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  [摘要] 目的 探讨紫草素(SK)调控半乳糖凝集素-1(Gal-1)/核因子E2相关因子2(Nrf2)信号通路治疗

LPS所致心肌炎的机制。方法 LPS诱导H9c2细胞构建心肌炎体外模型,并使用不同浓度的SK干预处理。
采用细胞计数工具-8(CCK-8)试剂盒检测细胞活力,原位末端转移酶标记技术(TUNEL)检测细胞凋亡情况,

ROS试剂盒检测ROS水平,ELISA检测炎性指标白细胞介素(IL)-1β、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、IL-6与氧化

应激指标丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD),PCR与 Western
 

blot分别检测Gal-1、Nrf2的 mRNA与蛋

白表达。结果 与Ctrl组比较,LPS组ROS、IL-1β、TNF-α、IL-6、MDA水平升高,SOD水平降低,差异有统计

学意义(P<0.05)。与LPS组比较,LPS+SK组ROS、IL-1β、TNF-α、IL-6、MDA水平降低,SOD水平升高,

Gal-1的mRNA与蛋白表达升高,差异有统计学意义(P<0.05);LPS+Gal-1组ROS、IL-1β、TNF-α、IL-6、

MDA水平降低,SOD水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。与Ctrl组比较,LPS组Gal-1的 mRNA与蛋

白表达降低,差异有统计学意义(P<0.05);与LPS组比较,LPS+Gal-1组Nrf2的 mRNA和蛋白表达升高,
但LPS+si-Gal-1组Nrf2的 mRNA和蛋白表达降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 SK可能通过上

调Gal-1/Nrf2表达发挥抗炎与抗氧化应激作用,进而改善LPS诱导的心肌炎。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

shikonin
 

(SK)
  

in
 

the
 

treatment
 

of
 

lipopolysaccha-
ride

 

(LPS)-induced
 

myocarditis
 

by
 

regulating
 

the
 

galectin-1
 

(Gal-1)/nuclear
 

factor-erythroid
 

2
 

related
 

factor
 

2
 

(Nrf2)
 

signaling
 

pathway.Methods H9c2
 

cells
 

were
 

induced
 

by
 

LPS
 

to
 

establish
 

an
 

in
 

vitro
 

model
 

of
 

myocar-
ditis,and

 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

SK
 

for
 

intervention.The
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

viability,the
 

TdT-mediated
 

dUTP
 

nick-end
 

labeling
 

(TUNEL)
 

technique
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

apoptosis,the
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ROS
 

level,ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

indexes
 

including
 

interleukin
 

(IL)-1β,tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-
α),IL-6

 

and
 

the
 

oxidative
 

stress
 

indexes
 

including
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD).Polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

ex-
pressions

 

of
 

Gal-1
 

and
 

Nrf2
 

respectively.Results Compared
 

with
 

the
 

Ctrl
 

group,the
 

levels
 

of
 

ROS,IL-1β,

TNF-α,IL-6
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

LPS
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

level
 

of
 

SOD
 

was
 

decreased,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

LPS
 

group,the
 

levels
 

of
 

ROS,IL-1β,TNF-α,IL-6
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

LPS+SK
 

group
 

were
 

decreased,the
 

level
 

of
 

SOD
 

was
 

increased,and
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expressions
 

of
 

Gal-1
 

were
 

increased,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);the
 

levels
 

of
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ROS,IL-1β,TNF-α,IL-6
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

LPS+Gal-1
 

group
 

were
 

decreased,and
 

the
 

level
 

of
 

SOD
 

was
 

in-
creased,the

 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Ctrl
 

group,the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expressions
 

of
 

Gal-1
 

in
 

the
 

LPS
 

group
 

were
 

decreased,,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

LPS
 

group,the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expressions
 

of
 

Nrf2
 

in
 

the
 

LPS+Gal-
1

 

group
 

were
 

increased,but
 

those
 

in
 

the
 

LPS+si-Gal-1
 

group
 

were
 

decreased,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion SK
 

may
 

exert
 

anti-inflammatory
 

and
 

antioxidant
 

stress
 

effects
 

by
 

up-regu-
lating

 

the
 

expression
 

of
 

Gal-1/Nrf2
 

pathway,and
 

thus
 

improve
 

LPS-induced
 

myocarditis.
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related
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2;inflammation;

oxidative
 

stress

  心肌炎可影响任何年龄段人群,其中,儿童和年

轻人是易感群体[1]。心肌炎的治疗主要包括抗病毒

治疗、免疫调节治疗等,尚无特效药物[2-3],但中医药

在治疗心肌炎方面具有独特优势。紫草素(Shikonin,

SK)是一种具有多种药理活性的天然植物药物成分,
具有抗炎、抗菌、免疫调节等作用[4]。有研究发现,SK
通过抑制糖酵解过程,特别是丙酮酸激酶 M2(Pyru-
vate

