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· 论著 ·

异荭草素调节HMGB1-RAGE信号通路对脂多糖诱导的

心肌细胞损伤的影响

江尚霞1，2，何许伟2

（1. 浙江中医药大学研究生院，杭州  310053；2. 丽水市人民医院急诊医学科，浙江  丽水  323000）  

摘要  目的 探究异荭草素 （ISO） 调节高迁移率族蛋白B1 （HMGB1） -糖基化终末产物受体 （RAGE） 信号通路对脂多糖 （LPS） 

诱导的心肌细胞损伤的影响。方法  采用LPS诱导H9c2细胞损伤，将细胞随机分为LPS诱导组 （Model组，1 μg/mL LPS）、低浓度

ISO干预组 （ISO-L组，50 μmol/L ISO）、高浓度ISO干预组 （ISO-H组，100 μmol/L ISO） 和高浓度ISO+RAGE激活剂晚期糖基化终末产

物 （AGES） 组 （ISO-H+AGES组，100 μmol/L ISO+10 μg/mL AGES），另设对照 （Control） 组。用CCK-8法检测H9c2细胞的活力。用流

式细胞术检测H9c2细胞凋亡率。用ELISA试剂盒检测H9c2细胞中氧化应激相关因子超氧化物歧化酶 （SOD）、丙二醛 （MDA） 与谷

胱甘肽过氧化物酶 （GSH-Px） 水平； ELISA法检测H9c2细胞炎性细胞因子白细胞介素-1β （IL-1β）、肿瘤坏死因子α （TNF-α） 和乳

酸脱氢酶 （LDH） 水平。用Western blotting检测H9c2细胞HMGB1-RAGE信号通路与凋亡相关蛋白的表达水平。结果  与Control组

相比，Model组H9c2细胞光密度 （OD） 450 （48 h、72 h）、SOD、GSH-Px、B细胞淋巴瘤-2 （Bcl-2） 蛋白表达水平显著下降 （P < 0.05），细

胞凋亡率、MDA、IL-1β、TNF-α和LDH水平、HMGB1、RAGE、Bcl-2相关X蛋白 （Bax）、cleaved caspase-3蛋白表达水平显著上升 （P < 

0.05）。与Model组比较，ISO-L组、ISO-H组H9c2细胞OD450 （48 h、72 h）、SOD、GSH-Px、Bcl-2蛋白表达水平显著升高 （P < 0.05），细胞

凋亡率、MDA、IL-1β、TNF-α和LDH水平、HMGB1、RAGE、Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平显著下降 （P < 0.05）。AGES减弱了

ISO对LPS诱导的H9c2细胞损伤的缓解作用。结论  ISO可能通过抑制HMGB-RAGE信号通路的过度激活减轻LPS诱导的心肌细

胞损伤。
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Abstract  Objective To investigate the effect of isoorientin （ISO） on lipopolysaccharide （LPS） -induced myocardial cell damage 

through regulation of the high-mobility group protein B1 （HMGB1） receptor for the advanced glycation end-product （RAGE） signaling 

pathway. Methods   H9c2 myocardial cells were incubated with LPS，and the cells were randomly assigned to an LPS induction group 

（Model group，1 μg/mL LPS），a low concentration ISO intervention group （ISO-L group，50 μmol/L ISO），a high concentration ISO interven-
tion group （ISO-H group，100 μmol/L ISO），or a high concentration ISO+RAGE activator late glycation end-products （AGES） group （ISO-
H+AGES group，100 μmol/L ISO+10 μg/mL AGES），with an additional control group （Control group）. A cell counting kit 8 assay was used 

to determine the viability of the H9c2 cells. Flow cytometry was used to determine the rate of apoptosis of the H9c2 cells. An ELISA kit 

was used to determine the levels of oxidative stress-related factors，superoxide dismutase （SOD），malondialdehyde （MDA），and glutathione 

peroxidase （GSH-Px） in the H9c2 cells. ELISA method was also used to determine the levels of inflammatory factors，interleukin-1β （IL-
1β），tumor necrosis factor α （TNF-α），and lactate dehydrogenase （LDH） in the H9c2 cells. Western blotting was used to determine the 

expression levels of the HMGB1-RAGE signaling pathway and apoptosis-related proteins in the H9c2 cells. Results  Compared with the 

