
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(11): 3457−3466

松油烯-4-醇通过调控SIRT1/PPARγ信号通路减轻高糖诱导心肌

细胞损伤的实验研究
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摘要: 松油烯-4-醇 (terpinen-4-ol, T4O) 是具有显著的心血管药理活性的单萜化合物。本研究旨在探讨松油

烯-4-醇对高糖 (high glucose, HG) 诱导的大鼠心肌细胞 (H9C2) 损伤的保护作用及其对沉默调节蛋白 1 (sirtuin 1, 

SIRT1)/过氧化物酶体增殖物激活受体 γ (peroxisome proliferator-activated receptor-γ, PPARγ) 信号通路的影响。实验

预先以不同剂量的松油烯-4-醇预孵育H9C2细胞 2 h后, 加入高糖共同孵育 48 h以构建细胞损伤模型。采用MTT

法测定细胞存活率; 采用荧光探针DCFH-DA检测细胞内活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 水平; 采用流式细胞

术检测细胞凋亡率; JC-1染色观察线粒体膜电位变化; 采用Western blot检测凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax、Caspase-9和

Caspase-3以及 SIRT1和 PPARγ的表达水平; 免疫荧光观察 SIRT1和 PPARγ的定位及表达情况。通过 SIRT1 siRNA

转染实现 SIRT1在H9C2细胞中的沉默表达, 进一步观察松油烯-4-醇对高糖诱导的H9C2细胞内ROS含量、细胞凋

亡率、线粒体膜电位水平及上述蛋白表达水平的影响。结果显示, 与高糖组相比, 松油烯-4-醇干预可显著改善高糖

诱导的H9C2细胞损伤, 降低ROS水平和细胞凋亡率, 增加线粒体膜电位, 下调高糖诱导的Caspase-9和Caspase-3蛋

白表达水平, 同时上调Bcl-2/Bax比值及 SIRT1、PPARγ的表达水平 (P < 0.05, P < 0.01)。沉默 SIRT1后, 与 negative 

control + 高糖组比较, SIRT1 siRNA + 高糖组细胞内ROS含量和细胞凋亡率显著增加, 线粒体膜电位降低, Caspase-9

和Caspase-3蛋白表达水平上调, Bcl-2/Bax比值以及SIRT1、PPARγ的表达水平进一步下调 (P < 0.05, P < 0.01); 而沉

默 SIRT1与松油烯-4-醇共处理后, 可逆转松油烯-4-醇对H9C2细胞损伤的保护作用。综上所述, 松油烯-4-醇可减轻

高糖诱导的H9C2细胞损伤, 其作用机制可能与激活SIRT1/PPARγ信号通路相关, 本研究为抗心肌损伤药物的研发

提供了新的思路和潜在靶点。
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Abstract: Terpinen-4-ol (T4O) is a bioactive monoterpenoid with significant cardiovascular pharmacological 

activity. This study investigated T4O's protective effects against high glucose (HG) induced injury in rat 
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cardiomyocytes (H9C2) and its impact on silencing the sirtuin 1 (SIRT1)/peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ (PPARγ) signaling pathway. In the experiment, H9C2 cells were pre-incubated with different doses of 

T4O for 2 h, followed by co-incubation with HG for 48 h to create an injury model. Cell survival was determined 

using the MTT assay. Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were detected using the fluorescent probe 

DCFH-DA. Apoptosis rates were detected using flow cytometry. Mitochondrial membrane potentials were 

observed using JC-1 staining. Western blot was used to detect the expression levels of the apoptosis-related 

proteins Bcl-2, Bax, Caspase-9, and Caspase-3, as well as SIRT1 and PPARγ. Immunofluorescence was used to 

observe the localization and expression of SIRT1 and PPARγ. Silencing SIRT1 expression in H9C2 cells was 

achieved by SIRT1 siRNA transfection. The effects of T4O on ROS content, apoptosis rate, mitochondrial 

membrane potential, and expression of the aforementioned proteins in HG-induced H9C2 cells were then observed. 

