
［ＤＯＩ］１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００１⁃９０５７． ２０２６． ０６． ０１５

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｃｎｋｚｚ． ｃｏｍ ／ ＣＮ ／ １０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００１⁃９０５７． ２０２６． ０６． ０１５
·临床基础研究·

泛素特异性蛋白酶 ２２ 去泛素化修饰沉默
信息调节因子 ２ 同源蛋白 １ 影响心肌缺血
再灌注损伤心肌细胞焦亡的作用研究

刘广交　 林斌　 苟志平　 吴舜君

基金项目：广东省中医药局科研项目（２０２４１３２１）
作者单位：５１８１００ 广东省深圳市龙华区人民医院心血管内科（刘广交、苟志平、吴舜君），梅州市中医医院心

血管内科（林斌）

［摘要］ 　 目的　 探讨泛素特异性蛋白酶 ２２（ＵＳＰ２２）去泛素化修饰沉默信息调节因子 ２ 同源

蛋白 １（ＳＩＲＴ１）影响心肌缺血再灌注损伤（ＭＩＲＩ）心肌细胞焦亡的作用机制。 方法　 将通过对照条

件培养、转染等方式处理 Ｈ９ｃ２ 细胞分为对照组、缺氧 ／复氧（ＨＲ）组、ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组、Ｖｅｃｔｏｒ 组、
Ｆｌａｇ⁃ＵＳＰ２２ 组、Ｆｌａｇ⁃ＳＩＲＴ１ 组、阴性对照（ＮＣ）组、ＵＳＰ２２ 组、ｓｈ⁃ＮＣ 组、ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ 组、ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＭＧ１３２
组、ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＭＧ１３２ 组、ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＣＱ 组及 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＣＱ 组。 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ、蛋白表达；采用 ＣＣＫ⁃８、ＥＬＩＳＡ、生化检测细胞活力、细胞上清 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、乳
酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平；采用透射电镜观察线粒体结构；采用细胞流式检测检测半胱天冬酶⁃１
（Ｃａｓｐａｓｅ）⁃１ ＋ 碘化丙啶（ＰＩ） ＋ 细胞比例；采用免疫共沉淀（Ｃｏ⁃ＩＰ）、蛋白稳定性、降解途径、体内泛

素化实验验证 ＵＳＰ２２ 对 ＳＩＲＴ１ 的去泛素化修饰作用。 结果　 与对照组相比，ＨＲ 组 ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１
ｍＲＮＡ 及蛋白相对表达水平、细胞活力均下降，ＬＤＨ 水平升高；ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组 ＵＳＰ２２ ｍＲＮＡ 及蛋

白相对表达水平、ＬＤＨ 水平均升高，ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 及蛋白相对表达水平、细胞活力均下降；与 ＨＲ 组

相比，ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组 ＳＩＲＴ１ 蛋白相对表达水平、细胞活力均升高，ＬＤＨ 水平下降（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与对

照组相比，ＨＲ 组、ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＋ ＰＩ ＋ 细胞比例均升高；与 ＨＲ 组相比，ＨＲ
＋ ＵＳＰ２２ 组 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＋ ＰＩ ＋ 细胞比例均下降（Ｐ ＜ ０． ０５）。 Ｃｏ⁃ＩＰ 结果显示 ＵＳＰ２２ 与

ＳＩＲＴ１ 存在相互作用。 ＣＨＸ 实验结果提示蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２ 可逆转敲低 ＵＳＰ２２ 所致的

ＳＩＲＴ１ 下调，而自噬抑制剂 ＣＱ 无此效应。 泛素化检测结果显示，ＵＳＰ２２ 与 ＳＩＲＴ１ 存在相互作用，可
通过去泛素化稳定 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达。 结论　 ＵＳＰ２２ 可能通过去泛素化稳定 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达，减少

心肌细胞的焦亡与炎症反应，从而减轻心肌损伤。
［关键词］ 　 泛素特异性蛋白酶 ２２；　 去泛素化；　 沉默信息调节因子 ２ 同源蛋白 １；　 心肌缺

血再灌注损伤；　 细胞焦亡
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　 　 急性心肌梗死主要由冠状动脉急性阻塞引发，导
致心肌持续性缺血，最终造成心肌坏死［１］。 它是全球

