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热量限制缓解血管紧张素Ⅱ诱导的心肌细胞肥大作用

孙思雨,贺忠梅∗,钟祺,杨瑞瑞,燕　 子,高丽娟,曹济民

(山西医科大学
 

基础医学院生理学系
  

细胞生理学教育部重点实验室,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨热量限制(caloric
 

restriction,CR)对血管紧张素Ⅱ( Angiotensin
 

Ⅱ,AngⅡ)诱导的大鼠心

肌细胞肥大的影响及可能机制。 方法 　 将 H9c2 细胞分为 6 组:正常对照组、AngⅡ组( 1
 

μmol / L)、热量限制组

(CR)、CR+AngⅡ组、NF-κB 抑制剂组( CR+AngⅡ+Ss)、NF-κB 激动剂组( CR+AngⅡ+Bet)。 将各组细胞进行相应

的药物处理后,用 CCK-8 法检测细胞活力;鬼笔环肽染色检测心肌细胞表面积;细胞培养液中乳酸脱氢酶( LDH)、
髓过氧化物酶(MPO)及氧化应激指标(ROS、SOD、MDA)的检测采用相应试剂盒;RT-qPCR 法检测心肌细胞中肥大

相关基因(ANP、BNP、β-MHC) 与焦亡相关基因( NLRP3、ASC、GSDMD、caspase1、IL-18 与 IL-1β) 的 mRNA 表达;
Western

 

blot 法检测心肌细胞中 NLRP3、ASC、GSDMD、caspase1 以及 NF-κB 的蛋白表达水平。 结果　 (1) AngⅡ可

诱导 H9c2 心肌细胞表面积及肥大标志基因(ANP、BNP、β-MHC)的 mRNA 表达量较对照组显著增加,而这种改变

在 CR 干预下被减弱。 (2)CR 能逆转 AngⅡ诱导的肥大心肌细胞中 ROS、MDA、LDH、MPO 含量的增加及 SOD 含量

的减少。 (3)与 AngⅡ组相比,CR 处理使 AngⅡ诱导的肥大心肌细胞中焦亡相关基因 NLRP3、ASC、GSDMD、
caspase1 及

 

NF-κB 的 mRNA 表达量与蛋白表达量明显降低。 (4)NF-κB 抑制剂水杨酸钠(Ss)使 NLRP3、GSDMD 的

mRNA 表达水平较 CR+AngⅡ组进一步降低,而 NF-κB 激动剂白桦脂酸(BA)则逆转了 CR 的这种保护作用。 结论
 

CR 可以明显缓解 AngⅡ诱导的大鼠心肌细胞肥大,CR 的心肌细胞保护作用可能与调控 NF-κB 途径介导的细胞焦

亡有关。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

calorie
 

restriction
 

(CR)
 

cardiomyocyte
 

hypertrophy
 

induced
 

by
 

angiotensin
 

Ⅱ
 

( Ang Ⅱ)
 

and
 

the
 

possible
 

mechanisms
 

involved.
 

Methods 　 H9c2
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

six
 

groups:
 

Control,
 

AngⅡ
 

(1
 

μmol / L),
 

CR,
 

CR+AngⅡ,
 

CR+AngⅡ+Ss
 

and
 

CR+AngⅡ+Bet
 

groups.
 

The
 

cell
 

viability
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

using
 

the
 

CCK-8
 

method
  

after
 

corresponding
 

drug
 

treatments.
 

The
 

surface
 

area
 

of
 

cardiomyocytes
 

was
 

detected
 

by
 

TRITC-phalloidin
 

staining.
 

