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松萝酸通过调节SphK1/S1P信号通路减轻缺氧/
复氧诱导的心肌细胞损伤

胡丹阳 王燕

[摘要] 目的 探讨松萝酸（UA）对缺氧/复氧（H/R）诱导的心肌细胞损伤的影响及其作用机制。方法 构建H9c2
细胞H/R模型，使用 0.5~64 μmol/L UA分别预处理H9c2细胞，MTT法筛选UA浓度；H9c2细胞随机分为对照组、模

型组、UA 低剂量组（1 μmol/L）、UA 中剂量组（4 μmol/L）、UA 高剂量组（16 μmol/L）和 UA 高剂量+Benzyl butyl
phthalate（BBP）组（16 μmol/L UA+100 nmol/L BBP），检测各组细胞增殖活力、细胞凋亡情况，白介素（IL）-1β、IL-6、

丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）、鞘氨醇激酶 1（SphK1）、鞘氨醇-1-磷酸受体 1
（S1PR1）、细胞外调节蛋白激酶1/2（ERK1/2）蛋白表达水平。结果 1 μmol/L以上浓度UA可以显著提高H/R H9c2细

胞增殖活力。与对照组相比，模型组细胞增殖能力和ATP、SOD含量下降，细胞凋亡率和 IL-1β、IL-6、MDA、SphK1、
S1PR1、ERK1/2表达增加（P＜0.05）；与模型组相比，UA低、中、高剂量组细胞增殖能力和ATP、SOD含量上升，细胞凋

亡率和 IL-1β、IL-6、MDA、SphK1、S1PR1、ERK1/2表达下降，干预效果呈浓度依赖性（P＜0.05）；BBP完全沉默UA对

H/R诱导的心肌细胞的治疗作用。结论 UA减轻H/R H9c2细胞损伤与其抑制SphK1/S1P信号通路有关。

[关键词] 缺氧/复氧； 心肌细胞损伤； 松萝酸； 鞘氨醇激酶1/鞘氨醇-1-磷酸信号通路

Usnic acid attenuates hypoxia/reoxygenation induced myocardial cell injury by regulating the sphK1/S1P signal⁃
ing pathway HU Danyang，WANG Yan.Department of Critical Medicine，Ningbo Medical Center Li Huili Hospital，Ning⁃
bo 315000，China.
[Abstract] Objective To investigate the impacts of usnic acid（UA）on myocardial cell injury induced by hypoxia/
reoxygenation（H/R）and its mechanism.Methods The H/R model of H9c2 cells was constructed，H9c2 cells were pre⁃
treated with 0.5~64 μmol/L UA，and the concentration of UA was screened by MTT method.H9c2 cells were randomly di⁃
vided into control group，model group，low dose of UA group（1 μmol/L），medium dose of UA group（4 μmol/L），high
dose of UA group（16 μmol/L），and high dose of UA+Benzyl butyl phosphate（BBP）group（16 μmol/L UA+100 nmol/
L BBP）.The proliferation activity，apoptosis，the level of interleukin（IL）-1β，IL-6，malondialdehyde（MDA），superoxide
dismutase（SOD），adenine nucleoside triphosphate（ATP），sphingosine kinase 1（SphK1），sphingosine 1-phosphate re⁃
ceptor 1（S1PR1），and extracellular regulated protein kinase 1/2（ERK1/2）proteins were detected in each group.Re⁃
sults UA at concentrations above 1 μmol/L can significantly increase the proliferative activity of H/R induced H9c2
cells（P＜0.05）.Compared with the control group，the cell proliferation ability and the content of ATP and SOD in the
model group were decreased，the cells apoptosis rate and the expressions of IL-1β，IL-6，MDA，SphK1，S1PR1，and
ERK1/2 were increased（P＜0.05）.Compared with the model group，the cell proliferations ability and the content of ATP
and SOD in the low，medium，and high dose UA groups were increased，the cells apoptosis rate and the expression of IL-
1β，IL-6，MDA，SphK1，S1PR1，and ERK1/2 were decreased，the intervention effect was concentration dependent（P＜

0.05）.BBP completely silenced the therapeutic effect of UA on H/R induced myocardial cells.Conclusion UA attenu⁃
ates the injury of H/R H9c2 cells，which is related
to inhibition of the SphK1/S1P signaling pathway.
[Key words] hypoxia / reoxygenation； myocardial
cell injury； usnic acid； sphingosine kinase 1 /
sphingosine-1-phosphate signaling pathway
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缺血性心脏病是造成患者死亡的主要原因[1]。

