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骨髓源性生长因子对高糖诱导Ｈ９ｃ２细胞焦亡的改善作用
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　　［摘要］　目的　探讨骨髓源性生长因子（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，Ｍｙｄｇｆ）是否通过调控
ＮＬＲＰ３改善高糖诱导的心肌细胞焦亡。方法　培养大鼠心肌细胞株 Ｈ９ｃ２，实验分为 ４组：①正常组
（ｎｏｒｍａｌ，Ｎｏｒ）为正常培养的Ｈ９ｃ２细胞；②高糖组（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）予以５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖干预Ｈ９ｃ２
细胞２４ｈ；③Ｍｙｄｇｆ组采用 ２５ｎｇ／ｍＬ重组 Ｍｙｄｇｆ蛋白处理细胞 １２ｈ，随后以 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖干预
Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ；④Ｎｅｃｒｏｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ组（ＮＳＡ）采用３２μｍｏｌ／ＬＮＳＡ处理细胞０．５ｈ，然后予５０ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖干预 Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｈ９ｃ２细胞中天冬氨酸蛋白水解酶剪切体１（ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ１）、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＣＳ）、炎症复合体（ＮＬＲＰ３）及成孔蛋白ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ（ＧＳＤＭＤ）的表
达水平。ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液中ＩＬ１β和ＩＬ１８的分泌量。ＣＣＫ８法检测Ｍｙｄｇｆ及ＮＬＲＰ３对Ｈ９ｃ２
细胞活力的影响。将携带 ＮＬＲＰ３的增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）慢
病毒载体（ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ）及空病毒载体（ＥＧＦＰ）分别转染至 Ｈ９ｃ２细胞，做回复实验，检测焦亡相关指
标变化。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＨＧ组焦亡相关蛋白 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１、ＡＣＳ、ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ表
达量较正常组明显增高（Ｐ＜０．０５），Ｍｙｄｇｆ处理后，焦亡相关蛋白的表达受到明显抑制（Ｐ＜０．０５），但抑
制效率低于ＮＳＡ组（Ｐ＜０．０５）。ＥＬＩＳＡ检测结果表明炎症相关指标ＩＬ１β和ＩＬ１８在ＨＧ组中表达增高
（Ｐ＜０．０５），而在Ｍｙｄｇｆ组中表达下降（Ｐ＜０．０５），ＮＳＡ组明显下降（Ｐ＜０．０５）。ＣＣＫ８法检测结果表明
＜２５ｎｇ／ｍＬ的Ｍｙｄｇｆ对Ｈ９ｃ２细胞活力无明显影响，＞２５ｎｇ／ｍＬ的 Ｍｙｄｇｆ明显降低 Ｈ９ｃ２细胞活力（Ｐ＜
０．０５）。与对照组相比，过表达 ＮＬＲＰ３使 ＨＧ条件下的细胞活力明显下降。ＥＧＦＰ慢病毒转染 ＮＬＲＰ３
至Ｈ９ｃ２细胞中，ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果发现 ＥＧＦＰ组中 ＮＬＲＰ３的 ｍＲＮＡ及蛋白表达与正常组
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而 ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ组中 ＮＬＲＰ３的 ｍＲＮＡ及蛋白表达均显著增高（Ｐ＜
０．０５）。回复实验的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在高糖环境中，与 Ｍｙｄｇｆ组相比，Ｍｙｄｇｆ＋ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ组中
焦亡相关蛋白ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１表达显著增加（Ｐ＜０．０５）；ＥＬＩＳＡ检测结果也表明ＩＬ１β和
ＩＬ１８表达较Ｍｙｄｇｆ组明显增高（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｍｙｄｇｆ可能通过抑制ＮＬＲＰ３来改善高糖诱导的心肌
细胞焦亡。

