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[摘　 要] 　 目的　 探讨 Ｋｌｏｔｈｏ 对脂多糖(ＬＰＳ)所致心肌损伤的影响及相关作用机制ꎮ 方法　 以大鼠胚胎 Ｈ９ｃ２ 心

肌细胞系为研究对象ꎬ经不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 预处理后ꎬ加 １ ｇ / Ｌ ＬＰＳ 处理 ６ ｈꎬ检测细胞培养液中乳酸脱氢酶( ＬＤＨ)
含量及细胞存活率来反映心肌细胞损伤ꎮ 检测细胞培养液中肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 β( ＩＬ￣β)和白

细胞介素 ６( ＩＬ￣６)的含量来反映心肌细胞的炎症反应ꎮ 检测细胞中丙二醛(ＭＤＡ)的含量以及超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＳＨ￣Ｐｘ) 的活性来反映细胞氧化应激水平ꎮ 流式细胞术检测细胞凋亡情况ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ) ｐ６５ 和 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的蛋白表达水平ꎮ 结果　 Ｋｌｏｔｈｏ 预处理可显著抑制 ＬＰＳ
所致的心肌细胞存活率下降ꎬ抑制 ＬＤＨ、ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣β、ＩＬ￣６ 释放ꎬ下调 ＭＤＡ 的含量ꎬ升高 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活性ꎬ抑
制细胞凋亡ꎬ抑制 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的蛋白表达(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 Ｋｌｏｔｈｏ 可抑制 ＬＰＳ 所致的心肌细胞损伤ꎬ其作用机制

可能与抑制 ＮＦ￣κＢ 信号通路的活化ꎬ进而发挥抗炎、抗氧化应激ꎬ同时抑制细胞凋亡有关ꎮ
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ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
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　 　 心肌损伤及心功能不全是脓毒症患者的常见

并发症ꎮ 研究显示ꎬ约有 ４０％ ~ ５０％脓毒症患者会

合并心功能不全ꎬ且伴心功能不全的患者具有更高

的死亡率[１￣２]ꎮ 脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ ＬＰＳ)是

革兰氏阴性菌细胞壁的重要成分之一ꎬ是引起炎症

反应和休克的关键分子ꎬ也是建立脓毒症模型的常

见手段ꎮ 研究显示ꎬＬＰＳ 可诱导心肌细胞炎症因子

的释放ꎬ并导致心肌损伤[３￣４]ꎮ 抗衰老蛋白 Ｋｌｏｔｈｏ
具有抗氧化、抗凋亡等作用ꎬ可改善心血管、肾等多

种器官的损伤[５￣７]ꎮ 本研究以大鼠胚胎来源 Ｈ９ｃ２
细胞系为对象ꎬ通过 ＬＰＳ 诱导心肌损伤模型来观察

Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致心肌损伤的影响ꎬ从抗炎、抗氧化
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应激及抗凋亡等方面初步探讨其作用机制ꎬ并检测

其与核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣κＢ)信号通路

的关系ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

胎牛血清 ( ＦＢＳ) 及 ＤＭＥＭ 培养基购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ ＬＰＳ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＫｌｏｔｈｏ 蛋白购自美

国 Ｒ＆Ｄ 公司ꎻ大鼠胚胎来源Ｈ９ｃ２ 细胞系购自中国科

学院上海细胞库ꎻＮＦ￣κＢ ｐ６５、 ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 和 β￣ａｃｔｉｎ
抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＣＣＫ￣８ 细胞增殖分析试

剂盒购自日本同仁化学研究所ꎻ乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＬＤＨ )、 丙 二 醛 ( ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ
ＭＤＡ)、超氧化物歧化酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)
及谷胱甘肽过氧化物酶(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＧＳＨ￣
Ｐｘ)检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所ꎻ细胞

凋亡检测试剂盒购自凯基公司ꎻ肿瘤坏死因子 α
(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)、白细胞介素 β( ｉｎ￣
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣βꎬ ＩＬ￣β)和 ＩＬ￣６ 检测试剂盒购自美国 ＢＤ
公司ꎻ其余试剂均为国产市售分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养、分组和处理