Control group，the expression levels of optical density （OD） at 450 nm （48 h and 72 h），SOD，GSH-Px，and B-cell lymphoma-2 （Bcl-2） 

proteins in the H9c2 cells in the Model group were significantly reduced （P < 0.05），and the apoptosis rate，MDA，IL-1β，TNF-α，and LDH 
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levels，and the expression levels of HMGB1，RAGE，Bcl-2 associated X protein （Bax），and cleaved caspase-3 proteins were significantly 

increased （P < 0.05）. Compared with the Model group，the expression levels of OD450 （48 h and 72 h），SOD，GSH-Px，and Bcl-2 proteins 

in the H9c2 cells in the ISO-L and ISO-H groups were significantly increased （P < 0.05），and the apoptosis rate，MDA，IL-1β，TNF-α，and 

LDH levels，and the expression levels of HMGB1，RAGE，Bax，and cleaved caspase-3 proteins were significantly decreased （P < 0.05）. 

AGES weakened the alleviating effect of ISO on LPS-induced H9c2 cell damage. Conclusion   ISO alleviates LPS-induced myocardial 

cell damage by inhibiting excessive activation of the HMGB-RAGE signaling pathway.

Keywords  isoorientin； high-mobility group protein B1-receptor for advanced glycation end-product signaling pathway； lipopolysaccha-
ride； myocardial cell damage

急性心力衰竭是进展速度快、死亡率较高的心

血管系统疾病，其中由脂多糖 （lipopolysaccharide，

LPS） 诱导的急性心力衰竭预后更差［1-2］。研究［3］发

现，LPS会诱发心肌细胞损伤，从而导致心力衰竭，

是主要的致病因素。寻找安全有效的药物来抑制

LPS诱发的心肌细胞损伤，有利于临床防治急性心

力衰竭。异荭草素 （isoorientin，ISO） 是山楂、鸢尾花

等植物中的黄酮类成分，具有抗炎、抗氧化、保护脏

器、治疗糖尿病和抗癌等作用［4］。LI等［5］研究发现

ISO可能通过抑制MAPK和caspase依赖性凋亡途径

降低阿霉素诱导的心脏毒性，对心脏具有保护作

用。高迁移率族蛋白B1 （high mobility group protein B1，

HMGB1） -糖基化终末产物受体 （receptor for advanced 

glycation end-product，RAGE） 信号通路与炎症反应

的发生与激活密切相关，上调该通路能驱动炎症反

应的发生，抑制该信号通路的过度激活可以有效保

护心脏，避免缺血再灌注损伤［6］。但关于HMGB1-

RAGE信号通路对LPS诱导的心肌细胞损伤的影响

尚鲜有报道。本研究以H9c2细胞为研究对象，探究

ISO对LPS诱导的心肌细胞损伤的影响和相关分子

机制。

1 材料与方法

1.1 细胞

大鼠胚胎心肌细胞系H9c2由北京北纳创联生

物技术研究院提供。

1.2 主要试剂与仪器

ISO （纯度≥98%） 购自上海永恒生物科技有限

公司；RIPM 1640培养基等细胞培养所用试剂、LPS

均购自美国Sigma公司；RAGE激活剂晚期糖基化终

末产物 （advanced glycosylation end products，AGES） 购自

美国Hyclone公司；超氧化物歧化酶 （superoxide dis-

mutase，SOD）、细胞凋亡检测试剂盒、丙二醛 （malon-

dialdehyde，MDA）、谷胱甘肽过氧化物酶 （glutathione 

peroxidase，GSH-Px）、CCK-8试剂盒、白细胞介素-1β 

（interleukin-1β，IL-1β）、肿瘤坏死因子α （tumor necrosis 

factor α，TNF-α） ELISA试剂盒均购自上海碧云天生

物技术股份有限公司；B细胞淋巴瘤-2 （B-cell lym-

phoma-2，Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白 （Bcl-2 associated X 

