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[摘　 要] 　 目的　 研究 Ｎｏｔｃｈ１ / Ｈｅｓ１ 信号通路活化对高糖诱导的心肌细胞肥大的影响ꎬ及其对氧化应激的作用ꎮ
方法　 原代培养大鼠心肌细胞ꎬ采用图像分析法检测心肌细胞表面积ꎬＢＣＡ 试剂盒分析细胞总蛋白含量ꎬ采用 ＲＴ￣
ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ１)及诱导型一氧化氮合酶( ｉＮＯＳ)蛋白表达水

平ꎬ相关试剂盒检测细胞匀浆中丙二醛(ＭＤＡ)及一氧化氮(ＮＯ)含量ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬ高糖能明显诱导心肌

细胞表面积及总蛋白含量的增加(Ｐ<０.０５)ꎬ心肌细胞中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１ 蛋白表达量也明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ同时氧化

应激产物 ＭＤＡ、ＮＯ 明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ并且 ＳＯＤ１ 显著降低、ｉＮＯＳ 显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ激活 Ｎｏｔｃｈ１ / Ｈｅｓ１ 信号通

路能够显著降低高糖引起的心肌细胞肥大及氧化应激损伤(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｎｏｔｃｈ１ 干扰慢病毒可阻断 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌

细胞肥大及氧化应激的上述改善作用(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 可以降低高糖诱导的心肌细胞肥大ꎬ其作用

机制可能与降低细胞氧化应激损伤有关ꎮ
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ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＢＣＡ ｍｅｔｈｏｄ. 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ꎬ Ｈｅｓ１ꎬ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １
(ＳＯＤ１) ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ(ｉＮＯＳ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. 　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｔｓ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ(ＭＤＡ) ａｎｄ ｍｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ(ＮＯ) ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ａｎｄ Ｈｅｓ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡꎬ ＮＯ ａｎｄ ｉＮ￣
ＯＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＤ１ ｗａｓ ｇｒｅａｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５) ｉｎ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ.　 Ｎｏｔｃｈ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ (Ｐ
<０.０５).　 Ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｂｏｌｉｓｈｅｄ ｂｙ Ｎｏｔｃｈ１ ｇｅｎｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　
Ｎｏｔｃｈ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｓ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ.

　 　 糖尿病在中国的患病率及死亡率已位居第 ３
位ꎬ仅次于心脑血管疾病及癌症[１]ꎮ 糖尿病心肌病

属于糖尿病的并发症之一ꎬ主要病理特征为心肌肥

厚、心肌间质纤维化及凋亡升高ꎬ然而心肌细胞肥

大是高糖环境刺激的特异性反应ꎬ能够导致多种心

脏疾病ꎬ也是引起患者死亡率升高的主要原因之

一[２￣３]ꎮ 早期研究还发现活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)堆积引起的氧化应激反应能够诱导
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心肌细胞肥大[４]ꎮ 有学者提出 Ｎｏｔｃｈ１ / Ｈｅｓ１ 信号

通路在细胞多个进化过程中发挥重要作用ꎬ而且该

通路信号传导的抑制还能诱导心肌细胞肥大[５]ꎻ并
且还提出阻滞 Ｎｏｔｃｈ１ / Ｈｅｓ１ 信号传导可以导致细胞

氧化应激损伤[６￣７]ꎮ 魏潇等[８] 研究发现白藜芦醇可

通过激活 Ｎｏｔｃｈ１ / Ｈｅｓ１ 信号通路进而改善高糖诱

导的 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞肥大ꎬ但缺乏 Ｎｏｔｃｈ１ 通路对高

糖诱导原代心肌细胞肥大的具体作用机制ꎮ 因此ꎬ
本研究采用大鼠原代心肌细胞给予高糖刺激ꎬ探讨

Ｎｏｔｃｈ１ 对高糖诱导的心肌细胞肥大的影响及其对

心肌细胞氧化损伤的保护作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

健康 ＳＤ 雄性大鼠(１~３ 天)购自北京维通利华

实验动物中心ꎬ许可证号 ＳＣＸＫ(京)２００６￣０００９ꎮ
１.２　 主要试剂及仪器

ＤＭＥＭ 培养基、Ⅱ型胶原酶、胎牛血清(ＦＢＳꎬ美
国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ胰蛋白酶 (美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎬ
ＢＣＡ 试剂盒(上海碧云天公司)ꎬ兔抗鼠跨膜受体蛋

