
·论  著·

Wnt/β-catenin信号通路在TNF-α诱导的心肌细胞损伤和
凋亡中的作用研究*

刘 熔,崔彦杰,宋金萍△

新疆维吾尔自治区人民医院临床检验中心,新疆乌鲁木齐
 

830001

  摘 要:目的 建立心肌细胞炎症损伤模型,探讨 Wnt/β-catenin信号通路在心肌细胞损伤和凋亡中的作

用。方法 体外培养大鼠心肌细胞H9c2,用含肿瘤坏死因子-α(TNF-α)的细胞培养基诱导心肌细胞,建立炎症

心肌细胞损伤模型。实验包括对照组、炎症组、DDK1不同浓度阻断组共5组。各组检测细胞活力和凋亡率,检
测相关基因和蛋白表达;检测细胞培养液中LDH和AST及细胞中SOD浓度。结果 TNF-α诱导 H9c2心肌

细胞β-catenin、TCF7L2和CyclinD1基因和蛋白表达显著上调,细胞增殖受到抑制、细胞损伤和凋亡增加(P<
0.05)。而在DDK1阻断 Wnt通路后,相对于炎症组,β-catenin、TCF7L2和CyclinD1基因和蛋白表达显著下

调,细胞活力上升、细胞损伤减轻、凋亡率降低(P<0.05)。相关性分析显示,β-catenin基因表达与细胞活力呈

负相关,与LDH、AST活性呈正相关(P<0.05)。结论 在TNF-α刺激下,心肌细胞 Wnt通路被显著激活,抑

制 Wnt通路基因表达可减轻细胞损伤和凋亡。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway
 

in
 

inflammation-induced
 

myocardial
 

cell
 

injury
 

and
 

apoptosis.Methods The
 

rat
 

cardiomyocytes
 

H9c2were
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

the
 

cardiomyocytes
 

were
 

induced
 

with
 

the
 

cell
 

culture
 

medium
 

containing
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF-α)
 

to
 

estab-
lish

 

inflammatory
 

model.The
 

experiment
 

included
 

5
 

groups:control
 

group,inflammation
 

group,and
 

DDK1
 

blockade
 

group
 

with
 

different
 

concentrations.Cell
 

viability
 

and
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

determined
 

by
 

CCK8
 

assay
 

and
 

flow
 

cytometry,the
 

expressions
 

of
 

β-catenin,TCF7L2,c-Myc
 

and
 

Cyclind1
 

were
 

detected
 

by
 

RT-PCR,and
 

the
 

expressions
 

of
 

β-catenin,TCF7L2
 

and
 

Cyclind1
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.The
 

activities
 

of
 

LDH
 

and
 

AST
 

in
 

the
 

cell
 

culture
 

medium
 

and
 

the
 

concentration
 

of
 

SOD
 

in
 

the
 

cell
 

were
 

detected
 

with
 

kits.Results 
The

 

gene
 

and
 

protein
 

expressions
 

of
 

β-catenin,TCF7L2
 

and
 

Cyclind1
 

were
 

significantly
 

up-regulated,cell
 

pro-
liferation

 

was
 

inhibited,cell
 

injury
 

and
 

apoptosis
 

increasedin
 

H9C2
 

cardiomyocytes
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

(P<
0.05).After

 

DDK1
 

blocked
 

the
 

Wnt
 

pathway,compared
 

with
 

the
 

inflammatory
 

group,the
 

expression
 

of
 

Wnt
 

pathway-related
 

genes
 

and
 

proteins
 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

and
 

cell
 

viability
 

increased,cell
 

injury
 

al-
leviated

 

and
 

apoptosis
 

rate
 

decreased
 

(P<0.05)
 

.Correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

β-catenin
 

gene
 

expression
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

cell
 

viability
 

and
 

positively
 

correlated
 

with
 

LDH
 

and
 

AST
 

activities(P<0.05).
Conclusion The

 