死亡率最高的疾病之一，也是导致心力衰竭和长期残

疾的重要原因［２⁃３］。 及时恢复组织血液供应是针对该

疾病最有效的治疗手段，然而血液的再灌注过程可能

会导致心肌进一步损伤并影响治疗效果，加剧梗死后

的不良心脏重构，这种现象被称为心肌缺血再灌注损

伤（ＭＩＲＩ） ［４⁃５］。 细胞焦亡是由炎症小体诱导的一种裂

解性程序性细胞死亡方式，参与多种心血管疾病进

展［６⁃７］。 泛素特异性蛋白酶（ＵＳＰ）与 ＭＩＲＩ 密切相关，
下调 ＵＳＰ５ 可特异性逆转受体相互作用蛋白激酶 １ 的

去泛素化，抑制其介导的心脏微血管内皮细胞焦

亡［８］，ＵＳＰ１１ 通过去泛素化稳定肿瘤坏死因子受体相

关因子（ＴＲＡＦ）３ 蛋白进一步加重 ＭＩＲＩ［９］。 ＵＳＰ２２ 在

表观遗传调控、应激反应中发挥重要作用［１０⁃１１］，其下

游功能介质沉默信息调节因子（ＳＩＲＴ）１ 可通过提高凋

亡相关斑点样蛋白乙酰化水平抑制缺氧 ／复氧（ＨＲ）
刺激的 Ｈ９ｃ２ 细胞焦亡［１２］。 目前 ＵＳＰ２２ 在 ＭＩＲＩ 中的

具体作用及分子机制尚不明确，本次研究旨在探讨

ＵＳＰ２２ 去泛素化修饰 ＳＩＲＴ１ 影响 ＭＩＲＩ 心肌细胞焦亡

的作用机制。

材料与方法

１． 材料：Ｈ９ｃ２ 大鼠心肌细胞购自无锡欣润生物科

技有限公司。 高糖、 无糖杜氏改良 Ｅａｇｌｅ 培养基

（ＤＭＥＭ）、蛋白 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖珠均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自上海碧云天生物技术

有限公司；ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 试剂盒均购自上海酶联生物科

技有限公司；乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）检测试剂盒购自南京

建成 生 物 工 程 研 究 所； ＦＡＭ⁃ＦＬＩＣＡ 半 胱 天 冬 酶

（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）检测试剂盒购自北京云肽生物科技有限

公司；碘化丙啶（ＰＩ）购自武汉恩玑生命科技有限公

司；环己酰亚胺（ＣＨＸ）购自广州市左克生物科技发展

有限公司；蛋白酶体抑制剂 Ｚ⁃ＬＬＬ⁃ＣＨＯ（ＭＧ１３２）购自

英国 Ｈｅｌｌｏ Ｂｉｏ Ｌｉｍｉｔｅｄ 公司；氯喹（ＣＱ）购自广州威佳

科技有限公司；ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１、Ｆｌａｇ、Ｕｂ 抗体均购自英

国 Ａｂｃａｍ 公司。
２． 方法

（１）细胞培养与分组：使用含 １０％ 胎牛血清、１％
双抗的高糖 ＤＭＥＭ 培养基，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱

中培养细胞。 Ｈ９ｃ２ 细胞分为对照组、ＨＲ 组、ＨＲ ＋
ＵＳＰ２２ 组。 对照组正常培养，ＨＲ 组更换为无血清的

无糖培养基，３７ ℃、５％ ＣＯ２、９５％ Ｎ２缺氧培养 ３ ｈ 后

恢复正常培养，ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组经慢病毒转染过表达

ＵＳＰ２２ 再进行 ＨＲ 处理。
（２）ｑＲＴ⁃ＰＣＲ：使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取各组细胞总

ＲＮＡ，经反转录获得 ｃＤＮＡ， 配制反应体系， 应用

２ －△△ＣＴ法计算目的基因的相对表达水平。
（３）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：收集各组细胞，加入裂解液充分

混匀，冰上孵育 ３０ ｍｉｎ。 ４ ℃、１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上清液制成电泳上样。 经电泳、转膜，剪取目的条

带，加入封闭液封闭 １ ｈ。 加入 １∶ ５００ 稀释的一抗，４ ℃
过夜。 加入 １∶ ５ ０００ 稀释的二抗，室温孵育 ２ ｈ，洗膜，
加入化学发光试剂，避光反应 ５ ｍｉｎ，收集荧光图像。

