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【摘要】  目的　探讨6-姜酚（6-G）预处理是否能够减轻乏氧/复氧（H/R）诱导的H9C2细胞损伤及相关机制。方法　采

用常规方法制备心肌细胞H/R体外模型〔H9C2细胞加入经氮气饱和后的乏氧液后放于培养箱，通入混合气体（体积分数

1%O2，5%CO2，94%N2）作用15 min，培养3 h后取出细胞，置于常氧培养箱（37 ℃，体积分数5%CO2）进行复氧培养1 h〕。在

建立心肌细胞H/R体外模型前给予6-G预处理，采用MTT法测定细胞活力，并筛选6-G干预下细胞活力最大的6-G质量浓度

进行后续实验。采用DCFH-DA荧光探针检测6-G预处理对H9C2氧化应激水平的影响，荧光显微镜以及流式细胞仪观察细

胞内氧化应激的作用。Western blot法检测H/R诱导细胞炎症反应因子中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白介素-6（IL-6）、白介

素-1β（IL-1β）表达的变化。结果　与H/R组相比，6-G+H/R组细胞活力从 50 μg/mL 6-G 组开始上升，200 μg/mL 6-G时细胞

活力最大，后续实验选6-G干预质量浓度为200 μg/mL。与对照组相比，200 μg/mL 6-G组活性氧（ROS）含量无明显变化

（P>0.05），ROS荧光波峰未见明显迁移，H/R组ROS的含量升高，差异有统计学意义（P<0.05），ROS荧光波峰向右侧迁移，

与H/R组相比，6-G+H/R组ROS含量降低，差异有统计学意义（P<0.05），ROS荧光波峰向左侧回移。与对照组相比，6-G组

TNF-α、IL-6、IL-1β的表达无明显变化（P>0.05）；H/R组TNF-α、IL-6、IL-1β的表达升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与

H/R组相比，6-G+H/R组TNF-α、IL-6、IL-1β的表达降低，差异有统计学意义（P<0.05）。结论　6-G预处理能够减轻H/R诱导

的H9C2心肌细胞损伤，其机制可能与抑制氧化应激和炎症反应有关。
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【Abstract】   Objetive　To observe  the  effect  of  6-gingerol  (6-G) pretreatment  on hypoxia/reoxygenation (H/R)

induced  injury  in  H9C2  myocardial  cell  and  investigate  its  related  mechanism. Methods　The  H/R in  vitro model  of

cardiomyocytes  was  prepared  by  conventional  methods.  In  detail,  H9C2  cells  were  added  with  the  nitrogen-saturated

hypoxic liquid, and placed in an incubator, mixed with gas (1% O2, 5% CO2, 94% N2) applying for 15 min. After culturing

for 3 h, the cells were taken out and placed in an incubator (37℃, 5% CO2) for 1 h. Before establishing the cell model, the

cells  were  pretreated  with  6-G,  and  the  cell  viability  was  measured  by  MTT  method  to  observe  the  protective  effect  of

different concentrations of 6-G on H/R-induced cell damage. The 6-G mass concentration for pretreatment that led to the

highest cell viability was used for follow-up experiments. DCFH-DA fluorescent probe was used to detect the effect of 6-G

pretreatment  on  H9C2  oxidative  stress  level,  and  the  intracellular  oxidative  stress  was  observed  with  fluorescence

microscope and flow cytometry. Western blot method was used to detect the expression of tumor necrosis factor-α (TNF-

α), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-1β (IL-1β) in H/R-induced cell inflammatory responses. Results　Compared with

the  H/R  group,  the  cell  viability  of  the  6-G+H/R  group  began  to  increase  when  the  concentration  of  6-G  promoted  to

50 μg/mL. The cell viability was the highest after pretreated with 200 μg/mL 6-G. Therefore, 200 μg/mL was considered as

the best 6-G intervention concentration for subsequent experiment. The content of reactive oxygen species (ROS) in the

200 μg/mL 6-G group had no significant changes compared with the control group (P>0.05),  and the ROS fluorescence

peak did not migrate significantly. However the ROS content in the H/R group increased significantly compared with the

control (P<0.05), and the ROS fluorescence peak shifted to the right. Compared with the H/R group, the ROS content of

* 国家自然科学基金面上项目（No.81760861）、广西自然科学基金重点项目(No.2018GXNSFDA281039)、广西自然科学基金面上项目(No.2018GXNSFAA

294096)和广西自然科学基金面上项目(No.2018GXNSFAA050110)资助

△ 通信作者，E-mail: 382039268@qq.com

四  川  大  学  学  报（  医  学  版  ）
J  Sichuan  Univ  ( Med Sci Edi )

