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丹酚酸 B 调节 SIRT1 信号途径抑制 H2O2诱导的 NLRP3 炎症
小体激活
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摘要：目的 基于沉默信息调节因子 1（SIRT1）/ NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体途径探讨丹酚酸 B（SalB）
抗氧化应激致细胞损伤的作用机制，以期阐明丹酚酸 B 抗心肌缺血的作用机制。方法 采用体外构建 H2O2诱

导的氧化应激细胞模型，将 H9c2 细胞分为 6 组，分别为正常组、模型组（600 μmol·L-1 H2O2刺激）、H2O2+丹酚

酸 B（5、10、20 μmol·L-1）组和 H2O2 + 丹酚酸 B（20 μmol·L-1）+EX527（10 μmol·L-1）组。采用 MTT 法测定细胞

活性；Hoechst 染色法测定细胞凋亡；比色法及 ELISA 法分别测定乳酸脱氢酶（LDH）、白细胞介素（IL）-1β 水

平；采用 DCFH-DA 荧光探针检测细胞内活性氧（ROS） 水平；采用 JC-1 荧光探针测定线粒体膜电位；

Western Blot 法测定 H9c2 细胞中 NLRP3、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 1（Caspase-1）、凋亡相关斑点样蛋白

（ASC），以及 SIRT1 信号通路相关的 SIRT1、磷酸化 AMP 蛋白活化激酶 α（p-AMPKα）、AMP 蛋白活化激酶 α
（AMPKα）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活因子 1α（PGC-1α）蛋白表达。结果 与正常组比较，模型

