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甘草次酸通过 PI3K-AKT途径抑制 H2O2所致大鼠心肌细胞氧化损伤 *
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摘要目的：研究甘草次酸对 H2O2所致大鼠心肌细胞氧化损伤的影响及其可能机制。方法：采用 H2O2处理建立 H9c2大鼠心肌细

胞氧化损伤模型后，比较模型中 ROS生成和细胞凋亡比例，使用不同浓度的甘草次酸孵育 H9c2细胞 24、48h后，通过流式细胞

仪检测 ROS的生成量，Annexin V-FITC/ PI双标记流式细胞术检测凋亡率，蛋白质印迹法检测检 PI3K、AKT1、p-AKT蛋白的表

达。结果：H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型中 ROS生成和细胞凋亡率分别为(49.33± 3.23)%和(33.89± 1.45)%，与对照组相比有

显著差异；100 滋mol/L 和 200 滋mol/L 的甘草次酸作用 24 h 后，H9c2 大鼠心肌细胞氧化损伤模型中表达 ROS 细胞的比例

(35.39± 1.24)%和(30.46± 0.95)%，凋亡细胞比例分别为(29.47± 3.15)%和(23.17± 1.46)%，当作用 48 h后，H9c2大鼠心肌细胞氧

化损伤模型中表达 ROS细胞的比例(42.67± 1.89)%和(35.49± 1.63）%，凋亡细胞比例分别为(40.22± 3.06)%和(35.26± 2.78)%，与

对照组相比有显著性差异；使用渥曼青霉素后，各甘草次酸组的与对照组无显著性差异。结论：甘草次酸可能通过 PI3K-AKT途径

抑制 H2O2所致大鼠心肌细胞氧化损伤。
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Glycyrrhetinic Acid Decreases H2O2-induced Oxidative Injury of H9C2 Cells
through PI3K-AKT Pathway*

To study the effect and mechanism of glycyrrhetinic acid on the oxidative injury of rat myocardial cells.

Rat myocardial H9c2 cells were treated by H2O2 to induce oxidative injury. The ROS generation and apoptosis were detected.

Different concentrations of glycyrrhetinic acid were used to treat H2O2-induced H9c2 cells for 24 h and 48 h. of the ROS generation in

H9c2 cells was detected by flow cytometry; proportion of apoptotic cells was detected by flow cytometry with Annexin V/PI double

marker staining; PI3K, AKT1, p-AKT protein expressions were detected by Western blotting. The ROS generation and cell

apoptotic rate in H2O2-induced H9c2 cells were (49.33± 3.23)% and (33.89± 1.45)% respectively, which were significantly higher than

those of the control group. 100 滋mol/L and 200 滋mol/L glycyrrhetinic acid obviously decreased the ROS generation[(35.39± 1.24)% and

(30.46± 0.95)%], ratios of apoptotic cell [(29.47± 3.15)% and (23.17± 1.46)%] in H9c2 cells treated by H2O2 for 24 hours; 100滋mol/L
and 200滋mol/L glycyrrhetinic acid obviously decreased the ROS generation [(42.67± 1.89)% and (35.49± 1.63)%], ratios of apoptotic

cells [(40.22 ± 3.06)% and (35.26 ± 2.78)% ] in H9c2 cells treated by H2O2 for 48 hours; wortmannin showed similar effect with

glycyrrhetinic acid. Glycyrrhetinic acid could decrease the generation of ROS and apoptosis in H2O2-induced oxidative injury

of H9c2 cells through PI3K-AKT pathway.
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心力衰竭是各种心脏疾病发展到终末阶段，心脏的收缩功

能和舒张功能发生障碍导致血液在静脉中淤积，动脉系统血液

灌注不足的病理生理过程[1-3]。由于机体的血氧交换障碍，机体

内活性氧类物质如氧自由基、过氧化氢和羟自由基的内源性生

成增加，细胞内潜在的抗氧化物质如过氧化物歧化酶和谷胱甘

肽过氧化物酶的消耗过多导致二者的动态平衡破坏，而活性氧

类物质（Reactive Oxygen Species, ROS）的增加则直接导致心肌

细胞凋亡、成纤维细胞增生并造成心室重构等不良结局[4-6]。甘

草具有补脾益气、祛痰止咳、缓急止痛、清热解毒、调和诸药等

功效，并广泛应用于心力衰竭的治疗中。甘草酸是发挥其药理

活性的重要有效成分之一，甘草酸进入体内后可以水解为甘草

次酸和甘草黄酮等活性成分，其中甘草次酸具有明确的抗氧化
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表 1 H2O2诱导 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型的结果

Table 1 The results of oxidative damage model induced by H2O2 in H9c2 myocardial cells

Groups n LDH (U/L) SOD (U/L) MDA (n mol/L)

Control group 5 176.72± 10.56 13.27± 2.01 9.31± 0.67

Model group 5 675.65± 40.13* 6.23± 0.71* 12.37± 1.87*

注：与对照组相比 P<0.05。

Note: * compared with the control group P<0.05.

