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激活 Notch1通过促进自噬改善高温高湿条件下心肌缺血 /再灌注损伤 *
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摘要 目的：明确 Notch1通路在高温高湿条件下小鼠心肌缺血 /再灌注(ischemia/reperfusion, I/R)损伤中的作用及其潜在机制。方

法：将成年 C57小鼠随机分为① 假手术组；② I/R组；③ 高温高湿组；④ 高温高湿 +I/R组；⑤ 高温高湿 +Jagged1(Notch1激动剂)

+I/R组；⑥ 高温高湿 +溶剂 +I/R组。采用超声心动图检测心功能，伊文氏蓝 /2,3,5-三苯基氯化四氮唑双染法检测心肌梗死面积，

Western blot检测 Notch1 细胞内段 (Notch1 intracellular domain, Notch1 ICD)、Hairy和分裂增强子 (Hairy and enhancer of split，

Hes1)、微管相关蛋白 1轻链 3(microtubule-associated protein1 light chain 3，LC3)、Beclin1和 p62的蛋白表达水平。结果：与假手术

组对比，I/R组心功能下降，心肌梗死面积增加，Notch1 ICD、Hes1、LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin1(p62相应降低)表达升高，而高温高湿组心功

能下降，心肌梗死面积增加，Notch1 ICD、Hes1、LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin1(p62相应升高)表达降低；和 I/R组或高温高湿组对比，高温高

湿 +I/R组心功能进一步下降，心肌梗死面积进一步增加，Notch1 ICD、Hes1、LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin1(p62进一步升高)表达进一步降

低；和高温高湿 +I/R组对比，加入 Notch1激动剂 Jagged1后，心功能提高，心肌梗死面积缩小，Notch1 ICD、Hes1、LC3-Ⅱ/Ⅰ、Be-

clin1(p62相应降低)表达升高。结论：激活 Notch1通路可能通过促进自噬从而缓解高温高湿所致的心肌缺血 /再灌注损伤。
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Activation of Notch1 Pathway Alleviated Myocardial Ischemia/reperfusion
Injury induced by High Temperature and Humidity through Promoting

Autophagy*

To investigate the role of Notch1 pathway and its underlying mechanisms in adult mice subjected to is-

chemia/reperfusion (I/R) injury induced by high temperature and humidity. Adult C57 mice were divided into six groups:①

Sham group; ② I/R group; ③ high temperature and humidity group; ④ high temperature and humidity +I/R group; ⑤ high temperature and

humidity+Jagged1 (an activator of Notch1)+I/R group; ⑥ high temperature and humidity+ Vehicle +I/R group. The cardiac function was

determined by echocardiography and myocardial infarct size was evaluated by Evans Blue/2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC)

staining. The expressions of Notch1 intracellular domain (Notch1 ICD), Hairy and enhancer of split (Hes1), microtubule-associated pro-

tein1 light chain 3 (LC3), Beclin1 and p62 were analyzed by Western blot. Compared with the sham group, I/R injury signifi-

cantly reduced the cardiac function, increased the myocardial infarct size, and increased the expression of Notch1 ICD, Hes1, LC3-Ⅱ/Ⅰ

and Beclin1(except p62). Although high temperature and humidity also reduced the cardiac function and increased the myocardial infarct

size, it reduced the expression of Notch1 ICD, Hes1, LC3-Ⅱ/Ⅰand Beclin1 (except p62) compared with sham group. In addition, com-

pared with I/R group or high temperature and humidity group, high temperature and humidity +I/R group further reduced the cardiac

function, increased the myocardial infarct size, and decreased the expression of Notch1 ICD, Hes1, LC3-Ⅱ/Ⅰand Beclin1 (except p62).

Moreover, compared with high temperature and humidity +I/R group, adding Jagged1 (an activator of Notch1) improved the cardiac

function, reduced the myocardial infarct size, and increased the expression of Notch1 ICD, Hes1, LC3-Ⅱ/Ⅰand Beclin1 (except p62).