protein，Bax）、HMGB1、RAGE、cleaved caspase-3、

GAPDH一抗和羊抗兔二抗购自英国abcam公司。全

自动生化分析仪 （AS-800） 购自南京颐兰贝生物科

技有限责任公司。

1.3 细胞培养、分组与处理

将H9c2细胞接种于含10%胎牛血清的RPMI 1640

培养基中 （另加入100 U/mL的青霉素和10 mg/L的链

霉素），在饱和湿度、37 ℃、5%CO2的培养箱环境中

培养，1 ∶ 3消化传代，并将对数期的H9c2细胞随机

分为LPS诱导组 （Model组，1 μg/mL LPS） 、低浓度ISO

干预组 （ISO-L组，50 μmol/L ISO）、高浓度ISO干预组 

（ISO-H组，100 μmol/L ISO ［7］） 和高浓度ISO+AGES组 

（ISO-H+AGES组，100 μmol/L ISO+10 μg/mL AGES［8］），

另设对照组 （Control组，正常培养）。除Control组外，

其余各组细胞均加入1 μg/mL的LPS作用24 h［9］，之后

加入相应药物处理48 h。

1.4 CCK-8法检测H9c2细胞的活力

将1.3中处理后的H9c2细胞经胰酶消化，接种在

96孔板中，分别于24 h、48 h和72 h加入CCK-8试剂，继

续培养4 h，测定每孔的光密度 （optical density，OD）值。

1.5 流式细胞术检测H9c2细胞凋亡率

将H9c2细胞接种于6孔板中 （5×105/孔），按1.3

中的操作进行分组和给药，收集处理过的细胞。使

用结合缓冲液重悬，加入FITC和PI染液，暗处孵育20 

min后用流式细胞仪分析。
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1.6 ELISA试剂盒检测H9c2细胞中氧化应激相关

因子SOD、MDA与GSH-Px水平

胰酶处理后离心收集经过1.3处理的H9c2细

胞，超声破碎，离心后取上清，按照试剂盒步骤检测

H9c2细胞中SOD、MDA与GSH-Px水平。

1.7 检测H9c2细胞炎性细胞因子IL-1β、TNF-α和乳

酸脱氢酶 （lactic dehydrogenase，LDH） 水平

收集各组药物处理48 h后的细胞，使用全自动

生化分析仪检测H9c2细胞中LDH水平；按照相关试

剂盒操作，ELISA法检测H9c2细胞炎性细胞因子IL-

1β、TNF-α水平。

1.8 Western blotting检测细胞HMGB1-RAGE信号通

路与凋亡相关蛋白的表达水平

用蛋白裂解液提取H9c2细胞总蛋白，并对蛋白

浓度进行测定，蛋白质上样后进行电泳、转膜、封闭，

加入兔源HMGB1、RAGE、Bax、Bcl-2、cleaved caspase-3

和GAPDH一抗 （均为1 ∶ 2 000） 进行稀释，孵育过

夜。加入相应羊抗兔二抗稀释液 （1 ∶ 8 000） 孵育2 

h。显色成像后，分析蛋白条带灰度。

1.9 统计学分析

采用GraphPad Prism 7.0软件进行统计分析，计

量资料以x-±s表示。多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用LSD-t检验，P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 ISO对各时间点H9c2细胞活力的影响

