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阿托伐他汀对同型半胱氨酸诱导的心肌细胞 MEK / ERK 通路
及心肌线粒体损伤的影响
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[摘　 要] 　 目的　 探讨阿托伐他汀对同型半胱氨酸(Hcy)诱导的心肌细胞 H9c2 丝裂原细胞外信号调节激酶

(MEK) / 细胞外调节蛋白激酶(ERK)通路及心肌线粒体损伤的影响。 方法　 细胞计数试剂盒 8(CCK-8)检测不同

浓度 Hcy 对 H9c2 细胞存活率的影响,筛选 Hcy 诱导浓度和时间。 将诱导后的 H9c2 细胞分为模型组、5 μmol / L 阿

托伐他汀组、10 μmol / L 阿托伐他汀组和 15 μmol / L 阿托伐他汀组,另取正常 H9c2 细胞为对照组。 流式细胞仪检

测各组细胞凋亡率;JC-1 法检测各组细胞线粒体膜电位的变化;DCFH-DA 法检测各组细胞内活性氧(ROS)水平;
酶联免疫吸附法(ELISA)检测各组细胞中丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶( SOD) 和过氧化氢酶(CAT) 含量;
Western blot 检测各组细胞 MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 磷酸化水平。 结果　 与对照组相比,2 μmol / L Hcy 可显著降低 H9c2
细胞存活率(P<0. 05),本研究使用 2 μmol / L Hcy 处理 24 h 诱导 H9c2 细胞。 与对照组相比,模型组 H9c2 细胞凋

亡率、ROS 水平、MDA 含量显著升高(P<0. 05),线粒体膜电位、SOD、CAT 含量及 MEK1 / 2、ERK1 / 2 磷酸化水平显

著降低(P<0. 05);与模型组相比,5 μmol / L 阿托伐他汀组、10 μmol / L 阿托伐他汀组和 15 μmol / L 阿托伐他汀组

H9c2 细胞凋亡率、ROS 水平、MDA 含量依次降低(P<0. 05),线粒体膜电位、SOD、CAT 含量及 MEK1 / 2、ERK1 / 2 磷

酸化水平依次升高(P<0. 05)。 结论　 阿托伐他汀可能通过激活 MEK / ERK 通路降低 Hcy 诱导的 H9c2 细胞氧化

应激反应,减轻心肌线粒体损伤。
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Effects of atorvastatin on homocysteine-induced MEK / ERK pathway and mitochon-
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effects of atorvastatin (Ato) on homocysteine (Hcy)-induced mitogen extra-
cellular signal-regulated kinase (MEK) / extracellular regulatory protein kinase (ERK) pathway and myocardial mitochon-
drial damage in H9c2 cardiomyocytes. 　 　 Methods　 Cell counting kit-8 (CCK-8) was used to detect the effect of differ-
ent concentrations of Hcy on the survival rate of H9c2 cells to screen the induction concentration and time of Hcy. 　 H9c2
cells were divided into model group, 5 μmol / L Ato group, 10 μmol / L Ato group and 15 μmol / L Ato group, and another
normal H9c2 cells were taken as control group. 　 The apoptosis rate was detected by flow cytometry; the change of mito-
chondrial membrane potential was detected by JC-1 method; the level of intracellular reactive oxygen species (ROS) was
measured by DCFH-DA method; enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the contents of malondi-
aldehyde (MDA), superoxide dismutase ( SOD) and catalase (CAT); and the phosphorylation levels of MEK1 / 2 and
ERK1 / 2 were detected by Western blot. 　 　 Results　 Compared with control group, 2 μmol / L Hcy significantly reduced
the survival rate of H9c2 cells (P<0. 05), so that, in this study, H9c2 cells were treated with 2 μmol / L Hcy for 24 h. 　
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Compared with control group, the apoptosis rate, ROS level and MDA content of H9c2 cells were significantly increased in
the model group (P<0. 05), and the mitochondrial membrane potential, SOD, CAT contents and phosphorylation levels of
MEK1 / 2 and ERK1 / 2 were significantly decreased (P<0. 05). 　 Compared with model group, the apoptosis rate, ROS
level and MDA content of H9c2 cells in 5 μmol / L Ato group, 10 μmol / L Ato group and 15 μmol / L Ato group decreased in
turn (P<0. 05), and the mitochondrial membrane potential, SOD, CAT contents and phosphorylation levels of MEK1 / 2 and
ERK1 / 2 increased in turn (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Ato may reduce the oxidative stress induced by Hcy in H9c2 cells
by activating MEK / ERK pathway and alleviate myocardial mitochondrial damage.

