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摘要　目的：探究环泊酚对Ｈ９ｃ２心肌细胞缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）性损伤的影响及其潜在机制。方法：Ｈ９ｃ２心肌细胞分别用不同浓度环泊酚预
处理４８ｈ，并在缺氧条件下培养７ｈ，再复氧培养６ｈ。将细胞分为６组：对照组、Ｈ／Ｒ组、异丙酚组、环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组、环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ
组和环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。使用噻唑蓝（ＭＴＴ）评估Ｈ９ｃ２心肌细胞存活；流式细胞术检测细胞凋亡；２，７－二氯荧光素二乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）评
估细胞内活性氧（ＲＯＳ）水平；试剂盒检测丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）活性；酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）法测定白细胞介素（ＩＬ）－６、ＩＬ－１β和肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）－α水平；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ）检测相关蛋白的表达。结果：与对
照组比较，Ｈ／Ｒ组Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０１），Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白水平升高（Ｐ＜０．０１）；ＲＯＳ浓度和 ＭＤＡ含量增加（Ｐ＜０．０１），ＳＯＤ
和ＧＳＨ－Ｐｘ活性降低（Ｐ＜０．０１）；炎性细胞因子释放明显增加（Ｐ＜０．０１）；蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）、糖原合酶激酶３β（ＧＳＫ－３β）、血红素加氧酶１
（ＨＯ－１）、核因子红细胞相关因子２（Ｎｒｆ２）蛋白表达下降（Ｐ＜０．０１）。与Ｈ／Ｒ组相比，环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组、环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组心肌细胞凋
亡，氧化应激和炎症反应明显减轻（Ｐ＜０．０１），ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２通路明显激活（Ｐ＜０．０１）。结论：环泊酚在Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９ｃ２心肌细胞
损伤中发挥保护作用，是一种潜在的抗心肌缺血再灌注损伤候选药物。
关键词　环泊酚；Ｈ９ｃ２心肌细胞；缺氧／复氧；细胞凋亡；氧化应激；炎症反应；实验研究

ｄｏｉ：１０．１２１０２／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－１３４９．２０２４．２３．０１０　

　　心血管疾病是一种严重威胁人类健康的常见病，
具有高致残率和高死亡率，也是病人生活质量下降的
主要原因［１－２］。心肌缺血与多种心脏病的发生发展密
切相关，是心肌梗死和恶性心律失常的急性加重因素。
心肌缺血是由于缺乏血液流向心肌，导致氧气、葡萄糖
和其他可支持线粒体氧化磷酸化的营养物质不足［３］。
恢复缺血性心脏的血供是缺血性心脏病的主要治疗方
法，但血液再灌注可引起心肌缺血／再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤，
使病人病情恶化，影响病人预后［４］。Ｉ／Ｒ伴有氧化应
激、细胞内钙超载和炎症反应，可激活细胞凋亡、坏死
和自噬，最终导致心肌的进一步损伤［５］。由于心肌细
胞是终末分化的细胞，不能再生，因此，防止心肌细胞
损伤是一种治疗心肌缺血的有效策略。
环泊酚（ＨＳＫ３４８６）是一种新型２，６－烷基二取代

苯酚衍生物，其化学结构类似于异丙酚。在前期实验
中，环泊酚具有起效快、恢复快、无积累、注射后疼痛
小、呼吸抑制小等特点，具有潜在的临床应用价值［６］。
研究表明，环泊酚表现出比异丙酚更高的脂溶性和药
代效力［６］。动物研究表明，异丙酚对心肌Ｉ／Ｒ损伤具
有保护作用［７］，环泊酚可以有效保护心脏心肌梗死［８］，
但环泊酚对心肌Ｉ／Ｒ损伤是否有保护作用尚不清楚。
本研究用缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）处理 Ｈ９ｃ２细胞以模拟体
外Ｉ／Ｒ损伤，旨在确定环泊酚对心肌Ｉ／Ｒ损伤的保护
作用和潜在机制。
１　材料与方法
１．１　主要试剂
　　大鼠心肌细胞（Ｈ９ｃ２）购自上海生物科学研究所；
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环泊酚和异丙酚购自四川海思科制药公司；Ｖ－异硫氰
酸荧光素（Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ）／碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）细胞凋亡试剂盒购自南京诺唯赞生物公司；
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自武汉云克隆生
物公司；丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷
胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）诊断试剂盒购自南京建
成生物公司；所有抗体均购自美国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　细胞培养
大鼠心肌 Ｈ９ｃ２细胞孵育在ＤＭＥＭ 高糖培养基

