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橙皮素通过 AMPKα/SIRT1/PGC⁃1α通路改善高糖
高脂诱导的 AC16心肌细胞线粒体损伤与凋亡
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摘要  目的：研究橙皮素（HES）在高糖高脂诱导 AC16 心肌细胞氧化损伤中的影响及机制。方法：体外培养

AC16 心肌细胞，使用不同浓度橙皮素处理细胞 24 h 后通过 CCK‐8 检测橙皮素对细胞活性的影响。使用 300 μmol ·
L-1棕榈酸与 4. 5 g·L-1 D‐葡萄糖构建 AC16 细胞损伤模型。不同浓度橙皮素干预高糖高脂损伤细胞 24 h 后通过

CCK‐8 试验及 ELISA 法检测细胞上清液乳酸脱氢酶 (LDH)水平选取有效的干预浓度。随后细胞随机分为 5 组：对

照组、橙皮素组、高糖高脂组、高糖高脂+橙皮素组、高糖高脂+橙皮素+AMPK 抑制剂 Compound C（CC）组。通

过 DHE 染色法检测细胞活性氧（ROS）蓄积，TUNEL 染色法检测细胞凋亡率，JC‐1 荧光探针染色法检测细胞线粒

体膜电位，MitoSOX RED 荧光探针染色法检测线粒体氧化应激，ELISA 法检测细胞上清液丙二醛（MDA）水平和

超氧化物歧化酶（SOD）活性，ATP 试剂盒检测细胞 ATP 水平，Western Blot 检测 B 细胞淋巴瘤 ‐2（Bcl‐2）、Bcl‐2 相

关 X 蛋白（Bax）、AMPK、p‐AMPK、沉默信息调节因子 1(SIRT1)、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 ‐1α
(PGC‐1α)、解偶联蛋白 3（UCP3）蛋白表达变化。结果：和对照组比较，高糖高脂组心肌细胞活性显著降低，且心肌

损伤标志物水平显著升高 (P<0. 05)；细胞凋亡增加，Bax 水平升高而 Bcl‐2 水平降低，活性氧增多、线粒体膜电位降

低、线粒体氧化应激升高、MDA 水平升高、SOD 活性降低、ATP 水平降低 (P<0. 05)，AMPKα 磷酸化水平、SIRT1、
PGC‐1α、UCP3 表达降低(P<0. 05)。与高糖高脂组比较，高糖高脂+橙皮素组心肌细胞活性明显增加，且心肌损伤

标志物水平降低 (P<0. 05)；细胞凋亡减少，Bax 水平降低而 Bcl‐2 水平升高，活性氧减少、线粒体膜电位升高、线粒

体氧化应激降低、MDA 水平降低、SOD 活性升高、ATP 水平升高 (P<0. 05)，且 AMPKα 磷酸化水平、SIRT1、
PGC‐1α、UCP3 表达升高 (P<0. 05)，而使用 AMPK 抑制剂 Compound C 能削弱 HES 对上述通路蛋白的激活作用

(P<0. 05)。结论：橙皮素能够改善高糖高脂诱导的 AC16 心肌细胞线粒体损伤、氧化应激及细胞凋亡，其作用机制

可能与激活 AMPKα/SIRT1/PGC‐1α/UCP3 信号通路有关。
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Hesperetin alleviates high glucose and high lipid induced mitochondrial 
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Abstract

