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瘦素鄄p38MAPK 通路介导高糖对 H9c2 心肌细胞的损伤
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨瘦素鄄p38 丝裂原激活蛋白激酶(MAPK)通路在高糖损伤 H9c2 心肌细胞中的作用。 方法摇
应用 35 mmol / L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞以建立高糖损伤细胞模型。 应用细胞计数试剂盒检测细胞存活率;双
氯荧光素染色荧光显微镜照相测定胞内活性氧水平;Hoechst 33258 核染色检测凋亡细胞形态与数量的改变;罗丹

明 123 染色荧光显微镜照相测定线粒体膜电位;Western blot 检测瘦素和 p38MAPK 蛋白的表达水平。 结果 摇 35
mmol / L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞明显促进瘦素的表达。 在高糖处理 H9c2 心肌细胞前,应用 50 滋g / L 瘦素拮抗

剂预处理 24 h 明显抑制高糖对磷酸化 p38MAPK 表达的上调作用。 瘦素拮抗剂预处理 24 h 或 p38MAPK 抑制剂

(SB203580)预处理 60 min 均能抑制高糖对 H9c2 心肌细胞的损伤作用,使细胞存活率升高,凋亡细胞数量减少,活
性氧生成及线粒体膜电位丢失减小。 结论摇 瘦素鄄p38MAPK 通路参与高糖对心肌细胞的损伤。
[中图分类号] 摇 R363 [文献标识码] 摇 A
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the role of leptin鄄p38 mitogen鄄acrivated protein kinase (MAPK) pathway in high
glucose (HG)鄄induced injury in H9c2 cardiac cells. 摇 摇 Methods摇 H9c2 cardiac cells were treated with HG to establish a
model of cellular injury induced by HG. 摇 Cell viability was tested by cell counter kit 8 (CCK鄄8). 摇 The intracellular level
of reactive oxygen species (ROS) was measured by dichlorfluorescein staining and photofluorography. 摇 The changes in
morphology and amount of apoptotic cells were tested by Hoechst 33258 nuclear staining. 摇 Mitochondrial membrane poten鄄
tial (MMP) was detected by rhodamine 123 (Rh123) staining followed by photofluorography. 摇 The expression levels of
leptin and p38MAPK protein were measured by Western blot assay. 摇 摇 Results摇 Exposure of H9c2 cardiac cells to 35
mmol / L glucose (HG) markedly enhanced the expression of leptin. 摇 Pretreatment of cells with 50 滋g / L leptin antagonist
(LA) for 24 h before exposure to HG significantly inhibited HG鄄induced upregulation of phosphorylated p鄄p38MAPK ex鄄
pression. 摇 Pretreatment of H9c2 cardiac cells with either LA for 24 h or SB203580 (an inhibitor of p38MAPK) for 60 min
prior to exposure to HG reduced HG鄄induced injuries, as evidenced by an increase in cell viability, decreases in apoptotic
cells, ROS production and dissipation of MMP. 摇 摇 Conclusion摇 The leptin鄄p38MAPK pathway is involved in HG鄄in鄄
duced cardiomyocyte injury.
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摇 摇 瘦素是一种由脂肪细胞[1] 和其他组织细胞,如
心肌细胞[2]和血管平滑肌细胞[3] 分泌的 16 kDa 多

肽。 早期,瘦素被认为主要参与调控肥胖或体重。
然而,近年的研究证实,瘦素还参与多种病理生理

过程,例如,炎症的调节、血压内稳态和心血管疾病

等。 在心力衰竭患者,血浆瘦素水平明显升高[4]。
瘦素能减弱大鼠心室肌的收缩力[5],并引起心肌肥

厚[6]。 在多种细胞模型,瘦素可通过激活 p38 丝裂

原激活蛋白激酶 (mitogen鄄activated protein kinase,
MAPK)而发挥作用[3]。 p38MAPK 是细胞内 MAPK
家族中的一个重要成员,可被多种物理或化学应

