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坏死性凋亡与活性氧的相互作用介导高糖引起的
Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损伤
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[摘　 要] 　 目的　 探讨坏死性凋亡(Ｎｅｃ)与活性氧(ＲＯＳ)之间的相互作用能否介导高糖引起的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损

伤ꎮ 方法　 应用蛋白质免疫印迹试验(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白的表达水平ꎻ细胞计数盒测定心肌细

胞存活率ꎻ罗丹明 １２３(Ｒｈ１２３)染色荧光显微镜摄片测定线粒体膜电位(ＭＭＰ)ꎻ２’ꎬ ７’ ￣二氢二氯荧光素二乙酸酯

(ＤＣＦＨ￣ＤＡ)染色荧光显微镜摄片检测心肌细胞内 ＲＯＳ 水平ꎻＨｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 核染色荧光显微镜摄片测定凋亡细胞

的数量ꎮ 结果　 应用高糖(ＨＧꎬ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)分别处理 Ｈ９ｃ２ 细胞 ０~２４ ｈꎬ其中 ３、６、９、１２ 和 ２４ ｈ 均能明显地

上调 ＲＩＰ３ 蛋白的表达水平ꎬ２４ ｈ 时 ＲＩＰ３ 蛋白表达上调最为明显ꎮ 应用 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ 的特异性阻断剂 ｎｅｃｒｏｓｔａ￣
ｔｉｎ￣１(Ｎｅｃ￣１)共处理心肌细胞可对抗高糖引起的 ＲＩＰ３ 蛋白表达的上调作用ꎮ 此外ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 能显著地抑

制高糖引起的细胞毒性、线粒体损伤及氧化应激ꎬ使细胞存活率升高ꎬＭＭＰ 丢失及 ＲＯＳ 生成减少ꎮ １ ０００ μｍｏｌ / Ｌ
ＲＯＳ 清除剂 Ｎ￣乙酰￣Ｌ￣半胱氨酸(ＮＡＣ)预处理心肌细胞 ６０ ｍｉｎꎬ可明显地抑制高糖对心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白表达的上

调作用ꎻ此外ꎬ高糖诱导的细胞凋亡和细胞毒性作用ꎬ经 ＮＡＣ 预处理后均能得到显著的抑制ꎮ 结论　 Ｎｅｃ 与 ＲＯＳ
之间的相互作用介导高糖对心肌细胞的损伤ꎮ
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３５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＨＧ) ｆｏｒ ０~２４ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＩＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ３
ｈꎬ ６ ｈꎬ ９ ｈꎬ １２ ｈ ａｎｄ ２４ ｈꎬ ｒｅａｃｈｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｅｖｅｌ ａｔ ２４ ｈ.　 Ｃｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ￣１ (Ｎｅｃ￣１ꎬ ａ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ Ｎｅｃ) ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙ ｂｌｏｃｋｅｄ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＧ.　 Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｃｏ￣
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｎｅｃ￣１ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｉｅｓ ( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ)ꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ａ ｌｏｓｓ ｏｆ ＭＭＰ ａｎｄ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ.　 Ｏｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｈａｎｄꎬ
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ｍｅｄｉａｔｅｓ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ.

　 　 糖 尿 病 性 心 肌 病 ( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙꎬ
ＤＣＭ)是糖尿病的一种严重并发症ꎬ极大地危害着

人类的健康ꎮ 在 ＤＣＭ 的发生过程中ꎬ心肌细胞死亡

起关键性的启动作用ꎮ Ｃａｉ 等[１] 报道在糖尿病患者

和动物模型中都可观察到心肌细胞死亡ꎮ 目前ꎬ细
胞的死亡方式包括凋亡、坏死、自噬和坏死性凋亡

(ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓꎬＮｅｃ) [２￣３]ꎮ 一般认为ꎬ细胞凋亡是主动

的程序性死亡方式ꎻ而细胞坏死一直被认为是一种

随机且不受基因调控的细胞死亡方式ꎮ Ｎｅｃ 是近年

新发现的一种细胞死亡方式ꎬ其特征是同时具备坏

死的形态学特征和凋亡所具备的规律性调控机制ꎬ
参与缺血性心血管疾病和神经退行性疾病等的发

生[４￣６]ꎮ 在调控 Ｎｅｃ 过程中ꎬ受体相互作用蛋白(ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＲＩＰ)发挥重要的作用ꎮ 目

