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甘松新酮对 Ｈ９Ｃ２心肌细胞低氧损伤的作用及其机制

李红艳，赵思涵，梅显运，陈　政，李旭光，孙芳云
（西藏民族大学医学院∥西藏高原相关疾病分子遗传机制与干预研究省级重点实验室，咸阳 ７１２０８２）

摘要：以氯化钴（ＣｏＣｌ２）构建Ｈ９Ｃ２心肌细胞低氧损伤模型，研究Ｎａｒ在其中的作用及机制．ＣＣＫ－８试剂盒检测细胞

活力，流式细胞仪测细胞凋亡，以自噬抑制剂３－ＭＡ预作用细胞探讨 Ｎａｒ对自噬的影响，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 Ｂｅｃｌｉｎ－

１、ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ、Ｐ６２、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达，分光光度计测定乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）和肌酸激酶（ＣＫ）含量．结果显示：ＣｏＣｌ２（５００μｍｏｌ／Ｌ）可抑制约 ５０％细胞生长，而 Ｎａｒ

（５０μｍｏｌ／Ｌ）预处理显著减轻了ＣｏＣｌ２（５００μｍｏｌ／Ｌ）诱导的细胞凋亡；另外，Ｎａｒ通过增加 ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１

表达及促进Ｐ６２降解激活了自噬，但３－ＭＡ预作用逆转了该过程；３－ＭＡ预作用同时逆转了 Ｎａｒ对 ＣｏＣｌ２造成的

Ｈ９Ｃ２细胞凋亡和氧化损伤的保护作用．研究表明：Ｎａｒ在心肌细胞低氧损伤中以诱导自噬抑制凋亡的方式保护心

肌细胞，Ｎａｒ可能成为治疗低氧性心脏病的潜在药物．
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　　缺血性心脏病（ｉｓｃｈｅｍｉｃｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ，ＩＨＤ）已
成为世界上死亡率较高疾病之一，主要是由冠状

动脉狭窄致心肌缺血引起的［１］．而心肌缺血造成
的氧含量降低是 ＩＨＤ发病的重要原因之一．虽有



研究表明急性低氧能提高细胞存活率，促进细胞

对低氧环境的适应，但慢性或极端低氧却引起细

胞死亡．同时，心肌低氧常常伴有氧自由基增加、
钙超载、细胞凋亡和炎症反应等现象．因此，保护
心肌细胞免受低氧损伤是降低 ＩＨＤ风险的有效
策略．

自噬是一个复杂的细胞分解代谢过程［２］．通常

自噬可以保护细胞免受各种破坏性因素的影响，如

低氧或饥饿，以维持细胞内稳态［３］．同时，自噬对于

维持心脏正常功能至关重要［４］．在缺血应激下，自

噬被激活以保护心肌细胞免受缺血或缺血／再灌注

损伤［５］．而严重缺血时，心脏过度自噬会促进细胞

死亡并恶化心脏功能［６］．

甘松新酮（Ｎａｒｄｏｓｉｎｏｎｅ，Ｎａｒ）是一种从甘松提取
而来的倍半萜类化合物，已将其含量作为衡量甘松

品质定性的主要标准．研究发现，Ｎａｒ的药理作用主
要有镇静、抗癫痫、抗抑郁、促神经生长、改善认知能

力、保护心肌细胞、降血压、抑菌与抗疟、抗肿瘤

等［７］．Ｎａｒ可通过激活蛋白激酶 Ａ（ＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ

Ａ，ＰＫＡ）促进小鼠胚胎神经干细胞的增殖、迁移和
选择性分化；通过细胞外信号调节激酶（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒＳｉｇｎａｌ－ＲｅｇｕｌａｔｅｄＫｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）减少原代培养神
经元因缺氧缺葡萄糖诱导的损伤，提高细胞活力；促

进神经生长因子诱导的神经生长等［８］．Ｎａｒ通过抑

制核因子－κＢ（ＮｕｃｌｅａｒＦａｃｔｏｒ－κＢ，ＮＦ－κＢ）和丝裂
原活化蛋白激酶（Ｍｉｔｏｇｅｎ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ，