激,例如细胞因子、缺血缺氧、氧化应激和紫外线所

激活[7]。 在大鼠血管平滑肌细胞,瘦素可通过激活

p38MAPK 而引起平滑肌肥大[3]。 最近,我们证实,
高糖可激活 p38MAPK 通路而引起心肌细胞凋

亡[8]。 但是,瘦素鄄p38MAPK 通路是否参与高糖引

起的心肌细胞损伤,迄今,国内外未见报道。 高血

糖是诱发多种糖尿病性心血管疾病并发症的一个

危险因素。 但是,高血糖引起心肌损伤的机制尚未

完全明了。 为此,本研究探讨瘦素是否通过调控

p38MAPK 通路介导高糖引起的心肌细胞损伤,为阐

明高糖的心肌损伤机制提供新的实验依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

摇 摇 双氯荧光素(2忆,7忆鄄dichlorfluorescein鄄diacetate,
DCFH鄄DA)、Hoechst 33258、罗丹明( rhodamine,Rh)
123 购自 Sigma鄄Aldrich 公司,瘦素拮抗剂( leptin an鄄
tagonist,LA)购自 ProSpec 公司。 细胞计数试剂盒 8
(cell counter kit鄄8,CCK鄄8)购自 Dojindo Lab 公司。
DMEM鄄F12 培养基购于 Hyclone 公司,特级胎牛血

清( fetal bovine serum,FBS)购自 Gibco BRL 公司。
抗瘦素抗体、抗 p38MAPK 抗体购自 Cell Signaling
Technology 公司。 H9c2 心肌细胞由中山大学实验

动物中心提供。
1. 2摇 细胞培养与处理

H9c2 心肌细胞来源于大鼠胚胎期心脏组织,培
养于含 10% 胎牛血清的 DMEM鄄F12 培养基,置于

5%CO2、37益的温箱条件下。 实验分为 6 组:淤正

常对照组;于高糖损伤组:35 mmol / L 葡萄糖作用

H9c2 心肌细胞 24 h;盂瘦素拮抗剂预处理 +高糖损

伤组:50 滋g / L LA 作用 H9c2 心肌细胞 24 h,撤去,
用 PBS 洗 2 次,接着 35 mmol / L 葡萄糖作用 24 h;榆
SB203580(p38MAPK 抑制剂) 预处理 + 高糖损伤

组:3 滋mol / L SB203580 作用 H9c2 心肌细胞 60
min,撤去,用 PBS 洗 2 次,接着 35 mmol / L 葡萄糖作

用 24 h;虞瘦素拮抗剂处理组:50 滋g / L LA 作用

H9c2 心肌细胞 24 h;愚SB203580 处理组:3 滋mol / L
SB203580 作用 H9c2 心肌细胞 60 min。
1郾 3摇 细胞存活率检测

H9c2 心肌细胞接种于 96 孔培养板中,心肌细

胞生长到培养孔面积 80%时,上述各实验组的不同

处理因素完成后,每孔加入 10 滋L CCK鄄8 试剂,轻
摇,37益孵育 2 h,用酶标仪(姿 = 450 nm)记录各孔

的吸光度(absorbance,A)。 取 4 孔 A 值的平均数,
按下列公式计算细胞存活率:细胞存活率(% ) = 处

理组 A 值 / 对照组 A 值 伊 100% ,重复 6 次。
1郾 4摇 细胞凋亡检测

H9c2 心肌细胞接种于 24 孔培养板中,当细胞

生长到培养孔面积约 80%时,上述各实验组的不同

处理因素完成后,弃去培养基,PBS 冲洗 2 次,4%多

聚甲醛固定 10 min,PBS 冲洗 2 次,加入 5 mg / L Ho鄄
echst 33258 试剂,温箱孵育 30 min,PBS 冲洗 2 次。
在荧光显微镜(TE鄄2000,Nikon,Japan)下摄片,染色

质均匀分布、核被染成均匀蓝色的细胞被认为是正

常细胞,核呈浓缩、碎裂的明亮蓝色细胞认为是凋

亡细胞,随机选取视野在荧光显微镜下摄片。
1郾 5摇 胞内活性氧含量测定

H9c2 心肌细胞接种于 24 孔培养板中,当细胞

生长到培养孔面积约 80%时,上述各实验组的不同

处理因素完成后, PBS 冲洗 2 次,用 10 滋mol / L
DCFH鄄DA 染液于 37益孵育 30 min,PBS 冲洗 2 次。
在荧光显微镜下随机选取 5 个不重复区摄片,用
ImageJ 1. 41 软件分析 5 个视野绿色荧光强度的平

