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孤儿核受体 Nur77对缺 /复氧损伤中心肌细胞自噬的调节 *
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摘要目的：研究孤儿核受体 Nur77对缺 /复氧损伤中心肌细胞自噬的调节作用。方法：差速贴壁法分离乳鼠心肌细胞，经免疫荧

光染色鉴定纯度。缺氧（1 %O2、5 %CO2和 94 %N2）培养 12 h后，常氧培养 2 h构建心肌细胞缺 /复氧损伤。实时定量 PCR和

western blot的方法检测 Nur77的表达变化。通过 siRNA转染抑制心肌细胞 nur77表达，通过自噬标志蛋白表达改变作为细胞自

噬水平的变化。结果：原代分离的心肌细胞纯度 95 %以上。缺氧 12 h和缺 /复氧（12 h/2 h）刺激后，心肌细胞中 Nur77表达都明显

升高（P<0.01）。与缺氧组相比，缺 /复氧组细胞质中的水平明显增加（P<0.01），细胞核中 Nur77水平无明显变化。抑制 Nur77

后，缺 /复氧组自噬水平明显降低，缺氧组心肌细胞自噬水平无明显变化。结论：Nur77参与缺 /复氧损伤中心肌细胞自噬水平

的调节。
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Regulatory Role of Orphan Nuclear Receptor Nur77 in Cardiomyocytes
Autophagy during Hypoxia/Reoxygenation Injury*

To study regulation of orphan nuclear receptor Nur77 on cardiomyocytes autophagy during

hypoxia/reoxygenation injury. Primary neonatal rat cardiomyocytes were obtained by differential adherence method, and were

identified purity by immunofluorescence staining. Cardiomyocytes hypoxia/reoxygenation injury was established by culturing in hypoxic

condition (1% O2, 5% CO2 and 94% N2) for 12 h, followed by reoxygenation for 2 h. Expression of nur77 was determined by real-time

PCR. Cardiomyocytes Nur77 expression was inhibited by siRNA transfection. Autophagy level was determined according to the

expression of autophagy marker. The purity of separated cardiomyocytes reached by more than 95 %. The expression of Nur77

was significantly increased in cardiomyocytes after hypoxia (12 h) and hypoxia/reoxygenation (12 h/2 h) treatment (P<0.01). Compared

with hypoxia group, Nur77 was detected significantly increase in cytoplasm from hypoxia/reoxygenation treated cardiomyocytes, but no

changes in nucleus. By Nur77 inhibition, the autophagy level was significantly decreased in hypoxia/reoxygenation treated

cardiomyocytes, but no significantly change was found in hypoxia treated cardiomyocytes. Nur77 was involved in regulation

of cardiomyocytes autophagy during hypoxia/reoxygenation injury.
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前言

心肌缺血再灌注损伤是临床上心血管疾病手术治疗后常

见的心脏损害，如何减轻缺血再灌注（ischemia/reperfusion, I/R）

对心脏的损伤一直是临床研究的重点[1,2]。自噬是真核细胞内普

遍存在的一种降解机制，基础状态下的自噬可通过清除损伤细

胞器或错误折叠蛋白质，维持细胞稳态[3]。研究发现，心肌细胞

自噬是缺血再灌注损伤的重要机制。心肌缺血再灌注过程中，

各种刺激可能通过不同信号转导途径激活超出生理限度的自

噬，将加重心肌损伤[4,5]。孤儿核受体 Nur77是一种立刻早期基

因，是核受体超家族的重要成员之一[6,7]。近期研究发现，Nur77

可通过与线粒体外膜蛋白 Nix作用并移位至线粒体，引发线粒

体过度清除，造成黑色素瘤细胞自噬性凋亡[8]。本研究通过心肌

细胞缺复氧损伤的细胞模型，研究 Nur77的表达变化及心肌细

胞自噬的调节作用。

1 材料和方法

1.1 动物与试剂
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图 2缺 /复氧刺激对心肌细胞 Nur77表达和定位的影响

