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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨沉默调节蛋白 6(SIRT6)过表达抑制血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的心肌细胞凋亡是否涉

及腺苷酸活化蛋白激酶 / 核因子 E2 相关因子 2 / 血红素加氧酶 1(AMPK / Nrf2 / HO-1)信号通路的激活。 [方法] 　
将实验分为 4 组:对照组、AngⅡ组、AngⅡ+SIRT6 组和 AngⅡ+空载体(EV)组,通过 RT-PCR 检测 SIRT6 的 mRNA
水平,MTT 法检测细胞活性,流式细胞术检测细胞凋亡率,Western blot 检测 SIRT6、心肌细胞凋亡相关蛋白(Bax、
cleaved Caspase-3、Bcl-2)、DNA 损伤相关蛋白(γ-H2AX、p-ATM)及 AMPK / Nrf2 / HO-1 信号通路相关蛋白(p-AMPK、
Nrf2、HO-1)的表达水平,DCFH-DA 染色法测定活性氧(ROS)含量,比较各组间上述指标的变化情况。 [结果] 　 与

对照组相比,AngⅡ组 SIRT6 的 mRNA、蛋白表达水平及细胞活性明显降低,细胞凋亡率增高,Bax、cleaved Caspase-3
表达升高,Bcl-2 表达降低,γ-H2AX、p-ATM 蛋白表达升高,p-AMPK、Nrf2、HO-1 蛋白表达降低,ROS 活性增高(均

P<0. 01)。 与 AngⅡ+EV 组相比,AngⅡ+SIRT6 组 SIRT6 水平及细胞活性增高,细胞凋亡及 Bax、cleaved Caspase-3
表达降低,Bcl-2 表达升高,γ-H2AX、p-ATM 蛋白表达降低,p-AMPK、Nrf2、HO-1 蛋白表达升高,ROS 的活性降低(均

P<0. 01)。 [结论] 　 SIRT6 过表达抑制 AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡与 AMPK / Nrf2 / HO-1 信号通路的激活有关。
[关键词] 　 沉默调节蛋白 6;　 腺苷酸环化蛋白激酶 / 核因子 E2 相关因子 2 / 血红素加氧酶 1;　 氧化应激;　 DNA
损伤;　 细胞凋亡
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SIRT6 overexpression inhibits AngⅡ-induced cardiomyocyte apoptosis by activating
AMPK / Nrf2 / HO-1 pathway
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate whether SIRT6 overexpression inhibits angiotensin Ⅱ (AngⅡ)-induced cardio-
myocyte apoptosis by activating adenosine 5′-monophosphate-activated protein kinase / nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 / heme oxygenase-1(AMPK / Nrf2 / HO-1) signaling pathway. 　 　 Methods 　 The experiment was divided into 4
groups: control group,AngⅡ group,AngⅡ+SIRT6 group, AngⅡ+empty vector (EV) group. 　 The mRNA level of SIRT6
was detected by RT-PCR. 　 The cell activity was measured by MTT assay. 　 The cell apoptosis was analyzed by flow cy-
tometry. 　 SIRT6, cardiomyocyte apoptosis related proteins (Bax, cleaved Caspase-3, Bcl-2), DNA damage related pro-
teins (γ-H2AX, p-ATM), AMPK / Nrf2 / HO-1 signaling pathway related proteins (p-AMPK, Nrf2, HO-1) were measured
by Western blot. 　 The reactive oxygen species (ROS) content was determined by DCFH-DA staining. 　 The changes of
the above indexes among the groups were observed. 　 　 Results　 Compared with control group, the mRNA and protein ex-
pression levels of SIRT6 and cell activity were significantly decreased in AngⅡ group. 　 Apoptosis rate, the expressions of
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Bax, cleaved Caspase-3 were increased, and the expression of Bcl-2 was decreased. 　 The expressions of γ-H2AX and p-
ATM were increased, and the expressions of p-AMPK, Nrf2, HO-1 were decreased. 　 The activity of ROS was increased
(P<0. 01). 　 Compared with AngⅡ+EV group, the expression of SIRT6 and cell activity were significantly increased in
AngⅡ+SIRT6 group. 　 Apoptosis rate, the expressions of Bax and cleaved Caspase-3 were decreased, and the expression
of Bcl-2 was increased. 　 The expressions of γ-H2AX and p-ATM were decreased, the expressions of p-AMPK, Nrf2, HO-1
were increased. 　 The activity of ROS was decreased (P<0. 01). 　 　 Conclusion　 SIRT6 overexpression inhibits AngⅡ-
induced cardiomyocyte apoptosis through activation of AMPK / Nrf2 / HO-1 signaling pathway.
[KEY WORDS]　 recombinant sirtuin 6;　 adenosine 5′-monophosphate-activated protein kinase / nuclear factor erythroid
2-related factor / heme oxygenase-1;　 oxidative stress;　 DNA injury;　 apoptosis