The
 

concentrations
 

of
 

lactic
 

dehydrogenase
 

( LDH),
 

myeloperoxidase
 

( MPO),
 

Reactive
 

oxygen
 

species(ROS),
 

Superoxide
 

dismutase( SOD),
 

and
 

Malondialdehyde( MDA)
 

in
 

cell
 

culture
 

supernatants
 

were
 

detected
 

with
 

kits.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

atrial
 

natriuretic
 

peptide(ANP),
 

brain
 

natriuretic
 

peptide(BNP),myosin
 

heavy
 

chain-β ( β-MHC ),
 

NOD-like
 

receptor
 

protein
 

3
 

( NLRP3 ),
 

apoptosis-associated
 

speck-like
 

protein ( ASC ),
 



gasdermin-D(GSDMD),
 

caspase1,
 

interleukin-18( IL-18),
 

and
 

interleukin-1β( IL-1β)
 

was
 

detected
 

by
 

RT-qPCR,
 

and
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

ASC,
 

GSDMD,
 

caspase1
 

and
 

Nuclear
 

factor-κB(NF-κB)
 

in
 

cardiomyocytes
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 The
 

surface
 

area
 

of
 

H9c2
 

cardiomyocytes
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

hypertrophy
 

markers
 

(ANP,
 

BNP,
 

β-MHC)
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

Ang
 

Ⅱ-induced
 

H9c2
 

cardiomyocytes
 

compared
 

with
 

the
 

controls,
 

and
 

these
 

changes
 

were
 

attenuated
 

by
 

CR
 

intervention.
 

CR
 

reversed
 

the
 

Ang Ⅱ-induced
 

increase
 

in
 

LDH
 

and
 

MPO
 

in
 

myocardium
 

mast
 

cells.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

ASC,
 

GSDMD,
 

caspase1,
 

IL-18,
 

and
 

IL-1β
 

and
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

NLRP3,
 

ASC,
 

GSDMD,
 

caspase1,
 

and
 

NF-κB
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

Ang
 

Ⅱ-induced
 

hypertrophied
 

cardiomyocytes
 

under
 

CR
 

intervention
 

compared
 

with
 

Ang
 

Ⅱ
 

only.
 

An
 

NF-κB
 

inhibitor
 

further
 

reduced
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

NLRP3
 

and
 

GSDMD
 

compared
 

with
 

expression
 

in
 

the
 

CR+Ang
 

Ⅱ
 

group,
 

while
 

an
 

NF-κB
 

agonist
 

blocked
 

the
 

effect
 

of
 

CR
 

on
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

coke-death
 

related
 

genes.
 

Conclusions 　 CR
 

reduced
 

the
 

cardiomyocyte
 

hyperplasia
 

induced
 

by
 

Ang
 

Ⅱ
 

in
 

rats,
 

and
 

it
 

may
 

protect
 

cardiomyocytes
 

by
 

inhibiting
 

pyroptosis
 

through
 

the
 

regulation
 

of
 

NF-κB.
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pyroptosis.
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　 　 心肌肥厚是引起多种心血管疾病发病率和病

死率升高的独立危险因素之一[1] 。 既往研究已经

证实炎性反应在心血管疾病的发病机制中发挥着

重要作用[2] 。 已知细胞焦亡是一种能够放大炎性

级联反应的独特程序性细胞死亡方式[3] ,因此推测

调控细胞焦亡可能是心血管疾病的潜在治疗靶点。
热量限制(caloric

 

restriction,CR)是一种逐渐引

起关注的饮食控制方法,已有研究发现 CR 对衰老

的心血管系统有多种有益作用,例如可防止血管纤

维化,减轻炎症与氧化应激,减少心肌细胞凋亡

等[4] 。 NF-κB 是细胞内重要的核转录因子,可参与

机体的炎症反应、免疫应答、调节细胞凋亡、应激反

应等[5] 。 已有研究发现 NF-κB 是炎症和心肌肥厚

的共同通路,抑制 NF-κB 信号通路可减轻心脏炎症

反应,有效阻止心肌肥厚的发生,延缓心力衰竭[6] 。
我们前期实验发现 CR 可通过调控细胞焦亡减轻心

肌缺血 / 再灌注损伤,故推测 CR 可能通过调控 NF-
κB 介导的细胞焦亡对心肌细胞肥大产生保护作用。
因此本文拟在 AngⅡ诱导的心肌细胞肥大模型上,
从细胞焦亡的角度探讨 CR 对心肌细胞肥大的影响