ＭＡＰＫ）途径治疗相关神经炎症疾病［９］．另外，Ｎａｒ

可抑制ＮＦ－κＢ配体诱导的破骨细胞生成，减轻脂多
糖诱导牙槽骨吸收等．在心血管研究中发现，Ｎａｒ可
阻断ＳＤ大鼠心室肌细胞钠离子通道电流或通过影
响ｃＡＭＰ－ＰＫＡ信号通路，抑制心律失常大鼠心肌细
胞钙超载，从而发挥抗心律失常作用，以及通过靶向

磷脂酰肌醇－３激酶（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３－Ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ和 ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路，减轻血管紧张
素Ⅱ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞肥大等．

尽管Ｎａｒ在神经生长、心律失常和心肌肥大中
有着重要作用，但 Ｎａｒ在心肌低氧损伤中是否有作
用及该过程是否由自噬介导还未见报道．因此，本

研究利用氯化钴（ＣｏＣｌ２）模拟 Ｈ９Ｃ２心肌细胞低氧，

探讨Ｎａｒ干预的作用及机制．

１　材料与方法

１．１　试剂、药品和仪器
甘松新酮（ＳＮ８２８０，北京索莱宝，纯度≥９８％）；氯

化钴（Ｓｉｇｍａ）；３－ＭＡ（Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ）；ＤＭＥＭ高糖培养
基和胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ）；胎牛血清（杭州四季青生物工
程研究所）；ＣＣＫ－８试剂盒（北京同仁）；乳酸脱氢酶
（ＬＤＨ）、肌酸激酶（ＣＫ）、丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化物
歧化酶（ＳＯＤ）检测试剂盒（南京建成生物工程研究
院）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒（上海贝博
生物）；ＲＩＰＡ裂解液（碧云天生物技术研究所）；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（西安晶彩生物科技有限公司）；

一抗Ｃａｓｐａｓｅ－３、β－ａｃｔｉｎ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ－

１、Ｐ６２和羊抗鼠二抗（ＩｍｍｕｎｏＷａｙ公司）；二氧化碳
培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；分光光度计（上海精密
科学仪器有限公司）；低温高速离心机（德国Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司）；流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；蛋白电泳
与转移仪和凝胶成像系统（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）等．
１．２　细胞培养

Ｈ９Ｃ２细胞系购自中国科学院上海细胞库．细
胞放置在相对湿度 ９５％、５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中，
以ＤＭＥＭ高糖培养基并补加１０％胎牛血清和１％青
链霉素培养．每隔３ｄ进行一次细胞传代，选用对数
生长期细胞进行实验．
１．３　细胞活性检测

细胞以５×１０３个／孔的密度接种在９６孔板中，
２４ｈ后，分别以 ＣｏＣｌ２（０、５０、１００、２００、５００、１０００

μｍｏｌ／Ｌ）孵育２４ｈ．根据 ＣＣＫ－８试剂盒说明测定
细胞活力．后续实验选用 ＣｏＣｌ２半最大效应浓度
（ＥＣ５０）５００μｍｏｌ／Ｌ进行细胞低氧造模．另外，用
Ｎａｒ（０、１０、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞２４ｈ后，再
用ＣｏＣｌ２（ＥＣ５０）作用２４ｈ，ＣＣＫ－８检测细胞活力．
１．４　流式细胞仪测细胞凋亡

细胞以５×１０４个／孔的密度接种在 ６孔板中，
２４ｈ后，分为对照组（０．１％ ＤＭＳＯ作用 ４８ｈ）、
ＣｏＣｌ２组（５００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２作用 ２４ｈ）、Ｎａｒ组（５０

μｍｏｌ／ＬＮａｒ作用 ２４ｈ）和 Ｎａｒ＋ＣｏＣｌ２组（Ｎａｒ预作
用２４ｈ后，ＣｏＣｌ２再作用 ２４ｈ）．根据 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－

ＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒说明处理细胞，通过流式细胞仪检
测细胞凋亡．
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１．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

细胞以５×１０４个／孔的密度接种在６孔板中，２４ｈ
后，分为对照组（０．１％ＤＭＳＯ）、ＣｏＣｌ２组（５００μｍｏｌ／Ｌ）、
Ｎａｒ组（５０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｎａｒ＋ＣｏＣｌ２组和 ３－ＭＡ＋Ｎａｒ＋

