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【摘 要】 目的 观察 3，3＇-二吲哚甲烷( DIM) 对脂多糖( LPS) 诱导 H9c2 细胞增殖及氧化应激的影响。方法
2022 年 10—12 月于武汉大学人民医院代谢与相关慢病湖北省重点实验室进行实验，采用 LPS( 10 mg /ml) 刺激 H9c2
细胞，并用不同浓度的 DIM［10、20、30 μmol /L］进行干预。活细胞计数试剂盒( CCK-8) 检测 H9c2 细胞增殖能力; 通过
检测细胞内活性氧基团( ＲOS) 水平并分析 LPS对 H9c2 细胞的毒性作用。结果 CCK-8 结果提示，DIM对 H9c2 细胞
活性无显著影响( P ＞ 0． 05) ，LPS可提高 H9c2 细胞的增殖活性( P ＜ 0． 01 ) ，当 DIM 与 LPS 同时作用时，可明显降低
LPS对 H9c2 细胞增殖活性的提升 ( LPS + DIM Ⅰ组: F = 7． 451，P = 0． 002，LPS + DIM Ⅱ组: F = 8． 822，P = 0． 001，
LPS + DIM Ⅲ组: F = 10． 460，P = 0． 001) ; LPS 可增加 H9c2 细胞内 ＲOS 水平( P ＜ 0． 05) ，当 DIM 与 LPS 同时作用时，
ＲOS水平显著降低( LPS + DIM Ⅰ组: F = 27． 440，P ＜ 0． 001，LPS + DIM Ⅱ组: F = 14． 060，P ＜ 0． 001，LPS + DIM Ⅲ组:
F = 18． 760，P ＜ 0． 001) ，且随着药物浓度增加下降趋势更明显( P ＜ 0． 01) 。结论 DIM 可通过抑制 LPS 诱导的 H9c2
细胞氧化应激并改善 H9c2 细胞的增殖活性。
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心肌肥厚及纤维化常伴有成纤维细胞的过度增殖
和胶原分子的合成、分泌。炎性反应和氧化应激等一
直是心肌纤维化的元凶之一，其机制复杂且涉及多种
炎性分子。既往研究表明，脂多糖( lipopolysaccharide，
LPS) 具有促炎、促氧化应激等多重作用［1-2］。崔勤涛
等［3］应用 LPS 刺激引起 H9c2 细胞内发生强烈的氧化
应激反应并使活性氧( ＲOS) 显著升高。3，3＇-二吲哚甲
烷( Diindolylmethane，DIM) 属于十字花科植物的天然
成分提取物［4-6］，其广泛存在于多种常见的十字花科
蔬菜中，如卷心菜、雪里红、诸葛菜等。已有研究表明，
DIM具有抗肿瘤、抗炎、抗增生等多种生理作用［4-7］。
另有研究证实，DIM可弱化压力负荷及其他机制诱导
的心肌肥厚和纤维化反应［8］。因此本研究拟用 LPS
刺激 H9c2 细胞的增殖，并以 DIM 干预，来观察 DIM
是否对 LPS诱导的 H9c2 细胞增殖能力及氧化应激产
生影响，报道如下。
1 材料与方法
1． 1 材料 ( 1 ) H9c2 细胞( 典君生物科技发展有限
公司提供) ; ( 2) 药品及试剂: 3，3＇-二吲哚甲烷( 上海融
禾医药科技发展有限公司，100 mg，纯度 ＞ 98% ) 、脂多
糖( PEPＲOTECH 公司 ) ，胰蛋白酶消化液 ( Gibco 公
司) 、新生胎牛血清( Gibco 公司) 、DMEM/F12 培养基
( 上海立菲公司) 、双抗 ( Hyclone 公司) ，CCK-8 试剂
盒( 日本同仁化学研究所) ; ( 3) 仪器设备:细胞计数仪
( Invitrogen公司，型号 C10227) ，流式细胞仪( 美国 BD
FACScalibur公司，型号 BD FACSCalibur 1) ，荧光酶标
仪( Synergy HT 公司，型号 Synergy H1 ) ，恒温培养箱
( 赛默飞公司，型号 Thermo 311) 。
1． 2 实验方法 2020 年 10—12 月于代谢与相关慢
病湖北省重点实验室进行实验。H9c2 细胞培养于
37℃、CO2 体积分数为 5%的恒温培养箱中，采用含有
20%NCS 和 1% 双抗 ( 青霉素 + 链霉素) 的 DMEM/
F12 培养基中培养，使用对数生长期的细胞。当 H9c2
细胞的生长密度达到约 80%后，使用 0． 125%胰酶消
化 1 min左右并以 1∶ 2的比例传代，每次传代时细胞密
度控制在 1 × 105 /ml。
1． 3 观察指标与方法
1． 3． 1 H9c2 细胞增殖能力: 将 H9c2 细胞均匀接种
至 96 孔板，每孔 100 μl，置于温箱培养 24 h 后，将培
养基更换为无血清培养基饥饿 24 h，采用不同浓度
DIM( 10、20、30 μmol /L) 处理干预后，将培养基换为含
有 10 μl 的 CCK-8 无血清培养基 100 μl，继续在温箱
中孵育 2 h后置于酶标仪下检测( 波长 450 nm) 。实
验分为 8 组: 空白对照组 ( Control) ，DIM 10 μmol /L