前ꎬＲＩＰ 蛋白家族由 ＲＩＰ１ ~ ＲＩＰ７ 共 ７ 个成员组成ꎬ
其中 ＲＩＰ１ 和 ＲＩＰ３ 是参与 Ｎｅｃ 的核心分子蛋白ꎬ其
相互作用是启动 Ｎｅｃ 的关键ꎮ 有研究指出ꎬＲＩＰ３ 的

表达与 Ｎｅｃ 呈正相关ꎬ下调 ＲＩＰ３ 后可以阻止细胞

发生 Ｎｅｃ[７￣８]ꎮ Ｌｕｅｄｄｅ 等[５]证实ꎬ心肌梗死大鼠心肌

细胞 ＲＩＰ３ 蛋白表达明显上调ꎬ而过量表达的 ＲＩＲ３
可导致 Ｎｅｃ 的发生ꎮ 另有研究报道ꎬ在链脲霉素诱

导的糖尿病大鼠ꎬ心肌炎症、纤维化、肥厚的发生伴

随着 ＲＩＰ３ 的大量表达[９]ꎬ说明 Ｎｅｃ 可能是高血糖

损伤心肌的机制之一ꎬ但抑制 Ｎｅｃ 活动能否减轻高

糖对心肌的损伤作用ꎬ该研究小组并没有作进一步

的探讨ꎮ 因此ꎬ深入研究这个科学问题ꎬ对防治糖

尿病心血管并发症的发生有重要的意义ꎮ 此外ꎬ有
报道指出在白血病细胞模型中ꎬ Ｎｅｃ 和活性氧

(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ) 之间存在正反馈回

路[１０]ꎮ 但是ꎬ在 ＤＣＭ 细胞模型中ꎬＮｅｃ 和 ＲＯＳ 是否

也存在相互作用ꎬ目前尚未见报道ꎮ 为此ꎬ本研究

根据 Ｘｕ 等[１１] 的方法ꎬ利用高糖损伤 Ｈ９ｃ２ 心肌细

胞建立 ＤＣＭ 细胞模型ꎬ重点探讨:①Ｎｅｃ 是否介导

高糖引起的心肌细胞损伤ꎻ②在高糖引起心肌细胞

损伤过程中ꎬＮｅｃ 与 ＲＯＳ 之间是否存在相互作用ꎬ

为深入探讨 ＤＣＭ 的发病机制提供新的实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

抗 ＲＩＰ３ 抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ (ＵＳＡ)ꎻ２’ꎬ
７’ ￣二氢二氯荧光素二乙酸酯( ２’ꎬ ７’ ￣ｄｉｃｈｌｏｒｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｉｎ￣ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬＤＣＦＨ￣ＤＡ)染料、Ｎ￣乙酰基￣Ｌ￣半胱

氨酸(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ ＮＡＣꎬ一种细胞 ＲＯＳ 清除

剂)、 ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ￣１ ( Ｎｅｃ￣１)、荧光染料罗丹明 １２３
(Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ １２３ꎬ Ｒｈ１２３)和 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 荧光染

料由 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ(ＵＳＡ)提供ꎻ细胞增殖活性检测

试剂盒( ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ￣８ꎬ ＣＣＫ￣８)从 Ｄｏｊｉｎｄｏ Ｌａｂ
(Ｊａｐａｎ)订购ꎻ特级胎牛血清( Ｆｅｔａｌ Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍꎬ
ＦＢＳ)购自 Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ(ＵＳＡ)ꎬＤＭＥＭ 培养基(其葡萄