中，补充有１０％ 胎牛血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬ青霉素
和１００μｇ／ｍＬ链霉素（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）。在３７℃，
５％ＣＯ２ 的环境下，细胞保存在含９５％空气的加湿培
养箱中。本研究获得山西省心血管病医院医学伦理委
员会批准（２０２３ＷＪ５００）。
１．３　体外 Ｈ／Ｒ模型［９］及分组

Ｈ９ｃ２心肌细胞分别用０．５、１、２、４、８、１６和３２

μｍｏｌ／Ｌ环泊酚预处理４８ｈ，并在缺氧条件下培养７
ｈ，再复氧培养６ｈ。比较不同浓度环泊酚预处理后的
Ｈ９ｃ２细胞存活率以及缺氧７ｈ／复氧１～６ｈ的Ｈ９ｃ２细
胞存活率。将培养的 Ｈ９ｃ２心肌细胞随机分为对照组、
Ｈ／Ｒ组、异丙酚组、环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组、环泊酚２

μｍｏｌ／Ｌ组和环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。对照组细胞常规培
养，环丙酚各浓度组细胞在缺氧前用不同浓度的环泊酚
处理１ｈ，异丙酚组细胞在缺氧前用异丙酚处理１ｈ，然
后在缺氧条件下培养７ｈ，再复氧６ｈ。用４μｍｏｌ／Ｌ环
泊酚和１０μｍｏｌ／Ｌ　ＰＩ３Ｋ抑制剂Ｌｙ２９４００２共同处理Ｈ／
Ｒ诱导的Ｈ９ｃ２细胞，分为对照组、环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组、
环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　Ｌｙ２９４００２组，检测３组蛋
白激酶Ｂ（ＡＫＴ）／糖原合酶激酶－３β（ＧＳＫ－３β）／红细胞相
关因子２（Ｎｒｆ２）信号通路蛋白表达、Ｈ９ｃ２细胞凋亡率、
氧化应激指标、炎性因子。
１．４　噻唑蓝（ＭＴＴ）法
将Ｈ９ｃ２细胞以１×１０４ 细胞／孔的密度孵育在９６
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孔板（美国Ｃｒｏｎｉｎｇ公司）中，环泊酚处理完成后，用磷
酸缓冲液溶液（ＰＢＳ）清洗每组 Ｈ９ｃ２细胞２次，并向每
孔中加入１００μＬ正常培养基，２０μＬ的ＭＴＴ溶液，并
在３７℃下孵育４ｈ。去除上清液后，向每孔中加入
１５０μＬ二甲基亚砜，并在振荡器上振荡１０ｍｉｎ，并通
过微孔板读数器在４９０ｎｍ处测量吸光度（ＯＤ）值。
１．５　流式细胞术
环泊酚预处理和 Ｈ／Ｒ损伤后，收集培养基中的悬

浮细胞和贴壁细胞。用胰蛋白酶（北京碧云天生物技
术有限公司）消化 Ｈ９ｃ２细胞。根据制造商的说明，用
冰ＰＢＳ洗涤细胞２次，并将其重悬在１×结合缓冲液
（３００μＬ）中。室温条件下，用异Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ（５μＬ）
和ＰＩ（５μＬ）在黑暗中对细胞染色１５ｍｉｎ。最后，使用
流式细胞仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公司）分析伴随光散
射的荧光信号。
１．６　活性氧（ＲＯＳ）水平检测
环泊酚预处理和Ｈ／Ｒ损伤的Ｈ９ｃ２细胞达到７０％

～８０％的融合度时，取出上层培养基，并用ＰＢＳ洗涤２
次。用ＲＯＳ测定试剂盒（美国 Ａｂｃａｍ公司）在３７℃
下对细胞进行３０ｍｉｎ的染色。用适合于异硫氰酸荧
光素（ＦＩＴＣ）的过滤器组对活细胞进行成像。在荧光
显微镜下观察结果并拍照。
１．７　ＭＤＡ、ＳＯＤ和 ＧＳＨ－Ｐｘ活性测定
环泊酚预处理和 Ｈ／Ｒ损伤后，用指定的商业试剂