组细胞活力及线粒体膜电位明显降低（P＜0.01），细胞凋亡程度及细胞内 ROS、LDH 和炎症因子 IL-1β 水平明

显升高（P＜0.01）；与 NLRP3 炎症小体相关的 NLRP3、Caspase-1 和 ASC 蛋白表达显著上调（P＜0.01），

SIRT1、p-AMPKα/AMPKα 和 PGC-1α 蛋白表达明显下调（P＜0.01）。与模型组比较，丹酚酸 B 组的细胞活力

以及线粒体膜电位显著升高（P＜0.05，P＜0.01），细胞凋亡程度及细胞内 ROS、LDH 及炎症因子 IL-1β 释放水

平明显降低（P＜0.01）。丹酚酸 B 能够明显上调 SIRT1 信号通路中 SIRT1、p-AMPKα/AMPKα、PGC-1α 蛋白表

达（P＜0.05，P＜0.01），下调 NLRP3 炎症小体相关的 NLRP3、Caspase-1 和 ASC 蛋白表达（P＜0.05，P＜

0.01），且呈一定量效关系。在应用 SIRT1 特异性抑制剂 EX527 干预后，丹酚酸 B 抑制 H2O2诱导的 NLRP3 炎

症小体激活作用被明显逆转。结论 丹酚酸 B 可能通过激活 SIRT1/AMPK/PGC-1α 信号通路，抑制氧化应激诱

导的 NLRP3 炎症小体的激活，继而发挥抗心肌缺血作用。
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Salvianolic Acid B Attenuates H2O2- induced NLRP3 Inflammasome Activation via Regulating SIRT1
Signaling Pathway
LI Qingju，PAN Yunzheng，ZHANG Qi，JIANG Baoping，XU Li（Jiangsu Key Laboratory for Pharmacology and
Safety Evaluation of Chinese Materia Medica， School of Pharmacy， Nanjing University of Chinese Medicine，
Nanjing 210023 Jiangsu，China）
Abstract：Objective To investigate whether salvianolic acid B（SalB）inhibits the activation of NOD like receptor
protein 3（NLRP3） inflammasome is closely related to the regulation of silent information regulator 1（SIRT1）
signaling pathway. Methods Oxidative stress injury was constructed in vitro with hydrogen peroxide（H2O2）. H9c2
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cells were divided into the control group，H2O2 group，different doses（5，10，20 μmol·L-1）of salvianolic acid B
groups and EX527（10 μmol·L- 1）group. MTT assay was performed to detect the cell viability. Cells were stained
with Hoechst to observe the apoptotic morphological changes. The levels of LDH，IL-1β were detected respectively
by colorimetry and ELISA. The level of intracellular reactive oxygen species（ROS）was detected by DCFH-DA
fluorescent probe，and mitochondrial membrane potential（MMP）was determined using the fluorescent dye JC-1.
Western Blot was used to detect nucleode binding oligomeric domain-like receptor protein 3（NLRP3），apoptosis
related speckle protein（ASC），Caspase-1 and the expression levels of related proteins in SIRT1/AMP-activated
protein kinase（AMPK）/peroxisome proliferator- activated receptor- γ coactivator 1α（PGC- 1α） pathway. Results
Compared with the normal control group，cell viability and MMP of cells in model group were significantly decreased
（P < 0.01）， the percentage of apoptotic cells and levels of ROS，LDH and IL- 1β increased significantly（P <
0.01）； and the levels of NLRP3 inflammasome related proteins including NLRP3， Caspase- 1 and ASC were
significantly up-regulated（P < 0.01）. After pretreatment by different concentrations of SalB for 24 h on H9c2 cells，
compared with the model group，the cell viability and MMP showed a dose-dependent increase（P < 0.05，P < 0.01）.
The percentage of apoptotic cells and release of LDH，ROS and IL-1β were decreased after being pretreated with
different concentrations of SalB（P < 0.01）. SIRT1， p-AMPKα/AMPKα，PGC- 1α proteins expression increased
after pretreatment with SalB（P < 0.05，P < 0.01），and protein expression levels of NLRP3，ASC，and Caspase-1
were down-regulated in a dose-dependent manner（P < 0.05，P < 0.01）. The effect of inhibiting the activation of
NLRP3 inflammasomes induced by H2O2 can be reversed by SIRT1 specific inhibitor EX527. Conclusion These
results indicate that SIRT1 regulates NLRP3 inflammasome- mediated inflammatory response is an important
mechanism of H2O2- induced myocardial ischemia. Pretreatment with SalB could inhibit the NLRP3 inflammasome
activation and alleviating myocardial inflammatory injury by up-regulating SIRT1/AMPK/PGC-1α signaling pathway.
Keywords： Salvianolic acid B； oxidative stress； myocardial ischemia； NLRP3 inflammasome； SIRT1/AMPK/
PGC-1α pathway；H9c2 cells

心肌缺血是一种由冠状动脉阻塞引发的心脏病理

状态，伴随着氧供需失衡，心肌灌流减少，最终可

能导致缺血性心肌病以及心力衰竭 [1]。有研究 [2-3]显

示，NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体介导的无菌

性炎症参与了心肌缺血损伤。丹酚酸 B（SalB）是丹参

中主要水溶性成分之一，研究[4-6]表明，丹酚酸 B 可

以通过抗炎以及抗氧化发挥抗心肌缺血作用。本课

题组前期研究[7-9]结果显示，丹酚酸 B 抗心肌缺血作

用与其抑制 NLRP3 炎症小体活化相关。沉默信息调

节因子 1（SIRT1）被认为是心脏的重要保护分子，它

作为一种依赖于烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）的去

乙酰化酶，能够通过去乙酰化相关因子发挥抗氧

化、减少细胞凋亡、抗炎以及调节能量代谢的作

用 [10]。已有研究 [11]发现， SIRT1 激动剂可以抑制

NLRP3 炎症小体的激活。尚不清楚丹酚酸 B 抑制

NLRP3 炎症小体的激活是否与调节 SIRT1 信号途径

有关。因此，本研究拟通过建立体外氧化应激模

型，探究丹酚酸 B 是否通过上调 SIRT1 来抑制

NLRP3 炎症小体的激活，以进一步阐明丹酚酸 B 抗

心肌缺血的作用机制。

1 材料与方法
1.1 细胞及其培养 H9c2 细胞株，购自南京凯基生

物技术股份有限公司。将 H9c2 心肌细胞培养于含

10%胎牛血清的高糖培养基中，置于 37 ℃、5%CO2

的细胞孵育箱中培养，每 2 d 传代 1 次。

1.2 药物及试剂 丹酚酸 B（纯度 ≥ 98%），上海源叶

生物科技有限公司，批号：B20261；3%过氧化氢

（H2O2），美国 Sigma 公司，货号：STBH9407；EX527
（SIRT1 特异性抑制剂），美国 MCE 公司，货号：

HY-15452；DMEM 培养基，南京凯基生物技术股份

有限公司，批号：20200923；胎牛血清，以色列 BI
生物科技公司，货号： 04- 001- 1ACS；噻唑蓝

（MTT），广州赛国生物科技有限公司，批号：

EZ2811A179；Rat IL-1β 检测试剂盒，杭州联科生物

技术有限公司，批号：A301B91044；乳酸脱氢酶
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（LDH）检测试剂盒（批号：121719200413）、Hoechst
染色试剂盒（批号：122419200512）、线粒体膜电位