白(Ｎｏｔｃｈ ｈｏｍｏｌｏｇ １ꎬＮｏｔｃｈ１)、毛发和增强剂分裂同

系物 １(ｈａｉｒｙ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｓｐｌｉｔ ｈｏｍｏｌｏｇ￣１ꎬＨｅｓ１)、超
氧化物歧化酶 １( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １ꎬＳＯＤ１)、诱
导型一氧化氮合酶( ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ｉＮＯＳ)及 β￣肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)抗体购自英国 Ａｂｃａｍ
公司ꎬＨＲＰ 标记羊抗兔 ＩｇＧ 抗体(武汉谷歌生物公

司)ꎬＳＯＤ、一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)试剂盒(南京

建成生物公司)ꎬＮｏｔｃｈ１ 激动剂 Ｊａｇｇｅｄ１(美国 Ｓｉｇｍａ
公司 )ꎮ Ｖｉｃｔｏｒ３ １４２０ Ｍｕｌｔｉｌａｂｌｅ Ｃｏｕｎｔｅｒ 酶 标 仪

(ＤＸ５４０ꎬ美国)ꎬＤＹＣＺ￣２４ＤＮ 型电泳仪(北京六一仪

器厂ꎬ中国)ꎬ４０００Ｂ 倒置相差显微镜及成像系统(
Ｌｅｉｃａꎬ德国) ꎬＨＥＲＡ ｃｅｌｌ ＣＯ２细胞培养箱( Ｈｅｒａｅｕｓꎬ
德国) ꎬ自动 Ｘ 光片机 ＵＰＶ 凝胶成像系统(ＧｅｌＤｏｃ￣
Ｉｔ / ＥＣ３)ꎮ
１.３　 原代心肌细胞培养、鉴定及分组

原代心肌细胞分离、培养、鉴定参考文献[９]ꎬ将
心肌组织消化为单细胞悬液后ꎬ差速离心分离加入

含２０％ＦＢＳ及 ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ ５￣溴脱氧尿嘧啶的 ＤＭＥＭ
培养液培养细胞ꎮ 待细胞生长至第 ４ 天进行心肌细

胞鉴定ꎬ采用 ＳＡＢＣ 法ꎬ首先细胞用大鼠 α￣横纹肌动

蛋白抗体孵育ꎬＤＡＢ 显色后ꎬ阳性为 α￣心肌肌动蛋

白ꎮ 将细胞分为 ４ 组:对照组ꎬ给予 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄

糖培养细胞ꎻ高糖(ＨＧ)组ꎬ给予 ３３ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖

培养细胞 ４８ ｈꎻＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组ꎬ同时加入 ３３ ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖及 Ｎｏｔｃｈ１ 特异性激动剂 Ｊａｇｇｅｄ１(２ μｍｏｌ / Ｌ)
培养细胞 ４８ ｈꎻＨＧ ＋ Ｊａｇｇｅｄ１ ＋ ｓｈＲＮＡ 组ꎬ先给予

Ｎｏｔｃｈ１ 干扰慢病毒转染细胞后ꎬ 再加入 ＨＧ 及

Ｊａｇｇｅｄ１ 培养细胞 ４８ ｈꎬ每组实验设置 ３ 个复孔ꎮ
１.４　 心肌细胞表面积及总蛋白检测

任意选取心肌细胞的 ６ 个视野进行拍照ꎬ每个

视野随机选取 １０ 个细胞进行表面积测定ꎬ采用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件测量单个细胞表面积ꎮ 细胞

