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HSPA1A对缺氧环境下 H9c2心肌细胞凋亡损伤的
影响及机制研究
李小玲1，钟小兰2

( 新疆医科大学第二附属医院1 药学部、2 心血管内科，乌鲁木齐 830063)

摘要 目的 探究热休克蛋白 70 ku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，ＲT-qPCＲ 法和 Western blot 法检测细胞中
HSPA1A表达变化。将常 H9c2细胞分为 Nor组( 常氧培养) 、sh-HSPA1A+Nor组( 细胞转染 HSPA1A shＲNA质粒，常氧培养) 、
Hyp组( 缺氧培养细胞) 、sh-HSPA1A+Hyp组( 细胞转染 HSPA1A shＲNA 质粒，缺氧培养) ，ＲT-qPCＲ 法和 Western blot 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，CCK-8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 ( TNF-α) 、白细胞介素( IL) -6、IL-1β 含量及心肌损伤标志物乳酸脱氢酶
( LDH) 、肌酸激酶( CK) 活性，Annexin V-FITC /PI 双染法检测各组 H9c2 细胞凋亡率，Western blot 法检测各组 H9c2 细胞中
TNF受体关联因子 2( TＲAF2) /核因子 κB( NF-κB) 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 HSPA1A mＲNA相对表达量和蛋白相对表达量显著上调( P＜0. 05) 。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＜0. 05) ，上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β含量及 LDH、CK活性显著升高( P＜
0. 05) ，细胞凋亡率显著增加( P＜0. 05) ，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＜0. 05) ; 与 Hyp组比较，sh-HSPA1A+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＜
0. 05) ，上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β含量减少，LDH和 CK活性显著下降( P＜0. 05) ，细胞凋亡率显著减少( P＜0. 05) ，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＜0. 05) 。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 /NF-κB通路有关。
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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、病死率高和残疾率高，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 ( heat shock protein 70，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 70 ku 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( nuclear transcription factor-κB，NF-κB) 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，Lipofectamine 2000、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×T5 Fast qPCＲ Mix 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 CCK-8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( tumor necrosis fac-
tor-α，TNF-α) 、白细胞介素( interleukin，IL) -6、IL-1β
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( lactate dehydrogenase，LDH) 和肌酸激酶
( creatine kinase，CK) 检测试剂盒购自武汉益普生物
科技有限公司，Annexin V-FITC /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( TNF receptor-associ-
ated factor 2，TＲAF2 ) 、磷酸化 p65 ( phosphorylated
p65，p-p65 ) 、p65、磷酸化核因子 κB 抑制蛋白 α
( phosphorylated- inhibitor of nuclear factor κB alpha，
p-IκBα) 、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，HSPA1A shＲNA 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 2 d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 48 h，Hyp 组在含 1%
O2、5%CO2、94%N2 的 37 ℃缺氧培养箱中培养 24
h。
1．2．2 ＲT-qPCＲ法检测 H9c2 细胞中 HSPA1A mＲ-
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 ℃ 15 min
( 进行 1次循环) ，95 ℃ 15 s、58 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s
( 共进行 40个循环) 。扩增结束后，以 β-actin 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-
GGGCTTTATCTTC-3'，下 游 引 物 5'-GCCCAGGG-
GAGAGTCCAAA-3'; β-actin 上 游 引 物 5'-CT-
GAGAGGGAAATCGTGCGT-3'，下游引物 5'-CCA-
CAGGATTCCATACCCAAGA-3'。
1．2．3 Western blot 法检测 H9c2 细胞中 HSPA1A
蛋白及 TＲAF2 /NF-κB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%
SDS-PAGE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 2 h，加入一抗
HSPA1A ( 1 ∶1 000 ) 、TＲAF2 ( 1 ∶1 000 ) 、p-p65
( 1 ∶1 000 ) 、p65 ( 1 ∶1 000 ) 、p-IκBα ( 1 ∶1 000 ) 、
IκBα( 1 ∶1 000) 及 GAPDH( 1 ∶1 000) ，4 ℃过夜孵
育。次日，加入辣根过氧化物酶标记的二抗
( 1 ∶5 000) ，室温孵育 2 h。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 1 μg HSPA1A shＲNA 质粒
稀释于 50 μl Opti-MEM 培养基中，再取 1 μl Lipo-
fectamine 2000 脂质体转染试剂稀释于 50 μl Opti-
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 48 h 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 sh-HSPA1A+Nor 组，将 HSPA1A shＲNA 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 sh-HSPA1A+Hyp
组，将 HSPA1A shＲNA质粒转染至 H9c2细胞，并于
缺氧环境下培养。24 h 后收集 4 组 H9c2 细胞，
qPCＲ法和 Western blot 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 CCK-8 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。24 h 后，向每孔加入 10
μl的 CCK-8 试剂，37 ℃培养箱孵育 2 h，采用酶标
仪检测 450 nm 波长处的吸光度( optical density，
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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 TNF-α、IL-6、IL-1β、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 TNF-α、IL-6、IL-1β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 10 μl Annexin V-FITC 试剂混
匀，室温避光孵育 15 min，再加入 10 μl PI 混匀，室
温避光孵育 10 min，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 SPSS 23. 0 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＜0. 05 为差异有统计学意义。采用 GraphPad
Prism 8. 30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HSPA1A mＲNA及