检测试剂盒（批号：082819200612）、活性氧（ROS）检
测试剂盒（批号：011520200504），均购自上海碧云

天生物科技有限公司；β-肌动蛋白（β-actin）抗体，

上海泊弯生物科技有限公司，货号：AB0035；
NLRP3 抗体（货号：bs-10021R）、半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶 1（Caspase-1）抗体（货号：bs-10442R）、凋

亡相关斑点样蛋白（ASC）抗体（货号：bs-6741R），均

购自北京博奥森生物技术有限公司；SIRT1 抗体，美

国 CST 公司，货号：D1D7；磷酸化 AMP 蛋白活化

激酶 α（p-AMPKα）抗体（货号：AP1171）、AMP 蛋白

活化激酶 α（AMPKα）抗体（货号：A17290）、过氧化

物酶体增殖物激活受体γ共激活因子 1α（PGC-1α）抗

体（货号：A11971），均购自武汉爱博泰克生物科技

有限公司。

1.3 主要仪器 Synergy2 型多功能酶标仪，美国 Bio-
Tek 公司；Allegra 64R 型超速冷冻离心机，美国

Beckman 公司；Discovery.V20 荧光倒置显微镜，德

国 ZEISS 公司；164-5050 型电泳仪及 GelDoc-2000
凝胶成像仪，美国 Bio-Rad 公司。

1.4 细胞分组及处理 取对数生长期的 H9c2 细胞，

分别接种于 96 孔板、6 孔板中培养 24 h，按照实验

要求将细胞分为正常组、模型组、不同剂量丹酚酸 B
组以及 EX527 组。其中正常组细胞在 37 ℃孵育箱中

生长 48 h 后，换用 DMEM 不完全培养基继续孵育

4 h；模型组细胞在细胞孵育箱中生长 48 h 后，换用

600 μmol·L-1的 H2O2刺激 4 h；丹酚酸 B 组细胞在细

胞孵育箱中生长 24 h 后，分别加入不同浓度的丹酚

酸 B（5、10、20 μmol·L-1）继续孵育 24 h，然后加入

600 μmol · L- 1 的 H2O2 刺激 4 h；EX527 组细胞在

37 ℃细胞孵育箱中生长 24 h 后，加入 20 μmol·L-1的

丹酚酸 B 以及 10 μmol·L-1的 EX527 继续孵育 24 h，然
后加入 600 μmol·L-1的 H2O2刺激 4 h。
1.5 MTT 法检测细胞活力 取对数生长期的 H9c2 细