( DIM Ⅰ 组 ) ，DIM 20 μmol /L ( DIM Ⅱ 组 ) ，DIM
30 μmol /L( DIMⅢ组) ，LPS 10 mg /ml ( LPS 组) ，LPS
10 mg /ml + DIM 10 μmol /L ( LPS + DIMⅠ组 ) ，LPS
10 mg /ml + DIM 20 μmol /L ( LPS + DIMⅡ组 ) ，LPS
10 mg /ml + DIM 30 μmol /L( LPS + DIMⅢ组) 。
1． 3． 2 活性氧( ＲOS) 检测
1． 3． 2． 1 ＲOS 水平: 将 H9c2 细胞均匀地接种至 96
孔板中，每孔 100 μl ，置于温箱继续培养 24 h，细胞密
度达到 80%后将培养基更换为无血清的培养基饥饿
24 h，采用不同浓度 DIM( 10、20、30 μmol /L) 处理干预
24 h后，将 96 孔板中的培养基换为含有 10 μmol /L的
DCFH /DA 的培养基继续孵育 20 min，之后将培养基
吸出，用 PBS 清洗 3 次，以排除未进入细胞内部的
DCFH /DA干扰。最后再次加入 PBS 100 μl ，置于酶
标仪下检测，激发光波长为 485 nm，发射光波长为
525 nm。ＲOS 水平( % ) =干预组荧光值 /对照组荧
光值 × 100%，本实验重复 3 次。实验分为 5 组: 空白
对照组 ( Control ) ，LPS 组 10 mg /ml ( LPS 组 ) ，LPS
10 mg /ml + DIM 10 μmol /L ( LPS + DIMⅠ组 ) ，LPS
10 mg /ml + DIM 20 μmol /L ( LPS + DIMⅡ组 ) ，LPS
10 mg /ml + DIM 30 μmol /L( LPS + DIMⅢ组) 。
1． 3． 2． 2 ＲOS时间点检测: 方法同上，以空白对照组
为参照，分别检测各组在 30、60、120 min 后 H9c2 细胞
内 ＲOS含量变化。实验分为 3组:空白对照组( Control) ，
LPS组( 10 mg /ml) ，LPS + DIM 组( LPS 10 mg /ml + DIM
30 μmol /L)。
1． 3． 3 炎性指标检测: 采用 ＲT-PCＲ 检测白介素
( IL) -1β、单核细胞趋化蛋白-1 ( MCP-1 ) 、肿瘤坏死因
子-α( TNF-α) 、IL-6、血红素加氧酶-1 ( HO-1 ) ，以不同
浓度 DIM( 10、20、30 μmol /L) 处理 12 h 后，弃去培养
基，以 TＲIzol 1 ml 提取细胞内总 ＲNA，采用紫外分光
光度法测定其含量与纯度。取约 5 μl 总 ＲNA 逆转录
为 cDNA，以 GAPDH 为内参进行 PCＲ 扩增。细胞内
mＲNA表达 cDNA 第一链的合成参照 PCＲ 试剂盒进
行。GAPDH的扩增引物均由上海生物工程公司合成。
PCＲ反应条件为: Cycle 94℃ 2 min，35 Cycles 94℃
40 s、65℃ 40 s、72℃ 1 min，Cycle 72℃ 5 min。实验分
为 4 组: 空白对照组 ( Control ) ，LPS 组 ( 10 mg /ml ) ，
LPS + DIM 组( LPS 10 mg /ml + DIM 30 μmol /L) ，DIM
组( DIM 30μmol /L) 。各引物序列见表 1。
1． 3． 4 蛋白印迹检测:使用细胞裂解液冰上裂解细胞
10 min，收集并提取蛋白。首先校正 GAPDH 后，每组
10 μl 进行 10% SDS-PAGE 凝胶电泳，后将蛋白以
100 V，90 min转移至 PVDF 膜上，用一抗封闭液进行
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封闭，后用 TBST洗膜，一抗孵育过夜后加入羊抗兔二
抗进行显色反应。使用 Odyssey 图像分析软件检测各
组蛋白的相对密度值作为蛋白水平，均以 GAPDH 作
为内参。实验分为 6 组: 空白对照组 ( Control) ，单加
LPS组( 10 mg /ml) ，低剂量组 ( LPS 10 mg /ml + DIM
10 μmol /L ) ，中 剂 量 组 ( LPS 10 mg /ml + DIM
20 μmol /L) ，高剂量组( LPS 10 mg /ml + DIM 30 μmol /
L) ，单 DIM组( 10 μmol /L) 。