Objective:: To investigate the effect and mechanism of hesperetin (HES) on oxidative damage in‐
duced by high glucose and high fat in AC16 cardiomyocytes.  Methods:: AC16 cardiomyocytes were 
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cultured in vitro and treated with different concentrations of hesperetin for 24 h.  The effect of hespere‐
tin on cell viability was detected by CCK‐8.  A cellular damage model was established using 300 μmol·
L- ¹ palmitic acid and 4. 5 g·L- ¹ D ‐glucose.  After treating high glucose ‐ and high fat ‐damaged cells 
with different concentrations of hesperetin for 24 h, effective concentrations were selected based on 
CCK‐8 assay and ELISA measurement of lactate dehydrogenase (LDH) levels in the cell supernatant.  
Subsequently, cells were randomly divided into 5 groups: control group, hesperetin alone group, high 
glucose and high fat group, high glucose and high fat+hesperetin group, and high glucose and high 
fat+hesperetin+AMPK inhibitor Compound C (CC) group.  Reactive oxygen species (ROS) accumu‐
lation was detected by DHE staining, apoptosis rate was detected by TUNEL staining, mitochondrial 
membrane potential was detected by JC ‐ 1 fluorescent probe staining, mitochondrial oxidative stress 
was detected by MitoSOX Red fluorescent probe staining, malondialdehyde (MDA) levels and super‐
oxide dismutase (SOD) activity in the cell supernatant were detected by ELISA, cellular ATP levels 
were detected by an ATP assay kit, and protein expression of B‐cell lymphoma 2 (Bcl‐2), Bcl‐2‐asso‐
ciated X protein (Bax), AMPK, p‐AMPK, silent information regulator 1 （SIRT1), peroxisome pro‐
liferator ‐ activated receptor gamma coactivator 1 ‐alpha (PGC ‐1α), and uncoupling protein 3 (UCP3） 
was detected by Western Blot.  Results:: Compared with the control group, the high glucose and high 
fat group showed significantly reduced cardiomyocyte viability and increased levels of myocardial inju‐
ry markers (P<0. 05), as well as increased apoptosis, increased Bax but decreased Bcl ‐2 levels, in‐
creased reactive oxygen species, decreased mitochondrial membrane potential, increased mitochondri‐
al oxidative stress, increased MDA levels, decreased SOD activity, decreased ATP levels 
(P<0. 05), and decreased phosphorylation of AMPKα and expression of SIRT1, PGC ‐ 1α, and 
UCP3 (P<0. 05).  Compared with the high glucose and high fat group, the high glucose and high fat+
hesperetin group showed significantly increased cardiomyocyte viability and decreased levels of myo‐
cardial injury markers (P<0. 05), as well as decreased apoptosis, decreased Bax but increased Bcl‐2 
levels, decreased reactive oxygen species, increased mitochondrial membrane potential, decreased mi‐
tochondrial oxidative stress, decreased MDA levels, increased SOD activity, increased ATP levels 
(P<0. 05), and increased phosphorylation of AMPKα and expression of SIRT1, PGC‐1α, and UCP3 
(P<0. 05).  Furthermore, the use of the AMPK inhibitor Compound C attenuated the activating effect 
of HES on the above pathway proteins (P<0. 05).  Conclusion:: Hesperetin can ameliorate mitochon‐
drial damage, oxidative stress, and apoptosis induced by high glucose and high fat in AC16 cardiomyo‐
cytes, and its mechanism may involve the activation of the AMPKα/SIRT1/PGC ‐ 1α/UCP3 sig‐
naling pathway.

Key Words Hesperetin； Cardiomyocytes； Mitochondrial Damage； Oxidative Stress； Apopto‐
sis； AMPK/SIRT1/PGC‐1α Signaling Pathway； Uncoupling Protein 3

糖尿病心肌病（diabetic cardiomyopathy， DCM）

是糖尿病最严重的并发症之一，以心肌肥厚、纤维化

和心功能进行性恶化为特征，最终导致心力衰竭和高

死亡率［1］。线粒体氧化应激损伤作为其核心发病机制

之一，表现为活性氧（reactive oxygen species，ROS）过

度积累及线粒体功能障碍，诱发心肌细胞凋亡［2］。因

此，针对其核心机制，开发抑制氧化损伤的药物是治

疗糖尿病心肌病的重点方向［3］。

橙皮素（hesperetin，HES）是一种主要存在于柑

橘类水果中的黄酮类化合物，是橙皮苷的代谢产

物。HES 具有抗炎、抗糖尿病、抗微生物、神经保护

及心脏保护等多效生物学功能，在食品添加剂与治

疗药物开发领域均展现出广阔的应用前景［4‐5］。研

究［6］表明，橙皮素在体外可以改善过氧化氢（H2O2）、

缺氧等有害刺激诱导的细胞凋亡、线粒体氧化应

激，并经由腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）通路改善
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胰岛素抵抗，对 2 型糖尿病具有保护效应［7］。现有

