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核转录因子一KB在热休克预处理抑制过氧化氢 

所致心肌细胞损伤中的作用 

涂 自智 肖卫民 刘梅冬 尢家骤 肖献忠 

【摘要】 目的 探讨热休克预处理抑制氧化应激损伤心肌细胞的分子机制 。方法 采用 1 mmol／I 的过 

氧化氢(H O )作用于原代培养的新生大鼠心肌细胞；用总抗氧化能力检 测试剂盒及福林一酚法检测心肌细胞 

中总抗氧化能力的变化；用蛋白质免疫印迹法 (Western blot)检测热休克蛋白 70(HSP70)、aB一晶状 体蚩 臼、 

核转录因子一 B(NF— B)抑制物 (I—gB)含量；免疫组化检测 NF— B及 HSP70在细胞内的分布情况。结果 

①与H O (1 mmol／L，3 h)损伤组比，热休克预处理组(43 C 1 h，恢复 6 h)的总抗氧化能力明显增加 (P均< 

0．01)；②心肌细胞经热休克预处理 (43 C 1 h)后 3 h，HSP70、aB一晶状体蛋 白、I—gBa的表达均增加 ，6～12 h 

达高峰 ，并可维持至 24 h；③与正常心肌细胞比较，H O (1 mmol／I )处理的心肌细胞中 I— Ba的含量明显 F 

降，而热休克预 处理则 可抑制 H 0 所 致的这 种变化 ；④Hz0z(1 mmol／I ，3O min)可使心肌 细胞胞 质中的 

NF— B及 HSP70向胞核移位 ，若先经热休克预处理(43 C 1 h，恢复 6 h)则可使这种 移位显著减 少。结论 

热休 克预处理可抑制 H 0 所致 的心肌细胞损伤 ，其保护作用 可能与其诱导 HSP70、aB一晶状体蛋 白及I一 Ba 

的表达 ，从而抑制 NF— B的活化有关。 
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Roles of nuclear factor—KB in heat shock pretreatment to abate cardiomyocyte injury induced by hydrogen 

peroxide TU zi—zhi xIAO w ei—rain l lU M ei—dong YOU Jia—lu xlA0 Xian—zhong．Department 

of Pathophysiology．Xiangya Medical College，Central South University，Changsha 4j 0078，Hunan，China 

【Abstract】 Objective To investigate the role of nuclear factor—KB (NF —KB)in heat shock 

pretreatment to abate cardiomyocyte injury induced by hydrogen peroxide(H2()2)．Methods The primary 

generation of cultured neonatal rat cardiomyocytes were injured by exposure to 1 mmol／L H202 for different 

durations． The total antioxidant iin_cardiomyocytes was detected． The changes in heat shock protein 7O 

(HSP7O)。 aB—crystallin。 inhibitor of NF — KB (I— KB) were assayed by W estern — blotting． The 

translocation of NF—KB and HSP70 from cytoplasm to nucleus was observed by immunohistochemical 

analysis． Results ①Compared with H2O2(1 mmol／I ，3 h)treated cells，cells subjected to heat shock 

pretreatment showed significant increase in total antioxidant capability (al1 P< O．O1)．② Western blot 
analysis demonstrated that heat shock pretreatment could induce expression of HSP70．aB —crystallin and 

I—KB．⑧ Heat shock pretreatment inhibited H2O2一mediated I—KB degradation． )Immunohistochemical 

analysis showed that heat shock pretreatment could abate HSP70 and NF—KB translocation from cytoplasm to 

nucleus．Conclusion Heat shock pretreatment could protect cardiomyocytes against H2O2一induced injury， 

and its mechanism might involve expression of HSP70。aB —crystallin and I— KB。 which could inhibit 

H2O2一mediated NF—KB activation． 
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心肌损伤的主要机制可能与过氧化氢(H O ) 

