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过表达 ＳＩＲＴ１基因通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制
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　　［摘　要］　目的：探讨过表达沉默信息调节因子 １（ＳＩＲＴ１）对高糖刺激心肌 Ｈ９ｃ２细胞凋亡和活性氧簇
（ＲＯＳ）水平的影响。方法：分别用空载质粒（ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ）和 ＳＩＲＴ１过表达质粒（ｐｃＤＮＡ３１ＳＩＲＴ１）转染心肌细
胞，并进行高糖诱导。实验分为对照组、高糖组、高糖＋ｐｃＤＮＡ３．１ＮＣ组和高糖 ＋ｐｃＤＮＡ３．１ＳＩＲＴ１组，用 ｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测各组心肌 Ｈ９ｃ２细胞的ＳＩＲＴ１表达，噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞的活力，流式细胞术检测细
胞凋亡，ＤＣＦＨＤＡ检测细胞内ＲＯＳ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、磷酸化ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和
磷酸化ＡＫＴ的蛋白水平。结果：与对照组相比，高糖诱导的心肌 Ｈ９ｃ２细胞中ＳＩＲＴ１表达显著降低，细胞活力显著
下降，ＲＯＳ水平和细胞凋亡率增加，ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴ磷酸化蛋白水平下调（Ｐ＜００５）；过表达ＳＩＲＴ１可诱导高糖刺激的
心肌 Ｈ９ｃ２细胞活力增加，ＲＯＳ水平和凋亡率降低，ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ磷酸化蛋白水平上调（Ｐ＜００５）。结论：过表达
ＳＩＲＴ１可通过调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路逆转高糖刺激心肌 Ｈ９ｃ２细胞活力的降低及凋亡率和氧化应激的增加。
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　　糖尿病心肌病（ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）主
要是由于机体持续高糖状态导致心脏功能代谢异

常，结构发生改变的一种疾病状态［１３］。既往研究表

明，在糖尿病患者和动物模型中心肌细胞表现为凋

亡率增加，增殖能力降低，但目前对其分子机制尚不

明确［４５］。近年来的研究表明，细胞中氧化应激损伤

是导致糖尿病心肌病发生的主要原因之一［６］。沉默

信息调节因子１（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）
是一种被广泛研究的 ｓｉｒｔｕｉｎｓ家族成员，在机体多种
器官中均有表达如大脑、心脏和脂肪组织等，主要存