（４）ＣＣＫ⁃８：各组细胞接种于 ９６ 孔板上，每孔加入

２０ μｌ ＣＣＫ⁃８，培养 ４ ｈ 后检测 ４５０ ｎｍ 处吸光度。
（５）ＥＬＩＳＡ 及生化检测：收集各组细胞培养上清

液，采用 ＥＬＩＳＡ 法及生化试剂盒检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、
ＬＤＨ 水平。

（６） 透射电镜：各组细胞接种于 ６ 孔板中，经

２． ５％戊二醛 ４ ℃固定过夜后，加入 １％四氧化锇固定

２ ｈ。 经梯度乙醇脱水，使用环氧树脂浸透并包埋样
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本，制成 ６０ ｎｍ 的超薄切片，贴附于铜网上，使用 ４％
乙酸铀和 ０． ５％ 柠檬酸铅染色，于 Ｔｅｃｎａｉ Ｆ３０ 透射电

子显微镜下采集图像。
（７）细胞流式检测：各组水平为 １ × １０６个 ／ ｍｌ 的细

胞悬液按 １ ∶ ６０ 的体积比加入 ３０ × 检测探针 ＦＡＭ⁃
ＹＶＡＤ⁃ＦＭＫ，３７ ℃避光孵育 １ ｈ。 加入 ５ μｌ ＰＩ，避光反

应 １５ ｍｉｎ，检测具有 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＋ ＰＩ ＋ 信号的细胞比例。
（８）免疫共沉淀（Ｃｏ⁃ＩＰ）：将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为 Ｖｅｃｔｏｒ

组（转染空载体）、Ｆｌａｇ⁃ＵＳＰ２２ 组（转染编码 Ｆｌａｇ 标签

的 ＵＳＰ２２ ）、 Ｆｌａｇ⁃ＳＩＲＴ１ 组 （转染编码 Ｆｌａｇ 标签的

ＳＩＲＴ１）。 裂解各组细胞，分别加入 ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１、Ｆｌａｇ
抗体，４ ℃孵育 １ ｈ 后加入蛋白 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖珠 ４℃过

夜。 离心收集免疫沉淀物并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，抗
体分别为 ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１、Ｆｌａｇ，稀释度 １∶ ５００。

（９）蛋白稳定性检测：将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为阴性对照

（ＮＣ）组（转染 ＮＣ）、ＵＳＰ２２ 组（转染 ＵＳＰ２２）。 各组加

入 １００ μｇ ／ ｍｌ ＣＨＸ 分别作用 ０、４、８、１２、１６、２０ ｈ 后进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，抗体为 ＳＩＲＴ１，稀释度 １∶ ５００，分
析各时间点 ＳＩＲＴ１ 蛋白相对表达水平。

（１０）蛋白降解途径验证：将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为 ｓｈ⁃ＮＣ 组

（转染 ｓｈ⁃ＮＣ）、ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ 组（转染 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２）、ｓｈ⁃ＮＣ ＋
ＭＧ１３２ 组（转染 ｓｈ⁃ＮＣ，加入 １０ μｍｏｌ ＭＧ１３２ 作用 ６ ｈ）、
ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＭＧ１３２ 组 （转染 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２，加入 １０ μｍｏｌ
ＭＧ１３２ 作用 ６ ｈ）、ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＣＱ 组（转染 ｓｈ⁃ＮＣ，加入

２０ μｍｏｌ ＣＱ 作 用 ６ ｈ ）、 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＣＱ 组 （ 转 染

ｓｈ⁃ＵＳＰ２２，加入 ２０ μｍｏｌ ＣＱ 作用 ６ ｈ）。 收集细胞进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测，抗体为 ＵＳＰ２２、 ＳＩＲＴ１，稀释度

１∶ ５００。
（１１）体外泛素化实验：将 Ｈ９ｃ２ 细胞分为 ＮＣ 组

（转染 ＮＣ）、ＵＳＰ２２ 组（转染 ＵＳＰ２２）、ｓｈ⁃ＮＣ 组（转染

ｓｈ⁃ＮＣ）、ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ 组（转染 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２）。 各组培养基

加入 １０ μｍｏｌ ＭＧ１３２ 处理 ６ ｈ，收集蛋白裂解液，加入

ＳＩＲＴ１ 抗体，４ ℃孵育 １ ｈ 后加入蛋白 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖珠

４℃过夜。 离心取上清，加入 ２ ×十二烷基硫酸钠，１０５ ℃
金属浴 １０ ｍｉｎ 后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，抗体为 Ｕｂ，稀
释度 １∶ ５００。

