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  [摘要] 目的 研究蛋白激酶C(PKC)是否参与参附注射液(SFI)调控热休克蛋白22(HSP22)表达的过

程,并探讨其对缺氧/复氧(A/R)损伤中心肌细胞的保护作用机制,以期为心肌缺血/再灌注(I/R)损伤的防治

提供新思路。方法 体外培养H9C2大鼠心肌细胞,建立A/R模型模拟心肌I/R损伤。采用PKC广谱抑制剂

Go6983干预后,qPCR和 Western
 

blot分别测定HSP22的mRNA及蛋白表达水平,TUNEL法和流式细胞术

检测细胞凋亡率,分析PKC在SFI调控HSP22表达及抗凋亡中的作用。结果 与A/R组比较,A/R+SFI组

HSP22蛋白和mRNA的表达水平升高(P<0.05);与A/R+SFI组比较,A/R+Go6983+SFI组 HSP22蛋白

和mRNA的表达水平下降(P<0.05)。与A/R组比较,A/R+SFI组心肌细胞凋亡率下降(P<0.05);与A/
R+SFI组比较,A/R+Go6983+SFI组心肌细胞凋亡率升高(P<0.05)。结论 PKC通路参与了SFI促进

HSP22表达,并减轻A/R导致的心肌细胞凋亡。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

whether
 

protein
 

kinase
 

C
 

(PKC)
 

participates
 

in
 

the
 

process
 

of
 

Shenfu
 

Injection
 

(SFI)
 

for
 

regulating
 

the
 

heat
 

shock
 

protein
 

22
 

(HSP22)
 

expression,and
 

to
 

investigate
 

its
 

protective
 

effect
 

mechanism
 

on
 

myocardial
 

cells
 

in
  

anoxia/reoxygenation
 

(A/R)
 

injury
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

the
 

new
 

idea
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

myocardial
 

ischemia/reperfusion
 

(I/R)
 

injury.Methods The
 

H9C2
 

rat
 

cardiomyocytes
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

the
 

A/R
 

model
 

was
 

established
 

to
 

simulate
 

the
 

myocardi-
al

 

I/R
 

injury.After
 

intervention
 

by
 

using
 

the
 

PKC
 

broad
 

spectrum
 

inhibitor
 

Go6983,the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

flow
 

cytometry
 

and
 

TUNEL
 

method.The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

HSP22
 

were
 

respectively
 

detected
 

by
 

using
 

qPCR
 

combined
 

Western
 

blot.The
 

cellular
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

TUNEL
 

method
 

and
 

flow
 

cytometry.The
 

role
 

of
 

PKC
 

in
 

SFI
 

regulating
 

HSP22
 

expression
 

and
 

anti-apoptosis
 

was
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

the
 

A/R
 

group,the
 

HSP22
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

A/R+SFI
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

A/R+SFI
 

group,the
 

HSP22
 

protein
 

and
 

mR-
NA

 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

A/R+Go6983+SFI
 

group
 

were
 

decreased
  

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

A/R
 

group,the
 

myocardial
 

cellular
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

A/R+SFI
 

group
 

was
 

decreased
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

A/R+SFI
 

group,the
 

myocardial
 

cellular
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

A/R+Go6983+SFI
  

group
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion The
 

PKC
 

pathway
 

participates
 

in
 

SFI
 

promoting
 

HSP22
 

expression,thereby
 

allevia-
ting

 

the
 

A/R
 

caused
 

myocardial
 

cell
 

apoptosis.
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  冠状动脉粥样硬化性心脏病及其并发症已成为

