对DOX诱导的H9c2细胞损伤、氧化应激和

SIRT1/NRF2信号的作用。结论　Hes可以通过调控SIRT1/NRF2信号抑制氧化应激和细胞凋亡减轻DOX诱导的H9c2心肌

细胞毒性。
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【Abstract】   Objective　To  investigate  whether  hesperetin  (Hes)  alleviates  doxorubicin  (DOX)-induced
cardiomyocytotoxicity  by  reducing  oxidative  stress  via  regulating  silent  information  regulator  1  (SIRT1)/nuclear
transcription factor E2-related factor 2 (NRF2) signaling in H9c2 cells. Methods　H9c2 cells were treated with DOX to
establish  the  cardiotoxicity  model  and  were  randomly  assigned  to  four  groups,  a  control  group  (Control)  and  three
treatment  groups,  receiving  respectively  DOX  (the  DOX  group),  Hes+DOX  (the  DOX+Hes  group),  and  Hes+SIRT1
inhibitor  EX527+DOX (the DOX+Hes+EX527 group).  Cellular  morphology was observed by the light  microscope.  Cell
viability was evaluated by CCK-8. DOX-induced apoptosis in H9c2 cells was examined by flow cytometry. The levels of
reactive oxygen species (ROS) in the H9c2 cells of the four groups were determied with 2'-7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate  (DCFH-DA)  staining.  The  activities  of  lactate  dehydrogenase  (LDH),  superoxide  dismutase  (SOD),  catalase
(CAT), and SIRT1 as well  as the malondialdehyde (MDA) content were measured using ELISA kits.  The expressions of
cleaved caspase-3, cytochrome c, SIRT1, Ac-FOXO1, NRF2, and heme oxygenase 1 (HO-1) were determined by Western
blot. Results　Compared  with  the  Control  group,  the  DOX group  showed  swollen  cellular  morphology,  decreased  cell
density and viability,  and increased LDH activity in the medium (P<0.01); both apoptosis and the expression of cleaved
caspase-3 and cytochrome c increased (P<0.01); the activities of CAT and SOD decreased while the contents of MDA and
ROS increased (P<0.01);  the  expression of  SIRT1,  NRF2,  and HO-1 decreased,  the activity  of  SIRT1 decreased,  and the
expression  of  Ac-FOXO1  increased  (P<0.01).  Compared  with  the  DOX  group,  the  DOX+Hes  group  showed  improved
cellular  morphology,  increased  cell  density  and  viability,  and  decreased  LDH  activity  in  the  medium  (P<0.01);  the
apoptosis and the expression of cleaved caspase-3 and cytochrome c decreased (P<0.01); the activities of CAT and SOD
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increased while the levels of MDA and ROS decreased (P<0.01); the expression of SIRT1, NRF2, and HO-1 increased, the
activity  of  SIRT1  increased,  and  the  expression  of  Ac-FOXO1  decreased  (P<0.01).  Comparison  of  the  findings  for  the
DOX+Hes group and the DOX+Hes+EX527 group showed that EX527 could block the protective effects of Hes against
DOX-induced  cell  injury,  oxidative  stress,  and  SIRT1/NRF2  signaling. Conclusion　Hes  inhibits  oxidative  stress  and
apoptosis via regulating SIRT1/NRF2 signaling, thereby reducing DOX-induced cardiotoxicity in H9c2 cells.