等活性氧的产生有关“ 。许多研究证实，核转录因 

子一．cB(NF一．cB)作为促进各种炎症介质释放而引 

起细胞损伤的核转录因子，可能介导了氧化应激所 

致的心肌细胞损伤∞ 。长期以来，不少学者一直致 

力于寻找抑制心肌损伤的有效措施。许多药物(如 自 

由基清除剂、受体阻断剂、钙拮抗剂等)已应用于实 
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验或临床研究，但效果却不尽如人意。能否通过激活 

心肌细胞内源性保护机制 ，特别是诱导热休克蛋白 

(heat shock protein，HSP)的表达而发挥其抗损伤 

能力，引起当今心脏病学界的极大兴趣。本室以往的 

研究工作表明，HSP70对 H O 引起的心肌细胞损 

伤具有保护作用 。近年来 ，也有文献报道 ，HSP70、 

aB一晶状体蛋白可通过抑制 NF一．cB的活化而发挥 

细胞保护作用 。但在心肌细胞中，HSP的保护作 

用是否与NF一．cB有关，尚有待进一步探讨。本研究 

中拟将培养的新生大鼠心肌细胞暴露于 H 0 ，并进 

行热休克预处理，以期揭示热休克预处理是 否能抑 

制 H o 所致心肌细胞损伤以及 NF一．cB在其中发 
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挥的作用，为临床寻找新的防治措施提供思路。 

1 材料与方法 

1．1 材料 ：新生 Wistar大 鼠由本校实验动物中心 

提供。辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔 IgG、免 

疫组化试剂盒、3，3L二氨基联苯胺 (DAB)显色试剂 

盒均购 自武汉博士德公司；小鼠抗 HSP70单克隆抗 

体 (单抗 )，兔抗 aB一晶状体蛋白、NF一 B、核转录因 

子一KB抑制物(inhibitor of kappa B，I—IcB)多克隆 

抗体 (多抗)均 购 自 Stressgen公 司；总抗氧化能力 

试剂盒购 自南京建成生物工程研究所 ；各种细胞培 

养试剂购 自Gibco公司 ；其他分子生物学试剂购 自 

Sigma—Aldrich公司。 

1．2 大鼠心肌细胞培养：无菌条件下取出新生大鼠 

(生后 1～4 d)心脏 ，用质量分数为 0．1 的胰蛋 白 

酶多次消化 ，制备成心肌细胞悬液 ，经贴壁 2 h后分 

离纯化心肌细胞，将细胞浓度用含体积分数为 18 

小牛血清 的 Dulbecco改 良 Eagle培养基(DMEM) 

调整为 0．6×106／ml后接种于细胞培养瓶，取生长 

2 d的原代细胞进行实验。 

1．3 实验分组：体外培养的新生 Wistar大 鼠心肌 

细胞随机分为 3组，按以下方法处理 。①正常对照组 

(，z一7)：心肌细胞中加入无血清 DMEM 培养基，置 

于 37 C、体积分数为 5 的 CO 培养箱中；②H O 

损伤组( 一7)：心肌细胞中加入含 1 mmol／I H O 

的无血清 DMEM 培养基，置于 37 C、5 CO 培养 

箱中；③热休克预处理(43 C 1 h)组 (n一7)：将细胞 

培养瓶塞紧，并用塑料袋将其密封后置 43 C恒温循 

环水浴锅中 1 h，取出后置于 37 C、5 CO 细胞培 

养箱中恢复 6 h，再进行 H o 处理 。 

1．4 总抗氧化能力测定 ：利用南京建成生物工程研 

究所提供的试剂盒，按其说明书用 722分光光度计 

检测心肌细胞中总抗氧化能力 ，并用福林一酚法进行 

蛋白定量，算出每毫克蛋白中的总抗氧化能力单位。 

1．5 蛋白质免疫印迹法(Western blot)：细胞先经 

过冷磷酸盐缓冲液 (PBS)冲洗 3遍 ，用加样缓冲液 

裂解细胞，1O0℃水浴 10 min后 ，离心 (10 000×g) 