研究［8‐9］显示，橙皮素在糖尿病兔心肌缺血再灌注损

伤及大鼠糖尿病心肌病模型中具有抑制氧化应激

和细胞凋亡的心脏保护作用，但其具体分子机制尚

未完全阐明。因此本研究构建了高糖棕榈酸诱导

的 AC16 心肌细胞高糖高脂损伤模型，选择 AMPK
及下游通路探讨橙皮素对其影响及可能机制。

1 材料与方法

1. 1　实验试剂及细胞培养   
1. 1. 1　实验试剂　AC16 心肌细胞购自中国科学

院细胞库（中国上海）；Dulbecco's Modified Eagle 
Medium/Nutrient Mixture F ‐12（DMEM/F12）培养

基及胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）购自美国

GIBCO 公 司 ；橙 皮 素（hesperetin）购 自 上 海 Med‐
ChemExpress 公司；CCK‐8 检测试剂盒、乳酸脱氢酶

（lactate dehydrogenase，LDH）检测试剂盒、DHE 检

测试剂盒、TUNEL 检测试剂盒、丙二醛（malondial‐
dehyde，MDA）检测试剂盒、超氧化物歧化酶（super‐
oxide dismutase，SOD）检测试剂盒、ATP 试剂盒、

JC‐1 检测试剂盒、MitoSOX 检测试剂盒均购自上海

碧云天生物技术公司；聚偏二氟乙烯（polyvinyli‐
dene fluoride，PVDF）膜购自美国 Millipore 公司，B
细胞淋巴瘤 ‐2（B‐cell lymphoma 2，Bcl‐2）、B 细胞淋

巴 瘤 ‐ 2 相 关 X 蛋 白（Bcl ‐ 2 ‐ associated X protein，
Bax）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子‐
1α（peroxisome proliferator‐activated receptor gamma 
coactivator 1‐alpha，PGC‐1α）、解偶联蛋白 3（uncou‐
pling protein 3，UCP3）、β‐微管蛋白（β‐Tubulin）抗体

购自武汉 Abclonal 公司，AMPKα 及其抑制剂 Com‐
pound C(CC)、磷酸化 AMPKα（p‐AMPKα）、沉默信

息调节因子 1（silent information regulator 1，SIRT1）
抗体购自美国 CST 公司。

1. 1. 2　细胞培养　AC16 心肌细胞使用含 10% FBS
的DMEM/F12培养基于37 ℃、5% CO2培养箱中培养，

待细胞密度达 70%~90% 时按照 1∶2 的比例传代。

1. 2　实验方法   
1. 2. 1　CCK‐8 法检测 AC16 心肌细胞活性　接种

100 μL 的细胞悬液在 96 孔板中，培养 24 h 后，对各

组细胞进行相应处理，24 h 后每孔加入 CCK‐8 溶液

10 μL，孵育 2 h 后，用酶标仪测定在 450 nm 处的光

密度（optical density，OD）。通过以下公式计算细胞

的增殖活性：细胞活性=［（实验孔 OD 值-空白孔

OD 值）/（对照孔 OD 值-空白孔 OD 值）］×100%。

1. 2. 2　不同浓度橙皮素对高糖高脂诱导的 AC16
细胞活力的影响　采用 0、25、50、75 和 100 μmol ·
L-1 的橙皮素与 300 μmol·L-1 棕榈酸及 4. 5 g·L-1 
D‐葡萄糖共同干预细胞 24 h 后用 CCK‐8 法检测细

胞活性，后选定 50 μmol·L-1作为后续实验浓度。

1. 2. 3　实验分组　将 AC16 心肌细胞随机分为 4
组：对照组（Control组）正常培养，不作处理；橙皮素

组（HES 组）在对照组培养基基础上添加 50 μmol ·
L-1橙皮素；高糖高脂组（high glucose and high lipid，
HGHL 组）添加 300 μmol·L-1 棕榈酸与 4. 5 g·L-1 
D‐葡萄糖；高糖高脂+橙皮素组（HGHL+HES 组）

用 50 μmol·L-1 橙皮素加用 300 μmol·L-1 棕榈酸与

4. 5 g·L-1 D ‐葡萄糖；高糖高脂+橙皮素+AMPK
抑 制 剂 组（HGHL+HES+CC 组）用 50 μmol·L-1 
橙皮素加用 300 μmol·L-1 棕榈酸与 4. 5 g·L-1 D ‐葡
萄糖及 CC。

1. 2. 4　细胞 LDH 检测　细胞接种于 96 孔板中，经

过上述分组处理后，弃去细胞培养液，加入 150 μL
用磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffer saline，PBS）稀