用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后加入 ＲＩＰＡ 裂解液冰上充分裂解

细胞ꎬ４ ℃、１.２×１０４ ｒ / ｍｉｎ 离心 １２ ｍｉｎ 取上清ꎬ按照

ＢＣＡ 试剂盒说明进行蛋白浓度检测ꎮ
１.５　 Ｎｏｔｃｈ１ 慢病毒感染心肌细胞

Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 由武汉巴菲尔生物科技有限公

司设计合成ꎬ采用慢病毒包装ꎮ ６ 孔板细胞接种密

度为 ２×１０７个 / 孔ꎬ培养 ３ 天后ꎬ除去旧培养液ꎬ每孔

加入 １ ｍＬ 新鲜培养液ꎬ并加入适量 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅꎬ使其

浓度为 ５ ｍｇ / Ｌꎬ再加入 １００ μＬ Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 慢病

毒原液与培养液充分混匀ꎬ３７ ℃感染 ４ ｈꎬ结束后再

加入 １ ｍＬ 新鲜培养液ꎬ感染后第 ２ 天ꎬ除去培养液ꎬ
３７ ℃继续感染 ７２ ｈꎬ再进行后续实验处理ꎮ
１.６　 丙二醛和一氧化氮含量测定

收集各组心肌细胞制备成匀浆ꎬ４ ℃、１.２×１０４

ｒ / ｍｉｎ 离心 １２ ｍｉｎ 取上清ꎬ按照操作说明书对丙二

醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)和一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬ
ＮＯ)含量进行测定ꎮ
１.７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验

提取各组细胞中总 ＲＮＡ 水平ꎬ反转录操作获得

ｃＤＮＡꎮ 采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法分析 Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ
表达水平ꎬ反应体系为 ９５ ℃ ３ ｍｉｎꎬ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃
１５ ｓꎬ７２ ℃ １５ ｓꎬ共 ３９ 个循环ꎬ６５ ℃ １５ ｓꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ

法计算分析 ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎮ Ｎｏｔｃｈ１ 引物序

列为 Ｆ: ５′￣ＣＴＣＣＣＣＧＴＴＣＣＡＧＣＡＧＴＣＴＣ￣３′ꎬＲ:５′￣ＣＡ
ＧＣＣＡＣＴＣＧＣＡＴＴＧＡＣＣＡＴ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 引物序列为 Ｆ:
５′￣ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴ￣３′ꎬＲ:５′￣ＡＧＧＧＧＣ
ＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ￣３′ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

收集各组细胞裂解液ꎬ采用 ＢＣＡ 法测定蛋白总

浓度后ꎬ每孔上样 ５０ μｇ 蛋白进行电泳、电转、封闭ꎬ
然后将条带放入含 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１、ＳＯＤ１、ｉＮＯＳ 及 β￣
ａｃｔｉｎ 抗体溶液中(稀释比 １ ∶ １０００)ꎬ４ ℃振摇过夜ꎬ
次日用 ＨＲＰ 标记二抗室温反应 １.５ ｈ 后ꎬＴＢＳＴ 洗膜

３ 次后 ＥＣＬ 显色ꎬ进行蛋白表达分析ꎮ
１.９　 统计学处理方法

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行统计分析ꎬ实验数据
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用 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素方差分析及 ＬＳＤ￣ｔ
检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 慢病毒感染心肌细胞对 Ｎｏｔｃｈ１
表达的影响

Ｎｏｔｃｈ１ 干扰慢病毒转染心肌细胞后ꎬ对细胞中

Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平检测结果表明ꎬ与对

照组比较ꎬＮｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 组的 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ
表达量均显著降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ

图 １. 心肌细胞 Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ
<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃａｒ￣
ｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ (ｎ＝ ３)

２.２　 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞肥大的影响

各组心肌细胞表面积及总蛋白检测结果表明ꎬ
ＨＧ 组细胞表面积及总蛋白含量较对照组均显著升

高(Ｐ<０.０５)ꎻＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组细胞表面积及总蛋白

含量相比 ＨＧ 组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１
组比较ꎬ给予 Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 慢病毒干扰后ꎬ心肌细

胞表面积显著增大ꎬ总蛋白含量显著升高(Ｐ<０.０５ꎻ
表 １)ꎮ

表 １. 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞表面积及总蛋白含量的影响

(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ (ｎ＝ ３)

分 组
细胞表面积

(μｍ２)
蛋白浓度

[ｍｇ / (１×１０６ ｃｅｌｌｓ)]

对照组 ３６９.０５±９８.２５ ０.７６±０.０８

ＨＧ 组 １ ０２３.６５±２０５.３９ａ １.０５±０.１０ａ

ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组 ５３９.６１±６８.４７ｂ ０.８２±０.０９ｂ

ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１＋ｓｈＲＮＡ 组 ９５２.４２±１２０.６８ｃ ０.９６±０.１１ｃ

ａ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组比较ꎮ

２.３　 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞中氧化应激产物 ＭＤＡ
和 ＮＯ 含量的影响