【Key words】　　Hesperetin　　Oxidative stress　　SIRT1/NRF2　　H9c2 cells　　Doxorubicin
  

尽管癌症和心血管疾病的检测手段和治疗方法均有

了长足的进步，但二者仍是我国乃至全世界高发病率和

死亡率的主要原因[1]。蒽环类药物如阿霉素（doxorubicin,

DOX）是临床上广泛使用的广谱抗肿瘤药物，在多种实体

瘤或非实体瘤的治疗中发挥重要作用[2-3]。然而，DOX时

间和剂量依赖的心脏毒性会导致患者左心室功能障碍甚

至出现心力衰竭等严重毒副作用，这极大地限制了其临

床应用[4]。近年来，关于DOX导致心脏毒性的病理机制

研究成为多学科研究的热点。已有研究表明，DOX可能

通过活性氧簇、拓扑异构酶2β、Ca2+稳态失衡、炎症反应

等因素导致心脏毒性[5-7]，但具体机制仍有待进一步阐明。

橙皮素（hesperetin, Hes）是芸香科柑橘属植物果实中

的一种重要生物活性成分[8]。作为天然的黄酮类化合物，

Hes具有广泛的药理学特性，包括抗炎、抗氧化、抗凋亡

等作用，在肿瘤和心脑血管疾病的防治中发挥重要作用[9-11]。

有研究表明，Hes可通过激活PI3K/Akt通路抑制心肌细胞

凋亡，减轻氧化应激和炎症反应改善心肌细胞缺氧/复氧

损伤[12]。同时，Hes对DOX引起的心脏纤维化也具有一定

的保护作用[13]。沉默信息调节因子1（silent information

regulator 1, SIRT1）是去乙酰化酶家族研究最为广泛的成

员，与细胞的多种生理过程如凋亡、炎症和氧化应激等密

切相关[14-15]。SIRT1能调节多种转录因子如核转录因子

E2相关因子2（nuclear transcription factor E2-related factor

2, NRF2），而NRF2是胞内重要的抗氧化应激因子，参与胞

内活性氧（reactive oxygen species, ROS）含量的调节[16-17]。

本研究采用DOX诱导的H9c2心肌细胞毒性模型，探讨

Hes能否通过调节SIRT1/NRF2信号发挥抗氧化应激作用

改善DOX诱导的心脏毒性。

 1     材料和方法

 1.1    实验材料

H9c2细胞购自中国上海天成科技有限公司；EX527购

自Selleck公司；裂解的caspase-3（cleaved caspase-3）、细胞

色素c（cytochrome c）、SIRT1、Ac-FOXO1、NRF2、血红素

加氧酶1（heme oxygenase 1, HO-1）和GAPDH抗体购自武

汉三鹰生物技术有限公司；BCA蛋白定量试剂盒购自

ThermoFisher Scientific公司；RIPA裂解液购自碧云天生物

技术有限公司；TUNEL染色试剂盒购自Roche公司；CCK-

8试剂盒、过氧化氢酶（catalase, CAT）活性、超氧化物歧化

酶（superoxide dismutase, SOD）活性、SIRT1活性、丙二醛

（malondialdehyde, MDA）含量和乳酸脱氢酶（lactate

dehydrogenase, LDH）活性检测试剂盒购自碧云天生物技

术有限公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔和山羊抗鼠

抗体购自武汉谷歌生物技术有限公司。

 1.2    细胞培养和模型建立

H9c2细胞用含有10%胎牛血清和青霉素/链霉素溶

液的D M E M培养基在 3 7  ℃恒温培养箱（体积分数

21%O2及体积分数5%CO2）中培养。用1 μmol/L的DOX处

理H9c2细胞24 h模拟心脏毒性模型，再随机分为4组：对

照组（Control）、DOX处理组（DOX）、Hes加DOX处理组

（DOX+Hes）以及Hes加SIRT1抑制剂EX527联合DOX处理

组（DOX+Hes+EX527）。Control组采用正常培养基培养；

DOX组用1 μmol/L的DOX处理24 h；DOX+Hes组H9c2细

胞先用10 μmol/L的Hes预处理24 h，再用1 μmol/L的

DOX处理24 h；DOX+Hes+EX527组H9c2细胞先用

10 μmol/L的EX527预处理1 h，再用Hes处理24 h，最后用

1 μmol/L的DOX处理24 h。根据文献确定DOX、Hes和

EX527的浓度[18-20]。

 1.3    H9c2细胞活力检测

取4组细胞，将培养的H9c2细胞接种在96孔板中。严

格按照CCK-8说明书的步骤测定各组细胞存活率，通过

酶标仪检测各组样品的光密度。各组处理结束后将

CCK-8溶液加入10 μL的每个孔中，并在37 ℃下在避光孵

育2 h后检测。使用微板读取器分光光度法读取450 nm

处的吸光度（A450）值。细胞活力检测正比于A450值。然后

以对照组的细胞活力的均数为100%，计算其他组相对于

对照组的细胞活力。

 1.4    ELISA检测H9c2细胞LDH活性和流式细胞术检测

H9c2细胞凋亡

将H9c2细胞2×105 mL－1的密度均匀种在6孔板中，待

正常贴壁生长后，根据不同分组培养处理，按照LDH检测

试剂盒步骤测定收集的4组细胞培养液上清中LDH的活

性。使用酶标仪测量每个孔中A450读数，根据说明书计算

各组LDH活性。LDH活性正比于A450值。
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 1.5    流式细胞术检测H9c2细胞凋亡