 2020，51（5）: 658 − 663  



the  6-G+H/R  group  decreased  (P<0.05),  and  the  ROS  fluorescence  peak  shifted  to  the  left.  Compared  with  the  control

group,  the  expressions  of  TNF-α,  IL-6,  IL-1β  in  the  6-G group  had  no  significant  changes  (P>0.05);  the  expressions  of

TNF-α, IL-6, IL-1β in the H/R group increased (P<0.05). Compared with H/R group, the expressions of TNF-α, IL-6 and

IL-1β  in  6-G+H/R  group  decreased  (P<0.05). Conclusion　6-G  pretreatment  can  alleviate  H/R-induced  H9C2

myocardial injury, which may be related to the inhibition of oxidative stress and inflammatory responses.

【Key words】　　6-Gingerol　　Hypoxia/reperfusion　　Oxidative stress　　Inflammation　　H9C2
myocardial cell　　

 

心肌梗死是目前世界上造成人类死亡的主要心脏疾

病，及时重建闭塞冠状动脉血流通道是救治心肌梗死患

者最重要的方式[1]。然而，组织器官再灌注本身可通过介

导氧化应激、炎症反应等过程诱导细胞死亡，加重冠状动

脉功能障碍和扩大心肌梗死面积，削弱再灌注治疗的益

处，使患者预后恶化。这一现象也称为心肌缺血再灌注

损伤（myocardial ischemia reperfusion injury, MIRI）[2]。避

免缺血再灌注（ischemia/reperfusion, I/R）诱导损伤的发

生对改善心肌梗死患者的预后具有重要意义，也是当前

心血管领域的研究热点。

6姜酚（6-gingerol, 6-G）是一种提取于生姜中具有抗

炎、抗氧化作用的天然化合物[3]。近年来关于6-G对心血

管疾病保护作用的研究不断增多。研究表明，6-G在控制

血压、抗动脉粥样硬化等方面有重要作用[4-5]。本课题组

前期的动物实验发现，6-G预处理可以有效降低大鼠心肌

MIRI[6-8]。但6-G是否能直接影响心肌细胞，抑制I/R造成

的心肌损伤尚未明确。为此，本研究通过建立H9C2心肌

细胞乏氧/复氧（hypoxia/reperfusion, H/R）模型，旨在观察

6-G预处理在体外是否能减轻H/R造成的心肌细胞损伤，

并深入探讨6-G预处理减轻H/R诱导的心肌细胞损伤的

可能机制。

1     材料与方法

1.1    材料

H9C2细胞购自中国科学院上海生命科学研究院细

胞资源中心；6-G购自美国Sigma公司；肿瘤坏死因子-

α（tumor necrosis factor, TNF-α）、白介素（interleukin, IL）-

6、  IL-1β抗体购自英国Abcam公司；活性氧（ROS）试

剂盒、DCFH-DA荧光探针购自长沙碧云天生物技术有限

公司。

1.2    方法

1.2.1    细胞培养　于恒温培养箱（ 3 7  ℃，体积分数

5%CO2）中，使用加入了10%胎牛血清（FBS）的DMEM培

养基培养H9C2细胞，当细胞铺满瓶底约90%时用胰酶消

化传代，取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2    细胞H/R模型制作　本研究采用H/R体外模型。

