
the fibrosis improvement degree of rectus femoris in the EST group was higher than that of the NＲ group ( P ＜
0. 01) ． In addition，the expression levels of TGF-β1 and α-SMA in the rectus femurs of EST group were lower than
those in the NＲ group ( P ＜ 0. 05) ． The expression differences of TGF-β1 and α-SMA in joint capsule of the EST
group were not statistically significant compared with those in the NＲ group ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion Early low-
frequency electrical stimulation can improve extension contracture of the knee via reducing the level of skeletal mus-
cle fibrosis． The inhibition of skeletal muscle fibrosis is greater than that of joint capsule fibrosis．
Key words fibrosis; low frequency electrical stimulation; knee extension contracture; skeletal muscle; joint cap-
sule
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HDAC3 负性调控 mTOＲ促进低氧诱导 H9C2 心肌细胞自噬
王月涵1，黄 颖2

摘要 目的 研究组蛋白去乙酰化酶 3 ( HDAC3 ) 调控低氧
诱导 H9C2 心肌细胞自噬的功能和机制。方法 体外建立
H9C2心肌细胞低氧模型，采用 Western blot和免疫荧光染色
技术检测自噬相关蛋白 LC3B-Ⅱ、Beclin-1 和 P62 的表达变
化以及荧光活性。分别转染 HDAC3 过表达质粒和干扰
ＲNA后，检测自噬调节分子 mTOＲ和 LC3B的蛋白表达和荧
光活性变化。结果 与对照组比较，低氧 1、6、12 h后，H9C2
心肌细胞中 LC3B-Ⅱ和 Beclin-1 表达显著增加( P ＜ 0. 05 ) ;
P62 蛋白表达先增高( 1 h) 后降低( 6 h) ( P ＜ 0. 05) 。低氧 1
h和 6 h后，HDAC3 和 mTOＲ蛋白表达明显增高( P ＜ 0. 05) ;
低氧 12 h后 HDAC3 和 mTOＲ 蛋白表达显著减少。过表达
HDAC3 能够降低 mTOＲ蛋白表达和荧光活性，增加 LC3B的
蛋白表达和荧光活性( P ＜ 0. 05) ; 下调 HDAC3 蛋白表达能
够升高 mTOＲ蛋白水平和荧光活性，减少了 LC3B 蛋白表达
和荧光活性( P ＜ 0. 05) 。结论 HDAC3 负性调节 mTOＲ 蛋
白，促进了低氧诱导的 H9C2 心肌细胞自噬。
关键词 自噬; 组蛋白去乙酰化酶 3; H9C2 心肌细胞
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细胞自噬是指在生理或病理条件下，溶酶体降

解自身的细胞器或者分子物质的过程［1］。心肌细
胞自噬能够促进心室重构，是导致心力衰竭的重要

原因之一［2］。但迄今为止，导致心肌细胞自噬的机
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制尚不明确。组蛋白去乙酰化酶 3 ( histone deacety-
lase 3，HDAC3) 是表观遗传学调控的重要分子。研
究［3 － 4］表明 HDAC3 能够促进心肌细胞肥厚，诱导心
功能不全，并和先天性心脏病有着密切关系。因此，
该研究探讨 HDAC3 调控低氧诱导 H9C2 心肌细胞
自噬的功能和分子机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料
1． 1． 1 细胞株 本实验所用大鼠 H9C2 心肌细胞
株购自中国科学院上海细胞库。
1． 1． 2 主要试剂 兔抗 LC3B 单克隆抗体、兔抗
P62 单克隆抗体、兔抗 Beclin-1 单克隆抗体、兔抗
HDAC3 单克隆抗体、兔抗 mTOＲ 单克隆抗体、兔抗
GAPDH单克隆抗体均购自英国 Abcam 公司; 辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔抗体购自北京中杉金桥生

