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[摘　 要] 　 目的　 探讨外源性硫化氢(Ｈ２Ｓ)能否通过抑制活性氧(ＲＯＳ) ￣Ｔｏｌｌ 样受体 ４(ＴＬＲ４)通路对抗高糖诱导

的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损伤和炎症反应ꎮ 方法　 应用细胞计数盒(ＣＣＫ￣８)检测细胞存活率ꎬ用试剂盒检测细胞培养液

中乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)活性ꎬＥＬＩＳＡ 检测细胞培养液中白细胞介素 １β( ＩＬ￣１β)和肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)的水平ꎬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 核染色荧光显微镜照相法测定凋亡细胞数量ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＴＬＲ４ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 蛋白的表

达水平ꎬ双氯荧光素染色荧光显微镜照相法测定细胞内 ＲＯＳ 水平ꎬ罗丹明 １２３ 染色荧光显微镜照相法检测线粒体

膜电位(ＭＭＰ)ꎮ 结果　 应用 ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖(高糖)作用 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈ 能上调 ＴＬＲ４ 的表达水平ꎮ 在高

糖作用前ꎬ应用 １０００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎ￣乙酰半胱氨酸(ＮＡＣ)预处理 ６０ ｍｉｎ 或 ４００ μｍｏｌ / Ｌ 硫氢化钠(ＮａＨＳ)预处理 ３０ ｍｉｎ
能明显减轻高糖对 ＴＬＲ４ 蛋白表达的上调作用ꎮ 高糖作用心肌细胞 ２４ ｈ 可引起心肌细胞损伤和炎症反应ꎬ使细胞

存活率降低ꎬＬＤＨ 活性、凋亡细胞数量、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 蛋白的表达、ＲＯＳ 生成、ＭＭＰ 丢失及 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的分

泌增加ꎻ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 预处理心肌细胞 ３０ ｍｉｎ 后再予高糖作用 ２４ ｈ 或 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２(ＴＬＲ４ 抑制剂)和高

糖共处理心肌细胞 ２４ ｈ 能显著拮抗高糖引起的上述损伤和炎症反应ꎮ 结论　 外源性 Ｈ２Ｓ 可通过抑制 ＲＯＳ￣ＴＬＲ４
通路对抗高糖诱导的 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损伤和炎症反应ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ
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ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｐｈｏｔｏｆｌｕｏｒｏｇｒａｐｈｙ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＨＧ)
ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＬＲ４ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ.　 Ｐｒｅ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ １０００ μｍｏｌ / Ｌ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣
Ｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅ (ＮＡＣ) ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ ｏｒ ｗｉｔｈ ４００ μｍｏｌ / Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅ (ＮａＨＳ) ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ＨＧ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｏｎｓｉｄ￣
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ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＬＤＨꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬ
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ＴＡＫ￣２４２ (ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＴＬＲ４) ａｎｄ ＨＧ ｆｏｒ ２４ ｈ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｊｕｒｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ＨＧ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ Ｈ２Ｓ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＲＯＳ￣ＴＬＲ４ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 越来越多的证据表明ꎬ高血糖是导致糖尿病所

有心血管并发症如冠心病、糖尿病心肌病(ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙꎬＤＣＭ)发生的最主要病理生理机制

之一ꎮ 高血糖引起心血管损伤的机制是多方面的ꎬ
包括炎症反应、氧化应激、心肌细胞死亡、激活多个

信号分子通路等[１￣６]ꎮ 研究表明ꎬ在 ＤＣＭ 患者或动

物模型中ꎬ高血糖激活的炎症相关信号分子如 Ｔｏｌｌ
样受体 ４ ( Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ ＴＬＲ４)、核因子 κＢ
(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣κＢ)ꎬ伴随着大量炎性细胞因

子如白细胞介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)、白细胞

介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)、肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)的分泌ꎬ最终导致心肌慢性

炎症发生[１￣２ꎬ７]ꎮ ＴＬＲ４ 是 Ｔｏｌｌ 样受体家族中的重要

成员ꎬ在心肌细胞中有大量的表达[８]ꎬ是启动炎症

反应的关键信号分子ꎮ 有研究指出ꎬ高血糖可激活

ＴＬＲ４ 从而诱导心肌细胞炎症发生[９]ꎬ但激活的

ＴＬＲ４ 能否引起心肌细胞凋亡、线粒体功能受损等损

伤ꎬ目前尚未完全清楚ꎮ 氧化应激是高血糖引起心

肌细胞损伤的另一个重要机制ꎮ 氧化应激过程中

产生过多的活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)可
通过活化 ＮＦ￣κＢ 通路[１０]、诱导细胞凋亡[４ꎬ１１]、损伤

