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摘要　目的　探究热休克蛋白７０ｋｕ蛋白１Ａ（ＨＳＰＡ１Ａ）在缺氧环境下对大鼠心肌细胞Ｈ９ｃ２炎症水平与凋亡损伤的影响，并
分析其作用机制。方法　将 Ｈ９ｃ２细胞分别进行常氧（Ｎｏｒ）和缺氧（Ｈｙｐ）处理后，ＲＴｑＰＣＲ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中
ＨＳＰＡ１Ａ表达变化。将常Ｈ９ｃ２细胞分为 Ｎｏｒ组（常氧培养）、ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒ组（细胞转染 ＨＳＰＡ１ＡｓｈＲＮＡ质粒，常氧培
养）、Ｈｙｐ组（缺氧培养细胞）、ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组（细胞转染ＨＳＰＡ１ＡｓｈＲＮＡ质粒，缺氧培养），ＲＴｑＰＣＲ法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测各组Ｈ９ｃ２细胞中ＨＳＰＡ１Ａ表达水平，倒置显微镜观察各组Ｈ９ｃ２细胞形态，ＣＣＫ８法检测各组Ｈ９ｃ２细胞活性，ＥＬＩＳＡ检
测各组Ｈ９ｃ２细胞上清液中炎性因子肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素（ＩＬ）６、ＩＬ１β含量及心肌损伤标志物乳酸脱氢酶
（ＬＤＨ）、肌酸激酶（ＣＫ）活性，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测各组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组 Ｈ９ｃ２细胞中
ＴＮＦ受体关联因子２（ＴＲＡＦ２）／核因子κＢ（ＮＦκＢ）通路相关蛋白表达水平。结果　与Ｎｏｒ组比较，缺氧诱导后的Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２
细胞中ＨＳＰＡ１ＡｍＲＮＡ相对表达量和蛋白相对表达量显著上调（Ｐ＜００５）。与Ｎｏｒ组比较，Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞数目明显减少，
部分细胞出现皱缩且排列紊乱，细胞活性显著下降（Ｐ＜００５），上清液中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β含量及ＬＤＨ、ＣＫ活性显著升高（Ｐ
＜００５），细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜００５），ＴＲＡＦ２蛋白相对表达量、ｐ６５磷酸化水平和核因子κＢ抑制蛋白α（ＩκＢα）磷酸化水
平显著上调（Ｐ＜００５）；与Ｈｙｐ组比较，ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞形态得到改善，细胞排列较为密集，细胞活性显著升高
（Ｐ＜００５），上清液中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β含量减少，ＬＤＨ和ＣＫ活性显著下降（Ｐ＜００５），细胞凋亡率显著减少（Ｐ＜００５），同
时细胞中ＴＲＡＦ２蛋白相对表达量、ｐ６５磷酸化水平和ＩκＢα磷酸化水平也显著下调（Ｐ＜００５）。结论　缺氧诱导大鼠心肌细
胞Ｈ９ｃ２中ＨＳＰＡ１Ａ表达升高，而抑制其表达能够改善缺氧诱导的Ｈ９ｃ２细胞炎症反应并减少凋亡损伤，该作用机制可能与其
调控ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ通路有关。
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１３９．ｃｏｍ

　　急性心肌梗死是一种常见的心血管危重症，其
特征是发作急、高病死率和高残疾率，约占世界心血

管死亡人数的５０％［１］。在急性心肌梗死期间，冠状

动脉急性闭塞会剥夺心肌中的氧气和营养物质，导

致心功能障碍，包括肥大和心肌重塑，最终导致心力

衰竭［２］。心肌梗死主要是由于心肌细胞凋亡导致

心肌细胞损伤，由于心肌细胞是终末分化的细胞，几

乎没有再生潜力，心肌一旦受损将会很难恢复。因

此，揭示影响心肌细胞损伤的靶点和潜在分子机制，

对于开发新的有效心肌梗死治疗方案具有重要意

义。

热休克蛋白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）
是一种参与细胞应激保护的热休克蛋白，该家族成

员主要有 ＨＳＰＡ１Ａ、ＨＳＰＡ５、ＨＳＰＡ８、ＨＳＰＡ９，其中
ＨＳＰＡ１Ａ是没有内含子且编码一个７０ｋｕ的热休克
蛋白，在病毒、氧化应激、肿瘤及其他一些刺激下其

