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摘 要:为了探讨葡萄籽原花青素(grape seed proanthocyanidin, GSP)对心肌细胞的保护作用及机制,通过CCK-8
法评估细胞活力,采用Western-blot分析评估GSP对凋亡相关蛋白质(cleaved caspase-3、Bax和 Bcl-2)和 PI3K/Akt
通路相关蛋白质(p-PI3K、PI3K、p-Akt和 Akt)表达水平的影响,并使用 TUNEL染色和 Hoechst 33258染色评估
H9c2心肌细胞凋亡情况。结果显示, GSP可以抑制 H2O2诱导的 H9c2心肌细胞的细胞毒性和凋亡,使促凋亡
蛋白 cleaved caspase-3和 Bax表达下降,并使抗凋亡蛋白 Bcl-2表达水平升高; GSP作用于 H9c2细胞后, PI3K
和 Akt的磷酸化水平增加,使 PI3K/Akt信号通路激活。实验结果初步表明, GSP可抑制氧化应激诱导的 H9c2
心肌细胞凋亡,其作用机制可能与激活 PI3K/Akt信号通路有关。
关键词:葡萄籽原花青素(GSP); H9c2心肌细胞;凋亡;急性心肌梗死(AMI);缺血再灌注损伤
中图分类号: Q255, R542.2+2 文献标志码: A 文章编号: 1007-7847(2023)01-0049-07

Grape Seed Proanthocyanidins Protect H9c2 Cardiomyocytes from
Hydrogen Peroxide-induced Damage via PI3K/Akt Signaling
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Abstract: To investigate protective effects and mechanism of grape seed proanthocyanidin (GSP) on H9c2 car-
diomyocyte, CCK-8 assay was used to evaluate cell viability, Western-blot was used to evaluate the effects
of GSP on apoptosis-related proteins (cleaved caspase-3, Bax and Bcl-2) and PI3K/Akt pathway-related pro-
teins (p-PI3K, PI3K, p-Akt and Akt), and TUNEL and Hoechst 33258 stainings were used to evaluate the
apoptosis of H9c2 cardiomyocytes. The results showed that GSP can prevent the cytotoxicity and apoptosis of
H9c2 cardiomyocytes induced by H2O2. GSP decreased the expression of pro-apoptotic proteins cleaved cas-
pase-3 and Bax, and increased the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2. When GSP acted on H9c2
cells, the phosphorylation levels of PI3K and Akt increased, leading to activation of the PI3K/Akt signaling
pathway. The experiments preliminarily demonstrated that GSP can inhibit H9c2 cardiomyocyte apoptosis
induced by oxidative stress, and its mechanism of action may be related to PI3K/Akt signaling pathway ac-
tivation.
Key words: grape seed proanthocyanidin (GSP); H9c2 cardiomyocyte; apoptosis; acute myocardial infarction
(AMI); ischemia-reperfusion injury
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急性心肌梗死(acute myocardial infarction, A-

MI)是导致心源性死亡的主要原因之一, 严重危害
人类生命健康[1原2]。心肌组织在梗死过程中伴随缺
血缺氧, 常引起心肌细胞凋亡增加, 最终导致患
者心功能不全[3]。目前, 经皮冠状动脉介入治疗
(percutaneous coronary intervention, PCI)是通过解
除冠状动脉狭窄或梗阻来重建冠状动脉血流, 减
少心肌梗死面积, 以及维持心脏功能最有效的微
创治疗技术[4]。然而, PCI术后冠状动脉血流的恢
复常导致心肌缺血再灌注(ischemia-reperfusion, I/
R)损伤, 最终导致心肌细胞凋亡和坏死加重 [5-8]。
因此, 预防 I/R后心肌细胞的凋亡和氧化应激是
减轻心肌 I/R损伤的重要方法之一。当前, 临床尚
缺乏治疗心肌组织 I/R损伤的特效药物。原花青
素(proanthocyanidin), 也称为缩合单宁, 是一类广
泛存在于植物中的天然多酚类化合物。葡萄的种