盒采集细胞，测量 Ｈ９ｃ２细胞中 ＭＤＡ、ＳＯＤ水平和
ＧＳＨ－Ｐｘ活性。
１．８　促炎细胞因子水平测定
环泊酚预处理和 Ｈ／Ｒ损伤后，离心 Ｈ９ｃ２细胞并

收集上清液。根据制造商的说明，通过ＥＬＩＳＡ试剂盒
检测白介素（ＩＬ）－６、ＩＬ－１β和肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）－α水平。
１．９　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ）
在４℃下用ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取 Ｈ９ｃ２蛋白，

使用二喹啉甲酸（ＢＣＡ）试剂盒（北京碧云天生物技术
有限公司）测定蛋白浓度。用十二烷基硫酸钠－聚丙烯
酰胺凝胶 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳分离蛋白，并转膜到聚偏
氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。５％脱脂牛奶封闭１ｈ后，４℃
下用稀释的抗 Ｃａｓｐａｓｅ－３（１∶１　０００）、抗蛋白激酶Ｂ
（ＡＫＴ）（１∶１　０００）、抗糖原合酶激酶３β（ＧＳＫ－３β）（１∶
１　０００）、抗核因子红细胞相关因子２（Ｎｒｆ２）和抗血红素
加氧酶１（ＨＯ－１）孵育过夜。用与辣根过氧化物酶标
记的二抗孵育１ｈ，并用增强化学发光试剂（ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）化学发光检测系统检测。用
Ｉｍａｇｅ　Ｊ分析图像灰度值。以β－ａｃｔｉｎ作为内参。
１．１０　统计学处理
采用ＳＰＳＳ　１７．０软件进行统计分析。符合正态分

布的定量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比
较采用单因素方差分析，组间两两比较采ｔ检验。以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果
２．１　环泊酚对 Ｈ／Ｒ损伤性 Ｈ９ｃ２细胞存活率的影响
与对照组相比，Ｈ９ｃ２细胞存活率随着复氧时间的

增加而降低（Ｐ＜０．０１）。在缺氧７ｈ和复氧６ｈ条件
下，细胞存活率为（５５．２３±３．４１）％。详见图１。与对
照组相比，环泊酚０．５μｍｏｌ／Ｌ组、环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ
组、环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组、环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组Ｈ９ｃ２细
胞存活率差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明在０．５
～４μｍｏｌ／Ｌ剂量下环泊酚对 Ｈ９ｃ２细胞没有毒性。
与对照组相比，环泊酚浓度高于８μｍｏｌ／Ｌ时，Ｈ９ｃ２
细胞存活率明显降低（Ｐ＜０．０１），表明高于８μｍｏｌ／Ｌ
的剂量对细胞有毒性。详见图２。与对照组相比，Ｈ／
Ｒ组细胞存活率下降至（５６．８７±１．９５）％（Ｐ ＜０．０１）；
与Ｈ／Ｒ组相比，不同浓度环泊酚组细胞存活率明显增加
（Ｐ＜０．０１）。详见图３。

图１　ＭＴＴ检测 Ｈ／Ｒ处理后的

Ｈ９ｃ２细胞存活率
（Ａ为对照组；Ｂ为缺氧７ｈ组；Ｃ为缺氧７ｈ／复氧１ｈ组；

Ｄ为缺氧７ｈ／复氧３ｈ组；Ｅ为缺氧７ｈ／复氧６ｈ组；

Ｆ为缺氧７ｈ／复氧９ｈ组；Ｇ为缺氧７ｈ／复氧１２ｈ组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１）

图２　 ＭＴＴ检测环泊酚预处理的

Ｈ９ｃ２细胞存活率
（Ａ为对照组；Ｂ为环泊酚０．５μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｃ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；Ｄ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｅ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；Ｆ为环泊酚８μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｇ为环泊酚１６μｍｏｌ／Ｌ组；Ｈ为环泊酚３２μｍｏｌ／Ｌ组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１）
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图３　ＭＴＴ检测环泊酚处理的 Ｈ／Ｒ模型