胞，按照“1.4”项下方法对 96 孔板中细胞进行分组

及相应药物处理。37 ℃、5% CO2孵育结束后，吸弃

上清液，每孔加入 200 μL DMEM 高糖不完全培养

液，然后每孔加入 20 μL MTT 溶液（5 mg·mL-1）；放

入 37 ℃孵育箱中孵育 4 h，吸弃上清液，每孔加入

150 μL DMSO 溶液以溶解甲臜结晶，避光，摇床上

轻摇 10 min；在 570 nm 波长处测定各孔光密度

（OD）值。计算：细胞存活率（%）=（实验组 OD 值-空

白孔 OD 值）/（正常组 OD 值-空白孔 OD 值）×100%。

1.6 Hoechst 染色法检测细胞凋亡 将 75%酒精消毒

灭菌过的细胞爬片放置于 6 孔板中，取对数生长期

的 H9c2 细胞，按照“1.4”项下方法对 6 孔板中细胞

进行分组及相应药物处理。37 ℃、5% CO2孵育结束

后，吸弃上清液，无菌 PBS 洗涤 3 次，DMEM 不完

全高糖培养基洗涤 1 次；每孔加入 1 mL 固定液，

4 ℃孵育过夜后，无菌 PBS 洗涤 3 次，每次 3 min；
每孔加入 0.5 mL Hoechst 染色液，染色 5 min，去除

染色液，PBS 洗涤 2 次，每次 3 min；吸净上清液，

置于荧光显微镜下进行拍照。

1.7 比色法检测 LDH 释放量 将处于对数生长期的

H9c2 细胞接种于 96 孔板中，按照“1.4”项下方法

进行细胞分组及相应药物处理。H2O2 刺激结束后，

收集细胞上清液，以离心半径 8.3 cm、2 000 r·min-1

离心 10 min 去除沉淀物。将处理后的细胞上清液转

移至新的 96孔板中，与 LDH 工作试剂共孵育 30 min，
采用酶标仪在 450 nm 波长处测定 OD 值。

1.8 DCFH-DA 法检测 ROS 释放量 按照试剂盒说

明书步骤操作，采用 DCFH-DA 荧光探针评估 ROS
水平。用无血清细胞培养液稀释 DCFH-DA，使终浓

度为 10 μmol·L-1；将各组 H9c2 细胞收集后悬浮于稀

释好的 DCFH-DA 中，置于 37 ℃孵育箱中孵育

20 min；采用酶标仪在 488 nm 激发波长以及 525 nm
发射波长下分析荧光强度。

1.9 JC-1 法检测线粒体膜电位 按照试剂盒说明书

步骤操作，采用 JC-1 荧光探针测定线粒体膜电位。

将处理后的 H9c2 细胞与 5 μg·mL-1 JC-1 在 37 ℃孵

育箱中孵育 20 min，然后用 PBS 洗涤 2 次，在荧光

显微镜下观察、拍照。

1.10 ELISA 法检测白细胞介素 1β（IL-1β）水平

将处于对数生长期的 H9c2 细胞接种于 6 孔板中，按

照“1.4”项下方法进行细胞分组及相应药物处理。

H2O2 刺激结束后，收集细胞上清液，以离心半径

8.3 cm、2 000 r·min-1离心 10 min 去除沉淀物。严格

遵照 ELISA 试剂盒说明书步骤操作，测定细胞上清

液中 IL-1β 的含量。

1.11 Western Blot法检测NLRP3炎症小体及 SIRT1/
AMPK/PGC- 1α 信 号 通 路 相 关 蛋 白 表 达 按照

“1.4”项下方法进行细胞分组及处理后，将各组

H9c2 细胞在含有磷酸酶抑制剂以及蛋白酶抑制剂

的 RIPA 裂解缓冲液中裂解 30 min；以离心半径

8.3 cm、12 000 r·min-1离心 15 min 提取上清液，采
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用 BCA 试剂盒测定总蛋白含量；通过 SDS-PAGE分离

每组 30 μg 蛋白并转移至 PVDF 膜上；室温下采用

5%脱脂奶粉进行封闭 1 h，加入相应一抗（1∶1 000）
4 ℃孵育过夜；加入二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h。采

用 ECL 化学发光法检测目的条带，通过目的条带与

内参条带（β-actin）灰度值的比值来衡量目的条带的

蛋白表达水平。

1.12 统计学处理方法 采用 SPSS 22.0 统计软件进行

数据分析，计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较用 LSD 检验；以 P < 0.05 为差异具有统计

学意义。

2 结果
2.1 丹酚酸 B 对 H2O2诱导的 H9c2 细胞损伤的影响

结果见图 1。与正常组比较，模型组的细胞活力显著

降低，LDH 活性显著升高，差异均有统计学意义

（P < 0.01）。与模型组比较，丹酚酸 B 能够剂量依赖

性地提高细胞活力，降低 LDH 活性，差异均有统计

学意义（P < 0.05，P < 0.01）。结果表明，丹酚酸 B
能够减轻 H2O2所致的 H9c2 细胞氧化应激损伤。
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图 1 丹酚酸 B（SalB）对 H2O2诱导的 H9c2细胞活力及 LDH活性的影响（x ± s，n=6）
Figure 1 Effects of Salvianolic acid B on cell vailabilty and medium LDH activity of H2O2-induced H9c2 cells（x ± s，n=6）
2.2 丹酚酸 B 对 H2O2诱导的 H9c2 细胞凋亡的影响