　 　 随着经济的发展、人口老龄化的加剧,心血管

疾病的发病率呈逐年增高的趋势。 心肌肥大是心

脏对外来刺激如高血压、心肌缺血、瓣膜性心脏病

等的一种重塑反应,持续性肥大可增加心力衰竭、
恶性心律失常、猝死的风险。 近年来,沉默调节蛋

白 6(recombinant sirtuin 6,SIRT6)已被证实是心血

管疾病的重要调节因子。 SIRT6 作为一种烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸依赖性蛋白脱乙酰酶,在调节心血管

功能、能量代谢和衰老方面起关键作用[1]。 SIRT6
缺陷小鼠表现出严重低血糖和多系统衰老表型,在
出生后约 4 周就死亡[2],而 SIRT6 过表达可使小鼠

寿命增加。 SIRT6 可以保护心脏免受压力超负荷肥

大和糖尿病心肌病的影响。 SIRT6 也是一种应激反

应蛋白和细胞保护蛋白,能缓解各种细胞应激下的

氧化应激和细胞凋亡。 SIRT6 可通过调节缺氧诱导

因子 1(hypoxia inducible factor-1,HIF-1)、激活蛋白

1( activator protein-1, AP-1) 和核因子 κB ( nuclear
factor-κB,NF-κB)的活性并抑制炎性细胞因子的表

达,从而阻断与衰老相关的炎症反应[3]。 SIRT6 是

心肌肥大的负调节因子,通过靶向控制胰岛素样生

长因子 /丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶( insulin-like growth
factor / serine-threonine kinase,IGF / AKT)信号通路抑

制心脏肥大,延缓心力衰竭的发展[4]。 心力衰竭患

者的心肌样本和心脏肥大的小鼠模型中 SIRT6 表达

下调。 心脏中 SIRT6 特异性缺失导致线粒体变形、
脂肪累积,从而使心脏肥大和纤维化[5],SIRT6 过表

达小鼠可被保护免于发生压力负荷性心脏肥大。
现有研究发现[6-7],SIRT6 可抑制心肌细胞凋

亡,保护心肌细胞病理性心肌肥大和纤维化进展,
延缓心力衰竭的发展。 但 SIRT6 抑制心肌细胞凋

亡、保护心肌细胞的具体机制尚不清楚。 本研究通

过 AngⅡ诱导心肌细胞凋亡[8],过表达 SIRT6 干预

AngⅡ作用的心肌细胞,观察 SIRT6 过表达对心肌

细胞凋亡的影响,探究 SIRT6 对心肌细胞保护作用

的具体分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料与试剂

　 　 H9c2 大鼠源心肌细胞购自上海细胞生物学研

究所;兔单克隆抗体 anti-SIRT6、anti-Bax、anti-Bcl-2
和 anti-cleaved Caspase-3(Abcam),anti-H2AX、anti-
γ-H2AX、 anti-ATM、 anti-p-ATM、 anti-AMPK、 anti-p-
AMPK、anti-Nrf2、 anti-HO-1 和 anti-GAPDH (CST);
HRP 标记山羊抗兔 IgG 抗体(碧云天公司);SIRT6
质粒及相应的空白对照质粒由上海吉凯基因设计

