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水苏碱调节 ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３信号通路对缺氧／复氧诱导的心肌细胞焦亡
的影响
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第九六零医院全科医学科，济南２５００３１）

摘要：目的　研究水苏碱（ｓｔａｃｈｙｄｒｉｎｅ，ＳＴＡ）对缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）诱导的心肌细胞焦亡模型缺氧诱导因
子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）／ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）信号通路的影响。方法　将心肌细胞Ｈ９Ｃ２细胞分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组（Ｈ／Ｒ组）、Ｈ／Ｒ＋低浓度
ＳＴＡ组（Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组，５μｍｏｌ·Ｌ－１）、Ｈ／Ｒ＋中浓度ＳＴＡ组（Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组，１０μｍｏｌ·Ｌ－１）、Ｈ／Ｒ＋高浓度ＳＴＡ组（Ｈ／Ｒ＋
ＳＴＡＨ组，２０μｍｏｌ·Ｌ－１）、Ｈ／Ｒ＋高浓度ＳＴＡ（２０μｍｏｌ·Ｌ－１）＋ＨＩＦ１α激活剂组［Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋二甲基草酰甘氨酸（ＤＭＯＧ）
组，２０μｍｏｌ·Ｌ－１的ＳＴＡ＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＤＭＯＧ］。细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）检测Ｈ９Ｃ２细胞活性；流式细胞仪检测Ｈ９Ｃ２细胞
焦亡；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测细胞白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素１８（ＩＬ１８）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平。蛋白质印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＩＬ１β、ＩＬ１８、半胱天冬酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）、ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３表达。结果　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组细胞存活率
降低（Ｐ＜００５），Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达率、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水平、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达升高（Ｐ＜００５）；
与Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组细胞存活率增加，Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达率、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水
平、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达降低（Ｐ＜００５）；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋ＤＭＯＧ组的细胞存
活率显著降低（Ｐ＜００５），Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达率、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水平、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达显著升高
（Ｐ＜００５）。结论　ＳＴＡ能够抑制Ｈ／Ｒ诱导的心肌细胞焦亡，其机制可能与ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３信号通路相关。
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ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＩＬ１８，Ｃａｓｐａｓｅ１，ＨＩＦ１α，ａｎｄＮＬＲＰ３ｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲＥＳＵＬＴＳ　Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｔｈｅＨ／Ｒｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＣａｓｐａｓｅ１，ｌｅｖｅｌｓ
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　　心肌梗死是全球患者死亡的主要原因之一，临
床上，及时的再灌注对挽救缺血心肌组织、减少梗死

面积、维持左心室收缩功能、防止心力衰竭的发生至

关重要。然而，治疗本身可能矛盾地诱发心肌损伤

和心功能恶化，这种现象被称为心肌缺血再灌注损

伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）［１］。
已有相关研究发现，细胞焦亡参与 ＭＩＲＩ的发生发
展过程［２］。因此，对缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎ
ａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）诱导的心肌细胞焦亡的分子机制进行研
究具有重要意义。水苏碱（ｓｔａｃｈｙｄｒｉｎｅ，ＳＴＡ）主要是
从菊科、唇形科等多种中药植物中分离提取出的一

种生物碱［３］。已有研究发现，ＳＴＡ在肾脏、心脏等多
种脏器部位中发挥重要的作用［４］。Ｇｕｏ等［５］研究报

道，ＳＴＡ能够改善心肌细胞的能量代谢，发挥抗心肌
缺血的功能。细胞焦亡是一种依赖于半胱天冬酶１
（Ｃａｓｐａｓｅ１）的新的程序性死亡，会诱导炎症级联反
应的发生［６］。已有相关研究发现，缺氧诱导因子１α
（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）可对炎性小体
热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）进行激
活，诱导炎症反应的发生，进而促进神经细胞焦

亡［７］。本研究利用Ｈ／Ｒ诱导大鼠心肌细胞（Ｈ９Ｃ２）
焦亡模型，基于 ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３信号通路探讨 ＳＴＡ
的心肌细胞保护作用。