表达增高［３］。已有研究［４］表明，ＨＳＰＡ１Ａ在心肌缺
血再灌注诱导的急性心肌梗死大鼠心肌组织和缺

氧／复氧心肌细胞中均上调表达，并通过激活核因子
κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）促进急性
心肌梗死大鼠的心肌损伤和炎症反应。但靶向抑制

ＨＳＰＡ１Ａ能否改善急性心肌梗死后心肌细胞炎症及
凋亡损伤尚不可知。因此，该研究通过缺氧诱导大

鼠心肌细胞Ｈ９ｃ２建立体外细胞模型，分析ＨＳＰＡ１Ａ
在缺氧环境下Ｈ９ｃ２细胞中的表达，并探讨抑制ＨＳ
ＰＡ１Ａ对Ｈ９ｃ２细胞炎症反应及凋亡损伤的调控作
用及机制。
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１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂　大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２购自
武汉普诺赛生命科技有限公司，ＤＭＥＭ培养基购自
美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自上海联迈生物工
程有限公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、青 －链霉素双抗液
和ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，通用反转录试剂盒购自北京索莱宝科技有限公

司，荧光定量检测２×Ｔ５ＦａｓｔｑＰＣＲＭｉｘ购自北京擎
科生物科技股份有限公司，ＲＩＰＡ裂解液购自上海爱
必信生物科技有限公司，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
和ＣＣＫ８试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有
限公司，聚偏二氟乙烯膜和ＥＣＬ购自沈阳万类生物
科技有限公司，肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）６、ＩＬ１β
检测试剂盒购自南京森贝伽生物科技有限公司，乳

酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）和肌酸激酶
（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）检测试剂盒购自武汉益普生物
科技有限公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡检
测试剂盒购自武汉金开瑞生物工程有限公司。抗体

ＨＳＰＡ１Ａ、ＴＮＦ受体关联因子２（ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＴＲＡＦ２）、磷酸化 ｐ６５（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐ６５，ｐｐ６５）、ｐ６５、磷酸化核因子 κＢ抑制蛋白 α
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢａｌｐｈａ，
ｐＩκＢα）、ＩκＢα、ＧＡＰＤＨ及辣根过氧化物酶标记二
抗购自英国 Ａｂｃａｍ公司。引物由上海生工生物工
程公司合成，ＨＳＰＡ１ＡｓｈＲＮＡ质粒载体由上海生工
生物工程公司设计构建。

１．２　方法
１．２．１　Ｈ９ｃ２细胞缺氧处理　大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２
放置于 ＤＭＥＭ培养基并补充含有１０％胎牛血清和
１％青－链霉素双抗液，在５％ＣＯ２、３７℃ 培养箱中
培养。每隔２ｄ进行一次传代，取对数生长期的细
胞进行实验。将 Ｈ９ｃ２分为常氧（ｎｏｒｍｏｘｉａ，Ｎｏｒ）组
和缺氧（ｈｙｐｏｘｉａ，Ｈｙｐ）组，Ｎｏｒ组在含 ２１％Ｏ２、５％
ＣＯ２、７４％Ｎ２的３７℃培养箱中培养４８ｈ，Ｈｙｐ组在
含１％Ｏ２、５％ＣＯ２、９４％Ｎ２的３７℃缺氧培养箱中培
养２４ｈ。
１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ法检测Ｈ９ｃ２细胞中ＨＳＰＡ１ＡｍＲ
ＮＡ表达水平　使用 ＴＲＩｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂盒提
取Ｈ９ｃ２细胞的总 ＲＮＡ，电泳分析 ＲＮＡ完整性，超
微量分光光度计检测 ＲＮＡ纯度。取适量总 ＲＮＡ，
根据逆转录试剂盒说明书对ＲＮＡ进行逆转录操作，
反应获得ｃＤＮＡ，置于 －２０℃中保存。通过荧光定

