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【摘　要】　目的　本研究旨在探讨铁调素 (Hepcidin)是否可以通过调节铁代谢,减轻对间歇性低氧 (intermittent

hypoxia,IH)诱导的小鼠心肌细胞的损伤.方法　间歇性低氧培养 HLＧ１心肌细胞并转染 Hamp 过表达质粒,检测细胞内

Hamp mRNA、Hepcidin蛋白水平;观察细胞生存情况;观察细胞内活性铁及总活性氧 (ROS)水平;检测细胞内缺氧诱

导因子Ｇ１α(HIFＧ１α)及调节铁代谢关键蛋白 (FPN１、FBXL５和IRPs)的表达水平.结果　铁调素通过下调铁转运蛋白１
(FPN１)的表达 (P＜０􀆰０１),显示出降低暴露于间歇性低氧的 HLＧ１细胞中Fe２＋ 和 ROS水平的能力 (P＜０􀆰０５);此外,铁

调素介导 HIFＧ１α和IRPs的表达 (P＜０􀆰０５),这些蛋白可能参与铁相关转运蛋白的调节.结论　铁调素可以在一定程度上

减轻低氧刺激诱导的心肌铁沉积和 ROS损伤.
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【Abstract】　Objective　TheaimofthisstudywastoinvestigatewhetherHepcidincanreducetheinjuryofmousecardioＧ
myocytesinducedbyintermittenthypoxiabyregulatingironmetabolism．Methods　HLＧ１cardiomyocyteswereculturedwithinＧ
termittenthypoxiaandtransfectedwithHampoverexpressionplasmid．Hamp mRNAandHepcidinproteinlevelsweredetecＧ
ted．Thesurvivalofcellswasobserved．ThelevelsoflabileironandtotalROSthatinducedirondeathwereobserved．TheexＧ
pressionlevelsofHIFＧ１αandkeyproteinsregulatingironmetabolism (FPN１,FBXL５andIRPs)weredetected．Results　HepＧ
cidindownＧregulatestheexpressionofferritransporter１(FPN１)protein(P＜０􀆰０１),andshowstheabilitytoreduceFe２＋ and
ROSlevelsinHLＧ１cellsexposedtointermittenthypoxia(P＜０􀆰０５)．Inaddition,HepcidinmediatesHIFＧ１αandIRPs(P＜
０􀆰０１)．TheseproteinsmaybeinvolvedintheregulationofironＧrelatedtransporters．Conclusion　HepcidincanalleviatemyocarＧ
dialirondepositionandROSinjuryinducedbyhypoxiastimulationtoacertainextent．

【Keywords】Hamp mRNA;Hepcidin;intermittenthypoxia;FPN１

　　铁是人体必需的微量营养元素,参与重要的生

理过程,如电子传递、细胞呼吸和 DNA 合成[１].
铁过量积累会加速活性氧 (ROS)的生成,导致氧

化损 伤 或 细 胞 凋 亡[２]. 铁 调 素 (Hepcidin) 由

Hamp 基因编码,细胞内合成前体蛋白后,以２５
个氨 基 酸 的 活 性 形 式 释 放.心 脏 是 全 身 Hamp
mRNA表达量第二大的器官,Hamp mRNA 主要

在心肌细胞中表达[３].心肌细胞缺氧时,心肌细胞

内 Hepcidin迅速增加[４Ｇ５],但目前尚不明确升高的

Hepcidin是否对细胞内铁代谢产生影响.铁进入细

胞的途径有多个,而Fe２＋ 从心肌细胞内排出的通道

仅有 膜 铁 转 运 蛋 白 １ (Fpn１)[６]. 心 肌 细 胞

Hepcidin以自分泌的方式与Fpn１结合,调整心肌

组织局部微环境中的铁稳态[７].在体外灌流心脏I/

R模型中观察到,Hepcidin预处理可减少心肌细胞

凋亡、降低心脏组织中丙二醛和氮氧化物水平[８].
虽然从机制上推测,缺氧后 Hepcidin升高与 Fpn１
结合抑制细胞内铁外排,可能增加细胞内活性铁,
但目前尚无确切的研究数据证实.目前尚不明确心

肌细胞内持续高表达的 Hamp mRNA 是否可以引

起心肌细胞内铁沉积.本研究拟利用体外心肌细胞

间歇性低氧模型,将过表达 Hamp 的质粒转染心

肌细胞来探讨 Hepcidin对体外培养心肌细胞间歇

性低氧损伤的影响,观察细胞内 Hepcidin增加是

否可以缓解间歇性低氧诱导的心肌细胞铁沉积和

ROS损伤.