在于细胞核中，对机体多种信号通路的调节作用具

有重要意义［７８］。ＳＩＲＴ１调节蛋白质发生脱乙酰化反
应，参与蛋白质的转录和翻译，调节细胞的增殖、氧

化应激和新陈代谢等，对代谢性疾病、肿瘤和心脏功

能发挥重要作用［９１０］。本研究探讨过表达 ＳＩＲＴ１对
高糖诱导下心肌 Ｈ９ｃ２细胞活力和凋亡的影响，以期
为糖尿病心肌病的预防和治疗寻找新的思路。

材　料　和　方　法

１　实验材料
心肌 Ｈ９ｃ２细胞购自中科院上海细胞库。

ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ；ＳＩＲＴ１过 表 达 质 粒
（ｐｃＤＮＡ３１ＳＩＲＴ１）和空载质粒（ｐｃＤＮＡ３１ＮＣ）购
自上海吉玛有限公司；ＴＲＩｚｏｌ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；细胞凋亡检测试剂盒、抗β肌动蛋白
（βａｃｔｉｎ）抗体和噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅ
ｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）购自上海碧云天生物有限公
司；双氯荧光素（２，７ｄｉｃｈｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，
ＤＣＦＨＤＡ）购自 Ｓｉｇｍａ；抗磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）抗体、抗磷酸化 ＰＩ３Ｋ
（ｐＰＩ３Ｋ）抗体、抗 ＡＫＴ抗体、抗磷酸化 ＡＫＴ（ｐ
ＡＫＴ）抗体和抗 ＳＩＲＴ１抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ。ＡＢＩ
７９００实时荧光定量 ＰＣＲ仪购自 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；
流式细胞仪购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；凝胶成像仪
购自ＢｉｏＲａｄ。
２　方法
２．１　细胞的培养与分组　心肌 Ｈ９ｃ２细胞培养于
３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中，加入含１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养基，每２～３ｄ加入 ０２５％胰酶消
化，加入完全培养基终止消化，按照１∶３或１∶４进行
传代。取生长状态良好的细胞，随机分为对照（ｃｏｎ
ｔｒｏｌ）组（常规培养）和高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）组（加
入３３ｍｍｏｌ／Ｌ葡糖糖刺激 ２４ｈ），高糖组又分为 ３
组：高糖 ＋过表达 ＳＩＲＴ１（ＨＧ＋ＳＩＲＴ１）组（转染

ｐｃＤＮＡ３１ＳＩＲＴ１后给予高糖刺激）、高糖 ＋阴性对
照（ＨＧ＋ＮＣ）组（转染 ｐｃＤＮＡ３１ＮＣ后给予高糖刺
激）和高糖（ＨＧ）组（加入高糖刺激）。
２．２　细胞的转染　转染前２４ｈ，胰酶消化、计数心
肌 Ｈ９ｃ２细胞，接种于２４孔板中，采用不含抗生素的
培养基稀释 ｐｃＤＮＡ３１ＳＩＲＴ１和 ｐｃＤＮＡ３１ＮＣ，与
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００混合均匀，３７℃静置２０ｍｉｎ，加入
每孔细胞中，３７℃孵育５ｈ，更换为含１０％血清的培
养基培养４８ｈ。
２．３　ｑＰＣＲ检测ＳＩＲＴ１的ｍＲＮＡ表达　使用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取细胞中总 ＲＮＡ。微量移液器吸取 ５μｇ
ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，进行扩增反应。ＳＩＲＴ１的上游
引物序列为 ５ＣＴＴＣＡＧＧＴＣＡＡＧＧＧＡＴＧＧＴＡＴ３，下
游引物序列为 ５ＧＣＧＴＧＴＣＴＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧＴＡＴ３；
内参照βａｃｔｉｎ的上游引物序列为５ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴ
ＧＣＧＴＧＡＣＡ３，下游引物序列为 ５ＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧ
ＣＡＡＴＧＡＴＣ３。置于 ＡＢＩ７９００实时荧光定量 ＰＣＲ
仪中进行扩增，条件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ、５８℃
３０ｓ、７２℃ ８ｍｉｎ，４０个循环。实验重复３次，采用
２－ΔΔＣｔ法计算ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ的相对表达量。
２．４　细胞活力的检测　将各组细胞以每孔５×１０３

个接种于９６孔板上，培养箱中培养２４ｈ、４８ｈ和７２
ｈ，加入ＭＴＴ２０μＬ，３７℃静置４ｈ，加入２００μＬ二甲
基亚砜，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，酶标仪中检测细胞 ５７０
ｎｍ的吸光度（Ａ）值。细胞的活力 ＝（实验组 Ａ５７０－
空白组Ａ５７０）／（对照组Ａ５７０－空白组Ａ５７０）×１００％。
２．５　细胞凋亡的检测　收集各组细胞，加入 ＰＢＳ清
洗３次，加入胰酶，调整其密度为１×１０９／Ｌ，吸取０５
ｍＬ细胞悬浮液培养２４ｈ后，每孔加入１２５μＬ膜联
蛋白 ＶＦＩＴＣ和１０μＬ碘化丙啶，４℃染色过夜，流式
细胞术分析凋亡率。