量反应进行循环扩增，参照试剂盒说明书配置反应

体系，在检测系统上设置反应条件为：９５℃ １５ｍｉｎ
（进行１次循环），９５℃ １５ｓ、５８℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ
（共进行４０个循环）。扩增结束后，以 βａｃｔｉｎ作为
内参，根据 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相对表达量。引
物序 列 为：ＨＳＰＡ１Ａ 上 游 引 物 ５′ＴＴＧＣＡＣＧＴ
ＧＧＧＣＴＴＴＡＴＣＴＴＣ３′，下 游 引 物 ５′ＧＣＣＣＡＧＧＧ
ＧＡＧＡＧＴＣＣＡＡＡ３′； βａｃｔｉｎ 上 游 引 物 ５′ＣＴ
ＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴ３′，下游引物 ５′ＣＣＡ
ＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＡ３′。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１Ａ
蛋白及ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ通路相关蛋白表达水平　收
集Ｈ９ｃ２细胞，加入 ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ
法进行蛋白定量。蛋白质煮沸变性后，进行 １０％
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，切胶后，转移至聚偏二氟乙烯
膜上。利用５％脱脂奶粉封闭液封闭２ｈ，加入一抗
ＨＳＰＡ１Ａ（１∶１０００）、ＴＲＡＦ２（１∶１０００）、ｐｐ６５
（１∶１０００）、ｐ６５（１∶１０００）、ｐＩκＢα（１∶１０００）、
ＩκＢα（１∶１０００）及ＧＡＰＤＨ（１∶１０００），４℃过夜孵
育。次日，加入辣根过氧化物酶标记的二抗

（１∶５０００），室温孵育２ｈ。经ＥＣＬ显色后，化学发
光成像仪观察条带，分析目的蛋白相对表达量。

１．２．４　Ｈ９ｃ２细胞转染与处理　 取Ｈ９ｃ２细胞培养
于２４孔板，控制每孔密度为５×１０４个，当细胞汇合
至 ６０％时进行转染。将１μｇＨＳＰＡ１ＡｓｈＲＮＡ质粒
稀释于５０μLＯｐｔｉＭＥＭ培养基中，再取１μLＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染试剂稀释于 ５０μLＯｐｔｉ
ＭＥＭ培养基中；将上述两管液体混合，室温孵育 ２０
ｍｉｎ后，将其加入含细胞的２４孔板中，３７℃培养箱
孵育４８ｈ后，收集细胞。实验分为４组，具体分组
与处理如下：① Ｎｏｒ组，常氧环境下培养 Ｈ９ｃ２细
胞；② ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒ组，将ＨＳＰＡ１ＡｓｈＲＮＡ质粒
转染至 Ｈ９ｃ２细胞，并于常氧环境下培养；③ Ｈｙｐ
组，缺氧环境下培养 Ｈ９ｃ２细胞；④ ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋
Ｈｙｐ组，将ＨＳＰＡ１ＡｓｈＲＮＡ质粒转染至 Ｈ９ｃ２细胞，
并于缺氧环境下培养。２４ｈ后收集 ４组 Ｈ９ｃ２细
胞，ｑＰＣＲ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中 ＨＳＰＡ１Ａ
表达水平，并通过倒置显微镜观察细胞形态，再进行

后续实验检测。

１．２．５　ＣＣＫ８法检测Ｈ９ｃ２细胞活性　将 Ｈ９ｃ２细
胞按照每孔为１×１０４个的密度接种在９６孔板上，
根据分组情况进行对应处理。２４ｈ后，向每孔加入
１０μL的ＣＣＫ８试剂，３７℃培养箱孵育２ｈ，采用酶
标仪检测４５０ｎｍ波长处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
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ＯＤ）值。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测Ｈ９ｃ２细胞炎性因子及心肌损伤
标志物　Ｈ９ｃ２细胞按照分组处理后，留取细胞上清
液，按照ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＬＤＨ和ＣＫ试剂盒说明
书，酶标仪检测 ＯＤ值，制作标准曲线，计算各组上
清液中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β含量及ＬＤＨ、ＣＫ活性。
１．２．７　流式细胞术检测 Ｈ９ｃ２细胞凋亡　Ｈ９ｃ２细
胞按照分组处理后，胰酶消化，预冷的 ＰＢＳ漂洗并
重悬。将细胞悬液与１０μLＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂混
匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ，再加入１０μLＰＩ混匀，室
温避光孵育１０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞凋亡率。
１．３　统计学处理　实验数据通过 ＳＰＳＳ２３０软件
进行分析，计量资料用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。
独立样本ｔ检验和单因素方差分析进行数据比较，Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
８３０软件绘制统计图。