Ｈ９ｃ２ 细胞用含 １０％ＦＢＳ ＤＭＥＭ 培养基培养于

３７℃、５％ＣＯ２ 的恒温培养箱ꎬ每隔 １ 天换液ꎬ每 ３~５
天用胰酶消化传代ꎮ 取对数生长期细胞消化后接

种于 ６ 孔板中ꎬ待细胞生长至 ６０％ ~８０％融合时ꎬ将
细胞随机分为 ５ 组:空白对照组(Ｃｔｒｌ 组)ꎻＬＰＳ 组ꎬ
培养基中加入 １ ｇ / Ｌ ＬＰＳ 诱导 ６ ｈꎻＫｌｏｔｈｏ 高剂量组

(Ｈ￣ＫＬ 组)ꎬ培养基中加入 １０. ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ ＋
１ ｇ / Ｌ ＬＰＳꎻＫｌｏｔｈｏ 中剂量组(Ｍ￣ＫＬ 组)ꎬ培养基中加

入 １.０ μｍｏｌ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ＋１ ｇ / Ｌ ＬＰＳꎻＫｌｏｔｈｏ 低剂量组

(Ｌ￣ＫＬ)ꎬ培养基中加入 ０. １ μｍｏｌ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ ＋ １ ｇ / Ｌ
ＬＰＳꎮ 各组细胞经相应处理后进行后续实验分析ꎮ
１.３　 ＣＣＫ￣８ 法测定细胞活力

取对数生长期细胞接种于 ９６ 孔板中(密度为

２×１０３个 / 孔)ꎬ经相应处理后ꎬ每孔加入 ＣＣＫ￣８ 试剂

１０ μＬꎬ置于培养箱中继续培养 ２ ｈꎮ 用酶标仪检测

各孔在 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度值(ＯＤ)ꎮ 每组设 ３
个复孔取均值ꎬ另设单孔只加入培养基作空白对照ꎮ
１.４　 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 及 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣β、ＩＬ￣６
的检测

各组细胞经相应处理后ꎬ依据说明书进行相关

检测ꎮ ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ 及 ＧＳＨ￣Ｐｘ 的检测依据南京

建成生物工程研究所提供的试剂盒检测说明书进

行ꎮ ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣β、 ＩＬ￣６ 的检测依据美国 ＢＤ 公司提

供的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测说明书进行ꎮ
１.５　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染色法检测细胞凋亡

用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化各组细胞后ꎬ离心收集

细胞ꎮ 加 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ然后加结合缓冲液重悬细胞ꎬ
加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 室温条件下避光孵育１０ ｍｉｎꎮ 然

后避光加入 ＰＩ 继续反应 ５ ｍｉｎꎮ 流式细胞仪检测荧光

强度ꎬ检测条件: Ｅｘ＝４８８ ｎｍꎬ Ｅｍ＝５３０ ｎｍꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定蛋白表达水平

裂解收集各组细胞蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒对各组蛋白进行定量ꎮ 依据定量结果ꎬ调整上样

蛋白总量为 ８０ μｇꎬ并加入 ４ 倍体积的上样缓冲液

进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 而后通过电转将蛋白转移至

ＰＶＤＦ 膜 上ꎬ 加 ５％ 脱 脂 牛 奶 室 温 条 件 下 封 闭

９０ ｍｉｎꎬ然后加入相应比例的一抗置于 ４ ℃孵育过

夜ꎬ复温后加 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次×５ ｍｉｎꎻ然后加入相对

应的二抗室温条件下孵育 １２０ ｍｉｎꎬ加 ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次×１０ ｍｉｎꎬ暗室中显影ꎬ定影并冲洗胶片ꎮ 结果采

