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揖摘要铱 摇 目的: 研究 1鄄磷酸鞘氨醇(S1P)对 H9c2 心肌细胞肥大反应的影响。 方法: 将培养的 H9c2 心肌细胞随

机分为 4 组,即正常对照组、S1P(1 滋mol / L)处理组、苯肾上腺素(PE,100 滋mol / L)处理组、PE(100 滋mol / L)加 S1P
(1 滋mol / L)处理组,每组设 3 个复孔。 处理 24 h 后应用 Actin鄄Trakcer Green 免疫荧光染色检测各组心肌细胞形态

大小;Real鄄Time PCR 技术测定各组 H9c2 心肌细胞中肥大标志物 ANP、BNP 及 茁鄄MHC 的转录水平;Western 印迹法

测定各组中 ANP 的蛋白表达情况。 然后将 H9c2 心肌细胞随机分为 5 组,即正常对照组、PE(100 滋mol / L)组、PE
(100 滋mol / L)加低浓度 S1P(0. 1 滋mol / L)组、PE 加中浓度 S1P(1 滋mol / L)组、PE 加高浓度 S1P(10 滋mol / L)组,每
组设 3 个复孔。 处理 24 h 后应用 Western 印迹法测定低、中、高浓度 S1P 干预下磷酸化的 Janus 激酶 2(JAK2)及信

号转导和转录激活子 3(STAT3)的蛋白表达水平。 每项试验独立重复三次。 结果: 与正常对照组比较,PE 组的

H9c2 心肌细胞表面积显著增大(P<0. 05),ANP、BNP 及 茁鄄MHC 的转录水平显著升高(P 均<0. 05),ANP 的表达亦

显著升高(P<0. 05),而与 PE 组比较,PE 加 S1P 组的 H9c2 心肌细胞表面积显著减小(P<0. 05),ANP、BNP 及 茁鄄
MHC 的转录水平显著降低(P 均<0. 05),ANP 的表达亦显著降低(P<0. 05);在 PE 加不同浓度 S1P 处理后,与正常

对照组及 PE 组相比,p鄄JAK2 和 p鄄STAT3 表达均显著升高(P<0. 05),且呈一定的剂量依赖性。 结论: S1P 可以减

轻 PE 诱导的心肌细胞肥大反应,这一保护作用可能与 JAK2 / STAT3 信号通路的激活相关。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the effects of sphingosine鄄1鄄phosphate ( S1P) on cardiac hypertrophic response in H9c2
cells. Methods: H9c2 cells were randomly divided into four groups: normal control group, S1P (1 滋mol / L) treated group, Pheny鄄
lephrine (PE) (100 滋mol / L) treated group, PE (100 滋mol / L) treated group combined with S1P (1 滋mol / L) treatment. Each group
has 3 duplicated wells. After 24 hours, the size of H9c2 cells in each group was detected by Actin鄄Trakcer Green immunofluorescence
staining. Transcriptional levels of hypertrophic markers ( ANP, BNP and 茁鄄MHC) in H9c2 cells were determined by real鄄time PCR.
Western blot was performed to examine the expression level of ANP in each group. Then H9c2 cells were randomly divided into five
groups: normal control group, PE (100 滋mol / L) treated group, PE (100 滋mol / L) with S1P low鄄dose (0. 1 滋mol / L) treated group,
PE (100 滋mol / L) with S1P middle鄄dose (1 滋mol / L) treated group and PE (100 滋mol / L) with S1P high鄄dose (10 滋mol / L) treated
group. Each group has 3 duplicated wells. After 24 hours, Western blot was performed to examine the expressions of phosphorylated
Janus kinase 2 (JAK2) and signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3) under low, medium and high concentrations
of S1P. Each experiment was repeated three times. Results: Compared with normal control group, the surface area of H9c2 cells in PE
group was increased significantly (P<0. 05), meanwhile, the transcription levels of ANP, BNP and 茁鄄MHC were increased significant鄄
ly (all P<0. 05), and the expression of ANP was also increased significantly (P<0. 05) in PE group. While compared with PE group,
the surface area of H9c2 cells in PE + S1P group was decreased significantly (P<0. 05), the transcription levels of ANP, BNP and 茁鄄
MHC and the expression of ANP were also decreased significantly (all P<0. 05) in PE + S1P group. After treated with PE and differ鄄
ent concentrations of S1P, the expressions of p鄄JAK2 and p鄄STAT3 were increased significantly compared with the normal control group
and PE group (P<0. 05), in a dose鄄dependent manner. Conclusion: S1P could protect H9c2 cells against hypertrophic response in鄄
duced by PE, which may be achieved by activating JAK2 / STAT3 signal pathway.
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摇 摇 心肌细胞肥大是多种心血管疾病的共同病理特