取4组细胞，用PBS小心洗涤收集各组细胞，离心弃上

清并保留沉淀，用正常培养基重悬细胞，每组细胞用500 μL

结合缓冲液、5 μL PI和5 μL Annexin Ⅴ-FITC室温下孵育

10 min，流式细胞仪检测各组细胞凋亡程度。

 1.6    免疫印迹法检测H9c2细胞蛋白表达

将H9c2细胞培养于60 mm细胞培养皿中，根据分组

处理后，弃上清，PBS清洗。用RIPA裂解液将细胞重悬，

在冰上裂解20 min，并于4 ℃ 12 000×g离心20 min，取上

清，BCA定量。采用聚丙烯酰胺凝胶100 V分离蛋白，湿

转法将凝胶上的蛋白转至PVDF膜90 min；将膜置于5%脱

脂奶粉室温封闭2 h，将膜放入抗c leaved caspase-3

（1∶1  000）、抗cytochrome c（1∶1  000）、抗SIRT1（1∶

1 000）、抗Ac-FOXO1（1∶1 000）、抗NRF2（1∶1 000）、抗

HO-1（1∶1 000）和抗GAPDH抗体（1∶5 000）中，4 ℃摇床

过夜；用含有0.1%吐温20的TBS（TBST）洗膜后，加入

HRP标记的二抗室温下孵育2 h，Bio-Rad化学发光系统检

测，并用Image Lab软件进行灰度值计算。以内参蛋白的

灰度值为1，计算目的条带相对内参蛋白的灰度值，为目的

蛋白的相对表达量。然后以对照组的蛋白相对表达量的

均数为100%，计算其他组相对于对照组目的蛋白的表达量。

 1.7    免疫荧光染色检测ROS含量的变化

取4组细胞，用PBS洗涤3次，并加入含有10 μmol/L浓

度DCFH-DA染液的无血清培养基，在培养箱中避光孵育

30 min，随后用无血清培养基洗涤3次，激光共聚焦显微

镜下拍摄图像并保存。

  1.8     ELISA检测CAT活性、SOD活性、MDA含量和

SIRT1活性

取4组细胞，用预冷的PBS小心洗涤3次，加入裂解液

并在冰上充分裂解20 min，4 ℃ 12 000×g离心10 min，取上

清，用BCA法进行蛋白浓度检测。按照CAT活性检测试

剂盒、SOD活性检测试剂盒、MDA检测试剂盒以及

SIRT1活性检测试剂盒说明书的要求，将反应液和待测样

品充分混匀，采用酶标仪测定各组样品吸光值并根据相

应公式转换为各组的活力或含量值。

 1.9    统计学方法

x̄± s数据采用 表示，多组间比较采用单因素方差分

析（One-way ANOVA），再用Bonferroni法比较两组间差

异，P<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    Hes改善DOX引起的H9c2细胞损伤

如图1显示，和Control组相比，DOX组细胞密度减

小，细胞形态明显皱缩，细胞活力降低（P<0.01），培养基

中LDH活性增加（P<0.01）；与DOX组相比，DOX+Hes组细

胞密度增加，细胞形态改善，细胞活力增加（P<0.01），培

养基中LDH活性降低（P<0.01）；而与DOX+Hes组相比，

DOX+Hes+EX527组细胞密度减小，细胞形态皱缩，细胞

活力降低（P < 0 . 0 1 ） ，培养基中L D H活性增加（P <

0.01）。这些结果说明Hes具有改善DOX引起的H9c2细胞

损伤的作用，而这一作用与SIRT1信号有关。

 2.2    Hes减轻DOX引起的H9c2细胞凋亡的作用

如图2，与Control组相比，流式细胞术和Western

blot结果显示，DOX组细胞凋亡增多，凋亡相关蛋白

cleaved caspase-3和cytochrome c表达增加（P<0.01）；与

DOX组相比，DOX+Hes组细胞凋亡减少，凋亡相关蛋白

cleaved caspase-3和cytochrome c表达降低（P<0.01）；而与

DOX+Hes组相比，DOX+Hes+EX527组细胞凋亡增多，凋
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图 1  Hes改善DOX引起的H9c2细胞损伤

Fig 1  The alleviative effect of Hes on DOX-induced H9c2 cell injury

n=6. ** P<0.01, vs. Control group; ## P<0.01, vs. DOX group; && P<0.01, vs. DOX+Hes group.
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亡相关蛋白cleaved caspase-3和cytochrome c表达增加