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行灰度分析ꎮ
１.７　 统计学处理

所得数据采用 ＳＰＳＳ１７.０ 统计学软件进行统计

学分析ꎮ 实验结果以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用方

差分析ꎬ各组均数间的两两比较用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正

的 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｋｌｏｔｈｏ 抑制 ＬＰＳ 所致心肌细胞损伤的作用

ＣＣＫ￣８ 细胞活力检测的结果显示ꎬ不同浓度

Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白预处理可明显改善 ＬＰＳ 所致的细胞活力

降低ꎬ且 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白预处理可显著降低培养基中

ＬＤＨ 的含量ꎻ两者均呈剂量依耐性(图 １ꎻＰ<０.０５)ꎮ
结果说明 Ｋｌｏｔｈｏ 可抑制 ＬＰＳ 所致的心肌细胞损伤ꎮ
２.２　 Ｋｌｏｔｈｏ 抑制 ＬＰＳ 所致心肌细胞炎症反应

不同浓度的 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白预处理可明显抑制 ＬＰＳ
所致的细胞炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣β 和 ＩＬ￣６ 的释放ꎬ
Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白浓度在 １.０ μｍｏｌ / Ｌ 及 １０.０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
差异具有统计学意义(图 ２ꎻＰ< ０. ０５)ꎮ 结果说明

Ｋｌｏｔｈｏ 可抑制 ＬＰＳ 所致心肌细胞炎症因子的释放ꎮ
２.３　 Ｋｌｏｔｈｏ对 ＬＰＳ所致心肌细胞氧化应激反应的影响

１ｇ / Ｌ ＬＰＳ 处理 Ｈ９ｃ２ 细胞ꎬ可致 ＭＤＡ 的含量增

加ꎬ同时 ＳＯＤ 及 ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活性降低ꎻ而细胞经 １􀆰 ０
μｍｏｌ / Ｌ 及 １０. ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白预处理之后ꎬ
ＭＤＡ 的含量降低ꎬＳＯＤ 及 ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活性增加ꎬ差
异具有统计学意义 (图 ３ꎻＰ < ０. ０５)ꎮ 结果说明

Ｋｌｏｔｈｏ 可抑制 ＬＰＳ 所致氧化应激反应ꎮ
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图 １. Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致 Ｈ９ｃ２ 细胞损伤的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ 与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９２ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ(ｎ＝６)

图 ２. Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致 Ｈ９ｃ２ 细胞炎症因子释放的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ 与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｉｓｅ ｉｎ ｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ(ｎ＝ ６)

图 ３. Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致 Ｈ９ｃ２ 细胞氧化应激反应的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ 与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ(ｎ＝ ６)

２.４　 Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致心肌细胞凋亡的影响

采用流式细胞 ＡｎｎｅｘｉｎＶ / ＰＩ 双染法检测 Ｋｌｏｔｈｏ
对 ＬＰＳ 所致细胞凋亡的影响ꎮ 图 ４ 显示ꎬ１ ｇ / Ｌ ＬＰＳ
处理 Ｈ９ｃ２ 细胞ꎬ可致细胞早期凋亡率显著上升ꎮ
而细胞经 １.０ μｍｏｌ / Ｌ 及 １０.０ μｍｏｌ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白预

处理之后ꎬ细胞早期凋亡率明显降低ꎬ差异具有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结果说明 Ｋｌｏｔｈｏ 可抑制 ＬＰＳ

所致细胞凋亡ꎮ
２.５　 Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致心肌细胞 ＮＦ￣κＢ活性的影响

１ ｇ / Ｌ ＬＰＳ 处理 Ｈ９ｃ２ 细胞ꎬ可致磷酸化 ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ 蛋 白 表 达 升 高ꎬ 而 细 胞 经 １. ０ μｍｏｌ / Ｌ 及

１０.０ μｍｏｌ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白预处理之后ꎬ磷酸化 ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ 蛋白表达显著降低(图 ５ꎻＰ<０.０５)ꎮ 结果说明

Ｋｌｏｔｈｏ 可抑制 ＬＰＳ 所致 ＮＦ￣κＢ 信号通路的激活ꎮ

０９６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



图 ４. Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致 Ｈ９ｃ２ 细胞凋亡的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ 与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ(ｎ＝ ６)