子中原花青素含量非常丰富。相关研究表明, 葡
萄籽原花青素(grape seed proanthocyanidin, GSP)具
有抗癌、抗氧化、抗凋亡和抗炎等特性[9-11]。然而,
关于 GSP减轻心肌 I/R 损伤的机制目前尚不明
确。本研究旨在探讨 GSP通过 PI3K/Akt信号通路
对 H2O2诱导的 H9c2心肌细胞的保护作用, 以期
了解 GSP改善心肌 I/R损伤的作用机理。
1 材料与方法

1.1 材料

实验使用的材料主要有: 大鼠心肌细胞系
H9c2细胞(中国科学院上海细胞库); 胎牛血清、
DMEM/高糖培养基(Gibco公司, 美国); Western-
blot试剂盒(武汉赛维尔生物科技有限公司); TU-
NEL染色试剂盒(罗氏公司, 瑞士); Hoechst 33258
染色液(北京索莱宝科技有限公司); CCK-8试剂(日
本同仁化学研究所,日本); GSP (纯度大于 95%,北
京索莱宝科技有限公司); PI3K抑制剂 LY294002
(Selleck公司,美国)。抗体包括: Bax、Bcl-2和clea-
ved caspase-3 (兔抗, 武汉赛维尔科技有限公司);
PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt (兔抗, 美国 CST公司);
茁-actin (鼠抗, 美国 Affinity Biosciences公司); 山
羊抗兔 IgG二抗和山羊抗鼠 IgG二抗(Sigma-Al-
drich公司, 美国)。
1.2 方法

1.2.1 H9c2细胞氧化应激模型的建立
将 H9c2 细胞以每孔 5伊103 个接种到 96 孔

板中, 并在培养箱中孵育过夜。随后, 将细胞暴

露于不同浓度的 H2O2 (100 滋mol/L、200 滋mol/L、
400滋mol/L、600滋mol/L、800 滋mol/L和 1 000滋mol/L),
并在不同的时间点(8 h、12 h和 24 h)使用 CCK-8
法测定细胞活性, 以确定 H9c2细胞建立氧化应
激模型所需的 H2O2浓度和作用时间。
1.2.2 细胞分组及处理

将 H9c2 细胞置于 5% CO2、37 益的环境下,
用含有 10%胎牛血清的 DMEM/高糖培养基培养,
每隔 2~3 d 更换 1 次培养基 , 待细胞汇合度达
80%时, 进行传代及后续实验。将细胞分为空白对
照(Control)组、过氧化氢(H2O2)组、原花青素(GSP)
组和原花青素+过氧化氢 (GSP+H2O2)组。使用
0.01 滋mol/L、0.1 滋mol/L、1 滋mol/L、10 滋mol/L 和
100 滋mol/L的 GSP处理细胞 24 h。在与 H2O2共
孵育之前,先用 GSP预处理 H9c2细胞 24 h。PI3K
抑制剂 LY294002的处理浓度为 20 滋mol/L。
1.2.3 细胞活性测定

根据制造商提供的说明书, 通过 CCK-8法测
定细胞活力。简而言之, 将 H9c2细胞以每孔 5伊
103个接种在 96孔板中过夜, 随后根据实验需要
用不同浓度的 H2O2、GSP或 LY294002对其进行
处理, 然后将 10 滋L CCK-8分析溶液添加到每个
含有 90 滋L培养基的孔中, 将其置于 37 毅C培养
箱中孵育 2 h后, 使用酶标仪测量 450 nm处的吸
光度。

1.2.4 TUNEL细胞凋亡检测
根据 TUNEL细胞凋亡检测试剂盒说明书对

H9c2细胞进行检测。简要步骤如下: H9c2细胞以
1伊105 mL-1密度接种于盖玻片上, 在 37 益条件下
进行培养, 当细胞生长至约 80%的汇合度时, 使
用不同干预措施进行处理。处理过的细胞用磷酸

盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)洗涤干净
后用 4%多聚甲醛固定 20 min, PBS洗涤 3次; 于
0.1% Triton X-100中孵育 10 min, PBS洗涤 3次;
加入 100 滋L 1伊 equilibration buffer,使其全部覆盖
细胞, 室温孵育 20 min; 加入 100 滋L TdT孵育缓
冲液, 37 益孵育 60 min; PBS 洗涤 3 次后, 使用
DAPI溶液染核 10 min; PBS再次洗涤 3次, 将盖
玻片置于载玻片上,使用抗荧光淬灭封片剂封片后
在荧光显微镜下观察并采集图像。细胞凋亡率(%)=
(TUNEL染色阳性细胞总数/总细胞数)伊100%。
1.2.5 Hoechst 33258染色
根据制造商提供的 Hoechst 33258染色液说