10 min，收集上清 ，采用考 马斯亮蓝法行蛋白定量， 

制备好的蛋白样品置一80 C冰箱保存备用。每泳道 

以20 g蛋 白上样 ，经质量分数 为 12 的十二烷基 

硫酸钠(SDS)一聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)后，电 

转膜至硝酸纤维膜。室温封闭 3 h，加一抗 ，室温下 

孵育 2 h，再加 HRP标记的二抗，室温下孵育 1 h， 

采用 DAB显色试剂盒进行约 2～5 min显色，待蛋 

白条带显色清晰时，中止反应，拍摄照片，记录结果。 
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1．6 免疫细胞化学技术观察 NF一 B及 HSP70在 

细胞内的分布：根据博士德生物工程公司提供的生 

物抑蛋 白素过氧化物酶法(SABC)免疫组化染色试 

剂盒说明书要求进行。细胞用4 c预冷、体积分数为 

4 的多聚 甲醛 固定，体积分数为 3 的 H () 灭活 

细胞中内源性酶 ，滴加 1：50正常血清封闭液(二抗 

同种动物来源)，室温孵育 2 h，分别滴加 HSP70和 

NF—IcB的一抗(1：200)，4 c过夜，加入与一抗相 

对应的生物素标记二抗 (1：100)，37 C下30 min， 

加入 SABC工作液 ，37 C下 30 min，DAB显色试剂 

盒显色，水溶性封片剂封片，显微镜下观察NF— B 

及 HSP70在细胞内的分布。 

1．7 统计学处理 ：数据以均 数±标准差( ±s)表 

示 ，两组间比较用 t检验 ，多组间 比较用单因素方差 

分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 热休克预处理增强 H () 损伤心肌细胞的总 

抗氧化能力(图 1)：与 H O (1 mmol／I ，3 h)损伤组 

比较，热休克预处理组(43 C 1 h，恢复 6 h)的总抗 

氧化能力明显增加(P<O．01)。 

3。 
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JE常 对 照 组 H 0 损 伤 组 热 休 克 颅 处 理 组 

组 别 

注 ：与正常对照组 比较 ： P<0 01；与 H2o2损伤组 比较 ： P<0．01 

图 1 热休克预处理对 H：0：处理心肌细胞总抗氧化能力的影响 

Figure 1 Effect of heat shock pretreatment on the total anti— 

oxidante induced by H202 in cultured cardiomyocytes of neonatal rat 

2．2 热休克预处理诱导HSP70、aB一晶状体蛋 白、 

I—KB。【的表达 (图 2～4)：Western blot结果显示 ，心 

肌细胞经热休克预处理 (43 C 1 h)后3 h，HSP70、 

aB一晶状 体 蛋 白、I一 Ba的 表达 即 呈 明显 增 加， 

6～12 h达高峰 ，可维持至24 h。 

2．3 热休克预处理抑制 H。() 所致心肌细胞I一 Ba 

的降解 (图 5)：Western blot显示H2O2(1 mmol／1 ) 

处理的心肌细胞，若先经热休克预处理(43(、1 h， 

恢复6 h)，可使I一 Ba含量的下降受到明显抑制。 

2．4 热休 克预 处理抑 制 H。() 损 伤的心 肌细 胞 

NF—KB及 HSP70从胞浆 向胞核移位(图 6，图 7)： 
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免疫组化检测示。NF—KB及 HSP70在正常心肌细 