征,常见于容量前负荷增大、压力后负荷增大及心肌

缺血等情况,尽管其在病变早期是一种具有代偿意

义的适应性改变,但若持续发展,最终必将诱发心力

衰竭,危害健康[1]。 1鄄磷酸鞘氨醇 ( sphingosine鄄1鄄
phosphate,S1P)是由含 18 个碳原子的不饱和脂肪

烃链构成的一种氨基醇类小分子,是膜磷脂类分解

代谢产物,其末端带有一个磷酸基团[2]。 既往研究

表明,它可以增强心脏抵抗缺血 /再灌注损伤的能

力,可以帮助心肌细胞抵抗缺氧损害,可以促进血管

生成、改善血管内皮功能障碍,还可以改善动脉粥样

硬化等[3鄄6]。 近年来有研究发现, S1P 通过调控

JAK2 / STAT3 通路可对心肌细胞发挥保护作用[7],
另外,S1P 1 型受体(S1PR1)的激动剂可以改善压力

超负荷诱导的心肌肥大[8],但 S1P 作为 S1PR1 的天

然配体,其对心肌肥大是否发挥保护作用尚不十分

清楚。 为了进一步明确 S1P 在心肌肥大中的作用

及其与 JAK2 / STAT3 通路的关系,本研究拟在体外

培养的 H9c2 心肌细胞中利用苯肾上腺素(Pheny鄄
lephrine, PE)诱导经典的心肌细胞肥大模型[9, 10],
采用 Actin鄄Trakcer Green 免疫荧光染色、Real鄄Time
PCR 技术、Western 印迹等方法探讨 S1P 对心肌细

胞肥大反应的影响及其可能机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要材料与仪器

S1P(Cayman 公司);PE(Sigma 公司);H9c2 心

肌细胞株(华中科技大学同济医学院);微丝绿色荧

光探针(Actin鄄Trakcer Green,碧云天生物技术有限

公司);胎牛血清、胰蛋白酶、高糖 DMEM 粉购于

GIBCO 公司;单克隆鼠抗 GAPDH 抗体、多克隆兔抗

ANP 抗体均购自 Santa Cruz 公司;单克隆鼠抗 p鄄
JAK2 抗体、单克隆鼠抗 t鄄JAK2 抗体、单克隆鼠抗 p鄄
STAT3 抗体和单克隆鼠抗 t鄄STAT3 抗体均购自 Cell
Signaling Technology 公司;Western blot 杂交显影用

ECL 液、山羊抗小鼠 IgG 抗体、辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔 IgG 抗体均购自 Pierce 公司;DAPI 染液、
Western 细胞裂解液、BCA 蛋白浓度检测试剂盒、
FITC 标记的山羊抗小鼠荧光二抗购于博士德公司;
蛋白分子量 Marker(Bio鄄Rad 公司);Trizol、逆转录试

剂盒购自 Invitrogen 公司;PVDF 膜(Dassel 公司);
NSW 荧光倒置显微镜(NIKON 公司);细胞培养箱

(Heraous 公司);酶标仪(Bio鄄Rad 公司);Western 实

验装置(Bio鄄Rad 公司);HQ鄄45 型恒温摇床(中科院

武汉科学仪器厂);7900HT Fast Real鄄Time PCR 系统

(ABI);常温低速离心机(北京六一仪器厂);多功能

电泳仪(Bio鄄Rad 公司);JA1003 型电子天平(武汉

医用仪器公司);微量加样器(Gilson 公司);低温超

速离心机(Beckman 公司)。 本实验所应用的其他

化学试剂均购自 Sigma 公司或者国产分析纯试剂。
1. 2摇 细胞分组

将体外培养的心肌细胞系 H9c2 随机分成 4
组:正常对照组、S1P 组、PE 组、PE+S1P 组,其中正

常对照组常规培养,S1P 组加 1 滋mol / L S1P 干预、
PE 组加 100 滋mol / L PE 干预、PE+S1P 组加 1 滋mol /
L S1P 和 100 滋mol / L PE 共同干预,每组设 3 个复