Ｈ９ｃ２细胞存活率
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为异丙酚组；

Ｄ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；Ｅ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｆ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；

与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

２．２　环泊酚对Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡的影响
与对照组相比，Ｈ／Ｒ诱导了 ＨＣＣ８２７和ＰＣ－９细

胞凋亡，裂解的Ｃａｓｐａｓｅ－３表达上调（Ｐ＜０．０１）。与Ｈ／Ｒ
组相比，环泊酚明显抑制 Ｈ／Ｒ诱导的细胞凋亡，裂解
的Ｃａｓｐａｓｅ－３表达下调（Ｐ ＜０．０５），表明环泊酚抑制

Ｈ／Ｒ诱导的 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡。详见图４～图７。

图４　流式细胞术检测 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为异丙酚组；Ｄ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｅ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；Ｆ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组）

图５　各组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率柱状图
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为异丙酚组；

Ｄ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；Ｅ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｆ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；

与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图６　各组Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达条带图
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为异丙酚组；

Ｄ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；Ｅ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｆ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组）
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图７　各组Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达柱状图
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为异丙酚组；

Ｄ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；Ｅ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｆ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；

与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

２．３　环泊酚对Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９ｃ２细胞氧化应激的影响
与对照组相比，Ｈ／Ｒ组 ＭＤＡ含量明显增加，ＧＳＨ－

Ｐｘ和ＳＯＤ活性明显降低，ＲＯＳ水平明显升高，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与 Ｈ／Ｒ组相比，环泊酚２、

４μｍｏｌ／Ｌ处理明显减弱了 Ｈ９ｃ２细胞氧化应激（Ｐ＜０．
０１），表明环泊酚处理可减少 Ｈ／Ｒ诱导心肌损伤中的
氧化应激。详见图８～图１０。

图８　各组氧化应激指标比较
（Ａ为 ＭＤＡ含量比较；Ｂ为ＧＳＨ－Ｐｘ活性比较；Ｃ为ＳＯＤ活性比较。

１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；３为异丙酚组；４为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；５为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；

６为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图９　２，７－氯荧光素二乙酸酯（ＤＣＦＤＡ）染色图
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为异丙酚组；Ｄ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；Ｅ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；Ｆ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组）

图１０　各组ＤＣＦＤＡ荧光强度比较
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；

Ｃ为异丙酚组；Ｄ为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｅ为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；Ｆ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

２．４　环泊酚对Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９ｃ２细胞炎症反应的影响
与对照组相比，Ｈ／Ｒ诱导的Ｈ９ｃ２细胞中ＩＬ－６、ＩＬ－

１β和ＴＮＦ－α水平明显升高（Ｐ ＜０．０１）；与 Ｈ／Ｒ组相
比，环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组、环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组ＩＬ－６、ＩＬ－
１β和ＴＮＦ－α水平明显降低（Ｐ＜０．０１），表明环泊酚处
理减弱了 Ｈ９ｃ２细胞炎症反应。详见图１１。
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图１１　各组ＩＬ－６、ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α水平比较
（Ａ为ＩＬ－６水平比较；Ｂ为ＩＬ－１β水平比较；Ｃ为ＴＮＦ－α水平比较。１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；

３为异丙酚组；４为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；５为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；６为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

２．５　环泊酚对ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２通路的影响
与对照组相比，环泊酚可下调ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ＧＳＫ－３β、

Ｎｒｆ２和ＨＯ－１蛋白的表达（Ｐ＜０．０１）。与Ｈ／Ｒ组相比，

环泊酚２、４μｍｏｌ／Ｌ处理明显增加ｐ－ＡＫＴ、ｐ－ＧＳＫ－３β、

Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１表达（Ｐ ＜０．０１），表明环泊酚激活了

ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２信号通路。详见图１２、图１３。

图１２　各组 Ｈ９ｃ２细胞中ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ、ＧＳＫ－３β和ｐ－ＧＳＫ－３β蛋白表达
（Ａ为各组ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β通路蛋白表达条带图；Ｂ为各组ｐ－ＡＫＴ／ＡＫＴ比较；Ｃ为各组ｐ－ＧＳＫ－３β／ＧＳＫ－３β比较。

