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[摘要]　目的　探讨同型半胱氨酸(Hc y)对大鼠心肌细胞凋亡、增

殖的作用及其可能机制。方法　将大鼠心肌细胞分为对照组与Hcy组(用

终浓度为3 mmol/L的Hcy刺激24 h)，采用Western blotting检测TLR4、髓样

分化因子(MyD88)、NF-κB、磷酸化的NF-κB(p-NF-κB)，凋亡相关蛋白

Bax、cleaved-caspase-3及抗凋亡蛋白Bcl-2的表达情况，流式细胞术检测心

肌细胞凋亡率，EdU染色观察心肌细胞增殖情况。将TLR4干扰片段转染

心肌细胞，采用Western blotting检测TLR4表达情况，对干扰片段进行筛选

和验证。将心肌细胞分为干扰片段空载体组(si-NC+Hcy组)与干扰TLR4组

(si-TLR4+Hcy组)，并加入3 mmol/L的Hcy干预24 h，采用Western blotting

检测心肌细胞MyD88、NF-κB、p-NF-κB，凋亡相关蛋白Ba x、cleaved-

caspase-3及抗凋亡蛋白Bcl-2的表达情况，流式细胞术检测心肌细胞凋亡

率，EdU染色观察心肌细胞增殖情况。结果　Western blotting检测结果显

示，与对照组比较，Hcy组TLR4、MyD88、p-NF-κB及凋亡相关蛋白Bax、

cleaved-caspase-3表达水平升高(P<0.01)，抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平降低

(P<0.01)；与si-NC+Hcy组比较，si-TLR4+Hcy组TLR4、MyD88、p-NF-κB

及凋亡相关蛋白Bax、cleaved-caspase-3的表达水平降低(P<0.01)，抗凋亡蛋

白Bcl-2表达水平升高(P<0.01)。流式细胞术检测结果显示，与对照组比较，

Hcy组细胞凋亡率明显增高(P<0.01)；与si-NC+Hcy组比较，si-TLR4+Hcy组细

胞凋亡率明显降低(P<0.01)。EdU染色结果显示，与对照组比较，Hcy组EdU

阳性细胞率明显降低(P<0.01)；与si-NC+Hcy组比较，si-TLR4+Hcy组EdU阳

性细胞率明显增高(P<0.01)。结论　Hcy可诱导大鼠心肌细胞凋亡，抑制心

肌细胞增殖，其机制可能与TLR4/NF-κB信号通路有关。

[关键词]　同型半胱氨酸；TLR4/NF-κB信号通路；心肌细胞；细胞

凋亡；增殖
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of homocysteine on apoptosis and proliferation of 

cardiomyocytes. Methods　Cardiomyocytes were stimulated with homocysteine at the concentration of 3 mmol/L for 24 h. Cells 

were divided into control group and homocysteine group (Hcy group). Western blotting was detected the expression of TLR4, 

Myeloid differentiation factor 88 (MyD88), NF-κB, p-NF-κB, the expression of apoptosis related proteins Bax, cleaved-caspase-3 

and anti-apoptotic protein Bcl-2; Flow cytometry was detected the apoptosis rate of cardiomyocyte, EdU staining was observed the 

proliferation of cardiomyocytes. After TLR4 interference fragment was transfected into cardiomyocytes, the interference fragment 

was verified by Western blotting. The cells were transfected with si-NC or si-TLR4 and treated with Hcy. Western blotting was 

detected the expression of MyD88, NF-κB and p-NF-κB，the expression of apoptosis related protein and anti-apoptosis protein 

in cardiomyocytes; The apoptosis rate of cardiomyocytes was detected by flow cytometry; The apoptosis of cardiomyocytes was 

observed by EdU staining. Results　Compare with control group, Western blotting showed that TLR4, MyD88 and p-NF-κB 

significantly increased in Hcy group (P<0.01); The expression of apoptosis related proteins Bax and cleaved-caspase-3 increased 

and the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2 was decreased (P<0.01); Compared with si NC+Hcy group, the expression of 