与Control组相比，Model组H9c2细胞OD450在48 

h和72 h显著下降 （P < 0.05）。与Model组相比，ISO-L

组、ISO-H组H9c2细胞OD450在48 h和72 h显著上升 

（P < 0.05）。与ISO-L组相比，ISO-H组H9c2细胞OD450

在48 h和72 h显著上升 （P < 0.05）。与ISO-H组相比，

ISO-H+AGES组细胞OD450在48 h和72 h显著下降 （P < 

0.05）。见表1。

表1  各组H9c2细胞不同时间细胞活力的比较 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.1  Comparison of cell viability of the H9c2 cells in each group at different time points （x
-
±s，n = 6）

Group
OD450

24 h 48 h 72 h

Control 0.16±0.02 0.63±0.06 1.04±0.10

Model 0.17±0.02 0.25±0.031） 0.46±0.051） 

ISO-L 0.15±0.04 0.40±0.042） 0.62±0.062） 

ISO-H 0.16±0.03 0.57±0.062），3） 0.85±0.092），3） 

ISO-H+AGES 0.16±0.04 0.37±0.044） 0.57±0.064） 

1） P < 0.05 vs. Control group；2） P < 0.05 vs. Model group；3） P < 0.05 vs. ISO-L group；4） P < 0.05 vs. ISO-H group.

2.2 ISO对H9c2细胞凋亡率的影响

与Control组 （3.10%±0.47%） 相比，Model组H9c2

细胞凋亡率 （39.69%±3.44%） 显著上升 （P < 0.05）。

与Model组相比，ISO-L组 （23.18%±2.50%）、ISO-H组

（12.26%±1.32%） H9c2细胞凋亡率显著降低 （P < 0.05）。

与ISO-L组相比，ISO-H组H9c2细胞凋亡率显著降低 

（P < 0.05）。与ISO-H组相比，ISO-H+AGES组细胞凋

亡率 （25.61%±2.46%） 显著升高 （P < 0.05）。见图1。

2.3 ISO对H9c2细胞氧化应激相关因子SOD、MDA

与GSH-Px水平的影响

与Control组相比，Model组H9c2细胞MDA水平上

升 （P < 0.05），SOD、GSH-Px水平下降 （P < 0.05）。与

Model组相比，ISO-L组、ISO-H组H9c2细胞MDA水平

显著降低 （P < 0.05），SOD、GSH-Px水平显著升高 （P < 

0.05）。与ISO-L组相比，ISO-H组H9c2细胞MDA水平

显著降低 （P < 0.05），SOD、GSH-Px水平显著升高 （P < 

0.05）。与ISO-H组相比，ISO-H+AGES组细胞MDA水

平显著上升 （P < 0.05），SOD、GSH-Px水平显著下降 

（P < 0.05）。见表2。

2.4 ISO对H9c2细胞IL-1β、TNF-α和LDH水平的影

响

与Control组相比，Model组H9c2细胞IL-1β、TNF-α

和LDH水平显著上升 （P < 0.05）。与Model组相比，

ISO-L组、ISO-H组H9c2细胞IL-1β、TNF-α和LDH水平
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显著降低 （P < 0.05）。与ISO-L组相比，ISO-H组H9c2

细胞IL-1β、TNF-α和LDH水平显著降低 （P < 0.05）。

与ISO-H组相比，ISO-H+AGES组细胞IL-1β、TNF-α和

LDH水平显著升高 （P < 0.05）。见表3。

A，Control group；B，Model group；C，ISO-L group；D，ISO-H group；E，ISO-H +AGES group.

图1  流式细胞术检测H9c2细胞凋亡

Fig.1  Apoptosis of the H9c2 cells detected by flow cytometry

表2  各组H9c2细胞氧化应激相关因子SOD、MDA与GSH-Px水平的比较 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.2  Comparison of the levels of oxidative stress-related factors SOD，MDA，and GSH-Px in the H9c2 cells in each group （x-±s，

n = 6）

Group SOD （U/mg） MDA （μmol/g） GSH-Px （U/g） 

Control 157.32±5.38 12.34±1.46 935.47±11.53

Model   50.63±2.231） 54.21±5.031） 325.64±8.551） 

ISO-L   74.50±3.112） 37.32±3.432） 527.29±9.372） 

ISO-H 122.58±4.262），3） 18.95±1.962），3） 833.78±10.462），3） 

ISO-H+AGES   84.25±3.944） 41.02±3.664） 610.44±7.524） 

1） P < 0.05 vs. Control group；2） P < 0.05 vs. Model group；3） P < 0.05 vs. ISO-L group；4） P < 0.05 vs. ISO-H group.