损伤的药理学作用[3-5]。本研究建立 H9c2大鼠心肌细胞的氧化

损伤模型，主要探讨了甘草次酸对大鼠心肌细胞氧化性损伤的

影响，为甘草用于治疗心力衰竭提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料和仪器

甘草次酸购买于梯希爱(上海)化成工业发展有限公司(产

品标号：S0988，HPLC ≥ 98%)；H9c2大鼠心肌细胞购买于中国

医学科学院天津血液病研究所；H2O2购买于德州安捷高科消毒

制品有限公司；DMEM培养液购买于美国 Gene公司；Hyclone

小牛血清购买美国 Thermo scientific 公司；Annexin V/PI 凋亡

检测试剂盒购买于美国 BD公司；磷酸肌醇 3激酶(phospho-

inositide 3-kinase,PI3K)、AKT、p-AKT、茁-actin 一抗买于美国
Santa Cruze生物技术公司；渥曼青霉素购买于北京中杉金桥生

物技术有限公司；ROS 试剂盒购买于美国 Sigma-Aldrich 公

司；乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase,LDH)、超氧化物岐化酶

(superoxide dismutase, SOD)、丙二醛 (malonaldehyde, MDA)试

剂盒购买于中生北控生物科技股份有限公司；测其余分析纯试

剂购买于国药集团北京分公司。低速离心机购买于湖南赫西仪

器装备有限公司；FACSCalibur流式细胞仪购买于美国 BD公

司；CO2培养箱购买于美国 Thermo公司；550酶标仪和垂直系

列电泳槽购买于美国 Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 H2O2对 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型中 ROS生成

和细胞凋亡率的影响 H2O2氧化损伤模型参照文献进行[10，11]，

将消化传代后的 H9c2细胞接种于 6孔板内，待细胞融合度达

到 90%左右时，加入含有浓度为 400 滋mol/L的 H2O2培养基孵

育 4 h。通过检测 H2O2组和对照组中 LDH、SOD、MDA 的含

量，确定 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型的结果，检测方法按

照 LDH、SOD、MDA试剂盒说明书进行。

将经过用 H2O2培养基孵育 4 h 的 H9c2 细胞消化后，用

PBS 洗两次后加入 ROS 试剂盒中 10 滋mol/L Carboxy-

H2DCFDA 37℃孵育 40 min，然后用 PBS溶液重复上述步骤

清洗两次，再使用 10 滋mol/L的 Carboxy-H2DCFDA重悬于不

含血清的 DMEM培养基中。流式细胞仪检测在激发光波长为

488nm处检测细胞内 ROS的生成情况。

将经过用 H2O2培养基孵育 4 h 的 H9c2 细胞消化后，在

1500 r/min离心 5 min，弃去上清液，PBS清洗 2次，加入 500

滋L的 Binding buffer重悬细胞制备单细胞悬液并调整浓度为

1× 106/mL，取 200 滋L细胞悬液，加入 Annexin V-FITC流式抗

体 5 滋L混匀，再加入 5 滋L Propidium Iodide，混匀，避光室温孵

育 20 min后流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.2.2 实验分组 将接种在 6孔板的 H9c2大鼠心肌细胞经过