TLR4, MyD88 and p-NF-κB decreased (P<0.01), the expression of apoptosis related protein decreased (P<0.01), and the expression 

of anti-apoptosis protein increased in si-TLR4+Hcy group (P<0.01); Compare with control group, the results of flow cytometry 

showed that the apoptosis rate of cardiomyocytes increased in Hcy group (P<0.01); Compared with si-NC+Hcy group, the apoptosis 

rate of si-TLR4+Hcy group decreased (P<0.01). Compared with control group, EdU staining showed that the number of positive 

cells decreased in Hcy group (P<0.01); Compared with si-NC+Hcy group, the number of positive cells increased in si-TLR4+Hcy 

group (P<0.01). Conclusion　Hcy can induce apoptosis and inhibit proliferation of cardiomyocytes, the mechanism may have 

something to do with TLR4/NF-κB signaling pathway.

[Key words]　homocysteine; TLR4/NF-κB signal pathway; cardiomyocytes; apoptosis; proliferation

同型半胱氨酸(homocysteine，Hcy)是心血管疾

病的独立危险因素，血浆Hcy水平升高及代谢异常

可增加心血管疾病的风险[1]。研究表明，血浆Hcy
浓度每降低3 μmol/L，心肌梗死的风险即降低10%
左右；而血浆Hcy浓度每增加5 μmol/L，冠心病的

发病率增高20%[2]。其中，氧化应激和细胞凋亡的

诱导是Hcy产生心脏毒性的主要机制[3]。有研究发

现，虾青素可通过抑制线粒体功能障碍和氧化应

激，从而抑制Hcy诱导的心脏毒性[4]。也有研究发

现，miR-7可通过靶向基质金属蛋白酶14(MMP-14)
调节Toll样受体4/核转录因子κB(TLR4/NF-κB)信
号而影响Hcy诱导的大鼠脑动脉血管平滑肌细胞增

殖、迁移和炎性因子的表达[5]。本课题组前期研究

发现，Hcy可通过转录因子c-Myc、DNA甲基转移酶

DNMT1和组蛋白甲基转移酶EZH2调节miR-1929-5p
的表达，从而诱导足细胞凋亡[6]。以上研究均提示

Hcy可通过氧化应激引起细胞损伤，而氧化应激又

可引起Toll样受体4(TLR4)信号通路激活。但是，

目前对Hcy诱导的心肌细胞损伤机制尚不清楚。本

研究探讨了TLR4/NF-κB信号通路在Hcy所致心肌

细胞凋亡和抑制心肌细胞增殖中的作用，旨在为高

Hcy血症所致心血管相关疾病研究提供理论依据。

1　材料与方法

1 . 1　主要仪器与试剂　恒温C O 2培养箱 (德国

Heraeus公司)，微量台式离心机(德国Eppendorf公
司)，共聚焦显微镜(德国蔡司公司)，流式细胞仪

(美国安捷伦生物公司)。DMEM培养基(澳大利亚

Gibco公司)，胎牛血清(澳大利亚Gibco公司)，全蛋

白提取试剂盒(货号P0013F，上海贝博公司)，BCA
试剂盒(货号KGPBCA，南京凯基生物科技发展有

限公司)，超敏ECL化学发光试剂盒(货号P10010，
苏州新赛美生物科技有限公司)，EdU染色试剂盒

(货号C10310-3，广州锐博生物科技有限公司)，藻

红蛋白标记的膜联素Ⅴ/7-氨基放线菌素D(Annexin 
V-Phycoer ythrin/7-Aminoactinomycin D，Annexin 
V-PE/7-ADD)细胞凋亡流式细胞术检测试剂盒(货
号559763，美国Becton Dickinson公司)，Hcy(货号

STBJ0903，德国Sigma公司)，Bax(货号ab32503，
兔源)、Bcl-2(货号ab196495，兔源，美国Abcam公

司)，cleaved-caspase 3(货号WL02117，兔源，中国

万类生物公司)，TLR4(货号SC-293072，小鼠源，

美国Santa Cruz公司)，髓样分化因子(MyD88，货号

AF5195，兔源)、磷酸化的NF-κB(p-NF-κB，货号

AF3219，兔源)、NF-κB(货号AF5006，兔源)、兔

源二抗(HRP标记的山羊抗兔IgG，货号S0001)、小

鼠源二抗(HRP标记的山羊抗小鼠IgG，货号S0002)
(中国Aff inity公司)，山羊抗兔HRP标记的β-actin 
(货号AC028，兔源，中国Abclonal公司)，荧光封