全球公共卫生领域的重大挑战[1-3]。当缺血心肌组织

恢复血流供应时,常出现心肌缺血再灌注(ischemia/

reperfusion,I/R)损伤,其特征为心肌功能不升反降,
甚至导致梗死范围扩大等不可逆损伤[4]。这种损伤

涉及氧化应激反应、细胞内钙离子失衡、炎症因子激

活及线粒体功能紊乱等多种病理机制[4-5]。虽然血运

重建技术能有效恢复冠状动脉血流,但I/R损伤仍是

影响急性心肌梗死患者临床转归的关键制约因素。
在心肌保护研究领域,药物预处理的机制探索已成为

近年来的研究热点。中医药因其多组分、多靶点、多
通路的整合调节特性,在防治心肌I/R损伤中显示出

独特价值,为新型心肌保护药物的开发提供了思

路[6]。参附注射液(Shengfu
 

injection,SFI)对心肌I/

R损伤具有明确的保护作用[7-10],但其深层作用靶点

仍待阐明。SFI源自传统方剂参附汤,由红参、附子经

现代工艺提取、精制而成,主要活性物质为人参皂苷

类与乌头碱衍生物[11]。药理学研究表明,SFI可通过

抑制细胞凋亡、清除氧自由基、维持线粒体稳态及调

节钙离子平衡等途径发挥心肌保护作用,其效应类似

于缺 血 预 处 理(ischemic
 

preconditioning,IPC)[10]。
但这些保护作用的分子级联反应仍需系统研究。本

课题组前期研究发现,SFI可明显上调大鼠心肌细胞

热休克蛋白22(heat
 

shock
 

protein
 

22,HSP22)的表

达水平,同时减轻缺氧/复氧(anoxia/reoxygenation,

A/R)损伤[12]。作为小分子热休克蛋白家族成员,

HSP22的效果与经典IPC相当[13-14]。蛋白激酶 C
(protein

 

kinase
 

C,PKC)可通过多种机制调控热休克

蛋白的基因转录、翻译过程及 mRNA 稳定性[15-17]。
结合上述研究基础,笔者推测 PKC既是SFI诱导

HSP22表达的关键信号分子,也是介导 SFI调控

HSP22表达的核 心 信 号 节 点。因 此,本 研 究 采 用

H9C2心肌细胞构建 A/R模型,观察SFI对 HSP22
表达的调控作用;应用PKC广谱抑制剂 Go6983干

预,旨在阐明PKC在SFI诱导 HSP22表达及心肌保

护中的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

实验所用大鼠 H9C2心肌细胞系购于中国科学

院细胞库。细胞培养于37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱中;
基础培养基为DMEM 培养基,添加10%胎牛血清作

为营养补充。细胞培养相关试剂:胎牛血清、DMEM
培养基购于美国Gibco公司,0.25%胰蛋白酶购于美

国Invitrogen公司。核酸提取与检测试剂:TRIzol试

剂购于美国Invitrogen公司;dNTPs混合物、逆转录

酶购于美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司。蛋白分

析试剂:RIPA裂解液购于生工生物工程(上海)股份

有限公司,二喹啉甲酸(bicinchoninic
 

acid,BCA)蛋白

浓度测定试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司,
增强化学发光底物购于上海雅酶生物医药科技有限

公司。抗 体 类:HSP22一 抗 购 于 美 国 CST 公 司,

Go6983购于美国 MedChemExpress公司,内参β-ac-
tin抗体购于武汉三鹰生物技术有限公司,辣根过氧

化物酶(horseradish
 

peroxidase,HRP)标记二抗购于

美国 KPL公司。细胞凋亡检测试剂:膜联蛋白 V
(Annexin

 

V)-异硫氰酸荧光素(fluorescein
 

isothiocy-
anate,FITC)/碘化丙啶(propidium

 

iodide,PI)双染试

剂盒购于美国BioLegend公司、TUNEL检测试剂盒

购于上海碧云天生物技术有限公司。其他试剂:4%
多聚甲醛固定液购于上海碧云天生物技术有限公司,

SYBR
 

Green
 

qPCR预混液购于美国 Genview公司。
实验耗材:1.5

 

mL离心管、八联PCR管购于上海百

赛生物技术股份有限公司。研究药物:SFI(规格:10
 

mL/支)购于华润三九(雅安)药业有限公司。细胞培

养系统:BBS-SDC型号生物安全柜购于苏州安泰空气

技术有限公司,恒温
 

CO2 培养箱购于美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司、倒置荧光显微镜购于日本 O-
lympus公司。分子生物学检测设备:7500型qPCR
仪购于美国Applied

 

