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[摘　 要] 　 目的　 探讨 Ras 同源基因家族成员 A(RhoA) / Rho 相关卷曲螺旋蛋白激酶(ROCK)通路在缺氧复氧

(H / R)诱导的人心肌 AC16 细胞损伤中的作用及其机制。 方法 　 将体外培养的 AC16 细胞分为对照组(正常培

养)、H / R 组(构建 H / R 模型)、H / R+NC-siRNA 组(转染 NC-siRNA 后构建 H / R 模型)和 H / R+RhoA-siRNA 组(转

染 RhoA-siRNA 后构建 H / R 模型),采用 MTT 法检测 AC16 细胞存活率,流式细胞术检测 AC16 细胞凋亡率,比色法

检测 AC16 细胞乳酸脱氢酶(LDH)活性和 Caspase-3 活性,ELISA 检测 AC16 细胞上清液中白细胞介素 6( IL-6)、白
细胞介素 1β( IL-1β)和肿瘤坏死因子 α(TNF-α)水平,试剂盒检测 AC16 细胞超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛

(MDA)水平,实时荧光定量 PCR 检测 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、核因子 κB(NF-κB) p65 及 IkB 激酶

( IKK)的 mRNA 表达水平,Western blot 检测 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、NF-κB p65、磷酸化 NF-κB(p-NF-
κB)p65 及 IKK 的蛋白表达水平。 结果　 与对照组比较,H / R 组细胞存活率、SOD 水平显著降低,细胞凋亡率、LDH
活性、Caspase-3 活性、MDA 水平和细胞上清液中 IL-6、IL-1β、TNF-α 水平以及细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、NF-κB
p65、p-NF-κB p65、IKK mRNA 与蛋白表达水平均显著升高(P<0. 05);H / R+NC-siRNA 组和 H / R 组之间上述各指标

差异均无统计学意义(P>0. 05);与 H / R+NC-siRNA 组比较,H / R+RhoA-siRNA 组细胞存活率、SOD 水平显著升高,
细胞凋亡率、LDH 活性、Caspase-3 活性、MDA 水平和细胞上清液中 IL-6、 IL-1β、TNF-α 水平以及细胞中 RhoA、
ROCK1、ROCK2、NF-κB p65、p-NF-κB p65、IKK mRNA 与蛋白表达水平均显著降低(P<0. 05)。 结论 　 靶向抑制

RhoA / ROCK 通路可通过降低炎症反应、氧化应激和细胞凋亡减轻 H / R 诱导的心肌细胞损伤。
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Mechanism of RhoA / ROCK pathway in hypoxia / reoxygenation induced injury of
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role and mechanism of Ras homolog gene family member A (RhoA) / Rho-as-
sociated coiled-coil forming protein kinase (ROCK) pathway in hypoxia / reoxygenation (H / R)-induced injury in human
cardiac AC16 cells. 　 　 Methods　 AC16 cells cultured in vitro were divided into control group (normal culture), H / R
group (construction of H / R model), H / R+NC-siRNA group (H / R model was constructed after transfection of NC-siRNA)
and H / R+RhoA-siRNA group (H / R model was established after transfection of RhoA-siRNA), MTT assay was used to de-
tect the survival rate of AC16 cells, the apoptosis rate of AC16 cells was detected by flow cytometry, the activities of lactate
dehydrogenase (LDH) and Caspase-3 in AC16 cells were detected by colorimetry, the levels of interleukin-6 (IL-6), in-
terleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the supernatant of AC16 cells were detected by ELISA, the
levels of superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in AC16 cells were detected by kit, the mRNA ex-
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pression levels of RhoA, ROCK1, ROCK2, nuclear factor-κB (NF-κB) p65 and IKB kinase ( IKK) in AC16 cells were
detected by real-time fluorescence quantitative PCR, the protein expression levels of RhoA, ROCK1, ROCK2, NF-κB
p65, phosphorylated NF-κB (p-NF-κB) p65 and IKK in AC16 cells were detected by Western blot. 　 　 Results　 Com-
pared with those in the control group, the cell survival rate and SOD level in H / R group were significantly lower, apoptosis
rate, LDH activity, Caspase-3 activity, MDA level, IL-6, IL-1β and TNF-α levels in cell supernatant, RhoA, ROCK1,
ROCK2, NF-κB p65, p-NF-κB p65, IKK mRNA and protein expression levels were significantly higher (P<0. 05). 　
There was no significant difference in the above indexes between H / R+NC-siRNA group and H / R group (P>0. 05). 　
Compared with those in H / R+NC-siRNA group, the cell survival rate and SOD level in H / R+RhoA-siRNA group were sig-
nificantly higher, apoptosis rate, LDH activity, Caspase-3 activity, MDA level, IL-6, IL-1β and TNF-α levels in cell su-
pernatant, RhoA, ROCK1, ROCK2, NF-κB p65, p-NF-κB p65, IKK mRNA and protein expression levels were signifi-
cantly lower (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Targeted inhibition of RhoA / ROCK pathway can reduce H / R-induced cardio-
myocyte injury by reducing inflammatory response, oxidative stress and apoptosis.

