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摘要　 目的　 探讨棕榈油酸（ＰＯＡ）对心肌缺氧 ／复氧损伤后

心肌细胞焦亡的影响。 方法　 实验设置对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、缺
氧 ／复氧组（ＨＲ）、棕榈油酸处理组（ＨＲ ＋ ＰＯＡ）、溶剂无水乙

醇（ＥＴ）对照组（ＨＲ ＋ ＥＴ）；采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测心肌细胞活

力，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 双染和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试验检测心

肌细胞焦亡水平。 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养上清液中炎症因

子白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃１８ 释放量，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分别检测细胞焦亡相关分子 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳ⁃
ＤＭＤ、ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃１８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达水平。 结果

　 ＣＣＫ⁃８ 结果显示，与 ＨＲ 组相比，加入不同浓度 ＰＯＡ 干预，
ＰＯＡ 浓度在 ２５ ～ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时能增加缺氧 ／复氧心肌细胞

活力；构建心肌细胞缺氧 ／复氧模型，与对照组相比，ＨＲ 组

中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ １、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃Ｉβ 及 ＩＬ⁃１８
基因的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ
心肌细胞染色阳性百分比增加（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＬＤＨ、ＩＬ⁃Ｉβ 及

ＩＬ⁃１８ 释放增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＯＡ 干预后，与 ＨＲ
＋ ＥＴ 组相比，ＨＲ ＋ ＰＯＡ 组中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ
１、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃Ｉβ 及 ＩＬ⁃１８ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ ＜
０. ０５），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 心肌细胞染色阳性百分比降低，且
ＬＤＨ、ＩＬ⁃Ｉβ 及 ＩＬ⁃１８ 水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 棕榈油酸

可能通过抑制缺氧 ／复氧后心肌细胞焦亡和炎症反应，改善

心肌细胞缺氧 ／复氧损伤。
关键词　 棕榈油酸；心肌细胞；缺氧 ／复氧损伤；细胞焦亡；炎
症
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　 　 急性心肌梗死 （ ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）是严重且常见的冠心病类型，心肌梗死后心力

衰竭严重影响患者预后。 因此，急性心肌缺血发生

后如何挽救更多的心肌，抑制过度的炎症反应和心

肌纤维化值得深入研究。 ＡＭＩ 伴有各种类型的心肌

细胞损伤，包括细胞焦亡等。 研究表明急性心梗、心
肌缺血再灌注损伤［１ － ４］、心力衰竭过程伴有细胞焦

亡［５］。 据文献［６］报道，棕榈油酸可以抑制巨噬细胞

炎性小体激活延缓动脉粥样硬化，细胞焦亡与核苷

酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３（ ｎｏｄ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，ＮＬＲＰ３）炎性小体激活

密切相关，后者下游介导心肌缺血再灌注损伤中细

胞焦亡发生［７］。 课题组前期研究显示 ＡＭＩ 患者血

清中棕榈油酸 （ ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ＰＯＡ） 显著升高，
ＰＯＡ 是否抑制急性心肌梗死后心肌细胞焦亡及其

相关机制尚不清楚。 因此，该研究拟建立体外缺氧 ／
复氧模型探讨 ＰＯＡ 对心肌细胞焦亡是否具有改善

作用，为临床上心肌缺血 ／再灌注损伤的发生机制和

治疗提供基础性理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 细胞系　 人源 ＡＣ１６ 心肌细胞株购自美国 ｔｈｅ
Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ），用含 １０％
胎牛血清的高糖培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍ， ＤＭＥＭ）（美国 ＧｉｂｃｏＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、５％ ＣＯ２、
２１％Ｏ２ 培养，置于湿度饱和、３７ ℃ 恒温培养箱中，
当 ＡＣ１６ 处于对数生长期时进行后续实验。
１． ２　 主要试剂与药品　 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、
无水乙醇、ＣＣＫ⁃８、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒均购自北京索莱

宝科技有限公司；ＰＶＤＦ 膜购自美国 ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染色、ＢＣＡ 蛋白定量、ＬＤＨ、ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒及 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、山羊抗兔

均购自武汉 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；棕榈油

酸（顺式）购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；ＮＬＲＰ３、凋
亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＣＡＲＤ，ＡＳＣ）抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白