Compared to the HG group, T4O significantly improved HG-induced injury to H9C2 cells. It decreased ROS levels 

and the apoptosis rate, increased the mitochondrial membrane potential, and down-regulated the expression levels 

of the Caspase-9 and Caspase-3 proteins induced by HG. Meanwhile, it increased the Bcl-2/Bax ratio and SIRT1 

and PPARγ expression levels (P < 0.05, P < 0.01). After SIRT1 was silenced, compared with the negative control + 

HG group, the SIRT1 siRNA + HG group exhibited significantly increased intracellular ROS levels and apoptosis 

rates, reduced mitochondrial membrane potential, and upregulated of Caspase-9 and Caspase-3 protein expression. 

while the Bcl-2/Bax ratio and expression levels of SIRT1 and PPARγ were further downregulated (P < 0.05, P < 

0.01). Co-treatment with SIRT1 silencing and T4O reversed the protective effect of T4O against H9C2 cells 

damage. In conclusion, T4O ameliorates HG-induced injury to H9C2 cells by activating the SIRT1/PPARγ 

signaling pathway. This provides a new idea and potential target for developing anti-myocardial injury drugs.

Key words: terpinen-4-ol; diabetic cardiomyopathy; myocardial cell injury; apoptosis; silencing the sirtuin 1; 

peroxisome proliferator-activated receptor-γ

近年来, 2型糖尿病及其并发症的高发已成为全

球公共卫生领域的严峻挑战。糖尿病心肌病 (diabetic 

cardiomyopathy, DCM) 作为糖尿病患者致死与致残的

首要病因[1], 其病理机制复杂且尚未完全阐明。研究

表明, DCM的发生发展涉及线粒体功能障碍、氧化应

激、代谢紊乱、胰岛素信号异常、微血管病变、心肌纤维

化及钙离子稳态失衡等多种机制的协同作用[2,3]。在

这些病理变化进程中, 线粒体功能障碍在心肌细胞损

伤的过程中起关键作用, 具体表现为线粒体膜电位降

低、活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 增加、心肌

细胞凋亡等[4,5]。进一步研究表明, 线粒体功能障碍会

扰乱心肌细胞的能量代谢, 导致ATP生成减少, 影响心

肌的正常收缩与舒张功能。同时, ROS的过度产生会

进一步损伤线粒体DNA、蛋白质和脂质, 形成恶性循

环, 加剧心肌细胞的损伤。

沉默调节蛋白 1 (sirtuin 1, SIRT1) /过氧化物酶体

增殖物激活受体 γ (peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ, PPARγ) 信号通路在心肌代谢和线粒体稳态

中发挥着核心作用。SIRT1作为一种去乙酰化酶, 可

通过调节多种代谢相关蛋白的活性影响细胞代谢[6]。

PPARγ是一种核受体, 在脂肪酸氧化、葡萄糖代谢及脂

质合成等过程中起着关键的调控作用[7]。二者相互作

用不仅能够促进脂肪酸氧化, 增加能量供应, 减少葡萄

糖的利用, 从而缓解代谢紊乱, 还能通过调节线粒体生

物合成相关基因的表达, 增强线粒体的功能, 提升心肌

细胞的能量代谢水平, 维持心肌代谢的稳定[8,9]。此外, 

在线粒体稳态方面, SIRT1能够调节线粒体自噬相关

蛋白的表达, 促进受损线粒体的清除。PPARγ则通过

调控线粒体生物合成和动态平衡相关基因, 促进线粒

体的生成和融合 , 增强线粒体的稳定性。SIRT1 与

PPARγ的相互作用对于维持线粒体的正常数量、形态

和功能至关重要, 有助于减少线粒体功能障碍的发生, 

从而减轻心肌细胞损伤[10,11]。

松油烯-4-醇为大多数植物精油中所含的单萜类

化合物, 研究发现其具有抗菌、抗炎、抗肿瘤等药理活

性[12,13]。课题组前期主要聚焦其在糖尿病血管病变防

治中的潜在作用[14-16], 但对其在高糖诱导的心肌细胞

损伤中的保护作用尚不清楚。本研究旨在探讨松油

烯-4-醇对高糖诱导H9C2细胞损伤及 SIRT1/PPARγ信

号通路的作用, 为防治DCM的创新药物研制提供实验

基础。通过深入研究松油烯-4-醇对SIRT1/PPARγ通路

的调控机制, 以及该通路在DCM心肌代谢和线粒体稳

态中的作用, 有望为DCM的治疗提供新的思路和方法。

材料与方法

药品与试剂 松油烯-4-醇 (山东西亚化学工业有
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限公司 , 纯度 ≥ 98%, 货号 : 562-74-3); SIRT1 抗体 