　　［关键词］　骨髓源性生长因子；Ｈ９ｃ２细胞；细胞焦亡；ＮＬＲＰ３；糖尿病性心肌病
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　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ； Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ； ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ； ＮＬＲＰ３； ｄｉａｂｅｔｉｃ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＲｅｇｉｏｎａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８６００６１，８２０６００６１），ｔｈｅ“ＨｕｎｄｒｅｄＬｅｖｅｌ”ＣｕｌｔｉｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＨｉｇｈ
ＬｅｖｅｌＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＴａｌｅｎｔｓｉｎＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０１５４０２５），ａｎｄｔｈｅＳｔａｒｔｕｐＦｕｎｄｆｏｒＭａｓｔｅｒ’ｓＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈｏｆｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＺｕｎｙｉＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（２０１６５１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＨＩＢｅｉ，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｂｅｉ２１４７＠１６３．ｃｏｍ

　　糖尿病是一组以高血糖为特征的代谢紊乱性疾
病。糖尿病患者心血管疾病的发病率为非糖尿病患者

的２～４倍［１］，而合并急性心肌梗死的病死率是血糖正

常者的２～８倍［２］。糖尿病性心肌病（ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏ
ｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）是糖尿病的主要并发症，是慢性糖尿
病患者死亡的重要原因。在ＤＣＭ中，慢性心脏炎症的
特征是心肌细胞的持续丢失，从而导致心脏收缩功能

受损［３－４］，但确切的损伤机制仍尚未阐明。

　　越来越多的证据表明，焦亡是ＤＣＭ心肌炎症的关
键因素［５－６］。细胞焦亡是一种坏死性和炎症性细胞程

序性死亡，与细胞坏死和细胞凋亡的机制不同［７］。在

ＤＣＭ中，高血糖诱导活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）升高，刺激核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋
白３（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｌｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎症小体的激活［８－９］，促使

半胱天冬酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）被募集到炎性小体中并通过
自身加工而被激活［１０］。活化的Ｃａｓｐａｓｅ１作用于ＩＬ１β、
ＩＬ１８和成孔蛋白ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ（ＧＳＤＭＤ），最终导致细
胞强力裂解并快速释放促炎细胞因子［１１］。ＮＬＲＰ３和
Ｃａｓｐａｓｅ１作为信号级联的核心被认为是 ＤＣＭ的炎性
标志物和药物靶点［１２］。

　　骨髓源性生长因子（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
Ｍｙｄｇｆ）是来源于骨髓单核巨噬细胞的旁分泌蛋白，在
小鼠心肌梗死的动物实验中，与野生型小鼠相比，心肌