结果见图 2。正常组细胞的细胞核在荧光显微镜下呈

现弥散均匀的荧光，并且荧光强度较低。与正常组

比较，模型组细胞出现了细胞核破裂，并且颜色发

白，细胞核呈致密浓染，细胞凋亡程度显著升高，

差异有统计学意义（P < 0.01）。与模型组比较，不同

浓度丹酚酸 B 处理后，细胞染色质固缩及颜色发白

的细胞核数目明显减少，细胞凋亡程度显著降低，

差异均有统计学意义（P < 0.01）。结果表明，丹酚酸

B 对 H2O2氧化应激诱导的 H9c2 细胞凋亡具有一定的

抑制作用。

注：与正常组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01

图 2 丹酚酸 B（SalB）对 H2O2诱导的 H9c2细胞凋亡的影响（Hoechst 染色，×400；x ± s，n=3）
Figure 2 Effects of Salvianolic acid B on cell apoptosis of H2O2-induced H9c2 cells（Hoechst staining，×400；x ± s，n=3）
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2.3 丹酚酸 B 对 H2O2 诱导的 H9c2 细胞内 ROS 的

影响 结果见图 3。与正常组比较，模型组细胞的

ROS 含量显著升高，差异有统计学意义（P < 0.01）。

与模型组比较，给予不同浓度的丹酚酸 B 干预后，

细胞内 ROS 的释放量显著降低，差异均有统计学意

义（P < 0.01）。结果表明，丹酚酸 B 可以减少 H2O2氧

化应激诱导的 H9c2 细胞内 ROS 的生成。

2.4 丹酚酸 B 对 H2O2诱导的 H9c2 细胞线粒体膜电位

的影响 结果见图 4。正常组细胞显示强烈的红色荧

光，与正常组比较，模型组细胞呈现出高绿低红的
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2.6丹酚酸 B对H2O2诱导的H9c2细胞中NLRP3炎症

小体蛋白表达的影响 结果见图 6。与正常组比较，

模型组细胞中 NLRP3、Caspase-1 和 ASC 蛋白表达

显著上调，差异有统计学意义（P < 0.01）。与模型组

比较，丹酚酸 B 能够剂量依赖性地下调 H9c2 细胞中

NLRP3、Caspase-1 和 ASC 蛋白表达，差异均有统计

学意义（P < 0.05，P < 0.01）。结果表明，丹酚酸 B
能够抑制 H2O2 氧化应激诱导的 NLRP3 炎症小体的

激活。

2.7 丹酚酸 B 对 H2O2 诱导的 H9c2 细胞中 SIRT1
相关蛋白表达的影响 结果见图 7。与正常组比较，

模型组细胞中的 SIRT1、p-AMPKα/AMPKα及 PGC-1α
蛋白表达显著下调，差异具有统计学意义（P <
0.01）。与模型组比较，给予不同浓度丹酚酸 B 干预

后，SIRT1、p-AMPKα/AMPKα 及 PGC-1α 蛋白表达

明显上调，差异具有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01）。

结果表明，丹酚酸 B 发挥心肌细胞保护作用可能与

SIRT1/AMPK/PGC-1α 信号途径有关。

注：与正常组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01

图 3 丹酚酸 B（SalB）对 H2O2 诱导的 H9c2 细胞内活性氧

（ROS）的影响（x ± s，n=6）
Figure 3 Effects of Salvianolic acid B on the intracellular ROS
of H2O2-induced H9c2 cells（x ± s，n=6）

注：与正常组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01

图 4 丹酚酸 B（SalB）对 H2O2诱导的 H9c2细胞线粒体膜电位的影响（JC-1 染色，×400；x ± s，n=3）
Figure 4 Effects of Salvianolic acid B on the mitochondrial membrane potential of H2O2-induced H9c2 cells（JC-1 staining，×400；
x ± s，n=3）
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荧光状态，线粒体膜电位显著降低，差异有统计学