　 　 心肌缺血再灌注( ischemia / reperfusion,I / R)损
伤是急性心肌梗死等缺血性心肌病患者冠状动脉

搭桥术中常见的并发症[1-2],而如何有效改善 I / R
损伤是临床治疗的关键。 目前,关于心肌 I / R 损伤

发生的机制尚不完全清楚,但与心肌细胞凋亡、炎
症反应和氧化应激等的发生有关[3-5]。 Ras 同源基

因家族成员 A(Ras homolog gene family member A,
RhoA)是一种小分子三磷酸鸟苷结合蛋白,Rho 相

关卷曲螺旋蛋白激酶 ( Rho-associated coiled-coil
forming protein kinase,ROCK)是其下游效应分子,
RhoA / ROCK 通路不仅可影响细胞凋亡还在细胞炎

症反应和氧化应激等过程中发挥着重要作用,与糖

尿病性心肌病、肝癌和急性肠道炎等多种疾病的发

生密切相关[6-8]。 有研究指出,RhoA / ROCK 通路异

常活化可通过影响心肌自噬和凋亡参与心肌 I / R 损

伤发生[9],但 RhoA / ROCK 通路在心肌 I / R 损伤中

的作用机制并不完全清楚。 缺氧复氧 ( hypoxia /
reoxygenation,H / R)心肌细胞损伤是体外模拟心肌

I / R 损伤的常用研究模型,其在细胞水平上的研究

多集中在大鼠 H9c2 心肌细胞上,本研究以人心肌

AC16 细胞为研究对象,通过靶向 RhoA 表达抑制

RhoA / ROCK 通路活化观察 RhoA / ROCK 通路在 H /
R 诱导的 AC16 细胞损伤中的作用并探讨其可能的

作用机制,以期为开发以 RhoA / ROCK 通路为靶点

的药物提供新的理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

人心肌细胞株 AC16(货号:MZ-1415)购于宁波明

舟生物科技有限公司;青-链霉素混合液、DMEM 培养

基、高糖 DMEM 培养基、转染试剂 Lipofectamine 2000、
Caspase-3 活性测定试剂盒、肿瘤坏死因子 α( tumor

necrosis factor-α,TNF-α)ELISA 试剂盒、白细胞介素

6( interleukin-6,IL-6)ELISA 试剂盒、白细胞介素 1β
( interleukin-1β,IL-1β) ELISA 试剂盒、超氧化物歧

化酶(superoxide dismutase,SOD)活性检测试剂盒、
丙二醛(malondialdehyde,MDA)含量检测试剂盒和

实时荧光定量 PCR 试剂盒 (货号:P1400、90113、
90013、 L7800、 BC3830、 SEKH-0013、 SEKH-0047、
SEKH-0002、BC0170、BC0025、T2210)购于北京索莱