１　材料与方法
１１　实验细胞

Ｈ９Ｃ２细胞（货号：ＺＱ０１０２，上海中乔新舟生物
科技有限公司）。

１２　主要试剂与仪器
杜氏改良 Ｅａｇｌｅ培养基（ＤＥＭＥ）培养基（含体

积分数 １０％胎牛血清（ＦＢＳ）和质量分数 １％青霉
素链霉素）（上海酶联生物科技有限公司，货号：
ＯＭＤＣＭ０３１）；ＳＴＡ（四川省维克奇生物科技有限公
司，纯度：ＨＰＬＣ≥９６％，相对分子质量：１４３１８，分子
式：Ｃ７Ｈ１３ＮＯ２，货号：ＷＫＱ０００１８７４）；ＨＩＦ１α激活剂
［二甲基草酰甘氨酸（ＤＭＯＧ），上海嵘崴达实业有限
公司，货号：Ｒ０２４４６９２５０ｍｇ］；细胞计数试剂盒 ８
（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）（艾美捷科技有限公司，

货号：ＢＹＱ５０３５６）；ＦＡＭＦＬＩＣＡＣａｓｐａｓｅ１试剂盒
（北京诺博莱德科技有限公司，货号：ＩＣＴ０９７）；白细
胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）酶联免疫吸附测
定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂
盒（浙江羽翔生物科技有限公司，货号：ＥＹＸ
ＤＤ０２２２５）；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）
ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海富雨生物科技有限公司，货号：
ＦＹＡ０１４６７０）；白细胞介素１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８，ＩＬ１８）
ＥＬＩＳＡ试剂盒（杭州铂赛生物科技有限公司，货号：
ＭＭ０１６９Ｍ１）；ＩＬ１β、ＩＬ１８、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＨＩＦ１α、ＮＬ
ＲＰ３、磷酸甘油醛脱氢酶（ｒｅｄｕｃｅｄｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体（美国 Ａｂｃａｍ公
司，货 号：ａｂ２８３８１８、ａｂ２０７３２４、ａｂ６２６９８、ａｂ５１６０８、
ａｂ２８３８１９、ａｂ１８１６０２）；流式细胞仪（赛默飞世尔科技
公司，型 号：ＡｔｔｕｎｅＴＭ ＮｘＴ）；ＣＯ２细 胞 培 养 箱
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ艾本德中国公司，型号：ＣｅｌｌＸｐｅｒｔ）；显微镜
（ＣｙｔｅｋＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，型号：ＤＭｉ１）；凝胶成像仪（上海金
鹏分析仪器有限公司，型号：ＺＦ２０８）等。
１３　方法
１３１　细胞培养　将Ｈ９Ｃ２细胞接种在ＤＭＥＭ培
养基中，细胞培养箱（温度 ３７℃，体积分数为 ５％
ＣＯ２）中进行培养，在培养过程中对细胞的颜色以及
生长状态进行观察，并将培养液进行定期更换，待细