ＣｏＣｌ２组（５ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ预处理 ３ｈ，随后同 Ｎａｒ＋

ＣｏＣｌ２组）．在冰上以 ＲＩＰＡ裂解缓冲液裂解细胞，提
取总蛋白．用 ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度．
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白．电泳完成后，以湿转
的方式将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上．室温下以５％脱脂
奶粉封闭２ｈ，再一抗４℃孵育过夜．根据抗体说明进
行稀释．用到的一抗有：Ｃａｓｐａｓｅ－３、β－ａｃｔｉｎ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ－

２、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ－１和Ｐ６２．ＴＢＳＴ洗３次（室温，摇床上
缓慢晃动），每次１０ｍｉｎ．二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗
３遍（同上）．用Ｂｉｏ－Ｒａｄ分光成像系统曝光．
１．６　氧化应激相关指标检测

细胞以５×１０４个／孔的密度接种在 ６孔板中，
２４ｈ后，细胞分组同“１．５”．利用分光光度计测细胞
上清液中ＭＤＡ浓度及ＳＯＤ、ＣＫ和ＬＤＨ活性．
１．７　统计学分析

每个实验组至少进行３个独立实验．数据采用

Ｓｐｓｓ１９．０统计软件进行分析，所有数据均以平均值±
标准差的形式呈现．采用ｔ检验对２组间进行比较，
多组间的比较采用单因素方差分析．

２　结果与分析

２．１　Ｎａｒ对ＣｏＣｌ２诱导的Ｈ９Ｃ２细胞损伤的影响
不同浓度的 ＣｏＣｌ２作用 Ｈ９Ｃ２细胞 ２４ｈ后（图

１Ａ），细胞活力以剂量依赖方式显著降低，５００
μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｏＣｌ２可抑制约５０％Ｈ９Ｃ２细胞生长，故
选此浓度造Ｈ９Ｃ２低氧模型．不同浓度的 Ｎａｒ预作
用 Ｈ９Ｃ２细胞 ２４ｈ，再以 ５００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２孵育
２４ｈ．结果显示：与 ＣｏＣｌ２组比，５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ
Ｎａｒ预作用均可提高细胞活力，而５０μｍｏｌ／ＬＮａｒ作
用最显著（Ｐ＜０．０１）（图 １Ｂ），因此后续实验以
５０μｍｏｌ／ＬＮａｒ进行分析．同时，与对照组（细胞不
做任何处理组）相比，ＣｏＣｌ２（５００μｍｏｌ／Ｌ）可显著减
少细胞数．而５０μｍｏｌ／ＬＮａｒ预干预２４ｈ，可明显减
轻ＣｏＣｌ２造成的细胞生长抑制现象（图１Ｃ）．
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图１　Ｎａｒ对ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２细胞损伤的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮａｒｏｎＣｏＣｌ２－ｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓ
注：与０μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２组比较，表示Ｐ＜０．０５，表示Ｐ＜０．０１；与５００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２组比较，＃表示Ｐ＜０．０５，＃＃表示Ｐ＜０．０１．

２．２　Ｎａｒ对ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２细胞凋亡的影响
流式细胞仪检测细胞凋亡发现：ＣｏＣｌ２可引起

Ｈ９Ｃ２细胞凋亡，而Ｎａｒ明显减轻 ＣｏＣｌ２诱导的细胞
凋亡（图２Ａ、Ｂ）．与对照组比较，ＣｏＣｌ２组 Ｃａｓｐａｓｅ－３
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蛋白表达升高，Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ相对比率降低．而 Ｎａｒ预
作用后，与ＣｏＣｌ２组相比，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达降低，

Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ相对比率升高（Ｐ＜０．０１）（图２Ｃ～Ｅ）．表
明Ｎａｒ对ＣｏＣｌ２诱导的细胞凋亡有抑制作用．
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图２　Ｎａｒ对ＣｏＣｌ２诱导细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮａｒｏｎＣｏＣｌ２－ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ
注：与对照组比较，表示Ｐ＜０．０５，表示Ｐ＜０．０１；与ＣｏＣｌ２组比较，＃表示Ｐ＜０．０５，＃＃表示Ｐ＜０．０１．