图 ５. Ｋｌｏｔｈｏ 对 ＬＰＳ 所致Ｈ９ｃ２ 细胞 ＮＦ￣κＢ 活性的影响(ｎ＝
６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ 与 Ｃｔｒｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＬＰＳ 组

比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣
κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ６)

３　 讨　 论

ＬＰＳ 是一种重要的致炎因子ꎬ炎症反应过度可

导致多器官功能的异常ꎬ故而 ＬＰＳ 是诱导脓毒症及

研究相关心功能障碍的常见模型分子ꎮ 本研究以

ＬＰＳ 刺激大鼠胚胎 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞系建立心肌细胞

损伤模型ꎬ并在此基础上研究 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对心肌细

胞损伤的作用ꎮ 结果发现 ＬＰＳ 可显著降低细胞存

活率ꎬ并诱导 ＬＤＨ 的释放ꎻ而采用不同浓度的

Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白预处理细胞之后可提高细胞存活率ꎬ抑
制 ＬＤＨ 的释放ꎮ 结果提示 ＬＰＳ 可诱导建立心肌细

胞损伤模型ꎬ且 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白可改善 ＬＰＳ 所致的心肌

损伤ꎮ
本文进一步研究了 Ｋｌｏｔｈｏ 改善 ＬＰＳ 所致的心

肌损伤所涉及的作用机制ꎮ ＬＰＳ 作为一种致炎因

子ꎬ可激活炎症信号通路ꎮ 研究表明ꎬＬＰＳ 所致急性

肺损伤中伴随着炎症因子 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 的释放[８]ꎮ
ＴＮＦ￣α 可通过相关信号通路诱导细胞凋亡及坏

死[９￣１１]ꎮ 此外ꎬＬＰＳ 所致心肌损伤还与氧化应激反

应相关ꎬＬＰＳ 可导致心肌细胞中 ＮＡＤＨ 氧化酶及过

氧化物的生成ꎬ过氧化物过度生成可造成细胞的广

泛损伤ꎬ如膜脂质过氧化等ꎬ进而减少细胞存活

率[１２￣１３]ꎮ 本研究从炎症介质释放、氧化应激水平及

细胞凋亡等 ３ 个方面系统研究了 Ｋｌｏｔｈｏ 改善 ＬＰＳ
所致的心肌损伤所涉及的作用机制ꎮ 结果显示ꎬ
Ｋｌｏｔｈｏ 可明显抑制 ＬＰＳ 所致心肌细胞炎症因子

(ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣β 和 ＩＬ￣６)的释放ꎻ同时减低 ＭＤＡ 的含

量ꎬ并增加细胞内抗氧化系统 ＳＯＤ 及 ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活

１９６ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１７ 年第 ２５ 卷第 ７ 期



性ꎬ增强细胞对氧自由基的清除而发挥保护作用ꎮ
此外ꎬ细胞凋亡的检测结果也显示ꎬ经 Ｋｌｏｔｈｏ 预处

理后ꎬ细胞的早期凋亡率明显降低ꎮ
ＮＦ￣κＢ 信号通路是介导炎症反应发生的重要通

路ꎬ前期研究表明ꎬＬＰＳ 可通过促进 ＩκＢα 的磷酸化

及 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的核转位激活 ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ介导

炎症反应的发生[１４￣１５]ꎮ 关于 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白的功能学

研究则显示ꎬＫｌｏｔｈｏ 可抑制 ＮＦ￣κＢ 的核转位ꎬ调控

ＮＦ￣κＢ 信号通路的活性[１６]ꎮ 故而本研究进一步检

测了在 ＬＰＳ 诱导的心肌细胞损伤模型中ꎬＫｌｏｔｈｏ 与

ＮＦ￣κＢ 信号通路的关系ꎮ 结果显示ꎬ预孵 Ｋｌｏｔｈｏ 可

明显抑制 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 的磷酸化ꎮ 提示 Ｋｌｏｔｈｏ 改善

ＬＰＳ 所致心肌细胞损伤与 ＮＦ￣κＢ 信号通路密切相

关ꎬ但是其具体的作用机制还有待进一步深入的

研究ꎮ
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