ＡＴＰ 敏 感 性 钾 通 道 ( ＡＴＰ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｋ＋ ｃｈａｎｎｅｌꎬ
ＫＡＴＰ) [４] 从而损伤心肌ꎮ 然而ꎬ ＲＯＳ 能否激活

ＴＬＲ４ 通 路ꎬ 迄 今 未 见 报 道ꎮ 硫 化 氢 ( ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｓｕｌｆｉｄｅꎬＨ２Ｓ)是一种新型气体信号分子ꎬ其在糖尿病

心血管并发症中的防治作用得到了越来越多的研

究证实[５ꎬ１２￣１３]ꎮ 有研究指出ꎬＨ２Ｓ 可通过抑制 ＴＬＲ４
对抗下肢缺血再灌注诱导的肺继发性损伤[１４]ꎮ 然

而ꎬＨ２Ｓ 能否通过调控 ＴＬＲ４ 通路对抗高糖诱导的

心肌细胞损伤和炎症反应ꎬ目前尚未有报道ꎮ 因

此ꎬ本研究建立高糖损伤 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞模型[１２]ꎬ旨
在探讨 ＲＯＳ 和 ＴＬＲ４ 通路的关系、ＴＬＲ４ 通路在高糖

损伤心肌细胞中的作用以及 Ｈ２Ｓ 能否通过抑制

ＲＯＳ￣ＴＬＲ４ 通路对抗高糖诱导的心肌细胞损伤和炎

症反应ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

　 　 罗丹明 １２３(Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ １２３ꎬＲｈ１２３)、Ｎ￣乙酰半

胱氨酸(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＮＡＣ)、Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 荧

光染料、硫氢化钠( ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅꎬＮａＨＳ)、
双氯 荧 光 素 ( ２ ’ꎬ ７ ’ ￣ｄｉｃｈｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ￣ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬ
ＤＣＦＨ￣ＤＡ)、 乳 酸 脱 氢 酶 ( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ
ＬＤＨ)检测试剂盒和抗 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 抗体由

Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司供应ꎻ细胞计数试剂盒 ８ ( ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｅｒ ｋｉｔ￣８ꎬ ＣＣＫ￣８)由 Ｄｏｊｉｎｄｏ Ｌａｂ 提供ꎻ抗 ＴＬＲ４
抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＴＡＫ￣２４２(ＴＬＲ４ 抑制剂)购

自 Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ
ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉华美生物工

程有限公司ꎻ特级胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ 公司ꎮ
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提供ꎮ
１.２　 细胞培养

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞接种于含 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培

养基中ꎬ置于含有 ５％ＣＯ２ 的 ３７℃培养箱中传代培

养ꎬ待细胞生长至汇合度约 ８０％时用于实验ꎮ
１.３　 实验分组

实验分为 ８ 组:①对照组:ＤＭＥＭ(葡萄糖浓度

为 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)处理心肌细胞 ２４ ｈꎻ②高糖组:３５
ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈꎻ③ＮａＨＳ＋
高糖组:４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 作用心肌细胞 ３０ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 液洗 ２ 次ꎬ再予高糖处理 ２４ ｈꎻ④ＴＡＫ￣２４２＋高

糖组:３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 与高糖共处理心肌细胞

２４ ｈꎻ⑤ＮＡＣ＋高糖组:１０００ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ 作用心肌

细胞 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 液洗 ２ 次ꎬ再予高糖处理 ２４ ｈꎻ⑥

８０２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １２ꎬ２０１６



ＮａＨＳ 组:４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 作用心肌细胞 ３０ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 液洗 ２ 次ꎬ再予 ＤＭＥＭ 处理 ２４ ｈꎻ⑦ＴＡＫ￣２４２
组:３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 与 ＤＭＥＭ 共处理心肌细胞

２４ ｈꎻ⑧ ＮＡＣ 组:１０００ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ 作用心肌细胞

６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 液洗 ２ 次ꎬ再予 ＤＭＥＭ 处理 ２４ ｈꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＬＲ４ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 蛋
白的表达水平