释 10 倍的试剂盒提供的 LDH 释放试剂，孵育 1 h，
分别取各孔的上清液 120 μL，加入到一新的 96 孔板

中，每孔加入 60 μL LDH 检测工作液，混匀，室温避

光孵育 30 min，在 490 nm 处测定吸光度，根据标准

曲线计算出样品中 LDH 活力。

1. 2. 5　 TUNEL 染色　用 PBS 将处理好的 AC16
细胞爬片洗涤 1 次，用 4% 多聚甲醛固定 30 min，
PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，加入含 0. 3% Triton X‐
100 的 PBS 缓冲液，室温孵育 5 min，PBS 洗涤 3 次，

加入 50 μL TUNEL 检测液，37 ℃ 避光湿盒孵育

1 h，PBS 洗涤 3 次，DAPI 封片后使用共聚焦显微镜

拍摄图片并保存。

1. 2. 6　DHE 探针染色　收集各组细胞，经过 PBS
洗涤后，加入 5 μmol·L-1 DHE 工作液，于 37 ℃避光

孵育 30 min。PBS 洗去细胞表面未结合的 DHE，在

560 nm 波长处使用共聚焦显微镜观察并拍摄图片，

通过 Image J软件对其量化。

1. 2. 7　MDA、SOD 活性检测　将处理好的细胞按

MDA、SOD检测试剂盒说明书，将反应液与待测样品

混合后测定各组样品吸光度值并计算含量或活力值。

1. 2. 8　ATP 含量检测　将处理好的各组细胞按说

明书配置工作液。每样用 ATP 检测裂解液处理后，

转移至已加入工作液的不透光 96 孔板中测定分析。

1. 2. 9　JC‐1探针染色　收集各组细胞，弃培养基，PBS
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洗涤细胞 1次，加入 1 mL 培养基 1 mL JC‐1染色工作

液，充分混匀，于 37 ℃、体积分数 5%CO2培养箱中孵

育 20 min。吸除上清液，JC‐1染色缓冲液洗涤 2 次。

加入 2 mL培养基，在 488 nm、560 nm波长处使用共聚

焦显微镜下观察并拍照，通过 Image J软件量化。

1. 2. 10　线粒体 ROS 染色　收集各组细胞，将细胞

与 5 μmol·L-1的 MitoSOX 探针、5 μmol·L-1的 Mito‐
Tracker 探 针 和 5 μmol·L-1 Hoechst33342 染 液 在

37 ℃下避光孵育 15 min，然后用无菌的 PBS 清洗

2~3 次，每次 3~5 min。在 405 nm、488 nm、560 nm
波长处使用共聚焦显微镜实时观察并拍照，通过

Image J软件量化。

1. 2. 11　Western Blot 实验　细胞弃掉培养基后用

PBS 洗涤 2 次后，吸干液体加入 RIPA 裂解液，用细

胞刮刮下细胞，收集细胞残液后在冰上进行超声裂

解 15 次。裂解后进行高速离心（12 000 r·min-1，10 
min），收集上清液。使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定

