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Wnt／fl‘__’catenin 通路激活促进慢性缺氧H9c2细胞中 

抗凋亡因子 bcl-2及 survivin表达 

王海霞 ，张 蕾 ，刘玲娟 2刘晓燕 

(1．重庆医科大学附属儿童医院心血管内科，重庆 400014；2．儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地、 

儿童发育疾病研究教育部重点实验室、儿科学重庆市重点实验室，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨Wnt／13一catenin信号转导通路在H9c2心肌细胞慢性缺氧适应中的作用及可能机制。方法：将37℃、5％0 、 

5％CO2、90％N：条件下培养的H9e2细胞作为实验组，低氧培养6、12、24、36、48、72 h时收集细胞；将37℃、21％O 、5％CO 条件 

下培养的细胞作为对照组。采用Western blot和real—time PCR技术检测B—catenin抗凋亡因子 bc 2和survivin在不同培养时 

间点的表达变化。结果：5％02培养的H9c2细胞与对照组相比，[3-catenin蛋白在缺氧6、12、24、36 h时表达明显增加( 0．000， 

P=O．018，P=0．001，P=0．000)，bcl一2及 survivin表达较对照组明显增加(P=0．000，P=0．000)。结论：Wnt／13一catenin信号通路激活可 

能是 H9c2心肌细胞慢性缺氧的适应机制之一，其部分可能通过上调抗凋亡因子bcl一2及SUrvivin表达起作用。 
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Activation of Wnt／15-catenin signaling pathway promotes anti-apoptotic genes 

bcl-2 and survivin expression in H9c2 cell subject to chronic hypoxia 
Wang Haixid，Zhang Leit,Liu Ling~uan2,Liu Xiaoyan 

(_f．Department ofCardiology，Children’S Hospital ofChongqingMedical University；2．China International 

Science and Technology Cooperation Base of Child Development and Critical D~orders，Ministry ofEducation 

Key Laboratory ofChild Development and D D e ．ChongqingKey Laboratory ofPediatrics) 

【Abstract]Objective：To explore the effect and mechanism of Wnff13-catenin signaling pathway in H9c2’S cell adaptation to chronic 

hypoxia．Methods：Embryonic rat-heart-derived H9c2 cells were exposed to 37℃，5％02，5％CO2，and 90％N2 as the experimental? 

group；cells were collected at 6，12，24，36，48，72 h．The cells were cultured under 37℃，21％02，5％CO2 as control group．Expression 

of 13-catenin，bcl-2 and survivin mRNA or protein at different time points were measured by using Western blot and real—time PCR． 

Results：Protein levels of p—catenin increased at 6，12，24，36 h compared with those of control group(P=-0．000，P=-0．018，P=-0．001， 

0．ooo)．bcl-2 and survivin were significantly increased after 13-catenin reaching high level of expression(P=0．000，P=O．ooo)． 

Conclusion：Activation of Wnt／13-catenin signaling pathway may contribute to H9c2 cell adaptation’s to chronic hypoxia，partly 

through upregulafing anti—apoptosis genes expression to promote cell surviva1． 

【Key words]H9c2 cell；chronic hypoxia；Wnt／13一catenin；bcl一2；survivin 
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万先心病患儿出生，青紫型是CHD的常见类型且预 

后较差。心肌慢性缺氧是青紫型 CHD患儿重要的 

病理生理改变。慢性缺氧一方面可导致心肌损伤、 

心肌细胞凋亡，损伤心功能；另～方面也可诱导机 

体产生内源性保护机制适应缺氧．抵御或减轻缺氧 

造成的心肌损伤[21。慢性缺氧适应能提高心脏对急 

性缺氧主要恶性结果如心肌梗死(myocardial infarc— 

tion，MI)、收缩功能不良的耐受力[31。青紫型 CHD患 
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儿心脏长期被低氧血液灌注，但在一定时期内仍能 