合成;Lipofectamine 3000 转染试剂盒 ( Thermo) 及

RIPA 细胞裂解液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒和

ECL 化学发光检测试剂盒(碧云天公司);FTTC-An-
nexin V / PI 细胞凋亡试剂盒(南京凯基生物技术公

司);总 RNA 提取试剂(Trizol)、cDNA 合成试剂盒

和 DNA 引物(上海生工);SYBR Premix EX Taq 试剂

盒(Thermo);DCFH-DA 荧光试剂盒(碧云天公司);
AMPK 抑制剂 Compound C(CC)(Selleck chemicals)。
1. 2　 心肌细胞培养和分组

H9c2 心肌细胞于 5% CO2、37 ℃ 培养箱内培

养。 使用 1 μmol / L 的 AngⅡ作用心肌细胞 48 h。
根据 Lipofectamine 3000 转染试剂盒构建 SIRT6 过

表达 H9c2 细胞系。 实验分为对照组(Control 组)、
模型组(AngⅡ组)、SIRT6 过表达组(AngⅡ+SIRT6
组)和阴性对照组[AngⅡ+空载体( empty vector,
EV)组]。 在腺苷酸活化蛋白激酶 ( adenosine 5′-
monophosphate-activated protein kinase,AMPK)抑制

剂 CC 干预实验中,将实验分为:对照组、AngⅡ组、
AngⅡ+SIRT6 组、AngⅡ+SIRT6 +CC 组。 AngⅡ+
SIRT6+CC 组在 AngⅡ诱导前先使用 20 μmol / L 的

CC 预处理 H9c2 心肌细胞 2 h。
1. 3　 实时荧光定量 PCR

按照总 RNA 提取试剂 Trizol 说明书步骤提取

总 RNA, 用反转录试剂盒将总 RNA 反转录为

cDNA,采用 SYBR Premix EX Taq 试剂盒进行实时

荧光定量 PCR 检测。
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1. 4　 Western blot
细胞裂解液裂解细胞提取细胞总蛋白,定量后

进行 SDS-PAGE 电泳。 而后将蛋白转移至 PVDF 膜

上,5%脱脂牛奶室温封闭 2 h,孵育一抗过夜,孵育

二抗 1 h,加入 ECL 发光液发光显色,以 GAPDH 为

内参,Image J 软件对条带进行灰度分析。
1. 5　 流式细胞术检测细胞凋亡

收集培养 1 天后的各组细胞,PBS 洗涤细胞,离
心后弃上清,加入结合缓冲液、Annexin V-FITC 溶液、
PI 溶液 5 μL,于室温下结合反应。 再加入结合缓冲