糖浓度为 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)由 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司(ＵＳＡ)供应ꎻ
Ｈ９ｃ２ 心肌细胞来源于胚胎期大鼠心脏组织的亚克

隆细胞系ꎬ由中山大学实验动物中心细胞库供应ꎮ
１.２　 细胞培养

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞置于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养

基中ꎬ于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃的条件下传代培养ꎬ待细胞

生长至约 ８０％的融合状态可用于实验ꎮ
１.３　 实验分组

实验分为 ６ 组:①对照(Ｃｏｎｔｒｏｌ)组:ＤＭＥＭ 培养基

处理心肌细胞 ２４ ｈꎻ②高糖(ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＨＧ)组:３５
ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈꎻ③Ｎｅｃ￣１＋ＨＧ
组:１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１与３５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖共处理心肌

细胞 ２４ ｈꎻ④Ｎｅｃ￣１ 组:１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 与 ＤＭＥＭ 共

处理心肌细胞 ２４ ｈꎻ⑤ＮＡＣ＋ＨＧ 组:１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ
作用心肌细胞 ６０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 ＰＢＳ 液冲洗 ２ 次ꎬ然
后予 ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理 ２４ ｈꎻ⑥ＮＡＣ 组:１ ０００
μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ 作用心肌细胞 ６０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 ＰＢＳ 液

冲洗 ２ 次ꎬ然后予 ＤＭＥＭ 培养基处理 ２４ ｈꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测心肌细胞内ＲＩＰ３蛋白的表达水平

在 ６０ ｍｍ 塑料培养皿中种植 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ

２８７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



待细胞生长至大约 ８０％的融合度时ꎬ根据分组给予

相应的处理后ꎬ弃上清ꎬ用 ４℃ ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ加
入适量的细胞裂解缓冲液(含蛋白酶抑制剂)ꎬ放置

于 ４℃的摇床上处理 ３０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 高速离心

１０ ｍｉｎꎬ 小 心 收 集 上 清 液ꎬ 以 二 喹 啉 甲 酸

(Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＢＣＡ)法测定蛋白质含量ꎮ 等

量的蛋白经 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离后ꎬ电转移至

ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 缓冲液常温

下封闭 １ ｈꎬ加入一抗ꎬ即兔抗鼠 ＲＩＰ３ 或 ＧＡＰＤＨ
(浓度均为 １ ∶ １ ０００)ꎬ４℃作用过夜ꎬ预冷的 ＴＢＳＴ
脱色摇床洗涤 ３ 次ꎬ５ ｍｉｎ / 次ꎬ浓度为 １ ∶ ２ ５００ 的二

抗稀释液与膜接触ꎬ室温下孵育 １.５ ｈꎬ在脱色摇床

上予 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ５ ｍｉｎ / 次ꎮ 用增强化学发光法

(ＥＣＬ)使 ＰＶＤＦ 膜显色ꎬ暗室中将显色条带曝光到

医用 Ｘ 线片上ꎬ凝胶成像扫描系统分析结果ꎮ 实验

重复 ５ 次ꎮ
１.５　 ＣＣＫ￣８ 测定细胞存活率

于 ９６ 孔培养板中种植 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ待细胞

融合度达到大约 ８０％时ꎬ按照设定的分组分别处理

后ꎬ弃去上清液ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ于每孔中加入

ＤＭＥＭ ９０ μＬ 和 ＣＣＫ￣８ 溶液 １０ μＬꎬ将培养板放置

于培养箱内孵育 ２.５ ｈꎬ在酶标仪上读取 ４５０ ｎｍ 处

的吸光度值(Ａ)ꎮ 细胞存活率按照以下公式计算:
细胞存活率(％)＝ 处理组 Ａ / 对照组 Ａ×１００％ꎮ 实

验重复 ５ 次ꎮ
１.６　 Ｒｈ１２３ 染色荧光显微镜摄片检测线粒体膜电

位(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬＭＭＰ)
用 ２４ 孔塑料培养板培养 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ细胞