取对数生长期H9C2细胞接种96孔板后，培养箱孵育过夜

（37 ℃，体积分数5%CO2）。实验开始前制作高浓度氮气

饱和乏氧液（1 L/min×30 min）备用。为了模拟乏氧，取出

接种了细胞的6孔板，吸弃旧培养液，按2 mL/孔加入经氮

气饱和后的乏氧液并放入乏氧培养箱，通入混合气体（体

积分数1%O2，5%CO2，94%N2）作用15 min，再将乏氧培养

箱气口封闭，置于37 ℃培养3 h。为了模拟复氧，将细胞

从乏氧培养箱拿出，置于新培养基（DMEM+10%FBS）后

置于常氧培养箱（37 ℃，体积分数5%CO2）进行复氧培养

1 h。

1.2.3    细胞活力测定　首先观察不同质量浓度6-G对

H/R诱发的H9C2细胞损伤的影响。将H9C2细胞随机分

为6组：对照组、H/R组、6-G（25、50、100、200 μg/mL）+H/R

组。6-G（25、50、100、200 μg/mL）+H/R组于H/R处理前

24 h根据分组加入相应质量浓度的6-G（25、50、100、

200 μg/mL）进行预处理，对照组不加6-G干预，其余各组

经1.2.2方法进行H/R处理，每组重复3孔。然后每个板孔

内加入500 μg/mL的MTT于37 ℃、体积分数5%CO2 培养

箱培育4 h，弃上清，加入150 μL DMSO溶液溶解细胞，并

使用摇床振荡 1 0  m i n溶解沉淀，微孔板检测器于

490 nm处测定每孔吸光度值，常规计算细胞活力，并以对

照组细胞活力为100%。根据检测结果，选择细胞活力最

大的6-G质量浓度进行后续实验。

1.2.4    实验分组　将培养细胞随机分为4组：对照组、

6-G组、H/R组、6-G+H/R组。对照组及6-G组不进行

H/R处理，H/R组及6-G+H/R组按1.2.2方法进行H/R处理，

6-G组及6-G+H/R于H/R处理前24 h加入6-G进行培养。

1.2.5    细胞内ROS水平测定　将接种于96板孔中细胞分

组处理培养后，弃置板孔中培养液，每孔滴入10 μmol/L

DCFH-DA探针1 mL，于37 ℃培养箱避光孵育20 min后洗

涤3次，在倒置荧光显微镜下观察细胞荧光强度（并用直

方图形式显示结果，其中横轴为DCF荧光强度，纵轴为细

胞数量），并用流式细胞仪进行检测，以反映细胞内

ROS水平。

1.2.6    Western blot检测细胞内炎症因子的表达水平　细

胞分组处理培养后加入裂解液，4 ℃静置1 h，15 000 r/min
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离心15 min，取上清，Western blot法进行蛋白定量。使用

SDS-PAGE电泳转至PVDF膜（依照分子量选择不同孔径

PVDF膜），经封闭液封闭及TBST洗膜后，将PVDF膜分别

加入TNF-α（1∶1 000）、IL-6（1∶1 000）、IL-β（1∶1 000）

4 ℃孵育过夜。第二日TBST洗膜后加入与各自相对应的

稀释二抗后，于室温下孵育1  h，使用化学发光系统

（Amersham Pharmacia）显影印迹，通过Image-Pro Plus

6.0软件分析，以β-actin为内参标化蛋白表达。

x± s1.2.7    统计学方法　计量资料用 表示。多组差异比

较采用单因素方差分析，两两比较采用SNK -q检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2     结果

2.1    不同质量浓度6-G预处理对H/R诱导H9C2心肌细胞

活力的影响

见图1。不同质量浓度（25、50、100、200 μg/mL）6-G

预处理H9C2心肌细胞24 h后，MTT法检测细胞活力结果

显示，与H/R组细胞相比，6-G预处理组从 6-G质量浓度

为50 μg/mL开始细胞活力升高（P<0.05），且活力升高具

有与6-G质量浓度依赖性，6-G在质量浓度为200 μg/mL时

对细胞的保护作用最强。因此，后续实验中6-G质量浓度

选用200 μg/mL。

2.2    6-G预处理对H/R诱导的H9C2心肌细胞ROS水平的

影响

见图2。DCFH-DA荧光探针检测结果显示，对照组

与6-G组的ROS荧光信号强度差异无统计学意义（P>0.05），
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图 1  不同质量浓度6-G预处理对H/R诱导H9C2心肌细胞活力影响（n=3）

Fig 1  Effects of 6-G preconditioning at different concentrations on H/R-
induced viability of H9C2 cardiomyocytes (n=3)

* P<0.05, vs. control group; # P<0.05, vs.  H/R group.
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图 2  6-G预处理对各组H9C2心肌细胞ROS水平的影响

Fig 2  Effect of 6-G pretreatment on ROS level of H9C2 myocardial cells in each groups

A: DCFH-DA probe staining （×400）; B: Quantitative analysis of ROS (n=3); C: Detection of ROS level by flow cytometry.* P<0.05, vs. control group; # P<0.05, vs.

H/R group.
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荧光波峰未见明显迁移。H/R组的ROS荧光信号强度较