孔,干预 24 h 后进行检测;将体外培养的心肌细胞

系 H9c2 随机分成 5 组:正常对照组、PE 组、PE+S1P
低浓度(L)组、PE+S1P 中浓度(M)组、PE+S1P 高浓

度(H)组,正常对照组常规培养,PE 组加 100 滋mol /
L PE 干预,PE+S1P 组分别加入浓度为 0. 1 滋mol / L、
1 滋mol / L、10 滋mol / L S1P 干预,并加入 100 滋mol / L
PE,每组设 3 个复孔,共同干预 24 h 后进行检测。
1. 3摇 Actin鄄Trakcer Green 免疫荧光染色法检测心

肌细胞形态大小

H9c2 心肌细胞种于 12 孔板中,按上述分组加

药干预后,弃掉培养基并用冰 1伊PBS 洗一遍,然后

加入 4% 的多聚甲醛液体浸润固定细胞 10 min,随
后加入 0. 3% 的 Triton鄄X100 浸润细胞 20 min 以达

到通透细胞的目的,接着用 5% BSA 封闭细胞约 30
min,封闭完成后加入 Actin鄄Trakcer Green 浸润细

胞,并将细胞放置于 4益恒温摇床上避光孵育过夜。
孵育结束后用 1伊PBS 清洗细胞数遍,然后加入 DA鄄
PI 染液染细胞核,再用 1伊PBS 清洗两遍细胞,最后

用荧光显微镜观察细胞形态大小。 观察时,每个孔

随机选取 4 ~ 5 个视野进行拍照,然后应用软件 Im鄄
age鄄Pro Plus 6. 0 随机框选不同区域的细胞进行统

计,并根据细胞核数目计算出单个心肌细胞的面积,
最后取其平均值。
1. 4摇 Real鄄Time PCR 技术测定心肌细胞中肥大标

志物 ANP、BNP 及 茁鄄MHC 的转录水平

根据实验分组干预细胞结束后,采用 Trizol 法
提取各组细胞的 RNA[11],根据 Invitrogen 试剂盒说

明将 RNA 逆转录为 cDNA,然后应用 ANP、BNP、茁鄄
MHC 及 GAPDH 相应的上下游引物,按 7900HT Fast
Real鄄Time PCR 预设程序检测 ANP、BNP、茁鄄MHC 的

相对表达量。 引物序列如表 1 所示。
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Tab. 1摇 Primer sequences

Gene Primer sequences
ANP 5爷鄄CTTCGGGGGTAGGATTGAC鄄3爷

3爷鄄TCTAGCGTTTTCTAGGGTTC鄄5爷
BNP 5爷鄄CAGAAGCTGCTGGAGCTCATAAG鄄3爷

3爷鄄GTTTCCTGGTTCCGGGATGT鄄5爷
茁鄄MHC 5爷鄄ATCAAGGGAAAGCAGGAAGC鄄3爷

3爷鄄ACTACGTGGACATCTGTTCC鄄5爷
GAPDH 5爷鄄GGCAAGTTCAACGGCACAG鄄3爷

3爷鄄TACAGCACCTCAGATGACCGC鄄5爷

摇 摇 ANP: Atrial natriuretic peptide; BNP: Brain natriuretic
peptide; 茁鄄MHC: 茁鄄myosin heavy chain; GAPDH: Glyceralde鄄
hyde鄄3鄄phosphate dehydrogenase

1. 5摇 Western 印迹法检测心肌细胞中 ANP 的蛋白

表达水平及不同浓度 S1P 干预下 JAK2 和 STAT3
的磷酸化水平

根据实验分组干预细胞结束后,经细胞裂解液

于 4益裂解 30 min,刮取细胞于 4益离心机中 10 000
r / min 离心 20 min,吸取上清液备用。 应用 BCA 法

测定上清液蛋白浓度,等量蛋白样品经 10% SDS鄄
PAGE 垂直电泳分离后,转移至 PVDF 膜,封闭液室

温封闭 2 h,加入对应一抗 4益孵育过夜,TBST 洗膜

1 h 后,加入相应的二抗工作液,在室温下摇床孵育

约 2 h,然后用 ECL 液显影曝光。
1. 6摇 统计学处理

实验数据以均数依标准差(軃x依s)的形式表示,用
GraphPad Prism 软件进行分析并绘制统计图,组间

统计学差异用 t 检验进行检测。

2摇 结果

2. 1摇 S1P 对 PE 干预后 H9c2 心肌细胞形态大小的

影响

Actin鄄Trakcer Green 免疫荧光的结果显示,与对

照组相比较,PE 组中的心肌细胞表面积明显增大

(P<0. 05),而与 PE 组比较,PE+S1P 组中的心肌细

胞表面积则明显减小(P<0. 05,图 1,表 2),这表明

S1P 可以抑制 PE 诱导的 H9c2 心肌细胞形态的增

大。

Fig. 1摇 Representative images of Actin鄄Trakcer Green staining
in H9c2 cells of each group
S1P: Sphingosine鄄1鄄phosphate; PE: Phenylephrine