Fig.2 Role of hypoxia /reoxygenation on expression and location of Nur77

in cardiomyocytes

新生 1-2天的 SD乳鼠通过本校实验动物中心购买。BrdU

和胶原酶（II型）购于 Sigma公司。RNA提取试剂盒、逆转录试

剂盒和定量 PCR 试剂盒均购于 TARAKA 公司。琢-actinin、
Nur77及 茁-actin抗体均购于 Abcam公司。

1.2 心肌细胞分离

将 SD乳鼠经酒精消毒皮肤后，无菌条件下分离出心室，

迅速置入预冷的 D-Hanks缓冲液中，清洗干净后将组织剪成碎

块。加入 II型胶原酶（0.1%），4℃条件下内放置过夜。离心 2次

去除消化酶后，以 DMEM细胞培养液（含 10%小牛血清）重悬

后，37℃，5%CO2条件下静置培养 2.5 h。利用差速贴壁的方法

分离出心肌细胞，经血球计数板计数后，以 3× 105/孔的密度接

种于 12孔培养板。随后更换为含 BrdU（0.1 mmol/L）的 DMEM

培养液继续培养 2d，用于进一步实验。

1.3 心肌细胞免疫荧光

以多聚甲醛（4%，PBS配制）将心肌细胞在 4℃条件下固定

过夜，加入 Triton X-100（0.5%）进行渗透化处理，马血清（5%）

常温封闭 1 h后，加入 琢-actinin抗体（1：1000），4℃条件下杂交
过夜。经 PBST缓冲液洗涤后，加入荧光二抗（1:2000），室温杂

交 1.5 h。经 PBST缓冲液洗涤后，用 DAPI进行细胞核染色，并

在荧光显微镜下观察鉴定。

1.4 心肌细胞缺 /复氧培养

将分离的心肌细胞在三气培养箱中，以 1%O2、5%CO2和

94%N2的条件缺氧培养 12 h，随后转移至 5%CO2的常规条件

继续培养 2 h，造成心肌细胞缺 /复氧损伤。以细胞生长活力

（CCK-8法检测）和培养液上清中乳酸脱氢酶（Lactate dehydro-

genase，LDH）水平（ELISA法检测）作为心肌细胞损伤标准。

1.5 实时定量 PCR

将提取的细胞总 RNA经紫外分光光度计检测质量后，以

200 ng RNA样品为模板，按试剂盒说明进行逆转录反应，反应

条件为 37℃（15 min）；85℃（5 s）。以适当倍数稀释后的逆转录

产物为模板，进行实时定量 PCR反应。反应条件为 95℃（5 s），

55℃（15 s），，72℃（15 s），设置 40个 PCR循环。茁-actin为内参
基因。引物序列如下：Nur77-F（5'-3'）: AGCTTGGGTGTTGAT-

GTTCC；Nur77-R（5'-3'）: GGAGGCCATGTCGATCAG。茁-actin
-F（5'-3'）：CCCGCGAGTACAACCTTCT；茁-actin-R（5'-3'）：CGT-
CATCCATGGCGAACT。

1.6 蛋白质免疫印迹

利用 SDS裂解液提取心肌细胞总蛋白，通过 BCA定量后

取 30 滋g总蛋白，与上样缓冲液混匀，沸水浴处理 15 min后迅

速置于冰上 5 min。经 10% SDS-PAGE凝胶电泳进行蛋白分

离，转膜后以 5%脱脂牛奶进行封闭，并加入一抗（1:1000），于

4℃条件下杂交过夜。用 TBS-T 缓冲液清洗后加入二抗（1:

1000），常温下杂交 2 h。用 TBS-T缓冲液清洗后，通过 ECL试

剂盒显影。

1.7 统计学处理

所有数据采用 x依s表示，应用 SPSS统计学软件进行分析。

两组间比较利用 Student-t 检验，多组间比较利用 one-way

ANOVA方差分析。P<0.05差异认定有统计学意义。

2 结果

2.1 心肌细胞的免疫荧光鉴定

差速贴壁分离的心肌细胞培养 72h后，形态上主要以多边

形为主，具有自发性搏动行为。免疫荧光染色结果（图 1）显示，

呈绿色荧光信号的心肌细胞约在 95%以上，符合实验所需。

图 1乳鼠心肌细胞的 琢-actinin免疫荧光鉴定
Fig.1 Identification of cultured neonatal rat cardiomyocytes by immunofluorescence with 琢-actinin