存活并维持其心脏功能。心肌慢性缺氧适应的机制 

目前并不清楚．对此机制的深入研究将有助于探索 

心肌缺氧保护新的干预手段。 

近年来，有关Wnt／13一catenin信号通路与心脏 

疾病关系的研究日益增多，其中该通路的心肌保护 

作用成为研究热点，但国内外类似研究多集中在心 

肌急性缺血／缺氧动物模型 ，而对该通路在慢性缺 

氧适应中的作用尚不清楚。B—catenin是 Wnt／13一 

catenin信号转导通路的核心分子，起信号调节开关 

的作用。多数肿瘤具有缺氧的微环境，肿瘤形成的 

关键步骤就是对缺氧的适应。B—catenin水平升高可 

激活下游靶基因。促进血管生成和细胞存活[61，抑制 

细胞凋亡_7j，可能与肿瘤细胞适应缺氧有关。本研究 

以低氧条件下培养 H9c2心肌细胞为慢性缺氧模 

型，并通过检测 H9c2心肌细胞中 p—catenin、bcl一2、 

survivin在不同时间点的表达水平．探讨 Wnt／13一 

catenin信号通路在H9c2心肌细胞慢性缺氧适应中 

的作用及可能机制。 

l 资料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 H9c2心肌细胞 心肌细胞株购自重庆市卓诺生物技 

术有限公司。 

1．1．2 主要试剂及仪器 全蛋白提取试剂盒、胞浆胞核蛋白 

提取试剂盒购自凯基公司，RNA提取试剂盒SuperReal Pre— 

Mix(SYBR Green)购白天根公司。逆转录试剂盒购自Takara 

公司，RT—PCR引物由上海生工合成，兔来源多克隆抗体p— 

catenin购自英国Abcam，兔来源多克隆抗体 bcl一2及 survivin 

购自美国CST，兔来源多克隆抗体 一tubulin购自杭州华安； 

电泳仪、电转仪、凝胶图像分析仪(Bio—Rad，美国)，荧光定量 

PCR仪(Bio—Rad，CFX96，美国)，三气培养箱(New Brunswick， 

英国)，荧光倒置显微镜(Nikon，日本)。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 H9c2心肌细胞培养 大鼠H9c2心肌细胞常规培养 

于含 10％胎牛血清的DMEM高糖培养基中，放于37℃、21％ 

O：、5％CO：培养箱中培养，当细胞长至 80％左右时按 1：2~1：3 

分瓶传代，平均2-3 d传代 1次。 

1．2．2 实验分组 H9c2细胞f号至第3代时，将细胞置于37℃、 

5％0：、5％C0：、90％N 培养箱中培养，作为实验组，低氧培养 

6、12、24、36、48、72 h时收集细胞 ；将 37 oC、21％O2、5％CO2 

条件下与实验组培养相同时间细胞作为对照组。 

1．2．3 Real—time PCR检澳0 B—catenin、bcl一2和 survivin mRNA 

表达水平 采用 RNA提取试剂盒提取 5％0 下培养 H9c2 

心肌细胞各时间点细胞总RNA，Takara逆转录试剂盒进行逆 

转录，使 cDNA量为 800 ng。逆转录条件为：42℃、30 min， 

85℃、5 rain：产物一20℃保存备用。按 SuperReal PreMix 

(SYBR Green)试剂盒说明书进行 qPCR实验。取 cDNA l ， 

2 X SYBR Green 10 IxL．特异性引物正义链和反义链各0．6 IxL， 

加去RNA酶水至终体积 20 并混匀，扩增条件为：95℃、 

30 s，95 、5 s，68 oC、30 s，40个循环。特异性引物序列见 

表1。使用 2 法计算相对mRNA含量，AACt=ACt(实验组) 