（P<0.01）。这些结果说明Hes能够改善DOX引起的

H9c2细胞凋亡，而这一作用与SIRT1信号有关。

 2.3    Hes减轻DOX引起的H9c2细胞氧化应激损伤

如图3，与Control组相比，ELSIA和DCFH-DA染色结

果显示，DOX组CAT和SOD活性降低，MDA含量和

ROS水平增加（P<0.01）；与DOX组相比，DOX+Hes组

C A T和 S O D活性增加，M D A含量和R O S水平降低

（P<0.01）；而与DOX+Hes组相比，DOX+Hes+EX527组

C A T和 S O D活性降低，M D A含量和R O S水平增加

（P<0.01）。这些结果说明Hes能够改善DOX引起的

H9c2细胞氧化应激损伤，其作用与SIRT1信号有关。

 2.4    Hes改善DOX引起的SIRT1/NRF2信号抑制

如图4和图5，与Control组相比，Western blot结果显

示，DOX组SIRT1、NRF2和HO-1表达降低，Ac-FOXO1表

达增加（P<0.01），SIRT1活性降低（P<0.01）；与DOX组相
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图 2  Hes改善DOX引起的H9c2细胞凋亡

Fig 2  The alleviative effect of Hes on DOX-induced apoptosis in H9c2 cells

A, Flow cytometry; B, Western blot. n=6. ** P<0.01, vs. Control group; ## P<0.01, vs. DOX group; && P<0.01, vs. DOX+Hes group.

 

60

40

20

0

**

##

&&

60

40

20

0

M
D

A
 a

ct
iv

it
y 

(U
/m

g 
p

ro
te

in
)

**

##

&&

70

60

50

40

30

20

10

0

SO
D

 a
ct

iv
it

y 
(U

/m
g 

p
ro

te
in

)

**

##

&&

DCFH-DA (×200)

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

A B C D A B C D

A B C D

A B C D

CA
T 

ac
tiv

ity
 (U

/m
g 

pr
ot

ei
n)

 
图 3  Hes改善DOX引起的H9c2细胞氧化应激

Fig 3  The alleviative effect of Hes on DOX-induced oxidative stress in H9c2 cells

CAT: catalase; SOD: superoxide dismutase; MDA: malondialdehyde. A, Control group; B, DOX group; C, DOX+Hes group; D, DOX+Hes+EX527 group. n=6.
** P<0.01, vs. A group; ## P<0.01, vs. B group; && P<0.01, vs. C group.
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比，DOX+Hes组SIRT1、NRF2和HO-1表达增加，Ac-