明书对 H9c2细胞进行染色。细胞以 1伊105 mL-1
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密度接种于盖玻片上。当细胞生长至约 80%的汇
合度时, 用 4%多聚甲醛固定 20 min; 用 PBS洗涤
后进行 Hoechst 33258染色 15 min; PBS洗涤后在
荧光显微镜下观察并采集图像。细胞凋亡率(%) =
(凋亡细胞总数/总细胞数)伊100%。
1.2.6 Western-blot检测
将处理过的 H9c2细胞使用 RIPA裂解液在

4 益条件下充分裂解, 离心并收集上清液。根据
Bradford方法测量蛋白质浓度, 然后加入蛋白质
上样缓冲液, 水浴锅煮沸 10 min后, -80 益保存
备用。将 20~40 滋g蛋白质用不同浓度(8%、10%或
12%, 根据目标分子相对分子质量大小而定)的十
二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)
进行分离,然后转移至聚偏二氟乙烯(polyvinylide-
ne fluoride, PVDF)膜上。膜在封闭液中封闭 1 h后,
与相应一抗在 4 益条件下孵育过夜,一抗包括 Bax
(1︰1 000)、Bcl-2 (1︰1 000)、cleaved caspase-3
(1︰1 000)、PI3K (1︰1 000)、p-PI3K (1︰1 000)、Akt
(1︰1 000)、p-Akt (1︰1 000)及 茁-actin (1︰1 000)。
次日, 用 TBST溶液洗膜 3次, 每次 10 min, 然后
将膜与对应的二抗在 4 益条件下孵育 2 h, 随后
TBST溶液再次洗涤 3次, 每次 10 min。最后, 使
用 ECL发光液在凝胶成像系统曝光显色并采集
图像。使用 ImageJ (version 1.52q)软件进行蛋白质
条带的灰度值分析。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism 8.0软件进行数据统计
分析并制图。计量资料以均数依标准差(x依s)表示,

两组间比较采用独立样本 t检验, 多组间比较采
用单因素方差分析(ANOVA)。P<0.05被认为差异
具有统计学意义。

2 结果

2.1 GSP增强了 H2O2处理的 H9c2心肌细胞活
力

为探究 H2O2 对 H9c2 心肌细胞活力的影
响, 我们采用不同浓度(100 滋mol/L、200 滋mol/L、
400 滋mol/L、600滋mol/L、800 滋mol/L和 1 000 滋mol/L)
的 H2O2 作用 H9c2 心肌细胞 8 h、12 h 和 24 h。
CCK-8结果表明, 与 Control 组相比, H2O2 以剂
量和时间依赖性方式降低细胞活力。当使用

600 滋mol/L H2O2处理 H9c2细胞 24 h时, 细胞活
力降低至 60.02%, 此时细胞状态尚可, 可进行后
续实验(图 1A)。因此, 我们选择 600 滋mol/L作为
后续实验中 H2O2的最佳处理浓度。为探究 GSP
对 H9c2心肌细胞活力的影响, 我们使用不同浓
度(0.01 滋mol/L、0.1 滋mol/L、1 滋mol/L、10 滋mol/L和
100 滋mol/L) GSP作用 H9c2心肌细胞 24 h。CCK-
8结果表明, 即使在浓度高达 100 滋mol/L的情况
下, 细胞活力也未受到显著影响(图 1B)。因此, 我
们在后续实验中选择 100 滋mol/L GSP处理 H9c2
心肌细胞 24 h。为了探究 GSP 对 H2O2 处理的
H9c2心肌细胞活力的影响, 在 600 滋mol/L H2O2
作用条件下, 使用不同浓度 GSP处理细胞 24 h。
CCK-8结果表明, 在 H2O2存在下, 随着 GSP浓度
增大, H9c2心肌细胞的活力显著提高(图 1C)。