及可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 大鼠 H9c2 细胞系购自中国科学院上海分院,
批号:CRL-1446。
1. 2　 主要试剂与仪器　
　 　 AngⅡ购自 MCE 公司,货号:HY-P7844;CCK8
试剂购自 SEVEN 公司,货号:SC119;鬼笔环肽染色

液购自 Solarbio 公司,货号:CA1620;活性氧( ROS)

检测试剂盒购自碧云天试剂公司,货号:S0033S;超
氧化物歧化酶( SOD)、丙二醛( MDA)、乳酸脱氢酶

(LDH)、髓过氧化物酶(MPO)检测试剂盒均购自南

京建成生物工程有限公司,货号分别为: A001-3、
A003-2、A020-2、A044-1-1;RT-PCR 试剂盒购自北京

聚合美生物科技有限公司,货号:MF166-NSP-01;引
物均由美国 Invitrogen 公司合成; NLRP3、 caspase1
抗体 购 自 万 类 生 物 有 限 公 司, 货 号 分 别 为

WL02635、WL02996;ASC、NF-κB 抗体购自 ABclonal
公司,货号分别为:A16672、AP0123;GSDMD 抗体购

自 Abcam 公司,货号:ab219800。 荧光定量 PCR 仪

购自 STRATAGGENE 公司;荧光倒置显微镜购自

Olympus ( Japan ) Co 公 司; 多 功 能 酶 标 仪

SpectraMaxM2 购自 Molecular
 

Devices 公司;UVP 凝

胶成像仪购自美国 UVP 公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞分组及处理　
　 　 实验分 6 组:正常对照组(Control),AngⅡ组(1

 

μmol / L,AngⅡ),热量限制组( CR),CR + Ang Ⅱ组

(CR+AngⅡ),NF-κB 抑制剂组( CR +AngⅡ +Ss)、
NF-κB 激动剂组(CR+AngⅡ+Bet)。 采用 AngⅡ(1

 

μmol / L)干预 H9c2 心肌细胞 24
 

h 建立心肌细胞肥

大模型,CR 组用低葡萄糖培养基(2
 

g / L)培养细胞

24
 

h 进行热量限制[7] 。 CR+AngⅡ组用低糖培养基

培养 24
 

h 进行热量限制,再换正常培养基培养并加

AngⅡ(1
 

μmol / L)孵育 24
 

h,CR+AngⅡ+Ss 及 CR+
AngⅡ+Bet 组细胞用低糖培养基培养 24

 

h 后换正

常培养基加 AngⅡ(1
 

μmol / L)同时在抑制剂组及激

动剂组分别加 Ss( sodium
 

salicylate) (10
 

μmol / L)及

BA(Betulinic
 

acid)(80
 

μmol / L)共同孵育 24
 

h。
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1. 3. 2　 CCK-8 法检测细胞存活率

　 　 将细胞调至 2×106 / L 接种于 96 孔板,设置 Ang
Ⅱ干预浓度梯度(0、0. 01、0. 1、1、10

 

