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神经调节蛋白 1 通过 ERK1-2 通路减轻心肌细胞缺氧复氧损伤
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[摘　 要] 　 目的　 探究神经调节蛋白 1(NRG-1)通过细胞外调节蛋白激酶 1 / 2(ERK1 / 2)通路减轻心肌细胞缺氧

复氧(H / R)损伤的作用。 方法　 培养心肌 H9c2 细胞株,随机分为常规条件下用不含药物 DMEM 处理的对照组、
H / R 条件下用不含药物 DMEM 处理的 H / R 组、H / R 条件下用含 NRG-1 DMEM 处理的 NRG-1 组、H / R 条件下用含

NRG-1 及 ERK1 / 2 抑制剂 PD98059 处理的 NRG-1+PD 组。 检测细胞增殖活力、凋亡率及细胞中的凋亡基因、炎症

指标、ERK1 / 2。 结果　 H / R 组细胞的 OD490 水平明显低于对照组,细胞凋亡率、细胞中 cleaved Caspase-8、cleaved
Caspase-9、cleaved Caspase-3、核因子 κB(NF-κB)、ERK1 / 2 的表达水平及培养基中肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞

介素 1β( IL-1β)、γ 干扰素( IFN-γ)的含量明显高于对照组;NRG-1 组细胞的 OD490 水平及细胞中 ERK1 / 2 的表达水

平明显高于 H / R 组,细胞凋亡率、细胞中 cleaved Caspase-8、cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3、NF-κB 的表达水平

及培养基中 TNF-α、IL-1β、IFN-γ 的含量明显低于 H / R 组;NRG-1+PD 组细胞的 OD490 水平及细胞中 ERK1 / 2 的表

达水平明显低于 NRG-1 组,细胞凋亡率、细胞中 cleaved Caspase-8、cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3、NF-κB 的表

达水平及培养基中 TNF-α、IL-1β、IFN-γ 的含量明显高于 NRG-1 组。 结论　 NRG-1 通过激活 ERK1 / 2 通路减轻心

肌细胞 H / R 损伤。
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Neuregulin-1 alleviates hypoxia / reoxygenation injury of cardiomyocytes through
ERK1 / 2 pathway
HUANG Xianli, RAO Lingzhang, XIONG Hui, ZHANG Peng
(Department of Cardiology, Wuchang Hospital of Wuhan University of Science and Technology, Wuhan, Hubei 430063,
China)
[KEY WORDS]　 cardiomyocyte;　 hypoxia / reoxygenation;　 neuregulin-1;　 extracellular regulated protein kinase 1 / 2
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of neuregulin-1(NRG-1) on alleviating hypoxia / reoxygenation (H / R)
injury of cardiomyocytes through extracellular regulated protein kinase 1 / 2 (ERK1 / 2) pathway. 　 　 Methods　 Myocardial
H9c2 cell lines were cultured and randomly divided into control group treated with DMEM without drugs under conventional
conditions, H / R group treated with DMEM without drugs under H / R conditions, NRG-1 group treated with DMEM contai-
ning NRG-1 under H / R conditions, and NRG-1+PD group treated with PD98059 containing NRG-1 and ERK1 / 2 inhibitors
under H / R conditions. 　 Then cell proliferation, apoptosis, apoptosis gene, inflammatory index, ERK1 / 2 were determined.
Results　 The OD490 level of H / R group was significantly lower than that of control group, the apoptotic rate, the expression
levels of cleaved caspase-8, cleaved caspase-9, cleaved caspase-3, nuclear factor kappa B (NF-κB), ERK1 / 2 in cells
and the contents of tumor necrosis factor alpha ( TNF-α), interleukin 1beta ( IL-1β), interferon gamma ( IFN-γ) in
culture medium were significantly higher than those of control group. 　 The OD490 level and the expression level of ERK1 / 2
in cells of NRG-1 group were significantly higher than those of H / R group, and the apoptotic rate, the expression levels of
cleaved caspase-8, cleaved caspase-9, cleaved caspase-3, NF-κB in cells and the contents of TNF-α, IL-1β, IFN-γ in
culture medium were significantly lower than those of H / R group. 　 The OD490 level and the expression level of ERK1 / 2 in
cells of NRG-1+PD group were significantly lower than those of NRG-1 group, and the apoptotic rate, the expression levels
of cleaved caspase-8, cleaved caspase-9, cleaved caspase-3, NF-κB in cells and the contents of TNF-α, IL-1β, IFN-γ in