２．３　Ｎａｒ对 ＣｏＣｌ２诱导 Ｈ９Ｃ２细胞损伤与自噬的

关系

　　为了确定自噬是否介导了 Ｎａｒ对 Ｈ９Ｃ２细胞低

氧损伤的保护过程，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测自噬相关蛋白
Ｂｅｃｌｉｎ－１、ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ和Ｐ６２的表达．与对照组相比

（图３Ａ），ＣｏＣｌ２组ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ、Ｐ６２和Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白

表达均增加，这与先前研究结果一致［１０］．而 Ｎａｒ组

ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ和Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白表达显著升高，Ｐ６２下

降．与ＣｏＣｌ２组相比，Ｎａｒ＋ＣｏＣｌ２组的ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ、Ｂｅ
ｃｌｉｎ－１和Ｐ６２表达均降低．而３－ＭＡ预处理可逆转

Ｎａｒ诱导的 ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白表达增加
及Ｐ６２蛋白表达降低（图 ３Ｂ）．这些结果表明：Ｎａｒ
通过激活自噬减轻了 ＣｏＣｌ２诱导的细胞损伤．ＣｏＣｌ２
也激活了自噬，但其对 Ｈ９Ｃ２细胞的作用与 Ｎａｒ明
显不同，具体机制有待进一步研究．
２．４　Ｎａｒ抑制ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２细胞凋亡与自噬的

关系

　　为进一步探讨Ｎａｒ激活自噬与ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２

细胞凋亡的关系，以３－ＭＡ预作用３ｈ，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
检测凋亡相关蛋白表达．结果表明：３－ＭＡ预作用组
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与 Ｎａｒ＋ＣｏＣｌ２组相比，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达升高而
Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ降低，表明 ３－ＭＡ逆转了 Ｎａｒ的抗凋亡

作用（图 ４Ａ～Ｃ）．说明 Ｎａｒ以激活自噬方式对抗
ＣｏＣｌ２诱导的凋亡．

( )c Beclin-1$%&'()*

P62

LC3Ⅰ

LC3Ⅱ

Beclin-1

β-actin

CoCl

2

Nar

-

- -

-

+

+

+

+

( )a Western Blot-./0

&1$%()

**

##

CoCl

2

Nar

-

- -

-

+

+

+

+

0.16

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0

P
6

2
$

%
&

'
(

)
*

( )b P62$%&'()*

**

#

CoCl

2

Nar

-

- -

-

+

+

+

+

0.18

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0

**

B
e
c
l
i
n

-
1
$

%
&

'
(

)
*

0.16

**

##

CoCl

2

Nar

-

- -

-

+

+

+

+

**

0

1

2

3

4

L
C

3
/
L

C
3

Ⅱ
Ⅰ

&
'

+
,

( )d LC3 /LC3Ⅱ Ⅰ&'+,

P62

LC3Ⅰ

LC3Ⅱ

Beclin-1

β-actin

CoCl

2

Nar

-

- -

++

+

+

+

3-MA

- -

+

-

( )a Western Blot-./0

&1$%()

( )b P62$%&'()* (c)Beclin-1$%&'()*

( )d LC3 /LC3Ⅱ Ⅰ&'+,

**

##

CoCl

2

Nar

-

- -

+

+

+

+

∧∧

3-MA

- -

+

-

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

P
6

2
$

%
&

'
(

)
*

+

**

##

CoCl

2

Nar

-

- -

+

+

+

+

∧∧

3-MA

- -

+

-

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

B
e
c
l
i
n

-
1
$

%
&

'
(

)
*

+

**

##

CoCl

2

Nar

-

- -

+

+

+

+

∧∧

3-MA

- -

+

-

7

6

5

4

3

2

1

0

L
C

3
/
L

C
3

Ⅱ
Ⅰ

&
'

+
,

+

(A)Nar CoCl' 23/0&1$%()456

2

(B) , Nar CoCl/0789:;<= ' 234/0&1$%456

2

图３　Ｎａｒ对ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２细胞损伤与自噬的关系
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＮａｒｉｎＣｏＣｌ２ｉｎｄｕｃｉｎｇＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈａｕｔｏｐｈａｇｙ

注：与对照组比较，表示Ｐ＜０．０５，表示Ｐ＜０．０１；与ＣｏＣｌ２组比较，＃表示Ｐ＜０．０５，＃＃表示Ｐ＜０．０１；与Ｎａｒ＋ＣｏＣｌ２组比较，∧∧表示Ｐ＜０．０１．

Bax

β-actin

CoCl

2

Nar

-

- -

+

+

+

+

3-MA

- -

+

-

Caspase 3-

Bcl-2

+

( )A Western Blot*+,-./

"0'($%

( )B Caspase 3- '("#$%) ( )C Bcl 2/Bax- "#1$%&

##

**

0

B
c
l

2
/
B

a
x

-
"

#
$

%
&

CoCl

2

Nar

-

- -

+

+

+

+

3-MA

- -

+

-

+

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

∧∧

#

**

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

C
a
s
p

a
s
e

3
-

'
(

"
#

'
(

)

CoCl

2

Nar

-

- -

+

+

+

+

3-MA

- -

+

-

+

∧

图４　Ｎａｒ抑制ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２细胞凋亡与自噬的关系
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＮａｒｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＣｏＣｌ２－ｉｎｄｕｃｅｄＨ９Ｃ２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ

注：与对照组比较，表示Ｐ＜０．０５，表示Ｐ＜０．０１；与ＣｏＣｌ２组比较，＃表示Ｐ＜０．０５，＃＃表示Ｐ＜０．０１；与Ｎａｒ＋ＣｏＣｌ２组比较，∧表示Ｐ＜０．０５，∧∧

表示Ｐ＜０．０１．图５同．

２．５　Ｎａｒ减轻ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２细胞凋亡与氧化应

激的关系

　　氧自由基的升高是低氧诱发心肌损伤的重要原
因之一．过量的氧自由基会攻击生物膜诱发脂质过氧
化，致使心肌中ＭＤＡ含量增加，影响脂质的生物学功
能．同时心肌损伤后会引起细胞膜结合酶的泄露，如
血清中ＣＫ和ＬＤＨ水平的升高，最终引起细胞凋亡．

与ＣｏＣｌ２组相比（图 ５Ａ～Ｄ），Ｎａｒ预处理显著提高
Ｈ９Ｃ２细胞ＳＯＤ水平，降低ＣＫ、ＭＤＡ和ＬＤＨ水平．而
３－ＭＡ预作用降低ＳＯＤ水平，提高ＣＫ、ＭＤＡ和ＬＤＨ
水平，从而逆转了Ｎａｒ对ＣｏＣｌ２诱导细胞损伤的抗氧
化作用．结果表明：Ｎａｒ激活自噬减轻了 ＣｏＣｌ２对
Ｈ９Ｃ２细胞的氧化损伤．
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图５　Ｎａｒ减轻ＣｏＣｌ２诱导Ｈ９Ｃ２细胞凋亡与氧化应激的关系
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＮａｒａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇＣｏＣｌ２－ｉｎｄｕｃｅｄＨ９Ｃ２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

３　讨论

ＣｏＣｌ２因其二价钴离子可以取代脯氨酰羟化酶

辅因子（二价铁离子），已广泛用于包括 Ｈ９Ｃ２细胞
在内的各种细胞系模拟低氧条件．本研究中 ＣｏＣｌ２
（５００μｍｏｌ／Ｌ）对 Ｈ９Ｃ２细胞生长有明显抑制作用，
而Ｎａｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ）预作用可减轻ＣｏＣｌ２（５００μｍｏｌ／Ｌ）

引起的细胞生长抑制现象．ＬＩ等［８］也报道 Ｎａｒ（５０
和１００μｍｏｌ／Ｌ）能保护因低氧和缺糖引起的神经元
损伤，并提高细胞活力．ＬＩ等［１１］发现 Ｎａｒ有促神经
干细胞增殖、增加细胞迁移和分化的作用．这些结
果提示：Ｎａｒ可促进 Ｈ９Ｃ２细胞低氧损伤条件下的
生长．

Ｂｃｌ－２家族是凋亡过程的主要调节因子，包括
促凋亡蛋白如 Ｂａｘ和抗凋亡蛋白如 Ｂｃｌ－２［１２－１３］．
Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ决定了细胞是增殖还是凋亡［１４］．此外，
Ｃａｓｐａｓｅ－３是凋亡过程的关键执行者［１５］．本研究发