意义（P < 0.01）。与模型组比较，给予不同浓度的丹

酚酸 B 干预后，H9c2 细胞中的绿色荧光逐渐降低，

红色荧光逐渐增强，表明线粒体膜电位逐渐升高，

差异均有统计学意义（P < 0.01）。结果表明，丹酚酸

B 能够有效抵抗 H2O2氧化应激诱导的 H9c2 细胞线粒

体膜电位降低。

2.5 丹酚酸 B 对 H2O2 诱导的 H9c2 细胞分泌 IL-1β
的影响 结果见图 5。与正常组比较，模型组细胞上

清液中的 IL-1β 含量显著升高，差异有统计学意义

（P < 0.01）。与模型组比较，给予 20 μmol·L-1丹酚酸

B 干预后，细胞上清液中的 IL-1β 含量显著降低，差

异有统计学意义（P < 0.01）。结果表明，H2O2诱导的

氧化应激能够导致 H9c2 细胞大量释放促炎因子

IL-1β，而给予丹酚酸 B 干预可以有效抑制细胞中

IL-1β 的释放。

注：与正常组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
**
P < 0.01

图 5 丹酚酸 B（SalB）对 H2O2诱导的 H9c2 细胞分泌 IL-1β
的影响（x ± s，n=6）
Figure 5 Effects of Salvianolic acid B on the release of IL-1β
of H2O2-induced H9c2 cells（x ± s，n=6）
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注：与正常组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
*
P < 0.05，**

P < 0.01
图 6 丹酚酸 B（SalB）对 H2O2诱导的 H9c2细胞中 NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白表达的影响（x ± s，n=3）
Figure 6 Effects of Salvianolic acid B on the expression of NLRP3，ASC and Caspase-1 proteins of H2O2-induced H9c2 cells（x ± s，

n=3）
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注：与正常组比较，##P < 0.01；与模型组比较，
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图 7 丹酚酸 B（SalB）对 H2O2诱导的 H9c2细胞中 SIRT1、p-AMPKα/AMPKα、PGC-1α蛋白表达的影响（x ± s，n=3）
Figure 7 Effects of Salvianolic acid B on protein expression of SIRT1，p-AMPKα/AMPKα and PGC-1α in H2O2-induced H9c2 cells
（x ± s，n=3）
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2.8 SIRT1 抑制剂 EX527 对丹酚酸 B 作用的干预

结果见图 8。与正常组比较，模型组细胞中的

SIRT1、p-AMPKα/AMPKα、PGC-1α 蛋白表达显著

下 调 ， 同 时 NLRP3 炎 症 小 体 下 游 的 NLRP3、
Caspase-1、ASC 蛋白表达显著上调，差异均有统计

学意义（P < 0.01）。与模型组比较，丹酚酸 B
20 μmol·L-1组能够明显逆转 H2O2诱导的上述蛋白变

化，差异有统计学意义（P < 0.05，P < 0.01）。与丹

酚酸 B 20 μmol·L-1组比较，SIRT1 抑制剂 EX527 能

明显逆转丹酚酸 B 对 NLRP3 炎症小体和 SIRT1 信号

途径相关蛋白表达的干预作用，差异有统计学意义

（P < 0.05，P < 0.01）。结果进一步证明，丹酚酸 B
抑制氧化应激诱导的 NLRP3 炎症小体激活可能与激

活 SIRT1/AMPK/PGC-1α 信号途径相关。

3 讨论
先天免疫系统的激活和产生炎症反应是急性心肌

缺血病理过程的重要组成部分，其中由 NLRP3 炎症

小体激活诱导的无菌性炎症在缺血性损伤中发挥着

重要作用。NLRP3 炎症小体作为机体先天免疫的重

要组成部分，主要由 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）、凋

亡相关斑点样蛋白（ASC）以及 Caspase-1 的前体组

成。当机体受到外界刺激时，NLRP3 炎症小体组装

激活，活化的 Caspase- 1 进一步裂解 pro- IL-18、
pro-IL-1β，形成成熟的 IL-18、IL-1β，进而诱导炎

症反应[12-14]。
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P < 0.01；与丹酚酸 B（SalB）20 μmol·L-1组比较，△P < 0.05，△△P < 0.01
图 8 EX527对 H2O2诱导的 H9c2细胞中 NLRP3炎症小体及 SIRT1相关蛋白的影响（x ± s，n=3）
Figure 8 Effects of EX527 on NLRP3 inflammasome related proteins and SIRT1 related proteins in H2O2-induced H9c2 cells（x ± s，n=3）
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丹酚酸 B 是丹参中主要水溶性成分之一，能够