梗死后Ｍｙｄｇｆ基因敲除小鼠的心肌细胞死亡增加，梗
死区域血管生成减少，心功能下降［１３］。研究发现

Ｍｙｄｇｆ可通过 ｃＭｙｃ／ＦｏｘＭ１通路促进心肌细胞增殖，
改善小鼠心脏损伤后的心脏再生［１４］。此外，Ｍｙｄｇｆ还

４２９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



能通过调控足细胞自噬和凋亡水平改善糖尿病肾脏损

害［１５］。可见Ｍｙｄｇｆ具有心脏保护作用，并可改善高糖
诱导的细胞损伤。但Ｍｙｄｇｆ是否参与改善高糖诱导的
心肌细胞焦亡及相关机制，目前尚不清楚。近年来研

究发现，Ｍｙｄｇｆ主要定位于细胞内质网［１６］，而内质网应

激可介导 ＮＬＲＰ３调控细胞焦亡及炎症反应［１７］。因

此，本研究拟通过观察Ｍｙｄｇｆ在高糖诱导Ｈ９ｃ２细胞焦
亡中的作用，并阐明其是否通过介导 ＮＬＲＰ３表达，从
而调控Ｈ９ｃ２细胞焦亡。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　低糖、高糖 ＤＭＥＭ培养基和胰蛋白酶购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自美
国ＢＩ公司。葡萄糖粉购自美国 Ｓｉｍｇａ公司。ＮＬＲＰ３
ｍＲＮＡ引物和ｃＤＮＡ反转录试剂盒购自广州锐博生物
科技有限公司。ＲＴｑＰＣＲ试剂盒和 ＩＬ１β、ＩＬ１８的
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自生工生物工程（上海）股份有
限公司。ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１、ＮＬＲＰ３、ＡＣＳ、ＧＳＤＭＤ、
βａｃｔｉｎ兔抗大鼠一抗购自武汉博士德生物工程有限
公司。ＥＣＬ化学发光试剂盒购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ公司。过表达 ＮＬＲＰ３基因和空载体携带 ＥＧＦＰ的
慢病毒载体购自南京凯基生物公司。

１．２　Ｈ９ｃ２细胞系传代培养及体外ＤＣＭ模型建立
　　Ｈ９ｃ２细胞系（大鼠胚胎心肌细胞株）购自中国科
学院上海细胞库，在含１０％ＦＢＳ的低糖ＤＭＥＭ培养基
中，置于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中传代培养。选取第
５～８代生长良好的细胞用于后续实验。采用含
５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的高糖 ＤＭＥＭ培养基处理细胞
２４ｈ，建立体外ＤＣＭ模型［９，１８］。

１．３　实验分组及方法
　　为了观察过表达 Ｍｙｄｇｆ对高糖所致的 Ｈ９ｃ２细胞
焦亡及相关蛋白表达的影响，取培养的第 ５～８代
Ｈ９ｃ２心肌细胞分为４组。正常组（Ｎｏｒ）：Ｈ９ｃ２细胞由
低糖ＤＭＥＭ培养，无干预。高糖组（ＨＧ）：Ｈ９ｃ２细胞
由低糖ＤＭＥＭ培养同前，２４ｈ后加入５０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖
ＤＭＥＭ培养。Ｍｙｄｇｆ组：采用重组Ｍｙｄｇｆ（２５ｎｇ／ｍＬ）处
理细胞１２ｈ［１４］，随后以５０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖ＤＭＥＭ干预Ｈ９ｃ２
细胞 ２４ｈ。Ｎｅｃｒｏｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ组（ＮＳＡ）：予 ３２μｍｏｌ／Ｌ
ＮＳＡ处理细胞３０ｍｉｎ［１９］，随后５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖干预
Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ。
　　为进一步验证 Ｍｙｄｇｆ通过调控 ＮＬＲＰ３发挥抗高
糖诱导的细胞焦亡作用，以细胞过表达ＮＬＲＰ３做回复

实验，将细胞分为３组。高糖组（ＨＧ组）：５０ｍｍｏｌ／Ｌ高
糖ＤＭＥＭ干预Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ。Ｍｙｄｇｆ组：Ｈ９ｃ２细胞予
以人重组 Ｍｙｄｇｆ蛋白处理 １２ｈ后，再予以 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ
高糖处理２４ｈ。Ｍｙｄｇｆ＋携带 ＮＬＲＰ３基因的绿色荧光
蛋白慢病毒组（Ｍｙｄｇｆ＋ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ组）：采用携带
增强型绿色荧光蛋白的慢病毒转染 ＮＬＲＰ３至 Ｈ９ｃ２
细胞４８ｈ，随后予以重组Ｍｙｄｇｆ蛋白处理细胞１２ｈ，然
后予以５０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖处理２４ｈ。
１．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测细胞中

ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ表达水平
　　按ＲＮＡ抽提试剂盒说明书进行，提取总 ＲＮＡ，按
ｍＲＮＡ反转录试剂盒进行操作，以 βａｃｔｉｎ为内参，随
后按荧光定量 ＰＣＲ试剂盒进行 ｃＤＮＡ扩增。数据通
过Ｃｔ比较法进行分析、定量（２－ΔΔＣｔ）。实验独立重复
３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　按产品说明书提取总蛋白，采用ＢＣＡ法测定蛋白
浓度。将提取的总蛋白与５×蛋白上样缓冲液按４∶１比
例充分混匀后，蛋白变性（９９℃，１０ｍｉｎ）。等量上样
至十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）
凝胶，５５Ｖ跑积层胶５５ｍｉｎ，１００Ｖ跑至胶底部，然后转
膜至ＰＶＤＦ膜，用封闭液室温封闭 １ｈ，加入 ＮＬＲＰ３、
ＡＣＳ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１和 ＧＳＤＭＤ的一抗，４℃孵育
过夜；ＴＢＳＴ缓冲液洗 ３次后，加入山羊抗兔二抗室温
摇床孵育１ｈ，最后曝光显影进行分析。以βａｃｔｉｎ为内
参照。实验独立重复３次。
１．６　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液中 ＩＬ１β和 ＩＬ１８的

分泌

　　按分组分别干预细胞后，收集细胞培养液，随后按
试剂盒说明书操作。

１．７　ＣＣＫ８法测定细胞存活率
　　９６孔板中培养Ｈ９ｃ２细胞，待细胞融合达标时，按
Ｍｙｄｇｆ浓度梯度处理细胞１２ｈ后或按分组条件处理细
胞２４ｈ后，ＰＢＳ液充分洗涤，加入ＤＭＥＭ稀释的ＣＣＫ８
溶液１００μＬ（ＤＭＥＭ和 ＣＣＫ８原液体积比为 ９∶１），
３７℃培养箱内孵育２ｈ，酶标仪上测定波长在４５０ｎｍ
处的吸光密度值［Ｄ（４５０）］。每组设６个复孔。
１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析。正态分布的
计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较应用独立样本 ｔ检
验，多组间均数比较采用单因素方差分析。以Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

５２９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



２　结果

２．１　Ｍｙｄｇｆ对高糖诱导Ｈ９ｃ２细胞焦亡的影响
　　Ｈ９ｃ２细胞系经消化后传代培养，取 ５～８代细胞
按分组条件处理细胞。经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果发现
（图１），与Ｎｏｒ组相比，ＨＧ组中ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１、
ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ表达明显增高（Ｐ＜０．０５），而 Ｍｙｄｇｆ组
中表达显著下降（Ｐ＜０．０５），但下降程度低于 ＮＳＡ组。
ＥＬＩＳＡ检测结果发现（图 ２），与 Ｎｏｒ组相比，ＩＬ１β和
ＩＬ１８的表达量在ＨＧ组明显增高，而在 Ｍｙｄｇｆ组中显
著下降（Ｐ＜０．０５），但 ＮＳＡ组下降程度更大。提示重
组Ｍｙｄｇｆ蛋白具有抗高糖诱导Ｈ９ｃ２细胞焦亡的作用，
但其抗焦亡效应较ＮＳＡ弱。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｎｏｒ组比较

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｈ９ｃ２细胞中焦亡相关蛋白的表达
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｎｏｒ组比较

图２　各组细胞培养液中ＩＬ１β和ＩＬ１８的相对表达量
（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＣＣＫ８法测定不同浓度的Ｍｙｄｇｆ对Ｈ９ｃ２细胞活
力的影响

　　ＣＣＫ８结果显示，＜２５ｎｇ／ｍＬ的Ｍｙｄｇｆ对Ｈ９ｃ２细
胞活力没有明显的影响，但Ｍｙｄｇｆ＞２５ｎｇ／ｍＬ后，细胞
活力随着浓度增加成逐渐下降趋势（Ｐ＜０．０５，图３），
因此后续实验中，采用２５ｎｇ／ｍＬＭｙｄｇｆ处理细胞。
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图３　不同浓度Ｍｙｄｇｆ对Ｈ９ｃ２细胞活力的影响
（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．３　慢病毒转染过表达Ｈ９ｃ２细胞系中的ＮＬＲＰ３基因
　　由于慢病毒携带绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ），将其转
入Ｈ９ｃ２细胞后，采用荧光显微镜检测发现，细胞绿色
荧光转染效率超过９５％。ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测结果发现（图４、５）：与Ｎｏｒ组相比，ＥＧＦＰ组中ＮＬＲＰ３
在ｍＲＮＡ和蛋白水平上的表达水平无明显变化。而
与ＥＧＦＰ组相比，ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ组中 ＮＬＲＰ３的 ｍＲＮＡ
及蛋白水平均显著增高（Ｐ＜０．０５），提示成功过表达了
Ｈ９ｃ２细胞系中的ＮＬＲＰ３基因。
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图４　ＲＴｑＰＣＲ检测转染后ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ的相对表达量
（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　过表达ＮＬＲＰ３对Ｈ９ｃ２细胞活力的影响
　　为了验证慢病毒转染对细胞活力的影响，采用
ＣＣＫ８法检测各组细胞活力。可见ＥＧＦＰ、ＮＬＲＰ３转染