现，Ｎａｒ可降低ＣｏＣｌ２诱导的Ｈ９Ｃ２细胞凋亡，并减少
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达，使Ｂｃｌ／Ｂａｘ比降升高，表明Ｎａｒ

通过抑制细胞凋亡减轻了 ＣｏＣｌ２诱导的 Ｈ９Ｃ２细胞
损伤．

心肌细胞在缺血状态下因缺乏足够的葡萄糖、

氨基酸和能量等而导致自噬被激活［１６］．正常生理活
动中，自噬通过调节细胞代谢以适应营养供应和清

除受损细胞器，从而起到维持细胞内稳态的作

用［１７］．但在极端条件下，如慢性或极度低氧，激活自
噬会引发细胞凋亡［１８］．在各种自噬相关基因中，Ｂｅ
ｃｌｉｎ－１和ＬＣ３Ｂ在协调自噬的细胞保护功能中有着
重要作用，二者同时可对抗凋亡［１９］．ＬＣ３Ｂ由 ＬＣ３Ｉ
和ＬＣ３ＩＩ组成，自噬激活后ＬＣ３Ｉ转化为ＬＣ３ＩＩ．因此
ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ反应了自噬体的形成程度［２０］．Ｂｅｃｌｉｎ－１
表达在自噬体形成的初始阶段［２１］．Ｐ６２有向自噬体
传递泛素结合蛋白复合物，并以自噬体溶酶体融合

机制促进降解的作用，故自噬激活后，细胞内 Ｐ６２
水平降低［１７］．本研究ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示：Ｎａｒ和
ＣｏＣｌ２均可激活自噬，但作用机制不同．ＣｏＣｌ２诱导细
胞凋亡可能增加了自噬体形成通量，而不是降低清

除率．Ｎａｒ激活自噬可能增加了损伤细胞器的清除，
从而对ＣｏＣｌ２诱导的 Ｈ９Ｃ２细胞低氧损伤起保护作
用．另有研究发现，缺血预处理以激活自噬的形式
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对心脏起保护作用［２２－２３］，且缺血预处理后，ＬＣ３ＩＩ／
ＬＣ３Ｉ和Ｂｅｃｌｉｎ－１表达增加［２４］，与本研究中 Ｎａｒ作
用一致．因此，Ｎａｒ可能具有保护 Ｈ９Ｃ２细胞免受
ＣｏＣｌ２诱导凋亡的低氧预处理作用，具体机制需要进
一步验证．另外，３－ＭＡ预作用明显增加了 Ｎａｒ＋
ＣｏＣｌ２组细胞凋亡的发生，表明 Ｎａｒ诱导的自噬对
ＣｏＣｌ２造成的低氧损伤有抗凋亡作用．

ＳＯＤ是细胞内抗氧化剂，有清除自由基的作
用［２５］．ＭＤＡ是脂质过氧化的一个关键指标，可间接
反应细胞的损伤程度［２６－２７］．另外，ＣＫ和 ＬＤＨ是心
肌损伤的标志物．通常细胞上清中ＬＤＨ活性增加与
细胞死亡的程度相关［２８］，而 ＣＫ可直接反应心肌受
损程度［２９－３１］．本研究中，ＣｏＣｌ２作用后引起的 ＳＯＤ
下调，ＭＤＡ、ＬＤＨ和 ＣＫ的上调被 Ｎａｒ预作用所逆
转，表明Ｎａｒ能改善ＣｏＣｌ２诱导的Ｈ９Ｃ２细胞氧化损
伤，但当３－ＭＡ预作用时，ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＬＤＨ和ＣＫ水
平接近ＣｏＣｌ２组水平，表明Ｎａｒ以激活自噬起到抗氧
化损伤的作用．

综上所述，ＣｏＣｌ２对 Ｈ９Ｃ２细胞可造成凋亡和氧
化损伤，Ｎａｒ通过激活自噬对 ＣｏＣｌ２造成的 Ｈ９Ｃ２细
胞损伤有促生长、抗凋亡和抗氧化作用．
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