水解酶⁃１ （ ｃｙｓｔｅｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅ⁃
ａｓｅ⁃１，Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、白细胞介素 １β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕ⁃
ｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌ⁃
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ｏｇｙ（ＣＳＴ）公司；消皮素 Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎ⁃Ｄ，ＧＳＤＭＤ）氮
端片段（ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ）、ＩＬ⁃１８ 抗体购自英国 ＡＢｃａｍ 公

司。 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 基

因引物序列由上海生工生物技术有限公司合成。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 实验细胞分组及心肌细胞缺氧 ／ 复氧模型的

建立 　 将 ＡＣ１６ 心肌细胞分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ、５％ ＣＯ２、２１％ Ｏ２，湿度饱

和、３７ ℃恒温培养箱培养），缺氧 ／复氧组（ＨＲ 组，
将正常培养的 ＡＣ１６ 细胞置于低糖无血清培养基、
１％Ｏ２ 培养 １２ ｈ，再在对照组条件下培养 １２ ｈ），
ＡＣ１６ 缺氧 ／复氧模型构建的同时给予不同浓度的

ＰＯＡ 或者溶剂（无水乙醇）干预，为 ＨＲ ＋ ＰＯＡ 组、
ＨＲ ＋ ＥＴ 组。
１． ３． ２　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存活率　 使用对数生长期

的 ＡＣ１６，待生长融合约 ９０％时进行细胞铺板，９６ 孔

板每孔加入 １００ μｌ 约 ４ ０００ ～ ５ ０００ 个细胞。 将上

述 ９６ 孔板放入低氧培养箱培养 １２ ｈ，后取出 ９６ 孔

板，去除低糖无血清 ＤＭＥＭ，加入完全培养基 １００
μｌ ／孔，并加入 ＰＯＡ（浓度为 ２５、５０、１００、２００、４００、
８００、１ ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ）或者溶剂，正常培养 １２ ｈ，每孔

加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，孵育 ３０ ｍｉｎ，酶标仪测量

４５０ ｎｍ 处吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ， Ａ）值。 导出数据，计
算各组细胞存活率。
１． ３． ３　 心肌细胞总蛋白的提取 　 取出各组 ＡＣ１６
培养皿，加入 ３００ ～ ４００ μｌ 细胞裂解液（预先加入 １ ／
１００ 体积的 ＰＭＳＦ），冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后离心，吸取

上清液，按照 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定心肌细胞总

蛋白浓度。 加入 １ ／ ４ 体积蛋白样品的 ５ × 上样缓冲

液，１００ ℃金属浴 ５ ｍｉｎ，分装蛋白样品， － ８０ ℃冰箱

保存。
１． ３． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及分析处理　 将提取的蛋白样

品上样至预先制好的凝胶（十二烷基硫酸钠 － 聚丙

烯酰胺凝胶），经电泳分离、转膜，５％ 脱脂奶粉封闭

１ ～ ２ ｈ，加入按照抗体说明稀释的一抗 （ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 抗

体，稀释浓度 １ ∶ ５００ ～ １ ∶ １ ０００；β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 １ ∶
１０ ０００），４ ℃冰箱孵育过夜，加入二抗（抗鼠或兔，
稀释浓度 １ ∶ ５ ０００ ～ １ ∶ １０ ０００）常温孵育 １ ～ ２ ｈ，
后进行曝光显影，并保存条带，并使用 ＩｍａｇｅＪ 分析

处理灰度值，ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 统计分析。
１． ３． ５　 ＥＬＩＳＡ 检测炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的量　 取

各组 ＡＣ１６ 培养皿，移液器吸取上清液至 １５ ｍｌ 离心

管中，离心除去细胞碎片及杂质，收集上清液。 按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒使用操作说明，完成 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 检

测，保存数据并进行统计分析。
１． ３． ６ 　 乳酸脱氢酶实验 （ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ） 　 取各组 ＡＣ１６ 培养皿，移液器吸取上清液至

１５ ｍｌ 离心管中，离心除去细胞碎片及杂质，收集上

清液。 按照 ＬＤＨ 检测试剂盒使用操作说明，完成

ＬＤＨ 的检测，用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长处的 Ａ 值，
计算心肌细胞 ＬＤＨ 释放量 （％ ） ＝ （ Ａ实验样品 －
Ａ对照组） ／ （Ａ标准品 － Ａ对照组） × １００％ 。
１． ３． ７　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染色检测 ＡＣ１６ 心肌细胞