片剂(货号Z L I - 9 5 5 6，北京中杉金桥生物技术有
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限公司)，TLR4干扰片段(上海吉玛制药技术有限 
公司)。
1.2　方法

1 . 2 . 1　细胞分组及培养　H 9 C 2细胞系(大鼠)购
自美国模式培养集存库(A m e r i c a n  Ty p e  Cu l t u re 
Collection，ATCC)。细胞分为对照组(37 ℃、5% 
CO2的环境下，正常含有10%胎牛血清和1%青链霉

素的DMEM培养基中培养)与Hcy组(正常培养同时

加入3 mmol/L Hcy干预24 h)。
1.2.2　Western blott ing检测TLR4/NF-κB信号通

路相关蛋白和凋亡相关蛋白的表达　将细胞铺

于2 5  c m 2培养瓶中并分为对照组与Hc y组。向各

组处理后的心肌细胞中加入裂解液、蛋白酶抑制

剂、磷酸酶抑制剂、PMSF提取细胞总蛋白，采用

BCA法测浓度，以10 μl/30 μg蛋白向SDS-PAGE凝

胶中加样，80 V、1.5 h电泳后用300 mA 2 h转膜，

配制5%脱脂牛奶封闭P VDF膜2  h，4  ℃孵育兔抗

鼠MyD88(1:1000)、兔抗鼠NF-κB抗体(1:1000)、
兔抗鼠p -NF-κB抗体(1:1000)、小鼠抗大鼠TLR4
抗体(1:1000)、兔抗鼠Ba x抗体(1:1000)、兔抗鼠

Bcl-2抗体(1:1000)、兔抗鼠cleaved-caspase-3抗体

(1:1000)过夜，第2天洗膜，用HRP标记的山羊抗兔

IgG(1:5000)或HRP标记的山羊抗小鼠IgG(1:5000)
室温孵育2  h，洗膜3次，加入发光液后曝光，以

β-actin(1:5000)作为内参照。

1 . 2 . 3　流式细胞术检测心肌细胞凋亡率　6孔板

培养各组细胞后用冷PBS清洗细胞2次，加入不含

EDTA和酚红的胰酶消化细胞30 s，轻轻吹下细胞后

1000 r/min离心5 min，取细胞沉淀加入100 μl 1×结

合缓冲液重悬细胞至5 ml离心管中，向各组中加入

5 μl Annexin V-PE，再加入5 μl 7-ADD，室温避光孵

育15 min后，再向每管加入400 μl 1×结合缓冲液，

1 h内上机检测。

1.2.4　EdU检测心肌细胞增殖情况　共聚焦皿培养

各组心肌细胞24 h后加入EdU工作液，使其终浓度

为10 μmol/L，将细胞放置于37 ℃恒温孵育箱中孵

育2 h，弃上清后多聚甲醛固定15 min。弃固定液，

PBS洗1次，添加0.3% TritonX-100后静止15 min。
弃通透液，P B S洗1次，添加Cl i c k- i T TM细胞反应

缓冲液室温避光孵育30 min，添加DAPI室温孵育

10 min。PBS清洗后在共聚焦显微镜下观察拍照。

1.2.5　TLR4干扰片段转染及筛选　将心肌细胞铺

于6孔板中，分为5组：对照组(正常无血清培养基

处理)、si-NC组(转染si-TLR4空载体)、si-1组(转染

si-TLR4-1426)、si-2组(转染si-TLR4-466)、si-3组(转
染si-TLR4-2062)。具体操作步骤为：(1)配置A液

(250 μl纯DMED培养基+5 μl Lipofectamine 2000，

室温静置5 min)和B液(250 μ l  DMED培养基+6 μ l 
siRNA)；(2)将A液与B液混合后室温静置20 min，
加入6孔板，补充纯培养基至终体积为2 ml，6 h后
换10%含血清培养基继续培养；(3)24 h后换液，其