 

kinase
 

M2,PKM2)的活性,有效抑制柯萨奇病毒

B3的复制,对病毒感染具有潜在治疗作用[5]。此外,

SK还能通过提高细胞活力、抑制细胞凋亡、恢复线粒

体功能及激活磷脂酰肌醇3-激酶(phosphoinositide
 

3-
kinase,PI3K)/蛋白激酶B(protein

 

kinase
 

B,Akt)信
号通路等方式,保护心肌细胞免受缺氧/复氧损伤[6]。
半乳糖凝集素-1(Galectin-1,Gal-1)是半乳糖凝集素

家族和进化保守的动物凝集素家族的重要成员,通过

其抗氧化应激作用在脑缺血/再灌注损伤中发挥着神

经保护作用[7]。通过Gal-1进行预处理,可以发挥抗

炎和抗氧化作用,进而实现心脏保护作用[8]。而在结

直肠癌的研究中,SK已被发现能够上调Gal-1表达,
进而诱导癌细胞的凋亡和自噬[9]。核因子E2相关因

子 2(nuclear
 

factor-erythroid
 

2
 

related
 

factor
 

2,

Nrf2)是维持细胞内氧化还原动态平衡的关键分子,
广泛表达于心脏、血管、脑、肾脏、肝脏和肌肉等组织。
有研究表明,Nrf2激活后可通过抗氧化和调控自噬在

心血管疾病中发挥重要作用[10]。另有研究显示,Nrf2
是Gal-1的一个下游分子靶点,Gal-1能够通过激活

Nrf2从而抑制氧化应激并在帕金森病中发挥保护作

用[11]。基于此,本研究深入探讨SK对心肌炎的改善

效果,并进一步解析其潜在作用机制是否涉及Gal-1/

Nrf2信号通路,以期能够为心肌炎的治疗提供新的思

路和方法。

1 材料与方法

1.1 材料

大鼠心肌细胞 H9c2(货号CL-0089)、胎牛血清

(fetal
 

bovine
 

serum,FBS)、杜氏改良 Eagle培养基

(货号PM150210)购于武汉普诺赛生命科技有限公

司,SK(货号HY-N0822)、Gal-1(货号HY-P73072)购

于美国 MedChemExpress公司,细胞计数工具-8(cell
 

counting
 

kit-8,CCK-8)试剂盒(货号SK2060-500T)
购于北京酷来博科技有限公司,活性氧(reactive

 

oxy-
gen

 

species,ROS)检测试剂盒(货号BTK023)购于武

汉贝茵莱生物科技有限公司,ELISA试剂盒购于北京

索莱宝科技有限公司,逆转录试剂盒(货号AG11707)
购于湖南艾科瑞生物有限公司,Gal-1抗体(货号#
5418,稀释比1∶1

 

000)、Nrf2抗体(货号#5432,稀释

比1∶1
 

000)购于美国Cell
 

Signaling
 

Technology公

司,山羊抗兔IgG二抗(货号ab205718,稀释比1∶
2

 

000)购于英国Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 脂多糖(lipopolysaccharides,LPS)诱导心肌

炎细胞模型

大鼠心肌细胞H9c2培养于添加10%FBS与1%
青霉素/链霉素(penicillin/streptomycin,P/S)的杜氏

改良Eagle培养基中,置于37
 

℃、5%CO2 的湿度恒

定培养箱中培养。24
 

h后加入不同浓度(10、20、30、

40、50
 

μmol/L)SK,继续培养30
 

min;加入终浓度为

10
 

μg/mL的LPS诱导24
 

h。其中,Ctrl组不进行任

何操作;LPS组不加入SK,只加入LPS诱导24
 

h。
为研究Gal-1在心肌炎中发挥的作用,向 H9c2细胞

中加入不同浓度(10、20、40、80
 

μmol/L)Gal-1培养

1
 

h;清除培养基中的Gal-1,加入终浓度为10
 

μg/mL
的LPS诱导24

 

h。siRNA的设计和载体构建由上海

吉玛 制 药 技 术 有 限 公 司 完 成,借 助 Lipofectamine
 

3000试剂盒将siRNA-Gal-1转染至 H9c2细胞,加入

终浓度为10
 

μg/mL的LPS诱导24
 

h,作为LPS+si-
Gal-1组。

1.2.2 CCK-8检测细胞活力

将各组细胞标本制备成细胞悬液,接种至96孔

板中,每孔100
 

μL。细胞培养24
 

h后向每孔加入

10
 

μL的CCK-8溶液。将细胞放回细胞培养箱中继

续培养,于第1、2、3、4小时使用酶标仪检测每孔细胞

在450
 

nm处的吸光度
 

[A(450)]。

1.2.3 原位末端转移酶标记技术(terminal
 

deoxy-
nucleotidyl

 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling,
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TUNEL)检测细胞凋亡