胞均位于胞浆中，H。O?(1 mmol／I ．30 min)可引起 

、 B C D I F G 

A：细咆培养于 37(：B、C、D、E、F、G：细咆于 43( 

培养 1 h后恢复 1、3、6、l2、1 8和 24 h 

图 2 热休克预处理对心肌细胞 HSP70合成的影响 

Figure 2 Effect of heat shock pretreatm ent on H SP70 expression 

in cultured eardiomyoeytes of neonatal rat 

一 一  _  

_ --_ ●- ，  

A：细咆培养于 37(、；B、C、D、E、F：细咆于 43(、 

培养 1 h后恢复 l、3、6、12和 24 h 

图 4 热休克预处理对心肌细胞 I—KBa合成的影响 

Figure 4 Effect of heat shock pretreatm ent on I—KBa expression 

in cultured cardiomyocytes of neonatal rat 

豢 

豢 A 

它们向胞核移位；而热休克预~N(43 C。l h·恢复 

6 h)则可使这种损伤引起的移位显著减少。 

．  

嘲 l 龋 - — —- — _ — I ‘。“甜 

R C D I G 

A：细咆培养于 37 C；B、C、D、E、F：细咆于 43 C培养 1 h 

后恢复 1、3、6、12和 24 h；G：aB一晶状体蛋白的标准蛋白 

图 3 热休克预处理对心肌细胞 aB一晶体状蛋白合成的影响 

Figure 3 Effect of heat shock pretreatment on aB—crystallin 

expression in cultured eardiomyoc ytes of neonatal rat 

B C D E F G H 

A：正常细咆；B、C、D、E：细咆经 H202损伤后 5、15、30 min和 1 h； 

F、G、H、l：细咆先经热休克预处理再用 H 202损伤后 5、15、30 min和 1 h 

图 5 热休克预处理对 H 202所致心肌细胞 I—KBa降解的影响 

Figure 5 Effect of heat shock pretreatment on H 202一mediated 

I—KBa degradation in cultured cardiomyoc ytes of neonatal rat 

罐  

C 

A：正常细咆；B：H 2O2损伤(30 rain)；C：热休克预处理(30 rain) 

图 6 热休克预处理对 H 202所致心肌细胞 NF—KB从胞浆向胞核移位的影响(DAB．×400) 

Figure 6 Effect of heat shock pretreatment on H 202——mediated NF——KB transloc ation from cytoplasm to nucleus 

in cultured cardiomyocytes of neonatal rat(DAB．×400) 

多 
A：正常细胞；I3：H2O2损伤(30 min)；C：热休克预处理 (30 min) 

图 7 热休克预处理对 H 202所致心肌细胞 HSP70从胞浆向胞核移位的影响(DAB，×400) 

Figure 7 Effect of heat shock pretreatment on H 202一mediated HSP70 transloc ation from cytoplasm to nucleus 

in cultured eardiomyocytes of neonatal rat(DAB，×400) 
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3 讨 论 