中正常对照组更换为7%含血清培养基，Hcy组更换

为含有3 mmol/L Hcy培养基，干预24 h后收细胞提

取总蛋白，采用Western blotting检测TLR4表达情况

进行干扰片段的筛选。后续实验选取干扰效果最明

显的片段作为si-TLR4+Hcy组(转染TLR4干扰片段

si-1并用3 mmol/L Hcy进行干预)，同时以si-NC+Hcy
组(转染干扰片段空载体并用3 mmol/L Hcy进行干

预)作为对照。

1.2.6　干扰后TLR4/NF-κB信号通路相关蛋白和凋

亡相关蛋白的表达　采用Western blotting检测干扰

后各组相关蛋白的表达情况，具体方法见1.2.2。
1.2.7　干扰后心肌细胞凋亡及增殖情况　采用流式

细胞术检测干扰后各组心肌细胞凋亡率，具体方法

同1.2.3。采用EdU检测干扰后各组心肌细胞增殖情

况，具体方法见1.2.4。
1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism 8.0.1进行统

计分析。所有数据均为计量资料，以x±s表示，两

组间比较采用t检验；多组间比较采用单因素方差

分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。P<0.05为
差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　大鼠心肌细胞TLR4/NF-κB通路相关蛋白和凋

亡相关蛋白表达情况　Western blotting检测结果显

示，与对照组比较，Hc y组通路相关蛋白TLR4、
MyD88和p-NF-κB表达水平明显升高，心肌细胞凋

亡相关蛋白Bax、cleaved-caspase 3表达水平明显升

高，抗凋亡相关蛋白Bcl-2表达水平明显降低，差异

均有统计学意义(P<0.01，图1)。
2.2　大鼠心肌细胞凋亡率的比较　流式细胞术检

测结果显示，与对照组(5.68%±3.17%)比较，Hcy
组大鼠心肌细胞凋亡率(25.01%±1.43%)明显增高，

差异有统计学意义(P<0.05，图2)。
2.3　大鼠心肌细胞增殖情况比较　EdU染色检测

结果显示，与对照组(10.52%±2.51%)比较，Hcy组
EdU阳性细胞率(1.96%±1.14%)明显降低，差异有

统计学意义(P<0.01，图3)。
2.4　TLR4干扰片段的筛选　Western blotting检测

结果显示，TLR4干扰片段转染各组心肌细胞后，

与对照组比较，s i-NC组TLR4表达水平无明显变

化，si-1组TLR4表达水平明显降低(P<0.05)，si-2、
si-3组TLR4表达水平无明显变化(P>0.05)；与si-NC
组比较，si-1组TLR4表达水平明显降低(P<0.05)，
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图1　两组大鼠心肌细胞干扰前TLR4/NF-κB通路相关蛋白和凋亡相关蛋白的表达(Western blotting, n=3)

Fig.1　Comparison of protein expressions of TLR4/NF-κB related signaling pathway protein and apoptosis related protein in 

cardiomyocytes before interfere between the two groups of rats (Western blotting, n=3)
A. TLR4/NF-κB通路相关蛋白；B. 凋亡及抗凋亡相关蛋白；与对照组比较，(1)P<0.01
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s i - 2、 s i - 3组T L R 4表达水平无明显变化( P>0 . 0 5 ) 
(图4)，因此选择干扰片段si-1用于后续实验。

2.5　TLR4干扰后大鼠心肌细胞TLR4/NF-κB通路相

关蛋白及凋亡相关蛋白的表达　Western blotting检
测结果显示，与si-NC+Hcy组比较，si-TLR4+Hcy组
TLR4/NF-κB通路相关蛋白TLR4、MyD88、p-NF-
κB表达水平明显降低 ( P<0 . 0 1 )，凋亡相关蛋白

Bax、cleaved-caspase-3表达水平明显降低(P<0.01)，
抗凋亡相关蛋白Bcl-2表达水平明显升高(P<0.01) 
(图5)。
2 . 6 　 T L R 4 干扰后大鼠心肌细胞凋亡率比较