Activation of Notch1 pathway might alleviate the myocardial ischemia/reperfusion injury induced by high temperature and

humidity through promoting autophagy.
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前言

海上及舰队官兵长期处于特殊的舰艇环境中，加上不合理

的饮食结构及作息规律，易患缺血性心脏病、脂肪肝、皮肤病

等。舰艇环境具有高温高湿、噪声大，常年颠簸等特点[1]。据报

道，海上工作人员心电图异常检出率较陆地工作者高将近

10％，且此种差异与环境因素明显相关，而非年龄因素[2]。而心

肌缺血 /再灌注(ischemia/reperfusion，I/R)损伤是心血管疾病患

者死亡的主要原因[3]。因此，提高官兵在舰艇环境下的抗缺血应

激能力从而保护心血管系统是提高官兵战斗力的重要因素。

自噬分为巨自噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬，是一种紧密

调节的分解代谢过程，能包裹细胞中长寿蛋白和老化受损细胞

器并转运至溶酶体中降解[4]。大量研究表明激活自噬能减轻心

肌缺血 /再灌注损伤[5,6]。然而，舰艇官兵心肌缺血易损性增加

是否与自噬相关，目前尚不明确。

Morgan在 90年前首次描述 Notch通路是动植物进化史

上保守的信号通路[7]。而且，Notch通路在心脏发育过程中起着决

定性的作用，其影响着房室管、动脉瓣、心室和流出道的形成[8]。

研究表明激活 Notch1通路能减轻由缺血 /再灌注损伤引起的

氧化 /硝化应激[9]。此外，Notch1通路具有调节自噬的作用[10,11]，

然而舰艇官兵心肌缺血易损性增加是否与 Notch1通路介导的

自噬有关目前尚不明确。我们前期流行病学调查结果显示高温

高湿是舰艇环境的核心致病因素。因此，本实验通过高温高湿

条件简单模拟舰艇环境，通过小鼠心肌 I/R损伤模型研究长期

舰艇环境对官兵心肌缺血的潜在损伤作用，并明确 Notch1通

路介导的自噬在其中的作用及潜在机制，以期为今后研究舰艇

环境下官兵心血管疾病综合防治策略提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

成年雄性、30-35 g、SPF级 C57小鼠由第四军医大学动物

中心提供，Jagged1肽 (Notch1 激动剂，购自美国 Anaspec 公

司)，BCA蛋白定量试剂盒、伊文氏蓝、2,3,5-三苯基氯化四氮

唑(2,3,5-triphenyltetrazolium chloride，TTC)(购自美国 Sigma公

司)，兔抗 Notch1 ICD抗体、兔抗 Hes1抗体、兔抗 LC3B抗体、

兔抗 Beclin1抗体(购自美国 Cell Signaling公司)，鼠抗 p62抗

体(购自英国 Abcam公司)，兔抗茁-actin抗体(购自中国博奥森

公司)，聚偏二氟乙烯(PVDF)膜(购自美国 Milipore公司)，其他

试剂均为进口或国产分析纯。M型超声心动图仪器(购自加拿

大 VisualSonics公司)，酶标仪(购自美国 Thermo公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 动物 本实验遵守国立卫生研究所制定的关于使用实