２．６　细胞中活性氧簇 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
的检测　收集各组心肌 Ｈ９ｃ２细胞，接种至２４孔板
中，待细胞密度为 ８０％左右，每孔加入 １０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＣＦＨＤＡ，３７℃培养３０ｍｉｎ，荧光显微镜下随机选
取５个视野，分析绿色荧光强度，取平均值（ｍｅａｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ），可间接反映ＲＯＳ水平。
２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平　收集细胞，加入预
冷的ＰＢＳ缓冲液清洗 ２次，置于细胞裂解液中 ３０
ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收集上清。吸取５０μｇ
总蛋白，采用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，将分离的目
的蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜中，阻断缓冲液封闭２
ｈ；加入 Ｉ抗，４℃过夜，ＴｒｉｓＨＣｌＴｗｅｅｎ缓冲盐溶液漂
洗３次，每次１０ｍｉｎ，加入 ＩＩ抗，３７℃孵育２ｈ，Ｔｒｉｓ
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ＨＣｌＴｗｅｅｎ缓冲盐溶液漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，凝胶
成像仪中拍照，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析蛋白质灰度
值，计算蛋白的相对表达量。

３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ２２０软件进行统计处理，结果以均数

±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，多组数据间的比较采用
单因素方差分析，组间多重比较使用 ＳＮＫｑ检验，以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　转染后心肌 Ｈ９ｃ２细胞中ＳＩＲＴ１的表达变化
与对照组相比，高糖诱导的心肌 Ｈ９ｃ２细胞显著

降低ＳＩＲＴ１的表达量（Ｐ＜００５）；与高糖组相比，转
染过表达载体显著增加心肌 Ｈ９ｃ２细胞中 ＳＩＲＴ１的
表达量（Ｐ＜００５），见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ａ：ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ
ＳＩＲＴ１ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＳＩＲＴ１ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．

图１　转染后心肌Ｈ９ｃ２细胞中ＳＩＲＴ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达

２　过表达ＳＩＲＴ１对心肌Ｈ９ｃ２细胞活力的影响
ＭＴＴ结果显示，与对照组相比，高糖诱导的心肌

Ｈ９ｃ２细胞的活力显著降低（Ｐ＜００５）；与高糖组相
比，过表达 ＳＩＲＴ１显著增加心肌 Ｈ９ｃ２细胞的活力
（Ｐ＜００５），见图２。
３　过表达ＳＩＲＴ１对Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡率的影响

与对照组相比，高糖诱导显著提高心肌 Ｈ９ｃ２细
胞的凋亡率（Ｐ＜００５）；过表达ＳＩＲＴ１细胞的凋亡率
与对照组相比差异无统计学显著性；与高糖组相比，

过表达 ＳＩＲＴ１显著降低细胞凋亡率（Ｐ＜００５），见
图３。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＩＲＴ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ
Ｈ９ｃ２ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．

图２　过表达ＳＩＲＴ１对心肌 Ｈ９ｃ２细胞活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＩＲＴ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．

图３　过表达ＳＩＲＴ１对心肌Ｈ９ｃ２细胞凋亡率的影响
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４　过表达 ＳＩＲＴ１对心肌 Ｈ９ｃ２细胞 ＲＯＳ生成的影
响

与对照组相比，高糖诱导显著提高心肌 Ｈ９ｃ２细
胞中ＲＯＳ的水平，过表达 ＳＩＲＴ１的细胞与对照组相
比差异无统计学显著性；与高糖组相比，过表达

ＳＩＲＴ１显著降低细胞中ＲＯＳ的水平（Ｐ＜００５），见图４。
５　过表达ＳＩＲＴ１对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ蛋白水平和磷酸化
的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，各组间心肌 Ｈ９ｃ２细胞
中ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴ总蛋白的水平变化差异无统计学显
著性；与对照组相比，高糖诱导显著降低 ＰＩ３Ｋ和
ＡＫＴ磷酸化蛋白的水平（Ｐ＜００５），过表达 ＳＩＲＴ１
对细胞中ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴ磷酸化蛋白的水平无显著影
响；与高糖组相比，过表达 ＳＩＲＴ１显著增加 ＰＩ３Ｋ和