收集各组细胞并采用磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)清洗,4%多聚甲醛固定细胞30
 

min,PBS洗涤两次。借助0.2%
 

Triton
 

X-100对标

本通透处理20
 

min,PBS洗涤。依据说明书要求加入

TUNEL 反 应 液。37
 

℃ 下 避 光 孵 育 1
 

h,移 除

TUNEL反应液后,采用PBS对标本清洗两次。使用

含5
 

mg/mL牛血清白蛋白的0.1%
 

Triton
 

X-100清

洗标本3次,每次5
 

min。加入浓度为5
 

μg/mL的

4’,6-二脒基-2-苯基吲哚染色液,室温下避光孵育5
 

min。采用荧光显微镜观察染色结果并记录细胞凋亡

情况。

1.2.4 ROS试剂盒检测ROS水平

收集各组悬浮细胞,离心去除培养基,采用PBS
将细胞浓度调整为1×105 个/mL。将2

 

μL的红色荧

光染料原液加入200
 

μL的细胞悬液中,吹打混合均

匀。室温避光孵育60
 

min后,以500
 

r/min离心5
 

min,去除染色液,采用PBS洗涤两次。采用显微镜

对染色后的细胞进行检测,判断ROS情况。

1.2.5 ELISA检测炎性指标与氧化应激指标

将细胞培养基转移至无菌离心管中,在4
 

℃条件

下1
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集上清液。严格按照

ELISA试剂盒说明书,检测上清液中白细胞介素(in-
terleukin,IL)-1β、肿瘤坏死因子-α(tumor

 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、IL-6等炎性指标与丙二醛(malonic
 

dialdehyde,MDA)、超氧化物歧化酶(superoxide
 

dis-
mutase,SOD)等氧化应激指标水平。

1.2.6 PCR检测Gal-1与Nrf2的mRNA表达

按照TRIzol法提取细胞与组织中的总RNA,提
取的RNA逆转录为cDNA。在荧光定量PCR仪上,
使用特定的引物序列对cDNA进行扩增,检测Gal-1/

Nrf2的mRNA表达水平。PCR反应条件:初始变性

95
 

℃
 

10
 

min,循环扩增95
 

℃
 

15
 

s,57
 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

15
 

s,最终延伸72
 

℃
 

10
 

min。采用2-ΔΔCt法进行定量

数据 分 析。引 物 序 列:Gal-1 正 向 引 物 为 5'-ACC
 

TGG
 

GCA
 

AAG
 

ACA
 

ACA
 

AC-3',反向引物为5'-
TAA

 

GAC
 

GGT
 

TGG
 

GGA
 

ACT
 

TG
 

-3';Nrf2正向

引物为5'-GTG
 

CTC
 

TTC
 

GAG
 

GTC
 

ACT
 

CC-3',反
向引物为5'-CGG

 

TTG
 

TCA
 

GAG
 

GAG
 

AAA
 

GC-
3';GAPDH 正 向 引 物 为5'-AGA

 