059 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol 27,No 11,2019



culture medium were significantly higher than those of NRG-1 group. 　 　 Conclusion　 NRG-1 can alleviate H / R injury of
cardiomyocytes by activating ERK1 / 2 pathway.

　 　 心肌缺血再灌注是急性心肌梗死患者接受经

皮冠状动脉介入治疗术后必经的病理生理过程,缺
血再灌注能够通过激活细胞凋亡、炎症反应、氧化应

激等过程来加重心肌损伤,影响介入治疗效果及病情

转归[1-2]。 细胞外调节蛋白激酶 1 / 2(extracellular reg-
ulated protein kinase 1 / 2,ERK1 / 2)通路是细胞内参

与缺血再灌注过程的补救激酶系统,能够介导抗凋

亡、抗炎等生物学效应,已经被证实在缺血再灌注

的心肌组织中呈代偿性激活的状态,多种具有心肌

保护作用的药物也被证实能够通过激活 ERK1 / 2 通

路来减轻缺血缺氧、缺血再灌注等病理因素引起的

心肌损伤[3-5]。
神经调节蛋白 1 ( neuregulin-1,NRG-1)是类表

皮生长因子家族的新成员,NRG-1 参与心肌发育过

程,其表达的缺失会造成胎鼠心脏发育缺陷。 新近

的研究表明 NRG-1 在心血管系统中发挥保护作用,
能够减轻高糖引起的心肌细胞损伤、内皮细胞损

伤[6-7]。 为了探究 NRG-1 在心肌缺血再灌注损伤中

的应用价值,本研究通过体外心肌 H9c2 细胞缺氧

复氧(hypoxia / reoxygenation,H / R)来模拟体内心肌

缺血再灌注的病理生理过程,具体分析了 NRG-1 通

过 ERK1 / 2 通路减轻心肌细胞 H / R 损伤的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

H9c2 细胞株购自 ACTT 公司,NRG-1、ERK1 / 2
抑制剂 PD98059 购自 Sigma 公司,MTS 细胞增殖活

力检测试剂盒购自 Promega 公司,流式 Annexin-
FITC / PI 双染法试剂盒、细胞核蛋白与细胞质蛋白

抽提试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒购自上海碧云天

公司,含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(cysteinyl
aspartate specific proteinase, Caspase) -8、 Caspase-9、
Caspase-3、核因子 κB ( nuclear factor-κB,NF-κB)、
ERK1 / 2 的单克隆抗体购自 Santa Cruz 公司,肿瘤坏

死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)、白细胞介

素 1β( interleukin-1β, IL-1β)、γ 干扰素( interferon-
γ,IFN-γ)的酶联免疫吸附(ELISA)试剂盒购自上海

西唐公司。
1. 2　 细胞培养方法

H9c2 细胞复苏后用含有体积分数 10% 胎牛血

清( fetal bovine serum,FBS)的杜氏改良 Eagle 培养

基(DMEM)培养,每 2 天更换 1 次培养基,待细胞铺

满培养瓶底面 90% 后用 0. 125% 胰蛋白酶进行消

化,离心收集细胞后用培养基重悬,进行传代培养。
1. 3　 细胞分组及干预方法

取传代培养的细胞接种在培养板中并进行分

组处理,对照组用不含药物的 DMEM 在普通条件下

培养(37 ℃、95% 空气、5% CO2)、H / R 组用不含药

物的 DMEM 在缺氧复氧条件下培养(37 ℃、94%
N2、1%空气、5%CO2 2 h,37 ℃、95%空气、5%CO2 4
h)、NRG-1 组用含有 250 nmol / L NRG-1 的 DMEM
在缺氧复氧条件下培养、NRG-1+PD 组用含有 250
nmol / L NRG-1 和 20 μmol / L PD98059 的 DMEM 在