宝生物科技有限公司;胎牛血清、MTT、乳酸脱氢酶

( lactate dehydrogenase,LDH)活性检测试剂盒、膜联

蛋白 V ( Annexin V ) 凋 亡 检 测 试 剂 盒 ( 货 号:
E600001、A600799、D799207、E606336)购于上海生

工生物工程股份有限公司,RhoA、ROCK1、ROCK2、
磷酸化核因子 κB(phosphorylated nuclear factor-κB,
p-NF-κB)p65、核因子 κB(nuclear factor-κB,NF-κB)
p65、IkB 激酶( IKB kinase,IKK)和 β-actin 抗体(货
号: ab54835、 ab45171、 ab66320、 ab222494、 ab207297、
ab97406、ab8227)购于中国 Abcam 公司;阴性对照

NC-siRNA 和 RhoA-siRNA(货号:B01001、A01015)
购于上海吉玛制药技术有限公司。
1. 2　 细胞培养与分组处理

使用含 10% 胎牛血清和 1% 青-链霉素双抗的

高糖 DMEM 培养基在 5%CO2、95%空气、37 ℃的正

常培养箱内常规培养。 ①H/ R 模型构建[10]:以 5%
N2、95%CO2 混合气体预饱和过的无糖无血清培养

基替换原培养基后,转入 5% N2、95% CO2 的环境下

缺氧处理 12 h,再以含血清的高糖 DMEM 培养基在

正常培养箱内孵育 6 h。 ②分组与转染:对照组(正
常培养)、 H / R 组 (构建 H / R 模型)、 H / R + NC-
siRNA 组(转染 NC-siRNA 后构建 H / R 模型)和 H /
R+RhoA-siRNA 组(转染 RhoA-siRNA 后构建 H / R
模型),每组设 3 个平行,将对数生长期的 AC16 细

胞按照每孔 5×105 个接种至 6 孔细胞板上,常规培
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养达 60% ~ 70%融合度时,参照 Lipofectamine 2000
说明书将 RhoA-siRNA 和 NC-siRNA 转染至 AC16
细胞中,转染 5 h 换液,继续培养 48 h。
1. 3　 MTT 法检测细胞存活率

将对数生长期的AC16 细胞以每孔2. 5×104 个接

种至 96 孔板上并常规培养贴壁后,按照 1. 2 中的分

组处理细胞,并将不含细胞的培养基作为空白调零

组;待处理结束后,每孔加入5 g / L MTT 反应液20 μL
孵育4 h;吸去培养液后,每孔加入二甲基亚砜150 μL
摇床孵育 10 min;采用酶标仪在波长为 490 nm 处检