３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ ２４． ０ 软件进行统计分

析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，两组间比

较采用 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析。 以

Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ＵＳＰ２２ 对 ＨＲ 诱导心肌细胞损伤的影响：电镜

下可观察到对照组细胞形态完整，ＨＲ 组可见大量气

泡样囊泡，细胞膜完整性丧失，ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组细胞形

态较 ＨＲ 组有所恢复。 见图 １。 与对照组相比，ＨＲ 组

ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 及蛋白相对表达水平、细胞活力

均下降，ＬＤＨ 水平升高；ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组 ＵＳＰ２２ ｍＲＮＡ
及蛋白相对表达水平、ＬＤＨ 水平均升高，ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ
及蛋白相对表达水平、细胞活力均下降；与 ＨＲ 组相

比，ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组 ＳＩＲＴ１ 蛋白相对表达水平、细胞活

力均升高，ＬＤＨ 水平下降（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见表 １。
　 　 ２． ＵＳＰ２２ 对 ＨＲ 诱导心肌细胞焦亡的影响：电镜

下可观察到对照组线粒体结构完整，ＨＲ 组线粒体收

缩、变形，可见膜破裂及基质泄漏，部分完整线粒体膜

间隙扩大，ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组线粒体损伤较 ＨＲ 组明显减

轻。 见图 ２。 与对照组相比，ＨＲ 组、ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组

ＩＬ ⁃１β、ＩＬ⁃１８、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＋ ＰＩ ＋ 细胞比例均升高；与ＨＲ

图 １　 ３ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞形态观察结果（Ａ：对照组；Ｂ：ＨＲ 组；Ｃ：ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组；箭头所示为焦亡 Ｈ９ｃ２ 细胞气泡样结构； × ４００）

表 １　 ３ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 及蛋白相对表达水平、细胞活力、ＬＤＨ 水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＵＳＰ２２ ｍＲＮＡ ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ ＵＳＰ２２ 蛋白 ＳＩＲＴ１ 蛋白 细胞活力（％ ） ＬＤＨ（Ｕ ／ Ｌ）

对照组 １． ００ ± ０． ０５ １． ００ ± ０． ０５ ０． ８７ ± ０． ０９ ０． ９４ ± ０． １２ １００． ００ ± ５． ００ ０． ２６ ± ０． ０３
ＨＲ 组 ０． ２８ ± ０． ０４ａ ０． ４３ ± ０． ０６ａ ０． ４２ ± ０． ０３ａ ０． ３１ ± ０． ０６ａ ４３． ６３ ± １０． ５７ａ ０． ９０ ± ０． １２ａ

ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组 ２． ９９ ± ０． ３８ａ ０． ４１ ± ０． ０８ａ １． ４６ ± ０． １９ａ ０． ７１ ± ０． ０７ａｂ ７５． ３２ ± ９． ０３ａｂ ０． ５３ ± ０． ０６ａｂ

Ｆ 值 １１９． ４２０ ８０． ８０８ ５４． ２８６ ３９． ９４３ ３２． ９２５ ４９． １５９
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＨＲ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５
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图 ２　 ３ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞线粒体结构观察结果（Ａ：对照组；Ｂ：ＨＲ 组；Ｃ：ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组；箭头所示为损伤线粒体； × ８ ０００）

表 ３　 不同 ＣＨＸ 作用时间下 ＮＣ 组、ＵＳＰ２２ 组 ＳＩＲＴ１ 蛋白相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ０ ｈ ４ ｈ ８ ｈ １２ ｈ １６ ｈ ２０ ｈ

ＮＣ 组 １． ５７ ± ０． ０７ １． ４９ ± ０． ０４ １． ４２ ± ０． ０６ １． ３３ ± ０． ０４ ０． ５７ ± ０． ０２ ０． ４６ ± ０． ０２
ＵＳＰ２２ 组 ２． ４５ ± ０． ０３ ２． ２７ ± ０． ０８ ２． ０５ ± ０． １０ １． ９５ ± ０． ０３ １． ５５ ± ０． ０３ １． １４ ± ０． ０５
ｔ 值 ２０． ０１４ １５． １０５ ９． ３５７ ２１． ４７７ ４７． ０７８ ２１． ８７１
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

组相比，ＨＲ ＋ ＵＳＰ２２ 组 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＋ ＰＩ ＋ 细

胞比例均降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见表 ２。

表 ２　 ３ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 水平与 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＋ ＰＩ ＋