图 1 CCK-8法检测 H2O2和 GSP对 H9c2心肌细胞活力的影响
(A) 不同浓度 H2O2处理 8 h、12 h和 24 h对 H9c2心肌细胞活力的影响; (B) 不同浓度 GSP处理 24 h对 H9c2心肌细胞活
力的影响; (C) 不同浓度 GSP处理 24 h对 H2O2 (600 滋mol/L)诱导的 H9c2心肌细胞活力的影响。***P<0.001 vs. Control组,
#P<0.05、##P<0.01、###P<0.001 vs. H2O2组。
Fig.1 Effects of H2O2 and GSP on the viability of H9c2 cardiomyocytes detected by CCK-8
(A) The viability of H9c2 cardiomyocytes after treatment with different concentrations of H2O2 for 8 h, 12 h and 24 h; (B) The via-
bility of H9c2 cardiomyocytes after treatment with different concentrations of GSP for 24 h; (C) The viability of H2O2 (600 滋mol/L)-
treated H9c2 cardiomyocytes after treatment with different concentrations of GSP for 24 h. ***P<0.001 vs. Control group; #P<0.05,
##P<0.01, ###P<0.001 vs. H2O2 group.
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图 2 GSP 对 H2O2诱导 H9c2心肌细胞凋亡的影响
(A) TUNEL染色评估 H9c2心肌细胞凋亡的代表图像; (B) 各组细胞凋亡率统计分析柱状图; (C~F) 不同处理组 H9c2心肌
细胞中凋亡相关蛋白质(cleaved caspase-3、Bax和 Bcl-2)表达量的 Western-blot代表性蛋白质条带和统计分析柱状图。*P<
0.05, ***P<0.001。
Fig.2 The effect of GSP on H2O2 induced H9c2 cardiomyocyte apoptosis
(A) TUNEL staining of H9c2 cardiomyocyte apoptosis; (B) Statistical analysis of apoptosis rates in each group; (C~F) Western-
blot detection of expression levels of apoptosis-related proteins (cleaved caspase-3, Bax and Bcl-2) in H9c2 cardiomyocytes of
different treatment groups and statistical analysis of the expression levels. *P<0.05, ***P<0.001.

2.2 GSP抑制 H2O2诱导的 H9c2心肌细胞凋亡
为明确 GSP对 H2O2 诱导的 H9c2心肌细胞

凋亡的影响, 我们使用 TUNEL染色和 Western-
blot检测细胞凋亡情况。TUNEL染色结果显示:
与 Control组(空白对照组)相比, H2O2组出现更多
的凋亡细胞; 而与 H2O2组相比, GSP+H2O2组细胞
的凋亡水平显著下降(图 2A~B)。Western-blot 结
果显示: 与 Control 组相比, H2O2 组 cleaved cas-
pase-3和 Bax的表达量增加, 而 Bcl-2的表达量
减少; 与 H2O2 组相比, GSP+H2O2 组 cleaved cas-
pase-3和 Bax的表达量下降, 而 Bcl-2的表达量
增加(图 2C~F)。以上结果表明, GSP能够抑制H2O2
诱导的 H9c2心肌细胞凋亡。
2.3 GSP激活 H2O2诱导的 H9c2心肌细胞中的
PI3K/Akt信号通路

PI3K/Akt通路在细胞凋亡中起着重要作用,它
的激活可以抑制细胞凋亡; PI3K/Akt 通路被激活
后, p-PI3K/PI3K和 p-Akt/Akt的比值均升高[12-13]。
我们使用Western-blot检测各组细胞中 PI3K/Akt
通路相关蛋白质的表达水平。结果如图 3所示,
H2O2 诱导 H9c2 心肌细胞氧化损伤后 , p-PI3K/

PI3K 和 p-Akt/Akt的比值均较对照组显著降低;
而经过 GSP 处理后 , p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt
的比值均较 H2O2 组明显升高。因此, H2O2 诱导
H9c2心肌细胞氧化损伤能够抑制PI3K/Akt 信号
通路, 而 GSP可以通过磷酸化 PI3K进一步磷酸
化下游分子 Akt,从而激活该信号通路。
2.4 PI3K/Akt 信号通路抑制剂 LY294002 对
GSP处理的 H9c2心肌细胞凋亡的影响
为进一步证实 PI3K/Akt信号通路在 GSP保