测吸光度(absorbance,A)值,并计算各组 AC16 细胞

存活率。 其中,存活率(% )= (实验组A 值-调零组A
值) / (对照组 A 值-调零组 A 值)×100% 。
1. 4　 流式细胞术检测细胞凋亡率

收集处理结束后的 H/ R 组、H/ R+NC-siRNA 组、
H/ R+RhoA-siRNA 组和对照组 AC16 细胞,加入结合

缓冲液调整细胞浓度;取 1 mL 细胞液(含 5×105 个细

胞),先后加入异硫氰酸荧光素标记的 Annexin V、碘
化丙啶(propidium iodide,PI)染液各 5 μL,充分混匀

后,置于避光环境下室温孵育 15 min,于 60 min 内上

流式细胞仪检测各组 AC16 细胞凋亡率。
1. 5　 比色法检测 LDH 和 Caspase-3 活性

参照 1. 2 中的方法处理 H / R 组、H / R + NC-
siRNA 组、H / R+RhoA-siRNA 组和对照组 AC16 细

胞,收集各组细胞,参照 Caspase-3 活性测定试剂盒

说明书处理各组 AC16 细胞,用酶标仪测定波长 405
nm 下的吸光度值来反映细胞 Caspase-3 活性,该实

验重复 3 次;参照 LDH 活性检测试剂盒说明书,吸
取细胞培养上清液,用全自动生化分析仪检测细胞

LDH 活性。
1. 6　 ELISA 检测 AC16 细胞上清液中 IL-6、 IL-1β
和 TNF-α 水平

参照 1. 2 中的方法处理 H / R 组、H / R + NC-
siRNA 组、H / R+RhoA-siRNA 组和对照组 AC16 细

胞,收集各组细胞上清液,严格按照 ELISA 试剂盒

说明书用酶标仪测定波长 492 nm 下的 OD 值,绘制

标准曲线,通过计算得出细胞上清液中 IL-6、IL-1β
和 TNF-α 水平。
1. 7　 试剂盒检测 AC16 细胞 MDA 和 SOD 水平

将 H / R 组、H / R + NC-siRNA 组、H / R + RhoA-
siRNA 组和对照组 AC16 细胞按照 1. 2 中的方法进

行处理后,收集各组细胞,分别参照 MDA 和 SOD 检

测试剂盒说明书用酶标仪分别在波长 532 nm 和

550 nm 下检测 AC16 细胞 MDA 和 SOD 水平。

1. 8 　 实时荧光定量 PCR 检测 RhoA、 ROCK1、
ROCK2、NF-κB p65 和 IKK 的 mRNA 表达

按照 1. 2 中的方法处理各组 AC16 细胞,收集

细胞,采用 Trizol 法提取总 RNA 后,将 RNA 反转录

成为单链 cDNA;将 cDNA 作为模板,参照实时荧光

定量 PCR 试剂盒说明书进行扩增,扩增参数:94 ℃
预变性 6 min,94 ℃变性 15 s,56 ~ 62 ℃退火 30 s,
72 ℃延伸 30 s,共 40 个循环。 扩增引物序列:RhoA
上游 5′-TCTGTCCCAACGTGCCCATCAT-3′,下游 5′-
CTGCCTTCTTCAGGTTTCACCG-3′;ROCK1 上游 5′-
GAAACAGTGTTCCATGCTAGACG-3′, 下 游 5′-GC-
CGCTTATTTGATTCCTGCTCC-3′; ROCK2 上 游 5′-
TGCGGTCACAACTCCAAGCCTT-3′, 下 游 5′-CGTA-
CAGGCAATGAAAGCCATCC-3′;NF-κB p65 上游 5′-
GCACTTACGGATTCTGGTGG-3′, 下 游 5′-CTCAAA
CGCTGGTGTTAGGC-3′; IKK 上 游 5′-ACAGCGAG-
CAAACCGAGTTTGG-3′, 下 游 5′-CCTCTGTAAGTC-
CACAATGTCGG-3′;β-actin 上游 5′-CTCCATCCTG-
GCCTCGCTGT-3′,下游 5′-GCTGTCACCTTCACCGT-
TCC-3′。 以 β-actin 作为内参照,采用 2-△△Ct 法计算

各组 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、NF-κB p65
和 IKK 的 mRNA 表达水平。
1. 9 　 Western blot 检测 RhoA、ROCK1、ROCK2、 p-
NF-κB p65、NF-κB p65 和 IKK 的蛋白表达

按照 1. 2 中的方法处理各组 AC16 细胞,收集

细胞,加入细胞裂解液抽提总蛋白;考马斯亮蓝法

检测蛋白浓度后,将蛋白样品与等体积上样缓冲液

混匀并置于沸水中变性 5 min;按照每孔 60 μg 上样

量行 SDS-PAGE;电泳分离结束后,半干法转膜;脱
脂奶粉封闭 1. 5 h 后,加入 RhoA、ROCK1、ROCK2、p-
NF-κB p65、NF-κB p65、IKK 和 β-actin 抗体于 4 ℃下

孵育过夜;次日,加入二抗室温孵育 2 h 后,滴加发光

剂暗室内显影;将 β-actin 作为内参照,采用 Image J
软件分析各组 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、p-
NF-κB p65、NF-κB p65 和 IKK 的蛋白表达水平。
1. 10　 统计学分析

实验数据以 x±s 表示,运用 SPSS 25. 0 软件进

行统计学分析,多组间比较行单因素方差分析,进
一步两两比较采用 SNK-q 检验,P<0. 05 为差异有

统计学意义。 所有实验重复 3 次。

2　 结　 果

2. 1　 AC16 细胞存活率和 LDH 活性

　 　 与对照组比较,H / R 组 AC16 细胞存活率显著
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降低,而 LDH 活性显著升高(P<0. 05);与 H / R 组