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞在培养皿中生长至汇合度约

８０％时ꎬ按照分组给予相应处理后ꎬ弃上清ꎬＰＢＳ 液

洗 ３ 次ꎬ加入细胞裂解液并于 ４℃ 摇床上作用 ３０
ｍｉｎꎬ高速离心后收集上清液ꎬ二喹啉甲酸法测定蛋

白质含量ꎮ 等量蛋白经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离后ꎬ转移至二氟化树脂膜上ꎬ常温

下 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬ加入浓度为 １ ∶ １０００ 的兔

抗鼠 ＴＬＲ４、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 或 ＧＡＰＤＨ 抗体ꎬ４℃
孵育过夜ꎬ 经预冷的 ＴＢＳＴ 洗涤后加入浓度为

１ ∶ ２５００的二抗稀释液ꎬ室温下作用 ９０ ｍｉｎ 后再予

ＴＢＳＴ 洗涤 １５ ｍｉｎꎬ用增强化学发光法使二氟化树脂

膜显色ꎬ暗室中条带曝光至 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

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞在 ９６ 孔板中生长至汇合度约

８０％时ꎬ按分组给予相应处理后ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每孔

中加入含 １０％ＣＣＫ￣８ 的无血清培养基 １００ μＬꎬ培养

箱内孵育 １２０ ｍｉｎꎬ利用酶标仪测定各孔在 ４５０ ｎｍ
波长处的吸光度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎮ 细胞存活率 ＝
处理组 Ａ 值 / 对照组 Ａ 值×１００％ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.６　 细胞培养液中 ＬＤＨ 活性检测

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞在 ９６ 孔板中生长至汇合度约

８０％时ꎬ按分组给予相应处理后ꎬ严格按照 ＬＤＨ 试

剂盒说明书步骤检测并计算培养液中 ＬＤＨ 活性ꎮ
实验重复 ５ 次ꎮ
１.７　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 核染色荧光显微镜照相检测凋

亡细胞数量

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞在 ２４ 孔板中生长至汇合度约

８０％时ꎬ按分组给予相应处理后ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ多聚

甲醛固定 １０ ｍｉｎꎬ随后 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染料作用 ３０
ｍｉｎꎬ再 予 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎮ 荧 光 显 微 镜 ( ＴＥ￣２０００
Ｎｉｋｏｎꎬ日本)下可观察到:正常心肌细胞核呈弥散均

匀低密度荧光ꎬ凋亡细胞则表现为细胞核呈浓缩致

密的颗粒块状荧光ꎮ 随机照片记录 ５ 个高倍镜视

野ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ 图像分析软件计算蓝色荧光

的平均荧光强度(ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬＭＦＩ)ꎬ

并进行数据分析统计ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.８ 　 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 染色荧光显微镜照相检测细胞内

ＲＯＳ 水平

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞在 ２４ 孔板中生长至汇合度约

８０％时ꎬ按分组给予相应处理后ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ加入

ＤＣＦＨ￣ＤＡ 染液作用 ３０ ｍｉｎꎬ再予 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎮ 荧光

显微镜下随机照片ꎬ记录 ５ 个高倍镜视野ꎬ应用

Ｉｍａｇｅ Ｊ １. ４７ｉ 图像分析软件计算绿色荧光的 ＭＦＩ
(数值大小能间接反映 ＲＯＳ 水平的高低)ꎬ并进行数

据统计分析ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.９　 Ｒｈ１２３ 染色荧光显微镜照相检测线粒体膜

电位

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞在 ２４ 孔板中生长至汇合度约

８０％时ꎬ按分组给予相应处理后ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ加入

Ｒｈ１２３ 缓冲液作用 ３０ ｍｉｎꎬ再予 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎮ 摄取

Ｒｈ１２３ 的心肌细胞在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 随

机照片记录 ５ 个高倍镜视野ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ 图
像分析软件计算绿色荧光的 ＭＦＩꎬ并进行数据统计

分析ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.１０　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养液中 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α
水平

Ｈ９ｃ２ 心肌细胞在 ９６ 孔板中生长至汇合度约

８０％时ꎬ按分组给予相应处理后ꎬ收集上清液作待测

标本ꎮ ＥＬＩＳＡ 操作流程按试剂盒说明书进行ꎬ在终

止显色反应后ꎬ利用酶标仪测定各孔在 ４５０ ｎｍ 波长

处的 Ａ 值ꎮ 取 ５ 孔 Ａ 值的平均数ꎬ根据以下公式计

算 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的诱导释放率:处理组 Ａ 值 / 对
照组 Ａ 值×１００％ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.１１　 统计学分析