ＡＫＴ磷酸化蛋白的水平（Ｐ＜００５），见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＩＲＴ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆＲＯＳｉｎｔｈｅＨ９ｃ２ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜
００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．

图４　过表达ＳＩＲＴ１对心肌Ｈ９ｃ２细胞生成ＲＯＳ的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＩＲＴ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｔｈｅＨ９ｃ２
ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．

图５　过表达ＳＩＲＴ１对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路相关分子蛋白水平的影响

讨　　论

心肌细胞凋亡率升高和存活率下降是多种心血

管疾病发生的主要特征之一［１１１２］。研究发现，糖尿

病患者心肌细胞凋亡的增加和坏死等导致心肌结构

的变化，严重下调心脏的代偿能力，阻碍心脏的泵血

功能［１３１４］。心肌细胞凋亡在糖尿病心肌病的发生、

发展过程中发挥重要作用，糖尿病心肌病患者的心

肌细胞更易发生坏死和凋亡。ＳＩＲＴ１是一种组蛋白
脱乙酰基酶，转移ＤＮＡ组蛋白赖氨酸 Ｎ端乙酰基并
调控转录过程，参与细胞的增殖、凋亡、氧化应激、糖

尿病细胞的新陈代谢等［１５１８］。在糖尿病大鼠模型

中，ＳＩＲＴ１通过调节Ｓ腺苷同型半胱氨酸水解酶的水
平参与糖尿病心肌病的发生和发展［９］，表明 ＳＩＲＴ１
在ＤＣＭ过程中起重要作用。因此 ＳＩＲＴ１在临床治
疗ＤＣＭ中发挥关键作用，在心脏和血管等细胞异常
增殖的治疗中具有很好的前景。在本实验中，高糖

诱导的心肌细胞中 ＳＩＲＴ１的表达量降低，共转染过
表达载体显著增加高糖诱导的心肌细胞中 ＳＩＲＴ１的

表达量；过表达ＳＩＲＴ１促进高糖刺激的心肌 Ｈ９ｃ２细
胞的活性，抑制细胞的凋亡，降低细胞中 ＲＯＳ的累
积。既往研究表明，ＳＩＲＴ１可抑制心肌细胞的凋亡，
白藜芦醇显著增加 ＳＩＲＴ１的表达量，减少高糖诱导
的心肌细胞凋亡［１９２０］，与本实验研究结果相似。

氧化应激在ＤＣＭ病变过程中起关键作用，损害
心血管系统和微血管结构的改变。糖尿病患者持续

的高糖环境导致细胞代谢紊乱，促进血管内皮、微血

管、心肌细胞中线粒体过氧化产物的积累，从而增加

细胞内活性氧水平，活性氧的产物通过促进细胞凋

亡或者激活细胞内的信号转导通路导致心肌细胞损

伤，还可直接调节细胞 ＤＮＡ损伤以及损伤修复机制
的活化，从而增强活性氧诱导的细胞凋亡过程，最终

导致糖尿病心肌病的心脏功能和结构障碍［２１］。在糖

尿病心肌细胞的氧化应激过程中，由多种信号通路

的参与，如 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）等信号通路。研究表明 ＳＩＲＴ１可
通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与细胞的增殖和凋亡过
程［２２］。因此本实验通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌 Ｈ９ｃ２
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细胞中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路关键蛋白的水平，结果
发现细胞中总蛋白水平无显著变化，但 ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ
的磷酸化水平在高糖的诱导下显著降低，过表达

ＳＩＲＴ１可升高 ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ的磷酸化水平，表明
ＳＩＲＴ１可能通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路调节心肌 Ｈ９ｃ２
细胞凋亡和氧化应激。

综上所述，过表达 ＳＩＲＴ１可增加高糖诱导的心
肌 Ｈ９ｃ２细胞活性，降低其凋亡率和氧化应激反应，
可能通过影响 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路发挥作用，为糖
尿病心肌病的治疗提供实验依据。
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