细胞比例比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＩＬ⁃１β（ｐｇ ／ ｍｌ） ＩＬ⁃１８（ｐｇ ／ ｍｌ） Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＋ ＰＩ ＋ （％ ）
对照组 ２０７． ７５ ± ２０． ３２ ５３． ８８ ± ４． ７１ １． ９９ ± ０． ２６
ＨＲ 组 ７６７． ５８ ± ９３． ６７ａ １０８． ８５ ± １９． ４２ａ １５． ８６ ± ２． ３２ａ

ＨＲ ＋ＵＳＰ２２ 组 ４４９． ５４ ± ６２． ８２ａｂ ７０． ７６ ± ８． ３８ａｂ ９． ９９ ± １． ０４ａｂ

Ｆ 值 ５４． ０２５ １５． １９８ ６６． ７９１
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ０． ００４ ＜ ０． ００１
　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＨＲ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５

　 　 ３． ＵＳＰ２２ 去泛素化稳定 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达：Ｖｅｃｔｏｒ
组与 Ｆｌａｇ⁃ＵＳＰ２２ 组 ＳＩＲＴ１ 蛋白相对表达水平比较

［（１． ７３ ± ０． １５）比（１． ９１ ± ０． １８）］，Ｖｅｃｔｏｒ 组与 Ｆｌａｇ⁃
ＳＩＲＴ１ 组 ＵＳＰ２２ 相对表达水平比较［（１． ８３ ± ０． １４）比
（２． ０１ ± ０． １４）］，差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），提
示各组细胞中内源性 ＳＩＲＴ１、ＵＳＰ２２ 基础表达水平基

本一致。 转染编码 Ｆｌａｇ 标签的 ＵＳＰ２２、ＳＩＲＴ１ 均可通

过 Ｃｏ⁃ＩＰ 捕获对方蛋白，表明 ＵＳＰ２２ 与 ＳＩＲＴ１ 存在相

互作用。 经 ＣＨＸ 处理后， ＵＳＰ２２ 组不同作用时间

ＳＩＲＴ１ 蛋白相对表达水平均高于同期 ＮＣ 组 （ Ｐ ＜
０． ０５）。 见表 ３。 蛋白降解途径验证结果显示， ｓｈ⁃
ＵＳＰ２２ 组 ＳＩＲＴ１ 相对表达水平均低于 ｓｈ⁃ＮＣ 组与 ｓｈ⁃
ＵＳＰ２２ ＋ ＭＧ１３２ 组；ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＣＱ 组 ＳＩＲＴ１ 相对表达

水平 低 于 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＣＱ 组； ｓｈ⁃ＵＳＰ２２、 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋
ＭＧ１３２、ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＣＱ 组的 ＵＳＰ２２ 相对表达水平均低

于 ｓｈ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见表 ４。 ＮＣ 组 ＳＩＲＴ１ 相对表

达水平高于 ＵＳＰ２２ 组［（２２． ０３ ± ３． ６０）比（１０． ９７ ±
２． １６）］，ｓｈ⁃ＮＣ 组 ＳＩＲＴ１ 相对表达水平低于 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２
组［（１６． ２３ ± １． ０５）比（４７． １９ ± ３． ５５）］，比较差异均有

统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），提示抑制 ＵＳＰ２２ 表达提高了

ＳＩＲＴ１ 蛋白的泛素化水平， 过表达 ＵＳＰ２２ 则减弱

ＳＩＲＴ１ 蛋白的泛素化。

表 ４　 ６ 组 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＳＩＲＴ１ 及 ＵＳＰ２２ 蛋白相对

表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＳＩＲＴ１ ＵＳＰ２２

ｓｈ⁃ＮＣ 组 ０． ９７ ± ０． １３ １． ９９ ± ０． ０３
ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ 组 ０． ６１ ± ０． １１ａ ０． １９ ± ０． ０６ａ

ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＭＧ１３２ 组 ０． ９１ ± ０． １２ ２． ０１ ± ０． ０２
ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＭＧ１３２ 组 １． ０７ ± ０． １４ｂ ０． ２４ ± ０． ０２ａ

ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＣＱ 组 ０． ９４ ± ０． １３ １． ９６ ± ０． ０３
ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ ＋ ＣＱ 组 ０． ７０ ± ０． ０８ｃ ０． １７ ± ０． ０４ａ