　 　 同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)是胱氨酸和

蛋氨酸的一种代谢产物,在正常情况下维持在较低

水平,若 Hcy 水平异常升高,可通过氧化应激反应

和凋亡引起内皮功能障碍[1],与包括糖尿病性心肌

病在内的心血管疾病(cardiovascular disease,CVD)
的发生和发展密切相关[2]。 他汀类药物可以降低

CVD 的发病率,其中,阿托伐他汀(atorvastatin,Ato)
常用于治疗高胆固醇血症和混合型高脂血症,防治

冠心病和脑卒中。 阿托伐他汀不但可使小鼠免受

耐力运动诱导的线粒体适应和肌肉损伤[3],而且还

可通过降低氧 化 应 激、 活 性 氧 ( reactive oxygen
species,ROS)产生、神经元凋亡率,改善线粒体功

能,发挥对脑缺血再灌注大鼠的神经保护作用[4]。
丝裂原细胞外信号调节激酶(mitogen extracellular
signal-regulated kinase,MEK) /细胞外调节蛋白激酶

(extracellular regulatory protein kinase,ERK)信号通

路调节相关基因转录,参与细胞生长、发育、凋亡等

生理过程,与线粒体功能障碍和细胞衰老密切相

关[5],ERK 信号通路可介导鱼藤素引起 SH-SY5Y
神经细胞的损伤及氧化应激反应[6]。 另外,经皮冠

状动脉介入治疗前给予 60 mg 阿托伐他汀能显著改

善患者的心肌损伤及炎症反应情况,降低心脏不良

事件的发生率[7]。 但是,阿托伐他汀改善 CVD 的分

子作用机制并不清楚。 因此,本研究从细胞水平上

探讨阿托伐他汀对 Hcy 诱导的心肌细胞 H9c2
MEK / ERK 通路及心肌线粒体损伤的影响,旨在为

阿托伐他汀在临床上对 CVD 的治疗提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞株及药品

大鼠 H9c2 细胞购自中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库;阿托伐他汀(规格:20 mg / 片,批
准文号:国药准字 H20052866368)购自辉瑞制药有

限公司;Hcy(规格:10 mg)购自美国 Sigma-Aldrich
公司。
1. 2　 主要试剂及仪器

胰蛋白酶和胎牛血清(FBS)均购自美国 Giboc

公司;DMEM / F12 培养基购自美国 Hyclone 公司;细
胞计数试剂盒 8(CCK-8)购自北京安必奇生物科技

有限公 司; 二 甲 基 亚 砜 ( DMSO )、 蛋 白 Marker、
GAPDH 鼠抗和 PVDF 膜均购自美国 Sigma 公司;线
粒体膜电位检测试剂盒( JC-1 法)购自北京雷根生

物技术有限公司;DCFH-DA ROS 检测试剂盒购自

上海碧云天生物科技有限公司;AnnexinV-FITC / PI
细胞凋亡检测试剂盒购自嘉美生物技术有限公司;
丙二醛(malondialdehyde,MDA)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase,SOD)、过氧化氢酶( catalase,
CAT)ELISA 试剂盒均购自上海酶联生物科技有限

公司;BCA 蛋白定量试剂盒和 ECL 显色试剂盒均购

自北京中山金桥生物科技有限公司;96 孔培养板均

购自上海生工生物工程有限公司; MEK1 / 2、 p-
MEK1 / 2、ERK1 / 2、p-ERK1 / 2 鼠抗和辣根过氧化物

酶标记羊抗鼠 IgG 二抗均购自美国 Abcam 公司。
酶标 仪 Fax-20100 购 自 美 国 INStat 公 司; 尼 康

SMZ745 光学显微镜购自于上海普赫生物科技有限

公司;XSP-BM13C 三目荧光显微镜购自上海光学仪

器厂;全能型凝胶成像分析系统 ChemiDoc-MP 购自

山东三瑞科技有限公司。
1. 3　 细胞培养

大鼠 H9c2 细胞使用 DMEM / F12 培养基 (含

10% FBS、100 IU / mL 青霉素、100 mg / L 链霉素)在

37 ℃、含 5%CO2 的细胞培养箱内培养,当细胞铺满

瓶底 80%左右后开始传代。
1. 4　 CCK-8 法检测不同浓度阿托伐他汀对细胞存

活率的影响

取对数生长期细胞,调整细胞浓度为 5×104 个 /
mL,每孔用移液器吸取 100 μL 接种至 96 孔板中,每
组设立 6 个复孔。 将 96 孔板置于 37 ℃、含 5% CO2