表 1 ＲT-PCＲ引物序列
Tab． 1 ＲT PCＲ primer sequences

基因 引物 序列
IL-1β 上游 5’-CCGTGGACCTTCCAGGATGA-3’

下游 5’-GGGAACGTCACACACCAGCA-3’
MCP-1 上游 5’-TGGCTCAGCCAGATGCAGT-3’

下游 5’-CCAGCCTACTCATTGGGATCA-3’
TNF-α 上游 5’-CATCTTCTCAAAACTCGAGTGACAA-3’

下游 5’-TGGGAGTAGATAAGGTACAGCCC-3’
IL-6 上游 5’-CTGCAAGAGACTTCCATCCAG-3’

下游 5’-AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG-3’
HO-1 上游 5’-CACGATCCAAGTTCAAACAGCTCTATCG-3’

下游 5’-CTGTCACCCTGTGCTTGAC-3’
GAPDH 上游 5’-GTCAAGGCTGAGAACGGGAA-3’

下游 5’-TGGACTCCACGACGTACTCA-3’

1． 4 统计学方法 应用 SPSS 21． 0 软件对数据进行
统计分析。正态分布计量资料以 珋x ± s 表示，多组间均
数比较采用单因素方差分析，组间两两均数比较采用
S-N-K法( 方差齐) 或 Dunnett' s T3 ( 方差不齐) 检验。
P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结 果
2． 1 各组 H9c2 细胞增殖能力比较 与未加任何处
理因素的空白对照组比较，3 组( DIM Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组) 单
加不同浓度梯度( 10 ～ 30 μmol /L) 的 DIM 培养 H9c2
细胞 24 h后，其增殖活性比较差异无统计学意义( P ＞
0． 05) ，但 LPS ( 10 mg /ml) 可使细胞增殖活性明显增
加( P ＜ 0． 01) ，而 DIM 在 10 ～ 30 μmol /L 浓度范围内
可显著弱化上述现象( P ＜ 0． 01) ，且呈现浓度依赖性，
见表 2。
2． 2 H9c2 细胞内 ＲOS 水平比较 与空白对照组比
较，LPS刺激 H9c2 细胞 2 h后，H9c2 细胞内 ＲOS含量
明显上升 ( P ＜ 0． 05 ) ; 与 LPS 组比较，加入 10 ～ 30
μmol /L的 DIM后 H9c2 细胞内 ＲOS含量下降，随着药
物浓度的增加下降趋势更明显 ( P ＜ 0． 01) ，见表 3。
2． 3 不同时间 DIM干预 H9c2 细胞内 ＲOS 水平的比
较 与空白对照组比较，加入 LPS 30 min 后 H9c2 细
胞内 ＲOS 含量开始上升，120 min 后更明显 ( P ＜

0． 05) ;加入 DIM ( 30 μmol /L) 后，ＲOS 均有不同程度
的降低，随 DIM 作用时间增加细胞增殖活性减低，且
差异均有统计学意义( P均 ＜ 0． 05) ，见表 4。

表 2 不同浓度梯度DIM对H9c2细胞增殖能力的影响 (珋x ± s，% )

Tab． 2 Effect of Different Concentration Gradient DIM on Cell
Proliferation Ability

组 别 n 细胞存活率
空白对照组 6 100． 00 ± 6． 14
DIM Ⅰ组 6 104． 29 ± 3． 56
DIM Ⅱ组 6 95． 47 ± 5． 27
DIM Ⅲ组 6 100． 33 ± 2． 62
LPS组 6 121． 65 ± 2． 59a

LPS + DIM Ⅰ组 6 102． 61 ± 3． 30b

LPS + DIM Ⅱ组 6 99． 73 ± 5． 83b

LPS + DIM Ⅲ组 6 99． 24 ± 3． 28b

注: 与空白对照组比较，aP ＜ 0． 01; 与 LPS组比较，bP ＜ 0． 05。

表 3 不同浓度 DIM刺激对 H9c2 细胞 ＲOS水平的
影响 ( 珋x ± s，% )