目前的治疗手段易引发心肌缺血/再灌注损伤（myo⁃
cardial ischemia-reperfusion injury，MIRI），如何改善

缺氧/复氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）引起的心肌

损伤是临床治疗中关注的重点[2]。研究发现β-环糊

精（β-cyclodextrin，βCD）/松萝酸（usnic acid，UA）包

合物能够保护大鼠心脏免受H/R损伤[3]。抑制鞘氨

醇激酶 1（sphingosine kinase 1，SphK1）/鞘氨醇-1-
磷酸（sphingosine-1-phosphate，S1P）通路可改善脑

缺血预后[4]。UA对H/R诱导的心肌细胞损伤的作用

尚未明晰，本研究旨在探究UA对H/R损伤的作用

及SphK1/S1P信号的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 大鼠H9c2心肌细胞（SNL-029）
购自尚恩生物公司；UA（纯度98%，DS0044）由德思

特生物公司生产；Benzyl butyl phthalate（BBP，

HY-W011338）由美国 MCE 公司生产；DMEM 培养

基、磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS）、

MTT试剂、凋亡检测试剂盒、4%多聚甲醛均由南京

森贝伽生物公司生产；裂解液、ATP 检测试剂盒、

BCA蛋白浓度测定试剂盒、化学发光液、羊抗兔二

抗和羊抗鼠二抗均由碧云天生物公司生产；PVDF
膜，白介素（interleukin，IL）-1β、IL-6、丙二醛（malo⁃
ndialdehyde，MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide
dismutase，SOD）、ELISA试剂盒均由美国 Thermo公
司生产；一抗 SphK1（ab302714）、鞘氨醇-1-磷酸受

体 1（sphingosine - 1-phosphate receptor 1，S1PR1，
ab259902）、细胞外调节蛋白激酶 1 / 2（ERK1 / 2，
ab184699）均由美国Abcam公司生产；电泳仪、转膜

仪均由美国Bio-Rad公司生产；流式细胞仪由美国

BD公司生产；Tanon 1600凝胶成像仪由天能集团公

司生产。

1.2 方法

1.2.1 H/R模型制备及UA浓度筛选 复苏H9c2细

胞，使用DMEM培养基培养，待细胞生长状态稳定

后接种于 96孔板中，在无菌环境下培养 24 h后，转

移至 94%N2、5%CO2、1%O2环境下培养 4 h，再转移

至5%CO2、21%O2环境下培养6 h，制备H/R H9c2细

胞模型[5]。使用 0、0.5、1、4、16、64 μmol/L UA分别

预处理H9c2细胞 24 h，再进行缺氧复氧处理，按照

MTT试剂盒操作要求测定各组细胞光密度（optical
density，OD）值。

1.2.2 分组处理 将H9c2细胞和H/R模型H9c2细

胞分别种于 24孔板中培养 24 h，H9c2细胞作为对

照组，H/R模型H9c2细胞随机分为模型组、UA低剂

量组、UA中剂量组、UA高剂量组和UA高剂量+BBP
组。对照组和模型组不做处理，UA低、中、高剂量组

分别以1、4、16 μmol/L UA处理，UA高剂量+BBP组

以 16 μmol/L UA和 100 nmol/L BBP处理[6]，处理时

间为24 h。
1.2.3 检测细胞增殖活力 将处理好的六组细胞

接种在 24 孔板中培养 12 h，然后换用 Edu 培养基

（50 μmol/L）孵育 2 h，多聚甲醛固定 0.5 h，加入

200 μL甘氨酸孵育 5 min，在先后加入 0.5% Triton
X-100和Apollo 染液孵育 0.5 h，最后加入DAPI核
染液，荧光显微镜下观察并统计Edu阳性率。

1.2.4 检测细胞凋亡状况 将处理好的六组细胞

重悬，取 1.0×105 个细胞洗涤后进行 FITC/PI双染，

使用流式细胞仪评价细胞凋亡情况。

1.2.5 检测炎症因子 IL-1β、IL-6和氧化应激因子

MDA、SOD的含量 收集六组细胞上清液，按照说

明书要求使用ELISA试剂盒检测上清液中 IL-1β、
IL-6、MDA、SOD的含量。

1.2.6 检测 ATP 含量 取处理好的六组细胞，在

4 ℃下裂解，12 000 r/min离心，按照化学发光法试

剂盒操作要求检测上清液中ATP的含量。

1.2.7 Western blot 检测各组细胞 SphK1、S1PR1、
ERK1/2蛋白表达水平 裂解处理好的六组细胞，定

量蛋白浓度。制作 SDS-PAGE凝胶，并在上样处分

别点样，经过1.5 h电泳和2 h转膜后，样品条带转移

至PVDF膜，室温下使用胎牛血清封闭PVDF膜，随

后转至SphK1、S1PR1、ERK1/2抗体稀释液（1∶1000）
中 4 ℃过夜，再转入二抗稀释液（1∶1000）室温孵育

1 h，PBS 洗去膜上抗体，滴加发光液，使用 Tanon
1600 分析蛋白表达水平。

1.3 统计学方法 采用GraphPad Prism 8.0.2分析

数据，以均数±标准差（x±s）表示，组间差异使用单

因素方差分析，组间两两比较使用LSD-t检验。设

P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度UA对H/R模型H9c2细胞增殖活力

的影响 0、1、4、16、64 μmol/L UA 处理 H/R 模型

H9c2 细胞后 OD 值分别为 0.48±0.04、0.62±0.07、
0.68±0.08、0.80±0.09、0.90±0.10。与0 μmol/L UA组