Biosystems公司,Nano-200超微

量核酸浓度测定仪购于杭州奥盛仪器有限公司,Che-
miScope

 

6000化学发光成像系统购于上海勤翔科学

仪器有限公司。蛋白分析设备:DYY-7C垂直电泳系

统、转印电泳装置购于北京市六一仪器厂,水平摇床

购于海门市其林贝尔仪器制造有限公司。其他关键

设备:-80
 

℃超低温保存箱购于美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司、流式细胞仪购于美国BD
 

Biosciences
公司,高速离心机购于湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司,精密恒温水浴槽购于青岛海尔特种电器有限公

司,电热鼓风干燥箱购于上海精宏实验 设 备 有 限

公司。

1.2 方法

1.2.1 心肌细胞A/R损伤模型构建

选取对数生长期的 H9C2心肌细胞,以3×105/
孔的密度接种于6孔板(每孔含2

 

mL培养基),置于

37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养24
 

h,构建单层细胞模

型。随后将细胞置于缺氧环境(95%
 

N2+5%
 

CO2)
中培养6

 

h,再恢复常氧条件(95%空气+5%
 

CO2)培
养2

 

h,构建A/R损伤模型。其中复氧时间经前期四

唑盐法优化确定。

1.2.2 实验分组与处理
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实验设置5个分组(n=3)。(1)Control组:常规

培养32
 

h;(2)A/R组:常规培养24
 

h后进行A/R处

理;(3)SFI预处理组(A/R+SFI组):3%
 

SFI预处理

24
 

h,然后进行A/R处理;(4)Go6983干预组(A/R+
Go6983组):常 规 培 养 23

 

h 后,加 入 10
 

μmol/L
 

Go6983预处理1
 

h,再进行 A/R处理;(5)联合干预

组(A/R+SFI+Go6983组):3%
 

SFI预处理23
 

h
后,加入10

 

μmol/L
 

Go6983共同处理1
 

h,再进行A/

R处理。

1.2.3 HSP22
 

mRNA表达检测

使用TRIzol试剂提取细胞总 RNA,测定 RNA
浓度及纯度,逆转录合成cDNA。PCR反应体系及条

件:反应体系为20
 

μL;95
 

℃
 

3
 

min预变性;95
 

℃
 

15
 

s,59
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,40个循环。采用2-ΔΔCt分析

HSP22
 

mRNA表达水平,以GAPDH为内参基因。

1.2.4 HSP22蛋白表达检测

收集各组细胞后,加入含蛋白酶抑制剂的RIPA
裂解液,冰上裂解30

 

min;随后4
 

℃、12
 

000
 

r/min离

心15
 

min,收集上清液作为总蛋白提取物。采用

BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白标本浓度,调整至统一

浓度备用。电泳与转膜:取30
 

μg蛋白标本与上样缓

冲液混合,100
 

℃变性5
 

min;十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳(恒压80
 

V 至分离胶,随后调至120
 

V)。电泳结束后,以湿转法(恒流200
 

mA,90
 

min)将
蛋白转移至硝酸纤维素膜。免疫检测流程:以5%

 

BSA室温封闭60
 

min;随后加入 HSP22一抗(1∶1
 

000稀释)和β-actin一抗(1∶2
 

000稀释),4
 

℃孵育

过夜;再加入HRP标记二抗(1∶5
 

000稀释),室温孵

育90
 

min。每次抗体孵育后均用含0.1%
 

Tween-20
的TBST洗涤3次,每次5

 

min。显影与分析:经增强

化学发光试剂显色后,用化学发光成像系统采集信

号,通过Image
 

J软件分析条带灰度值,以β-actin为

内参计算HSP22相对表达水平。

1.2.5 细胞凋亡原位检测(TUNEL法)
细胞 准 备 与 处 理:选 取 对 数 生 长 期 细 胞,经

0.25%胰蛋白酶消化后调整细胞密度至1×105/mL,
以300

 

μL/孔接种于48孔培养板,置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养12~16
 

h。待细胞贴壁生长至

70%~80%融合度时,按实验设计进行相应处理。细

胞固定与通透:弃去培养基,用PBS轻柔漂洗3次(每
次2

 

min);4%多聚甲醛室温固定30
 

min;PBS漂洗3
次后,加入PBS配制的0.1%

 