物技术公司; 细胞培养试剂购自美国 Gibco 公司。
HDAC3 引物序列 F: 5'-GATGACCAGAGTTACAAG-
CACC-3'; Ｒ: 5'-TTGAAGCAGCCTAATCGATCAC-3';
siＲNA 引物序列: 5'-CTGCATTATGGTCTCTATATT-
3'。
1． 1． 3 实验仪器 细胞培养箱购自美国 Thermo 公
司; 低氧小室购自加拿大 Stem Cell 公司; 蛋白电泳
仪购自美国 Bio-Ｒad 公司; GE Amersham Imager 600
自动化学发光凝胶成像分析系统购自美国 GE 公
司。
1． 2 方法
1． 2． 1 心肌细胞低氧实验 大鼠 H9C2 心肌细胞
用 DMEM + 10% FBS 培养基培养，将 H9C2 细胞分
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为 4 组，对照组进行常氧培养，低氧组分为 3 组，分
别是低氧 1 h( 1 h组) 、低氧 6 h( 6 h 组) 、低氧 12 h
( 12 h组) ，然后将 4 组细胞放入正常恒温孵箱中培
养。
1． 2． 2 免疫荧光检测 爬满细胞的玻片以多聚甲
醛固定清洗后，加入 0. 1% Triton X-100 室温处理，
然后加入牛血清白蛋白( albumin from bovine serum，
BSA) ，室温下封闭细胞 1 h。孵育一抗，放入湿盒 4
℃冰箱过夜。避光条件下孵二抗 1 h。DAPI 染色
10 min，用细胞仪检测细胞自噬的变化。
1． 2． 3 Western blot 检测蛋白表达水平 收集心肌
细胞裂解液，上样前先将样品置于沸水 5 min 变性，
然后进行 SDS-PAGE 电泳并转膜至硝酸纤维素膜
上。脱脂奶粉封闭 1 h 后，分别加入适当稀释比的
一抗室温下孵育 12 h，洗膜后加二抗室温孵育 2 h。
经化学发光法曝光后观察结果，检测自噬相关蛋白

LC3B-Ⅱ、Beclin-1 和 P62 的表达变化［5 － 7］，实验中

以 GAPDH为内参照。
1． 2． 4 细胞转染实验 H9C2 心肌细胞分组后，先
后加入 Opti-MEM 和 Lipofectamine 3000 处理，分别
转染 HDAC3 过表达质粒和 siＲNA 8 h。此时，将
H9C2 心肌细胞分为 5 组，分别为对照组 ( H9C2
组) 、siＲNA 空载质粒组( H9C2 + siＲNA NC 组) 、
HDAC3 敲减组( H9C2 + siＲNA 组) 、过表达空载质
粒组( H9C2 + OE NC 组) 、HDAC3 过表达组( H9C2
+ OE组) 。再次更换培养基，置于 37 ℃、CO2培养

箱中培养 48 h。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 软件包进行数
据分析。两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间
差异分析采用单因素方差分析; 计量数据以 珋x ± s 表
示，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 低氧诱导 H9C2 心肌细胞自噬 为了验证低
氧诱导 H9C2 心肌细胞的自噬，分别检测自噬相关
蛋白 LC3B-Ⅱ、Beclin-1 和 P62 的表达变化。与对照
组比较，在低氧后 1 h，H9C2 心肌细胞中 LC3B-Ⅱ、
Beclin-1 和 P62 蛋白表达均增加( P ＜ 0. 05) ; 在低氧
6 h后 LC3B-Ⅱ、Beclin-1 增加最为显著( P ＜ 0. 05) ，
而 P62 蛋白表达下降( P ＜ 0. 05 ) ; 在低氧 12 h 后，
LC3B-Ⅱ和 P62 蛋白表达水平虽有降低，但仍较对
照组增高( P ＜ 0. 05) ，Beclin-1 蛋白表达较对照组减
少( P ＜ 0. 05) ( 图 1) 。以上结果表明低氧可以诱导
H9C2 心肌细胞的自噬，在低氧后 6 h最为明显。

2． 2 H9C2 心肌细胞自噬过程中 HDAC3 蛋白表
达增高 与对照组相比，低氧 1 h 和 6 h 后，H9C2
心肌细胞中 HDAC3 蛋白表达显著升高( P ＜ 0. 05) ;
而在低氧 12 h 后，HDAC3 蛋白表达明显下降( P ＜
0. 05) ( 图 2) 。以上结果表明低氧可诱导 H9C2 心
肌细胞自噬过程中 HDAC3 蛋白表达增高 ( F =
353. 60，P ＜ 0. 05) 。

图 1 低氧诱导 H9C2 心肌细胞自噬相关蛋白 LC3B、

Beclin-1 和 P62 表达变化

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 2 低氧诱导 H9C2 心肌细胞 HDAC3 蛋白表达变化