2. 2摇 S1P 对 PE 干预后 H9c2 心肌细胞中肥大标志

物 ANP 蛋白表达水平的影响

为进一步验证 S1P 抵抗心肌细胞肥大反应的

作用,选取心肌肥大标志物 ANP 进行 Western blot
检测,结果显示,与对照组相比,PE 组心肌细胞中

ANP 蛋白的表达明显上调(P<0. 05),而 PE+S1P 组

心肌细胞 ANP 蛋白的表达则较 PE 组明显下调(P<
0. 05,图 2,表 2),这表明 S1P 可以抑制由 PE 诱导

的 H9c2 心肌细胞肥大标志物 ANP 的表达。

Fig. 2摇 Expressions of ANP in H9c2 cells of each group
Tab. 2摇 The cell surface area and the expression of ANP / GAP鄄

DH in H9c2 cells in each group (fold of control, 軃x依s,
n=3)

Group Cell Surface Area ANP / GAPDH
Con 1. 03依0. 25 1. 00依0. 00
S1P 0. 98依0. 18 0. 85依0. 15
PE 1. 70依0. 37* 1. 98依0. 22*

PE+S1P 1. 12依0. 21# 0. 97依0. 20#

摇 摇 *P<0. 05 vs control group; #P<0. 05 vs PE group

2. 3摇 S1P 对 PE 干预后 H9c2 心肌细胞中肥大标志

物 ANP、BNP 及 茁鄄MHC 转录水平的影响

Real鄄Time PCR 的结果显示,与对照组相比,PE
组心肌细胞内肥大标志物 ANP、BNP 及 茁鄄MHC 的

mRNA 水平明显升高(P<0. 05),而 PE+S1P 组心肌

细胞内 ANP、BNP 及 茁鄄MHC 的 mRNA 水平较 PE 组

则明显降低(P<0. 05,表 3),这表明 S1P 可以抑制

PE 诱导的 H9c2 心肌细胞中肥大标志物 ANP、BNP
及 茁鄄MHC 的转录。
Tab. 3摇 The levels of ANP, BNP and 茁鄄MHC mRNA in H9c2

cells of each group (fold of control, 軃x依s, n=3)

Group ANP / GAPDH BNP / GAPDH 茁鄄MHC / GAPDH
Con 1. 00依0. 00 1. 00依0. 00 1. 00依0. 00
S1P 0. 85依0. 15 0. 84依0. 08 0. 94依0. 14
PE 1. 98依0. 22* 1. 77依0. 12* 1. 82依0. 31*

PE+S1P 0. 97依0. 20# 0. 96依0. 12# 0. 83依0. 24#

摇 摇 *P<0. 05 vs control group; #P<0. 05 vs PE group

2. 4摇 不同浓度 S1P 对 PE 干预后 H9c2 心肌细胞

中 JAK2 / STAT3 磷酸化水平的影响

Western blot 检测结果显示,正常对照组有一定

水平的 p鄄JAK2 和 p鄄STAT3 蛋白表达,加入 PE 后使

JAK2、STAT3 磷酸化水平有一定升高趋势,但无明

显统计学差异,而在给予不同浓度 S1P 处理后,p鄄
JAK2 和 p鄄STAT3 蛋白表达明显上调,且呈一定的剂
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量依赖性(P<0. 05,图 3,表 4),这表明上述 S1P 对

PE 诱导的心肌细胞肥大反应的保护作用可能与

JAK2 / STAT3 信号通路的激活相关。

Fig. 3摇 Expressions of JAK2 and STAT3 in H9c2 cells of each
group
JAK2: Janus kinase 2; STAT3: Signal transducers and ac鄄
tivators of transcription 3

Tab. 4 摇 The expressions of p鄄JAK2 / t鄄JAK2 and p鄄STAT3 / t鄄
STAT3 in H9c2 cells of each group ( fold of control,
軃x依s, n=3)