一 ACt(对照组)。2 表示实验组目的基因mRNA的含量相对 

于对照组所改变的倍数。 

1．2．4 Western blot检测 B—eatenin蛋白表达水平 采用凯 

基全蛋白及胞浆胞核蛋白提取试剂盒提取H9c2细胞全蛋白 

及胞浆胞核蛋白，BCA法测蛋白浓度，操作均按试剂盒说明 

书进行。获得全蛋白变性后进行 SDS—PAGE，电泳结束后经 

湿转将蛋白条带转到PVDF膜，5％脱脂奶粉、TBST室温封闭 

1 h，力口——抗 anti—B—catenin(1：3 000)、anti—bcl一2(1：1 000)、 

anti～survivin(1：1 000)、anti一0l—tubulin(1：2 000)，4℃冰箱过 

夜，TBST洗膜 3次，每次 10 min，加二抗Goat anti rabbit IgG 

HRP(1：3 000)室温 1．5 h，TBST洗膜 3次，每次 10 min，用 

ECL化学发光试剂盒显影， 一tubulin作为内参，用灰度值 p— 

catenin／c~一tubulin、bcl一2lot—tubulin、survivin／c~一tubulin反映蛋 

白相对表达量 采用Quantity One图像处理系统分析蛋白条 

带灰度再进行统计学分析。 

1．2．5 免疫荧光检测 B—catenin在H9c2心肌细胞内定位 细 

胞爬片后，待细胞融合80％左右时取出盖玻片，4％多聚甲醛 

固定30 min，PBS冲洗 2次，每次5 rain，0．5％Triton—X100通 

透 20 min。PBS冲洗 2次 ，每次 5 min。滴加一抗 (anti—p— 

catenin)(1：500)，超过组织边缘3 mm，置于湿盒内4℃过夜。 

取湿盒于 37℃复温30 min，滴加二抗(红／绿色荧光标记的 

山羊抗兔 lgG抗体)(1：200)，37℃孵育 1 h(避光操作存放)， 

PBS冲洗3次，每次2 min。滴加 DAPI液(5 Ixg／mL)，室温避 

表 1 用于 RT—PCR分析的各引物序列 

Tab．1 Sequences of RT-PCR primers 
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1．3 统计学分析 

实验数据采川t sI s I7．0统计学软件进fi-5~"析．实验数 

据以均数 ±标准篪( ± )表示，多组问比较 川 l凡I素方差 

分析 、LSD一￡检验 ，愉验水准 =0．05 

2 结 果 

2．1 5％O 条件下培养 H9, 2心肌细胞不同时间细胞形态变化 

埘照组及 5cM) 条什 卜培养 H9~ 2细胞 符l1lf问点细胞肜 

个 胞『人J，p llill 细胞质 Jj乜十戋均rtr ，经低轼处川 

后 达【I』J{lI5_增强 ，̈ 丰要位 j：圳胞俊 2 

{低 培养 6 h C低瓴培养 J2 h 

)低氧培养 24 h E低氧培养 36 h F低氧培养 48 h 

( 低杖培养72 h 

图 1 正常氧浓度及5％0 条件下各时间点培养的 H9c2细胞 

(100X) 

Fig．1 H9c2 cell morphology under normal and hypoxia condition 

(1O0×) 