融合度为 ８０％左右时ꎬ按照分组给予相应的处理

后ꎬ弃上清ꎬ预冷的 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ加入 Ｒｈ１２３ 缓

冲液ꎬ置于细胞培养箱中孵育 ４５ ｍｉｎꎬ再予预冷的

ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎮ Ｒｈ１２３ 是一种可对活细胞线粒体

染色的细胞染色试剂ꎬ可透过细胞膜且在活细胞的

线粒体内聚集ꎬ荧光显微镜下可发出绿色荧光ꎬ当
线粒体功能受损时荧光强度减弱或消失ꎮ 每组随

机照片记录 ５ 个高倍镜视野ꎬ应用图像分析软件

( Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ)计算出绿色荧光强度的平均值[平
均荧光强度(ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬＭＦＩ)]ꎬ再对

每组数据进行统计分析ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.７　 ＤＣＦＨ￣ＤＡ染色荧光显微镜摄片检测胞内ＲＯＳ水平

用 ２４ 孔塑料培养板培养 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ待细

胞融合度达到大约 ８０％时ꎬ按照分组给予相应的处

理后ꎬ弃上清ꎬ预冷的 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ加入 ＤＣＦＨ￣
ＤＡ 染液(浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ置于细胞培养箱中孵

育 ３０ ｍｉｎꎬ再予预冷的 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎮ 在荧光显

微镜下随机照片记录 ５ 个高倍镜视野ꎬ应用图像分

析软件( Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ)计算出绿色荧光的 ＭＦＩ(数
值大小能间接反映 ＲＯＳ 水平的高低)ꎬ再对每组数

据进行统计分析ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.８　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 核染色荧光显微镜摄片检测凋

亡细胞数量

用 ２４ 孔塑料培养板培养 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞ꎬ待细

胞生长至大约 ８０％的融合度时ꎬ按照分组给予相应

的处理后ꎬ弃上清ꎬ预冷的 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎬ固定液

(浓度为 ４％的多聚甲醛)作用 １０ ｍｉｎꎬ加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８ 染料缓冲液(浓度为 ５ ｍｇ / Ｌ)ꎬ置于细胞培养

箱中孵育 ３０ ｍｉｎꎬ再予预冷的 ＰＢＳ 液洗涤 ３ 次ꎮ 在

荧光显微镜(ＴＥ￣２０００ Ｎｉｋｏｎꎬ日本)下可观察到:正
常的心肌细胞呈弥散均匀的低密度荧光ꎬ凋亡细胞

则表现为细胞核呈现浓缩致密的固缩形态或颗粒

荧光ꎮ 随机照片记录 ５ 个高倍镜视野ꎬ应用图像分

析软件( Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ)计算出蓝色荧光的 ＭＦＩꎬ再对

各组进行数据分析统计ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.９　 统计学处理

应用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软件进行统计数据处理和分

析ꎬ计量资料采用ｘ± ｓ 表示ꎬＳＮＫ( Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣
Ｋｅｕｌｓ)ｑ 检验用于多个样本均数的两两之间比较ꎬ
单因素方差分析用于多个样本均数间的比较ꎬ
Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高糖可促进心肌细胞的坏死性凋亡

应用高糖分别处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ０ ~ ２４ ｈꎬ其
中ꎬ３ ｈ 时开始 ＲＩＰ３ 蛋白表达水平开始明显增多(Ｐ
<０.０１)ꎬ随着高糖作用时间延长ꎬＲＩＰ３ 蛋白的表达

增多更为明显ꎬ高糖作用 ２４ ｈꎬＲＩＰ３ 表达达最高水

平(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ
２.２　 Ｎｅｃ￣１ 减轻高糖引起的心肌细胞毒性

高糖作用心肌细胞 ２４ ｈ 可使细胞存活率降低至

５３.３％±２.６８％ꎬ提示高糖可产生明显的心肌细胞毒

性ꎮ 但 是ꎬ 分 别 应 用 ７５、 １００、 ２００、 ４００、 ６００、 ８００
μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１(Ｎｅｃ 的特异性阻断剂)与高糖共处理