Tab． 3 Effects of Different Concentrations of DIM Stimulation on
Cell ＲOS Levels

组 别 n ＲOS含量
空白对照组 6 100． 00 ± 3． 41
LPS组 6 229． 88 ± 6． 25a

LPS + DIM Ⅰ组 6 192． 12 ± 5． 65b

LPS + DIM Ⅱ组 6 174． 07 ± 3． 70c

LPS + DIM Ⅲ组 6 142． 53 ± 10． 13d

注: 与空白对照组比较，aP ＜ 0． 05; 与 LPS 组比较，bP ＜ 0． 05; 与
LPS + DIM Ⅰ组比较，cP ＜ 0． 05; 与 LPS + DIMⅡ组比较，dP ＜ 0． 05。

表 4 LPS与 DIM刺激 H9c2 细胞不同时间点的 ＲOS水平
比较 ( 珋x ± s，% )

Tab． 4 Comparison of ＲOS levels in H9c2 cells stimulated by LPS
and DIM at different time points

组 别 时间( min) ＲOS含量( % )
空白对照组( n = 6) 30 100． 00 ± 4． 40
LPS组( n = 6) 30 235． 09 ± 10． 21a

60 244． 02 ± 10． 96a

120 277． 89 ± 10． 42a

LPS + DIM( n = 6) 30 201． 01 ± 6． 06b

60 196． 55 ± 6． 70b

120 177． 48 ± 3． 79b

注: 与空白对照组比较，aP ＜ 0． 05; 与 LPS 组同时点比较，bP ＜

0． 05。

2． 4 DIM对 H9c2 胞内相关炎性因子水平的影响
与空白对照组比较，加入 LPS 刺激后，H9c2 细胞内 IL-
1β、IL-6、MCP-1、TNF-α、HO-1 含量显著上升 ( t /P =
73． 960 / ＜ 0． 001、31． 480 / ＜ 0． 001、17． 140 /0． 001、
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6． 487 /0． 001、14． 270 /0． 001 ) ，加入 DIM( 30 μmol /L)
后，上述指标均有不同程度的降低 ( t /P = 9． 783 /
＜0． 001、3． 541 / ＜0． 008、4． 609 /0． 002、7． 620 / ＜ 0． 001、
3． 705 /0． 006) ，而单加 DIM 则无显著改变( P ＞ 0． 05) ，
见表 5。
2． 5 DIM抑制 H9c2 发生炎性反应的机制 LPS可显
著上调 H9c2 细胞内 p-EＲK、p-JNK、p-P38 的表达量，
与空白对照组比较差异有统计学意义 ( P 均 ＜
0． 001) ;而当 DIM ( 10、20、30 μmol /L) 和 LPS 共同刺
激 HUVEC 24 h 之后，p-EＲK、p-JNK、p-P38 表现为下
调趋势，且趋势随着 DIM 的浓度升高，蛋白密度下调
越明显，与 LPS 组比较，差异有统计学意义 ( P 均 ＜
0． 001) 。而单加 DIM( 30 μmol /L) 则对 p-EＲK、p-JNK、
p-P38 的表达无显著影响( P均 ＞ 0． 05) ，见图 1。

图 1 各组 H9c2 细胞内 p-EＲK、p-JNK、p-P38 的表达比较
Fig． 1 Expression of p-EＲK，p-JNK，and p-P38 in H9c2 cells of

each group

3 讨 论
本结果表明，H9c2 细胞在经典促炎介质 LPS的作

用下可显著增殖并发生细胞活性的变化，而 DIM与

LPS同时作用于 H9c2 细胞时，可有效抑制 LPS诱导的
H9c2 细胞增殖、氧化反应及炎性反应，且呈现明显的
浓度依赖性。另一方面，ＲT-PCＲ 结果也证实 DIM 可
以减少相关炎性因子如 IL-1β、IL-6、TNF-α 等表达水
平，蛋白印迹试验也表明 DIM可对抗 LPS 的促炎作用
并降低 p-EＲK、p-JNK、p-P38 的蛋白表达水平。通过
该试验，证实了 DIM 在 LPS 诱导的 H9c2 细胞氧化应
激和增殖中发挥了重要的改善作用。

Zong 等［8］早期就通过动物模型证实 DIM 可有效
改善心脏肥厚，奠定了 DIM治疗心血管疾病的相关靶
基础研究，本研究则从细胞层面证实了其抗增殖及炎
性反应作用。近年来，DIM 在许多领域已被证实具有
抗炎甚至抑制肿瘤细胞生长等多种效果［5-7］，而且对
某些组织的氧化反应具有一定程度的抑制作用。氧
化 /抗氧化失衡一直是引起细胞内氧化应激损伤的重
要原因之一［9-13］，大量产生的 ＲOS 如超氧阴离
子( ·O －