比较,H / R+NC-siRNA 组 AC16 细胞存活率和 LDH
活性差异均无统计学意义(P>0. 05);与 H / R+NC-

siRNA 组比较,H / R+RhoA-siRNA 组 AC16 细胞存

活率显著升高,而 LDH 活性显著降低 (P < 0. 05;
图 1)。

图 1. 各组细胞存活率和 LDH 活性

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R+NC-siRNA 组比较。

Figure 1. Cell survival rate and LDH activity in each group

2. 2　 AC16 细胞凋亡率和 Caspase-3 活性

与对照组比较,H / R 组 AC16 细胞凋亡率和

Caspase-3 活性均显著升高(P<0. 05);与 H / R 组比

较,H / R+NC-siRNA 组 AC16 细胞凋亡率和 Caspase-

3 活性差异均无统计学意义(P >0. 05);而 H / R+
RhoA-siRNA 组 AC16 细胞凋亡率和 Caspase-3 活性

均显著低于 H / R+NC-siRNA 组(P <0. 05;图 2 和

表 1)。

图 2. 流式细胞仪检测 AC16 细胞凋亡率

Figure 2. The apoptosis rate of AC16 cells was detected by flow cytometry

表 1. 各组细胞凋亡率和 Caspase-3活性

Table 1. Apoptosis rate and Caspase-3 activity
in each group

分组 凋亡率 / % Caspase-3 活性

对照组 4. 16±0. 28 0. 22±0. 03

H / R 组 17. 57±3. 33a 1. 46±0. 14a

H / R+NC-siRNA 组 19. 02±3. 25 1. 40±0. 19

H / R+RhoA-siRNA 组 8. 85±1. 12b 0. 87±0. 12b

F 78. 865 168. 38

P <0. 001 <0. 001
　 　 注:a 为 P <0. 05,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 H / R +NC-
siRNA 组比较。

2. 3　 AC16 细胞上清液中 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 水平

H / R 组 AC16 细胞上清液中 IL-6、 IL-1β 和

TNF-α 水平均显著高于对照组(P<0. 05),H / R 组

与 H / R+NC-siRNA 组细胞上清液中 IL-6、IL-1β 和

TNF-α 水平差异均无统计学意义(P>0. 05),H / R+
RhoA-siRNA 组细胞上清液中 IL-6、IL-1β 和 TNF-α
水平较 H / R + NC-siRNA 组显著降低 ( P < 0. 05;
图 3)。
2. 4　 AC16 细胞 MDA 和 SOD 水平

与对照组比较,H / R 组 AC16 细胞 SOD 水平显

著降低,而 MDA 水平显著升高(P <0. 05);H / R +
NC-siRNA 组与 H / R 组 AC16 细胞 SOD 和 MDA 水
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平差异均无统计学意义(P >0. 05);与 H / R +NC-
siRNA 组比较, H / R + RhoA-siRNA 组 AC16 细胞

SOD 水平显著升高,而 MDA 水平显著降低 ( P <
0. 05;图 4)。

图 3. 各组细胞上清液中 IL-6、IL-1β和 TNF-α水平

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,
与 H / R+NC-siRNA 组比较。

Figure 3. The levels of IL-6, IL-1β and TNF-α in the
cell supernatant of each group

图 4. 各组 AC16 细胞 SOD 和 MDA 水平

a 为 P<0. 05,与对照组比较;
b 为 P<0. 05,与 H / R+NC-siRNA 组比较。

Figure 4. SOD and MDA levels of AC16
cells in each group

2. 5　 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、NF-κB p65
和 IKK 的 mRNA 表达

与对照组比较,H / R 组 AC16 细胞中 RhoA、
ROCK1、ROCK2、NF-κB p65 和 IKK 的 mRNA 表达水

平显著升高(P<0. 05);H / R+NC-siRNA 组与 H/ R 组

AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、NF-κB p65 和

IKK 的 mRNA 表达水平差异均无统计学意义(P>
0. 05);与H/ R+NC-siRNA 组比较,H / R+RhoA-siRNA
组 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、NF-κB p65 和