心肌细胞 ２４ ｈꎬ均能减轻高糖导致的细胞毒性ꎬ升高

细胞存活率ꎬ分别与高糖组比较ꎬ差异均具有统计学

意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎬ其中 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 对细胞

毒性的抑制作用最为明显ꎮ 单纯予 ７５、１００、２００、４００、
６００、８００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 分别和 ＤＭＥＭ 共处理心肌细

胞 ２４ ｈ 均不影响细胞存活率ꎮ 根据上述结果ꎬ本研

究采用 Ｎｅｃ￣１ 的有效作用浓度确定为 １００ μｍｏｌ / Ｌꎮ
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图 １. 高糖可促进 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞的坏死性凋亡 (ｎ＝ ５) 　 　
ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ
ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ５)

图 ２. Ｎｅｃ￣１减轻高糖引起的心肌细胞毒性(ｎ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ
<０.０１ꎬｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｎｅｃ￣１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘ￣
ｉｃｉｔｙ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

２.３　 Ｎｅｃ￣１ 对高糖上调心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白表达的

抑制作用

高糖可显著提高 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白表

达水平ꎬ然而ꎬ应用 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 与高糖共处理

心肌细胞 ２４ ｈꎬ可显著减弱高糖对 ＲＩＰ３ 蛋白的上

调作用ꎬ与高糖组比较ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<
０.０１)ꎮ １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 和 ＤＭＥＭ 共处理心肌细

胞不影响 ＲＩＰ３ 蛋白的表达(图 ３)ꎮ
２.４　 Ｎｅｃ￣１ 减轻高糖导致的心肌细胞 ＭＭＰ 丢失

高糖可使心肌细胞内 Ｒｈ１２３ 的 ＭＦＩ 从 ３０.５％±

１.２７％(图 ４Ａ)降低至 ９.６％±０.９０％(图 ４Ｂ)ꎬ两者差

异有显著性(Ｐ<０.０１)ꎮ 然而ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 与

高糖共处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈ 能使 ＭＦＩ 升高至

１５.４％±１.３８％(图 ４Ｃ)ꎬ与高糖处理组比较ꎬ差异具

有显著性(Ｐ<０.０１)ꎮ １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 本身对心

肌细胞 ＭＭＰ 无明显的影响ꎮ

图 ３. Ｎｅｃ￣１减弱高糖对心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白表达的上调作

用(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 ＨＧ 组ꎬＣ 为 Ｎｅｃ￣１＋ＨＧ 组ꎬＤ 为

Ｎｅｃ￣１ 组ꎮ ａ 为 Ｐ< ０. ０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０. ０１ꎬ与 ＨＧ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｎｅｃ￣１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＨＧ) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐ￣
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

图 ４. Ｎｅｃ￣１减轻高糖引起的心肌细胞线粒体损伤(ｎ＝ ５)
Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 ＨＧ 组ꎬＣ 为 Ｎｅｃ￣１＋ＨＧ 组ꎬＤ 为 Ｎｅｃ￣１ 组ꎮ 显微

镜图放大倍数为 ２００ 倍ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.
０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｎｅｃ￣１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｏｓｓ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

４８７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ８ꎬ２０１６



２.５　 Ｎｅｃ￣１ 减轻高糖导致的心肌细胞内 ＲＯＳ 堆积

在高糖状态下ꎬ心肌细胞胞内的 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 的

ＭＦＩ 明显增强(图 ５Ｂ)ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组(图 ５Ａ)比较ꎬ差
异具有统计学显著性(Ｐ < ０. ０１)ꎮ 然而ꎬ采用 １００
μｍｏｌ / Ｌ Ｎｅｃ￣１ 和 ＤＭＥＭ 共处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈ
能显著地减少胞内 ＲＯＳ 的堆积(图 ５Ｃ)ꎬ与高糖处理