胞生长密度达到 ７０％以上时，对细胞进行收集传
代，用于后续实验。

１３２　ＳＴＡ储备液配置　２ｍｇＳＴＡ溶于１３７９μＬ
磷酸盐缓冲液中，混匀后用滤菌器过滤，并在－２０℃
冻存备用，实验时用无血清ＤＭＥＭ稀释至所需浓度。
１３３　细胞分组 Ｈ／Ｒ细胞模型的构建［８］　将
Ｈ９Ｃ２细胞在含有体积分数９５％Ｎ２和体积分数５％
ＣＯ２缺氧的条件下，置于不含有血清的培养基中培
养６ｈ，之后，将其在含有体积分数９５％Ｏ２和体积分
数５％ＣＯ２有氧的条件下，置于含有血清的培养基中
培养１２ｈ，构建Ｈ／Ｒ细胞模型。本研究共分为以下
几组：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）：正常培养基培养细胞；模
型组（Ｈ／Ｒ）：Ｈ／Ｒ条件下培养细胞；Ｈ／Ｒ＋低、中、
高浓度ＳＴＡ组（Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ、Ｍ、Ｈ组）：在 Ｈ／Ｒ条
件下分别加入５、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＴＡ［９］培养细胞；
Ｈ／Ｒ＋高浓度ＳＴＡ＋ＨＩＦ１α激活剂组：在Ｈ／Ｒ条件
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下加入２０μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＴＡ和１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＨＩＦ１α
激活剂ＤＭＯＧ［１０］培养细胞。
１３４　ＣＣＫ８试剂盒检测Ｈ９Ｃ２细胞活性　收集各
组Ｈ９Ｃ２细胞，将其接种在９６孔板中，培养４８ｈ，在每
个孔中加入１０μＬＣＣＫ８溶液，在３７℃，体积分数５％
ＣＯ２的细胞培养箱中进行孵育，４ｈ后，利用酶标仪对各
个孔４５０ｎｍ处的吸光值进行检测。实验重复６次。
１３５　流式细胞术检测 Ｈ９Ｃ２细胞焦亡　收集处
于对数生长期的各组Ｈ９Ｃ２细胞，离心取沉淀，并进
行重悬。将经过ＦＡＭＦＬＩＣＡ标记的Ｃａｓｐａｓｅ１抗体
加入细胞沉淀中混匀，在黑暗条件下反应１ｈ，对细
胞洗涤（１×ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ）２次，加入碘化丙锭（ＰＩ）染
色液对细胞进行重悬。利用流式细胞仪对细胞焦亡

情况进行检测。细胞焦亡水平用 Ｃａｓｐａｓｅ１和 ＰＩ双
阳性的细胞代表［１１］。实验重复６次。
１３６　ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水平　收集
各组处于对数生长期的 Ｈ９Ｃ２细胞，３０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，弃沉淀，取上清置于 －８０℃冰箱中进
行保存。采用ＥＬＩＳＡ对细胞ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水平
进行检测，检测操作方法按照试剂盒的说明书进行。

实验重复６次。
１３７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈ９Ｃ２细胞中 ＩＬ１β、
ＩＬ１８、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达情况　收
集各组培养至对数生长期的 Ｈ９Ｃ２细胞，在蛋白裂
解液的作用下冰上裂解３０ｍｉｎ，将裂解后的细胞进
行离心，取上清液，利用二辛可宁酸（ＢＣＡ）试剂盒
对蛋白总量进行测定。蛋白提取物的分离用十二烷

基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）进
行，分离后的蛋白凝胶置于聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）
膜上进行转膜，在冰上反应１ｈ，清洗，质量分数５％
的脱脂奶粉封闭３０ｍｉｎ，清洗，分别加入（ＩＬ１β、ＩＬ
１８、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３和 ＧＡＰＤＨ）抗体，４℃
过夜；加入二抗，室温孵育２ｈ。用凝胶成像仪对蛋白
表达情况进行观察。实验重复６次。
１４　统计学分析

所得数据采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，ＳＰＳＳ
２５０处理数据。各组间比较，如 Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋
ＳＴＡＬ组以及 Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组等
采用 Ｆ检验，组间两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结　果
２１　ＳＴＡ对Ｈ９Ｃ２细胞活性的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组的细胞存活率降低

（Ｐ＜００５）；与Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组、Ｈ／Ｒ＋
ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组细胞存活率均增加，且随着
ＳＴＡ浓度的增加，细胞存活率逐渐增加（Ｐ＜００５）；与
Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋ＤＭＯＧ组的细胞
存活率显著降低（Ｐ＜００５）。结果见图１。
２２　ＳＴＡ对Ｈ９Ｃ２细胞焦亡的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达率
升高（Ｐ＜００５）；与 Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组、
Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组 Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表
达率均降低，且随着ＳＴＡ浓度的增加，Ｃａｓｐａｓｅ１阳性
表达率逐渐降低（Ｐ＜００５）；与 Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组比
较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋ＤＭＯＧ组的 Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达
率显著升高（Ｐ＜００５）。结果见图２。