(Cell Signaling Technology 公司 , #9475); PPARγ抗体 

(81490-5-RR)、Caspase-3抗体 (25128-1-AP)、Caspase-9

抗 体 (10380-1-AP), Proteintech 公 司 ; Bcl-2 抗 体 

(bs-0032R)、Bax 抗体 (bsm-52316R), Bioss 公司 ; goat 

anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor® 488 (ab150077)、goat 

anti-mouse IgG H&L Alexa Fluor® 647 (ab150115), 

Abcam公司; Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒 

(上海YEASEN生物科技有限公司, 40313ES50); 活性

氧检测试剂盒 (Beyotime公司, S0033-1); 四甲基偶氮

唑蓝 [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazo‐

lium bromide, MTT, 804W059]、线粒体膜电位检测试

剂盒 (M8650)、DAPI (C0066)、BCA 试剂盒 (PC0020)、

BSA 试剂盒 (A8020), Solarbio 公司 ; PMSF (G2008)、

RIPA (G2002)、β -actin 抗体 (GB15001), Servicebio 公

司; ECL试剂 (Abbkine公司, BMU102); Lipofectamine 

2000 Reagent (美国 Invitrogen 公司 , 2004957); siRNA

由上海吉玛基因科技有限公司提供, SIRT1 siRNA 正

义 : 5'-UUGUUUCUGGUAAUAAAUCTT-3', 反 义 : 