心肌缺血一再灌注损伤等急性心肌损伤的发病 

机制 涉及诸 多因素，目前认为 H () 等活性氧产生 

是其主要机制之一 ”。H：()：所致的体外培养心肌 

细 胞损伤 可表现 为细胞 坏死与 细 胞凋 亡两种 形 

式 。Turner等“ 认为，较低浓度的 H o 主要引起 

心肌细胞凋亡，而较高浓度时则主要引起细胞坏死。 

本 实验 在过 去工 作 的基 础上 ，所 用 H () 浓度 

(1 mmol／I )介于高低二者间，故既能引起心肌细胞 

坏死，也能导致其凋亡。H o 所致心肌细胞凋亡与 

激活丝裂 原活化蛋 白激酶 (MAPK)有关“ “，而 

MAPK激 活 可 导 致 I—JcBa磷 酸 化 。I—JcBa是 

NF— B的内源性抑制蛋 白，正常时与NF— B在胞 

浆内结成复合物，使NF— B失活。当I— B磷酸化并 

从 NF— B／I— B复合物中解离下来后，NF— B即 

可入核，结合在相应靶基因启动子上 ，迅速诱导靶基 

因 mRNA 合成，大 量释放 炎症介 质，导致细 胞损 

伤“ 。因此，I— Ba降解和NF— B向胞核移位是 

NF— B活化的表现 ，H () 所致 心肌细胞损伤 与 

NF— B／I— B信号通路活化有关。 

公认热休克预处理能增强心肌细胞的抗损伤能 

力，但其机制尚不十分清楚 。本实验中发现，热休克 

预处理能诱导 HSP70、eB一晶状体 蛋白及I— Ba表 

达，表明它们可能从以下几方面抑制NF— B活化， 

从而发挥对 H O：所致心肌细胞损伤的保护作用。 

3．1 热休克预处理可能通过增强心肌细胞的抗氧 

化能力而抑制 NF— B的活化。活性氧是 NF— B 

的一种激活剂“ ” ，HSP70与 eB一晶状体蛋白均具 

有增强心肌细胞抗氧化的能力。我室以往的工作证 

实，热休克预处理对心肌细胞的保护作用与其诱导 

HSP70表达而增强细胞抗氧 自由基的能力有关 ； 

Mehlen等。 利用 eB一晶状体蛋白转基因研究证实， 

该蛋白的表达可增加细胞中谷胱甘肽水平，从而抑 

制活性氧对 NF— B的活化，以发挥抗损伤作用。同 

时，热休克预处理组 总抗氧化能力较单纯 H：()：损 

伤组明显增高 ，进一步证实 HSP在 H () 所致心肌 

细胞损伤中能有效地抗氧化而发挥保护作用。 

3．2 热休克预处理可通过诱导 I— Ba表达并抑制 

其降解 ，从而抑制 NF— B活化。Wong等 报道 ，在 

内皮细胞中，HSP70的保护作用与其阻断 I— Ba降 

解而抑制 NF— B活化有关。HSP70和 eB一晶状体 

蛋白作为分子伴娘 ”，可通过稳定 I— Ba的结构 

来阻止其降解。本实验结果发现 ，热休克预处理不但 

可诱导 I— Ba的表达 ，也可抑制 H：()：所致心肌细 
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胞I— Ba的降解 。因此 ，热休克预处理通过这两方面 

的作用而抑制 NF— B活化，可能在抗 H () 所致心 

肌细胞损伤中具有重要意义。 

3．3 热休克预处理可通过抑制 NF—JcB和 HSP70 

从胞浆向胞核的移位，而抑制 NF— B的活化。作者 

在前文中已证实，H：o 可引起 I— Ba的降解 ，并使 

NF— B从胞质向胞核移位而激活 NF— B，损伤心 

肌细胞 j。本实验结果发现，热休克预处理可抑制 

H () 所致心肌细胞 NF—JcB和 HSP70从胞浆向胞 

核的移位，从而减轻 H：()：对心肌细胞的损伤作用。 

Feinstein等n。 报道 ，HSP70可与 NF—JcB在星形神 

经胶质细胞胞质中结合，从而抑制其入核 。 

综合以上研究结果分析 ，我们认为 HSP既可能 

在心肌细胞的胞质中与 NF— B结合，阻止其入核； 

也可能在核内与 NF— B结合，而抑制其对靶基 因 

的作用。但其具体机制 尚须进一步探讨。 
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冠状动脉内溶栓治疗冠状动脉瘤样扩张并发急性心肌梗死 1例 

张振刚 龚开政 孙晓宁 李爱华 骆秋平 张昕 何黎民 凤以 良 

【关键词】 冠状动脉疾病 ； 心肌梗死 ； 溶栓治疗 

巨大冠状动脉瘤样扩张(CAE)在临 

床 比较 罕 见。本院于 2004年 5月收治 

1例 巨大 CAE并发急性 下壁心肌 梗死 

患者 ，报告如下。 

l 病历简介 

患者 男性 ，65岁，因持续性 心前 区 

闷痛 2 h入院 。患者于清晨活动中突感 

胸闷，持续性 心前区疼痛 ，门诊 查心电图 

示 Ⅱ、I、aVF导联 ST段 弓背 向 抬高 

0．05～0．1 5 mV，V。～ ST段 压低 0．05～ 

0．25 mV，I、aVl 、V。～ 导联 T 波低 半 

或倒 置，诊断 为“急性 下壁 心肌 梗死 ”。 

21年前曾行右侧肾上腺“嗜铬细胞瘤”手 

术切除。术后仍有血压持续升高 ，长期降 

压治疗，血压 1 5O～160／90～100 mm Hg 

(1 mill Hg一 0．133 kPa)。查 体 ：血 压 

130／80 mm Hg，脉搏 62次／rain；意识清 

楚 ，急性痛苦面容 ；心 、肺未 见异常 。实 

验室检查 ：肌钙 蛋 白 I(+)，甘 油三 酯 

1．05 mmol／L，总胆 固醇 4．16 mmol／I ， 

高密度脂 蛋 白0．71 mmol／I ，低 密 度脂 

蛋 白3．24 mmol／L，凝血功能 、血糖 、肝、 

肾功 能均 正常 ，荧光梅毒螺旋体抗体 吸 
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人民医院心血管内科．东南大学心血管疾病 
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黑龙江省牡丹江市人 ．博士．教授 ，主任医师 ， 