护 H2O2诱导的 H9c2心肌细胞中发挥作用, 使用
PI3K抑制剂 LY294002处理细胞, 采用 Western-
blot检测通路相关蛋白质和凋亡相关蛋白质的表
达水平。结果如图 4所示, 与 Control组相比, H2O2
组 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 的比值显著下降,
cleaved caspase-3、Bax 的表达水平显著增加, 而
Bcl-2的水平显著下降;与 H2O2组相比, GSP+H2O2
组 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 的比值显著增加,
cleaved caspase-3、Bax 的表达水平显著下降, 而
Bcl-2的水平显著升高;与 GSP+H2O2组相比, GSP+
H2O2+LY294002 组 p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 的
比值显著下降, cleaved caspase-3、Bax 的表达水
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图 4 PI3K/Akt信号通路抑制剂 LY294002对 GSP处理的 H9c2心肌细胞凋亡的影响
(A) 不同处理组 H9c2心肌细胞中 PI3K/Akt通路相关蛋白质(p-PI3K、PI3K、p-Akt和 Akt)和凋亡相关蛋白质(cleaved cas-
pase-3、Bax 和 Bcl-2)表达量的 Western-blot代表性蛋白质条带图像; (B~F) PI3K/Akt通路和凋亡相关指标的统计分析柱
状图。**P<0.01, ***P<0.001。
Fig.4 The effect of PI3K/Akt signaling pathway inhibitor LY294002 on the apoptosis of H9c2 cardiomyocytes treated
with GSP
(A) Western-blot detection of expression levels of PI3K/Akt pathway-related proteins (p-PI3K, PI3K, p-Akt and Akt) and apop-
tosis-related proteins (cleaved canpase-3, Bax and Bcl-2) in H9c2 cardiomyocytes of different treatment groups; (B~F) Statisti-
cal analysis of PI3K/Akt pathway and apoptosis-related indicators. **P<0.01, ***P<0.001.

图 3 GSP激活 H9c2心肌细胞中的 PI3K/Akt信号通路
(A) 不同处理组 H9c2心肌细胞中 PI3K/Akt通路相关指标(p-PI3K、PI3K、p-Akt和 Akt)表达量的 Western-blot代表性蛋白
质条带图像; (B) p-PI3K/PI3K比值的定量分析柱状图; (C) p-Akt/Akt比值的定量分析柱状图。***P<0.001。
Fig.3 GSP activating the PI3K/Akt signaling pathway in H9c2 cardiomyocytes
(A) Western-blot detection of expression levels of PI3K/Akt pathway related indicators (p-PI3K, PI3K, p-Akt and Akt) in H9c2
cardiomyocytes of different treatment groups; (B) Quantitative analysis of p-PI3K/PI3K ratio; (C) Quantitative analysis of p-Akt/
Akt ratio. ***P<0.001.
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平显著增加, 而 Bcl-2的水平显著下降。进一步的
Hochest 33258染色结果显示, 与 Control组相比,
H2O2组凋亡细胞比值显著增加; 与 H2O2 组相比,
GSP+H2O2组凋亡细胞比值显著下降; 而与 GSP+
H2O2组相比, GSP+H2O2+LY294002组凋亡细胞比
值显著增加(图 5)。以上结果表明, H2O2单独处理

时, PI3K/Akt信号通路被显著抑制, H9c2心肌细
胞凋亡水平增加; 当加入 GSP后, PI3K/Akt信号
通路激活, 细胞凋亡水平下降; 而加入 PI3K抑制
剂 LY294002后, PI3K/Akt信号通路受到抑制, 细
胞凋亡水平增加。这进一步证实, GSP通过激活
PI3K/Akt信号通路抑制 H2O2诱导的 H9c2心肌细
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图 5 Hoechst 33258染色展示 LY294002对 GSP处理的 H9c2心肌细胞凋亡的影响
(A) 不同处理组 H9c2心肌细胞 Hoechst 33258染色的代表性图像。当细胞发生凋亡时, H9c2心肌细胞的细胞核呈现致密
浓染, 或呈碎块状致密浓染, 且染色鲜艳; (B) Hoechst 33258染色的统计分析柱状图。***P<0.001。
Fig.5 The effect of LY294002 on apoptosis of GSP-treated H9c2 cardiomyocytes detected by Hoechst 33258 staining
(A) Hoechst 33258 staining of H9c2 cardiomyocytes in different treatment groups. When the cells undergo apoptosis, their nu-
clei are dense and hyperchromatically stained, some are fragmented, with bright color; (B) Statistical analysis of Hoechst 33258
staining results. ***P<0.001.
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3 讨论