　流式细胞术检测结果显示，与 s i - N C + H c y组
(25.11%±1.06%)比较，si-TLR4+Hcy组心肌细胞凋

亡率(18.22%±2.32%)明显降低(P<0.01，图6)。
2 . 7　T L R 4干扰后大鼠心肌细胞增殖水平的比

较　E d U染色检测结果显示，与 s i - N C + H c y组
(11.90%±7.93%)比较，si-TLR4+Hcy组EdU阳性细

胞率(37.53%±2.80%)明显增高，差异有统计学意义

(P<0.01，图7)。

3　讨　　论

心血管疾病严重危害人类健康，影响人类生

活质量，其发病率和致残率远远高于其他疾病[7]。

Hcy是体内氨基酸代谢的产物，被认为是一种氧化

应激的血管损伤因子，流行病学研究表明，血清

Hcy浓度升高与心血管疾病的风险增加有关[8]。目

前的研究发现，Hcy可导致内皮细胞损伤，促进管

壁重构和动脉粥样硬化等，并可影响心肌梗死后心

肌细胞的修复，抑制血管再生，促进心肌细胞肥大

和间质纤维化，发挥促心肌重构的作用[9]。还有研

究发现，在高Hcy血症的缺血再灌注小鼠模型中，

心脏的舒张和收缩功能受损更严重[10]。在离体培养

的成年大鼠心室肌细胞中，用Hcy刺激24 h后，心

肌细胞收缩力明显受损，且损伤程度呈Hcy浓度依
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图2　两组大鼠心肌细胞凋亡率比较(流式细胞术，n=3)

Fig.2　Comparison of apoptosis rate of cardiomyocytes between the two groups of rats (Flow cytometry, n=3)

图3　两组心肌细胞增殖情况比较(EdU染色, n=3)

Fig.3　Comparison of proliferation of cardiomyocytes between the two groups of rats (EdU stainning, n=3)
与对照组比较，(1)P<0.01
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赖性[11]。此外，Hcy还可通过多种途径介导细胞损

伤。有研究发现，雷公藤红素可通过调节沉默调节

蛋白1/腺苷酸激活蛋白激酶(Sirt1/AMPK)通路而减

轻Hcy诱导的血管内皮损伤[12]；本课题组前期研究

也发现，Hcy可通过叉头框蛋白O1(FoxO1)调节转

录激活因子6(ATF6)而引起肝细胞凋亡[13]；虽有报

道Hcy异常可诱导心肌细胞凋亡[14]，但该病理过程

的分子和细胞机制尚不明确。因此，本研究进一步

探讨了Hcy通过影响Toll样受体及下游的信号通路

而调控心肌细胞凋亡的机制。

细胞凋亡是程序性细胞死亡严格控制的模式，

其特征为细胞发生明显的形态变化，可通过外源

性或内源性途径触发细胞凋亡。其中外源性途径是

在胞外因素的刺激下通过相关信号途径激活半胱氨
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酸-天冬氨酸蛋白酶(caspase家族蛋白)使细胞蛋白水

解并导致细胞凋亡[15]；内源性途径则是通过线粒体

释放细胞色素C等作为凋亡诱导因子，进一步形成

凋亡小体招募并激活caspase-3，而caspase-3是caspase
级联反应下游凋亡的执行者，其活化后可导致抗凋

亡蛋白Bcl-2的下调和促凋亡蛋白Bax的上调，引起

级联反应，导致细胞凋亡 [16]。研究表明，细胞凋

亡广泛参与了动脉粥样硬化、心力衰竭、心律失常

等多种心血管疾病的病理过程 [17]。此外，还有研

究发现，成年哺乳动物的心肌细胞具有增殖能力，

心肌增殖可作为心肌损伤后修复再生的基础 [18]。 
总之，心肌细胞的凋亡和增殖过程是心脏发挥正

常功能的前提[19]。本研究也发现，Hcy可通过增加

心肌细胞中活化的caspase-3(cleaved-caspase-3)及凋

亡相关蛋白Bax的表达，减少抗凋亡蛋白Bcl-2的表

达，从而促进心肌细胞凋亡；此外，Hcy还可降低

心肌细胞的增殖能力。Hcy可通过促进心肌细胞凋

图4　Western blotting检测大鼠心肌细胞TLR4蛋白表达变

化(n=3)