１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；３为异丙酚组；４为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；５为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；６为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图１３　Ｈ９ｃ２细胞中Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１蛋白表达
（Ａ为 Ｈ９ｃ２细胞中Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１蛋白表达条带图；Ｂ为各组Ｎｒｆ２蛋白表达比较；Ｃ为各组 ＨＯ－１蛋白表达比较。

１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；３为异丙酚组；４为环泊酚１μｍｏｌ／Ｌ组；５为环泊酚２μｍｏｌ／Ｌ组；６为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

２．６　环泊酚通过 ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２信号通路保护
心脏损伤

用４μｍｏｌ／Ｌ环泊酚和１０μｍｏｌ／Ｌ的磷酸肌醇３－
激酶（ＰＩ３Ｋ）抑制剂Ｌｙ２９４００２共同处理 Ｈ／Ｒ诱导的

Ｈ９ｃ２细胞。与环泊酚组相比，ＬＹ２９４００２在 Ｈ／Ｒ诱

导的 Ｈ９ｃ２细胞中明显逆转了环泊酚的抗凋亡、抗氧
化应激和抗炎症反应作用（Ｐ ＜０．０５），表明环泊酚通
过抑制ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２信号通路保护心肌Ｉ／Ｒ损
伤。详见图１４～图２１。
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图１４　各组 Ｈ９ｃ２细胞中ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β通路蛋白表达
（Ａ为 Ｈ９ｃ２细胞中ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β通路蛋白表达条带图；Ｂ为ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β通路蛋白表达比较。

１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；３为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；４为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图１５　各组 Ｈ９ｃ２细胞中Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１的蛋白表达
（Ａ为 Ｈ９ｃ２细胞中Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１蛋白表达条带图；Ｂ为Ｎｒｆ２和 ＨＯ－１蛋白表达比较。

１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；３为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；４为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图１６　流式细胞术检测 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率
（Ａ为流式细胞图；Ｂ为各组细胞凋亡率比较。１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；３为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；

４为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图１７　ＤＣＦＤＡ染色检测ＲＯＳ水平
［Ａ为ＤＣＦＤＡ染色（×２００）；Ｂ为各组荧光强度比较。１为对照组；２为 Ｈ／Ｒ组；３为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；

４为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１］
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图１８　各组 ＭＤＡ水平比较
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｄ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图１９　各组ＩＬ－６水平比较
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｄ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图２０　各组ＩＬ－１β水平比较
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｄ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

图２１　各组ＴＮＦ－α水平比较
（Ａ为对照组；Ｂ为 Ｈ／Ｒ组；Ｃ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ组；

Ｄ为环泊酚４μｍｏｌ／Ｌ＋１０μｍｏｌ／Ｌ　ＬＹ２９４００２组。

与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与 Ｈ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１）

３　讨　论
本研究阐明了环泊酚在调节 Ｈ／Ｒ诱导的 Ｈ９ｃ２

细胞心肌损伤中的保护作用。结果表明，环泊酚减轻
了Ｈ９ｃ２心肌细胞中Ｈ／Ｒ诱导的细胞凋亡、ＲＯＳ产生
和炎性因子的释放。ＰＩ３Ｋ 抑制剂 Ｌｙ２９４００２下调

Ｎｒｆ２的激活，并部分逆转了环泊酚的保护作用。此
外，环泊酚通过激活 ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２信号在心肌

Ｉ／Ｒ损伤中发挥重要作用。炎症反应是心肌损伤的一
个关键特征，表现为释放出大量的促炎细胞，包括ＩＬ－
６、ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α

［１０］，加剧心脏损害和心肌细胞凋亡。
此外，炎症反应与氧化应激密切相关，互相调节，引发
恶性循环最终导致心肌细胞死亡和凋亡［１１］。本研究
中，Ｉ／Ｒ诱导明显升高ＩＬ－６、ＩＬ－１β和 ＴＮＦ－α表达水
平，而环泊酚给药明显降低炎性因子的释放。在心肌