与对照组比较ꎬＨＧ 组细胞 ＭＤＡ 和 ＮＯ 含量均

显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组细胞 ＭＤＡ、ＮＯ
含量相比于 ＨＧ 组显著降低 (Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ＨＧ ＋
Ｊａｇｇｅｄ１ 组比较ꎬ给予 Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 慢病毒干扰后ꎬ
心肌细胞 ＭＤＡ 和 ＮＯ 含量显著升高(Ｐ< ０. ０５ꎻ表
２)ꎮ

表 ２. 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞中ＭＤＡ 和 ＮＯ 含量的影响(ｎ
＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＭＤＡ
ａｎｄ ＮＯ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ (ｎ＝ ３)

分 组 ＭＤＡ (μｍｏｌ / Ｌ) ＮＯ (μｍｏｌ / Ｌ)

对照组 １６.３６±１.８２ ４３.０５±３.５４

ＨＧ 组 ３４.１５±２.４１ａ ７２.５７±４.２９ａ

ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组 ２１.０８±２.１５ｂ ５１.３４±３.６８ｂ

ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１＋ｓｈＲＮＡ 组 ３１.２９±２.６３ｃ ７４.０９±５.３４ｃ

ａ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组比较ꎮ

２.４　 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞中 Ｈｅｓ１ 表达的影响

ＨＧ 组心肌细胞中 Ｈｅｓ１ 表达水平相比对照组

显著降低 (Ｐ < ０. ０５)ꎻＨＧ ＋ Ｊａｇｇｅｄ１ 组心肌细胞中

Ｈｅｓ１ 表达水平相比 ＨＧ 组显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组比较ꎬ给予 Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 慢病毒干

扰后ꎬ心肌细胞中 Ｈｅｓ１ 表达水平显著降低 ( Ｐ <
０.０５ꎻ图 ２)ꎮ
２.５　 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞中氧化还原酶 ＳＯＤ１、
ｉＮＯＳ 的影响

与对照组比较ꎬＨＧ 组心肌细胞中 ＳＯＤ１ 表达水

平显著降低ꎬｉＮＯＳ 显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ 组比

较ꎬＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组心肌细胞中 ＳＯＤ１ 表达水平显著

８１２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ ３ꎬ２０１９



升高ꎬｉＮＯＳ 显著降低ꎬ差异有显著性(Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组比较ꎬ给予 Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ 慢病毒干

扰后ꎬ心肌细胞中 ＳＯＤ１ 表达水平显著降低ꎬｉＮＯＳ
显著升高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ２. 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞 Ｈｅｓ１ 表达的影响(ｎ＝ ３) 　 　
ａ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｈｅｓ１ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ (ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

糖尿病心肌病是在高糖环境持续刺激下导致

的一种并发症ꎬ早期病理特征为氧化应激反应明显

及心肌细胞肥大ꎬ后期恶化为心力衰竭等多种心脏

疾病ꎬ增加了患者死亡的风险[１０]ꎮ 目前对该病的发

生机制尚未完全阐明ꎬ还没有效果非常显著的药

物ꎮ 心肌细胞肥大主要是细胞表面积增大和细胞

总蛋白水平升高[１１]ꎬ多个病理性刺激都可以导致心

肌肥厚、蛋白质合成增多ꎮ 早期报道让心肌细胞培

养在 ３３ ｍｍｏｌ / Ｌ 高糖环境中 ２ 天能够诱导心肌细胞

肥大[１２]ꎮ 据此ꎬ本文也用 ３３ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养原

代心肌细胞 ２ 天建立肥大模型ꎮ 实验结果也提示

ＨＧ 组心肌细胞表面积及细胞中总蛋白含量相对对

照组细胞显著增加ꎬ说明肥大模型构建成功ꎬ可用

于后续实验ꎮ

图 ３. 激活 Ｎｏｔｃｈ１ 对心肌细胞 ＳＯＤ１ 和 ｉＮＯＳ 表达的影响(ｎ
＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＨＧ＋Ｊａｇｇｅｄ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳＯＤ１ ａｎｄ ｉＮＯＳ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ (ｎ＝ ３)