液混合后,用流式细胞仪检测心肌细胞凋亡变化。
1. 6　 MTT 法检测细胞活性

收集细胞接种于 96 孔板中,根据实验分组处理

细胞后加入 10 μL 的 MTT,37 ℃孵育 4 h,弃上清,
加入甲醇,在高通量多功能微板测试系统波长

570 nm 下测定每孔的吸光度。
1. 7　 活性氧含量测定

DCFH-DA 染色法测定活性氧( reactive oxygen
species,ROS) 的生成。 细胞中加入 10 μmol / L 的

DCFH-DA 避光孵育 30 min,PBS 洗涤 3 次,测定荧

光强度表示活性氧含量。
1. 8　 统计学方法

使用 SPSS 21. 0 统计软件,计量资料用 x±s 表

示,组间比较采用 t 检验和方差分析,P<0. 05 表示

差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 SIRT6 在心肌细胞中的作用

不同浓度梯度(0. 5、1、2 μmol / L)的 AngⅡ分别

作用于心肌细胞 48 h,与 0 μmol / L 组相比,细胞活

性分别降低了 16. 57% 、46. 69% 、74. 80% ,SIRT6 表

达分别降低了 47. 16% 、67. 58% 、84. 12% (均 P <
0. 01,图 1A)。 1 μmol / L 的 AngⅡ分别作用心肌细

胞 24、48 和 72 h,与 0 h 组相比,细胞活性分别降低

了 20. 57% 、44. 69% 、81. 76% ,SIRT6 表达分别降低

了 27. 73% 、68. 24% 、76. 64% (均 P<0. 01,图 1B)。
在 AngⅡ组心肌细胞中,细胞活性、SIRT6 的蛋

白及 mRNA 表达水平较对照组分别降低 48. 77% 、
75. 76% 、69. 42% (均 P<0. 01);AngⅡ+SIRT6 组的

细胞活性、 SIRT6 的蛋白及 mRNA 表达水平较

AngⅡ+EV 组分别增加 0. 71 倍、4. 42 倍、7. 62 倍

(均 P<0. 01,图 1C、D)。 结果提示 SIRT6 参与调节

AngⅡ诱导的心肌细胞活性降低。

图 1. AngⅡ对心肌细胞活性的影响及 SIRT6 的作用(n=6)
A 为不同浓度梯度(0. 5、1、2 μmol / L)的 AngⅡ作用心肌细胞 48 h 细胞活性及 SITR6 蛋白表达情况;B 为 1 μmol / L 的 AngⅡ作用心肌细胞

不同时间(24、48 和 72 h)后细胞活性及 SITR6 蛋白表达情况;C 为 SIRT6 过表达对心肌细胞活性的影响及不同组间 SIRT6 的蛋白表达情况;
D 为不同组间 SIRT6 的 mRNA 表达情况。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 AngⅡ+EV 组比较。

Figure 1. Effects of AngⅡ on cardiomyocyte activity and the role of SIRT6(n=6)
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2. 2　 SIRT6 在心肌细胞凋亡中的调控作用

流式细胞术检测结果显示,AngⅡ组细胞凋亡

率较对照组增加 2. 24 倍,AngⅡ+SIRT6 组细胞凋亡

率较 AngⅡ+EV 组降低 59. 30% (P<0. 01,图 2A)。
通过 Western blot 检测凋亡相关蛋白的表达,结果显

示 AngⅡ组凋亡蛋白 Bax、cleaved Caspase-3 的表达

较对照组分别升高 5. 58 倍、3. 30 倍,凋亡抑制蛋白

Bcl-2 的表达降低 71. 90% (均 P < 0. 01);AngⅡ+
SIRT6 组 Bax、cleaved Caspase-3 的表达较 AngⅡ+
EV 组分别降低了 40. 31% 、29. 33% ,Bcl-2 的表达

升高 1. 40 倍(均 P<0. 01,图 2B)。 这些结果表明,
SIRT6 的过表达可减弱 AngⅡ诱导的心肌细胞

凋亡。

图 2. SIRT6 过表达对 AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡的影响(n=6)
A 为流式细胞术检测 SIRT6 过表达后心肌细胞的凋亡情况;B 为 Western blot 检测 SIRT6 过表达对凋亡蛋白 Bax、cleaved Caspase-3 及

凋亡抑制蛋白 Bcl-2 的影响。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 AngⅡ+EV 组比较。

Figure 2. Effect of SIRT6 overexpression on apoptosis of cardiomyocytes induced by AngⅡ(n=6)

2. 3　 SIRT6 通过调控 AMPK / Nrf2 / HO-1 信号通路

抑制氧化应激反应和 DNA 损伤

AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡可能与氧化应激导

致的 DNA 损伤有关,我们通过检测不同组别心肌细

胞中磷酸化组蛋白 H2AX(histone H2AX phosphoryl-
ation, γ-H2AX )、 磷 酸 化 ATM ( phospho-ATM, p-
ATM)的蛋白表达评估 DNA 的损伤情况。 与对照组