并校正蛋白浓度。样本蛋白经 10% 十二烷基硫酸

钠 ‐ 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（SDS ‐ PAGE）后 转 至

PVDF 膜上，脱脂牛奶封闭 1 h，加入一抗（1∶1 000）
4 ℃孵育过夜。次日充分洗涤后二抗（1∶10 000）室

温孵育 1 h 后，采用化学发光显影仪显影。 ImageJ
软件分析蛋白条带，以 β‐Tubulin 为内参。

1. 3　统计学分析   用 SPSS 软件进行统计分析和

GraphPad Prism 10软件作图，图中数据均以独立实验

均数±标准差（x±s）表示。在进一步的统计分析前，

通过单样本K‐S检验检测数据的正态性。两组间数据

的差异性比较使用 t检验，多组间数据的比较通过单

因素方差分析（One‐way ANOVA），采用 Tukey 的后

置检验。P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　不同浓度橙皮素对高糖高脂诱导的心肌细胞

活力的影响   CCK‐8结果提示，4组不同浓度梯度的

橙皮素干预 AC16 细胞 24 h 后，25 μmol·L-1 和 50 
μmol·L-1橙皮素与不加橙皮素的对照组细胞活性差

异 无 统 计 学 意 义（P>0. 05），75 μmol·L-1 和 100 
μmol·L-1 橙 皮 素 与 对 照 组 相 比 细 胞 活 性 稍 低

（P<0. 05）（图 1A）。基于文献及课题组前期实验结

果，本研究采用 300 μmol·L-1 棕榈酸联合 4. 5 g·L-1 
D ‐葡萄糖构建 AC16 细胞 2 型糖尿病模型［10］。结果

表明，与高糖高脂处理组相比，25~100 μmol·L-1 橙

皮素干预组均能显著提高细胞活性（P<0. 01）。进

一步分析显示，50、75 和 100 μmol·L-1橙皮素处理组

间的细胞活性差异无统计学意义（P>0. 05）（图

1B），因此选择 50 μmol·L-1 作为后续实验的干预浓

度。酶联免疫吸附实验检测发现，高糖高脂处理显

著增加了细胞培养上清中 LDH 的释放（P<0. 001）；

而 50 μmol·L-1橙皮素共处理可显著降低高糖高脂诱

导的 LDH 水平升高（P<0. 001）（图 1C）。

2. 2　橙皮素减轻高糖高脂诱导的心肌细胞氧化应

激和凋亡   DHE 染色显示，与对照组相比，HGHL
组细胞内 ROS 水平显著升高，即红色荧光增强，而

HGHL+HES 组 ROS 荧光强度较 HGHL 组明显减

弱（图 2A、2B）；同时，TUNEL 染色结果显示，Con‐
trol 组与 HES 组的细胞凋亡率差异无统计学意义，

但 HGHL 组凋亡细胞比例显著增加（P<0. 001），而

HGHL+HES 组 凋 亡 率 较 HGHL 组 显 著 降 低

（P<0. 001）（图 2C、2D）；此外，Western Blot 分析表

明，HGHL 组促凋亡蛋白 Bax 水平较对照组显著升

高（P<0. 001）而抗凋亡蛋白 Bcl ‐2 水平明显降低

（P<0. 001），但 HGHL+HES 组 Bax 蛋白水平较

HGHL 组显著下调（P<0. 01）且 Bcl‐2 蛋白水平明

显回升（P<0. 01）（图 2E~2G）。

A. 不同浓度梯度的橙皮素（HES）干预 AC16 细胞 24 h 后细胞活性；B. 不同浓度的 HES 对高糖高脂（HGHL）诱导的 AC16
细胞损伤的影响；C. 4 组 AC16 细胞 LDH 的表达情况。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，ns. 无统计学意义，n=6。

图 1　不同浓度药物橙皮素对高糖高脂诱导的心肌细胞活力的影响
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2. 3　橙皮素减轻高糖高脂诱导的心肌细胞线粒体

氧化应激、线粒体膜电位损伤及 ATP 减少   使用线

粒 体 超 氧 化 物 荧 光 探 针 MitoSOX 检 测 发 现 ，与

Control组相比，HGHL 组的 AC16 细胞 MitoSOX 红

色荧光强度增强（P<0. 001）；而 HGHL+HES 组

MitoSOX 红色荧光强度显著减少（P<0. 001）（图

3A、3B）。氧化应激指标分析显示，HGHL 组 MDA
含量较 Control组显著升高（P<0. 001），SOD 活性显

著降低（P<0. 001）；而 HGHL+HES 组 MDA 含量

较 HGHL 组显著降低（P<0. 001），SOD 活性部分回

升（P<0. 001）（图 3C、3D）。JC‐1染色评估线粒体膜

电位变化的结果显示，HGHL 组 AC16 细胞的红色

荧光（JC ‐1 聚合物，膜电位正常标志）与绿色荧光

（JC‐1 单体，膜电位降低标志）强度比值较 Control组
显著下降（P<0. 001）；HGHL+HES 组该比值较

HGHL 组明显上升（P<0. 001）（图 3E、3F）。对各组

细胞 ATP 水平检测显示，与 Control 组相比，HGHL
组 ATP 水平下降；与 HGHL 组比较，HGHL+HES
组 ATP水平升高（P<0. 001）（图 3G）。