１　材料与方法

１􀆰１　主要试剂和细胞系

Hamp 过 表 达 质 粒 (货 号: VB２３１２１１Ｇ
１６１９tac,广州云舟生物科技股份有限公司),HLＧ１
细胞购自于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞

库,RNA提取试剂盒 (货号:DP４１９,天根生物

技术 公 司);SYBR Green 试 剂 盒 (货 号:LMＧ
００５１,上海联迈生物工程有限公司);FPN１抗体

(货号:２６６０１Ｇ１ＧAP,武汉三鹰生物技术有限公司)
和GAPDH (货号:６０００４Ｇ１ＧIg,武汉三鹰生物技术

有限公司);铁探针 (货号:MX４５８０,中国上海茂

康生物);组织活性氧 (ROS)检测试剂盒 (货号:

HR８８２０,北京百奥莱博科技有限公司).

１􀆰２　方法

１􀆰２􀆰１　细胞培养

将 HLＧ１细胞在添加了１０％胎牛血清、青霉素

和链霉素的 DMEM 培养基中培养,培养温度为３７
℃,CO２ 浓度为５％.HLＧ１细胞间歇性低氧模型

建立方法为:每个循环包括３min的０􀆰１％ O２,然

后是７min的２１％ O２,持续２４h.

１􀆰２􀆰２　细胞质粒转染过表达Hamp
HLＧ１细胞密度为８０％ (２４孔板、６孔板)时

转染 Hamp 过表达质粒pRP [Exp]ＧEGFP/PuroＧ
EF１A＞mHamp [ORF０３２８９８](简写为:mHamp).

１􀆰２􀆰３　RTＧPCR
根据提供的说明,从心肌细胞中提取总 RNA.

使用 SYBRＧGreenPCR Master Mix 试 剂 盒 进 行

PCR扩增的定量来测定 HepcidinmRNA 的表达水

平.通过２Ｇ△△CT公式计算相对基因表达.Hepcidin
上游引物 (F):５′ＧAGACATTGCGATACCＧAＧ３′;
下游引物 (R):５′ＧGCAACAGATACCACACTＧ３′.

１􀆰２􀆰４　蛋白质印迹

放射免疫沉淀分析 (RIPA)缓冲液裂解心肌

细胞,使用双缩脲试剂 (BCA)方法评估蛋白质浓

度.随后通过十二烷基硫酸钠 聚丙烯酰胺凝胶电

泳 (SDSＧPAGE)分离全部蛋白质,然后转移到聚

偏二氟乙烯 (PVDF)膜上.用５％脱脂奶粉封闭

后,将印迹与铁转运蛋白１ (FPN１)、FＧ盒和亮氨
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酸重复蛋白 ５ (FBXL５)、甘 油 醛Ｇ３Ｇ磷 酸 脱 氢 酶

(GAPDH)、铁调节蛋白Ｇ１ (IRPＧ１)和铁调节蛋白Ｇ２
(IRPＧ２)等抗体置于４ ℃过夜,通过增强学发光

(ECL)方法成像.ImageJ软件６􀆰１用于分析目标

条带 的 平 均 灰 度 值,SPSS２２􀆰０ 软 件 用 于 统 计

分析.

１􀆰２􀆰５　铁染色

铁探针用于检测 HLＧ１细胞中Fe２＋ 的存在.将

细胞以２×１０５ 的密度接种到６cm 细胞培养皿上.
在染色之前,通过去除上清液并用PBS洗涤细胞３
次来制备细胞.随后,向细胞中加入含有１μm 铁

橙的染色溶液,然后在３７℃和５％ CO２ 的培养箱

中培养３０min.随后,使用荧光显微镜对细胞进行

观察和记录,其特征在于５３２nm 的发射波长.

１􀆰２􀆰６　活性氧水平

在处理前１天,将 HLＧ１细胞以１×１０４ 细胞/
孔的密度接种在９６孔培养板中,然后用或不用缺

氧处理２４h,接着用 mHamp处理４８h.每孔加入

１０μL的探针,用移液器充分混匀.然后将细胞在

３７℃和５％ CO２ 培养箱中孵育３０min.用多功能

酶标仪 (激发波长/发射波长＝４８８nm/５３０nm)
检测荧光强度,以荧光强度/毫克蛋白表示活性氧

强度.