5'-GAUUUAUUACCAGAAACAATT-3'。 阴 性 对 照

siRNA (negative control) 正义: 5'-UUCUCCGAACGU‐

GUCACGUTT-3', 反 义 : 5'-ACGUGACACGUUCG‐

GAGAATT-3'。

SIRT1 siRNA干扰实验 当细胞密度达到 50%～

60% 时 , 即可进行 SIRT1 siRNA 转染。将稀释后的

SIRT1 siRNA与Lipofectamine 2000试剂混合后在室温

下孵育 20 min, 形成 siRNA-Lipofectamine复合物。转

染 6 h 后 , 将培养基更换为含有 10% 胎牛血清的

DMEM培养基。12 h后, 根据实验分组给予相应的药

物处理。通过Western blot验证SIRT1 siRNA转染效率。

细胞培养及分组 将复苏的 H9C2 细胞转入含

10%胎牛血清的DMEM培养基, 置于37 ℃、5% CO2饱

和湿度的培养箱中。根据实验目的, 实验分为两个部

分, 第一部分实验分为 5个组: ① 正常组 (5.5 mmol·L-1

葡萄糖)、② 模型组 (高糖, 35 mmol·L-1葡萄糖)、③ 松

油烯-4-醇低剂量组 (高糖 35 mmol·L-1 + 松油烯-4-醇 

5 μmol·L-1)、④ 松油烯-4-醇高剂量组 (高糖 35 mmol·L-1 + 

松油烯 -4- 醇 20 μmol·L-1)、⑤ 二甲双胍组 ( 高糖 

35 mmol·L-1 + 二甲双胍 100 μmol·L-1)。各实验组以松

油烯-4-醇、二甲双胍预孵育2 h, 再给予高糖共孵育48 h

诱导建立 H9C2 细胞损伤模型。第二部分实验分为

6 个组: ① negative control 组、② negative control + 高

糖组 (35 mmol·L-1葡萄糖)、③ negative control + 高糖 

(35 mmol·L-1 葡 萄 糖) + 松 油 烯 -4- 醇 高 剂 量 组 

(20 μmol·L-1)、④ SIRT1 siRNA 组、⑤ SIRT1 siRNA + 

高糖组 (35 mmol·L-1 葡萄糖)、⑥SIRT1 siRNA + 高糖 

(35 mmol·L-1 葡 萄 糖) + 松 油 烯 -4- 醇 高 剂 量 组 

(20 μmol·L-1)。

MTT法检测H9C2细胞存活率 将H9C2细胞以

每毫升 2×104个的密度接种于 96孔板中, 在 37 ℃、5% 

CO2培养箱中孵育。按照第一部分实验分组进行药物

处理 , 继续培养 48 h。随后 , 每孔加入 20 μL MTT 溶

液 (5 mg·mL-1), 在 37 ℃下孵育 4 h。孵育结束后, 小心

弃去上清液 , 每孔加入 150 μL 二甲基亚砜 , 震荡

10 min以充分溶解甲瓒晶体, 随后使用多功能酶标仪

在490 nm波长处测定各孔的吸光度值。

流式细胞仪检测细胞凋亡 用 0.25%胰酶 (不含

EDTA) 覆盖H9C2细胞表面于 37 ℃消化, 然后收集细

胞悬液, 调整每毫升细胞数为 1×106个, 按照细胞凋亡

试剂盒说明书, 加入Annexin V-FITC/PI探针避光室温

孵育15 min, 在流式细胞仪进行细胞上机检测。

DCFH-DA荧光探针检测H9C2细胞ROS水平 将

H9C2 细胞接种于 6 孔板中, 按实验分组处理给药后, 

加入DCFH-DA荧光探针于 37 ℃培养 20 min, 用无血

清 DMEM 洗涤细胞 2～3 次后, 于倒置荧光显微镜下

观察并拍照。采用流式细胞术检测细胞ROS水平, 先

将细胞用 0.25% 胰酶 (不含 EDTA) 消化收集, 各分组

中加入 DCFH-DA 荧光探针孵育 20 min, 用无血清

DMEM洗涤细胞2～3次后上机检测。

JC-1染色检测线粒体膜电位水平 将H9C2细胞

接种于 6 孔板 , 按实验分组给药处理后 , 用 PBS 洗涤

2～3 次。每孔加入 1 mL DMEM 培养基 , 随后加入

1 mL预先配制的 JC-1染色工作液, 充分混匀。将细胞

置于 37 ℃细胞培养箱中避光孵育 20 min。孵育结束

后, 吸除上清, 用预先配制的 JC-1染色缓冲液洗涤 2、

3次。采用荧光显微镜观察细胞内荧光信号, JC-1在

高线粒体膜电位时形成红色荧光聚合物, 低膜电位时

以绿色荧光单体形式存在。

免疫荧光 将生长状态良好的H9C2细胞接种在

含盖玻片的 6孔板中。各给药组处理 48 h后, 将细胞

用预冷PBS轻轻洗涤3次, 用4%多聚甲醛固定20 min, 

并用 0.2% Triton-X100 透化 15 min, PBS 洗涤 3 次; 山

羊血清封闭 40 min 后 , 稀释一抗 SIRT1 (1∶100) 和

PPARγ (1∶200), 将细胞一抗置于湿盒中孵育 1 h, 4 ℃

孵育过夜; PBS洗涤后, 按抗体说明书比例稀释荧光二

抗 (1∶200), 置于湿盒中室温下孵育 1 h, PBS洗涤 3次; 

然后与DAPI (1∶1 000) 孵育 30 min以染核, 最后使用

Leica DMi8显微镜和Leica X软件 (德国韦茨拉尔) 以

200倍的放大倍数捕获免疫荧光图像。

Western blot检测 收集各处理组H9C2细胞, 采

·· 3459



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(11): 3457−3466

用含 PMSF 的 RIPA 裂解液 (PMSF∶RIPA=1∶99) 提取

总蛋白, 采用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。将

蛋白样品 (20 μg) 经SDS-PAGE电泳分离后, 用湿转法

转至 PVDF膜。使用 5% BSA溶液于室温下封闭 2 h。

随后 , 分别加入特异性一抗 : 抗 SIRT1 (1∶1 000)、抗

PPARγ (1∶1 000)、抗Bax (1∶1 000)、抗Bcl-2 (1∶1 000)、

抗 Caspase-9 (1∶500)、抗 Caspase-3 (1∶500) 及内参

β-actin (1∶10 000), 4 ℃孵育过夜。次日 , TBST 洗涤

3 次后 , 加入相应二抗 (1∶10 000) 于室温孵育 1.5 h。

再次用TBST洗涤 3次后, 采用增强型ECL试剂显影。

运用 Image Lab图像分析软件对目标条带进行光密度

值分析。

统计学方法 实验数据采用 SPSS 20.0软件进行

分析, 数据以均数 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示, 采用GraphPad 

Prism 7.0 软件制图 , P < 0.05 表示差异具有统计学

意义。

结果

1　松油烯-4-醇对高糖诱导H9C2细胞活力的影响

MTT 检测结果表明 , 用不同浓度松油烯 -4-醇 

(1.25、2.5、5、10、20 μmol·L-1) 处理H9C2心肌细胞 48 h

后, 对细胞活性无明显影响, 差异不具有统计学意义; 