μmol / L) 及时

间梯度(0、6、12、24、48
 

h),每组设置 5 个复孔,按照

CCK-8 试剂盒说明书操作测定各组细胞活力,确定

建立心肌细胞肥大模型的 AngⅡ最佳干预浓度及时

间。 用不同葡萄糖浓度培养基(1、2、3、4、4. 5
 

g / L)
对细胞进行处理,测定各组细胞活力,确定模拟 CR
的最佳葡萄糖浓度。
1. 3. 3　 鬼笔环肽染色测定细胞表面积

　 　 将 H9c2 细胞种于 6 孔板中,进行相应的药物

处理,造模成功后按照说明书进行细胞染色,在共

聚焦显微镜下进行观察,利用 Image
 

J 软件测量心肌

细胞表面积。
1. 3. 4　 细胞培养液中氧化应激指标及乳酸脱氢酶

(LDH)、髓过氧化物酶(MPO)含量的测定
 

　 　 收集各组细胞培养液,采用 DCFH-DA 荧光探

针法检测各组细胞中的 ROS 含量;试剂盒法测定各

组细胞上清液中的 SOD、MDA 及 LDH、MPO 含量。
1. 3. 5　 RT-qPCR 法检测 mRNA 表达量　
　 　 用 RT-qPCR 法,按照试剂盒说明提取总 RNA,
逆转录合成 cDNA,用实时定量的方法在扩增仪上

进行扩增。 PCR 扩增反应条件为: 95℃ , 30
 

s, 1
 

cycle;95℃ ,5
 

s,40
 

cycle;60℃ ,20
 

s,1
 

cycle。 引物序

列见表 1。
1. 3. 6　 Western

 

blot 分析
 

　 　 收集样本,RIPA 裂解液提取总蛋白后电泳并转

　 　 　 　表 1　 RT-qPCR 法中所用的引物名称及引物序列
Table

 

1　 Primers
 

used
 

in
 

RT-qPCR
 

and
 

their
 

sequences
引物名称
Oligo

 

name
引物序列(5’ -3’)

Primer
 

sequence
ANP-F GGCTCCTTCTCCATCC
ANP-R TGTTATCTTCGGTAC
BNP-F GACGGGCTGAGGGT
BNP-R ACTGTGGCAAGTGTGCTG

β-MHC-F TGGCACCGTGGACTACAATA
β-MHC-R TACAGGTGCATCAGCTCCAG
NLRP3-F GCAGCGATCAACAGGCGAGAC
NLRP3-R TCCCAGCAAACCTATCCACTCCTC
GSDMD-F CAGCAGGCAGCATCCTTGAGTG
GSDMD-R TCCAGAGCCTTAGTAGCCAGTAGC
caspase-1-F AAACACCCACTCGTACACGTCTTG
caspase-1-R AGGTCAACATCAGCTCCGACTCTC

IL-1β-F CTCACAGCAGCATCTCGACAAGAG
IL-1β-R TCCACGGGCAAGACATAGGTAGC
IL-18-F CGACCGAACAGCCAACGAATCC
IL-18-R TCACAGATAGGGTCACAGCCAGTC
ASC-F TGGTTTGCAGGATGCTCTGTATGG
ASC-R ACAAGTTCTTGCAGGTCAGGTTCC

GAPDH-F GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG
GAPDH-R ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA

至 PVDF 膜上,5%奶粉封闭 2
 

h,洗膜后一抗(1 ∶
1000)孵育 4℃过夜,洗膜后二抗孵育 2

 

h,曝光。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 GraphPad
 

Prism
 

6. 02 软件进行统计学分

析。 实验数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间

比较采用单因素方差分析( One-way
 

ANOVA),两组

间比较采用 t 检验,P
 

<
 

0. 05 认为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 用 CCK-8法测定各组细胞存活率
 

　 　 为确定利用 AngⅡ诱导 H9c2 细胞肥大及热量

限制(CR)的最佳实验条件,用 CCK-8 法测定各组

细胞存活率。 结果显示与正常对照组相比,AngⅡ
干预浓度为 1

 