Group p鄄JAK2 / t鄄JAK2 p鄄STAT3 / t鄄STAT3
Con 1. 00依0. 00 1. 00依0. 00
PE 1. 05依0. 21 1. 14依0. 21
PE+S1P(L) 1. 45依0. 17*# 1. 56依0. 09*#

PE+S1P(M) 2. 28依0. 24*# 2. 14依0. 12*#

PE+S1P(H) 2. 56依0. 36*# 2. 58依0. 31*#

摇 摇 *P<0. 05 vs control group; #P<0. 05 vs PE group

3摇 讨论

慢性心力衰竭是当代社会严重危害人类健康的

一类疾病,而心肌细胞肥大已被证实是其重要诱因

及独立危险因素[12]。 本实验利用苯肾上腺素(PE)
在体外培养的 H9c2 心肌细胞中诱导心肌细胞肥大

模型,结果显示,对于 PE 诱导的 H9c2 心肌细胞肥

大反应,S1P 能够显著抑制心肌细胞的肥大,降低心

肌细胞肥大标志物 ANP、 BNP、 茁鄄MHC 的转录及

ANP 的蛋白表达水平,并且在这一过程中,S1P 呈一

定浓度依赖性的增强 JAK2、STAT3 的磷酸化。
既往研究发现,S1P 在心血管系统中发挥重要

的保护作用,但是,关于 S1P 在心肌细胞肥大反应

方面的效应仍存在一定争议。 早期一项研究表明,
S1P 的衍生物, 神经鞘氨醇磷酸胆碱 ( sphingo鄄
sylphosphorylcholine,SPC),可引起新生大鼠心肌细

胞发生肥大反应,但 S1P 本身对心肌细胞肥大无明

显影响[13]。 此后,另有研究显示,S1P 可能通过 S1P
的 1 型受体(S1PR1)诱导新生大鼠心肌细胞肥大反

应的发生,该实验是通过检测心肌细胞的形态大小、
苯基丙氨酸的摄入量及脑钠肽的表达来评估心肌细

胞肥大[14]。 近期亦有研究表明,S1P 诱导的肌浆网鄄
线粒体钙转运过多有助于心肌细胞肥大[15],但值得

我们关注的是,S1P 诱导的心肌细胞肥大反应比经

典的内皮素和苯肾上腺素引起的心肌细胞肥大反应

要慢一些、弱一些[16],且极有可能是一种保护性的

适应性肥大。 然而目前为止,缺乏在已有心肌细胞

肥大的病理情况下探讨 S1P 对其影响的研究。 近

年有一项研究应用 S1PR1 激动剂 SEW2871 证实,
S1PR1 的激活可以显著改善压力超负荷诱导的心肌

细胞肥大[8],这提示 S1P 亦可能改善病理情况下的

心肌细胞肥大。 本研究在体外实验中发现,S1P 明

显抑制苯肾上腺素诱导的心肌细胞肥大,且该保护

作用可能与 JAK2 / STAT3 信号通路密切相关。
近年来,JAK2 / STAT3 信号通路在各种心脏疾

病过程中得到广泛关注,包括心肌肥大、缺血再灌注

损伤等。 以往研究发现,STAT3 在阿霉素诱导的心

肌病、缺氧复氧引起的心肌损伤中发挥一定保护作

用[17, 18]。 JAK2 / STAT3 信号通路的激活有助于促

凋亡相关基因 Bax 和 Caspase鄄3 表达减少、抗凋亡基

因 Bcl鄄2 表达增加,从而介导心脏保护作用[19, 20]。
并有研究证明,S1P 后适应可通过激活 JAK2 / STAT3
来抑制炎症、减少氧自由基、防止线粒体结构破坏使

大鼠心肌细胞免受缺血 /再灌注损伤[7, 21]。 这些表

明,JAK2 / STAT3 信号通路在 S1P 的心脏保护作用

中扮演了重要角色。
综上所述,本实验探索 S1P 对心肌细胞肥大的

保护作用及其与 JAK2 / STAT3 的关系。 我们发现

S1P 减轻 PE 诱导的心肌细胞肥大反应,这一保护作

用可能是通过激活 JAK2 / STAT3 信号通路来实现

的。 尽管本研究观察 S1P 抑制心肌细胞肥大与

JAK2 / STAT3 信号通路激活的相关性,但二者之间

的具体关系尚需进一步的实验加以验证。
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