的细胞培养箱中培养 4 ~6 h,至细胞贴壁生长。 加入

0、0. 5、1、1. 5、2 mmol / L Hcy(Hcy 使用 0. 05% DMSO
稀释),继续培养 24 h 后,加入浓度为 10%的 CCK-8
溶液,继续培养2 h 后,取出96 孔板,在酶联免疫检测

仪上测定各孔在波长为 450 nm 处的吸光度值。 细胞

存活率=(实验组 OD450 nm-空白组 OD450 nm) / (对照组
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OD450 nm-空白组 OD450 nm)×100% 。
1. 5　 细胞分组与处理

根据细胞存活情况,筛选出 2 mmol / L Hcy 处理

H9c2 细胞 24 h 为诱导浓度和时间。 随后将诱导后

的 H9c2 细胞分为模型组(2 mmol / L Hcy 诱导 24 h
后加入 0 μmol / L 阿托伐他汀处理)及 5 μmol / L 阿

托伐他汀组、10 μmol / L 阿托伐他汀组、15 μmol / L
阿托伐他汀组(2 mmol / L Hcy 诱导 24 h 后分别加入

5、10 和 15 μmol / L 阿托伐他汀处理),另取正常

H9c2 细胞为对照组。
1. 6　 流式细胞仪检测各组细胞凋亡率

取上述 1. 5 各组细胞,用不含 10% 胎牛血清的

DMEM / F12 培养基,制成细胞悬液,调整细胞浓度

为 1×109 个 / mL,加入不同浓度阿托伐他汀,37 ℃培

养 24 h 后,1 200 r / min 离心 5 min,收集细胞,弃上

清,用 PBS 洗涤 2 次,加入 400 μL 结合缓冲液悬浮

细胞,再加入 5 μL Annexin V 染液,轻轻混匀后于 2
~ 8 ℃避光条件下孵育 15 min;然后加入 10 μL PI
轻轻混匀,于 2 ~ 8 ℃避光继续孵育 5 min 后,上流

式细胞仪检测细胞凋亡率。
1. 7　 JC-1 法检测各组细胞线粒体膜电位的变化

取上述 1. 5 各组细胞,参照 JC-1 试剂盒说明书

进行操作,用荧光显微镜观察并拍照,使用 Image-
Pro Plus 软件分析红光和绿光荧光强度,以红光 / 绿
光比值表示线粒体膜电位的变化。
1. 8　 DCFH-DA 法检测细胞内 ROS 水平

取上述各组细胞,制备细胞悬液,以 1×104 个 / mL
密度接种于 96 孔板中,加入不同浓度阿托伐他汀,
37 ℃培养 24 h 后,使用 37 ℃预热的 PBS 清洗 3 次,每
次 5 min。 用 PBS 缓冲液稀释 DCFH-DA(1 ∶ 1 000),
制备工作液,每孔加入 200 μL 工作液,培养箱中避

光孵育 30 min,37 ℃ PBS 再次清洗 3 次,每次 5 min
后,于荧光显微镜下观察并拍照。 使用 Image-Pro
Plus 软件分析荧光强度,平均荧光强度即代表 ROS
相对水平。
1. 9　 ELISA 检测各组细胞中 MDA、SOD 和 CAT 含量

收集上述各组处理后的细胞,于 4 ℃、1 300
r / min 离心 15 min 后,取上清,严格按照 MDA、SOD
和 CAT 的 ELISA 试剂盒说明书进行检测,每组均设

置 6 个复孔。
1. 10　 Weatern blot 检测各组细胞 MEK 和 ERK 蛋

白表达水平

收集上述各组处理后的细胞,加入 RIPA 裂解

液,于冰上裂解 30 min,4 ℃、12 000 r / min 离心 10

min 后取上清,使用 BCA 蛋白定量试剂盒对各组蛋

白进行定量,然后进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(PAGE)、湿式转移法转至 PVDE 膜、5% 脱脂奶粉