缺氧复氧条件下培养。
1. 4　 细胞增殖活力检测方法

H / R 后,取 MTS 试剂盒的检测液 20 μL、加入

培养基中,在培养箱中继续培养 4 h 后取出,震荡混

匀后在酶标仪上计算 490 nm 波长处的吸光度值,记
录为 OD490。
1. 5　 细胞凋亡率检测方法

H / R 后,0. 125%胰蛋白酶消化并收集细胞,加
入 200 μL Binding Buffer 后采用流式 Annexin-FITC /
PI 双染法试剂盒对细胞进行 Annexin-FITC 染色和

PI 染色,加入 400 μL 磷酸盐缓冲液重悬后在流式

细胞仪上检测 Annexin-FITC 阳性、PI 阴性细胞的比

例作为细胞凋亡率。
1. 6　 Western blot

H / R 后,收集细胞并采用细胞核蛋白与细胞质

蛋白 抽 提 试 剂 盒, 细 胞 质 蛋 白 用 于 Caspase-8、
Caspase-9、Caspase-3、ERK1 / 2 检测,细胞核蛋白用

于 NF-κB 检测。 蛋白裂解液提取总蛋白,与上样缓

冲液混合后 100 ℃加热变性,变性的蛋白样本加入

聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳和转膜,蛋白转移至 NC
膜后用 5% 脱脂牛奶在室温封闭 1 h, 而后用

Caspase-8、Caspase-9、Caspase-3、NF-κB、ERK1 / 2 的

一抗在 4 ℃ 孵育过夜;第 2 天,用 TBST 溶液漂洗

NC 膜 3 遍后用二抗在室温孵育 1 h,再次用 TBST
溶液漂洗 NC 膜 3 遍,最后曝光得到蛋白条带,以 β-
actin 为内参,通过蛋白条带的灰度值计算 cleaved
Caspase-8、cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3、NF-
κB、ERK1 / 2 的蛋白表达量。
1. 7　 细胞因子检测方法

H / R 后,收集培养基并采用 ELISA 试剂盒检测
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TNF-α、IL-1β、IFN-γ 的含量,收集细胞并采用 BCA
试剂盒检测总蛋白含量,计算每毫克总蛋白对应

TNF-α、IL-1β、IFN-γ 的含量。
1. 8　 统计学方法

采用 SPSS22. 0 软件进行数据分析,四组间计

量资料的比较采用方差分析,P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 NRG-1 对 H9c2 细胞中 ERK1 / 2 通路的调节

作用

与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞中 p-ERK1 / 2
的表达水平显著升高(P<0. 05);与 H / R 组比较,
NRG-1 组 H9c2 细胞中 p-ERK1 / 2 的表达水平显著

升高(P<0. 05);与 NRG-1 组比较,NRG-1+PD 组

H9c2 细胞中 p-ERK1 / 2 的表达水平显著降低(P<
0. 05;图 1)。

图 1. Western blot 检测 H9c2 细胞中 ERK1 / 2 的蛋白表达

量(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与H / R 组

比较;c 为 P<0. 05,与 NRG-1 组比较。

Figure 1. Detection of ERK1 / 2 protein expression in H9c2
cells by Western blot(n=5)

2. 2　 NRG-1 对 H9c2 细胞增殖活力的调节作用

与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞的 OD490 水平

显著降低 (P < 0. 05);与 H / R 组比较, NRG-1 组

H9c2 细胞的 OD490 水平显著升高 (P < 0. 05);与
NRG-1 组比较,NRG-1+PD 组 H9c2 细胞的 OD490 水

平显著降低(P<0. 05;图 2)。

图 2. 四组间 H9c2 细胞增殖活力的比较(n = 5) 　 　 a 为 P<
0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c 为 P<0. 05,与
NRG-1 组比较。

Figure 2. Comparison of proliferation viability of H9c2 cells
among four groups (n=5)