均值,再对每组的各样本进行统计分析。
1郾 6摇 线粒体膜电位测定

H9c2 心肌细胞接种于 24 孔培养板中,当细胞

生长到培养孔面积约 80%时,上述各实验组的不同

处理因素完成后, PBS 冲洗 2 次,用含 10 滋g / L
Rh123 的无血清培养基 37益孵育 45 min,PBS 冲洗

2 次。 在荧光显微镜下随机选取 5 个不重复区摄

片,细胞核周围绿色的亮点为摄取了 Rh123 的线粒

体。 用 ImageJ 1. 41 软件分析 5 个视野绿色荧光强

度的平均值,再对每组的各样本进行统计分析。
1. 7摇 Western blot 检测蛋白表达

H9c2 心肌细胞接种于 35 mm 培养皿中,培养

至 80%满时,各实验组给予不同的处理因素,然后

用预冷的 PBS 洗 2 次,加入裂解液,4益静置 30 min,
12 000 r / min 离心 10 min,取上清,采用 BCA 法进行
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蛋白定量。 总蛋白经 SDS鄄PAGE 分离后,转移到

PVDF 膜上。 用 5%脱脂奶粉封闭 60 min,随后分别

加入抗瘦素抗体(1颐 1 000)、抗 p38MAPK 抗体(1颐 1
000),4益 过夜,用 TBST 洗 3 次,每次 10 min。 将

PVDF 膜用发光试剂 ECL 显色,暗室曝光到 X 线片

上,凝胶成像系统扫描分析结果。
1郾 8摇 统计学方法

数据用x 依 s 表示,组间比较用单因素方差分析

(One鄄way ANOVA),两两比较用 LSD鄄t 检验,检验水

准 P < 0郾 05。

2摇 结摇 果

2. 1摇 高糖上调 H9c2 心肌细胞瘦素的表达

摇 摇 正常 H9c2 心肌细胞能表达一定水平的瘦素。 当

35 mmol / L 葡萄糖作用心肌细胞 6 h,瘦素的表达明显

增加(P <0. 05)。 随着高糖作用时间延长,瘦素表达水

平逐渐升高,其中作用 9 h,瘦素表达水平达到高峰,为
正常对照组的 3. 30 依0. 01 倍(P <0. 01;图 1)。

图 1. 高糖促进 H9c2 心肌细胞瘦素的表达(n = 3) 摇 摇 a 为

P < 0. 01,与正常对照组(0 h 组)比较。

Figure 1. High glucose enhances the expression level of lep鄄
tin in H9c2 cardiac cells (n = 3)

2郾 2 摇 瘦素拮抗剂抑制高糖对心肌细胞磷酸化

p38MAPK 表达的上调作用

35 mmol / L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞 9 h 可

显著增加磷酸化 p38MAPK(p鄄p38MAPK)的表达水

平,为正常对照组的 1. 90 依 0. 27 倍(P < 0郾 01)。 但

是,在高糖作用 H9c2 心肌细胞前,应用 50 滋g / L 瘦

素拮抗 剂 预 处 理 24 h 可 明 显 抑 制 高 糖 对 p鄄
p38MAPK 表达的上调作用 (P < 0. 01)。 单独 50
滋g / L 瘦素拮抗剂预处理对正常 H9c2 心肌细胞瘦

素的表达水平没有明显影响(图 2)。

图 2. 瘦素拮抗剂抑制高糖对 H9c2 心肌细胞磷酸化

p38MAPK 表达的上调作用 ( n = 3) 摇 摇 t鄄p38MAPK 为总

p38MAPK。 A 为正常对照组,B 为高糖损伤组,C 为瘦素拮抗剂处理

组,D 为瘦素拮抗剂预处理 + 高糖损伤组。 a 为 P < 0. 01,与正常对

照组比较;b 为 P < 0. 01,与高糖损伤组比较。

Figure 2. Leptin antagonist attenuates the high glucose鄄in鄄
duced upregulation of expression of p鄄p38MAPK in H9c2
cardiac cells (n = 3)