６２９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



的细胞存活率无明显变化（图６），说明在正常情况下，
过表达ＥＧＦＰ和ＮＬＲＰ３对细胞存活率没有影响。而在
予以高糖处理后（图６），与 Ｎｏｒ组相比，ＨＧ组和 ＨＧ＋
ＥＧＦＰ组细胞存活率下降（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＧ组相比，
ＨＧ＋ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ组活力进一步下降（Ｐ＜０．０５），说明
过表达ＮＬＲＰ３使ＨＧ条件下的细胞活力明显下降。

!"# $%&' !()'*!$%&'

!()'*

（
+,"-.

*）
!

!!/0123

（
+4"-.

*）
!

-+.

-,.

-..

5.

6.

+.

,.

.

!
(
)
'
*

蛋
白
的
相
对
表
达
量

7

/

!"# $%&' !()'*!$%&'

8

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＥＧＦＰ组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｈ９ｃ２细胞中ＮＬＲＰ３蛋白的
表达（Ａ）与半定量分析（Ｂ）　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图６　不同处理组Ｈ９ｃ２细胞活力　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．５　Ｍｙｄｇｆ调控ＮＬＲＰ３对高糖诱导心肌细胞焦亡的
作用

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明（图７），与 ＨＧ相比，Ｍｙｄｇｆ
组中的 ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１、ＮＬＲＰ３表达明显下降
（Ｐ＜０．０５），Ｍｙｄｇｆ＋ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ组中表达则显著增加
（Ｐ＜０．０５）。ＥＬＩＳＡ检测结果发现（图８），与 ＨＧ组相
比，ＩＬ１β和 ＩＬ１８的表达量在 Ｍｙｄｇｆ组明显下降，而
在Ｍｙｄｇｆ＋ＮＬＲＰ３ＥＧＦＰ组中显著升高（Ｐ＜０．０５），表
明ＮＬＲＰ３的过表达可以阻断 Ｍｙｄｇｆ的抗高糖诱导
Ｈ９ｃ２细胞焦亡作用。
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图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｈ９ｃ２细胞中焦亡相关
蛋白的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图８　各组细胞培养液中ＩＬ１β和ＩＬ１８的相对表达量
（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　本研究旨在探讨Ｍｙｄｇｆ对高糖诱导的心脏损伤中
焦亡的作用及其可能机制，发现 Ｍｙｄｇｆ可能通过调控
ＮＬＲＰ３减轻高糖诱导的Ｈ９ｃ２细胞系焦亡。
　　糖尿病性心肌病（ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）
是独立于冠心病、高血压心脏病以及心脏瓣膜病等的

特异性心肌病，危害极大［２０］。研究显示，免疫炎症反

应参与了ＤＣＭ的病理生理发展过程，在 ＤＣＭ患者或
动物模型中，均发现了炎症相关因子如 ＩＬ６、ＩＬ１β，肿
瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、ＮＬＲＰ３
炎症小体等的表达［２１］。炎症反应是一把双刃剑，在早