１􀆰２􀆰７　免疫荧光双重染色

待处理的细胞在盖玻片上达到９５％融合密度时

收获,随后用PBS冲洗３次.随后,用多聚甲醛固

定细胞,并用 TritonXＧ１００透化.随后,将细胞在

室温下孵育,暴露于一抗 (FPN１和 Hepcidin)和

二抗,并用含有 DAPI的抗荧光淬灭封闭剂封闭.
最后,使用荧光显微镜检查并捕获细胞.

１􀆰２􀆰８　统计学分析

所有实验数据用 SPSS２３􀆰０统计软件进行分

析.实验数据用均数标准误表示,用单因素方差分

析和LSD事后检验进行统计分析.以P＜０􀆰０５为

差异有统计学意义.使用 GraphPadPrism８􀆰０软件

绘制统计图.

２　结果

２􀆰１　 间歇 性 低 氧 (IH)刺 激 和 过 表 达 Hamp
(mHamp)时HLＧ１心肌细胞中 HepcidinmRNA和

蛋白水平变化情况

与对照组相比,RTＧPCR 分析显示IH 刺激

HLＧ１心肌细胞中 HepcidinmRNA水平增加 (P＜
０􀆰０１), 过 表 达 Hamp (mHamp) 后 Hepcidin
mRNA水平增加 (P＜０􀆰００１);与IH 组相比,IH
联合 mHamp 时 Hepcidin mRNA 水平明显增加

(P＜０􀆰０１)(图１a).同时,与对照组相比,IH 组

(P ＜ ０􀆰０１) 和 mHamp 组 (P ＜ ０􀆰００１) 的

Hepcidin蛋白水平增加;与IH 组相比,IH 联合

mHamp时 Hepcidin 蛋 白 水 平 明 显 增 加 (P ＜
０􀆰００１)(图１b).因此,过表达 Hamp 有效提升了

HLＧ１心肌细胞中 HepcidinmRNA 和蛋白表达水

平,同时也证实了缺氧时心肌细胞内 HepcidinmRＧ
NA和蛋白表达水平会在一定程度上增加.

　　注:与Con对照组比较,①P＜０􀆰０１,②P＜０􀆰００１;与IH 组比较,③P＜０􀆰０１,④P＜０􀆰００１.

图１　IH刺激和 mHamp对HLＧ１心肌细胞中HepcidinmRNA和蛋白水平的影响

２􀆰２　过表达Hamp (mHamp)对 HLＧ１心肌细胞

活力的影响

HLＧ１心肌细胞过表达 Hamp (mHamp)２４h
后,利用 CCK８实验从０h开始计时分析细胞活

力,发现 mHamp单独处理不影响细胞活力 (图

２a);当给予IH 联合 mHamp处理６０~９０min时,
细胞活力增加 (P＜０􀆰００１)(图２b);随后用IH 和/
或 mHamp处理６０min时,观察 HLＧ１细胞的细胞

活力,相比于单独IH 组,IH＋mHamp组细胞活

力升高 (P＜０􀆰０５)(图２c).因此,也说明了过表
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达 Hamp 后升高的 Hepcidin (见 “２􀆰１”)可以在

间歇性低氧时对心肌细胞有一定程度的保护作用,
接下来就 Hepcidin发挥其保护作用的具体机制进

行研究.

注:(a)用 mHamp处理０、３０、６０、９０和１２０min时 HLＧ１细胞的细胞活力; (b)用IH＋mHamp处理０、３０、

６０、９０和１２０min时 HLＧ１细胞的细胞活力;(c)用IH 和/或 mHamp处理６０min时 HLＧ１细胞的细胞活力 (n＝６).

与Con对照组比较,①P＜０􀆰００１;②P＜０􀆰０１;与IH 组比较,③P＜０􀆰０５.

图２　mHamp对HLＧ１心肌细胞活力的影响

２􀆰３　IH时Hepcidin诱导的心肌ROS损伤和铁沉积

DCFHＧDA 探 针 (ROS)的 结 果 显 示,当 用

mHamp治疗时,由IH 诱导的 ROS水平的增加下

降 (图３a,见封三).在IH 模型中,mHamp处理

６０min后,铁离子探针显示不稳定铁池明显减少

(图３b,见封三).最后,免疫荧光双标记染色显

示,暴露于IH 后,HLＧ１细胞中 Hepcidin蛋白表

达明显增加,FPN１蛋白表达减少,而在 mHamp
处理组显示出相反的结果 (图３c,见封三).这表

明 mHamp治疗可以有效调节 HepcidinＧFPN１并减

轻铁沉积.