蛋白相对表达量差异均有统计学意义( t = 47. 809，P＜
0. 001; t=24. 551，P＜0. 001) 。与 Nor 组比较，Hyp 组
H9c2细胞中 HSPA1A mＲNA 相对表达量和蛋白相
对表达量均显著上调( P＜0. 05) 。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 HSPA1A mＲNA 及
蛋白相对表达量差异均有统计学意义( F = 65. 341，
P＜0. 001; F = 43. 958，P＜0. 001) 。与 Nor 组比较，
sh-HSPA1A+Nor组 H9c2细胞中 HSPA1A mＲNA相
对表达量和蛋白相对表达量显著下调( P＜0. 05) ; 与
Hyp组比较，sh-HSPA1A+Hyp 组 H9c2 细胞中 HS-
PA1A mＲNA相对表达量和蛋白相对表达量也均显
著下调( P＜0. 05) 。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 sh-HSPA1A+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，sh-HSPA1A+
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
Fig．1 The expression level of HSPA1A in H9c2 cells under hypoxia

A: The expression of HSPA1A mＲNA was detected by ＲT-qPCＲ; B: Western blot detection of HSPA1A protein expression; * P＜0. 05 vs Nor group．

图 2 转染后 H9c2细胞 HSPA1A表达水平
Fig．2 The expression level of HSPA1A in H9c2 cells after transfection

A: The expression of HSPA1A mＲNA was detected by ＲT-qPCＲ; B: Western blot detection of HSPA1A protein expression; a: Nor group; b: sh-HS-

PA1A+Nor group; c: Hyp group; d: sh-HSPA1A+Hyp group; * P＜0. 05 vs Nor group; #P＜0. 05 vs Hyp group．
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图 3 各组 H9c2细胞形态观察 ×100

Fig．3 Morphologic observation of H9c2 cells in each group ×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 ( F24 h = 67. 982，P ＜ 0. 001; F48 h =
112. 434，P＜ 0. 001; F72 h = 135. 765，P＜ 0. 001 ) 。与
Nor组比较，Hyp组 H9c2细胞在诱导 24、48 和 72 h
后，细胞活性显著下降( P＜0. 05) ，sh-HSPA1A+Nor
组 H9c2细胞活性较 Nor组未发生显著变化; 与 Hyp
组比较，sh-HSPA1A+Hyp 组 H9c2 细胞在诱导 24、
48和 72 h 后，细胞活性显著升高( P ＜ 0. 05 ) 。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 TNF-α、IL-6、IL-1β 含量差异均
有统计学意义( F = 239. 026，P＜0. 001; F = 354. 983，
P＜0. 001; F = 286. 517，P＜0. 001) 。与 Nor 组比较，
Hyp组 H9c2细胞上清液中 TNF-α、IL-6、IL-1β 含量
显著升高( P＜0. 05) ，sh-HSPA1A+Nor 组以上炎症
因子含量均未发生显著变化; 与 Hyp组比较，sh-HS-
PA1A+Hyp 组 H9c2 细胞上清液中 TNF-α、IL-6、IL-
1β含量显著减少( P＜0. 05) 。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 = 423. 656，P ＜ 0. 001; F = 587. 742，P ＜
0. 001) 。与 Nor 组比较，Hyp 组 H9c2 细胞上清液