相比，1、4、16、64 μmol/L UA处理H/R模型H9c2细

胞后，细胞增殖活力显著升高（t分别=4.25、5.48、
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7.96、9.55，P均＜0.05）。
2.2 各组细胞增殖活力比较见封二图1

由封二图1可见，与对照组相比，模型组细胞增

殖活力下降；与模型组相比，UA低、中、高剂量组细

胞增殖活力提高，且呈剂量依赖性；与UA高剂量组

相比，UA高剂量+BBP组细胞增殖活力下降。

2.3 各组细胞凋亡情况比较见封三图2
由封三图2可见，与对照组相比，模型组细胞凋

亡率增加；与模型组相比，UA低、中、高剂量组细胞

凋亡率下降，且呈剂量依赖性下降；与UA高剂量组

相比，UA高剂量+BBP组细胞凋亡率增加。

2.4 各组细胞 IL-1β、IL-6、MDA、SOD的含量见表1
表1 各组细胞上清液中 IL-1β、IL-6、MDA、SOD的含量比较

组别

对照组

模型组

UA低剂量组

UA中剂量组

UA高剂量组

UA高剂量+BBP组

IL-1β/μg/mL
12.28±1.54
41.86±5.11*
30.52±4.53#

23.44±2.07#

15.75±1.69#

35.63±4.12△

IL-6/μg/mL
120.28±14.04
215.57±20.47*
186.43±14.65#

154.23±14.11#

126.75±12.62#

201.47±19.36△

MDA/mmol/mg
6.19±0.76

15.89±1.48*
12.88±1.06#

9.74±0.09#

7.15±0.07#

13.66±1.41△

SOD/U/mg
30.26±3.12
14.66±1.25*
18.85±2.04#

23.69±2.56#

27.74±3.12#

16.51±1.84△

注：*：与对照组比较，P＜0.05；#：与模型组比较，P＜0.05；△：与UA高剂量组比较，P＜0.05。
由表1可见，六组 IL-1β、IL-6、MDA、SOD比较，

差异均有统计学意义（F分别=65.24、36.32、89.25、
40.57，P均＜0.05）。与对照组相比，模型组细胞

IL-1β、IL-6、MDA含量增加，SOD含量降低（t分别=
13.58、9.40、14.28、-11.37，P均＜0.05）；与模型组相

比，UA低、中、高剂量组细胞 IL-1β、IL-6、MDA含量

降低，SOD 含量上升（t分别=-4.07、-2.84、-4.05、
4.29；- 8.18、- 6.04、- 10.16、7.76；- 11.88、- 9.05、
-14.45、9.53，P均＜0.05）；与UA高剂量组相比，UA
高剂量+BBP 组细胞 IL-1β、IL-6、MDA含量增加，

SOD含量降低（t分别=10.94、7.92、11.30、-7.59，P 均

＜0.05）。
2.5 各组细胞上清液中ATP含量比较 对照组、模

型组、UA 低剂量组、UA 中剂量组、UA 高剂量组、

UA 高剂量 +BBP 组的 ATP 含量分别为（24.87±
2.56）nmol·mg-1·L-1、（11.45±1.25）nmol·mg-1·L-1、（14.61±
1.57）nmol·mg-1·L-1、（17.91±1.64）nmol·mg-1·L-1、（21.44±
2.15）nmol·mg-1·L-1、（13.82±1.43）nmol·mg-1·L-1。与

对照组相比，模型组细胞 ATP 含量降低（t=11.54，
P＜0.05）；与模型组相比，UA低、中、高剂量组细胞

ATP含量剂量依赖性上升（t分别=3.86、7.67、9.84，
P均＜0.05）；与UA高剂量组相比，UA高剂量+BBP
组细胞ATP含量降低（t=7.23，P＜0.05）。
2.6 各组细胞 SphK1、S1PR1、ERK1/2蛋白表达水