2．2 5％() 每件下培养H9,-2心肌细胞不同时间点 3-(-aI in 

在细胞内的表达部位 

细胞免疫荧 )匕 段术 示 ，[B-cate r ．1】弥敞分布丁整 

图2 免疫荧光检测13-catenin在 H9c2心肌细胞中的定位 

Fig．2 Cellular localization of 3-catenin in H9c2 cells 

2．3 5％()2条件下培养 If9c2心肌细胞不同时间 ]3-(!ale~li v 

的表达变化 

求!lI!-示，随着缺氧时 延K．3-c alenin mRNA丧 ‘ 

免增 降的趋势，缺氧 l2、24、36 tl Ifl『B—dlenillJnRNA 达 

较 刈‘ I叫 增加(P=0．049，， 0．00l，P=0．020)． 48、72 I1 

时发达 卜降， l2、24及 36 11表达 卡几比，差异均 有统汁 

学意义(P=0．000) 表 2 

Wesle~m bolt结果 示，5％0 条件 卜培养『I9c2细j】也叫 

p—catenin表达[i月 增加 ，全卸i胞 3-catenil 水 与细胞质 、 

细I胞核I大】[~-catenin变化趋势 ·敛、 培养6、12、24、36 l1 lllf 

细胞质及细胞核内 B—catenin太达fIJ】 增JJ【】，均 36 h II,1‘夫 

达 高 对j{c{ 十H比，差异均j 彳r统计学崽义(P=O．000．， 

O．000，，L()．003，l&0．000)． 48、72 h表达较 36 lI}f』j 下降(p_- 

O．000．P=O．000)，H荩水降至埘照组水平( 2， 3) 

2．4 5％0 1条件下培乔 H9c2心肌细胞不同时间抗凋亡因子 

bcl一2及 sLIItvivin表达变化 

验结 段尾 示，低氧处 t19t．2心肌细胞后抗川 I’。 

表2 5％02条件下培养 H9c2细胞不同时间 3-catenin的表达变化 

Tab．2 Expression of 3-catenin in H9c2 cells at different time points subjected to 5％02 

注：a， j对照组比较，P<0．05； j缺氧6 h比较，，k()、05；(-： j缺年c 12 h比较，P<O．05；tI： 』缺筑24 h比较．，J<()．05；( ： j缺氧 36 h比较．P<0()5 
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注-a，与对照组比较，P《O．o5．b：与缺氧6h比较，P<O．O5 与缺氧12h比较，P<0．05；d：与缺氧24h比较，P<O．05 

表4 5％o2条件下培养、H9c2细胞不同时间survivin表达变化 

Tab．4 Level of survivin in H9c2 cells subjected to 5％02 

注．a，与对照组比较，P<0．05．b：与缺氧6h比较，P<0．05 与缺氧12h比较，P<0．05；d：与缺氧24h比较，P<O．05 

因子bcl一2表达较对照组明显增加，其中bcl一2 mRNA在缺 

氧6、12 h表达较对照组明显增加(P=0．000，P=0．000)，36 h时 

表达降至最低水平。bcl一2蛋白在培养 6、12、24 h时表达明 

显增~g(P=-O．000，P=O．O00，P=O．000)。见表 3。 

随培养时间延长，survivin表达先增后降。与对照组相比， 

survivin mRNA表达水平于培养24 h明显增加( 0．000)。同 

样，survivin蛋白在培养 12、24 h时表达明显增加，24 h时表 

达最高(P=-0．000，P=-O．ooo)。见表4。 

对照组 6 h 12 h 24 h 36 h 48 h 72 h 

图3 Western blot检测5％02条件下培养H9c2细胞不同时间 

~-catenin、bcl-2及 survivin蛋白表达 

Fig．3 Expression of~-catenin，bcl-2。and survivin in H9c2 cells 

subjected to 5％O2 

3 讨 论 

慢性缺氧时心肌会产生多种适应方式 如通过 

增加线粒体数量增加有限0 的利用率；调节血管内 

皮生长因子 vascular endofhelial growth factor。VEGF) 