2. 4　 橙 皮 素 上 调 高 糖 高 脂 诱 导 的 心 肌 细 胞

AMPK/SIRT1/PGC ⁃ 1α 通 路 相 关 蛋 白   既 往 研

究［11‐13］表明，橙皮素可通过激活 AMPKα 减轻细胞

氧化应激反应。基于此，本研究通过 Western Blot
实验检测橙皮素在高糖高脂诱导的 AC16 细胞中减

轻氧化应激的信号通路。结果显示，与对照组相

比 ，HGHL 组 的 磷 酸 化 AMPKα（p ‐ AMPKα）/总
AMPKα（t‐AMPKα）比值降低、SIRT1 及 PGC‐1α 蛋

白表达水平均显著下降（P<0. 05）；与 HGHL 组相

比，HGHL+HES 组的 p‐AMPKα/t‐AMPKα 升高、

SIRT1 和 PGC ‐ 1α 蛋 白 表 达 水 平 显 著 升 高

（P<0. 05）；同 时 ，添 加 AMPK 抑 制 剂 后 ，与

HGHL+HES 组 相 比 ，HGHL+HES+CC 组

p‐AMPKα/t‐AMPKα 降低、SIRT1 和 PGC‐1α 蛋白

表达水平均降低（P<0. 05）（图 4）。

2. 5　橙皮素上调高糖高脂诱导的心肌细胞 UCP3
水 平   据报道［14‐15］，UCP3 与 AMPK/SIRT1/PGC‐
1α 信号通路密切相关。为进一步探究橙皮素缓解

高糖高脂诱导的心肌细胞氧化应激的机制，本研究

通过 Western Blot 检测了 UCP3 的表达水平。结果

显示，与对照组相比，HGHL 组的 UCP3 蛋白表达

水 平 显 著 下 降（P<0. 05）；与 HGHL 组 相 比 ，

HGHL+HES 组的 UCP3 蛋白表达水平显著升高

（P<0. 05）；而 HGHL+HES+CC 组的 UCP3 水平

较 HGHL+HES 组降低（P<0. 05）（图 5A、5B）。

A. 4组AC16细胞DHE探针染色（标尺：50 μm）；B. 4组AC16细胞DHE荧光强度；C. 4组AC16细胞TUNEL染色（标尺：50 μm）；

D. 4组 AC16细胞 TUNEL阳性率；E. 4组 AC16细胞 Bax、Bcl‐2蛋白的 Western Blot检测结果；F. 4组 AC16细胞 Bax相对蛋白表达

水平；G. 4组 AC16细胞 Bcl‐2相对蛋白表达水平。DHE、TUNEL染色结果，n=6；Western Blot结果，n=3；**P<0.01，***P<0.001。
图 2　各组心肌细胞氧化应激和凋亡情况

1306



第 10 期 徐飞雪，等 . 橙皮素通过 AMPKα/SIRT1/PGC‐1α 通路改善高糖高脂诱导的 AC16 心肌细胞……

3 讨论

糖尿病性心肌病是涉及心肌代谢异常、氧化应激、

细胞凋亡、线粒体功能障碍等方面的疾病［16］。氧化应

激可通过多种信号通路影响糖尿病心肌病的发生、发

展，靶向线粒体抗氧化通路已成为干预 DCM 的潜在

策略［2］。本研究通过实验室已有经验构建高脂高糖

AC16细胞损伤模型［10］探究橙皮素在糖尿病心肌病中

的影响作用及机制，结果发现，橙皮素减轻高糖高脂

诱导的心肌细胞氧化应激及凋亡，其机制可能是通过

A. 各组细胞 MitoSOX 探针染色（标尺：25 μm）；B. 各组细胞 MitoSOX 荧光强度；C. 各组细胞 MDA 水平；D. 各组

细胞 SOD 活性；E. 各组细胞 JC‐1 探针染色（标尺：25 μm）；F. 各组细胞线粒体膜电位（聚合物/单体）；G. 各组细胞

ATP 相对水平。***P<0.001，n=6。
图 3　各组心肌细胞线粒体氧化应激、线粒体膜电位损伤情况及 ATP 水平

A. 4组 AC16细胞 t‐AMPKα、p‐AMPKα、SIRT1、PGC‐1α蛋白的 Western Blot检测结果；B. 4组 AC16细胞 p‐AMPKα/t‐AMPKα比

值；C. 4组 AC16细胞 SIRT1相对蛋白表达水平；D. 4组 AC16细胞 PGC‐1α相对蛋白表达水平；*P<0.05，**P<0.01，n=3。
图 4　各组心肌细胞 AMPK/SIRT1/PGC⁃1α 通路相关蛋白表达水平
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促进 AMPKα 磷酸化，改善线粒体功能障碍。