表3  各组H9c2细胞炎性细胞因子IL-1β、TNF-α和LDH水平的比较 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.3  Comparison of the levels of inflammatory factors IL-1β，TNF-α and LDH in the H9c2 cells in each group （x-±s，n = 6） 

Group IL-1β （ng/L） TNF-α （ng/L） LDH （U/L） 

Control   71.58±6.38   52.37±4.80 18.23±1.12

Model 154.35±10.431） 149.13±11.761） 89.44±3.561） 

ISO-L 120.17±9.522） 119.20±9.432） 66.38±3.792） 

ISO-H   86.49±7.482），3）   70.73±8.092），3） 29.45±3.302），3） 

ISO-H+AGES 117.64±10.354） 124.38±11.454） 62.17±5.394） 

1） P < 0.05 vs. Control group；2） P < 0.05 vs. Model group；3） P < 0.05 vs. ISO-L group；4） P < 0.05 vs. ISO-H group.
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2.5 ISO对H9c2细胞HMGB1-RAGE信号通路与凋亡

相关蛋白表达水平的影响

与Control组 相 比，Model组H9c2细 胞HMGB1、

RAGE、Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平显著上升

（P < 0.05），Bcl-2蛋白表达水平显著下降 （P < 0.05）。与

Model组相比，ISO-L组、ISO-H组H9c2细胞HMGB1、

RAGE、Bax、cleaved caspase-3表达降低 （P < 0.05），Bcl-2

蛋白表达水平上升 （P < 0.05）。与ISO-L组相比，ISO-H

组H9c2细胞HMGB1、RAGE、Bax、cleaved caspase-3

表达水平降低 （P < 0.05），Bcl-2蛋白表达水平上升 （P < 

0.05）。与ISO-H组相比，ISO-H+AGES组细胞RAGE、

Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平显著上升 （P < 0.05），

Bcl-2蛋白表达水平显著下降 （P < 0.05），HMGB1蛋白

表达水平无统计学差异 （P > 0.05）。见表4、图2。

表4  各组H9c2细胞HMGB1-RAGE信号通路与凋亡相关蛋白的表达水平的比较 （x
-
±s，n = 6） 

Tab.4  Comparison of  the expression  levels of HMGB1-RAGE signaling pathway and apoptosis-related proteins  in  the H9c2 cells  in 

each group （x
-
±s，n = 6） 

Group HMGB1 RAGE Bax Bcl-2 Cleaved caspase-3

Control 0.30±0.03 0.22±0.02 0.25±0.03 0.78±0.08 0.34±0.03

Model 0.87±0.091） 0.81±0.081） 0.89±0.091） 0.32±0.031） 0.83±0.081） 

ISO-L 0.55±0.062） 0.52±0.052） 0.63±0.062） 0.54±0.052） 0.66±0.072） 

ISO-H 0.37±0.042），3） 0.29±0.032），3） 0.40±0.042），3） 0.70±0.072），3） 0.42±0.042），3） 

ISO-H+AGES 0.40±0.04 0.54±0.054） 0.59±0.064） 0.51±0.054） 0.64±0.064） 

1） P < 0.05 vs. Control group；2） P < 0.05 vs. Model group；3） P < 0.05 vs. ISO-L group；4） P < 0.05 vs. ISO-H group.