相比,AngⅡ组 γ-H2AX、p-ATM 蛋白表达分别升高

6. 25 倍、8. 22 倍,与 AngⅡ +EV 组比较,AngⅡ +
SIRT6 组 γ-H2AX、 p-ATM 蛋 白 表 达 分 别 降 低

70. 00% 、45. 68% (均 P<0. 01,图 3A)。 这些结果表

明 AngⅡ诱导心肌细胞凋亡与 DNA 损伤有关,
SIRT6 可能通过抑制 DNA 损伤抑制细胞凋亡,而
SIRT6 作用的靶点并不清楚。 因此本文进一步探索

了 AMPK / Nrf2 / HO-1 信号通路是否参与氧化应激

导致的 DNA 损伤和细胞凋亡。 结果发现,与对照组

相比,AngⅡ组 p-AMPK、Nrf2、HO-1 蛋白表达分别

降低 70. 97% 、68. 18% 、73. 42% ,ROS 的活性增高

4. 8 倍(均 P<0. 01);而 SIRT6 过表达明显升高 p-
AMPK、Nrf2、HO-1 的蛋白水平,与 AngⅡ+EV 组相

比,AngⅡ+SIRT6 组 p-AMPK、Nrf2、HO-1 蛋白表达

分别升高 1. 56 倍、1. 92 倍、1. 84 倍,ROS 的活性降

低 56. 96% (均 P<0. 01,图 3B、C)。
为进一步验证 SIRT6 是否通过 AMPK 信号通

路调控 Ang-II 诱导的心肌细胞凋亡,本研究使用

AMPK 抑制剂 CC 干预细胞。 结果显示,AngⅡ +
SIRT6+CC 组细胞凋亡比例较 AngⅡ+SIRT6 组升高

1. 18 倍(P<0. 01,图 4),说明 CC 可以逆转 SIRT6 对

AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡的抑制作用,提示 SIRT6
通过 AMPK / Nrf2 / HO-1 信号通路参与调节氧化应

激导致的 DNA 损伤从而抑制细胞凋亡。
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图 3. SIRT6 过表达对 AngⅡ诱导的心肌细胞 DNA 损伤及 AMPK / Nrf2 / HO-1信号通路的影响(n=6)
A 为 SIRT6 过表达对心肌细胞 DNA 损伤的影响;B 为 SIRT6 过表达对心肌细胞 AMPK / Nrf2 / HO-1 信号通路的影响;

C 为 DCFH-DA 法测定 ROS 生成;D 为 SIRT6 通过 AMPK / Nrf2 / HO-1 调控氧化应激抑制 DNA 损伤 / 细胞凋亡信号通路图,
DSB 表示双链 DNA 断裂。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 AngⅡ+EV 组比较。

Figure 3. Effect of SIRT6 overexpression on DNA damage in cardiomyocytes induced by AngⅡ and
AMPK / Nrf2 / HO-1 signaling pathway(n=6)

图 4. AMPK 抑制剂 CC 对 SIRT6 抑制 AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 AngⅡ+SIRT6 组比较。

Figure 4. The effect of AMPK inhibitor compound C on SIRT6 inhibition of AngⅡ-induced
cardiomyocyte apoptosis(n=3)
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3　 讨　 论

SIRT6 被认为是 DNA 损伤的传感器,并参与

DNA 修复,它被发现参与调节各种细胞中的 DNA
损伤。 SIRT6 在保护软骨细胞免受 DNA 损伤方面

起重要作用,SIRT6 的耗竭导致病灶 γ-H2AX 的积

累[9]。 同样,SIRT6 过表达阻止了 HT42 小鼠海马

神经元中 Aβ42 诱导的 DNA 损伤[10]。 Grootaert
等[11]证明,血管平滑肌细胞中 SIRT6 可减少 DNA
氧化损伤并抑制动脉粥样硬化的形成。 然而,
SIRT6 是否参与调节 AngⅡ诱导的心肌细胞 DNA 损