μmol / L 时细胞存活率为 76%,干预时

间 24
 

h 时细胞存活率 82%,干预时间为 48
 

h 时细

胞存活率显著下降,见图 1A、1B)。 此外,葡萄糖浓

度(2
 

g / L)时,细胞存活率最高,见图 1C。 因此选择

1
 

μmol / L
 

AngⅡ作用 24
 

h 为建立心肌细胞肥大模

型的后续实验条件,选择 CR 干预条件为培养基葡

萄糖浓度(2
 

g / L)。
2. 2　 测定 CR 对 AngⅡ诱导的H9c2 细胞表面积及

肥大程度的影响　
 

　 　 通过测定心肌细胞表面积及肥大相关基因

ANP、BNP、β-MHC 的 mRNA 表达量,以确定 CR 是

否有心肌细胞保护作用。 鬼笔环肽染色结果显示,
与对照组相比,AngⅡ组的心肌细胞表面积增加,而
CR 干预能逆转 AngⅡ诱导的这种改变(P<0. 05),
见图 2A、图 2B。 此外,CR 能降低 AngⅡ诱导的肥

大相关基因 ANP、BNP、β-MHC 的 mRNA 表达量增

高(P<0. 05),见图 2C ~图 2E。 表明 CR 能抑制 Ang
Ⅱ诱导的 H9c2 细胞表面积及肥大相关基因 mRNA
表达的上调。
2. 3　 各组细胞上清中氧化应激指标及 LDH 与

MPO 的含量　
　 　 ROS 荧光结果显示,与正常对照组相比,AngⅡ
组 ROS 显著增加,而 CR 能降低 AngⅡ诱导的心肌

细胞 ROS 的增加,见图 3A。 此外结果显示 AngⅡ组

的 MDA 及 LDH、MPO 表达含量较正常对照组显著

增加,SOD 含量则明显降低(P < 0. 01);而相较于

AngⅡ组 CR 能降低心肌细胞 MDA、SOD 及 LDH、
MPO 含量的变化(P<0. 05),如图 3B ~ 图 3E 所示,
以上结果说明了 CR 干预能减轻 AngⅡ诱导的心肌

细胞损伤。
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2. 4　 测定各组细胞焦亡相关标志物的 mRNA 表达

　 　 为了进一步探究细胞焦亡是否参与了 CR 对

AngⅡ诱导的 H9c2 肥大细胞保护作用,检测了各组

细胞焦亡相关指标的表达量。 结果显示,与对照组

相比, Ang Ⅱ 组 的 焦 亡 相 关 基 因 NLRP3、 ASC、
GSDMD、caspase1、IL-18、IL-1β 的 mRNA 表达量增

高(P<0. 01),而 CR 干预后使焦亡相关基因表达量

分别降低了 18%、15%、17%、23%、31%、28% (P <
0. 05),见图 4。
2. 5　 CR 对 AngⅡ诱导的 H9c2 细胞焦亡相关蛋白

表达的影响
 

Ang Ⅱ 组 的 焦 亡 相 关 蛋 白 NLRP3、 ASC、
GSDMD、caspase1 表达量与对照组相比显著增高,而
CR 干预则明显下调上述焦亡相关蛋白的表达量

(P<0. 05),见图 5。
2. 6　 检测各组细胞 NF-κB 蛋白表达量　
　 　 为了探究 CR 对 AngⅡ诱导的 H9c2 心肌细胞

中 NF-κB 含量的影响,通过 Western
 

blot 检测各组

细胞 NF-κB 蛋白表达量。 结果显示,在 NF-κB 抑制

剂组(CR+AngⅡ+Ss)、NF-κB 激动剂组(CR+AngⅡ

注:与正常对照组相比,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01;与 AngⅡ+Glucose
 

4. 5(g / L)
 

组相比,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。

图 1　 心肌细胞肥大模型的构建及 CR 干预浓度的选择(n= 4)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ+Glucose
 

4. 5( g / L)
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

1　 Establishment
 

of
 

myocardial
 

hypertrophy
 

model
 

and
 

selection
 

of
 

CR
 

intervention
 

concentration

注:与正常对照组相比,
  ∗∗P

 

<
 

0. 01;与 AngⅡ组相比,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。

图 2　 CR 能降低 AngⅡ诱导的 H9c2 细胞表面积及肥大基因的表达(n= 4)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
  ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