2. 3　 NRG-1 对 H9c2 细胞凋亡的调节作用

与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞的凋亡率显

著升高(P<0. 05);与 H / R 组比较,NRG-1 组 H9c2
细胞的凋亡率显著降低(P<0. 05);与 NRG-1 组比

较,NRG-1+PD 组 H9c2 细胞的凋亡率显著升高(P<
0. 05;图 3)。

与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞中 cleaved
Caspase-8、cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3 的表

达水平显著升高(P<0. 05);与 H / R 组比较,NRG-1
组 H9c2 细胞中 cleaved Caspase-8、cleaved Caspase-
9、 cleaved Caspase-3 的表达水平显著降低 ( P <
0. 05);与 NRG-1 组比较,NRG-1+PD 组 H9c2 细胞

中 cleaved Caspase-8、 cleaved Caspase-9、 cleaved
Caspase-3 的表达水平显著升高(P<0. 05;图 4)。
2. 4　 NRG-1 对 H9c2 细胞中炎症反应的调节作用

与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞核中 NF-κB
的表达水平及培养基中 TNF-α、IL-1β、IFN-γ 的含量

显著升高 (P < 0. 05);与 H / R 组比较, NRG-1 组

H9c2 细胞核中 NF-κB 的表达水平及培养基中 TNF-
α、IL-1β、 IFN-γ 的含量显著降低 ( P < 0. 05 );与

NRG-1 组比较,NRG-1+PD 组 H9c2 细胞核中 NF-κB
的表达水平及培养基中 TNF-α、IL-1β、IFN-γ 的含量

显著升高(P<0. 05;图 5 和表 1)。
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图 3. 四组间 H9c2 细胞凋亡率的比较(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c 为 P<0. 05,与 NRG-1 组

比较。

Figure 3. Comparison of apoptosis rate of H9c2 cells among four groups (n=5)

图 4. Western blot 检测 H9c2 细胞中 cleaved Caspase-8、
cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3的蛋白表达量(n=5)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c 为 P<
0. 05,与 NRG-1 组比较。

Figure 4. Detection of cleaved caspase-8, cleaved caspase-
9, cleaved caspase-3 protein expression in H9c2 cells by
Western blot (n=5)

图 5. Western blot 检测 H9c2 细胞核中 NF-κB 的表达量(n
=5)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比

较;c 为 P<0. 05,与 NRG-1 组比较。

Figure 5. Detection of NF-κB expression in H9c2 nucleus by
Western blot (n=5)
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表 1. 四组间 H9c2 细胞培养基中 TNF-α、IL-1β、IFN-γ含量

的比较(μg / g, n=5)
Table 1. Comparison of TNF-α, IL-1β, IFN-γ contents in
culture media of H9c2 cells among four groups(μg / g, n =
5)

分　 组 TNF-α IL-1β IFN-γ

对照组 4. 12±0. 74 11. 38±1. 85 24. 12±5. 58

H / R 组 13. 27±2. 26a 31. 39±7. 58a 62. 39±9. 29a

NRG-1 组 7. 03±1. 02b 18. 28±2. 77b 39. 19±6. 58b

NRG-1+PD 组 11. 28±1. 89c 26. 52±4. 12c 50. 38±7. 62c

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c
为 P<0. 05,与 NRG-1 组比较。

3　 讨　 论

心肌缺血再灌注是影响心肌梗死后介入治疗

效果的重要病理生理因素,减轻心肌缺血再灌注是

改善心肌梗死后介入治疗效果、优化心肌梗死患者

病情转归的重要靶点。 本研究通过心肌 H9c2 细胞

H / R 来模拟心肌缺血再灌注的病理生理过程,结果

表明,在 H / R 后,H9c2 细胞的增殖活力明显下降、
凋亡率明显增加,表明 H / R 能够引起 H9c2 细胞发

生损伤,表现为增殖过程受到抑制以及凋亡过程增

强。 NRG-1 是在心血管系统中发挥重要调节作用

的活性蛋白,该蛋白最早被证实参与心肌发育过

程[8-9],新近的研究则证实 NRG-1 能够减轻高糖引

起的心肌细胞及内皮细胞损伤[6-7],本研究将 NRG-
1 用于心肌细胞 H / R 的干预,在 NRG-1 干预后,
H9c2 细胞的增殖活力明显升高,而凋亡率明显降