氧化应激在糖尿病心肌病的发生发展中具有

核心作用，其通过线粒体功能障碍，生成 ROS 增多，

触发炎症反应与细胞凋亡，诱发心肌细胞氧化损

伤［17‐18］。本研究通过高糖高脂处理成功建立心肌细

胞损伤模型，并伴随显著氧化应激，包括 MDA 水平

升高、SOD 活性降低及 ROS 蓄积，ATP 水平下降，

膜电位下降，线粒体 ROS 水平升高，细胞凋亡增多。

AMPK/SIRT1/PGC‐1α 是改善线粒体功能和

抵抗氧化应激的核心通路［19‐20］，是药物研发的重要

靶标。以往研究［21］认为，糖尿病性心肌病 AMPK/
SIRT1/PGC‐1α 通路活性显著降低进而导致氧化损

伤。因此，靶向激活该通路已成为缓解糖尿病心肌

氧化损伤的重要策略。例如，心脉安片可通过介导

AMPK/SIRT1/PGC‐1α 信号通路减轻线粒体氧化

应激损伤，减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤［20］。在一

项糖尿病心肌病的研究中［22］，恢复 SIRT1 活性可改

善心功能和减轻心肌纤维化。本研究发现在加入

橙皮素处理后，高糖高脂诱导的 AC16 细胞凋亡及

线粒体氧化应激情况得到显著改善，基于此进行机

制 探 索 发 现 橙 皮 素 可 逆 转 高 糖 高 脂 诱 导 后 的

AMPKα 磷酸化水平降低及 SIRT1、PGC‐1α 等蛋白

表达的下调，且橙皮素对于该通路的激活作用可以

被 AMPK 抑制剂削弱。同时，现有研究［14］显示，

AMPK/SIRT1/PGC‐1α 信号通路与 UCP3 表达存

在调控关系且 UCP3 在线粒体功能中起着重要作

用，如在 HMGB1 敲除研究中显示 PGC ‐ 1α 影响

UCP3 的表达。LANCL1/2 的研究［15］表明，通路激

活可显著上调骨骼肌 UCP3 表达并改善线粒体功

能。这些证据表明，UCP3 为该通路的关键下游效

应分子。本研究因此进行进一步机制探索，结果显

示橙皮素可能通过 AMPK/SIRT1/PGC‐1α 信号通

路上调 UCP3 蛋白表达水平，缓解高糖高脂引起的

AC16 细胞氧化应激。

橙皮素可能通过多个通路在改善 2 型糖尿

病［23］、心血管疾病［11］、神经退行性疾病［24］及肝脏损

伤［25］中 发 挥 重 要 作 用 。 例 如 ，橙 皮 素 通 过 激 活

SIRT3 促进糖尿病大鼠伤口愈合［23］；橙皮苷通过抑

制 MAPK 信号通路，保护 SH‐SY5Y 神经元免受高

糖诱导的氧化损伤和细胞凋亡［24］。橙皮素还可通

过促进 SIRT1 的活化，减轻异丙肾上腺素所致小鼠

心肌缺血引起的氧化应激及凋亡［11］。本研究不仅

验证了橙皮素对高糖高脂诱导的心肌细胞损伤的

保护作用，同时初步揭示了其通过激活 AMPKα/
SIRT1/PGC ‐1α/UCP3 信号轴改善氧化应激的机

制，为橙皮素治疗糖尿病心肌病提供了新证据。

综上，本研究结果提示，橙皮素能够改善高糖

高脂诱导的 AC16 心肌细胞线粒体损伤、氧化应激

及细胞凋亡，其部分作用机制可能与激活 AMPKα/
SIRT1/PGC ‐1α/UCP3 信号通路有关。以上结果

表明，橙皮素治疗可能是糖尿病性心肌病有前途的

治疗策略之一，但本研究存在一定的局限性，即尚

未在糖尿病动物模型上进行验证，以及与其他天然

化合物或 AMPK 激动剂的治疗效果比较仍需在以

后的研究中进一步探讨。
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