2郾 3摇 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂减轻高糖引

起的心肌细胞毒性

35 mmol / L 葡萄糖处理H9c2 心肌细胞24 h 可产

生明显的细胞毒性,使细胞存活率降低至 52郾 30% 依
0. 27%(P <0. 01)。 在高糖处理心肌细胞前,分别应

用 50 滋g / L 瘦素拮抗剂预处理 24 h 或 3 滋mol / L
SB203580 预处理 60 min 均可显著抑制高糖引起的心

肌毒性,使细胞存活率分别升高 79. 30% 依 0. 35%和

82. 70% 依0. 56%(P < 0. 01)。 单独 50 滋g / L 瘦素拮

抗剂或 3 滋mol / L SB203580 预处理对细胞存活率无

明显影响(图 3)。

图 3. 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂对抗高糖引起的心肌

细胞毒性(n = 6) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为高糖损伤组,C 为

SB203580 预处理 + 高糖损伤组,D 为瘦素拮抗剂预处理 + 高糖损伤

组,E 为 SB203580 处理组,F 为瘦素拮抗剂处理组。 a 为 P < 0. 01,
与正常对照组比较;b 为 P < 0. 01,与高糖损伤组比较。

Figure 3. Both leptin antagonist and the inhibitor of p鄄
p38MAPK prevent high glucose鄄induced cytotoxicity in
H9c2 cardiac cells (n = 6)
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2郾 4摇 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂对抗高糖引

起的心肌细胞凋亡

35 mmol / L 葡萄糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 可

明显增加凋亡细胞数量(P < 0. 01)。 在高糖处理心

肌细胞前,50 滋g / L 瘦素拮抗剂预处理 24 h 或 3
滋mol / L SB203580 预处理 60 min 可分别对抗高糖的

致细胞凋亡作用,使凋亡细胞数量明显减小(P <
0郾 01)。 单独 50 滋g / L 瘦素拮抗剂或 3 滋mol / L
SB203580 预处理不引起凋亡细胞数量改变(图 4)。

图 4. 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂抑制高糖引起的心肌

细胞凋亡(n = 5) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为高糖损伤组,C 为

SB203580 预处理 + 高糖损伤组,D 为瘦素拮抗剂预处理 + 高糖损伤

组,E 为 SB203580 处理组,F 为瘦素拮抗剂处理组。 a 为 P < 0. 01,
与正常对照组比较;b 为 P < 0. 01,与高糖损伤组比较。

Figure 4. Leptin antagonist and the inhibitor of p鄄
p38MAPK depress the high glucose鄄induced apoptosis in
H9c2 cardiac cells (n = 5)

2郾 5摇 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂减轻高糖诱

发的心肌细胞氧化应激反应

35 mmol / L 高糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 可明

显增加胞内活性氧( reactive oxygen species,ROS)生
成(P < 0. 01)。 在高糖处理心肌细胞前,应用 50
滋g / L 瘦 素 拮 抗 剂 预 处 理 24 h 或 3 滋mol / L
SB203580 预处理 60 min 均可减少胞内 ROS 生成(P
< 0. 01)。 单独瘦素拮抗剂或 SB203580 预处理对

心肌细胞内 ROS 生成无明显影响(图 5)。
2郾 6摇 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂阻断高糖引

起的心肌细胞线粒体膜电位丢失

35 mmol / L 高糖处理 H9c2 心肌细胞 24 h 可明显

损伤线粒体,使线粒体内 Rh123 的平均荧光强度(mean
fluorescence intensity,MFI)减弱(P <0. 01)。 在高糖处

理心肌细胞前,应用50 滋g / L瘦素拮抗剂预处理 24 h 或

3 滋mol / L SB203580 预处理 60 min 均可保护线粒体,使
线粒体膜电位(mitochondrial membrane potential,MMP)
丢失减小(P <0. 01)。 单独瘦素拮抗剂或 SB203580 预