浓度超过 40 μmol·L-1时, 心肌细胞活力显著降低 (P < 

0.01, 图 1A)。与正常对照组比较, 高糖干预后心肌细

胞活性明显降低 (P < 0.01); 与高糖组比较 , 1.25、

2.5 μmol·L-1松油烯-4-醇不能改善高糖处理后的心肌

细胞活性, 差异不具有统计学意义, 5～20 μmol·L-1松

油烯-4-醇干预给药后能够显著改善高糖诱导的H9C2

细胞损伤 (P < 0.05, P < 0.01, 图 1B), 故选用 5 和

20 μmol·L-1作为后续实验研究的松油烯-4-醇低、高药

物浓度。近年研究发现, 降糖药物二甲双胍 (metformin, 

Met) 是防治 2 型糖尿病等心血管代谢疾病的重要手

段 , 故将二甲双胍作为阳性药。Wu 等[17,18]研究表明 , 

二甲双胍 (100 μmol·L-1) 对 H9C2 细胞损伤具有良好

的保护作用。与本研究一致, 100 μmol·L-1二甲双胍显

著改善高糖诱导的H9C2细胞损伤 (P < 0.01)。

2　松油烯-4-醇对高糖诱导H9C2细胞凋亡率与线粒

体膜电位水平的影响

采用流式细胞术检测 H9C2 细胞凋亡率, 实验结

果表明, 与对照组相比, 高糖作用 48 h后, 细胞凋亡率

显著升高, 差异具有统计学意义 (P < 0.01); 与模型组

相比, 松油烯-4-醇低、高剂量组及二甲双胍组细胞凋

亡率显著降低 (P < 0.05) (图 2A、C)。JC-1荧光结果显

示, 与对照组比较, 模型组绿色荧光增强, 红色荧光减

弱, 此时线粒体膜电位显著降低 (P < 0.01), 给予不同

剂量的松油烯-4-醇和二甲双胍后可显著恢复线粒体

膜电位 (P < 0.01), 表现为绿色荧光减弱, 红色荧光增

强 (图2B、D)。

3　松油烯-4-醇对高糖诱导 H9C2 细胞 ROS 水平的

影响

采用DCFH-DA探针检测H9C2细胞ROS水平, 结

果表明, 高糖诱导H9C2细胞内ROS荧光强度显著增

加 (P < 0.01), 而松油烯-4-醇不同剂量组及二甲双胍组

均能够不同程度地显著降低细胞内 ROS 水平 (P < 

0.01) (图 3A、C)。进一步采用流式细胞仪检测细胞内

ROS含量, 结果显示, 与正常对照组比较, 模型组细胞

内ROS含量显著增加 (P < 0.01), 与模型组相比, 松油

烯-4-醇处理及二甲双胍组细胞内ROS含量显著下降 

(P < 0.01) (图3B、D)。

4　松油烯-4-醇对高糖诱导H9C2细胞凋亡相关蛋白

Bcl-2、Bax、Caspase-9、Caspase-3表达的影响

Western blot结果表明 (图 4), 与正常对照组比较, 

模型组Bcl-2/Bax的比值显著下调 (P < 0.01), Caspase-9

和 Caspase-3的表达上调 (P < 0.01), 给予松油烯-4-醇

低、高剂量可上调Bcl-2/Bax的比值 (P < 0.05, P < 0.01), 

下调Caspase-9和Caspase-3蛋白的表达 (P < 0.01)。

5　松油烯 -4-醇对高糖诱导 H9C2 细胞中 SIRT1、

PPARγ蛋白表达的影响

Western blot结果表明, 与正常对照组比较, 模型

组 SIRT1、PPARγ显著下调 (P < 0.01), 不同剂量松油

烯-4-醇组及二甲双胍组可显著上调 SIRT1、PPARγ的

蛋白表达 (P < 0.05, P < 0.01) (图 5A)。进一步采用

免疫荧光染色检测各组细胞中 SIRT1、PPARγ表达情

况 , 结 果 与 Western blot 相 同 , 重 要 的 是 , SIRT1 

(绿色) 和 PPARγ (红色) 在 H9C2 细胞中存在共定位 

(图 5B)。

Figure 1　Effect of T4O on the viability of H9C2 cells. A: MTT 

detection of the effect of T4O (0−80 μmol·L-1) on the viability of 

H9C2 cells; B: H9C2 cells were cultured with, or without, 

35 mmol·L-1 HG medium in the presence or absence of T4O (0−
20 μmol·L-1) and 100 μmol·L-1 Met for 48 h, the cell viability was 

measured by MTT. n = 6, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 

0.05, ##P < 0.01 vs HG group. T4O: Terpinen-4-ol; Met: Metformin; 