２　结果

２．１　缺氧处理后 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１Ａ表达变化
　不同处理后的２组Ｈ９ｃ２细胞中ＨＳＰＡ１ＡｍＲＮＡ及

蛋白相对表达量差异均有统计学意义（ｔ＝４７８０９，Ｐ
＜０００１；ｔ＝２４５５１，Ｐ＜０００１）。与 Ｎｏｒ组比较，Ｈｙｐ
组Ｈ９ｃ２细胞中ＨＳＰＡ１ＡｍＲＮＡ相对表达量和蛋白
相对表达量均显著上调（Ｐ＜００５）。见图１。
２．２　转染后的 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１Ａ表达水平比
较　转染后的４组 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１ＡｍＲＮＡ及
蛋白相对表达量差异均有统计学意义（Ｆ＝６５３４１，
Ｐ＜０００１；Ｆ＝４３９５８，Ｐ＜０００１）。与 Ｎｏｒ组比较，
ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒ组 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１ＡｍＲＮＡ
相对表达量和蛋白相对表达量显著下调（Ｐ＜
００５）；与Ｈｙｐ组比较，ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细
胞中ＨＳＰＡ１ＡｍＲＮＡ相对表达量和蛋白相对表达量
也均显著下调（Ｐ＜００５）。见图２。
２．３　各组 Ｈ９ｃ２细胞增殖活性比较　Ｈ９ｃ２细胞经
过不同干预后，在倒置显微镜下观察其形态，Ｎｏｒ组
和ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒ组Ｈ９ｃ２细胞大小均匀，排列较
为整齐；Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞数目明显减少，部分细胞
出现皱缩，排列紊乱；与 Ｈｙｐ组相比，ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋
Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞形态得到改善，细胞排列较为密
集。见图３。

图１　缺氧下Ｈ９ｃ２细胞ＨＳＰＡ１Ａ表达水平
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图２　转染后Ｈ９ｃ２细胞ＨＳＰＡ１Ａ表达水平
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图３　各组Ｈ９ｃ２细胞形态观察 ×１００

Ｆｉｇ．３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×１００

　　在相同时间点下的４组 Ｈ９ｃ２细胞活性差异均
有统计学意义（Ｆ２４ｈ＝６７９８２，Ｐ＜０００１；Ｆ４８ｈ＝
１１２４３４，Ｐ＜０００１；Ｆ７２ｈ＝１３５７６５，Ｐ＜０００１）。与
Ｎｏｒ组比较，Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞在诱导２４、４８和７２ｈ
后，细胞活性显著下降（Ｐ＜００５），ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒ
组Ｈ９ｃ２细胞活性较Ｎｏｒ组未发生显著变化；与Ｈｙｐ
组比较，ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组 Ｈ９ｃ２细胞在诱导２４、
４８和７２ｈ后，细胞活性显著升高（Ｐ＜００５）。见
图４。
２．４　各组 Ｈ９ｃ２细胞炎症因子水平比较　４组
Ｈ９ｃ２细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β含量差异均
有统计学意义 （Ｆ＝２３９０２６，Ｐ＜０００１；Ｆ＝
３５４９８３，Ｐ＜０００１；Ｆ＝２８６５１７，Ｐ＜０００１）。与
Ｎｏｒ组比较，Ｈｙｐ组 Ｈ９ｃ２细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ
６、ＩＬ１β含量显著升高（Ｐ＜００５），ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋
Ｎｏｒ组以上炎症因子含量均未发生显著变化；与
Ｈｙｐ组比较，ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组 Ｈ９ｃ２细胞上清液
中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β含量显著减少（Ｐ＜００５）。见
图５。
２．５　各组Ｈ９ｃ２细胞 ＬＤＨ和 ＣＫ活性比较　４组
Ｈ９ｃ２细胞上清液中 ＬＤＨ和 ＣＫ活性差异均有统计
学意义（Ｆ＝４２３６５６，Ｐ＜０００１；Ｆ＝５８７７４２，Ｐ＜

０００１）。与Ｎｏｒ组比较，Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞上清液中
ＬＤＨ和ＣＫ活性显著升高（Ｐ＜００５），ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋
Ｎｏｒ组 ＬＤＨ和 ＣＫ活性均未发生显著变化（Ｐ＞
００５）；与Ｈｙｐ组比较，ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细
胞上清液中 ＬＤＨ和 ＣＫ活性显著下降（Ｐ＜００５）。
见图６。