组比较ꎬ差异非常明显(Ｐ<０.０１)ꎮ Ｎｅｃ￣１ 本身对心肌

细胞 ＲＯＳ 的生成无明显的影响(图 ５ＤꎻＰ>０.０５)ꎮ

图 ５. Ｎｅｃ￣１减轻高糖引起的心肌细胞胞内 ＲＯＳ 堆积(ｎ＝ ５)
Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 ＨＧ 组ꎬＣ 为 Ｎｅｃ￣１＋ＨＧ 组ꎬＤ 为 Ｎｅｃ￣１ 组ꎮ 显微

镜图放大倍数为 ２００ 倍ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.
０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｎｅｃ￣１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｃｕ￣
ｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

２.６　 ＲＯＳ 清除剂抑制高糖上调心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白

表达

高糖对 ＲＩＰ３ 蛋白的表达水平有明显的上调作

用ꎻ但是ꎬ应用 １ ０００ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ 预处理心肌细胞

６０ ｍｉｎ 后再予高糖处理细胞ꎬＲＩＰ３ 蛋白水平明显降

低ꎬ与高糖组比较ꎬ差异具有统计学显著性 ( Ｐ <
０.０１ꎻ图 ６)ꎮ ＮＡＣ 本身对心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白的基

础表达水平无明显的影响ꎮ
２.７　 ＲＯＳ 清除剂抑制高糖致心肌细胞凋亡和细胞

毒性作用

高糖状态可导致心肌细胞凋亡ꎬ经 Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３２５８ 核染色后ꎬ在荧光显微镜下可观察到呈现典

型凋亡特征的细胞数量明显增多ꎬ与对照组比较ꎬ
差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 经 １ ０００ μｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＣ 预处理心肌细胞后ꎬ凋亡细胞数量明显减少ꎬ
与高糖组比较ꎬ两者统计学处理有差异显著性(图
７ꎻＰ<０.０１)ꎮ

高糖处理心肌细胞 ２４ ｈ 可显著降低细胞存活

率ꎻ在高糖作用心肌细胞前ꎬ应用 １０００ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ
预处理心肌细胞 ６０ ｍｉｎ 能明显地升高细胞存活率ꎬ
与高糖处理组比较ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１ꎻ
图 ７)ꎮ

图 ６. ＲＯＳ 清除剂减弱高糖对心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白表达的上

调作用(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 ＨＧ 组ꎬＣ 为 ＮＡＣ＋ＨＧ 组ꎬ
Ｄ 为 ＮＡＣ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰ３ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ
ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

３　 讨　 论

心肌细胞死亡在 ＤＣＭ 的发生发展中发挥重要

的 作 用[１]ꎮ 细 胞 的 死 亡 方 式 包 括 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ、
ｎｅｃｒｏｓｉｓ、ａｕｔｏｐｈａｇｙ 和 Ｎｅｃ[２￣３]ꎮ 已有实验证实:ａｐｏｐ￣
ｔｏｓｉｓ、ｎｅｃｒｏｓｉｓ、和 ａｕｔｏｐｈａｇｙ 参与 ＤＣＭ 的发生和发

展[１２￣１４]ꎮ 作为一种新发现的细胞死亡方式ꎬＮｅｃ 已

被证实参与缺血性心血管疾病和神经退行性疾病

等的发生[４￣６]ꎬ是目前国际上极其活跃的研究热点

之一ꎮ 然而ꎬＮｅｃ 是否与 ＤＣＭ 的发病相关ꎬ目前仍

鲜有报道ꎮ 因此ꎬ深入探讨 Ｎｅｃ 在 ＤＣＭ 中的作用ꎬ
有望成为防治 ＤＣＭ 的一个新的突破口ꎮ

本研究在应用 ＨＧ 损伤 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞建立的

ＤＣＭ 细胞模型中再次证实ꎬ高糖可引起心肌细胞的

５８７ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１６ 年第 ２４ 卷第 ８ 期



图 ７. ＲＯＳ 清除剂减弱高糖致心肌细胞凋亡和细胞毒性作用

(ｎ＝ ５) 　 　 Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 ＨＧ 组ꎬＣ 为 ＮＡＣ＋ＨＧ 组ꎬＤ 为