HG: High glucose
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6　敲低 SIRT1及松油烯-4-醇对高糖诱导H9C2细胞

凋亡率、线粒体膜电位及ROS水平的影响

流式细胞仪检测细胞凋亡率结果显示 , 与 nega‐

tive control + 高糖组比较, SIRT1 siRNA + 高糖组显著

增加H9C2细胞凋亡率 (P < 0.05), SIRT1 siRNA + 高糖

组与 SIRT1 siRNA + 高糖 + 松油烯-4-醇组细胞凋亡率

差异无统计学意义 (P > 0.05) (图 6A、C)。JC-1荧光结

果显示 , 与 negative control + 高糖组比较 , SIRT1 

siRNA + 高糖组绿色荧光增强 , 红色荧光减弱 (P < 

0.01), SIRT1 siRNA + 高糖组与 SIRT1 siRNA + 高糖 + 

松油烯-4-醇组相比线粒体膜电位水平差异无统计学

意义 (P > 0.05) (图 6B、D)。采用流式细胞仪检测细胞

内ROS含量, 结果显示, 与 negative control + 高糖组比

较 , SIRT1 siRNA + 高糖组 ROS 含量显著增加 (P < 

0.01), SIRT1 siRNA + 高糖组与 SIRT1 siRNA + 高糖 + 

松油烯-4-醇组细胞ROS含量差异无统计学意义 (P > 

0.05) (图7)。

7　敲低 SIRT1及松油烯-4-醇对高糖诱导H9C2细胞

SIRT1、PPARγ及凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax、Caspase-9、

Caspase-3表达的影响

为明确 SIRT1 与 PPARγ的潜在信号机制 , 采用

siRNA 技术实现 SIRT1 的沉默, 并通过蛋白免疫印迹

法分析沉默 SIRT1及松油烯-4-醇对 HG 诱导 H9C2细

胞内 PPARγ信号及凋亡相关蛋白表达的影响。与

negative control组比较, SIRT1 siRNA组 SIRT1蛋白表

达明显下调 (P < 0.01), 证明 siRNA转染实现 SIRT1的

敲低表达 (图 8A)。与 negative control + HG 组相比 , 

SIRT1 siRNA + HG组显著下调PPARγ、Bcl-2/Bax的比

值 , 进一步上调 Caspase-9、Caspase-3 蛋白表达水平 

(P < 0.01)。与 SIRT1 siRNA + 高糖组比较 , SIRT1 

siRNA + 高糖 + 松油烯-4-醇组中SIRT1、PPARγ、Bcl-2/

Bax、Caspase-9和Caspase-3蛋白表达差异无统计学意

Figure 2　Effect of T4O on HG-induced apoptosis rate and mitochondrial membrane potential level in H9C2 cells. A: Combined flow 

detection of apoptosis by Annexin V-FITC and PI. H9C2 cells were cultured with, or without, 35 mmol·L-1 HG medium in the presence or 

absence of T4O and 100 μmol·L-1 Met for 48 h, followed by flow cytometry examination; B: JC-1 staining for mitochondrial membrane 

potential (scale bars: 50 μm); C, D: The quantification of figure A and B. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs 

HG group
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义 (P > 0.05) (图8B)。

讨论

当前, DCM的研究主要聚焦于心肌细胞损伤等关

键病理环节[19]。研究发现[20,21], 线粒体功能障碍是导

致心肌细胞损伤的核心因素之一, 其会促使ROS生成

增加, ROS水平的升高可进一步诱导线粒体膜通透性

转换孔的开放, 并促进细胞色素C从线粒体向细胞质的

释放, 最终触发细胞凋亡途径, 这一系列复杂连锁反应均

与DCM的发生发展密切相关, 深入剖析这些机制对于

Figure 3　 The effect of T4O on HG-induced ROS levels in H9C2 cells. A: DCFH-DA probe detection of ROS levels in H9C2 cells. 