Triton
 

X-100通透液,
室温处理5

 

min。TUNEL染色流程:PBS漂洗3次

以去除通透液;每孔加入50
 

μL配制好的TUNEL反

应混合液;37
 

℃避光孵育60
 

min;PBS充分洗涤3次

(每次3
 

min)。细胞核复染与观察:用1
 

μg/mL
 

4’-6-
二脒基-2-苯基吲哚(4’-6-diamidino-2-phenylindole,

DAPI)染液室温染色10
 

min;PBS漂洗3次以去除多

余染液;抗荧光淬灭剂封片;荧光显微镜下观察(激发

波长:DAPI为358
 

nm,TUNEL为488
 

nm);随机选

取5个视野拍照记录,通过Image
 

J软件分析凋亡细

胞比例。

1.2.6 心肌细胞凋亡检测

采用Annexin
 

V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡。
收集各实验组细胞悬液,4

 

℃下用PBS洗涤2次;以

500
 

μL结合缓冲液重悬细胞,调整密度至1×106/

mL;取100
 

μL细胞悬液,加入5
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC
和5

 

μL
 

PI染液混合,避光孵育15
 

min后,立即采用

流式细胞仪检测分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS21.0软件进行数据处理。计量资料以

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组比较采用单

因素方差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 在 H9C2心肌细胞 A/R损伤中 Go6983抑制

SFI对HSP22
 

mRNA的促表达作用

与Control组比较,A/R组 HSP22
 

mRNA表达

水平升高(P<0.05);与 A/R组比较,A/R+SFI组

HSP22
 

mRNA表达水平升高(P<0.05);与 A/R+
SFI组比较,A/R+Go6983+SFI组 HSP22

 

mRNA
表达水平下降(P<0.05),见图1。

  ①:Control组;②:A/R组;③:A/R+SFI组;④:A/R+Go6983
组;⑤:A/R+Go6983+SFI组;a:P<0.05,与Control组比较;b:P<

0.05,与A/R组比较;c:P<0.05,与 A/R+SFI组比较,d:P<0.05,

与A/R+Go6983组比较。

图1  RCR检测A/R损伤中各组心肌细胞 HSP22
 

mRNA
表达情况

2.2 在 H9C2心肌细胞 A/R损伤中 Go6983抑制

SFI对HSP22的促表达作用

与Control组比较,A/R组 HSP22表达水平升

高(P<0.05);与A/R组比较,A/R+SFI组 HSP22
表达水平升高(P<0.05);与 A/R+SFI组比较,
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A/R+Go6983+SFI组 HSP22表达水平下降(P< 0.05),见图2。

  ①:Control组;②:A/R组;③:A/R+SFI组;④:A/R+Go6983组;⑤:A/R+Go6983+SFI组;a:P<0.05,与Control组比较;b:P<0.05,与

A/R组比较;c:P<0.05,与A/R+SFI组比较;d:P<0.05,与A/R+Go6983组比较。

图2  Western
 

blot检测各组 HSP22表达及定量分析

2.3 在 H9C2心肌细胞 A/R损伤中 Go6983抑制

SFI对心肌细胞的抗凋亡作用

与Control组比较,A/R组心肌细胞凋亡率升高

(P<0.05);与 A/R组比较,A/R+SFI组心肌细胞

凋亡率下降(P<0.05);与A/R+SFI组比较,A/R+
Go6983+SFI组心肌细胞凋亡率升高(P<0.05),见
图3、4。

  A:TUNEL/DAPI双染荧光显微图(400×);B:TUNEL法检测各组心肌细胞凋亡率比较;①:Control组;②:A/R组;③:A/R+SFI组;④:A/

R+Go6983组;⑤:A/R+Go6983+SFI组;a:P<0.05,与Control组比较;b:P<0.05,与 A/R组比较;c:P<0.05,与 A/R+SFI组比较;d:P<
0.05,与A/R+Go6983组比较。