3 讨论

研究［10］发现，高浓度LPS可导致心肌细胞受损，

进而影响心脏正常功能和运转，是一系列心血管疾

病的致病因素之一。氧化应激和炎症反应是LPS诱

导心肌细胞发生损伤的主要标志。其中MDA、SOD、

GSH-Px均是细胞氧化损伤的重要指标，MDA能够

评估细胞脂质过氧化和细胞损伤程度；SOD、GSH-

Px能够反映细胞清除自由基的能力［11］。LDH是反

映心肌细胞损伤的重要标志物，其高水平代表心肌

细胞坏死程度高［12］。本研究使用LPS诱导H9c2细胞

发生损伤，结果显示，Model组H9c2细胞48 h与72 h

的活力、SOD、GSH-Px、Bcl-2蛋白表达水平下降，细

胞凋亡率、MDA、IL-1β、TNF-α、LDH、Bax和cleaved 

caspase-3表达上升，说明LPS能够诱导H9c2细胞发

生损伤。

ISO是木犀草素糖苷类的天然黄酮成分，广泛

存在于荭草、黑米、荞麦等植物中，具有抑制氧化应

激、抗炎、抗癌等多种生物活性。朱子贵等［13］研究发

现ISO能够缓解盲肠穿刺法诱导的脓毒症小鼠急性

肺损伤，其机制可能与抑制核因子-κB通路及下调

凋亡蛋白表达，从而发挥肺保护作用有关。ZHANG

等［14］研究发现ISO可能通过抑制凋亡蛋白和炎性细

胞因子的表达，减轻ALI小鼠的肺水肿和血管渗漏，

进一步缓解LPS诱导的小鼠急性肺损伤。本研究发

现ISO给 药 后，LPS诱 导 的H9c2细 胞48 h与72 h的 活

力、SOD、GSH-Px、Bcl-2蛋白表达水平升高，细胞凋亡

率、MDA、IL-1β、TNF-α、LDH、Bax、cleaved caspase-3

表达水平下降。这说明ISO能够通过抑制氧化应激、

细胞凋亡和炎症反应，减轻LPS诱导的心肌细胞损

伤。

HMGB1是一种由氨基酸残基构成的非组蛋白

染色体结合蛋白，能够通过活化巨噬细胞促进一系

1，Control group；2，Model group；3，ISO-L group；4，ISO-H group；5，

ISO-H+AGES group.

图2  Western blotting检测细胞HMGB1-RAGE信号通路、凋亡相

关蛋白的表达水平

Fig.2  Expression  levels of  the HMGB1-RAGE signaling path-

way and apoptosis-related proteins  in the H9c2 cells de-

termined by Western blotting
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列炎症级联反应的发生。RAGE是HMGB1的特异

性受体，能够上调炎性细胞因子的分泌和释放，导

致细胞或器官炎症性损伤［15］。HE等［16］研究发现

HMGB1-RAGE轴通过介导细胞凋亡和自噬途径加

重糖尿病小鼠的心肌缺血再灌注损伤，抑制该轴

的激活有助于缓解心肌缺血损伤相关不良症状。

WANG等［17］研究发现远程缺血后适应能够抑制

HMGB1-RAGE的表达，激活磷脂酰肌醇激酶/蛋白

激酶B信号通路，抑制氧化应激并具有抗凋亡作用，

从而减轻小鼠心肌缺血再灌注损伤。本研究发现

LPS诱导的H9c2细胞较Control组细胞HMGB1、RAGE

蛋白表达水平升高；ISO给药后H9c2细胞HMGB1、

RAGE蛋白表达水平降低。提示RAGE激活剂AGES

减弱了ISO对LPS诱导的H9c2细胞损伤的缓解作用。

综上所述，ISO可能通过抑制HMGB-RAGE信号

通路的过度激活减轻LPS诱导的心肌细胞损伤。本

研究为ISO对心肌炎症性疾病的临床治疗提供了新

的依据和参考。但其在体内的作用尚不明确，还需

要进一步研究验证。
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