计量资料采用ｘ± ｓ 表示ꎬＳＮＫ￣ｑ 检验用于多个

样本均数间的两两比较ꎬＯｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 用于多个

样本均数间的比较ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＲＯＳ 清除剂减弱高糖对心肌细胞 ＴＬＲ４ 表达

的促进作用

高糖作用 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈ 明显促进 ＴＬＲ４
的表达(Ｐ<０.０１)ꎻ在高糖作用前ꎬ应用 １０００ μｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＣ(ＲＯＳ 清除剂)预处理心肌细胞 ６０ ｍｉｎꎬ明显减

弱高糖对 ＴＬＲ４ 表达的促进作用(Ｐ < ０. ０１)ꎻ１０００
μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ 本身对心肌细胞 ＴＬＲ４ 的基础表达无

明显影响(图 １)ꎮ
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图 １. ＲＯＳ 清除剂减弱高糖对心肌细胞 ＴＬＲ４ 表达的促进作

用(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｏｆ ＲＯＳ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒ￣
ｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

２.２　 Ｈ２Ｓ 抑制高糖对心肌细胞 ＴＬＲ４ 表达的上调

作用

高糖可上调心肌细胞 ＴＬＲ４ 的表达ꎻ应用 ４００
μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 预处理心肌细胞 ３０ ｍｉｎ 再予高糖作

用细胞 ２４ ｈꎬ可减弱高糖对 ＴＬＲ４ 表达的上调作用

(Ｐ<０.０１)ꎻ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 本身对心肌细胞 ＴＬＲ４
的基础表达无明显影响(图 ２)ꎮ

图 ２. Ｈ２Ｓ 抑制高糖对心肌细胞 ＴＬＲ４ 表达的上调作用(ｎ ＝

５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｈ２Ｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

２.３　 Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖引起的心肌细胞

毒性

高糖作用 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈꎬ明显诱导产生心

肌细胞毒性ꎬ使细胞存活率降低ꎬ培养液中 ＬＤＨ 活性

增加(Ｐ<０.０１)ꎮ 应用 ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 预处理心肌

细胞 ３０ ｍｉｎ 再予高糖作用心肌细胞 ２４ ｈ 或应用 ３０
μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２(ＴＬＲ４ 抑制剂)与高糖共处理心肌

细胞 ２４ ｈꎬ均能明显减轻高糖引起的心肌细胞毒性ꎬ
使细胞存活率升高ꎬＬＤＨ 活性减少(Ｐ 均<０.０１)ꎮ ４００
μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 或 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 本身对心肌细

胞存活率和 ＬＤＨ 活性无明显影响(图 ３)ꎮ

图 ３. Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖引起的心肌细胞毒性(ｎ
＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｈ２Ｓ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎ￣

ｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

２.４　 Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖致心肌细胞凋亡

作用

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色荧光显微镜结果显示ꎬＨ９ｃ２
心肌细胞被高糖作用 ２４ ｈ 后凋亡细胞数量明显增

多(Ｐ<０.０１)ꎻ应用 ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 预处理心肌细

胞 ３０ ｍｉｎ 后再予高糖作用 ２４ ｈ 或应用 ３０ μｍｏｌ / Ｌ
ＴＡＫ￣２４２ 与高糖共处理心肌细胞 ２４ ｈꎬ均能明显减

少凋亡细胞数量(Ｐ 均<０.０１)ꎻＮａＨＳ 或 ＴＡＫ￣２４２ 本

身对心肌细胞凋亡无明显影响ꎮ 高糖可明显上调

Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的表达ꎬ而 ＮａＨＳ 预处理或 ＴＡＫ￣
２４２ 共处理均能抑制高糖对 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达

的上调作用(Ｐ<０.０１)ꎬＮａＨＳ 或 ＴＡＫ￣２４２ 本身不影

响 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的基础表达(图 ４)ꎮ
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图 ４. Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖致心肌细胞凋亡作用(ｎ
＝ ５)　 　 显微镜图放大倍数为 ２００ 倍ꎮ Ａ 为对照组ꎬＢ 为高糖组ꎬＣ
为 ＮａＨＳ＋高糖组ꎬＤ 为 ＴＡＫ￣２４２＋高糖组ꎬＥ 为 ＮａＨＳ 组ꎬＦ 为 ＴＡＫ￣
２４２ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｈ２Ｓ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｒｅｄｕｃｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎ￣

ｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ５)

２.５　 Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖引起的心肌细胞

内 ＲＯＳ 堆积

高糖作用心肌细胞 ２４ ｈ 可引起明显的氧化应

激反应ꎬ表现为 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 的 ＭＦＩ 明显增强 ( Ｐ <
０.０１)ꎻ应用 ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 预处理心肌细胞 ３０
ｍｉｎ 后再予高糖作用 ２４ ｈ 或应用 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣
２４２ 与高糖共处理心肌细胞 ２４ ｈꎬ均能显著减少细

胞内 ＲＯＳ 堆积(Ｐ 均<０.０１)ꎻＮａＨＳ 或 ＴＡＫ￣２４２ 本身

对心肌细胞 ＲＯＳ 的基础生成无明显影响(图 ５)ꎮ

图 ５. Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖引起的心肌细胞内 ＲＯＳ
堆积(ｎ＝ ５)　 　 显微镜图放大倍数为 ２００ 倍ꎮ Ａ 为对照组ꎬＢ 为
高糖组ꎬＣ 为 ＮａＨＳ＋高糖组ꎬＤ 为 ＴＡＫ￣２４２＋高糖组ꎬＥ 为 ＮａＨＳ 组ꎬＦ
为 ＴＡＫ￣２４２ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖组
比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｈ２Ｓ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ
ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ５)

２.６　 Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖引起的心肌细胞

线粒体膜电位丢失

高糖作用 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞 ２４ ｈ 可使 ＭＦＩ 明显降

低ꎬ提示高糖可损伤线粒体功能ꎮ 应用 ４００ μｍｏｌ / Ｌ
ＮａＨＳ 预处理心肌细胞 ３０ ｍｉｎ 后再予高糖作用 ２４ ｈ
或应用 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 与高糖共处理心肌细胞

２４ ｈꎬ均能显著减轻高糖致线粒体膜电位(ｍｉｔｏｃｈｏｎ￣
ｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬＭＭＰ)丢失(Ｐ 均<０.０１)ꎮ
４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 或 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 本身对心

肌细胞 ＭＭＰ 无明显影响(图 ６)ꎮ
２.７　 Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减少高糖引起的炎性细胞

因子分泌

高糖处理心肌细胞 ２４ ｈ 可使炎性细胞因子 ＩＬ￣
１β 和 ＴＮＦ￣α 的分泌水平明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬ应用

４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 预处理心肌细胞 ３０ ｍｉｎ 再予高糖

作用 ２４ ｈ 或应用 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 与高糖共处

理心肌细胞 ２４ ｈꎬ均可使 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的分泌水

平明显降低(Ｐ 均<０.０１)ꎬ４００ μｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＳ 或 ３０
μｍｏｌ / Ｌ ＴＡＫ￣２４２ 本身对心肌细胞炎性细胞因子的

基础分泌无明显影响(图 ７)ꎮ
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图 ６. Ｈ２Ｓ 和 ＴＬＲ４ 抑制剂减轻高糖致心肌细胞 ＭＭＰ 丢失

(ｎ＝ ５)　 　 显微镜图放大倍数为 ２００ 倍ꎮ Ａ 为对照组ꎬＢ 为高糖组ꎬ
Ｃ 为 ＮａＨＳ＋高糖组ꎬＤ 为 ＴＡＫ￣２４２＋高糖组ꎬＥ 为 ＮａＨＳ 组ꎬＦ 为 ＴＡＫ￣
２４２ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｈ２Ｓ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ＭＭＰ ｌｏｓｓ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

图 ７. Ｈ２Ｓ和 ＴＬＲ４抑制剂减少高糖引起的炎性细胞因子分泌

(ｎ＝５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与高糖组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｈ２Ｓ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ Ｈ９ｃ２
ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