验动物的指南，并经过第四军医大学伦理委员会的同意。成年

雄性、30-35 g、SPF级 C57小鼠由第四军医大学动物中心提供。

1.2.2 实验分组 将 C57 小鼠随机分为六组：① 假手术组

(Sham组)：正常适宜环境中喂养 2个月；② 缺血 /再灌注组(I/R

组)：正常适宜环境中喂养 2个月后行缺血 30 min/再灌注 3 h

处理；③ 高温高湿组(High temperature and humidity，HTH组)：

高温高湿环境中喂养 2个月；④ 高温高湿 +缺血 /再灌注组

(HTH+ I/R组)：高温高湿环境中喂养 2个月后行缺血 30 min/

再灌注 3 h 处理；⑤ 高温高湿 +Jagged1+ 缺血 / 再灌注组

(HTH+Jagged1+I/R组)：高温高湿环境中喂养 2个月后，心肌内

注射 Jagged1，48 h后行缺血 30 min/再灌注 3 h处理；⑥ 高温

高湿 +溶剂 +缺血 /再灌注组(HTH+Vehicle+I/R组)：高温高

湿环境中喂养 2个月后，心肌内注射和 Jagged1等量的溶剂

(PBS)，48 h后行缺血 30 min/再灌注 3 h处理。

1.2.3 各组小鼠心功能检测 I/R手术 24 h后行超声心动图

检测，简略步骤如下：小鼠麻醉放在板上，把超声探头放在心脏

部位，保存图像，然后在电脑中用软件测出左心室舒张末期直

径、左心室收缩末期直径、左心室舒张末期容积和左心室收缩

末期容积，并根据公式计算左心室射血分数(left ventricular e-

jection fraction，LVEF) 和左心室缩短分数 (left ventricular frac-

tional shortening, LVFS)等。

1.2.4 各组小鼠心梗面积测定 简略步骤如下：I/R手术 24 h

后，麻醉小鼠，重新打开胸腔结扎冠状动脉，从主动脉中注入大

约 1 mL的 2 %的伊文氏蓝染液，剪下心脏立即放入干冰中，再

放入 -80℃冰箱中。隔天取出心脏，每个心脏切成 5片，每片大

约 2 mm厚，放入配好的 1 %的 TTC染液中，37℃反应 10 min

后，迅速取出拍照分析。蓝色表示正常部分，红色表示濒临梗死

区，白色表示梗死区，用软件计算梗死面积(infarct size，IS)、危

险区面积(areas at risk，AAR)占左室(left ventricular，LV)面积的

百分比，表示为 IS/LV和 AAR/LV。

1.2.5 Notch1 通路和自噬相关蛋白的 Western blot检测 剪

取左心室称重，加入细胞裂解液提取蛋白，BCA法测定蛋白浓

度，根据蛋白定量结果调整上样体积，每孔上样 30 滋g，进行
SDS-PAGE分离蛋白并转膜至 PVDF膜上。滴加 50 g/L脱脂奶

粉封闭孵育 1 h，TBST液洗 3次，滴加兔抗 Notch1 ICD抗体

(Cell Signaling，1:1 000稀释)、兔抗 Hes1抗体(Cell Signaling，1:

1 000稀释)、兔抗 LC3B 抗体(Cell Signaling，1:1 000稀释)、兔

抗 Beclin1抗体 (Cell Signaling，1:1 000稀释)、鼠抗 p62抗体

(Abcam，1:1000稀释)、兔抗茁-actin抗体(博奥森，1:1000稀释)，

4℃摇床孵育过夜，TBST液洗 3次，滴加 HRP山羊抗兔或抗鼠

IgG抗体(中杉金桥，1:5 000稀释)孵育 1 h，TBST液洗 3次。用

化学发光法检测目的条带，并用 Bio-image(Bio-Rad)系统记录，

以茁-actin为内参标化各蛋白表达的水平。
1.3 统计学处理

采用 SPSS18.0统计软件进行统计学分析，计量资料数据

用 x± s表示。用 GraphPad Prism 5.0进行统计分析和绘图，多

组之间的比较采用 One-way ANOVA 分析，两两比较采用

Bonferroni检验，以 P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组心脏超声结果比较

与 Sham组对比，I/R组和 HTH组 EF值均显著下降 (P＜

0.05)；与 I/R组对比，HTH+I/R组中 EF值下降 (P＜0.05)；与

HTH组对比，HTH+I/R组中 EF值下降(P＜0.05)；与 HTH+I/R

组对比，加入 Notch1 激动剂 Jagged1后 EF值升高(P＜0.05)。

另外，LVFS、+LVdp/dt max和 -LVdp/dt max的趋势与 LVEF相

同，见图 1。
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2.2 各组心肌心梗面积结果比较

TTC结果显示：与 Sham组对比，I/R组和 HTH组中心梗

面积均明显增加(P＜0.05)；与 I/R组对比，HTH+I/R组心梗面

积增加(P＜0.05)；与 HTH组对比，HTH+ I/R组心梗面积增加

(P＜0.05)；与 HTH+ I/R组对比，加入 Notch1激动剂 Jagged1

后，心梗面积减小(P＜0.05)。此外，AAR/LV在各组之间无明显

统计学差异(P>0.05)，见图 2。

图 1 各组心脏超声结果比较

Fig. 1 Comparison of the cardiac echocardiography results between different groups

Note: *P＜0.05 I/R group or HTH group compared with sham group; &P＜0.05 HTH+I/R group compared with I/R group; $P＜0.05 HTH+I/R group

compared with HTH group; #P＜0.05 HTH+Jagged1+I/R group compared with HTH+I/R group.

图 2各组心肌心梗面积结果比较

Fig. 2 Comparison of the myocardial infarct size between different groups

Note: *P＜0.05 I/R group or HTH group compared with sham group; &P＜0.05 HTH+I/R group compared with I/R group; $P＜0.05 HTH+I/R group

compared with HTH group; #P＜0.05 HTH+Jagged1+I/R group compared with HTH+I/R group.