处理对MMP 无明显作用(图 6)。

图 5. 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂对抗高糖引起的心肌

细胞氧化应激反应(n = 5) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为高糖损伤

组,C 为 SB203580 预处理 + 高糖损伤组,D 为瘦素拮抗剂预处理 +
高糖损伤组,E 为 SB203580 处理组,F 为瘦素拮抗剂处理组。 a 为 P
< 0. 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0. 01,与高糖损伤组比较。

Figure 5. Leptin antagonist and the inhibitor of p鄄
p38MAPK ameliorate high glucose鄄induced oxidarive stress
in H9c2 cardiac cells (n = 5)

图 6. 瘦素拮抗剂与 p38MAPK 抑制剂减轻高糖引起的心肌

细胞线粒体膜电位丢失(n =5)摇 摇 A 为正常对照组,B 为高糖损

伤组,C 为 SB203580 预处理 +高糖损伤组,D 为瘦素拮抗剂预处理 +
高糖损伤组,E 为 SB203580 处理组,F 为瘦素拮抗剂处理组。 a 为 P <
0. 01,与正常对照组比较;b 为 P <0. 01,与高糖损伤组比较。

Figure 6. Leptin antagonist and the inhibitor of p鄄p38MAPK
alleviate the high glucose鄄induced dissipation of mitochondri鄄
al membrane potential in H9c2 cardiac cells (n =5)
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3摇 讨摇 论

在糖尿病患者,高血糖被认为是引起糖尿病心

肌病的一个重要因素。 最近,我们证实,高糖可引

起 H9c2 心肌细胞凋亡及线粒体功能受损,此作用

可能与高糖激活 p38MAPK 通路有关[8]。 另有报道

指出,高血糖可使心肌 ROS 生成增多[9鄄11]。 本研究

证实,高糖对 H9c2 心肌细胞具有明显损伤作用,表
现为细胞存活率降低、凋亡细胞数量增多、ROS 生

成增多及 MMP 丢失,与多份报道[8鄄11]相一致。 另一

方面,本研究也证实,p38MAPK 通路参与高糖对心

肌细胞的损伤作用。
本研究发现高糖能促进 H9c2 心肌细胞瘦素的

表达,并提示心肌细胞具有合成与表达瘦素的功

能。 Lin 等[2]也发现心肌细胞可能是生成瘦素的另

一个细胞来源,支持本研究结果。 本研究的一个重

要发现是证实瘦素介导高糖引起的心肌细胞损伤。
我们观察到,瘦素拮抗剂能对抗高糖对心肌细胞的

损伤作用,使细胞存活率升高,凋亡细胞数量、ROS
生成及 MMP 丢失减少,提示上调瘦素表达可能是

高糖损伤心肌细胞的一个重要机制。 有报道指出,
瘦素对心肌具有损伤作用,可引起心肌肥大[6] 和收

缩力减弱[5],与本研究的结果相似。 然而,也有学

者认为瘦素具有心肌保护作用,能抑制氧化应激引

起的心肌细胞凋亡[12]。 导致瘦素对心肌细胞具有

不同作用(即损伤作用或保护作用)的原因是复杂

的,可能与实验模型不同或损伤因素不同等因素有

关。 另一方面,临床研究证实,心力衰竭患者的血

浆瘦素水平明显升高[4],这值得重视。
由于有研究指出,瘦素位于 p38MAPK 的上游,

可通过激活 p38MAPK 通路诱发血管平滑肌细胞肥

大[3]。 因此,本研究观察了瘦素拮抗剂对高糖上调

H9c2 心肌细胞 p鄄p38MAPK 表达的影响。 研究结果

表明,瘦素拮抗剂明显抑制高糖对 p鄄p38MAPK 表达

的上调,提示瘦素参与高糖对 p38MAPK 通路的激

活。 本研究证实,瘦素鄄p38MAPK 通路介导高糖引

起的心肌细胞损伤,包括降低细胞存活率和 MMP,
增加凋亡细胞数量和 ROS 生成。

综上所述,本研究为阐明瘦素鄄p38MAPK 通路

在高糖损伤心肌细胞中的作用提供了新颖的实验

资料。
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