硕士研究生导师 。 

附试验 阴性 。急查心肌酶谱正常。1 h后 

冠状 动脉(冠脉)造影示左冠脉全段高度 

扩张 ，尤 以左主干为重 ，最高达 17 mm， 

管 壁 不规则，前降 支中段 8o％狭窄 ，血 

流心肌梗死溶栓 治疗 临床试验 (TIMI) 

I级 ，回旋支中段完全闭塞 ；右冠脉全段 

异常扩 张伴节段 性狭 窄 ，血流 TIMIⅡ 

级 ，遂对大动脉造影，显示升主动脉略增 

宽 ，但胸腹 主动脉 、肾动脉、髂动脉及股 

动脉均未见异常，诊断 为 CAE伴急性 下 

壁心肌梗死 。试对回旋支行经皮冠脉腔 

内成形术 ，但经多次努力导丝均未能通 

过 回旋支 闭塞部 位，即行 冠脉 内溶栓 ， 

2 h内先后注 入尿激酶 1．25 MU，造影显 

示仍未通，但患者胸闷、胸痛症状得到逐 

渐缓解。当即复查心电图示 ：Ⅱ、I导联 

呈rsr 、aVF呈 qr，V3和 V4导联ST段压 

低 >0．05 mV，I、aVI 、V。～ T波 低 平 

或倒置。继续给予速避凝 、阿司匹林 、抵 

克立得、倍他乐克、安博维等治疗 。连续 

检测心肌酶谱变化 ，10 h达高峰 ：肌酸激 

酶 982 U／L，肌 酸 激 酶 同工 酶 47 U／L， 

a一羟 丁酸脱氢酶 276 U／L，乳酸 脱氢酶 

519 U／L，天冬氨酸转氨酶131 u／L。第 

9 d心脏彩超 检 查：主 动脉根 部44 mm， 

升主动脉36 mm，左房36 mm，左室舒张 

末径57 mm，室间隔10 mm，左室射血分 

数 0．51，短 轴缩短率 26 ，下壁运 动减 

弱 。患者拒绝行冠脉旁路移植术 ，经常规 

治疗 ，住院 13 d康复出院。 

2 讨 论 

CAE指冠脉 局部管径 扩大超过 邻 

近正常段 ，或弥漫性扩张管径大于正 常 

值上限的 1．5～2．0倍 ，发病率 0．3 ～ 

4．9 ，确诊金标准是冠脉造 影。该患者 

幼时无特殊病 史，高血压病史多年 ，心脏 

彩 超 示 主动 脉 显著 增 宽，冠 脉造 影示 

3支 血管均弥漫性 扩张伴节段性 狭窄 ， 

形似“结肠 ”样改变 ，考虑与动脉粥样硬 

化及长期高血压有关 。目前主张 ，本病 一 

旦确诊即应予长期抗凝治疗 ，如华法林 、 

阿司匹林等 ，并应用血管扩张剂 ，如钙离 

子拮抗剂等来预防冠脉痉挛 。若发 生急 

性心肌梗死 ，则应积极静脉溶栓 ，挽救濒 

死心肌。有人主张 ，对于药物治疗效果不 

佳，如顽 固性心绞痛 、心 力衰竭 ，且冠 脉 

扩张为孤立的、远端血流好者 ，或合并严 

重冠脉狭窄者 ，可行冠脉旁路 移植术 ，对 

CAE病变血管进 行旷置或直接切除。 。 

本例患者药物治疗效果较好。 
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