2.2 缺 /复氧刺激对心肌细胞 Nur77表达和定位的影响

蛋白质免疫印迹（图 2A）结果发现，缺氧组和缺 /复氧组

中 Nur77的表达，较常规培养组均明显升高（P<0.01），但两组

间无明显差异。分离细胞核和细胞质后提取 RNA，定量 PCR

结果（图 2B），细胞核中 Nur-77在缺氧组及缺 /复氧组均明显

升高，两组间无明显差异。但细胞质中，缺 /复氧组细胞质中

Nur77的表达较缺氧组和常规培养组均明显增加（P<0.01）。

2.3 Nur77对缺 /复氧刺激心肌细胞自噬水平的影响

通过 siRNA转染干预 Nur77的表达，定量 PCR（图 3A）结

果显示，24 h后，Nur77的表达水平明显降低（P<0.01），是对照

组的 0.39± 0.06倍。蛋白质免疫印迹（图 3B）结果发现，未抑制
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图 3抑制 Nur77对缺 /复氧刺激心肌细胞自噬水平的影响

Fig.3 Role of Nur77 inhibition on cardiomyocytes autophagy induced by hypoxia /reoxygenation

Nur77的条件下，自噬标志蛋白 Beclin 1在缺氧组和缺 /复氧

组的表达均明显高于对照组。但抑制 Nur77后，Beclin 1在缺氧

组无明显变化，在缺 /复氧组却明显降低。

3 讨论

细胞自噬是缺血再灌注过程中心肌细胞死亡的重要机制

之一，持续缺氧培养后，心肌细胞中自噬体出现，而复氧后自噬

体的数量明显增加。在急性或慢性缺血条件下自噬均可被激

活，而再灌注阶段自噬体的形成又进一步增加[9，10]。目前一致认

为，在心肌缺血阶段，自噬可以降解无功能的胞浆蛋白和为细

胞器提供营养物质，也可以抑制凋亡，从而发挥细胞保护作用
[11，12]。但在再灌注阶段，自噬对心肌细胞存活的作用目前尚未阐

明。自噬在再灌注阶段的作用具有两面性，造成这些差异的机

制可能在于，缺血和再灌注时激活自噬的信号转导通路可能存

在差别，缺血时主要由 AMPK介导，而再灌注时则由心肌细胞

内质网应激，自由基超载以及 Beclin1的活化，使自噬过度激

活，从而加速细胞死亡[13，14]。心肌缺血再灌注过程中，不同的应

激水平和刺激可能通过不同信号转导途径激活自噬，超出生理

限度的自噬，如果得不到有效的控制，将加重心肌损伤[15，16]。

Nur77作为核受体超家族的重要成员之一，可被多种活性

因子诱导表达，对细胞增殖、分化发育和凋亡等过程具有重要

的生物学功能[17，18]。在心肌细胞的生命活动中，Nur77也具有重

要的调节作用。Yan等发现 Nur77能抑制对 茁-肾上腺素诱导
的心肌肥大[19]。Cheng等发现 Nur77的线粒体易位介导心肌细

胞的凋亡[20]。我们的研究发现缺 /复氧过程中，Nur77可能通过

线粒体易位，激发心肌细胞过度自噬，从而增加细胞凋亡。

本研究通过原代分离的乳鼠心肌细胞模型，结果确定了

Nur77在心肌细胞缺复氧培养过程中的表达变化及分布，发现

抑制 Nur77能够显著降低心肌细胞自噬水平，提示 Nur77对再

灌注损伤过程中心肌缺血自噬水平具有调控作用。因此，进一

步阐明 Nur77对自噬的调控机制将为心肌缺血再灌注损伤的

防治研究提供新的方向。
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