焦亡　 取 ＡＣ１６ 心肌细胞进行铺板，进行缺氧 ／复氧

造模并同时给予 ＰＯＡ 处理，按照 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ
染色试剂盒操作流程进行染色。 染色结束以后，倒
置显微镜下观察， ＰＩ 染色阳性细胞为红色， Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ３３３４２ 将所有细胞染为蓝色。 进行拍照并保存

图片。
１． ３． ８　 实时逆转录聚合酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检

测细胞焦亡相关基因的 ｍＲＮＡ 表达水平 　 按照

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测试剂盒说明检测各组 β⁃ａｃｔｉｎ、 ＩＬ⁃Ｉβ、
ＩＬ⁃１８、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 及 ＧＳＤＭＤ 的 ｍＲＮＡ 相

对表达量。 提取各分组总 ＲＮＡ；使用 ＤＮＡ 反转录

试剂盒进行逆转录即得 ｃＤＮＡ。 最后使用 ２ －△△ＣＴ法

进行相关基因 ｍＲＮＡ 的相对定量分析。 所用引物

见表 １。

表 １　 目的基因引物序列

基因名称 引物序列（５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ

Ｒ ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ
ＩＬ⁃１β Ｆ ＣＡＧＡＡＧＴＡＣＣＴＧＡＧＣＴＣＧＣＣ

Ｒ ＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡＴＧＣＣＧ
ＩＬ⁃１８ Ｆ ＣＧＣＴＴＴＡＣＴＴＴＡＴＡＧＣＴＧＡＡＧＡＴＧＡ

Ｒ ＡＴＧＧＴＣＣＧＧＧＧＴＧＣＡＴＴＡＴＣ
ＮＬＲＰ３ Ｆ ＴＧＧＴＴＧＧＴＧＡＡＴＴＣＴＧＧＣＣＴ

Ｒ ＴＴＧＴＣＴＣＣＧＡＧＡＧＴＧＴＴＧＣＣ
ＡＳＣ Ｆ ＧＣＡＣＡＧＣＣＡＧＡＡＣＡＧＡＡＣＡＴＴＴ

Ｒ ＧＣＣＡＴＡＣＡＧＡＧＣＡＴＣＣＡＧＣＡＡ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ Ｆ ＧＡＣＣＧＡＧＴＧＧＴＴＣＣＣＴＣＡＡＧ

Ｒ ＧＡＣＧＴＧＴＡＣＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＴ
ＧＳＤＭＤ Ｆ ＣＣＡＴＣＧＧＣＣＴＴＴＧＡＧＡＡＡＧＴＧ

Ｒ ＡＣＡＣＡＴＧＡＡＴＡＡＣＧＧＧＧＴＴＴＣＣ

１． ４　 统计学处理　 各实验进行 ３ 次重复，所有结果

采用 ＩｍａｇｅＪ 和（或）ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８． ０ 软件进行分

析处理，定量资料结果采用 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较

采用 ｔ 检验，多组间采用 ＡＮＯＡＶ，即单因素方差分

析，以 α ＝０. ０５ 为检验水准，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。
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图 １　 缺氧 ／复氧不同时间 ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 蛋白的相对表达量

　 　 Ｈ１２Ｈ４、Ｈ１２Ｒ８、Ｈ１２Ｒ１２、Ｈ１２Ｒ２４ 为缺氧 １２ ｈ，复氧 ４、８、１２、２４ ｈ；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２　 结果

２． １　 成功构建人源 ＡＣ１６ 缺氧 ／复氧模型 　 采用

ＡＣ１６ 心肌细胞建立缺氧 ／复氧（Ｈ ／ Ｒ）模型，结果显

示，与对照组相比，缺氧 １２ ｈ、复氧 １２ ｈ ＮＬＲＰ３、
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 蛋白表达显著增加（Ｐ
＜０. ０１），故采用缺氧 １２ ｈ、复氧 １２ ｈ 的条件进行后