Fig.4　Protein expression of cardiomyocyte TLR4 of rats 

detected by Western blotting (n=3)
与对照组比较，(1)P<0.05；与si-NC组比较，(2)P<0.05

图5　Western blotting检测大鼠心肌细胞干扰后TLR4/NF-κB通路相关蛋白和凋亡相关蛋白表达(n=3)

Fig.5　Expressions of TLR4/NF-κB signaling pathway related protein and apoptosis related protein in cardiomyocytes of rats after 

interfere (Western blotting, n=3)
A. TLR4/NF-κB通路相关蛋白；B. 凋亡及抗凋亡相关蛋白；与si-NC+Hcy组比较，(1)P<0.01
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图6　TLR4干扰后大鼠心肌细胞凋亡率比较(流式细胞术，n=3)

Fig.6　Comparison of apoptosis rate of cardiomyocytes after interference with TLR4 between the two groups of rats (Flow 

cytometry, n=3)

图7　TLR4干扰后两组大鼠心肌细胞增殖情况比较(EdU染色，n=3)

Fig.7　Comparison of cardiomyocytes proliferation after interference with TLR4 between the two groups of rats (EdU, n=3)
与si-NC+Hcy组比较，(1)P<0.01

si
-N

C
+H

cy
组

si
-T

LR
4+

H
cy

组

50

40

30

20

10

0

Ed
U
阳

性
细

胞
率

(%
) (1)

EdU DAPI 合并

100 μm

100 μm

100 μm

100 μm

100 μm

100 μm

si-N
C+Hcy组

si-TLR4+Hcy组

si
-N

C
+H

cy
组

si
-T

LR
4+

H
cy

组

亡，抑制心肌细胞增殖，最终导致心肌损伤。

Hcy在体内发生氧化时可使ROS增加，而ROS
则可激活TLR s家族 [19]。TLR4是TLR s家族成员之

一，不仅可识别病原体的相关受体，还可识别衰

老死亡或受损细胞中的相关受体。有研究发现，

TLR4/NF-κB信号通路是具有多向性的核转录调节

因子信号通路，可调节炎症、免疫及生长相关蛋白

的表达，也是细胞凋亡的重要途径之一[20]。TLR4
与接头蛋白MyD88结合后，可使配体发生构象改

变，进而使NF-κB发生磷酸化，并加速向细胞核移

位，随后与目标启动子区域结合并激活转录，最终

影响凋亡相关蛋白的翻译后修饰，改变凋亡相关蛋

白的表达水平[21]。还有研究发现，Hcy可通过凝集

素样氧化低密度脂蛋白受体1(LOX-1)造成内皮细胞
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损伤[22]。本研究也发现，Hcy可促进TLR4/NF-κB
信号通路蛋白的表达，进一步影响凋亡相关蛋白

Bax、cleaved-caspase-3和抗凋亡蛋白Bcl-2的表达；

此外，在Hcy存在的情况下，干扰TLR4可减轻心肌

细胞的凋亡，促进心肌细胞的增殖，提示Hcy在激

活TLR4/NF-κB信号通路的同时，还可调控心肌细

胞的凋亡和增殖。

综上所述，本研究初步证实Hcy可通过TLR4/
NF-κB信号通路诱导心肌细胞凋亡，并可降低心肌

细胞的增殖能力；而干扰TLR4后，可逆转Hcy诱导

的心肌细胞凋亡，且心肌细胞增殖能力也明显增

强。因此，调节TLR4/NF-κB信号通路可改善Hcy对
心肌细胞的损伤作用。但由于Hcy的代谢过程比较

复杂，本研究未针对其代谢物是否直接影响TLR4/
NF-κB信号通路进行探讨，推测Hcy激活TLR4信号

通路与Hcy代谢过程中释放的ROS有关，但其更深

层次的机制仍有待进一步探究。
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