通过清除氧化应激过程中过度生成和积累的活性氧

（ROS），减轻心肌缺血损伤及减少心肌细胞死亡 [15]。

本研究结果发现，与正常组比较，过氧化氢（H2O2）诱

导的 H9c2 细胞活力明显降低，细胞凋亡程度以及细

胞上清液中 LDH 的释放量明显升高；而丹酚酸 B 药

物干预后，H9c2 细胞活力明显上升，细胞凋亡程度

以及 LDH 的释放量显著降低。表明丹酚酸 B 对于氧

化应激诱导的细胞损伤具有一定的保护作用。同

时，丹酚酸 B 还能减少 ROS 的产生以及抑制 H2O2诱

导的线粒体膜电位下降，表明丹酚酸 B 具有线粒体

保护作用。

大量研究[16-18]表明，钾离子外流、组织蛋白酶从

溶酶体释放和 ROS 的产生均可激活 NLRP3 炎症小

体，其中细胞内尤其是线粒体的 ROS 生成是激活

NLRP3 炎症小体的关键。同时，心肌缺血过程中氧

自由基的产生和在体内的蓄积是造成心肌缺血性损

伤的关键因素 [19]。本研究结果提示，H2O2 刺激后，

H9c2 细胞中与 NLRP3 炎症小体活化相关的 NLRP3、
ASC、Caspase-1 蛋白表达显著上调，NLRP3 炎症小

体下游的炎性细胞因子 IL-1β 的释放量明显上升，

而丹酚酸 B 能明显抑制这一变化，表明其可通过抑

制氧化应激和 NLRP3 炎症小体的激活来保护 H9c2
细胞免受 H2O2所致的细胞损伤，这一结论与本课题

组前期研究结果相符[7-9]。

沉默信息调节因子 1（SIRT1）是酵母 Sir2 同源性

最高的同源蛋白，其可通过抗氧化、抗炎、抑制凋

亡及维持能量代谢等多种方式发挥心肌保护作用，

在心肌缺血、心肌肥厚以及糖尿病心肌病等疾病发

生过程中发挥着重要作用[20]。上调 SIRT1 能够有效地

抑制 NLRP3 炎症小体的激活。Yang 等[21]证实秋水仙

碱可通过调节 AMPK/SIRT1 信号通路抑制胆固醇晶

体诱导的 NLRP3 炎症小体的激活。Wang 等[22]证实粉

防己碱可通过上调 SIRT1 抑制脑缺血再灌注引起的

NLRP3 炎症小体的激活。Sun 等[23]证实二氢杨梅素可

以通过介导 SIRT1/NLRP3 信号途径，减轻阿霉素诱

导的心脏毒性。本研究结果显示，H2O2 氧化应激后

细胞中的 SIRT1 及与其相关的 p-AMPKα/AMPKα、
PGC-1α 蛋白表达均显著下调，表明 SIRT1 下调与

NLRP3 炎症小体激活可能同时参与了氧化应激诱导

的细胞损伤。而丹酚酸 B 预处理能够明显促进

SIRT1、p-AMPKα/AMPKα 及 PGC-1α 的表达。可以

推测，丹酚酸 B 可能是通过上调 SIRT1 改善心肌缺

血期间的能量代谢紊乱，抑制心肌缺血期间 ROS 诱

导的 NLRP3 炎症小体的激活。

EX527 是一种特异性的 SIRT1 抑制剂，可以

有效抑制 SIRT1 蛋白表达。本研究结果提示，应

用 EX527 后，与 SIRT1 信号通路相关的 SIRT1、
p-AMPKα/AMPKα、PGC-1α 蛋白表达下调，同时伴

随着 NLRP3、Caspase-1 以及 ASC 蛋白表达显著上

调。进一步证明了丹酚酸 B 可能是通过激活 SIRT1
来抑制 NLRP3 炎症小体活化，从而减轻 H2O2诱导的

细胞损伤。

综上所述，丹酚酸 B 发挥抗心肌缺血作用可能

与其本身具有抗氧化活性和抑制 NLRP3 炎症小体活

化，以及上调 SIRT1 有关。但关于丹酚酸 B 如何上
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调 SIRT1 介导 NLRP3 炎症小体的激活还有待进一步

探讨。有研究[24]表明，缺血再灌注后 3，4-二羟苯基

乳酸（DLA）上的酚羟基可能与 SIRT1 蛋白结合，促进

其蛋白表达。丹酚酸 B 含有众多酚羟基，其发挥上

调 SIRT1 蛋白表达的作用是否与其化学结构中的酚

羟基相关还有待证实，本研究后期将采用分子对接

技术进一步确定丹酚酸 B 与 SIRT1 的结合靶点。
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