　 　 注：与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ｓｈ⁃ＵＳＰ２２ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与
ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＣＱ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

讨　 　 论

ＭＩＲＩ 是心肌短期缺血后恢复血流时，原缺血区组

织损伤程度较单纯缺血阶段进一步加重的病理过程，
可改变心肌收缩力、心室功能和代谢状态，导致心肌收

缩功能障碍和组织损伤［１３⁃１４］。 其机制涉及钙超载、氧
自由基爆发、炎症级联反应及程序性死亡网络等，极易

引发心律失常、心力衰竭等不良心血管结局［１５⁃１７］。 程

序性细胞死亡是调节机体存活与发育的关键过程，可
分为多种类型，其中细胞焦亡是 ＭＩＲＩ 发生和转归的

关键因素，抑制其发生可有效保护心肌细胞，可能为该

疾病的防治提供新的策略［１８⁃１９］。 ＵＳＰ 家族成员参与

肝脏［２０］、肾脏［２１］、大脑［２２］ 等多种重要器官的 ＩＲＩ 过

程，它们的作用存在两面性，且高度依赖于具体的细胞

微环境、病理阶段和相互作用的分子网络。 在本次研

究中，ＨＲ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞呈现出典型的焦亡特征，
细胞膜破裂并形成多个气泡状突起，细胞活力下降，线
粒体超微结构明显受损，ＬＤＨ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 可见异常
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释放，焦亡上游关键分子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 与膜完整性丧失，
标志 ＰＩ 双阳性的细胞比例也显著增加，ＵＳＰ２２ ｍＲＮＡ、
蛋白表达均显著降低，ＳＩＲＴ１ 则表现为蛋白水平下调，
ｍＲＮＡ 水平未发生显著改变。 ＳＩＲＴ１ 在心肌功能障碍

期间参与调控氧化应激、炎症和心肌细胞存活等过程，
可通过调节过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活

因子 １α 的去乙酰化保护线粒体功能、激活核因子 Ｅ２
相关因子 ２ 信号通路抑制氧化应激和细胞焦亡，从而

改善 ＭＩＲＩ［２３⁃２４］。 过表达 ＵＳＰ２２ 则恢复了 ＨＲ 损伤后

ＳＩＲＴ１ 的蛋白表达，减少细胞焦亡与炎性细胞因子释

放，减轻线粒体结构损伤，推测 ＵＳＰ２２ 可能通过调节

ＳＩＲＴ１ 蛋白稳定性影响 ＨＲ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞焦亡。
Ｃｏ⁃ＩＰ 实验结果表明 ＵＳＰ２２ 与 ＳＩＲＴ１ 存在直接相互作

用，且过表达 ＵＳＰ２２ 明显减缓了 ＣＨＸ 诱导的 ＳＩＲＴ１
降解。 抑制 ＵＳＰ２２ 表达时 ＳＩＲＴ１ 蛋白水平下降，这一

现象可被蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２ 部分逆转，但自噬抑

制剂 ＣＱ 对此无显著影响，说明 ＵＳＰ２２ 对 ＳＩＲＴ１ 的稳

定作用依赖于蛋白酶体途径，提示 ＵＳＰ２２ 可能通过去

泛素化修饰减少 ＳＩＲＴ１ 泛素化降解。 推测在 ＨＲ 模型

中，内源性 ＵＳＰ２２ 水平的下降导致 ＳＩＲＴ１ 降解速率上

升，进而削弱了 ＳＩＲＴ１ 介导的线粒体功能维持、抗氧化

应激、抑制炎症小体激活等多重保护效应，ＵＳＰ２２ 对

ＳＩＲＴ１ 的去泛素化稳定作用可能是调节心肌细胞焦亡

与炎症信号网络的一个重要分子环节。
综上所述，ＵＳＰ２２ 在 ＭＩＲＩ 中表达下降，可能通过

去泛素化修饰稳定 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达，抑制心肌细胞焦

亡与炎症反应。 然而上述机制仅在 Ｈ９ｃ２ 细胞模型中

得到验证，未来需通过动物实验进一步探讨 ＵＳＰ２２ 与

ＳＩＲＴ１ 在体内 ＭＩＲＩ 中的调控作用。 此外，ＵＳＰ２２ 作为

去泛素化酶还存在其他潜在底物，其是否完全依赖

ＳＩＲＴ１ 发挥 ＭＩＲＩ 保护作用，仍需后续功能回补实验加

以证实。
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