封闭 1 h、1 ∶ 2 000 稀释后,MEK1 / 2、 p-MEK1 / 2、
ERK1 / 2、p-ERK1 / 2 和 GAPDH 鼠抗 4 ℃过夜孵育、含
辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 2 h,用 ECL 显

色试剂盒显色,以 GAPDH 为内参,全能型凝胶成像

分析系统分析蛋白表达水平。 每组均设置 6 个复孔。
1. 11　 统计与分析

采用 SPSS 22. 0 软件进行统计,计量资料以 x±s
表示,多组间比较采用单因素方差分析,两两比较

采用 SNK-q 检验,P<0. 05 为差异有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 不同浓度 Hcy 对 H9c2 细胞存活率的影响

与对照组相比,2 μmol / L Hcy 可显著降低 H9c2
细胞存活率(P<0. 05);其他各浓度诱导与对照组

H9c2 细胞存活率差异无统计学意义(P>0. 05;表
1)。 所以后续将使用 2 μmol / L Hcy 处理 24 h 诱导

H9c2 细胞。

表 1. 不同浓度 Hcy 对 H9c2 细胞存活率的影响

Table 1. Effects of Hcy at different concentrations on the
survival rate of H9c2 cells 单位:%

分组 n 细胞存活率

对照组 6 100

0. 5 μmol / L Hcy 组 6 98. 34±10. 21

1 μmol / L Hcy 组 6 90. 33±9. 76

1. 5 μmol / L Hcy 组 6 88. 43±9. 98

2 μmol / L Hcy 组 6 50. 36±6. 14a

　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组相比。

2. 2　 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞凋亡率

的影响

与对照组相比,模型组 H9c2 细胞凋亡率显著

升高(P<0. 05);与模型组相比,5、10 和 15 μmol / L
阿托伐他汀组 H9c2 细胞凋亡率依次降低(P<0. 05,
图 1)。
2. 3　 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞线粒体

膜电位变化的影响

与对照组相比,模型组 H9c2 细胞线粒体膜电

位显著降低(P<0. 05);与模型组相比,5、10 和 15
μmol / L 阿托伐他汀组 H9c2 细胞线粒体膜电位依

次升高(P<0. 05,图 2)。
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图 1. 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞凋亡率的影响

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,
与 5 μmol / L 阿托伐他汀组相比;d 为 P<0. 05,与 10 μmol / L 阿托伐他汀组相比。

Figure 1. The effect of atorvastatin on apoptosis rate of H9c2 cells induced by Hcy

图 2. 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞线粒体膜电位变化的影响

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,
与 5 μmol / L 阿托伐他汀组相比;d 为 P<0. 05,与 10 μmol / L 阿托伐他汀组相比。

Figure 2. The effect of atorvastatin on Hcy-induced changes of mitochondrial membrane potential in H9c2 cells

2. 4　 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞 ROS、
MDA、SOD 和 CAT 含量的影响

与对照组相比,模型组 H9c2 细胞 ROS 水平和

MDA 含量显著升高(P<0. 05),SOD 和 CAT 含量显

著降低(P<0. 05);与模型组相比,5 、10 和 15 μmol /
L 阿托伐他汀组 H9c2 细胞 ROS 水平和 MDA 含量

依次降低(P<0. 05),SOD 和 CAT 含量依次升高(P
<0. 05,图 3)。
2. 5　 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞 MEK 和

ERK 蛋白磷酸化水平的影响

与对照组相比,模型组 H9c2 细胞 MEK1 / 2 和

ERK1 / 2 磷酸化水平显著降低(P<0. 05);与模型组

相比,5、10 和 15 μmol / L 阿托伐他汀组 H9c2 细胞

MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 磷酸化水平依次升高(P<0. 05,
图 4)。

3　 讨　 论

Hcy 作为一种独立的危险因素参与人类 CVD
发生发展[8],诱导氧化应激和细胞凋亡是 Hcy 诱导
高血压、动脉粥样硬化性疾病等的主要机制[9-10]。
而心肌细胞收缩舒张需要大量 ATP,心脏是人体中
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图 3. 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞 ROS、MDA、SOD 和 CAT 含量的影响

A 为各组细胞 ROS 检测荧光图,B 为各组细胞 ROS、MDA、SOD 和 CAT 含量比较。
a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,与 5 μmol / L 阿托伐他汀组相比;

d 为 P<0. 05,与 10 μmol / L 阿托伐他汀组相比。

Figure 3. The effect of atorvastatin on the contents of ROS, MDA, SOD and CAT in H9c2 cells induced by Hcy