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 HDAC3 促进了 H9C2 心肌细胞自噬 为了
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验证 HDAC3 调控 H9C2 心肌细胞自噬的功能，通过
细胞转染 HDAC3 干扰 ＲNA ( H9C2 + siＲNA) 下调
HDAC3 蛋白表达后。LC3B蛋白表达较对照组明显
降低( P ＜ 0. 05) ; 而转染 HDAC3 过表达质粒( H9C2
+ OE) 上调 HDAC3 后，LC3B 蛋白表达较对照组显
著增高( P ＜ 0. 05) ( 图 3A) 。免疫荧光检测发现，与
对照组比较，下调的 HDAC3 降低了 LC3B 的荧光活
性( P ＜ 0. 05) ，上调 HDAC3 增加了 LC3B 的荧光活
性( P ＜ 0. 05) ( 图 3B、3C) 。以上结果表明 HDAC3
促进了低氧条件下 H9C2 心肌细胞自噬。

图 3 HDAC3 促进 H9C2 心肌细胞 LC3B的

蛋白表达和荧光活性变化

A: LC3B与 HDAC3 蛋白相对表达量; B: LC3B荧光活性变化; a:

H9C2 组; b: H9C2 + siＲNA NC 组; c: H9C2 + siＲNA 组; d: H9C2 + OE

NC组; e: H9C2 + OE组; 与 H9C2 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 HDAC3 负性调控 mTOＲ 分子表达 为了探
讨 HDAC3 促进 H9C2 心肌细胞自噬的分子机制，本
课题研究调控细胞自噬的重要分子雷帕霉素靶蛋白

( mammalian target of rapamycin，mTOＲ ) 的表达变
化。与对照组比较，低氧后 1 h 和 6 h时 mTOＲ蛋白
表达逐渐增高，在 12 h 后表达降低( P ＜ 0. 05 ) ( 图
4A) 。下调 HDAC3 蛋白表达( H9C2 + siＲNA) 后，
mTOＲ蛋白水平和荧光活性明显增高( P ＜ 0. 05 ) ;
而上调 HDAC3 蛋白表达( H9C2 + OE) 后，mTOＲ 的
蛋白水平和荧光活性显著降低( P ＜ 0. 05) ( 图 4B －
4C) 。以上结果提示 HDAC3 可以负性调控 mTOＲ
蛋白表达。

3 讨论

自噬是细胞内蛋白质和亚细胞结构通过溶酶体

降解的过程，是生理情况下细胞为适应各种刺激而

维持其代谢的需要。应激状态下异常自噬影响了细
胞自身正常的形态和功能，导致多种疾病的发生发

展［8］，过度应激可导致自噬增强，自噬体累积，并且

产生过度自噬而引发细胞自我消化死亡［9］。心肌
细胞自噬是心室重构的重要原因之一，研究［10 － 11］心

肌细胞自噬的分子机制对逆转心室重构，以及对防

治心力衰竭均有重要的意义。目前已有很多研究和
实验证明了心肌缺血再灌注时的心肌细胞自噬作

用，这些研究结果提示缺血再灌注诱导的心肌细胞

自噬进一步增加，而心肌细胞的自噬在心肌缺血初

期是起到保护作用的，在再灌注期间才产生了恶化

作用［12］。
本课题首先体外建立低氧诱导 H9C2 心肌细胞

自噬模型，研究自噬相关蛋白的 LC3B-Ⅱ、Beclin-1
和 P62 表达变化。在细胞自噬过程中，LC3B-Ⅱ蛋
白的高表达提示自噬水平的增高，是重要的自噬分

子标志物。在低氧后 1、6、12 h，LC3B-Ⅱ蛋白表达
均增高( P ＜ 0. 05 ) 。Beclin-1 是自噬过程中核心蛋
白之一，影响自噬体的形成，并能诱导细胞的凋亡。
在低氧后 1 h和 6 h表达均较正常对照组增高，12 h
后降低( P ＜ 0. 05 ) 。P62 是一种多功能癌基因蛋
白，通过不同的蛋白作用域参与细胞选择性自噬过

程。在低氧后 1 h，P62 蛋白表达增高，6 h后蛋白表
达降低( P ＜ 0. 05 ) ，P62 蛋白的这一变化和其他自
噬研究［13］结果相似。通过以上蛋白的检测，验证低
氧诱导心肌细胞自噬成功。其中，在低氧后 6 h，自
噬水平最为显著，因此选取低氧 6 h 作为后续实验
的时间点。
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图 4 mTOＲ蛋白相对表达量及免疫荧光水平

A: 低氧诱导 H9C2 心肌细胞 mTOＲ蛋白表达增高; B: HDAC3 负

性调控 mTOＲ 蛋白表达; C: HDAC3 负性调控 mTOＲ 荧光活性; a:

H9C2 组; b: H9C2 + siＲNA NC 组; c: H9C2 + siＲNA 组; d: H9C2 + OE

NC组; e: H9C2 + OE组; 与 H9C2 组比较: * P ＜ 0. 05

HDAC3 是表观遗传学调控的重要分子，在机体

内广泛分布，和心肌细胞肥厚和凋亡以及心肌纤维

化和先天性心脏病的发生发展均有密切联系。研
究［14］显示，HDAC3 参与了低氧复氧条件下肾小管
上皮细胞的自噬。但是，HDAC3 在心肌细胞自噬过
程的功能和机制尚不明确。本研究发现，在低氧诱
导 H9C2 心肌细胞自噬的过程中，HDAC3 的蛋白表
达增加，低氧 6 h 时最为显著。12 h 后 H9C2 心肌
细胞出现明显的死亡现象，HDAC3 的表达有所降
低。为了研究 HDAC3 调控 H9C2 心肌细胞自噬的
功能，体外分别转染 HDAC3 过表达质粒和干扰
ＲNA。研究发现细胞转染过表达质粒能够明显上调
H9C2 细胞中 HDAC3 蛋白表达，而干扰 ＲNA 能够
明显降低 HDAC3 蛋白表达。进一步研究发现，上
调 HDAC3 后 LC3B蛋白表达增加和荧光活性增高，
而下调 HDAC3 后 LC3B 蛋白表达降低和荧光活性
减少。这些结果表明在低氧情况下，HDAC3 促进了
H9C2 心肌细胞自噬。mTOＲ 是能够参与多种信号
通路的调节分子，在细胞凋亡和自噬过程中具有重

要的作用［15］。在 H9C2 心肌细胞自噬的过程中，
mTOＲ蛋白表达增加，但 HDAC3 是否通过调控
mTOＲ来实现促进心肌细胞自噬的机制并不清楚。
本研究发现，上调 HDAC3 后 mTOＲ 蛋白表达降低
和荧光活性减少，而下调 HDAC3 后 mTOＲ 蛋白表
达升高和荧光活性增加，提示了在 H9C2 心肌细胞
自噬的过程中，HDAC3 负性调控 mTOＲ的表达。
低氧诱导 H9C2 心肌细胞自噬和 HDAC3 的表

达具有时间特异性。HDAC3 负性调节 mTOＲ蛋白，
促进了低氧诱导的 H9C2 心肌细胞自噬。本研究阐
述了心肌细胞自噬的可能分子机制，为预防心室重

构和心力衰竭提供了新的思路和治疗靶点。
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HDAC3 promotes hypoxia － induced autophagy in H9C2 cardiac cells
through negatively regulating mTOＲ protein

Wang Yuehan1，Huang Ying2

( 1Dept of Electrocardiographic and Cardiac Function，2Dept of Cardiology，
The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the function and mechanism of histone deacetylase 3 ( HDAC3) in modulating
hypoxia-induced autophagy in H9C2 cardiac cells． Methods The hypoxia model of H9C2 was established in
vitro． The expression and fluorescence activity of autophagy-related proteins LC3B-Ⅱ，Beclin-1，and P62 were de-
tected by Western blot and immunofluorescence staining． After the transfection of HDAC3 plasmid or interfering
ＲNA，the expression and fluorescence activity of autophagy regulatory molecule mTOＲ and autophagy-related pro-
tein LC3B were detected． Ｒesults Compared with the control group，the protein level of LC3B-Ⅱ and Beclin-1
were augmented after hypoxia for 1 h，6 h，and 12 h in H9C2 cardiac cells( P ＜ 0. 05) ，and the expression of p62
protein also increased first at 1 h and then decreased at 6 h ( P ＜ 0. 05) ． After hypoxia for 1 h and 6 h，the protein
expression of HDAC3 and mTOＲ were amplified，while both of them declined at hypoxia for 12 h ( P ＜ 0. 05) ． The
protein level and fluorescence activity of mTOＲ decreased，but the protein level and fluorescence activity of LC3B
increased after overexpression of HDAC3 ( P ＜ 0. 05) ． Downregulation of HDAC3，the expression and fluorescence
activity of mTOＲ enhanced，while the protein level and fluorescence activity of LC3B reduced ( P ＜ 0. 05) ． Con-
clusion HDAC3 negatively regulates mTOＲ protein and promotes hypoxia-induced autophagy in H9C2 cardiac
cells．
Key words autophagy; histone deacetylase 3; H9C2 cardiac cell
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