平比较见图1
由图 1 可见，与对照组相比，模型组细胞

SphK1、S1PR1、ERK1/2 表达增加；与模型组相比，

UA低、中、高剂量组细胞 SphK1、S1PR1、ERK1/2表

达剂量依赖性下降；与UA高剂量组相比，UA高剂

量+BBP组细胞SphK1、S1PR1、ERK1/2表达增加。

SphK1

S1PR1

ERK1/2

GAPDH
A B C D E F

注：A：对照组；B：模型组；C：UA低剂量组；D：UA中剂量组；

E：UA高剂量组；F：UA高剂量+BBP组。

图1 各组大鼠心肌组织蛋白表达

3 讨论

心肌供氧失衡会导致心肌缺血，启动缺血级联

反应：从心内膜到心外膜的氧合不足造成细胞糖原

减少、肌原纤维松弛、肌膜破裂等一系列心肌细胞

损伤表现。寻找干预H/R的有效靶点是降低心肌细

胞损伤的关键[7]。研究发现，心肌梗死或心肌H/R细

胞增殖能力下降、凋亡率增加，心脏功能受损[8,9]。与

之一致的是，本研究使用H9c2细胞制备H/R模型，

发现H/R模型细胞增殖活力降低、凋亡率增加，说明

模型建立成功。已有研究提出，βCD/UA包合物能

改善大鼠H/R心肌损伤[3]，本研究以低、中、高三种浓

度的UA处理H/R H9c2细胞，均能促进细胞的增殖
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活力、降低凋亡率，说明UA能够减轻H/R H9c2细

胞损伤。

炎症反应与心肌损伤密切相关[10]。IL-1β、IL-6
是两种重要的促炎细胞因子，在缺血性心脏病中表

达升高，抑制促炎细胞因子的分泌和积累是预防缺

血性心脏病的有效策略[11]。本次研究数据发现，UA
显著逆转了H/R H9c2细胞上清液中 IL-1β、IL-6的

水平。激活的免疫细胞和炎症细胞的能量需求增

加共同作用，加速了微环境缺氧和线粒体功能障

碍，有利于增加活性氧，造成氧化损伤，并进一步促

进炎症反应[12]。MDA是活性氧在应激条件下产生

的活性醛衍生物；SOD是一种源于生命体的活性物

质，可以清除过高浓度的活性氧以保护细胞免受伤

害[13]。本研究发现，UA也能够降低H/R H9c2细胞

上清液中MDA水平，增加 SOD水平，提示UA对H/
R H9c2细胞的保护作用可能与抑制炎症反应和氧

化应激有关。

神经鞘磷脂存在于脑和神经组织中，是构成细

胞膜的重要结构分子，还能传递信号，参与细胞生

长、分化、增殖、凋亡等关键环节，鞘磷脂代谢异常

与多种疾病过程有关[14]。神经鞘磷脂降解为神经

酰胺，继而降解为鞘氨醇（sphingosine，Sph），Sph在

SphK1 的作用下又降解为 S1P。S1P 信号较为复

杂，其分子作用主要依赖于其受体 S1PR的表达[15]。

SphK1、S1PR1 和 S1P 广泛分布在大脑、心脏、肺、

脾脏组织中并呈高表达。SphK1/S1P 信号通路涉

及肿瘤、自身免疫、炎症等多种疾病的病理生理反

应[16]。抑制 SphK1/S1P 信号通路有助于减轻缺血

性心脏病的炎症反应，保护心肌细胞[17]。本研究发

现，H/R H9c2 细胞 SphK1、S1PR1 表达增加，说明

SphK1/S1P 信号激活，UA 干预显著下调 H/R H9c2
细胞 SphK1、S1PR1 的表达，这可能是减轻 H/R
H9c2细胞损伤的机制之一。为了验证这一猜想，

本次研究使用BBP作为 SphK1/S1P信号的激活剂，

结果提示，BBP与UA联合使用完全沉默UA对H/R
H9c2细胞的保护作用，进一步证实UA对H/R H9c2
细胞的保护作用与抑制 SphK1/S1P信号激活有关。

本次研究还检测了 ATP 和 ERK1/2 在各组细胞中

的表达。ATP含量的变化直接反映细胞的代谢水

平，通过增强细胞代谢可以发挥对心肌细胞的保

护作用[18]。ERK1/2是调控细胞行为信号通路中的

组成部分，主要在免疫受体下游发挥作用，在感染

和组织损伤情况下可诱导炎症基因表达[19]。本次

研究亦证实了UA可增加H9c2损伤细胞中ATP水

平，降低ERK1/2表达。

综上所述，UA可降低炎症反应与氧化应激反

应，改善H/R诱导的H9c2细胞损伤，可能是通过抑

制SphK1/S1P信号通路的激活实现的。目前，UA在

缺血性心脏病中的研究较少，后续还需要从多个维

度探究UA的治疗作用，进而更多地服务临床。
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