伤尚无研究报道。 本研究中,AngⅡ组 SIRT6 表达

降低的同时,细胞凋亡率明显增高,凋亡蛋白 Bax、
cleaved Caspase-3 表达增加,凋亡抑制蛋白 Bcl-2 表

达显著降低,DNA 损伤标志物 γ-H2AX、p-ATM 蛋白

表达显著升高。 而 SIRT6 过表达可减轻 DNA 损伤,
并改善细胞凋亡,由此我们猜测,SIRT6 抑制心肌细

胞凋亡可能是通过维持细胞 DNA 稳定或促进 DNA
损伤修复来完成的,但其中的具体分子机制尚不

明确。
氧化应激是 DNA 损伤的主要原因之一[12],氧

化应激水平失衡后 ROS 增多,过量的 ROS 积累可

诱导线粒体损伤和功能障碍。 ROS 的产生在基因

表达和 DNA 过氧化的调节中起着重要作用。 在我

们的研究中,AngⅡ诱导的心肌细胞中 ROS 活性增

加,SIRT6 过表达可改善心肌细胞氧化应激反应。
Nrf2 / HO-1 信号通路是重要的内源性氧化应激通

路,与细胞的抗氧化、抗炎和细胞凋亡等密切相

关[13-14]。 Nrf2 是调节细胞氧化应激的关键调节因

子,在静息状态下,Nrf2 与 Keap1 结合处于失活状

态。 当氧化应激发生时,Nrf2 从复合物中释放并转

运到细胞核中,并通过激活一系列抗氧化酶 HO-1、
NAD(P)H-醌氧化还原酶 1[NAD(P)H-quinone oxi-
doreductase 1,NQO1]、超氧化物歧化酶( superoxide
dismutase,SOD)等相关基因起到抗氧化作用[15-16]。
SIRT6 是 Nrf2 信号的正向调节因子,在我们的研究

中,SIRT6 过表达导致 Nrf2、HO-1 表达增加,减轻

AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡和氧化应激。
研究发现[17],SIRT6 可通过激活 AMPK 抑制氧

化应激,从而保护心脏缺血再灌注损伤。 此外,Nrf2
可被 AMPK 激活[18],可见 Nrf2 是 AMPK 的潜在下

游靶点。 我们的研究中 SIRT6 过表达时 p-AMPK 与

Nrf2、HO-1 同步增加并抑制 AngⅡ诱导的氧化应激

反应,证实了这一结论。 Nrf2 积累和激活可能是心

肌细胞对 AngⅡ诱导的抗氧化损伤的一种自我保护

机制,而这一过程的完成由 SIRT6 通过 AMPK 参与

调控。 AMPK 抑制剂 CC 干预后,与 AngⅡ+SIRT6
组相比,细胞凋亡率显著升高,说明 AMPK 抑制剂

可以逆转 SIRT6 对 AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡的抑

制作用,进一步验证了 SIRT6 通过 AMPK 信号通路

抑制 AngⅡ诱导的心肌细胞凋亡作用。 因此得出结

论,SIRT6 通过 AMPK 激活 Nrf2 / HO-1 通路抑制氧

化应激,参与对心肌细胞的保护作用。
综上,AngⅡ诱导 ROS 的生成,激活氧化应激使

心肌细胞 DNA 损伤,最终导致心肌细胞凋亡,而这

个过程可被 SIRT6 阻断。 本研究中,SIRT6 通过促

进 AMPK / Nrf2 / HO-1 表达抑制氧化应激,在保护心

肌细胞中起重要作用。 SIRT6 可作为抑制氧化应

激、保护心肌细胞免受 DNA 损伤的关键因子,可能

是心血管疾病治疗的新靶点。 它在心血管疾病中

的作用有待进一步阐明。
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