H2O2处理 4 d后分组，每组设置 5个复孔：对照组中为含 10%

胎牛血清的 DMEM培养基；低浓度组甘草次酸为含浓度 50

滋mol/L的甘草次酸的 10%胎牛血清的 DMEM培养基；中浓度

甘草次酸组为含浓度 100 滋mol/L的甘草次酸的 10%胎牛血清

的 DMEM培养基；高浓度甘草次酸组为含浓度 200 滋mol/L的
甘草次酸的 10%胎牛血清的 DMEM培养基；低浓度组甘草次

酸 +渥曼青霉素 100 nmol/L；中浓度组甘草次酸 +渥曼青霉素

100 nmol/L；高浓度组甘草次酸 +渥曼青霉素 100 nmol/L。上述

各组细胞分别在培养箱内孵育 24h和 48h后进行检测。

1.2.3 不同浓度的甘草次酸对 H9c2心肌细胞中 ROS生成和细

胞凋亡率的影响 将在 6 孔板内培养 24h 和 48h 的各组

H9c2大鼠心肌细胞消化后离心，按照 1.2.1方法检测 H9c2心

肌细胞中 ROS生成和细胞凋亡率。

1.2.4 渥曼青霉素干预对甘草次酸 -H2O2诱导的 H9C2 细胞

ROS 生成和细胞凋亡率的影响 将在 6 孔板内培养 24h

和 48h 的各组 H9c2 大鼠心肌细胞消化后 1500 r/min 离心

5min，按照 1.2.1 方法检测 H9c2 心肌细胞中 ROS 生成和细

胞凋亡率。

1.2.5 蛋白质印迹法检测检 PI3K、AKT1、p-AKT 蛋白的表达

使用蛋白裂解液将将在 6孔板内培养 24h和 48h的各组 H9c2

大鼠心肌细胞裂解，将裂解产物收集到 1.5 mL EP管中，煮沸 5

min后通过高速离心机在 12000 r/min离心 1 min。BCA法进行

蛋白定量，向 SDS-PAGE凝胶中加入样本，电泳分离后电转移

至 PVDF膜。加入 PI3K(1:1000)、AKT1(1:500)、p-AKT(1:500)和

茁-actin(1:1000)抗体 4℃孵育过夜后，加入二抗在 37℃孵育 30

min。通过凝胶成像分析系统，并通过各条带的吸光度值计算蛋

白的相对表达量。

1.3 统计学处理

实验数据用 SPSS19软件处理，以均数± 标准差(x依s)表示，
多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 SNK-q检验，

以 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 H2O2诱导的 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型的建立

采用含 400 滋mol/L H2O2的培养基孵育 4 h后，H9c2细胞

LDH 的含量为 675.65± 40.13 U/L，SOD 的含量为 6.23± 2.01

U/L，MDA含量为 12.37± 1.87n mol/L，与对照组相比均显著增

加(P<0.05)，提示 H2O2诱导 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤造模

成功，见表 1。

1045窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.6 MAR.2018

表 2 H2O2诱导的 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模中 ROS生成量和细胞凋亡率

Table 2 ROS production and apoptotic rate in H2O2-induced H9c2 myocardial cells

Groups n ROS production Apoptotic rate(%)

Control group 5 32.14± 1.72 7.44± 0.25

Model group 5 49.33± 3.23* 33.89± 1.45*

注：与对照组相比 P<0.05。

Note: * compared with the control group P<0.05.

表 3不同浓度甘草次酸对 H2O2诱导的 H9c2大鼠心肌细胞 ROS生成和细胞凋亡率的影响

Table 3 Effect of different concentrations of glycyrrhetinic acid on the ROS production and apoptotic rate in H2O2-induced H9c2 myocardial cells

Groups
24h 48h

ROS production Apoptotic rate ROS production Apoptotic rate

Model group 52.13± 0.74 41.51± 2.07 63.21± 3.28 53.29± 1.84

Low glycyrrhetinic acid 51.24± 1.32 35.17± 2.58 57.37± 3.26 45.26± 2.69

Middle glycyrrhetinic acid 35.39± 1.24* 29.47± 3.15* 42.67± 1.89* 40.22± 3.06*

High glycyrrhetinic acid 30.46± 0.95* 23.17± 1.46* 35.49± 1.63* 35.26± 2.78*

Low glycyrrhetinic acid+ wortmannin 51.78± 2.17 41.43± 3.32 50.33± 3.24 55.24± 1.54

Middle glycyrrhetinic acid + wortmannin 48.69± 2.12 44.65± 3.64 47.98± 2.18 54.19± 1.98

High glycyrrhetinic acid + wortmannin 47.93± 1.53 44.61± 2.65 40.38± 3.47* 50.16± 2.36

注：与对照组相比 P<0.05。

Note: * compared with the control group P<0.05.

表 4不同浓度甘草次酸对 H9c2大鼠心肌细胞 ROS生成和细胞凋亡率的影响

Table 4 Effect of different concentrations of glycyrrhetinic acid on the ROS production and apoptotic rate in H9c2 myocardial cells

注：与对照组相比 P<0.05。

Note: * compared with the control group P<0.05.