中 LDH和 CK活性显著升高( P＜0. 05) ，sh-HSPA1A
+Nor 组 LDH 和 CK 活性均未发生显著变化( P ＞
0. 05) ; 与 Hyp组比较，sh-HSPA1A+Hyp 组 H9c2 细
胞上清液中 LDH 和 CK 活性显著下降( P＜0. 05) 。
见图 6。

图 4 各组 H9c2细胞活性

Fig．4 Activity of H9c2 cells in each group
* P＜0. 05 vs Nor group; #P＜0. 05 vs Hyp group．

图 5 各组 H9c2细胞 TNF-α、IL-6及 IL-1β含量

Fig．5 Contents of TNF-α，IL-6 and IL-1β in H9c2 cells in each group

a: Nor group; b: sh-HSPA1A+Nor group; c: Hyp group; d: sh-HSPA1A+Hyp group; * P＜0. 05 vs Nor group; #P＜0. 05 vs Hyp group．
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图 6 各组 H9c2细胞 LDH和 CK活性

Fig．6 Activity of LDH and CK of H9c2 cells in each group

a: Nor group; b: sh-HSPA1A +Nor group; c: Hyp group; d: sh-HS-

PA1A+Hyp group; * P＜0. 05 vs Nor group; #P＜0. 05 vs Hyp group．

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 = 153. 071，P＜0. 001) 。
与 Nor 组比较，Hyp 组 H9c2 细胞凋亡率显著增加

( P＜0. 05) ，sh-HSPA1A+Nor 组凋亡率未发生显著
变化; 而 sh-HSPA1A+Hyp 组 H9c2 细胞凋亡率较
Hyp组显著减少( P＜0. 05) 。见图 7。
2．7 各组H9c2细胞中 TＲAF2 /NF-κB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 = 67. 890，P＜0. 001; F = 46. 573，P＜
0. 001; F= 43. 325，P＜0. 001) 。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＜0. 05) ，sh-
HSPA1A+Nor 组以上蛋白表达量均未发生显著变
化; 与 Hyp 组比较，sh-HSPA1A+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＜0. 05) 。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 Apoptosis rate of H9c2 cells in each group

a: Nor group; b: sh-HSPA1A + Nor group; c: Hyp group; d: sh-HSPA1A + Hyp

group; * P＜0. 05 vs Nor group; #P＜0. 05 vs Hyp group．
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图 8 各组 H9c2细胞中 TＲAF2 /NF-κB通路相关蛋白表达

Fig．8 The expression of TＲAF2 /NF-κB pathway-related

proteins in H9c2 cells of each group

a: Nor group; b: sh-HSPA1A +Nor group; c: Hyp group; d: sh-HS-

PA1A+Hyp group; * P＜0. 05 vs Nor group; #P＜0. 05 vs Hyp group．

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 HSP70-2 基因+1267A /C 基因型、等位
基因差异有统计学意义，说明 HSP70-2 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 TNF-α、IL-6和 IL-1β 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、IL-6和 IL-1β 含量升高; 通过转染 HSPA1A shＲ-
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 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 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
NF-κB，NF-κB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 /NF-κB 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 NF-κB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 /NF-κB
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 /NF-κB
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 /NF-κB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 TNF-α、IL-
6、IL-1β含量及 LDH、CK活性，减少细胞凋亡，其作
用机制可能与抑制 TＲAF2 /NF-κB 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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Effect and mechanism of HSPA1A on apoptosis of H9c2
cardiomyocytes in hypoxic environment