２􀆰４　IH刺激时心肌细胞中 HIFＧ１α及其相关蛋白

的表达

缺氧 分 析 表 明,低 氧 刺 激 小 鼠 心 脏 组 织 中

HIFＧ１α蛋白水平增加,随后在 mHamp治疗后下

降 (图４a).在低氧刺激组中,FBXL５和IRPＧ１蛋

白水平增加,IRPＧ２蛋白水平下降 (图４b).其中,
最明显的变化发生在IRPＧ２中.然而,这些蛋白的

表达模式可以被 mHamp稍微逆转.这些发现表明

HIFＧ１α和相关基因可能参与FPN１的调节.

　　注:与Con组比较,①P＜０􀆰０５;与IH 组比较,②P＜０􀆰０５.

图４　低氧刺激时心脏组织中的HIFＧ１α及其相关蛋白
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３　讨论

在这项研究中,当 HLＧ１细胞处在间歇性低氧

培养 环 境, 同 时 再 用 Hamp 过 表 达 来 升 高

Hepcidin的表达水平,发现Fe２＋ 和 ROS水平显著

降低,升高的 Hepcidin可以调低FPN１蛋白的表达

来防止铁沉积;同时 FBXL５和IRPＧ１蛋白表达下

降,IRPＧ２蛋白增加,也说明 Hepcidin和IRPs可

能都参与了FPN１的调节.从上述实验结果中,我

们初步研究发现 Hepcidin可以在一定程度上减轻

低氧刺激诱导的心肌铁沉积和ROS损伤.
先前的研究表明,慢性心力衰竭患者的血清

Hepcidin水平异常升高,这种变化可能导致贫血,
从而导致心功能减退和不良预后[９].铁调素作为一

种重要的调节激素,调节身体的铁状态.高水平的

Hepcidin可阻碍FPN１蛋白的表达,导致铁释放减

少[１０].阻塞性睡眠呼吸暂停 (OSA)患者间歇性

低 氧 暴 露 后,Hepcidin 水 平 升 高, 高 表 达 的

Hepcidin可能会促进FPN１的降解,导致间歇性低

氧时神经元铁沉积和氧化应激损伤[１１].在这项研

究中,mHamp治疗后,我们观察到 Hepcidin水平

升高,FPN１蛋白被下调,不稳定铁池显著减少,
这有效地控制了铁沉积.

正常的心脏功能需要氧化磷酸化和氧化还原信

号的铁供应耦合,并严格控制细胞内铁低于过量

ROS产生的水平[１２],同时,铁供应到心脏是依赖

于全身铁的可用性,这由全身 Hepcidin/铁转运蛋

白轴控制,心肌细胞内 的 铁 部 分 由 铁 调 节 蛋 白

IRP１/２控制.然而,超过铁储存能力的过量铁积

累会导致游离Fe２＋ 的产生,这加剧了 ROS的产生

和氧化损伤[１３].铁释放是心肌细胞铁代谢的必要

组成部分[１４],之前的研究已经发现铁摄入、储存

和排出之间的平衡一旦被打乱,就可能导致细胞对

铁死 亡 的 敏 感 性 增 加[１５Ｇ１７].缺 氧 时 心 肌 细 胞 内

Fe２＋ 迅速增加,主要原因有:(１)缺氧引起的细胞

内酸性环境使大量 Fe２＋ 从铁蛋白 (FT)中解离;
(２)缺氧诱导因子Ｇ１α (HIFＧ１α)结合铁调节蛋白

(IRPs),上调转铁蛋白受体１ (TfR１)和二价金属

转运蛋白１ (DMT１),增加细胞内铁输入;IRPs
下调FT 和 Fpn１,影响 Fe２＋ 结合 FT,减少 Fpn１
排出Fe２＋ ; (３)核因子促红细胞生成素Ｇ２相关因

子２ (NrfＧ２)促使心肌细胞大量表达诱导型血红素

加氧酶 (HOＧ１),降解血红素生成 Fe２＋ .我们研

究发现间歇性低氧时,心肌细胞 Hepcidin水平增

加,升高的 Hepcidin可以造成细胞内活性铁水平

下降.

FPN１的 调 节 也 受 转 录 水 平 的 影 响.FPN１
mRNA的５′Ｇ非翻译区 (UTR)包含一个铁反应元

件 (IRE),该元件通过IRPs和IRE系统之间的相

互作用在转录后水平上调FPN１的表达.细胞铁含

量的增加可以诱发IRPＧ２的减少和FPN１表达的上

调,同时细胞铁吸收减少,而铁沉积得到减轻[１８].