续实验，如图 １。
２． ２　 ＣＣＫ⁃８ 筛选 ＰＯＡ 最佳干预浓度 　 ＣＣＫ⁃８ 结

果显 示， 与 ＨＲ 组 相 比， 当 ＰＯＡ 为 ２５、 ５０、 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ 时，心肌细胞存活率显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５），
且呈浓度依赖性；当 ＰＯＡ 为 ２００、４００ μｍｏｌ ／ Ｌ 或者

仅加 ＰＯＡ 的溶剂时，心肌细胞存活率差异无统计学

意义（Ｐ ＞ ０. ０５），当 ＰＯＡ 为 ８００、１ ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，
细胞存活率显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５），根据以上结果，选
取 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＯＡ 作为后续实验浓度。 见图 ２。
２． ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＰＯＡ 对缺氧、复氧心肌细胞

焦亡相关基因 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的 ｍＲＮＡ 表达水平的影响 　 结果显

示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＨＲ 组细胞焦亡相关基因 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＨＲ 组相比，
ＨＲ ＋ ＥＴ 组无显著差异；与 ＨＲ ＋ ＥＴ 组相比，ＨＲ ＋

ＰＯＡ 组细胞焦亡相关基因 ｍＲＮＡ 表达水平降低（Ｐ
＜ ０. ０５）。 见图 ３。

图 ２　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＰＯＡ 对缺氧 ／复氧心肌细胞的影响

　 　 与 ＨＲ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＯＡ 对各组 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８
蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，ＨＲ 组焦亡相关蛋白显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；
与 ＨＲ 组相比，ＨＲ ＋ ＥＴ 组焦亡相关蛋白无显著差

异；与 ＨＲ ＋ ＥＴ 组比较，ＨＲ ＋ ＰＯＡ 组细胞焦亡相关

蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
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图 ３　 ＰＯＡ 对各组中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ ｍＲＮＡ 表达量的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＨＲ ＋ ＥＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平

ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＨＲ 组；ｃ：ＨＲ ＋ ＥＴ 组；ｄ：ＨＲ ＋ ＰＯＡ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜０. ００１；与 ＨＲ ＋ ＥＴ 组比较：＃Ｐ ＜０. ０５，＃＃Ｐ ＜０. ０１
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２． ５　 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染色和 ＬＤＨ 释放实验检测

ＰＯＡ 对缺氧 ／复氧心肌细胞焦亡的影响 　 Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染色和 ＬＤＨ 实验结果显示，与 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组相比，ＨＲ 组 ＰＩ 染色阳性细胞百分比显著增

加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＬＤＨ 活性增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＨＲ 组

相比，ＨＲ ＋ ＥＴ 组染色和 ＬＤＨ 释放无显著差异；与
ＨＲ ＋ ＥＴ 组相比，ＨＲ ＋ ＰＯＡ 组 ＰＩ 染色阳性细胞百

分比显著降低，ＬＤＨ 活性降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。
２． ６ 　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养上清炎症因子 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ 的量 　 ＥＬＩＳＡ 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，
ＨＲ 组细胞上清液中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 释放量显著增加

（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＨＲ 组相比，ＨＲ ＋ ＥＴ 组 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８
释放无显著差异；与 ＨＲ ＋ ＥＴ 组相比，ＨＲ ＋ ＰＯＡ 组

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 释放显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ６。

图 ５　 各组 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ染色和 ＬＤＨ 实验评估 ＰＯＡ 对缺氧复氧心肌细胞焦亡的影响 × １００
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＲ ＋ ＥＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养上清液中炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 释放

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＲ ＋ ＥＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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３　 讨论

　 　 急性心肌梗死起病急，病死率高，仍是人类健康

的主要威胁［８］。 目前主要的有效治疗手段，仍然是

介入治疗，随着内科介入治疗技术的发展，急性心肌

梗死的病死率已显著降低，然而，介入治疗让患者获

益的同时也伴随支架植入后无复流、恶性心律失常、
心肌缺血再灌注损伤（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＭＩＲＩ）等现象的发生。 目前认为［９］，ＭＩＲＩ
的发病机制是氧自由基的作用、细胞内钙超载、ｐＨ
的快速恢复、线粒体通透性膜转换孔的开放以及炎