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ组相比，２）Ｐ＜００５；与 Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组

相比，３）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组相比，４）Ｐ＜００５；与 Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组相

比，５）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＬ

ｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＭｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＨｇｒｏｕｐ．

图１　水苏碱（ＳＴＡ）对Ｈ９Ｃ２细胞活性的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＴＡｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｎ＝６，
珋ｘ±ｓ

２３　ＳＴＡ对 Ｈ９Ｃ２细胞中 ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水平
的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组 ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水
平均升高（Ｐ＜００５）；与 Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ
组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组 ＩＬ１β、ＩＬ１８、
ＬＤＨ水平均降低，且随着 ＳＴＡ浓度的增加，ＩＬ１β、
ＩＬ１８、ＬＤＨ水平逐渐降低（Ｐ＜００５）；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ
组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋ＤＭＯＧ组的ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ
水平显著升高（Ｐ＜００５）。结果见表１。
２４　ＳＴＡ对Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白表达的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组 Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、
ＩＬ１８蛋白表达均升高（Ｐ＜００５）；与 Ｈ／Ｒ组比较，

·９３３２·
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Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白表达均降低，且随着
ＳＴＡ浓度的增加，Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白表达

逐渐降低（Ｐ＜００５）；与 Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组比较，
Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋ＤＭＯＧ组的 Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８
蛋白表达显著升高（Ｐ＜００５）。结果见图３。

Ａ－流式细胞术检测细胞焦亡［半胱天冬酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）＋ＰＩ］；Ｂ－Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达率比较。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与 Ｈ／Ｒ组相比，２）Ｐ＜００５；与

Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组相比，３）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组相比，４）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组相比，５）Ｐ＜００５。

Ａ－ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ（Ｃａｓｐａｓｅ１＋ＰＩ）；Ｂ－ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｓ１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓ

Ｈ／Ｒｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＬｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＭｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＨｇｒｏｕｐ．

图２　ＳＴＡ对Ｈ９Ｃ２细胞焦亡的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＴＡｏｎｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

表１　ＳＴＡ对Ｈ９Ｃ２细胞中白细胞介素１β（ＩＬ１β）、白细胞介素１８（ＩＬ１８）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平的影响。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＴＡｏｎＩＬ１β，ＩＬ１８，ａｎｄＬＤＨｌｅｖｅｌｓｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　　　　 ρ（ＩＬ１β）／ｐｇ·ｍＬ－１ ρ（ＩＬ１８）／ｐｇ·ｍＬ－１ ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９２９±０１１ １３５６±１４１ １２２１８±１３２５

Ｈ／Ｒ ４１５７±４２３１） ４２３９±４３６１） ２２６４９±２３６１１）

Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ ３２５９±３５１２） ３５３９±３６５２） １６５２４±１７２４２）

Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ ２３１６±２４５２）３） ２６３７±２７１２）３） １５２３６±１６３６２）３）

Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ １２５６±１３７２）３）４） １７２８±２３２２）３）４） １３１２５±１３５１２）３）４）

Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋ＤＭＯＧ ３８７５±０４１５） ３８５１±３９７５） ２０６３１±１３２２５）

注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ组相比，２）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组相比，３）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组相比，４）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组相比，５）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＬｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＭｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＨｇｒｏｕｐ．

Ａ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈ９Ｃ２细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白表达；Ｂ－Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白水平比较。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与 Ｈ／Ｒ组相比，
２）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组相比，３）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组相比，４）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组相比，５）Ｐ＜００５。

Ａ－ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ１，ＩＬ１β，ａｎｄＩＬ１８ｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ１，ＩＬ１β，ａｎｄＩＬ１８ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ
１）Ｐ＜００５，ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＬｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＭｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＨｇｒｏｕｐ．

图３　各组Ｈ９Ｃ２细胞中Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白水平。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣａｓｐａｓｅ１，ＩＬ１βａｎｄＩＬ１８ｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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２５　ＳＴＡ对 ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３信号通路相关蛋白表
达的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白
表达均升高（Ｐ＜００５）；与 Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋
ＳＴＡＬ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组 ＨＩＦ

１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达均降低，且随着 ＳＴＡ浓度的增
加，ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达逐渐降低（Ｐ＜００５）；
与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ＋ＤＭＯＧ组
的ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达显著升高（Ｐ＜００５）。
见图４。

Ａ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｈ９Ｃ２细胞中 ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达；Ｂ－ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白水平比较。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，１）Ｐ＜００５；与 Ｈ／Ｒ组相比，２）Ｐ＜００５；与

Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组相比，３）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组相比，４）Ｐ＜００５；与Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组相比，５）Ｐ＜００５。

Ａ－ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＬｇｒｏｕｐ；４）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＭｇｒｏｕｐ；５）Ｐ＜００５，ｖｓＨ／Ｒ＋ＳＴＡＨｇｒｏｕｐ．

图４　各组Ｈ９Ｃ２细胞中缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）／ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）信号通路相关蛋白水平。
ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＬｅｖｅｌｓｏｆＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｎ＝６，珋ｘ±ｓ

３　讨　论
近年来，急性心肌梗死的发病率呈现一种不断

增加的趋势，对人们的生命健康安全造成严重威

胁［１２］。而治疗急性心肌梗死时发生的ＭＩＲＩ会加重
心肌损伤，从而造成患者心功能的恶化，对治疗效果

造成影响［１３］。目前，关于心肌梗死发生发展的分子

机制还不十分明确，因此，需要深入研究其发生发展

涉及的相关机制，为急性心肌梗死的早期诊断以及

治疗提供理论依据。

近年来，人们对中药以及中药的活性成分的关

注日趋增多。ＳＴＡ已经被发现具有抗氧化、抗炎以
及抗细胞凋亡的作用，是唇形科中药植物益母草的

一种主要成分［１４］。Ｚｈｕ等［１５］研究显示，ＳＴＡ通过激
活ＳＩＲＴ１Ｎｒｆ２通路保护Ｈ／Ｒ损伤，抑制心肌细胞氧
化应激和凋亡。Ｌｉｕ等［１６］研究发现，在异丙肾上腺

素导致的小鼠心肌纤维化中，ＳＴＡ发挥重要作用。
细胞焦亡是不同于细胞坏死和细胞凋亡的一种促炎

性细胞程序性死亡，研究发现，Ｃａｓｐａｓｅ１蛋白的表
达是判断细胞焦亡的依据［１７］。ＩＬ１β、ＩＬ１８是在细
胞焦亡中重要的促炎细胞因子，会进一步加重炎症

反应，而ＬＤＨ参与炎症反应［１８］。近期研究显示，水

苏碱通过抑制ＩＬ１β、ＩＬ１８和焦亡蛋白ＧＳＤＭＤ、ＧＳ
ＤＭＤＮ、ＧＳＤＭＤ表达缓解氧糖剥夺再灌注诱导的
海马神经元焦亡［１９］。本研究结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，Ｈ／Ｒ组细胞存活率值降低，ＩＬ１β、ＩＬ１８、

ＬＤＨ水平升高，表明Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞模型构
建成功。与 Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组、Ｈ／Ｒ＋
ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组细胞存活率值增加，ＩＬ
１β、ＩＬ１８、ＬＤＨ水平降低，表明使用不同浓度 ＳＴＡ
处理Ｈ／Ｒ诱导的 Ｈ９Ｃ２细胞，可以增加细胞活性，
降低促炎因子水平。与以往 ＳＴＡ在 Ｈ／Ｒ诱导的
Ｈ９Ｃ２中的研究［９，１５］不同，本实验关注的是细胞焦亡

的变化，Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白均是与细胞焦
亡相关的蛋白［２０］。本研究首次通过检测焦亡标志