Li Xiaoling1，Zhong Xiaolan2

( 1Dept of Pharmacy，2Dept of Cardiovascular Medicine，The Second Affiliated Hospital
of Xinjiang Medical University，Urumqi 830063)

Abstract Objective To investigate the effects of heat shock protein 70 ku protein 1A ( HSPA1A) on H9c2 in-
flammation and apoptotic injury in rat cardiomyocytes under hypoxia，and to analyze its mechanism． Methods
H9c2 cells were treated with normal oxygen ( Nor) and hypoxia ( Hyp) ，and the expression of HSPA1A was detec-
ted by ＲT-qPCＲ and Western blot． Normal H9c2 cells were divided into Nor group ( normoxia culture) ，sh-HS-
PA1A+Nor group ( cells transfected with HSPA1A shＲNA，normoxia culture) ，Hyp group ( hypoxia culture) ，sh-
HSPA1A+Hyp group ( cells transfected with HSPA1A SHＲNA，hypoxia culture) ，the expression level of HSPA1A
in H9c2 cells in each group was detected by ＲT-qPCＲ and Western blot，the morphology of H9c2 cells in each
group was observed by inverted microscope，and the activity of H9c2 cells in each group was detected by CCK-8，
the contents of inflammatory factors tumor necrosis factor-α ( TNF-α) ，interleukin( IL) -6，IL-1β and the activities
of myocardial injury markers lactate dehydrogenase ( LDH) ，creatine kinase ( CK) in the supernatant of H9c2 cells
were detected by ELISA，apoptosis rate of H9c2 cells in each group was detected by Annexin V-FITC /PI double
staining，the expression levels of TNF receptor-associated factor 2 ( TＲAF2) /nuclear factor κB ( NF-κB) pathway-
related proteins in H9c2 cells of each group were detected by Western blot． Ｒesults Compared with Nor group，
the relative expression of HSPA1A mＲNA and protein in H9c2 cells in Hyp group after hypoxia induction was sig-
nificantly up-regulated ( P＜0. 05) ． Compared with Nor group，the number of H9c2 cells in Hyp group significantly
decreased，some cells were wrinkled and disordered，the cell activity significantly decreased ( P＜0. 05) ，the con-
tents of TNF-α，IL-6，IL-1β and the activities of LDH and CK in supernatant significantly increased ( P＜0. 05) ，
the cell apoptosis rate significantly increased ( P＜0. 05) ，the relative expressions of TＲAF2 protein and the phos-
phorylation level of p65 and inhibitor of nuclear factor κB alpha ( IκBα ) were significantly up-regulated ( P＜
0. 05) ; compared with Hyp group，the morphology of H9c2 cells in sh-HSPA1A+Hyp group was improved，the
cell arrangement was more dense，the cell activity significantly increased ( P＜0. 05) ，the contents of TNF-α，IL-6
and IL-1β in supernatant decreased，the activities of LDH and CK significantly decreased ( P＜0. 05) ，the apopto-
sis rate significantly decreased ( P＜0. 05) ，the relative expressions of TＲAF2 protein and the phosphorylation level
of p65 and IκBα were also significantly down-regulated ( P＜0. 05) ． Conclusion The expression of HSPA1A in rat
cardiomyocytes H9c2 is increased by hypoxia，and inhibition of HSPA1A expression can improve the hypoxia-in-
duced inflammatory response of H9c2 cells and reduce apoptosis damage，which may be related to the regulation of
TＲAF2 /NF-κB pathway．
Key words cardiomyocyte; hypoxia; heat shock protein 70 ku protein 1A; inflammation; apoptosis; TNF recep-
tor-associated factor 2; nuclear factor κB
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