低,说明 NRG-1 对 H / R 引起的 H9c2 细胞损伤具有

保护作用。
在 H / R 引起心肌细胞损伤的过程中,细胞凋亡

及炎症反应是重要的病理环节。 Caspase 家族中的

Caspase-8、Caspase-9、Caspase-3 参与细胞凋亡的调

控,H / R 刺激细胞中死亡受体途径、线粒体途径、内
质网应激途径发生激活,启动凋亡反应的级联放

大, 同 时 有 活 性 的 cleaved Caspase-8、 cleaved
Caspase-9、cleaved Caspase-3 也大量表达[10-13]。 NF-
κB 是参与炎症反应调控的核心分子,H / R 刺激细

胞内 NF-κB 活化后能够在细胞核内启动 TNF-α、IL-
1β、IFN-γ 的表达,TNF-α、IL-1β、IFN-γ 大量释放后

促进炎症反应的级联激活[14-17]。 在本研究中,H / R
组细 胞 中 cleaved Caspase-8、 cleaved Caspase-9、
cleaved Caspase-3、NF-κB 的表达及培养基中 TNF-
α、IL-1β、IFN-γ 的含量均明显增多,表明 H / R 能够

促进 H9c2 细胞凋亡及炎症反应激活。 在 NRG-1 干

预后, cleaved Caspase-8、 cleaved Caspase-9、 cleaved
Caspase-3、NF-κB 的表达及培养基中 TNF-α、IL-1β、
IFN-γ 的含量均明显减少,表明 NRG-1 对 H / R 引起

的 H9c2 细胞凋亡及炎症反应激活具有显著抑制作

用,这与 NRG-1 减轻 H / R 引起 H9c2 细胞损伤的结

果相吻合,同时也提示抗凋亡和抗炎是 NRG-1 发挥

保护作用的分子机制。
ERK1 / 2 信号通路是调控细胞生长、增殖、凋亡

及炎症、应激等环节的重要通路,也被认为是缺血

再灌注过程中的补救激酶系统。 在组织经历缺血

再灌注的过程中,细胞受到刺激并使细胞中的

ERK1 / 2 发生磷酸化活化,磷酸化的 ERK1 / 2 一方

面能够使多种 Caspase 的表达受到抑制进而阻碍细

胞凋亡的发生,另一方面能够使 NF-κB 的表达受到

抑制进而阻碍炎症细胞因子的分泌及炎症反应的

活化[18-19]。 因此,ERK1 / 2 在缺血再灌注组织中的

激活也被认为是机体自身代偿和自我保护的机制。
在本研究中,H / R 组细胞中 p-ERK1 / 2 的表达明显

增多,而 NRG-1 组细胞中 p-ERK1 / 2 的表达明显高

于 H / R 组, 表明 H / R 能够刺激心肌细胞中的

ERK1 / 2 发生活化,而 NRG-1 干预能够进一步促进

ERK1 / 2 的活化,继而推测促进 ERK1 / 2 活化是

NRG-1 发挥心肌细胞保护作用的机制。 为了验证

这一推测,本研究在 NRG-1 干预的基础上加用了

ERK1 / 2 的抑制剂 PD98059,发现 PD98059 能够逆

转 NRG-1 增加细胞增殖活力及降低细胞凋亡率、凋
亡基因表达、炎症细胞因子分泌的作用,由此也表

明 ERK1 / 2 的激活介导了 NRG-1 对心肌细胞的保

护作用。
综上所述,NRG-1 对 H / R 引起的 H9c2 细胞损

伤具有保护作用,具体表现为促进细胞增殖、抑制

细胞凋亡并调节凋亡基因表达、炎症细胞因子分泌

及 ERK1 / 2 通路活化;激活 ERK1 / 2 通路是 NRG-1
减轻心肌细胞 H / R 损伤的分子机制。
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