心肌组织在梗死过程中缺血缺氧导致心肌细

胞凋亡增加, 而 PCI术后冠状动脉血流的迅速恢
复常引起心肌缺血再灌注(I/R)损伤, 这进一步加
速了心肌细胞的凋亡和坏死[14-18]。GSP具有广泛的
抗氧化及抗凋亡特性, 在本研究中我们发现, GSP
通过 PI3K/Akt信号通路抑制 H2O2 诱导的心肌细
胞凋亡。

1972年, Kerr等[19]根据细胞发生的和坏死完
全不同的死亡过程而提出了细胞凋亡的概念。最

初描述的凋亡过程是程序性细胞死亡的一种形

式, 具有某些形态学特征, 例如: 细胞表面结构丧
失、体积变窄、染色质浓缩、核碎裂和凋亡小体形

成[20-21]。线粒体途径、内质网途径和死亡受体途径
是细胞发生凋亡的主要机制[22-24]。Caspase家族是
一组蛋白酶, 介导即将死亡的细胞高效且特异的
蛋白质水解作用, 是细胞凋亡过程中非常重要的
效应分子[25]。Caspase-3是 caspase家族中最重要
的成员之一, 被认为是激活凋亡的主要效应物[26]。
Cleaved caspase-3是 caspase-3蛋白裂解后的最
终产物。Bcl-2蛋白家族的成员由抗凋亡因子和
促凋亡因子组成, 参与线粒体介导的凋亡途径,
Bax是 Bcl-2家族的促凋亡蛋白, 受 Bcl-2负向
调控[27]。当细胞发生凋亡后, cleaved caspase-3和
Bax的表达水平升高,而 Bcl-2的表达水平下降[28]。
本研究结果表明, H2O2诱导的 H9c2心肌细胞的
凋亡水平显著增加, 而 GSP显著抑制了 H2O2 诱
导的细胞凋亡。

PI3K/Akt信号通路是重要的凋亡抑制信号转

导通路, 在卵巢癌、结肠癌、乳腺癌等多种肿瘤的
生长代谢中发挥重要作用[29-30]。PI3K活化后可激
活下游蛋白质 Akt,活化后的 Akt可调节其下游多
种凋亡相关基因, 促进凋亡基因失活, 进而抑制
细胞凋亡。A549细胞 PI3K/Akt通路激活可抑制
氧化应激诱导的细胞凋亡[31]。Ba等[32]研究表明, 大
蒜素可以通过激活 PI3K/Akt信号通路抑制自噬,
进而抑制细胞凋亡。Ren等[33]研究表明, 姜黄素通
过激活 PI3K/Akt通路抑制氧化应激诱导的细胞
凋亡。Zhao等[34]研究表明, 茁-胡萝卜素通过 PI3K/
Akt/mTOR信号通路保护 H9c2心肌细胞, 使其免
受晚期糖基化终末产物诱导的内质网应激、凋亡

和自噬。在本研究中, GSP通过PI3K/Akt通路抑制
H2O2 诱导的 H9c2心肌细胞凋亡, 为了进一步证
实这一观察结果, 我们用 PI3K抑制剂 LY294002
处理 H9c2心肌细胞, 结果表明 LY294002抑制剂
部分阻断了 GSP的抗凋亡作用。本研究结果表
明, GSP通过激活 PI3K/Akt信号通路对心肌细胞
发挥保护作用。

综上所述, GSP可以作为预防心肌缺血再灌
注损伤的潜在治疗药物, 其通过激活 PI3K/Akt信
号通路抑制心肌损伤后的心肌细胞凋亡。我们的

研究初步证明了 GSP治疗心肌缺血再灌注损伤
的可能作用机理, 并为后续心肌细胞损伤研究提
供了理论依据。
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