Ｉ／Ｒ损伤条件下，细胞凋亡通路被异常激活，并发生过
度凋亡［１２］。一些实验研究表明，可通过抑制细胞凋亡
改善心肌Ｉ／Ｒ损伤［１３］。本研究还发现，环泊酚处理明
显抑制 Ｈ／Ｒ诱导的细胞凋亡率，并抑制Ｃａｓｐａｓｅ－３的
裂解。这些结果表明，环泊酚可作为一种抗 Ｈ／Ｒ诱导
的心脏炎症和心肌细胞凋亡的保护剂。

ＲＯＳ是心肌Ｉ／Ｒ损伤的主要致病因素之一［１４］，内
源性抗氧化剂ＳＯＤ水平间接影响细胞清除氧自由基
的能力。心肌细胞更容易受到自由基损伤，因为其含
有较少的抗氧化剂和抗氧化酶，如 ＧＳＨ、ＳＯＤ和过
氧化氢酶。当心肌细胞发生Ｈ／Ｒ损伤时，心肌损伤标
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志物乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和 ＭＤＡ会增加［１５］。ＭＤＡ是
一种脂质过氧化物质，可以迁移到细胞内外，从而加剧了
氧化应激引起的损伤范围。本研究发现，Ｈ／Ｒ处理后

ＭＤＡ和ＲＯＳ水平明显增加，活细胞数量明显减少，并明
显降低了抗氧化酶ＧＳＨ－Ｐｘ和ＳＯＤ的活性。这些结果表
明，环泊酚可以通过增加ＧＳＨ－Ｐｘ和ＳＯＤ活性来减少

ＲＯＳ和ＭＤＡ的产生，从而防止心肌Ｈ／Ｒ损伤。
活性 ＡＫＴ可促进体外心肌细胞的存活，并对心

肌 Ｈ／Ｒ损伤具有保护作用。ＧＳＫ－３β是ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路的关键下游分子，通常通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ介导
的磷酸化调节细胞凋亡［１６］。缺血预处理或后处理可
以通过激活ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ－ＧＳＫ－３β通路抑制线粒体通透
性转换孔道（ｍＰＴＰ）开放来预防心肌 Ｈ／Ｒ损伤［１７］。
本研究中，环泊酚增强了ＡＫＴ和ＧＳＫ－３β的磷酸化水
平，同时环泊酚对心肌 Ｈ／Ｒ损伤的保护作用被ＰＩ３Ｋ
抑制剂逆转。Ｎｒｆ２是氧化还原敏感转录因子之一，被
认为是抑制细胞内 ＲＯＳ产生的重要抗氧化传感
器［１８］。增强Ｎｒｆ２转录活性可以减弱 Ｈ／Ｒ诱导的氧
化应激和心肌损伤［１９］。Ｎｒｆ２上调易位到细胞核以增
加氧化应激反应基因的转录［如 ＨＯ－１、醌氧化还原
酶－１（ＮＱＯ－１）］，而 ＨＯ－１的上调可以促进细胞对 Ｈ／

Ｒ诱导损伤的抗性［１９］。研究表明，Ｎｒｆ２的核转位需要

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径的激活［２０］。在本研究中，环泊酚处理
增加了ＡＫＴ和ＧＳＫ－３β的磷酸化。此外，环泊酚可明
显上调 Ｎｒｆ２蛋白及其下游基因 ＨＯ－１，以抑制 Ｈ／Ｒ
诱导的细胞凋亡，炎症反应和氧化应激损伤。这些结
果表明，环泊酚通过激活 Ｈ９ｃ２ 细胞中的 ＡＫＴ／

ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号轴发挥抗心肌损伤作用。
综上所述，本研究阐明了环泊酚通过激活 ＡＫＴ／

ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２信号保护 Ｈ９ｃ２细胞免受 Ｈ／Ｒ诱导的
细胞凋亡、氧化应激和炎症的影响。环泊酚可能在心
肌Ｉ／Ｒ损伤的进展中发挥重要作用，并提示环泊酚／

ＡＫＴ／ＧＳＫ－３β／Ｎｒｆ２信号传导是调节心肌Ｉ／Ｒ损伤的
一种新机制。本研究为环泊酚在临床麻醉中，特别是
在心脏病病人中的应用提供了理论依据。
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（本文编辑 郭怀印）
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