图 4. 阿托伐他汀对 Hcy 诱导的 H9c2 细胞 MEK 和 ERK 蛋白磷酸化水平的影响

1 为对照组,2 为模型组,3 为 5 μmol / L 阿托伐他汀组,4 为 10 μmol / L 阿托伐他汀组,5 为 15 μmol / L 阿托伐他汀组。
a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与模型组相比;c 为 P<0. 05,与 5 μmol / L 阿托伐他汀组相比;

d 为 P<0. 05,与 10 μmol / L 阿托伐他汀组相比。

Figure 4. The effect of atorvastatin on Hcy-induced phosphorylation of MEK and ERK in H9c2 cells

能量消耗最多的器官,线粒体对于心肌细胞的能量

代谢至关重要[11]。 本研究发现,2 μmol / L Hcy 诱导

H2c9 细胞 24 h,可显著降低细胞存活率,提高细胞

凋亡率、ROS 水平和 MDA 含量,降低线粒体膜电位

及 SOD 和 CAT 含量,提示 Hcy 可导致 H2c9 细胞发

生氧化应激反应,产生线粒体损伤及功能障碍。
阿托伐他汀在临床上常用于高胆固醇血症和

原发性高胆固醇血症患者,可与其他药物联用治疗

冠心病以及脑梗死等心脑血管疾病。 随着对其研

究的不断深入,Vandresen 等[12] 发现阿托伐他汀可

通过 MEK / ERK 通路调节谷氨酸转运体,降低喹诺

啉酸引起的神经损伤,林芸芸等[13] 研究发现阿托伐

他汀可通过诱导内皮祖细胞微囊泡的增多,对心肌

梗死患者的心肌细胞起保护作用。 另外,阿托伐他

汀与瑞舒伐他汀对冠心病患者具有良好的疗效且

不良反应发生率较低[14]。 然而,阿托伐他汀高于

125 μmol / L 时,可通过破坏小鼠肝细胞的线粒体膜

电位,破坏细胞内微环境平衡,引起细胞凋亡和坏

死[15],所以临床对于成人阿托伐他汀的用药剂量不

得超过每日 80 mg。 本研究发现,5、10、15 μmol / L
阿托伐他汀均能提高 Hcy 诱导的 H9c2 细胞线粒体

膜电位及 SOD 和 CAT 含量,降低细胞凋亡率、ROS
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水平和 MDA 含量,提示阿托伐他汀可降低 Hcy 诱

导的 H9c2 细胞氧化应激反应及线粒体损伤,但其

中的机制尚需进一步研究。
MEK / ERK 信号通路在氧化应激中起关键作

用[16],其中,ERK 是传递丝裂原信号的信号转导蛋

白,可将信号从细胞表面受体传至细胞核[17]。 龚莹

等[18]研究发现缺锌可通过促进细胞内 ROS 生成而

抑制 ERK 通路,引起心肌细胞损伤;柴松波等[19] 研

究发现益气养阴方能够通过激活 ERK 信号通路减

轻组织氧化应激水平,保护心肌缺血再灌注大鼠的

心肌组织;陈海燕等[20]研究发现龟鹿益神颗粒可通

过激活 MEK / ERK 信号通路,减轻氧化应激,发挥抗

氧化作用,治疗慢性疲劳。 另外,ROS 引起的氧化

应激损伤与许多 CVD 有关,黄芪多糖通过 MEK /
ERK 途径上调转录因子 KLF2 的表达,从而减轻过

氧化氢触发的人脐静脉内皮细胞氧化损伤[21]。 本

研究发现,2 μmol / L Hcy 诱导 H9c2 细胞 24 h,可显

著降低 MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 磷酸化水平,而 5、10、15
μmol / L 阿托伐他汀均能增加 Hcy 诱导的 H9c2 细

胞 MEK1 / 2 和 ERK1 / 2 磷酸化水平,提示阿托伐他

汀可能通过激活 MEK / ERK 通路,降低心肌细胞氧

化应激反应及线粒体损伤,与上述龚莹等研究结果

一致。
综上所述,阿托伐他汀可降低 Hcy 诱导的 H9c2

细胞氧化应激反应及线粒体损伤,可能与激活

MEK / ERK 通路有关,但阿托伐他汀对 Hcy 诱导的

H9c2 细胞线粒体损伤机制较为复杂,尚需深入

研究。
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