蛋白的表达分析 ＳＴＡ对 Ｈ／Ｒ诱导的 Ｈ９Ｃ２细胞焦
亡的影响，结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组
Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达率、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白
表达升高；与 Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＬ组、Ｈ／Ｒ＋
ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组 Ｃａｓｐａｓｅ１阳性表达率、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白降低，表明经 Ｈ／Ｒ诱导
会促进Ｈ９Ｃ２的细胞焦亡，而ＳＴＡ可以抑制Ｈ／Ｒ诱
导的细胞焦亡。以上研究结果提示 ＳＴＡ通过减少
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β蛋白表达，降低 Ｈ９Ｃ２细胞中下游
促炎介质的产生，从而减轻Ｈ／Ｒ导致的细胞焦亡。

已有相关研究发现，ＮＬＲＰ３是最常见也是研究
最为清楚的一种炎症小体［２１］。ＨＩＦ１α是一种可以
感知氧浓度的转录因子，在正常的氧浓度状态下，

ＨＩＦ１α表达水平相对较低，而当细胞因为炎症、损
伤等原因处于缺氧状态时，ＨＩＦ１α表达水平会升
高［２２］。Ｃｈｅｎ等［２３］研究发现，通过对ＨＩＦ１α信号通

·１４３２·
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路进行抑制可以一定程度减轻缺血性脑损伤产生的

有害影响。且通过 ＨＩＦ１α对 ＮＬＲＰ３的抑制，可对
炎症反应进行一定程度的减轻，进一步缓解细胞焦

亡［７］。本研究中，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ／Ｒ组 ＨＩＦ
１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达升高，表明 Ｈ／Ｒ诱导心肌细胞
ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３通路激活。与 Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋
ＳＴＡＬ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＭ组、Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组 ＨＩＦ
１α、ＮＬＲＰ３蛋白表达降低，说明不同浓度 ＳＴＡ均可
抑制 ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３信号通路，且抑制作用随 ＳＴＡ
剂量的增高而增强，推测 ＳＴＡ可以通过抑制 ＨＩＦ
１α／ＮＬＲＰ３信号通路，从而改善细胞焦亡。进一步
用ＨＩＦ１α激活剂 ＤＭＯＧ和 ＳＴＡ共同处理细胞，结
果发现ＨＩＦ１α、ＮＬＲＰ３蛋白水平较Ｈ／Ｒ＋ＳＴＡＨ组
升高，表明 ＤＭＯＧ的加入激活了 ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３信
号通路，促进了 Ｈ９Ｃ２细胞焦亡。上述结果提示
ＳＴＡ可能通过抑制 ＨＩＦ１α水平减少 ＮＬＲＰ３、凋亡
相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏ
ｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）、消皮素 Ｄ的 Ｎ端（Ｎ
ｔｅｒｍｉｎａｌｏｆｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ，ＮＧＳＤＭＤ）、ｃａｓｐａｓｅ１和ＩＬ
１β蛋白表达，进而抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的激活，减
少了心肌细胞中下游促炎介质（包括 ＩＬ１８和 ＩＬ
１β）的产生，缓解Ｈ／Ｒ诱导的心肌细胞焦亡［２４］。

综上所述，ＳＴＡ可以通过抑制 ＨＩＦ１α／ＮＬＲＰ３
信号通路，减轻 Ｈ／Ｒ诱导的心肌细胞焦亡，从而发
挥抗炎作用。本研究为 ＳＴＡ防治心血管疾病提供
了实验依据，并对其作用机制提出了新的解释。但

是本研究仅在体外实验细胞上进行了研究，后续会

进一步通过体内实验进行验证。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＣＨＥＮＷ，ＺＨＡＮＧＹ，ＷＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．Ｄａｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓ

ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｖｉａ
ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２３，１４：
１０７８２０５．

［２］　ＺＨＡＮＧＹ，ＰＥＮＧＪ，ＹＡＮＧＹＦ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｔｕｄｙｏｆ
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［Ｊ］．ＣｈｉｎＭｅｄ，２０２２，１７（１）：７３．（收稿日期：２０２４０６１８）
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