2.3 Notch1通路和自噬相关分子的表达水平比较

与 Sham组对比，I/R组 Notch1 ICD、Hes1、Beclin1和 LC3-

Ⅱ/Ⅰ均明显升高(P＜0.05)，p62明显降低(P＜0.05)，而 HTH组

Notch1 ICD、Hes1、Beclin1和 LC3-Ⅱ/Ⅰ均明显降低(P＜0.05)，

p62明显升高(P＜0.05)；与 I/R组或 HTH组对比，HTH+I/R组

中 Notch1 ICD、Hes1、Beclin1 和 LC3-Ⅱ /Ⅰ进一步降低 (P＜

0.05)，p62进一步升高 (P＜0.05)；与 HTH+I/R组对比，加入

Notch1 激动剂 Jagged1 后，Notch1 ICD、Hes1、Beclin1 和 LC3-

Ⅱ/Ⅰ升高(P＜0.05)，p62降低(P＜0.05)，见图 3。
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3 讨论

在舰艇长期航行期间，舰艇上的各种舱室环境因素(如温

度、湿度、照明、风速及空气的气体成份、噪声和震动，电磁波和

电离辐射等)的综合或累积作用下，舰艇官兵机体可产生明显

的功能变化，更易引起心肌缺血性损伤[12]。此外，研究表明在高

温高湿环境下，机体会丧失大量的微量元素，如钠、钾、钙、镁

等，而钾是维持内环境稳定、电生理活动、心脏有规律跳动的基

础，而且高温高湿环境会使细胞内酶活性降低从而导致线粒体

氧化磷酸化水平降低，再加上此时心肌耗能增多，最终导致心

肌供能不足，缺血易损性增加[13]。心肌缺血性损伤是一个复杂

的过程，涉及炎症反应、活性氧、钙超载、线粒体膜通透性增加

等[14]，能引起蛋白质、DNA、线粒体等的损伤，最终导致细胞死

亡和心输出量的减少[15]。因此，提高舰艇官兵的抗心肌缺血能

力从而提高作战力具有重要意义。我们前期的流行病学调查结

果显示舰艇环境中高温高湿是导致舰艇官兵心肌缺血易损性

增加的核心因素。

自噬在生理和病理状态下都起着十分重要的作用[16]。研究

表明在低氧、饥饿等应激状态下，心肌自噬可以被激活[17]，而在

糖尿病[18]、衰老[19]等慢性状态下，心肌自噬水平反而降低。我们

的实验结果也表明与 I/R 条件下，自噬相关蛋白 Beclin1 和

LC3-Ⅱ/Ⅰ比值升高，p62表达降低，然而高温高湿条件下 Be-

clin1和 LC3-Ⅱ/Ⅰ比值降低，p62表达升高。和 I/R组或高温高

湿组对比，在高温高湿基础上进行 I/R后，自噬水平进一步下

降表现为 Beclin1和 LC3-Ⅱ/Ⅰ比值进一步降低，p62水平进一

步升高，这可能是因为在慢性损伤高温高湿时，自噬储备已经

耗竭，进行 I/R后自噬表现为进一步降低。而和高温高湿 +I/R

组对比，加入 Notch1激动剂 Jagged1后，我们惊喜地发现自噬

水平升高，表现为 Beclin1和 LC3-Ⅱ/Ⅰ比值升高，p62降低，表

明激活 Notch1 通路能够促进自噬。有趣的是，我们发现

Notch1ICD和 Hes1表达水平的变化同 Beclin1和 LC3-Ⅱ/Ⅰ比

值一样，表现为和 Sham组对比，I/R后 Notch1ICD和 Hes1表

达增高，而高温高湿后 Notch1ICD和 Hes1表达降低，而和 I/R

组或高温高湿组对比，高温高湿 +I/R组中 Notch1ICD和 Hes1

表达水平进一步降低，而在此基础上加入 Notch1 激动剂

Jagged1后，Notch1ICD和 Hes1表达升高，进一步验证在高温

高湿条件下激活 Notch1通路确实能促进自噬水平。

此外，本研究结果显示：和 Sham组对比，I/R和高温高湿

均使小鼠心功能降低，梗死面积增加。和 I/R组或高温高湿组

对比，高温高湿 +I/R组中心功能进一步降低，梗死面积进一步

增加，表明心肌损伤加重，而在此基础上加入 Notch1激动剂

Jagged1后，我们惊喜的发现小鼠心功能改善，梗死面积减小，

表明心肌损伤得到缓解。因此，我们认为激活 Notch1通路可能

通过促进自噬从而缓解高温高湿条件下小鼠心肌缺血 /再灌

注损伤，这为制定舰艇环境下官兵抗心肌缺血损伤的综合防护

治疗策略提供了一定的理论依据。
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