图４　各组Ｈ９ｃ２细胞活性
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图５　各组Ｈ９ｃ２细胞ＴＮＦα、ＩＬ６及ＩＬ１β含量
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图６　各组Ｈ９ｃ２细胞ＬＤＨ和ＣＫ活性
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２．６　各组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率比较　４组 Ｈ９ｃ２细胞
凋亡率差异有统计学意义（Ｆ＝１５３０７１，Ｐ＜
０００１）。与Ｎｏｒ组比较，Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞凋亡率显

著增加（Ｐ＜００５），ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒ组凋亡率未发
生显著变化；而 ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组 Ｈ９ｃ２细胞凋
亡率较Ｈｙｐ组显著减少（Ｐ＜００５）。见图７。
２．７　各组 Ｈ９ｃ２细胞中 ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ通路相关
蛋白表达比较　４组Ｈ９ｃ２细胞中ＴＲＡＦ２蛋白相对
表达量、ｐ６５磷酸化水平和ＩκＢα磷酸化水平差异均
有统计学意义（Ｆ＝６７８９０，Ｐ＜０００１；Ｆ＝４６５７３，Ｐ
＜０００１；Ｆ＝４３３２５，Ｐ＜０００１）。与 Ｎｏｒ组比较，
Ｈｙｐ组Ｈ９ｃ２细胞中 ＴＲＡＦ２蛋白相对表达量、ｐ６５
磷酸化水平和 ＩκＢα磷酸化水平显著上调（Ｐ＜
００５），ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒ组以上蛋白表达量均未发
生显著变化；与 Ｈｙｐ组比较，ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ组
Ｈ９ｃ２细胞中 ＴＲＡＦ２蛋白相对表达量、ｐ６５磷酸化
水平和ＩκＢα磷酸化水平显著下调（Ｐ＜００５）。见
图８。

３　讨论

　　急性心肌梗死伴有多种病理特征，如心肌细胞
凋亡和心肌重塑。心肌细胞凋亡是心肌梗死后心肌

损伤的主要原因。一系列病理因素可诱发心肌细胞

凋亡，包括缺氧、钙超负荷和酸中毒等［５］。在这些

病理因素中，缺氧是导致心肌细胞凋亡的重要因素。

因此，探讨心肌梗死后缺氧调节心肌细胞凋亡的机

制，可以为更深入地了解、预防和治疗心肌梗死提供

重要的分子基础。ＨＳＰ７０与多种心血管疾病的发生

图７　各组Ｈ９ｃ２细胞凋亡率

Ｆｉｇ．７　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ａ：Ｎｏｒｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｎｏｒｇｒｏｕｐ；ｃ：Ｈｙｐｇｒｏｕｐ；ｄ：ｓｈＨＳＰＡ１Ａ＋Ｈｙｐ

ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＮｏｒｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨｙｐｇｒｏｕｐ．

·８３６· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



图８　各组Ｈ９ｃ２细胞中ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ通路相关蛋白表达
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发展有关。例如，通过远程缺血预处理大鼠血浆中

分离的外泌体能够改善结扎左冠状动脉诱导的心肌

梗死大鼠心脏功能和心脏重塑，该作用机制与靶向

ＨＳＰ７０抑制心肌细胞凋亡有关［６］；与预后良好的老

年慢性心力衰竭患者相比，预后不良的老年慢性心

力衰竭患者 ＨＳＰ７０２基因 ＋１２６７Ａ／Ｃ基因型、等位
基因差异有统计学意义，说明 ＨＳＰ７０２基因 ＋
１２６７Ａ／Ｃ多态性是老年慢性心力衰竭患者预后的影
响因素［７］；此外，ＨＳＰＡ１Ａ在横向主动脉收缩小鼠中
高表达，可调控心脏肥大相关基因、相关非编码

ＲＮＡ以及免疫和炎症反应相关基因的表达，并调控
心脏肥大发展中转录调控相关基因的选择性剪接，

研究［８］表明 ＨＳＰＡ１Ａ与心脏肥大有关。该研究表
明，经过缺氧诱导的 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１Ａ表达水
平显著上调，由此推测，ＨＳＰＡ１Ａ可能参与调控急性
心肌梗死过程。