IKK 的 mRNA 表达水平显著降低(P<0. 05;图 5)。

图 5. 各组 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、
NF-κB p65 和 IKK 的 mRNA 表达水平

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,
与 H / R+NC-siRNA 组比较。

Figure 5. The mRNA expression levels of RhoA,
ROCK1, ROCK2, NF-κB p65 and IKK

in AC16 cells in each group

2. 6　 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、NF-κB p65、
p-NF-κB p65 和 IKK的蛋白表达

与对照组比较,H / R 组 AC16 细胞中 RhoA、
ROCK1、ROCK2、p-NF-κB p65 和 IKK 的蛋白表达水

平显著升高(P<0. 05);与 H / R 组比较,H / R+NC-
siRNA 组 AC16 细胞中 RhoA、 ROCK1、 ROCK2、 p-
NF-κB p65 和 IKK 的蛋白表达水平差异均无统计学

意义(P>0. 05);与 H/ R+NC-siRNA 组比较,H / R+
RhoA-siRNA 组 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、
p-NF-κB p65 和 IKK 的蛋白表达水平显著降低(P<
0. 05);NF-κB p65 在各组中均未见显著变化(P >
0. 05;图 6 和表 2)。

图 6. Western blot 检测 RhoA、ROCK1、ROCK2、
p-NF-κB p65 和 IKK 的蛋白表达

Figure 6. The protein expression levels of RhoA,
ROCK1, ROCK2, p-NF-κB p65 and IKK

detected by Western blot
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表 2. 各组 AC16 细胞中 RhoA、ROCK1、ROCK2、p-NF-κB p65 和 IKK 的蛋白表达水平

Table 2. The protein expression levels of RhoA, ROCK1, ROCK2, p-NF-κB p65 and IKK in AC16 cells in each group

分组 RhoA ROCK1 ROCK2 p-NF-κB p65 / NF-κB p65 IKK

对照组 0. 30±0. 03 0. 38±0. 03 0. 41±0. 03 0. 55±0. 04 0. 26±0. 02

H / R 组 0. 59±0. 07a 0. 76±0. 07a 0. 78±0. 07a 1. 21±0. 13a 0. 53±0. 03a

H / R+NC-siRNA 组 0. 54±0. 06 0. 74±0. 08 0. 79±0. 09 1. 28±0. 09 0. 44±0. 03

H / R+RhoA-siRNA 组 0. 29±0. 01b 0. 42±0. 05b 0. 55±0. 06b 0. 70±0. 06b 0. 26±0. 03b

F 93. 73 100. 82 70. 54 158. 19 211. 65

P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001
　 　 注:a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R+NC-siRNA 组比较。