ＮＡＣ 组ꎮ 显微镜图放大倍数为 ２００ 倍ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｔｈｅ ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ５)

多种损伤ꎬ包括有细胞存活率降低 (细胞毒性)、
ＭＭＰ 丢失(线粒体受损)及 ＲＯＳ 生成增多(氧化应

激)ꎬ这与我们之前报道[１１ꎬ１５￣１８]的相一致ꎮ 最近ꎬＬｉｕ
等[９]观察到ꎬ糖尿病大鼠在出现左心室重构及舒张

功能障碍的同时ꎬ伴随有 Ｎｅｃ 的发生ꎬ提示 Ｎｅｃ 与糖

尿病大鼠心肌损伤有关ꎮ 但是ꎬ他们没有应用抑制

Ｎｅｃ 的技术与方法进一步探讨 Ｎｅｃ 在糖尿病心肌损

伤中所发挥的作用ꎮ 在本研究中ꎬ我们在观察到

ＨＧ 能呈时间依赖性地上调心肌细胞 ＲＩＰ３ 蛋白表

达的基础上ꎬ进一步观察了 Ｎｅｃ 的特异性抑制剂

Ｎｅｃ￣１ 对 ＨＧ 诱导的心肌细胞损伤的影响ꎬ结果表

明ꎬＮｅｃ￣１ 在抑制 ＲＩＰ３ 蛋白表达上调的同时ꎬ还能

减轻 ＨＧ 引起的心肌细胞多种损伤ꎬ使细胞存活率

升高、ＭＭＰ 丢失及 ＲＯＳ 生成减少ꎮ 上述结果清晰

地提示:Ｎｅｃ 介导 ＨＧ 导致的心肌细胞毒性、线粒体

受损和氧化应激等心肌损伤作用ꎬ这从细胞水平进

一步扩展了 Ｌｉｕ 等[９] 的研究结果ꎬ为阐明 Ｎｅｃ 在糖

尿病心肌损伤中的作用提供了新颖的实验依据ꎮ
重要的是ꎬ我们还探讨了 ＲＯＳ 和 Ｎｅｃ 之间的关

系ꎮ 众所周知ꎬ氧化应激过程中产生大量的 ＲＯＳ 可

导致 ＤＣＭ 的发生[１８￣１９]ꎬ但是ꎬＲＯＳ 与 Ｎｅｃ 之间的相

互关系如何ꎬ目前尚未完全清楚ꎮ Ｓｃｈｅｎｋ 指出:在
白血病细胞模型中ꎬＲＯＳ 和 Ｎｅｃ 之间存在正相互作

用[１０]ꎮ 与这一结论相类似ꎬ我们的实验结果也很好

地诠释了它们两者的关系:一方面ꎬ采用 ＮＡＣ 预处

理心肌细胞抑制 ＲＯＳ 的活动可明显拮抗高糖对

ＲＩＰ３ 蛋白的上调作用ꎬ表明氧化应激损伤心肌的机

制之一是通过促进 Ｎｅｃ 的发生而实现的ꎻ另一方面ꎬ
应用 Ｎｅｃ 的抑制剂 Ｎｅｃ￣１ 共处理心肌细胞能显著地

减少高糖引起的细胞内 ＲＯＳ 堆积ꎬＮＡＣ 预处理能抑

制高糖引起的心肌细胞致凋亡与毒性作用ꎬ提示高

糖引起 Ｎｅｃ 发生ꎬ继而促进 ＲＯＳ 的大量生成而损伤

心肌细胞ꎮ 因此ꎬ本研究有力地证实ꎬ在高糖损伤