2.2 H2O2对 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型中 ROS生成和

细胞凋亡率的影响

采用含 400 滋mol/L H2O2的培养基孵育 4 h后，通过流式

细胞仪检测 H9c2大鼠心肌细胞中 ROS的生成量，结果显示

H2O2氧化损伤组中的心肌细胞 ROS生成量明显高于对照组；

Annexin V-FITC/PI双标记流式细胞术检测 H9c2 大鼠心肌细

胞凋亡的比例，结果显示 H2O2氧化损伤组中的心肌细胞 ROS

生成量明显高于对照组(见表 2)。

2.3 不同浓度甘草次酸对 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型中

ROS生成和细胞凋亡率的影响

不同浓度甘草次酸与 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型孵

育 24、48h 后，通过流式细胞仪检测 H9c2 大鼠心肌细胞中

ROS的生成量，结果显示中浓度和高浓度的甘草次酸组 H9c2

细胞 ROS生成量与模型组相比明显升高；Annexin V-FITC/ PI

双标记流式细胞术检测 H9c2大鼠心肌细胞凋亡率，结果显示

中浓度和高浓度的甘草次酸组心肌细胞凋亡率与模型组相比

明显降低(见表 3)。

24h 48h

ROS production Apoptotic rate ROS production Apoptotic rate

Control group 11.13± 0.74 11.51± 2.07 17.21± 3.28 13.29± 1.34

Low glycyrrhetinic acid 10.33± 3.12 13.56± 3.26 17.37± 4.48 13.54± 1.27

Middle glycyrrhetinic acid 12.23± 3.56 12.45± 2.99 12.67± 0.95 12.09± 1.43

High glycyrrhetinic acid 12.98± 2.17 11.73± 3.11 15.38± 0.34 11.45± 1.76

Low glycyrrhetinic acid+ wortmannin 11.98± 4.12 11.78± 2.17 12.33± 1.17 15.45± 2.14

Middle glycyrrhetinic acid + wortmannin 7.39± 2.47 13.55± 3.56 9.98± 2.18 14.19± 0.68

High glycyrrhetinic acid + wortmannin 8.79± 3.45 13.38± 3.67 10.38± 1.42 13.16± 1.34

Groups
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图 2不同浓度的甘草次酸与 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型孵育