2 ) 、过氧化氢( H2O2 ) 、羟自由基( ·OH) 等，均
可破坏机体内重要的分子如核酸及蛋白质的正常结构
及功能，从而引起重要化学反应的进行。LPS 作为经
典的促炎因素之一可通过促炎、促氧化应激等途径引
起多种细胞内 ＲOS 的活化［14］，而过度产生的 ＲOS 能
够破坏细胞内的谷胱甘肽、过氧化物酶等抗氧化物的
水平，进一步降低组织器官抗氧化损伤的能力。

既往研究表明［15］，LPS可在心肌细胞中激活 TLＲs
从而激活 NF-κB信号通路从而引起炎性反应爆发，而
被激活的 NF-κB 因子可进一步促进下游的 IL-1β、IL-
6、TNF-α 等炎性因子的分泌从而形成恶性循环。IL-6
一直被视为脓毒症和炎性反应的经典标志物，其升高
具有典型的代表性意义，可作为细胞内炎性反应程度
的重要标志分子。Zhou 等［16］研究团队的一项成果表
明，DIM亦通过调节 NF-κB /TGF-β /Smad 信号通路减
轻放射性肺损伤中的炎性反应和纤维化，而该信号通
路也是心脏组织发生上皮间质转化的典型通路之一，
表明 DIM 在抑制心肌纤维化等领域可能具有一定的
潜在研究价值。而 DIM在早期已被证实具有良好的

表 5 不同浓度 DIM刺激对细胞各炎性因子水平的影响 ( 珋x ± s，% )

Tab． 5 Influence of different concentrations of DIM sitimulation on the levels of inflammatory factors in cells

组 别 n IL-1β IL-6 MCP-1 TNF-α HO-1
空白对照组 6 100． 00 ± 11． 10 100． 00 ± 2． 20 100． 00 ± 1． 70 100． 00 ± 1． 30 100． 00 ± 9． 00
LPS组 6 156． 00 ± 10． 00a 194． 00 ± 3． 20a 143． 00 ± 3． 20a 193． 00 ± 3． 40a 140． 00 ± 2． 50a

LPS + DIM组 6 128． 00 ± 5． 00b 144． 00 ± 8． 30b 97． 00 ± 1． 80b 128． 00 ± 2． 50b 114． 00 ± 1． 60b

DIM组 6 102． 00 ± 7． 00c 103． 00 ± 8． 40c 95． 00 ± 2． 00c 102． 00 ± 2． 00c 100． 00 ± 5． 00c

注: 与空白对照组比较，aP ＜ 0． 05; 与 LPS组比较，bP ＜ 0． 05; 与 LPS + DIM组比较，cP ＜ 0． 05。
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抗炎作用，其可弱化 LPS 的促炎效果进而降低上述炎
性因子的表达水平。氧化应激是炎性损伤的基本病理
过程，伴随大量的炎性因子释放和活性氧产生。本研
究显示，DIM对 LPS诱导的 H9c2 细胞具有保护作用，
可抵抗氧化应激。但已有相关研究证明［17-18］，MAPK
信号通路在各种原因导致的氧化应激及炎性损伤中发
挥重要调控作用。本研究结果显示，与空白对照组比
较，LPS 干预后，P38、JNK、EＲK 蛋白磷酸化水平增
加，而 DIM可显著降低 P38、EＲK、JNK 蛋白的磷酸化
水平，表明 DIM可能通过抑制 MAPK信号通路关键蛋
白的活化而起到对 H9c2 细胞氧化应激及炎性损伤的
保护效应，而且呈现出浓度依赖性。

综上所述，DIM 对 LPS 诱导的 H9c2 细胞增殖和
氧化反应具有一定程度的抑制作用，有力地说明了
DIM对心肌组织的潜在保护作用，另一方面，DIM 可
通过抑制相关炎性因子的产生从而发挥抗炎作用，为
DIM将来的临床应用提供了基础实验依据。通过本
实验进一步巩固了 DIM 治疗炎性反应和脓毒症相关
疾病的治疗地位，但本次实验属于细胞水平，未进行在
体研究，心肌纤维化的其他标志物也尚未检测，因此存
在一定的局限性，DIM 其他的多重机制仍需要进一步
研究，今后需进一步完善深入的机制研究，为 DIM 防
治心血管及其他相关疾病提供更广阔的前景。
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