2　 CR
 

can
 

reduce
 

the
 

hypertrophy
 

degree
 

of
 

H9c2
 

cells
 

induced
 

by
 

Ang
 

Ⅱ
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注:与正常对照组相比,
 ∗P

 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01;与 AngⅡ组相比,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。

图 3　 CR 能缓解 AngⅡ导致的心肌细胞中氧化应激及细胞损伤(n= 4)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,∗∗P
 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

3　 CR
 

can
 

alleviate
 

the
 

oxidative
 

stress
 

and
 

cell
 

damage
 

in
 

cardiomyocytes
 

induced
 

by
 

AngⅡ

注:与正常对照组相比,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01;与 AngⅡ组相比,
 #P

 

<
 

0. 05。

图 4　 各组心肌细胞中焦亡相关蛋白的 mRNA 相对表达量(n= 4)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05.

Figure
 

4　 mRNA
 

content
 

of
 

pyroptosis
 

associated
 

protein
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cardiomyocytes
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+Bet)中,分别成功地降低或增加了心肌细胞中 NF-
κB 蛋白的表达量(P<0. 05),此外,发现 AngⅡ组的

NF-κB 蛋白含量明显增加,而 CR 干预条件下则逆

转了 AngⅡ诱导的 H9c2 心肌细胞中 NF-κB 蛋白含

量的增加(P<0. 05),见图 6。 由此提示 NF-κB 参与

了 CR 对 AngⅡ诱导的心肌细胞肥大的保护作用。
2. 7 　 RT-qPCR 检测各组细胞焦亡相关基因

mRNA 表达
 

　 　 为了确定 CR 的心脏保护作用是否与 NF-κB 介

导的细胞焦亡有关,在 NF-κB 激动剂及抑制剂干预

条件下, 通过 RT-qPCR 检测各组细胞 NLRP3、
GSDMD 的 mRNA 表达量。 结果显示, CR 降低了

AngⅡ诱导的 NLRP3、GSDMD 的 mRNA 表达水平

(P<0. 05),而 NF-κB 抑制剂使 NLRP3、GSDMD 的

mRNA 表达水平较 CR +AngⅡ进一步降低,NF-κB
激动剂则阻断了 CR 降低焦亡相关的 mRNA 表达的

作用(P<0. 05),见图 7。 以上结果表明,CR 可能是

通过调控 NF-κB 降低细胞焦亡,从而缓解 AngⅡ诱

导的心肌细胞肥大。

注:与正常对照组相比,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01;与 AngⅡ组相比,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。

图 5　 各组心肌细胞中焦亡相关蛋白表达量(n= 4)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

5　 Expression
 

levels
 

of
 

pyroptosis
 

related
 

proteins
 

in
 

cardiomyocytes
 

of
 

each
 

group

注:与正常对照组相比,
 ∗P

 

<
 

0. 05;与 AngⅡ组相比,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。

图 6　 CR 可降低 AngⅡ诱导的肥大心肌细胞中 NF-κB 蛋白含量的表达(n= 4)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05.
 

Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

6　 CR
 

decreased
 

NF-κB
 

protein
 

expression
 

in
 

Ang
 

Ⅱ
 

induced
 

hypertrophic
 

cardiomyocytes
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注:与正常对照组相比,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01;与 AngⅡ组相比,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01。

图 7　 NF-κB 激动剂可阻断 CR 对 NLRP3 介导的细胞焦亡的抑制(n= 4)
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P

 

<
 

0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

AngⅡ
 

group,
 #P

 

<
 

0. 05,
 ##P

 

<
 

0. 01.