DCFH-DA (green fluorescence), scale bars: 100 μm; B: Detection of intracellular ROS in H9C2 cells using flow cytometry; C, D: The 

quantification of figure A and B. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs HG group. ROS: Reactive oxygen species

Figure 4　Effect of T4O on the expression of apoptosis related proteins Bcl-2, Bax, Caspase-9, and Caspase-3 in H9C2 cells induced by 

HG. Western blot analysis of Bcl-2, Bax, Caspase-9, and Caspase-3 in H9C2 cells, the data were normalized to that of β -actin levels and 

presented as fold changes relative to those in the control cells. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG group. 

Bcl-2: B-cell lymphoma 2; Bax: BCL-2 associated X protein; Caspase-9: Cysteinyl aspartate specific proteinase 9; Caspase-3: Cysteinyl 

aspartate specific proteinase 3
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攻克DCM难题有着关键意义。尽管诸多因素可导致

DCM 的发生 , 但高血糖仍是心肌损伤的主要驱动因

素[22]。本研究显示, H9C2细胞经高糖处理后线粒体膜电

位显著降低、ROS水平增加, 促使H9C2细胞发生凋亡。

筛选有效的天然活性物质一直是防治DCM的研

究热点。课题组前期研究表明松油烯-4-醇可防治糖

尿病中的血管病变及抑制棕榈酸诱导的胰岛 β细胞凋

亡[16,23]。研究表明, 大量生成的ROS诱导心肌细胞氧

化应激是DCM发生发展的主要原因。在高糖环境下, 

ROS过度生成破坏线粒体膜电位的稳定, 促进心肌细

胞的胰岛素抵抗及细胞凋亡[24]。其中, Bcl-2家族蛋白

中抗凋亡和促凋亡蛋白间的平衡对线粒体凋亡途径的

调控起着至关重要的作用。Bcl-2和 Bax分别是该家

族中的抗凋亡和促凋亡关键成员, 它们在线粒体外膜

Figure 6　Effects of knockdown of SIRT1 and T4O on apoptosis rate and mitochondrial membrane potential in HG-induced H9C2 cells. A: 

H9C2 cells were transfected with SIRT1 siRNA or negative control and then incubated with HG (35 mmol·L-1) in the presence, or absence, 

of T4O (20 μmol·L-1) for 48 h. Combined flow detection of apoptosis by Annexin V-FITC and PI; B: JC-1 staining for mitochondrial 

membrane potential (scale bars: 50 μm); C, D: The quantification of figure A and B. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs negative control; #P < 0.05, 
##P < 0.01 vs negative control + HG group; nsP > 0.05 vs SIRT1 siRNA + HG group. ns: No significance

Figure 5　Effect of T4O on the expression of SIRT1, PPARγ protein in H9C2 cells induced by HG. A: Western blot analysis of SIRT1 and 

PPARγ in H9C2 cells. The data represent densitometric quantification of protein normalized to that of β -actin. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs 

control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HG group; B: Representative immunofluorescence microscopy images of SIRT1 and PPARγ in H9C2 

cells. SIRT1 (green fluorescence), PPARγ (red fluorescence), and cell nuclei were stained with DAPI (blue fluorescence) (scale bars: 

50 μm). SIRT1: Sirtuin1; PPARγ: Peroxisome proliferator-activated receptor γ
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通透性中扮演着重要角色。Bax与促凋亡蛋白Bid在

线粒体表面形成通道, 增加膜通透性, 促进细胞色素C

释放 , 激活下游 Caspase 级联反应 , 如 Caspase-9 和

Caspase-3 的表达, 进而导致细胞凋亡。而 Bcl-2 通过

与 Bax 结合使其失活 , 阻断细胞色素 C 释放 , 抑制凋

亡[25]。在心肌细胞损伤过程中, Bcl-2表达降低、Bax表

达升高, 激活线粒体凋亡途径。本实验结果显示, 给予

松油烯-4-醇干预可明显改善高糖诱导的H9C2细胞损

伤, 降低 ROS水平和细胞凋亡率, 改善线粒体膜电位

水平, 并下调Caspase-9和Caspase-3蛋白表达, 同时上

调Bcl-2/Bax比值, 揭示其对DCM中心肌细胞损伤的

保护作用。

PPARγ是一种配体依赖性转录因子, 其在心肌细

胞中的表达对维持心肌正常功能至关重要。研究发

现 , PPARγ的激活可显著降低线粒体内的 ROS 生成 , 

抑制线粒体通透性转换孔的开放, 减少细胞色素C的

释放, 从而减轻线粒体介导的细胞凋亡, 对心肌细胞起

到保护作用[26]。SIRT1是一种 NAD+依赖的组蛋白去

乙酰化酶, 在多种细胞过程中起关键作用, 包括调控衰

老、细胞周期、线粒体稳态、自噬和氧化应激等。其被

Figure 8　Effect of knocking down SIRT1 and T4O on the expression of SIRT1, PPARγ, and apoptosis related proteins in H9C2 cells 

induced by HG. A: Western blot was used to analyze the protein levels of SIRT1; B: Western blot results of SIRT1, PPARγ, Bcl-2/Bax, 