已有研究证实高糖引起的心肌细胞肥大与急

剧的氧化应激反应密切相关[１３]ꎮ 高糖环境能够导

致 Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞出现肥大及氧化应激产物的大量

产生ꎬ检测发现心肌细胞裂解液中 ＲＯＳ 及 ＭＤＡ 水

平均显著升高ꎬ抗氧化酶 ＳＯＤ１ 水平降低[８]ꎬ与本文

研究结果相似ꎬ即高糖刺激原代心肌细胞 ４８ ｈ 后ꎬ
细胞中 ＭＤＡ、ＮＯ 水平显著升高ꎬＳＯＤ１ 酶表达显著
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降低ꎬ而 ｉＮＯＳ 蛋白表达明显升高ꎮ Ｎｏｔｃｈ１ 信号通

路是细胞内重要的信号传导途径之一ꎬ与多种心血

管疾病的发生发展关系密切[１４]ꎮ 研究还发现阻滞

Ｎｏｔｃｈ１ 信号传导容易导致扩张型心肌病ꎬ而激活

Ｎｏｔｃｈ１ 信号传导能够改善心肌肥厚及纤维化[１５]ꎮ
近年来提出 Ｎｏｔｃｈ１ 途径激活可以诱导 ＳＯＤ１ 酶活

性ꎬ降低细胞氧化损伤ꎬ还能改善心脏的缺血 /再灌

注损伤[１６]ꎮ 上述研究说明 Ｎｏｔｃｈ１ 途径与心肌肥大

及氧化损伤有关ꎬ但 Ｎｏｔｃｈ１ 基因作用的机制尚未阐

明ꎮ 因此ꎬ本研究采用 Ｎｏｔｃｈ１ 激动剂 Ｊａｇｇｅｄ１ 干预

心肌细胞后发现ꎬ不仅细胞表面积及细胞内总蛋白

含量降低ꎬ而且氧化应激产物 ＭＤＡ、ＮＯ 水平也显著

降低ꎻ进一步研究发现 Ｈｅｓ１ 蛋白及抗氧化酶 ＳＯＤ１
表达水平显著升高ꎬ而 ｉＮＯＳ 蛋白表达水平显著降

低ꎮ 实验结果说明 Ｎｏｔｃｈ１ 能够通过激活 Ｈｅｓ１ 信号

通路ꎬ进而活化抗氧化酶系统降低氧化应激反应ꎬ
从而改善心肌细胞肥大ꎮ 接着采用 Ｎｏｔｃｈ１ ｓｈＲＮＡ
慢病毒感染心肌细胞ꎬ发现可以逆转 Ｎｏｔｃｈ１ 激动剂

的作用效应ꎮ
总之ꎬ本研究提示激活 Ｎｏｔｃｈ１ 可以降低高糖诱

导的心肌细胞肥大ꎬ其作用机制可能与活化 Ｈｅｓ１ 信

号传导降低氧化应激反应有关ꎮ 上述结论为 Ｎｏｔｃｈ１
激动剂在治疗糖尿病心肌病方面的应用提供了参

考价值ꎮ

[参考文献]
[１] Ｚｈｏｕ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｃꎬ Ｓｈａｎ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｏａｔ

ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｈａｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ[Ｊ]. Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓꎬ ２０１４ꎬ ３６(５): ３２１￣３２５.

[２] Ｃｈｅｎ ＲꎬＰｅｎｇ Ｘꎬ Ｄｕ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃａｒｄｉｏ￣
ｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｖｉａ ｔｈｅ ＰＰＡＲγ / Ａｋｔ / ＮＯ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ]. Ｄｉａｂｅｔｅｓ
Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ Ｐｒａｃｔꎬ ２０１５ꎬ １０８(２): ２３５￣２４２.

[３] Ｐｅｎｇ Ｘꎬ Ｃｈｅｎ Ｒꎬ Ｗｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＰＡＲγ￣ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ￣ＮＯ
ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ[Ｊ]. Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｃｏｍｐｌｉｃａ￣
ｔｉｏｎｓꎬ ２０１５ꎬ ２９(６): ７５５￣７６０.

[４] Ｙａｎｇ Ｋꎬ Ｘｕ Ｘꎬ Ｎｉｅ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｏｘｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｏｘｉｄａ￣
ｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｔｈｅ ＡＭＰＫ / ＵＣＰ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ ]. Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｌｅｔｔꎬ
２０１５ꎬ ２３４(２): １１０￣１１９.