IRPＧ２对铁状态敏感,主导了铁代谢的转录后调控,
可以通过增加其结合活性来弥补IRPＧ１的损失[１９].

FBXL５是参与泛素化调节和IRPＧ２ 降解的重要

酶[２０].随着氧化应激水平的升高,FBXL５的上调

可以诱导泛素化和IRPＧ２蛋白表达的降解,从而增

强细胞储存铁的能力.我们的研究表明,激活的

FBXL５和降解的IRPＧ２蛋白水平增加了暴露于间

歇性低氧的心肌细胞中的 HIFＧ１蛋白,进一步导致

铁沉积;然而,这一切都被 mHamp疗法逆转了.
虽然本研究仍然有一定的局限性,如细胞内源

性的 mHamp释放需要注意,但是我们的实验表

明,暴露于间歇性低氧后,心肌细胞内铁水平升高

与 Hepcidin之间存在潜在的相关性.从心肌细胞

Hepcidin调节局部组织铁稳态的新视角,以减轻心

肌细胞内活性铁增加、减少心肌细胞铁死亡、缓解

缺氧损伤后修复过程中心肌细胞铁代谢紊乱和慢性

铁沉积为目标,可为防治缺氧后心肌细胞的恢复提

供新思路.
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基于 MAPK信号通路探讨渐进性抗阻训练对慢性肌肉损伤
大鼠修复的效果及机制
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【摘　要】　目的　基于丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK)信号通路探讨渐进性抗阻训练对慢性肌肉损伤大鼠的修复效果

及内在机制.方法　将５０只SD大鼠分为对照组 (n＝１０)和损伤组 (n＝４０),损伤组用改良离心运动诱导慢性肌肉损伤后

再分４组:模型组和低、中、高强度抗阻训练组 (每组n＝１０).对照组和模型组正常饲养,训练组按不同强度渐进性抗阻

训练８周.检测训练前后肌肉力量、耐力,８周后进行组织病理学检查,并采用 Westernblot检测 MAPK信号通路相关蛋白

表达.结果　在肌肉力量方面,训练４周后低、中、高强度抗阻训练组较模型组提高 (P＜０􀆰０５),８周后各训练组与模型组

差异有统计学意义 (P＜０􀆰０１),且高强度组＞中强度组＞低强度组 (P＜０􀆰０５);肌肉耐力上,４周后低、中、高强度抗阻

训练组较模型组延长 (P＜０􀆰０５),８周后各训练组与模型组差异有统计学意义 (P＜０􀆰０１),且高强度组＞中强度组＞低强

度组 (P＜０􀆰０５).组织病理学方面,对照组大鼠股四头肌肌纤维排列整齐、紧密、大小均匀且无炎症细胞浸润,模型组肌

纤维萎缩、变性、排列紊乱且炎症细胞浸润多;低、中、高强度抗阻训练组损伤减轻,肌纤维排列较整齐、炎症细胞浸润减

少,高强度组改善效果最佳.与对照组相比,模型组大鼠肌肉组织中 (pＧERK１/２)/ (ERK１/２)、pＧJNK/JNK、pＧp３８/p３８
的比值均升高 (P＜０􀆰０５);与模型组相比,低强度、中强度和高强度抗阻训练组大鼠肌肉组织中这些蛋白的磷酸化水平进

一步升高 (P＜０􀆰０５),且高强度抗阻训练组升高幅度最大 (P＜０􀆰０１).结论　渐进性抗阻训练可促进慢性肌肉损伤大鼠修
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铁调素缓解间歇性低氧诱导的心肌细胞铁沉积

(详见正文第５５页)

　　注:与Con组比较,①P＜０􀆰０１,③P＜０􀆰００１;与IH 组比较,②P＜０􀆰０５.

图３　低氧刺激期间心脏组织中的Hepcidin水平以及缺氧暴露后对HLＧ１细胞的影响
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医学论文中有关实验动物描述的要求

在医学论文的描述中,凡涉及实验动物者,在描述中应符合以下要求:(１)品种、品系描述清楚;(２)

强调来源;(３)遗传背景;(４)微生物学质量;(５)明确体质量;(６)明确等级;(７)明确饲养环境和实

验环境;(８)明确性别; (９)有无质量合格证; (１０)有对饲养的描述 (如饲料类型、营养水平、照明方

式、温度、湿度要求);(１１)所有动物数量准确;(１２)详细描述动物的健康状况;(１３)对动物实验的处

理方式有单独清楚的交代.
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