心肌细胞的过程中ꎬＲＯＳ 与 Ｎｅｃ 之间存在正相互作

用ꎬ即 ＲＯＳ 能促进 Ｎｅｃ 的发生ꎬ而当 Ｎｅｃ 发生后可

产生更多的 ＲＯＳ 从而损伤心肌细胞ꎮ ＲＯＳ 和 Ｎｅｃ
之间的相互作用可能是高糖损伤心肌细胞的一种

新的损伤机制ꎬ然而具体的分子机制仍有待进一步

的研究ꎮ
综上所述ꎬ本研究证实ꎬＮｅｃ 介导高糖诱导的

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损伤ꎻＮｅｃ 与 ＲＯＳ 之间的正相互作

用可能是高糖对心肌细胞损伤的重要机制之一ꎮ
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本刊计量单位的使用

　 　 我刊使用下列计量单位(各类单位中ꎬ第一个

单位为基本单位):
①长度:ｍꎬｃｍꎬｍｍꎬμｍꎬｎｍꎬｐｍꎬｆｍꎻ
②质量:ｇꎬｋｇꎬ ｍｇꎬμｇꎬｎｇꎬｐｇꎻ
③时间:ｓꎬｍｓꎬμｓꎬｎｓꎬｍｉｎꎬｈꎬｄꎻ
④电流:ＡꎬｍＡꎬμＡꎬｎＡꎻ
⑤热力学温度:℃ꎬ也可用 Ｋꎻ
⑥物质的量:ｍｏｌꎬｍｍｏｌꎬμｍｏｌꎬｎｍｏｌꎬｐｍｏｌꎻ
⑦频率:ＨｚꎬｋＨｚꎬＭＨｚꎬＧＨｚꎬＴＨｚꎻ
⑧力、重力:ＮꎬｋＮꎬＭＮꎻ
⑨压力、压强和应力:ＰａꎬｋＰａꎬｍＰａꎻ
⑩能量、功和热:ＪꎬｋＪꎻ
电位、电压和电动势:ＶꎬｍＶꎬｋＶꎻ
放射性活度:ＢｑꎬｋＢｑꎬＭＢｑꎬＧＢｑꎻ

容积、体积:ＬꎬｍＬꎬμＬꎬｎＬꎻ
转速:ｒ / ｍｉｎꎬｒ / ｓꎬｋｒ / ｍｉｎꎬＭｒ / ｍｉｎꎻ
密度:ｋｇ / Ｌꎻ
级差:ｄＢꎻ
溶液浓度:ｍｏｌ / Ｌꎬｍｍｏｌ / Ｌꎬμｍｏｌ / Ｌꎬｎｍｏｌ / Ｌꎬ

ｐｍｏｌ / Ｌꎻ也可用 ｇ / Ｌꎬｍｇ / Ｌꎬμｇ / Ｌꎬｎｇ / Ｌꎬｐｇ / Ｌꎻ
一种物质含有另一种物质的量: ｍｏｌ / ｋｇꎬ

ｍｍｏｌ / ｇꎬ μｍｏｌ / ｇꎬ ｎｍｏｌ / ｇꎬ ｐｍｏｌ / ｇꎻ 也 可 用 ｍｇ / ｇꎬ
μｇ / ｇꎬｎｇ / ｇꎻ

血压:ｋＰａꎬ也可用 ｍｍＨｇ(１ ｍｍＨｇ ＝ ０.１３３ ３
ｋＰａ)ꎻ其它生理压用 Ｐａꎬ也可用 ｃｍＨ２Ｏ(１ ｃｍＨ２Ｏ＝
９８ Ｐａ)ꎮ

注意:不得使用分母带词头的单位ꎬ如 / ｍｌ、
/ ｍｇ、 / ｄＬ 等请修改为 / Ｌ、 / ｇ、 / Ｌꎬ但 / ｋｇ 例外ꎮ
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