有研究［９］表明，急性心肌梗死伴有炎症反应。

心肌梗死后，立即触发炎症反应，这是心肌损伤恢复

至稳态的关键决定因素。虽然炎性细胞浸润可以清

除坏死的心肌细胞和细胞外基质片段以促进损伤恢

复过程，但持续的炎症和免疫浸润会直接导致心肌

凋亡，进而损害心脏功能［１０］。多种内源性炎性细胞

因子表达增加可导致心肌功能障碍。在缺氧环境

下，由于细胞炎性因子 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β的分泌
增加，促进炎症反应，诱导心肌细胞凋亡［１１］。该研

究结果显示，缺氧诱导后 Ｈ９ｃ２细胞上清液中 ＴＮＦ
α、ＩＬ６和 ＩＬ１β含量升高；通过转染 ＨＳＰＡ１ＡｓｈＲ
ＮＡ质粒抑制 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１Ａ表达后再经缺
氧诱导后细胞上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β含量
减少。ＬＤＨ是广泛存在于人体内并与能量代谢过
程密切相关的一种重要酶。心肌损伤过程中，心肌

细胞膜受损，释放出大量的 ＬＤＨ。ＣＫ是一种参与
能量转运和三磷酸腺苷再生的重要激酶，主要存在

于细胞质和线粒体中，心肌细胞损伤导致 ＣＫ活性
增加［１２］。在该研究中，缺氧环境下 Ｈ９ｃ２细胞 ＬＤＨ
和ＣＫ活性均升高，细胞凋亡率增加；而在缺氧环境
下抑制 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＳＰＡ１Ａ表达后，ＬＤＨ和 ＣＫ
活性下降，细胞凋亡率减少。以上结果表明，抑制

ＨＳＰＡ１Ａ表达能够减少缺氧环境下 Ｈ９ｃ２细胞炎症
因子的释放，改善细胞凋亡及损伤。

ＴＲＡＦ２是肿瘤坏死因子受体相关因子家族的
成员，作为细胞间重要的信号传导蛋白，其能够与肿

瘤坏死因子受体结合并招募 ＩκＢ激酶复合体，导致
ＩκＢ蛋白的磷酸化，磷酸化后的 ＩκＢ降解同时释放
ＮＦκＢ，ＮＦκＢ转位到细胞核内，启动一系列与炎症
和细胞凋亡相关基因的转录，从而在炎症反应、细胞

增殖与存活中发挥关键作用［１３］。ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ信
号通路与多种疾病的发生进展密切相关，因此成为

了潜在的治疗靶点。桑根酮 Ｃ通过调控 ＴＲＡＦ２表
达来抑制ＮＦκＢ信号通路的激活，减少猪蓝耳病病
毒的复制，从而有效地保护细胞免受该病毒感染和

损伤［１４］。黄芩素处理能够抑制去氧肾上腺素诱导

的心脏肥大，该作用机制与其抑制 ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ
信号通路的激活有关［１５］。急性心肌梗死大鼠经过

天麻素干预后，肌醇依赖性激酶１α／ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ
通路被抑制，减轻了大鼠心肌组织损伤及炎症反应，

改善了大鼠心功能［１６］。该研究结果显示，缺氧环境

下Ｈ９ｃ２细胞中 ＴＲＡＦ２蛋白相对表达量、ｐ６５磷酸
化水平和 ＩκＢα磷酸化水平上调，抑制 ＨＳＰＡ１Ａ表
达并在缺氧环境下诱导的Ｈ９ｃ２细胞中ＴＲＡＦ２蛋白
相对表达量、ｐ６５磷酸化水平和 ＩκＢα磷酸化水平均
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下调，提示抑制 ＨＳＰＡ１Ａ表达可能通过抑制
ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ信号通路改善缺氧诱导的Ｈ９ｃ２细胞
损伤。

综上所述，ＨＳＰＡ１Ａ在缺氧环境诱导的大鼠心
肌细胞Ｈ９ｃ２中表达升高，抑制其表达能够改善缺
氧诱导的细胞损伤，提高细胞活性，降低 ＴＮＦα、ＩＬ
６、ＩＬ１β含量及ＬＤＨ、ＣＫ活性，减少细胞凋亡，其作
用机制可能与抑制 ＴＲＡＦ２／ＮＦκＢ通路的激活有
关。但尚未进行动物水平的实验验证，后续该课题

组将对此进行进一步的研究。
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