７２９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）



期是应对高血糖的保护性反应，而后期持续的慢性炎

症则会导致心肌细胞的损失，最终导致心力衰竭。其

中ＮＬＲＰ３炎症小体参与高血糖诱导的细胞毒性反应
并启动细胞焦亡的进程［８］。焦亡是与炎症相关的程

序性细胞死亡，参与了ＤＣＭ的发生发展。高糖诱导的
活性氧（ＲＯＳ）可触发ＮＬＲＰ３炎症小体的激活，促进裂
解的 Ｃａｓｐａｓｅ１的产生，从而加速 ＩＬ１β、ＩＬ１８的释
放［２２］。因此抑制高糖诱导的心肌细胞焦亡可能成为

ＤＣＭ的治疗靶点。
　　既往研究表明，Ｍｙｄｇｆ可以通过调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路的激活，减少心肌缺血诱导的心肌细胞的凋

亡［１３］。同时通过调控 ＭＡＰＫｌ／３，ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ＳＴＡＴ３
相关信号通路促进内皮细胞增殖［２３］。在 ２型糖尿病
小鼠模型中，Ｍｙｄｇｆ可促进肠道胰高血糖素样肽１
（ＧＬＰ１）的产生，改善糖／脂代谢［２４］。此外，Ｍｙｄｇｆ通
过保护高糖诱导的肾小囊脏层上皮细胞损伤，激活

Ａｋｔ／ＢＡＤ通路改善肾小囊脏层上皮细胞功能，在阻止
糖尿病肾病的发展中发挥了重要作用［１５］。但 Ｍｙｄｇｆ
是否能够改善高糖诱导的心肌细胞焦亡，目前尚不清

楚。本研究发现高糖可诱导 Ｈ９ｃ２细胞高表达焦亡相
关蛋白，如 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ
等，而加入重组人 Ｍｙｄｇｆ蛋白可使 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ蛋白表达水平降低，上清液
中ＩＬ１β和ＩＬ１８的表达水平降低，说明重组人 Ｍｙｄｇｆ
蛋白可以降低高糖诱导的 ＮＬＲＰ３炎症小体的激活和
焦亡。

　　ＮＬＲＰ３炎症小体可在各种疾病条件下识别非微
生物危险信号（如过量的葡萄糖、活性氧、低密度脂蛋

白等）进而导致非细菌性炎性反应。有研究发现，

ＮＬＲＰ３的激活在糖尿病心肌病的心肌炎症反应过程
中起到了举足轻重的作用［２１］。越来越多的证据表明，

抑制ＮＬＰＲ３可以减少高糖诱导心肌细胞死亡，调节钙
稳态和心肌细胞骨架结构［２５－２６］。ＮＬＲＰ３在高糖诱导
心肌细胞损伤过程中的作用可见一斑。既往研究显

示，Ｍｙｄｇｆ主要定位于细胞内质网［１６］，而内质网应激可

激活ＮＬＲＰ３介导的细胞焦亡［１７］。我们猜想 Ｍｙｄｇｆ的
抗焦亡作用可能通过调控 ＮＬＲＰ３的表达。为进一步
验证该假设，予以过表达 Ｈ９ｃ２细胞中的 ＮＬＲＰ３做回
复实验，结果表明，采用慢病毒转染，可有效过表达

Ｈ９ｃ２细胞中的 ＮＬＲＰ３。并且在正常培养的细胞中，
过表达ＮＬＲＰ３对细胞活力无明显影响，而高糖环境
中，ＮＬＲＰ３可促使细胞活力进一步下降。此外，过表
达的 ＮＬＲＰ３可抑制重组人 Ｍｙｄｇｆ蛋白对抗高糖诱导
细胞焦亡作用。

　　综上所述，本研究表明，重组人Ｍｙｄｇｆ蛋白可能改

善高糖诱导的 Ｈ９ｃ２细胞焦亡，该作用可能通过抑制
ＮＬＲＰ３炎症小体的激活来对抗高血糖诱导的细胞焦
亡，但Ｍｙｄｇｆ调控ＮＬＲＰ３炎症小体的具体机制还有待
进一步研究。
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