Caspase-9 and Caspase-3 in H9C2 cells, with β-actin as a loading control. H9C2 cells were treated with SIRT1 siRNA or negative control 

and then incubated with HG (35 mmol·L-1) in the presence, or absence, of T4O (20 μmol·L-1) for 48 h. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs negative 

control; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs negative control + HG group; nsP > 0.05 vs SIRT1 siRNA + HG group

Figure 7　Effects of knockdown of SIRT1 and T4O on HG induced ROS levels in H9C2 cells. Detection of intracellular ROS in H9C2 cells 

using flow cytometry. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs negative control; ##P < 0.01 vs negative control + HG group; nsP > 0.05 vs SIRT1 siRNA + 

HG group
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认为是DCM心肌细胞凋亡和氧化应激的重要调节因

子, 抑制 SIRT1活性可诱导心肌细胞凋亡和ROS的增

加, 并伴有 Caspase-3激活, 而激活 SIRT1可抑制心肌

细胞凋亡和氧化应激[27]。本研究结果表明, 高糖可下

调 H9C2 细胞中 SIRT1、PPARγ蛋白表达水平 , 松油

烯-4-醇预处理后可上调SIRT1、PPARγ蛋白表达水平。

本研究与多数[28,29]结果一致, SIRT1在心肌细胞损伤及

细胞凋亡方面有极大的探索意义。有研究[30,31]报道激

活 SIRT1的表达促使 PPARγ的表达增加, 以保护DCM

心肌。为了进一步分析SIRT1与PPARγ的潜在信号机

制, 研究者采用 siRNA干扰技术实现 SIRT1的敲低表

达, 结果表明敲低 SIRT1可增加ROS水平和细胞凋亡

率, 降低线粒体膜电位。同时, 敲低 SIRT1降低 PPARγ

和 Bcl-2/Bax 的蛋白表达水平 , 并上调 Caspase-9 和

Caspase-3蛋白表达水平。当敲低 SIRT1并给予高剂量

松油烯-4-醇干预H9C2细胞后, 发现能逆转松油烯-4-

醇对 H9C2细胞损伤的改善作用。这些结果提示, 松

油烯-4-醇改善 H9C2 细胞损伤与其激活 SIRT1, 促进

PPARγ信号激活有关, 且 SIRT1可能作为 PPARγ信号

的上游调控分子。

在本研究中, 作者深入探讨了松油烯-4-醇对高糖

诱导的心肌细胞损伤的保护作用, 并揭示了其潜在的

分子机制。研究结果表明, 松油烯-4-醇能够显著提高

心肌细胞的存活率, 降低细胞凋亡率, 减少 ROS的生

成, 并且这种保护作用与 SIRT1/PPARγ信号通路的调

控密切相关 (图 9)。具体而言, 松油烯-4-醇通过激活

SIRT1, 进而增强 PPARγ的活性 , 从而保护心肌细胞。

与其他心肌保护通路如 PI3K/AKT 或 NF-κB 通路相

比, SIRT1/PPARγ通路的独特性在于其对代谢和抗氧

化应激的综合调节能力。如 PI3K/AKT通路主要通过

促进细胞存活和抑制凋亡来发挥作用, 但在调节细胞

代谢和抗氧化应激方面的作用相对较弱[32]。而NF-κB

通路主要参与炎症反应的调节, 虽然在某些情况下也

能影响氧化应激, 但其主要功能并非直接针对线粒体

损伤[33]。综上所述, SIRT1/PPARγ信号通路在心肌保

护中具有独特的优势和特异性, 特别是其在调节线粒

体功能、减少 ROS 生成和抑制细胞凋亡方面的作用, 

使其成为防治DCM等心肌损伤疾病的潜在靶点。松

油烯-4-醇通过调控 SIRT1/PPARγ通路改善心肌细胞

损伤, 为开发新型心肌保护药物提供了新的思路和实

验依据。
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