３　 讨　 论

ＴＬＲ４ 是一种先天性免疫受体ꎬ在传递炎症信号

过程中发挥重要的作用ꎮ 本研究观察到ꎬ高糖可促

进心肌细胞 ＴＬＲ４ 的表达ꎬ提示高糖可激活 ＴＬＲ４ 通

路ꎬ这与 ｄｅ Ｌａａｔ 等[９] 的报道相似ꎮ 然而高糖激活

ＴＬＲ４ 的机制如何ꎬ激活的 ＴＬＲ４ 除了参与高糖引起

的炎症外ꎬ是否还参与高糖引起的心肌细胞损伤包

括氧化应激、细胞凋亡、线粒体受损等ꎬ目前尚未完

全清楚ꎮ 有报道指出ꎬＲＯＳ 可激活心肌细胞的 ＮＦ￣
κＢ 通 路[１０]ꎬ 而 ＴＬＲ４ 是 ＮＦ￣κＢ 的 上 游 信 号 分

子[８￣９ꎬ１５￣１６]ꎬ因此ꎬ推测 ＲＯＳ 可能激活 ＴＬＲ４ 通路ꎮ
为了验证这种假设ꎬ本研究观察了 ＲＯＳ 清除剂 ＮＡＣ
对高糖引起 ＴＬＲ４ 表达上调的影响ꎮ 结果发现ꎬ
ＮＡＣ 可抑制高糖对 ＴＬＲ４ 表达的上调作用ꎬ提示高

糖损伤心肌细胞可能与其促进 ＲＯＳ 生成并进一步

可激活 ＴＬＲ４ 通路有关ꎮ 此外ꎬＴＬＲ４ 抑制剂 ＴＡＫ￣
２４２ 不仅能减少高糖引起的炎性细胞因子分泌ꎬ还
能对抗高糖引起的心肌细胞毒性、致细胞凋亡作

用、氧化应激及线粒体受损ꎬ使细胞存活率升高ꎬ
ＬＤＨ 活性、凋亡细胞数量、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达、
ＲＯＳ 生成及 ＭＭＰ 丢失减少ꎮ 上述结果提示 ＲＯＳ 激

活的 ＴＬＲ４ 通路介导高糖引起的心肌细胞损伤和炎

症反应ꎮ 值得注意的是ꎬＴＡＫ￣２４２ 能抑制高糖引起

的 ＲＯＳ 生成ꎬ提示 ＴＬＲ４ 可促进 ＲＯＳ 生成ꎮ 因此ꎬ
在高糖引起 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞损伤模型中ꎬＲＯＳ 和

ＴＬＲ４ 之间可能存在正反馈回路ꎬ但需要进一步的实

验论证ꎮ
Ｈ２Ｓ 是继 ＣＯ 和 ＮＯ 之后被发现的第 ３ 种内源

性气体信号分子ꎬ具有多种生理及病理生理作用ꎮ
本课题组已证实 Ｈ２Ｓ 可通过调控细胞内多条信号

通路对抗高糖引起的心肌细胞损伤和炎症反

应[５ꎬ１２￣１３ꎬ１７]ꎮ 但 Ｈ２Ｓ 的心肌保护作用机制十分复

杂ꎬ可能涉及其它未知的作用机制ꎬ因此进一步研

究 Ｈ２Ｓ 的心肌保护作用机制具有重要的意义ꎮ 本

研究观察到外源性 Ｈ２Ｓ 可减轻高糖对 ＴＬＲ４ 表达的

上调作用ꎬ应用 ＴＡＫ￣２４２ 阻断 ＴＬＲ４ 活动和应用

Ｈ２Ｓ 预处理心肌细胞能产生类似的心肌保护作用ꎬ
使细胞存活率升高ꎬ ＬＤＨ 活性、凋亡细胞数量、
Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３ 表达、ＲＯＳ 生成、ＭＭＰ 丢失及炎

性细胞因子的分泌减少ꎮ 提示阻断 ＴＬＲ４ 通路可能

是外源性 Ｈ２Ｓ 保护心肌细胞对抗高糖引起的损伤

和炎症的重要机制之一ꎮ 有趣的是ꎬ Ｔａｍｉｚｈｓｅｌｖｉ
等[１８]报道ꎬ在蛙皮素诱导的小鼠急性胰腺炎细胞模
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型中ꎬＨ２Ｓ 可促进 ＴＬＲ４ 的表达并诱导产生明显的

细胞炎症反应ꎮ 结果存在差异可能与细胞模型、损
伤作用因素等不同有关ꎮ

综上所述ꎬ本研究证实ꎬ在高糖状态下ꎬＲＯＳ￣
ＴＬＲ４ 通路介导高糖引起的心肌细胞损伤和炎症反

应ꎬ抑制 ＲＯＳ￣ＴＬＲ４ 通路保护心肌细胞对抗高糖引

起的损伤和炎症可能是外源性 Ｈ２Ｓ 发挥心肌保护

作用的重要机制之一ꎮ
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