CAG
 

CCG
 

CAT
 

CTT
 

CTT
 

GT-3',反 向 引 物 为5'-CTT
 

GCC
 

GTG
 

GGT
 

AGA
 

GTC
 

AT-3'。

1.2.7 Western
 

blot检测Gal-1与Nrf2的蛋白表达

采用蛋白质提取试剂盒提取H9c2细胞中的核蛋

白与细胞质蛋白,放射免疫沉淀测定缓冲液分离出的

总蛋白,并在10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺电泳

凝胶上进行加载和运行。电泳结束后的蛋白质转移

至聚偏二氟乙烯膜上,用5%脱脂牛奶进行封闭。随

后4
 

℃下用一抗(Gal-1抗体、Nrf2抗体)对膜进行孵

育过夜;第2天将膜与山羊抗兔IgG二抗室温共孵育

1
 

h。通过增强的化学发光反应使标志物发光,通过

Image
 

J软件对 Western
 

blot的条带强度进行量化。

1.3 统计学处理

采用 GraphPad
 

Prism9.5软件进行统计分析。
计量资料以x±s表示,组间比较采用t检验,多组间

比较采用单因素方差分析(one-way
 

ANOVA)。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SK改善LPS对心肌细胞的损伤

与Ctrl组比较,LPS组 H9c2细胞活力明显降

低、凋亡增加;与LPS组比较,不同浓度SK处理后细

胞活力提到,细胞凋亡减少(P<0.05),见图1、2。其

中,40
 

μmol/L
 

SK对LPS诱导后 H9c2细胞的改善

作用最明显,后续继续使用此浓度(作为 LPS+SK
组)进行实验。

  a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与LPS组比较。

图1  各组细胞活力比较

2.2 SK发挥抗炎与抗氧化应激作用

与Ctrl组比较,LPS组 ROS、IL-1β、TNF-α、IL-
6、MDA水平升高,SOD水平降低,差异有统计学意

义(P<0.05);与LPS组比较,LPS+SK组ROS、IL-
1β、TNF-α、IL-6、MDA水平降低,SOD水平升高,差
异有统计学意义(P<0.05),见图3。

2.3 Gal-1低表达受SK调控

与Ctrl组比较,LPS组Gal-1的 mRNA与蛋白

表达降低,差异有统计学意义(P<0.05);与LPS组

比较,LPS+SK组Gal-1的mRNA与蛋白表达升高,
差异有统计学意义(P<0.05),见图4。

2.4 Gal-1干预改善LPS对心肌细胞的损伤作用

与Ctrl组比较,LPS组 H9c2细胞活力降低、细
胞凋亡增加,差异与统计学意义(P<0.05);而与LPS
组比较,加入Gal-1后的各组细胞活力提高、细胞凋亡

减少,差异与统计学意义(P<0.05),见图5、6。40
 

μmol/L
 

Gal-1对LPS诱导后 H9c2细胞的改善作用

最明显,后续继续使用此浓度(作为LPS+Gal-1组)
进行实验。与Ctrl组比较,LPS组ROS、IL-1β、TNF-
α、IL-6、MDA水平升高,SOD水平降低,差异有统计
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学意义(P<0.05);与LPS组比较,LPS+Gal-1组

ROS、IL-1β、TNF-α、IL-6、MDA水平降低,SOD水平

升高,差异有统计学意义(P<0.05),见图7。

  A:TUNEL检测各组细胞凋亡情况(400×);B:各组细胞凋亡率比较;a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与LPS组比较。

图2  SK改善LPS诱导的心肌细胞损伤

  A:各组细胞染色情况(400×)与ROS水平(相对荧光强度)比较;B:各组炎性指标IL-1β、TNF-α、IL-6水平比较;C:各组 MDA水平比较;D:各

组SOD水平比较;a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与LPS组比较。

图3  SK通过减少炎症反应和氧化应激改善心肌细胞活力

  A:各组Gal-1
 

mRNA相对表达水平比较;B:Western
 

blot检测Gal-1蛋白表达;a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与LPS组比较。

图4  Gal-1低表达受SK调控
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2.5 Gal-1上调LPS处理的心肌细胞中的Nrf2表达

与Ctrl组比较,LPS组Gal-1与 Nrf2的 mRNA
与蛋白表达降低,差异有统计学意义(P<0.05);与
LPS组比较,LPS+Gal-1组 Nrf2的 mRNA和蛋白

表达升高,但LPS+si-Gal-1组 Nrf2的 mRNA和蛋

白表达降低,差异有统计学意义 (P<0.05),见

图8。

  a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与LPS组比较。

图5  各组细胞活力比较

  A:TUNEL检测各组细胞凋亡情况(400×);B:各组细胞凋亡率比较;a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与LPS组比较。

图6  不同浓度Gal-1对LPS诱导后 H9c2细胞的改善作用比较

  A:各组细胞染色情况(400×)与ROS水平相对荧光强度比较;B:各组炎性指标IL-1β、TNF-α、IL-6水平比较;C:各组 MDA水平比较;D:各组

SOD水平比较;a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与LPS组比较。

图7  Gal-1对炎性指标与氧化应激指标的改善作用
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  A:各组Gal-1与Nrf2
 