图3  TUNEL法检测A/R损伤中各组心肌细胞凋亡情况
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  A:流式细胞术检测结果图;B:流式细胞术检测各组心肌细胞凋亡率定量分析;①:Control组;②:A/R组;③:A/R+SFI组;④:A/R+Go6983
组;⑤:A/R+Go6983+SFI组;a:P<0.05,与Control组比较;b:P<0.05,与 A/R组比较;c:P<0.05,与 A/R+SFI组比较;d:P<0.05,与

A/R+Go6983组比较。

图4  流式细胞术检测A/R损伤中各组心肌细胞凋亡情况

3 讨  论

  心肌I/R损伤是心肌梗死后的关键病理环节,其
发病机制与气血运行失常、脏腑功能失调密切相

关[9]。SFI源自中医经典方剂参附汤,是遵循“回阳固

脱、益气救逆”治疗原则研制的制剂[11]。该制剂由红

参与附子两味药材精制而成,其中红参归脾、肺二经,
擅长补气固脱;附子通行十二经,长于温阳散寒[18]。
两者配伍协同增效,共奏益气活血、温通经脉之效,可
明显改善心肌微循环及氧代谢。现代药理学研究表

明,SFI的心血管保护作用主要体现在人参皂苷成分

的抗氧化及保护血管内皮功能,以及乌头类生物碱增

强心肌收缩功能和改善血流动力学方面[19]。
研究表明,SFI可通过调控HSP的表达发挥器官

保护作用[20]。在多种损伤模型中,SFI能上调HSP70
表达,减轻内毒素所致急性肺损伤[21]、脑缺血再灌注

损伤[22]、心肌I/R损伤[23]。SFI不仅能上调 HSP70
表达,还 可 提 高 超 氧 化 物 歧 化 酶(superoxide

 

dis-
mutase,SOD)活性,降低丙二醛(malondialdehyde,

MDA)水平,发挥抗氧化作用[24]。本课题前期实验证

实,SFI可诱导大鼠心肌细胞 HSP22表达并减轻A/

R损伤[12],但其具体分子机制仍需深入探讨。PKC

作为丝氨酸/苏氨酸激酶家族的重要成员,通过多途

径调控HSP的表达,在细胞应激保护中发挥关键作

用[15]。现有证据表明,PKC可促进热休克因子1磷

酸化,上调 HSP70和 HSP90的表达[25],并可调节

HSP基因的转录、翻译过程及 mRNA稳定性[16-18]。
但PKC是否参与SFI诱导的 HSP22表达,目前尚未

阐明。
本研究是前期工作的深入延伸,基于前期已证实

SFI可通过上调HSP22表达减轻心肌A/R损伤的研

究结果,进一步揭示PKC通路在该保护效应中的关

键调控作用。本研究结果显示,SFI可提高HSP22蛋

白和mRNA表达水平,抑制A/R诱导的心肌细胞凋

亡;使用 PKC广谱抑制剂 Go6983干预后,SFI对

HSP22的上调作用及其抗凋亡效应均被削弱。这些

发现提示,PKC通路可能是SFI发挥心肌保护作用的

重要介导因素,这为进一步阐明SFI的心肌保护机制

提供了新的思路。本研究同时采用流式细胞术与

TUNEL法检测细胞凋亡率,流式细胞术可区分凋亡

阶段,提供高灵敏度定量数据;TUNEL法则通过原位

标记DNA断裂点,直观显示凋亡细胞的形态学特征

及空间分布。二者结合不仅避免了单一方法的检测
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盲区,更通过交叉验证提升了结果的可靠性,为PKC
通路介导SFI抗凋亡的结论提供了双重证据支撑。

本研究尚存在局限性:(1)实验中使用的PKC广

谱抑制剂Go6983为非特异性抑制剂,可能影响其他

激酶活性,导致实验结果存在一定偏差;(2)研究仅在

细胞水平开展,缺乏动物模型验证,且对机制的探讨

不够深入。
综上所述,本研究通过体外实验证实,PKC通路

参与了SFI促进HSP22表达的过程及其心肌保护作

用。这一发现不仅深化了对SFI心肌保护机制的理

解,也为开发新的心肌保护方法提供了理论依据。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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