48 h后 PI3K、AKT、p-AKT蛋白表达

Fig.2 Expression of PI3K, AKT and p-akt protein in oxidative damage

model of H9c2 myocardial cells after culturing 48h at different

concentrations of glycyrrhetinic acid

注：A对照组 B低浓度组甘草次酸组 C中浓度组甘草次酸组 D高浓度

组甘草次酸组 E低浓度组甘草次酸组 +渥曼青霉素 F中浓度组甘草

次酸组 +渥曼青霉素 G高浓度组甘草次酸组 +渥曼青霉素

Note: A control B Low glycyrrhetinic acid C Middle glycyrrhetinic acid D

High glycyrrhetinic acid E Low glycyrrhetinic acid + wortmannin F

Middle glycyrrhetinic acid + wortmannin G High glycyrrhetinic acid +

wortmannin

3 讨论

心肌是机体内需氧量最高的器官之一，而且心肌细胞对氧

化性损伤的耐受能力差，容易被活性氧类物质损伤[12-15]。活性氧

类物质也可以作为第二信使参与体内多条氧化还原信号通路

的调控，可以对细胞生长、血管形成和心肌重构等细胞和组织

的生理活动产生影响[16]。有研究显示心力衰竭患者体内的活性

氧类物质的含量与患者的病情正相关，当机体内活性氧类物质

堆积过多时可以导致心肌细胞氧化应激反应、钙超负荷并引起

心肌细胞死亡，因此抗氧化治疗也是降低缺血造成的心肌细胞

氧化性损伤的有效方法之一[17-19]。在细胞内，氧化 -还原的动态

平衡需要靠 ROS的生成来维持，ROS主要来源于细胞内线粒

体的代谢，在细胞没有受到损伤时 ROS可以维持较为低的水

平，但是当细胞内 ROS在细胞的含量由于升高时，ROS可以

直接活化到凋亡信号通路并最终导致细胞的凋亡[20-22]。

PI3K/AKT信号在细胞增殖和生长过程中发挥重要作用，

近年来的研究发现该信号也参与细胞的凋亡、心肌缺血再灌注

损伤、细胞氧化性损伤和肿瘤发生的病理生理过程[23-25]。PI3K

属于原癌基因编码蛋白，其活化产物 3，4，5-三磷酸磷脂酰肌

醇具有第二信使功能的激酶，他可以通过信号的级联放大的反

应，募集和激活下游靶物质并发挥一系列的生物学功能。AKT

是 PI3K下游的重要靶激酶之一，当 PI3K与 AKT结合后形成

了 p-AKT后，AKT进入活化状态，并进一步诱导细胞增殖[26-29]。

有研究报道，当使用渥曼青霉素对 PI3K/AKT 信号通路阻断

时，细胞的增殖能力减弱，凋亡细胞比例明显增加。

甘草别名甜草，根与根状茎入药，是一种具有补益功能的

中草药。在神农《神农本草经》中有记载 "甘草，主五脏六腑寒

邪气，坚筋骨，长肌肉，倍气力，金疮肿，解毒。"甘草次酸重要活

性成分之一甘草次酸，具有抗炎、抗病毒、抑菌、抗肾损伤、抗溃

疡、降血糖、免疫调节、抗氧化和肝细胞保护作用等药理学活性

2.4 不同浓度甘草次酸对 H9c2 大鼠心肌细胞 PI3K、AKT、

p-AKT蛋白表达的影响

采用不同浓度甘草次酸处理 H9c2大鼠心肌细胞 24h、48h

后，其 p-AKT 表达逐渐增强，在加入渥曼青霉素对阻断

PI3K/AKT信号通路后，在各组中 p-AKT表达明显减弱。(见图

1、2)。

图 1不同浓度的甘草次酸与 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型孵育

24h后 PI3K、AKT、p-AKT蛋白表达

Fig.1 Expression of PI3K, AKT and p-akt protein in oxidative damage

model of H9c2 myocardial cells after culturing 24 h at different

concentrations of glycyrrhetinic acid

注：A对照组 B低浓度组甘草次酸组 C中浓度组甘草次酸组 D高浓度

组甘草次酸组 E低浓度组甘草次酸组 +渥曼青霉素 F中浓度组甘草

次酸组 +渥曼青霉素 G高浓度组甘草次酸组 +渥曼青霉素

Note: A control B Low glycyrrhetinic acid C Middle glycyrrhetinic acid D

High glycyrrhetinic acid E Low glycyrrhetinic acid + wortmannin F

Middle glycyrrhetinic acid + wortmannin G High glycyrrhetinic acid +

wortmannin
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[3,30]。而近年来的研究表明，甘草次酸还可以通过特异性抑制还

原型辅酶Ⅱ (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate,

NADPH)氧化酶的活性减少 ROS类物质释放而最终降低凋亡

细胞比例。本实验在此基础上，通过 H2O2诱导 H9c2大鼠心肌

细胞氧化损伤模型，此后用不同浓度的甘草次酸与细胞孵育，

观察甘草次酸对 H9c2大鼠凋亡影响。结果表明，浓度为 100

滋mol/L和 200 滋mol/L的甘草次酸作用 24 h 后，H9c2大鼠心

肌细胞氧化损伤模型中表达 ROS细胞的比例 35.39± 1.24%和

30.46± 0.95%；当作用 48 h后，H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模

型中表达 ROS细胞的比例均低于对照组并呈现出一定的剂量

依赖性。当用浓度为 100 nmol/L的渥曼青霉素阻断 PI3K/AKT

信号通路后，低、中浓度组中甘草次酸对 H9c2大鼠心肌细胞内

ROS影响消失，只有使用高浓度甘草次酸作用 48h后与对照组

相比才出现显著性差异。使用 Annexin V / PI双标记流式细胞

术检测 H9c2大鼠心肌细胞凋亡的比例检测结果表明，浓度为

100 滋mol/L和 200 滋mol/L的甘草次酸作用 24 h后，H9c2大鼠

心肌细胞氧化损伤模型中表达凋亡细胞的比例 29.47± 3.15%

和 23.17± 1.46%；H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤模型中表达凋

亡细胞的比例 40.22± 3.06%和 35.26± 2.78%。当用浓度为 100

nmol/L的渥曼青霉素阻断 PI3K/AKT信号通路后，低、中浓度

组中甘草次酸对 H9c2大鼠心肌细胞凋亡比例无差异，只有使

用高浓度甘草次酸作用后与对照组相比才出现显著性差异。通

过蛋白质印迹法检测检 PI3K 、AKT、p-AKT 在各组中的含量

表明，甘草次酸可以有效的激活、p-AKT在下游的表达，当渥曼

青霉素阻断 PI3K/AKT信号通路的活化后，甘草次酸对 p-AKT

的影响减弱。因此可以证明，甘草次酸通过调节 PI3K/AKT信

号通路来影响减少 H9c2大鼠心肌细胞氧化损伤，减少细胞凋

亡比例。

综上所述，在治疗心肌细胞氧化性损伤过程中，可以发挥

甘草次酸具有较好的抗氧化和抗凋亡的双重作用，减少 ROS

在细胞内的含量和凋亡细胞的比例，为研发治疗心肌氧化性损

伤提供新的选择。
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