对照组与6-G组升高，差异有统计学意义（P<0.05），荧光

波峰向右侧迁移。而6-G+H/R组的ROS荧光信号强度较

H/R组减少，差异有统计学意义（P<0.05），荧光波峰向左

侧回移。

2.3    6-G预处理对H/R诱导的H9C2心肌细胞TNF-α、IL-

6、IL-1β水平的影响

见图3。Western blot检测结果显示，对照组与6-G组

的TNF-α、IL-6、IL-1β水平差异无统计学意义（P>0.05），

H/R组的TNF-α、IL-6、IL-1β水平高于对照组与6-G组

（P<0.05），而6-G+H/R组的TNF-α、IL-6、IL-1β水平则较

H/R组降低（P<0.05）。

3     讨论

本课题组前期动物实验表明，6-G预处理可以通过增

强大鼠机体抗氧化能力、激活PI3K/Akt通路以抑制炎症

反应及细胞凋亡，减轻I/R诱导的大鼠心肌细胞损伤[6-8]。

为了进一步阐明6-G预处理的作用机制，本次实验通过构

建MIRI体外模型，并给予6-G预处理，观察6-G预处理在

体外是否对H/R引发的H9C2心肌细胞损伤产生保护作用

并探讨其相关机制。实验中观察发现，6-G的质量浓度在

50～200 μg/mL范围内，6-G预处理可显著降低H/R诱导的

细胞损伤，并呈现明显的浓度依赖性，这与既往关于6-

G对细胞保护作用的实验结论相同[9-10]。

虽然关于MIRI的具体机制仍未研究透彻，但过度的

氧化应激是目前公认的导致MIRI的核心环节[11]。氧化应

激是由于体内氧化物质的增加和/或抗氧化防御的减弱

所导致的一种负向反应，亦是I/R诱导心肌损伤的重要因

素[12]。氧化应激的发生与ROS的爆发性增加有关，正常生

理状态下的ROS，参与维持细胞稳态及多种信号通路的

传导，而I/R及其他病理条件刺激下使细胞内线粒体大量

的产生ROS，诱导氧化应激反应，并通过氧化应激介导炎

症反应、脂质过氧化、钙离子转运失常、损伤线粒体DNA

等，造成细胞凋亡[13]。已有多项研究证实，6-G具有抗氧

化的作用，其被认为是天然的抗氧化剂。LI等[14]研究发现，

6-G可以提高超氧化歧物酶、谷胱甘肽等抗氧化物的表

达，加强其清除氧自由基的能力，进而改善年龄相关的肝

脂肪变性。ZHANG等[15]的研究发现，经6-G处理可显著

增强细胞的抗氧化能力，来降低H/R诱导的AC16心肌细

胞损伤。本次实验结果同样表明，H/R后的H9C2细胞内

的氧化应激反应显著激活，ROS的产生明显提高。而经6-

G预处理则能显著降低H/R后的氧化应激反应的程度及

ROS的产生。表明6-G减轻MIRI的作用与抑制氧化应激

反应，减少ROS的产生有关。

炎症反应可以引起实质性细胞损伤和器官功能障

碍，是造成I/R损伤的另一个重要原因[16]。炎症的发生被
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图 3  Western blot测定6-G预处理对各组H9C2心肌细胞TNF-α、IL-6、IL-1β水平的影响（n=3）

Fig 3  Western blot showing the effects of 6-G pretreatment on TNF-α, IL-6 and IL-1β levels of H9C2 cardiomyocytes in different groups (n=3)

A: Control group; B: 6-G group; C: H/R group; D: 6-G+H/R group. * P<0.05, vs.  A and B; # P<0.05, vs.  C.
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认为与转录因子NF-κB有关，NF-κB是调控炎症相关基因

表达的关键细胞因子[17]。ROS的过量生成导致的氧化应

激可使NF-κB得到激活，进而促进参与炎症和促纤维化反

应的基因的转录，刺激炎症因子的表达。在I/R诱导的炎

症中，TNF-α能够介导IL-6等其他炎症介质的释放产生炎

症的级联反应，加重细胞损伤[18]。高浓度的IL-6可以激活

中性粒细胞、淋巴细胞和巨噬细胞，然后诱导心肌的氧化

损伤[19]。IL-1β作为心肌缺血再灌注早期阶段释放的炎症

介质之一，可以诱导细胞凋亡、促进心肌细胞重塑 [2 0 ]。

LI等[21]研究发现，6-G可以下调p38 MAPK/NF-κB信号通

路的表达，降低TNF-α、IL-6等炎性因子的表达以抑制大

鼠肠缺血再灌注诱导的炎症反应。另有研究表明[22]，6-

G能够通过活化腺苷酸激活蛋白激酶，对葡聚糖钠硫酸

诱导的大鼠结肠炎发挥抗炎作用。本次实验通过Western

blot法测定显示，H/R后的H9C2心肌细胞内TNF-α、IL-

1β、IL-6的表达明显升高。与LI等[21]的研究结论相似，本

次实验发现6-G预处理同样可以有效减少I/R后H9C2心

肌细胞的TNF-α、IL-1β、IL-6的产生，提示6-G可以通过减

弱炎症反应来产生心肌保护作用。

综上所述，6-G预处理可以通过抑制氧化应激及炎症

反应的产生，减轻H/R诱导的H9C2心肌细胞损伤，为进一

步研究6-G对MIRI的保护作用及其机制提供了线索和理

论依据。然而6-G预处理对H/R诱导的损伤所产生保护

作用的最适剂量及具体机制，仍有待进一步研究。
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