症反应等。 ＭＩＲＩ 发生时，导致大量心肌细胞坏死、
凋亡、焦亡等损伤，其中，心肌细胞焦亡伴有炎症瀑

布形成，炎症风暴又会进一步加重心肌缺血再灌注

损伤，这是一个恶性循环。 预防急性心肌梗死最好

的策略是预防冠心病的发生，当急性心肌梗死已然

发生，最大限度地保护心肌是唯一策略。
　 　 细胞焦亡是一种由消皮素蛋白家族［１０］ 介导的、
细胞受到感染性或内源性损伤相关信号刺激后发生

的程序性细胞死亡。 其形态学特征首次在巨噬细胞

中被发现，并被命名为细胞焦亡［１１］。 与凋亡不同的

是，细胞焦亡由炎症小体介导（如 ＮＬＲＰ３ 炎症小

体）Ｃａｓｐａｓｅ １ 活化从而裂解 ＧＳＤＭＤ 形成 ＧＳＤＭＤ⁃
Ｎ，后者在细胞膜上打孔诱导细胞焦亡［１２］，同时，细
胞焦亡伴有炎症瀑布的形成［１３］。 ＡＭＩ、ＭＩＲＩ 发生

时，ＮＬＲＰ３ 激活后与接头蛋白 ＡＳＣ 组装，从而招募

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 前体分子，使得 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 前体发生自体

剪切生成活化的 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ ⁃１ 分子，后者促进

ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃１８ 的成熟和分泌， 成熟细胞因子释放

到胞外介导炎症的级联反应。
　 　 课题组前期的临床研究表明，在急性心肌梗死

患者的血液中，ＰＯＡ 的水平显著高于非冠心病患

者，本研究设计了 ＡＣ１６ 缺氧 ／复氧模型，在体外条

件下探讨了 ＰＯＡ 的作用。 ＰＯＡ 作为一种单不饱和

ｏｍｅｇａ⁃７ 脂肪酸与急性心肌梗死相关的研究报道较

少，人体内棕榈油酸被认为是一种脂肪因子［１４］，有
反式、顺式两种构型，主要来源为脂肪酸的从头合

成，且为顺式构型，其合成是由硬脂酰辅酶 Ａ 去饱

和酶 １（ＳＣＤ１）介导的。 在人类机体中，顺式棕榈酸

油酸的生物合成主要发生在肝脏，研究［１５］ 证实，棕
榈油酸的双键构型对动脉粥样硬化的保护至关重

要。 多项研究［６ － ７，１６ － １７］ 表明棕榈油酸具有抗炎作

用。 棕榈油酸对 ＭＩＲＩ 是否发挥保护作用以及可能

的具体作用机制尚不清楚，需进一步的研究证实。

　 　 本研究成功建立 ＡＣ１６ 缺氧 ／复氧模型，观察

ＰＯＡ 对 ＮＬＲＰ３ 小体介导的细胞焦亡、炎症反应的影

响，探讨其对心肌细胞缺氧 ／复氧损伤的作用。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，在缺氧 ／复氧条件下， ＮＬ⁃
ＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ １、ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ 的蛋白表达显著

升高，证实 ＡＣ１６ 发生了焦亡。 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显

示加入浓度在 ２５、５０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＯＡ 时，心肌

细胞生存率显著增加，且棕榈油酸在 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，心肌细胞的生存率最高，提示 ＰＯＡ 对缺氧复氧

具有保护作用。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ １、 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８ 分子的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平高于对照组；加入

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＯＡ 干预后，上述分子的 ｍＲＮＡ 和

蛋白水平降低，提示 ＰＯＡ 可能抑制缺氧 ／复氧心肌

细胞的焦亡和炎症反应。 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ ／ ＰＩ 染色、
ＬＤＨ 释放实验和 ＥＬＩＳＡ 实验结果也佐证了上述观

点。 因此，ＰＯＡ 可能通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导

的心肌细胞焦亡，改善心肌细胞缺氧 ／复氧损伤。
　 　 综上所述，ＰＯＡ 可能通过抑制缺氧 ／复氧后心

肌细胞焦亡和炎症反应，发挥保护心肌细胞的作用，
但是具体作用机制尚不十分清楚，需进一步深入研

究加以证实。
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