Figure
 

7　 NF-κB
 

agonist
 

blocks
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

CR
 

on
 

NLRP3
 

mediated
 

pyrophosis

3　 讨论
 

　 　 本实验通过建立 AngⅡ诱导的心肌细胞肥大模

型,发现 CR 能减小肥大心肌细胞的表面积及肥大

相关基因 mRNA 的表达,减轻 AngⅡ诱导的氧化应

激及细胞损伤,并且 CR 能够降低肥大心肌细胞中

焦亡相关 mRNA 及蛋白的表达量。 此外 CR 干预能

逆转 AngⅡ诱导的 H9c2 心肌细胞中 NF-κB 蛋白含

量的增加,且 NF-κB 激动剂可阻断 CR 对细胞焦亡

的缓解作用。 提示 CR 对 AngⅡ诱导的心肌细胞肥

大有一定的保护作用,其对心肌细胞肥大的保护作

用可能是通过调控 NF-κB 来降低细胞焦亡,从而缓

解 AngⅡ诱导的心肌细胞肥大。
心力衰竭是各种心脏疾病发展的终末阶段,持

续增加的发病率与病死率给社会造成了沉重负

担[8] 。 而心肌肥厚是心衰的主要病理改变之一,预
防和延缓心肌肥厚的发展成为治疗心衰的关键环

节[9] 。 已有研究表明,钙超载、氧化应激反应、线粒

体自噬、炎症反应等均会参与到心肌肥厚的发生发

展中,对于心肌肥厚目前尚无有效的治疗方法[10] 。
而热量限制(CR)是一种减少老龄相关疾病的饮食

控制方法,对衰老的心血管系统有许多有益作用,
可防止血管纤维化,减轻炎症和氧化应激,减少心

肌细胞凋亡等[11] 。 David 等[12] 研究发现在异丙肾

上腺素诱导的心肌肥厚小鼠模型基础上,CR 激活

了抗氧化酶的活性,同时通过避免活性氧( ROS)的

产生来阻止心肌肥大。 在我们的研究中同样发现

了 CR 可以增加肥大细胞中 SOD 活性,并且可以抑

制 AngⅡ诱导的肥大细胞中 ROS 及 MDA 含量增

加,缓解氧化应激损伤,从而起到心脏保护作用,与
上述报道结果一致。

细胞焦亡是一种与炎性反应密切相关的程序

性细胞死亡方式,由 NLRP3 炎性小体介导并激活

caspase1,导致细胞膜肿胀和破裂,促炎因子和细胞

内容物从质膜释放到胞外环境,从而放大炎性级联

反应[13] 。 NF-κB 作为炎症反应中的关键蛋白,其过

度激活与人类许多疾病如类风湿关节炎、心脏与脑

部疾病的炎症变化等相关[14] ,因此通过抑制 NF-κB
信号转导通路,可能会成为治疗心脏疾病的手段。
Ren 等[15]发现人参皂苷 Rg3 通过调控 NF-κB 通路,
抑制 NLRP3 炎症小体和氧化应激,从而抑制 AngⅡ
诱导的心肌肥厚,提示 NF-κB 参与心肌肥厚的保护

作用。 本实验结果发现,在 CR 干预条件下,AngⅡ
诱导的肥大心肌细胞中焦亡相关蛋白 NLRP3、ASC、
GSDMD、caspase1 表达明显降低,且 NF-κB 激动剂

可阻断 CR 的这种保护作用。 以上结果提示 CR 可

能是通过 NF-κB / NLRP3 信号通路降低细胞焦亡,
从而缓解 AngⅡ诱导的心肌细胞肥大。 但由于本实

验仅在细胞水平进行研究,尚未通过建立动物模型

来验证这些结论,因此后续实验计划构建动物模型

进一步确定 NF-κB 在 CR 调控的细胞焦亡中的作

用。 同时还有研究表明 NF-κB 缺陷小鼠心肌细胞

压力过载导致的心功能恶化与纤维化增加、缺氧诱

导因子表达降低和微血管密度降低相关,这与本文

研究结果有所不同,推测可能与热量限制的干预有

关,具体机制还需进一步研究证明。
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综上所述,本文表明 CR 可以减轻 AngⅡ诱导

的心肌细胞肥大,其机制与调控 NF-κB 介导的心肌

细胞焦亡有关,研究结果可能为防治心肌肥厚的发

生发展提供一种新策略。
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