3　 讨　 论

心肌 I / R 损伤是指缺血心肌恢复血流量后受损

心肌细胞释放大量活性氧、线粒体功能异常和细胞

凋亡等的发生导致更严重的心肌损伤的病理过

程[10]。 炎症反应和氧化应激在心肌 H / R 损伤过程

中起着重要的作用。 当缺血心肌再灌注即恢复血

氧供应时,心肌细胞不仅可合成过量的氧自由基促

进氧化应激反应的发生,还可激发心肌细胞产生和

释放大量促炎因子,进而导致心肌细胞大量坏死、
凋亡 和 纤 维 化, 最 终 导 致 心 力 衰 竭 而 危 及 生

命[11-13]。 因此,如何有效减轻 H / R 引起的炎症、氧
化应激损伤和心肌细胞凋亡对治疗心肌 H / R 损伤

具有重要意义。
RhoA 是一种 RhoGTP 亚家族蛋白,不仅可通过

影响细胞迁移在细胞骨架调节中发挥着重要作用,
还可通过激活下游 ROCK 激酶影响细胞凋亡、炎症

和氧化应激等参与多种疾病的发生发展[14]。 例如:
在关于阿尔茨海默病的研究中,RhoA 在反应性小

胶质细胞中的表达水平升高,β-淀粉样肽可诱导小

胶质细胞毒性和炎症反应,而 RhoA / ROCK 通路抑

制剂法舒地尔和 Y27632 作用后可显著改善 β-淀粉

样肽的作用[15];在关于脑 I / R 损伤的研究中发现,
桑白皮可抑制脑 I / R 损伤大鼠中 RhoA / ROCK 信号

通路的活化,而 RhoA 过表达可明显逆转桑白皮对

糖氧剥夺再灌注诱导的神经 PC12 细胞炎症反应、
氧化应激和脑细胞凋亡的抑制作用[16]。 有研究指

出,在心肌 I / R 损伤大鼠模型中心肌组织 RhoA 活

性和 ROCK1、ROCK2 蛋白表达水平异常升高[17-18];
而 ROCK 抑制剂 Y27632 预处理可通过诱导自噬的

发生抑制细胞凋亡从而减轻大鼠 H9c2 心肌细胞

H / R 损伤[9]。 然而,RhoA / ROCK 通路在心肌 I / R
损伤中的作用及其机制并不完全清楚。

本研究在构建的人心肌 AC16 细胞 H / R 损伤

模型中发现,AC16 细胞活力降低,而细胞凋亡率、
细胞损伤指标 LDH 活性和促凋亡因子 Caspase-3 活

性明显升高;同时,促炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α
水平升高,氧化应激指标 SOD 水平降低而 MDA 水

平升高;另外,RhoA、ROCK1、ROCK2 mRNA 和蛋白

表达水平均升高。 这表明,H / R 可诱导 AC16 细胞

损伤引起凋亡、炎症和氧化应激的发生,并促进

RhoA / ROCK 通路活化。 本研究通过靶向抑 制

RhoA 表达阻滞 RhoA / ROCK 通路激活后发现,H / R
诱导的 AC16 细胞损伤明显减轻,细胞活力和 SOD
水平明显升高,而细胞凋亡率、LDH 活性、Caspase-3
活性和 IL-6、IL-1β、TNF-α、MDA 水平明显降低。 结

果表明,靶向抑制 RhoA / ROCK 通路活化可减轻心

肌细胞凋亡、炎症反应和氧化应激,改善 H / R 诱导

的 AC16 细胞损伤。 提示,抑制 RhoA 表达可能是治

疗心肌 I / R 损伤的重要靶点。
NF-κB 是细胞内重要的转录调节因子,IKK 是

其上游激酶,正常情况下,IKK 与 NF-κB 以聚合物

形式存在于胞质,NF-κB 处于非激活状态;当受到外

界刺激时,IKK 降解释放 NF-κB,而活化的 NF-κB 进

入细胞核激活下游相关靶基因,在细胞增殖、凋亡

和炎症反应等过程中发挥着重要作用[19]。 研究显

示,在心肌 I / R 损伤过程中 NF-κB 通路异常活化,
且在心肌细胞凋亡、炎症反应和氧化应激等过程中

发挥着重要的促进作用[20-21]。 有研究指出,阻断

RhoA / ROCK 可通过 TAK1 / NOD2 介导的 NF-κB 途

径抑制氧化应激和细胞凋亡,从而抑制寻常性天疱

疮的发病[22];靶向干扰 RhoA 表达阻断 RhoA / ROCK
通路活化可通过抑制 NF-κB 途径减轻 LPS 诱导的

肺上皮 A549 细胞炎症损伤[23]。 本研究进一步检测

发现,在构建的 AC16 细胞 H / R 损伤模型中 NF-κB
p65、IKK mRNA 和 p-NF-κB p65、IKK 蛋白表达水平
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均明显升高,而靶向干扰 RhoA 表达阻断 RhoA /
ROCK 通路活化后发现,AC16 细胞中 NF-κB p65、
IKK mRNA 和 p-NF-κB p65、IKK 蛋白表达水平均明

显降低。 结果表明,阻断 RhoA / ROCK 通路活化可

抑制 H / R 诱导的 AC16 细胞中 NF-κB 通路激活。
总之,本研究证实了靶向抑制 RhoA / ROCK 通

路可通过降低炎症反应、氧化应激和细胞凋亡减轻

H / R 诱导的 AC16 细胞损伤,然而,RhoA / ROCK 通

路参与心肌细胞损伤的作用机制是否与 NF-κB 通

路有关仍需进一步深入探讨。
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