的表达，增加微血管数量，增加供血量；通过增强抗 

凋亡因子表达，增强心肌细胞耐受应激能力等。这 

种适应方式形式多样，但高度统一，最终实现心肌 

细胞慢性缺氧适应(myocardial adaptation to chronic 

hypoxia)tS-gJ。心肌慢性缺氧适应有助于青紫型CHD 

患儿在一定时期内存活并维持其心脏功能。并对外 

科手术所致的心肌缺血缺氧有较好耐受性。然而心 

肌慢性缺氧适应的机制目前仍不清楚，国内外相关 

研究较少。有研究显示PKC、p38 MAPK,JUN激酶c 01 

及Akt信号通路“呵能是心肌慢性缺氧适应的信号 

通路之一，但其机制仍不完全明确。 

心肌急性缺血／缺氧损伤时可激活 Wnt／~一 

catenin信号通路 。直激活的此通路具有一定心脏 

保护作用 。通过对短暂性结扎左冠状动脉前降支 

形成的大鼠缺血预处理(ischemic preconditioning， 

IP)模型的研究发现(缺血 4 rain，再灌注4 min，一 

共 4个周期)，IP可使心肌细胞细胞质及细胞核内 

13一catenin明显增加，且增加的B—catenin具有一定 

抗凋亡及促血管生成作用ll3J，下调 B—catenin表达时 

观察到VEGF、bcl一2及survivin表达下降，一定程度 

上消除了IP介导的心脏保护作用㈣。然而，心肌慢 

性缺氧时Wnt／l~一catenin信号通路的变化目前尚未 

见报道。本研究结果表明，5％0 条件下培养 H9c2 

心肌细胞 6 72 h，培养不同时间时 H9c2心肌细胞 

形态与对照组相比均未观察到明显改变．提示 H9c2 

细胞对 5％0：慢性低氧培养条件具有一定耐受性。 

Wnt／13一catenin信号通路没有激活时，细胞质中p— 

catenin被降解复合体降解，而激活后，降解复合体 

活性被抑制，B—catenin才能在细胞质中聚集并进入 

细胞核．与T细胞因子／淋巴增强子(TCF／LEF)相互 

作用，激活Wnt靶基因转录。本研究结果显示，低氧 

培 6～36 h。H9c2心肌细胞 的细胞质及细胞核中 

Wnt／13一catenin通路核心分子B—catenin表达均较对 

照组明显增加，提示细胞质中 B—catenin聚集并向 

一一一一一一 一 
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核内转移，说明H9c2心肌细胞慢性缺氧时可激活 

细胞中Wnt／13一catenin信号通路。本研究同时发现， 

随培养时间延长，B—catenin mRNA及蛋白表达呈先 

增后降趋势，于48 h和72 h时蛋白表达降至对照 

组水平，提示此时激活的信号通路活性存在一定时 

限。本研究也显示，低氧条件下培养心肌细胞时，抗 

凋亡因子 bcl一2及 survivin表达增加 ，在培养过程 

中两者表达水平均先升后降，bcl一2于培养 6、12 h 

时表达最高，survivin于24 h时达最高，而在此时间 

段内，B—catenin表达均维持在较高水平，提示慢性 

缺氧时B—catenin表达增加可能上调bcl一2、survivin 

表达。因此慢性缺氧时激活的Wnt／13一catenin信号 

通路可能通过上调抗凋亡因子 bcl一2及 survivin表 

达，从而减少慢性缺氧时心肌细胞凋亡，促进细胞 

在低氧环境中存活。 

HIF一1为一种缺氧诱导产生的、可激活缺氧反 

应基因转录的DNA结合蛋白，是机体氧感受和缺 

氧反应信号转导的共同通路。有研究显示，HIF一1与 

B—catenin存在一定相互作用，HIF一1可促进缺氧条 

件下 p—catenin向细胞核内转移【l5】，p—catenin能够 

增强HIF一1介导的转录，从而促进细胞存活，适应 

缺氧『】61。这进一步提示Wnt／13一catenin信号通路可能 

直接或间接参与了细胞在低氧环境中存活。 

综上所述，本研究探讨了低氧培养条件下H9c2 

心肌细胞中Wnt／13一catenin信号通路的变化，研究结 

果提示，低氧可激活H9c2心肌细胞中Wnt／13一catenin 

通路，且激活后的信号通路可能在一定时期内通过 

上调抗凋亡因子表达来减少慢性缺氧状态下 H9c2 

心肌细胞的凋亡，促进细胞存活。深入研究Wnt／13一 

catenin信号通路在心肌慢性缺氧状态中作用，可对 

临床某些慢性缺氧性心脏疾病心肌保护提供新的 

治疗思路和方法。 
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