mRNA相对表达水平比较;B:Western
 

blot检测Gal-1与Nrf2的蛋白表达;a:P<0.05,与Ctrl组比较;b:P<0.05,与

LPS组比较。

图8  Gal-1过表达上调Nrf2的 mRNA和蛋白表达

3 讨  论

  炎症和氧化应激在心肌炎中扮演着重要角色,当
心肌受到病毒或其他因素侵犯时,会触发免疫系统的

反应,进而导致炎症细胞进入并释放炎性介质,引发

炎症反应[12]。ROS和其他氧化剂的产生超过体内抗

氧化系统的清除能力,造成氧化与抗氧化作用失衡,
进而加剧心肌细胞的损伤和凋亡,导致心脏功能减

退[13]。SK是一种从紫草根部提取的有机化合物,具
有抗炎和抗氧化特性,能够有效抑制炎症反应并减轻

氧化应激对细胞的损伤[14]。有研究证实,SK可通过

抗炎与抗氧化作用改善多柔比星诱导的心脏毒性[15]。
本研究中,通过LPS诱导 H9c2细胞构建心肌炎模

型,使用SK干预处理,并检测炎症相关指标(IL-1β、
TNF-α、IL-6)与氧化应激相关指标(MDA、SOD),结
果发现SK可能通过抗炎与抗氧化应激作用,改善心

肌炎进展。
SK能够通过抑制胶原积累、调节炎症通路、抑制

细胞凋亡和缓解内质网应激等多方面发挥对心脏的

保护作用[16]。有研究发现,SK在LPS诱导的心功能

障碍中发挥改善作用,提高LPS处理小鼠的存活率和

心脏功能,减轻心脏组织中的炎症细胞因子释放和巨

噬细胞浸润,抑制心肌细胞凋亡[17]。此外,在心肌损

伤的相关研究中,SK能够通过减少自噬体数量,激活

Hippo信号通路,进而防止心肌缺血/再灌注损伤[18]。
本研究结果显示,LPS能降低心肌细胞的活力并促进

细胞凋亡,但SK的干预治疗能有效逆转这一损伤过

程,其作用机制涉及抑制氧化应激和炎症反应。SK
能降低ROS水平,减少炎症细胞因子IL-1β、TNF-α
和IL-6的释放,降低 MDA水平,并提高SOD活性。
这些结果共同表明,SK通过调节氧化应激和炎症反

应来减轻LPS对心肌细胞的损伤,在心血管疾病的治

疗中具有潜在的应用价值。
Gal-1是一种进化上保守的β-半乳糖苷结合凝集

素,可调控免疫细胞稳态,缓和急、慢性炎症。在急性

心肌梗死、心力衰竭、恰加斯心肌病和缺血性中风等

疾病中,Gal-1可能通过其抗炎机制对心脏发挥保护

作用[19]。此外,有研究发现,Gal-1可能 通 过 调 节

CaV1.2通道的降解,参与血压调节,成为高血压治疗

的新靶点[20]。目前,有关SK调控Gal-1的研究较少,
仅ZHANG等[9]的研究表明SK能够上调 Gal-1表

达。本研究进一步探索Gal-1在心肌炎中发挥的作用

机制,发现LPS处理的 H9c2细胞中Gal-1表达明显

降低。进一步功能实验发现,Gal-1的干预能够改善

LPS所致的 H9c2细胞活力降低、凋亡增加,以及

ROS、IL-1β、TNF-α、IL-6、MDA水平升高和SOD水

平下降的现象,表明Gal-1本身可能具有保护心肌细

胞的作用,且具体作用机制与抗氧化和 抗 炎 作 用

有关。
Nrf2作为一种重要的细胞内信号转导分子,在多

种生物学过程中发挥关键作用,在心肌缺血再灌注的

情况下,Nrf2表达较高可能与大鼠心肌细胞凋亡较

少、ROS水平较低等有益效果有关[21]。另有研究表

明,增强Nrf2信号通路可以保护心肌梗死后的不良

心脏重构[22]。Nrf2信号通路被认为是心肌损伤的主

要防御机制,在抵抗心机氧化应激作用、改善心脏功

能中扮演着重要角色。多项研究表明,Gal-1与 Nrf2
表达呈正相关,且两者能够相互作用,参与疾病进

展[23-25]。本研究发现,在 LPS处理的心肌细胞中,
Gal-1与Nrf2的 mRNA与蛋白表达均降低,而Gal-1
过表达能够提高Nrf2的 mRNA和蛋白表达,但抑制

Gal-1则会降低Nrf2的mRNA和蛋白表达。提示Gal-
1参与心肌细胞的保护机制与上调Nrf2有关,两者共

同参与了LPS处理心肌细胞中的抗氧化和抗炎作用。
综上所述,本研究通过体外实验发现SK可能通

过上调Gal-1和Nrf2的表达发挥抗炎与抗氧化应激

作用,从而改善心肌炎病情进展。
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