[５] Ｎｅｍｉｒ Ｍꎬ Ｍｅｔｒｉｃｈ Ｍꎬ Ｐｌａｉｓａｎｃｅ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ Ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ]. Ｃｉｒｃｕｌａ￣
ｔｉｏｎꎬ ２０１１ꎬ １２４(１４): １１６￣１１９.

[６] Ｗａｎｇ Ｃꎬ Ｌｉ Ｘꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｔｃｈ１￣ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ
ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ
[Ｊ]. Ａｌｃｏｈｏｌ Ａｌｃｏｈｏｌꎬ ２０１４ꎬ ４９(１): １０￣１６.

[７] Ｐｅｉ Ｈꎬ Ｙｕ ＱꎬＸｕｅ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｔｃｈ１ ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｙｏ￣
ｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ /
ｎｉｔｒａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ]. Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓ Ｃａｒｄｉｏｌꎬ ２０１３ꎬ １０８ ( ５):
３７３￣３４２.

[８] 魏 潇ꎬ 雷建明ꎬ 郭静文ꎬ 等. 白藜芦醇抑制高糖诱导的

Ｈ９Ｃ２ 心肌细胞系肥大[Ｊ]. 基础医学与临床ꎬ ２０１７ꎬ ３７
(３): ３２０￣３２４.

[９] 王 涛ꎬ 余志斌ꎬ 谢满江ꎬ 等. 新生大鼠心肌细胞培养技

巧[Ｊ]. 第四军医大学学报ꎬ ２０１３ꎬ ２４(２): ２￣３.
[１０] Ａｄｅｇｈａｔｅ Ｅꎬ Ｓｉｎｇｈ Ｊ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ

ｄｕｒｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｅｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ [ Ｊ]. Ｈｅａｒｔ Ｆａｉｌ
Ｒｅｖꎬ ２０１４ꎬ １９(１): １５￣２３.

[１１] Ｔｈａｍ ＹＫꎬ Ｂｅｒｎａｒｄｏ ＢＣꎬ Ｏｏｉ ＪＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｆａｉｌｕｒｅ: ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ
ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ[Ｊ]. Ａｒｃｈ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１５ꎬ ８９
(９): １４０１￣１４３８.

[１２] 孟哲颖ꎬ 王 玉ꎬ 林艳端ꎬ 等. 成纤维细胞生长因子 ２１
对高糖诱导心肌细胞肥大的保护作用[ Ｊ]. 上海交通

大学学报(医学版)[Ｊ]. ２０１５ꎬ ３５(１): ２３￣２８.
[１３] Ｅｌｎａｋｉｓｈ ＭＴꎬ Ａｈｍｅｄ ＡＡꎬ Ｍｏｈｌｅｒ ＰＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｏｘｉ￣

ｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ
ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃａｒｄｉａｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ: ａｎ ｕｎｄｉｓ￣
ｃｌｏｓｅｄ ｓｔｏｒｙ[ Ｊ]. Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖꎬ ２０１５ꎬ １２(９):
８５４￣８６７.

[１４] 叶 挺ꎬ 程治源ꎬ 凌秋洋ꎬ 等. Ｎｏｔｃｈ１ 蛋白在人心脏瓣

膜间质细胞凋亡与钙化关系中的作用[ Ｊ]. 中国动脉

硬化杂志ꎬ ２０１７ꎬ ２５(２): １２２￣１２８.
[１５] Ｕｒｂａｎｅｋ Ｋꎬ Ｃａｂｒａｌ￣ｄａ￣Ｓｉｌｖａ ＭＣꎬ Ｉｄｅ￣Ｉｗａｔａ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ￣

ｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ１￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｌｅａｄｓ ｔｏ ａ
ｄｉｌａｔｅｄ ｍｙｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｎａｔａｌ ｈｅａｒｔ [ Ｊ]. Ｃｉｒｃ Ｒｅｓꎬ
２０１０ꎬ １０７: ４２９￣４４１.

[１６] 陈 伟ꎬ 陈嘉勤ꎬ 毛海峰ꎬ 等. 有氧运动和黑果枸杞多

糖对慢性脑缺血小鼠的干预及 Ｎｏｔｃｈ 通路相关因子的

组织差异表达[Ｊ]. 中国动脉硬化杂志ꎬ ２０１７ꎬ ２５(８):
７８３￣７９０.

(此文编辑　 许雪梅)

０２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ ３ꎬ２０１９