FOXO1表达降低（P<0.01），SIRT1活性增加（P<0.01）；而与

DOX+Hes组相比，DOX+Hes+EX527组SIRT1、NRF2和

HO-1表达降低，Ac-FOXO1表达增加（P<0.01），SIRT1活

性降低（P<0.01）。这些结果表明Hes能够改善DOX引起

的SIRT1/NRF2信号抑制。

 3     讨论

DOX是一种有效的蒽环类抗肿瘤药物，用于多种恶

性肿瘤如的化疗[2]。然而，DOX在临床的使用过程中往

往会受到严重不良反应的限制，尤其是其剂量依赖地导

致患者出现左室收缩功能障碍、心律失常、扩张型心肌

病和心力衰竭等心脏毒副作用[3, 21]。已有临床研究表明，

当DOX的使用剂量从400 mg/m2增加到700 mg/m2时，患

者发生心脏毒性的概率从5%增加到48%[22]。即使没有明

显的临床症状，仍有30%～35%的癌症患者心脏生物标志

物明显增加[22]。如何防治DOX引起的心脏毒性减轻其毒

副作用成为临床关注的重点。本研究发现，Hes可以通过

激活SIRT1/NRF2信号改善DOX引起的心肌细胞损伤、细

胞凋亡和氧化应激，这一结果提示Hes是临床上防治

DOX引起的心脏毒性的潜在治疗药物。

有研究表明，Hes对DOX导致的小鼠心脏纤维化具有

保护作用[13]。另外，Hes可以改善DOX诱导的大鼠心肌细

胞氧化应激和DNA损伤[8]。众所周知，DOX导致心脏毒

性的一个重要方面是引起心肌细胞不可逆性损伤并死

亡，而心肌细胞是高度分化的终末细胞，无法进行细胞分

裂，其基本丧失再生能力[23]。因此，心肌死亡后并不能通

过细胞增殖弥补缺失的细胞数量。DOX处理H9c2细胞

引起的细胞损伤和凋亡可以在体外条件下模拟心脏毒性

作用[24]。本实验结果显示，DOX会导致H9c2细胞活力降

低，培养基中LDH活性增加，细胞凋亡增多；Hes干预后能

明显提高H9c2细胞活力，降低LDH活性和细胞凋亡。而

EX527能阻断Hes对DOX引起的H9c2细胞损伤的改善

作用。

Hes具有的抗炎、抗血小板聚集、抗氧化、舒张血管

等药理学特性，在心血管系统中发挥着重要作用[11]。有

研究表明，Hes可通过抑制心肌细胞凋亡，减轻氧化应激

和炎症改善心肌细胞缺氧/复氧损伤[12]。然而，Hes是否

能够通过减轻氧化应激改善DOX引起的心脏毒性还不清

楚。作为转录因子，NRF2是胞内一种重要的抗氧化因

子，通过调节下游抗氧化基因如HO-1和醌氧化还原酶的

表达来抑制氧化应激[17]。激活的NRF2可以与ARE结合，

启动抗氧化基因的转录过程。CAT和SOD是胞内重要的

抗氧化酶，参与氧自由基的清除，而MDA是脂质过氧化

的重要代谢产物，过多的累积会导致细胞毒性[10]。氧化

应激是DOX诱导的心脏毒性的主要因素之一[6]。本实验

结果表明，D O X能明显增加R O S和M D A含量，降低

CAT和SOD活性，与此同时，NRF2和HO-1的表达也明显

降低，这说明DOX加重H9c2细胞氧化应激损伤；而Hes可

明显降低ROS和MDA含量，提高CAT和SOD活性，并增加

NRF2和HO-1的表达，这些结果证明Hes在DOX引起的心

肌细胞氧化应激损伤中发挥保护作用。

SIRT1是一类NAD+依赖的组蛋白去乙酰化酶，是细

胞内重要的调节因子，在细胞代谢、凋亡、炎症反应和氧
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图 4  Western blot检测Hes改善DOX引起的H9c2细胞SIRT1/NRF2信号

Fig 4  Western blot was performed to determine the alleviative effect of Hes on DOX-induced SIRT1/NRF2 signaling in H9c2 cells

A, Control group; B, DOX group; C, DOX+Hes group; D, DOX+Hes+EX527 group. n=6, ** P<0.01, vs. A group; ## P<0.01, vs. B group; && P<0.01, vs. C group.
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图 5  ELISA检测Hes改善DOX引起的H9c2细胞SIRT1活性变化

Fig 5  ELISA assay was performed to determine the alleviative effect of
Hes on DOX-induced SIRT1 activity in H9c2 cells

A ,  C o n t r o l  g r o u p ;  B ,  D O X  g r o u p ;  C ,  D O X + H e s  g r o u p ;  D ,

DOX+Hes+EX527 group. n=6. ** P<0.01, vs. A group; ## P<0.01, vs. B group;
&& P<0.01, vs. C group.
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化应激等多种细胞生理或病理过程中发挥保护作用[14-15]。

Hes能否通过SIRT1信号在DOX导致的心脏毒性中发挥

保护作用目前还未见报道，其具体机制仍不清楚。在心

血管系统中，SIRT1可以通过FOXOs、NRF2、核因子-κB、

PGC1-α或p53等下游信号分子发挥作用[15, 25]。研究发现，

白藜芦醇可上调SIRT1表达抑制DOX诱导的H9c2细胞损

伤[26]；另外，SIRT1在褪黑素抗DOX所致心肌细胞氧化应

激损伤中发挥重要作用[27]。本实验结果显示，Hes能够上

调DOX引起的SIRT1表达和活性抑制，降低Ac-FOXO1的

表达，同时，增加NRF2和HO-1的表达；而EX527能阻断

Hes对SIRT1及其底物Ac-FOXO1以及NRF2和HO-1表达

的影响。这些结果说明Hes可通过激活SIRT1/NRF2信号

降低氧化应激损伤改善D O X引起的H 9 c 2细胞心脏

毒性。

综上所述，本实验证明Hes在H9c2细胞心脏毒性模型

中具有保护作用，并证实Hes可通过调控SIRT1/NRF2信

号降低氧化应激损伤改善H9c2细胞心脏毒性。本实验为

临床应用Hes防治抗肿瘤药物引起的心脏毒性提供了实

验依据和理论支持。由于本实验只采用了H9c2细胞，在

今后的研究中将增加动物实验，进一步明确Hes调控

SIRT1、NRF2的表达与心肌毒性之间的直接关系。

* * *
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