Wnt
 

pathway
 

in
 

cardiomyocytes
 

is
 

significantly
 

activated
 

by
 

TNF-α,inhibition
 

of
 

gene
 

ex-
pression

 

of
 

Wnt
 

pathway
 

could
 

alleviate
 

cell
 

injury
 

and
 

apoptosis.
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  糖尿病心肌病(DCM)定义为在没有其他心血管

因素的情况下,如冠状动脉疾病、高血压、先天性和瓣

膜性心脏病发生的心肌结构和功能异常,是糖尿病的

主要并发症之一[1]。糖尿病是一种低度炎症性疾病,
患者普遍存在微炎症状态[2]。胰岛素抵抗、能量代谢

异常、微血管病变、细胞凋亡等均与慢性炎症的发生

关系密切[3]。基础和临床试验则证实,糖尿病心肌组

织和血清中炎症因子[白细胞介素(IL)-1β、IL-6、肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)]异常高表达[4-5],并导致心肌细

胞损伤和凋亡[6-7]。近年的研究也认为,DCM 主要是

由多种炎症因子参与引起的心脏慢性损伤性疾病,炎
症是DCM发生发展中的一个关键环节[8]。

已有研究证实,糖尿病大鼠心肌 Wnt/β-catenin/

TCF7L2被过度激活,可促进心肌损伤和凋亡[9]。但

是炎症因子诱导的心肌细胞损伤中 Wnt/β-catenin信

号通路的激活机制及其对心肌细胞损伤和凋亡的影

响却鲜见报道。本课题建立心肌细胞炎症损伤模型,
探讨炎症对 Wnt/β-catenin信号通路的激活机制,探
索心肌细胞凋亡和功能异常的病理机制,为筛选

DCM的治疗靶点提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料来源及分组 H9c2大鼠心肌细胞来源于

雅吉生物公司,细胞培养条件为DMEM(高糖)培养

基+10%FBS+1%PS,37
 

℃,5%
 

CO2,饱和湿度,生
长至对数期用于实验。取生长状态良好汇合率达

90%的细胞消化传代。
实验分为5组,(1)对照组:H9c2细胞培养基葡

萄糖浓度为5.5
 

mmol/L常规培养24
 

h;(2)TNF-α
组:H9c2细胞使用20

 

ng/mL
 

TNF-α干预24
 

h;(3)
 

TNF-α+DKK1
 

A组:H9c2细胞给予20
 

g/L
 

TNF-α
处理,同 时 添 加

 

10
 

ng/mL
 

DKK-1;(4)
 

TNF-α+
DKK1

 

B组:H9c2细胞给予20
 

g/L
 

TNF-α处理,同
时添加

 

50
 

ng/mL
 

DKK-1;(5)TNF-α+DKK1
 

C组:

H9c2细胞给予20
 

g/L
 

TNF-α处理,同时添加
 

100
 

ng/mL
 

DKK-1,共同干预24
 

h。

1.2 仪器与试剂 DMEM(高糖,货号:11965092)培
养基购自美国 GIBCO 公司,胎牛血清(FBS,货号:

FND500)购自上海吉泰依科赛生物科技有限公司,青
霉素-链霉素双抗(10

 

000
 

U,货号:15070-063)和胰酶

(0.25%
 

Trypsin-EDTA,货号:25200-056)购自美国

GIBCO公司;CCK-8细胞增殖/毒性检测试剂盒(货
号:FC101-03)购自北京全式金生物公司;TRIzolTM

  

Reagent(货号:15596026)购自美国 Ambion公司;反
转录试剂盒5×All-In-One

 

RT
 

MasterMix
 

(with
 

Ac-
cuRT

 

Genomic
 

DNA
 

Removal
 

Kit,货号:G492)和基

因扩增试剂盒EvaGreen
 

Express
 

2×qPCR
 

Master-
Mix-Low

 

Rox(货号
 

:MasterMix-LR)购自美国 Ab-
cam公司;Annexin

 

V
 

PE/7AAD
 

Kit(货号:559763)
购自美国BD公司;重组 Anti-beta

 

Catenin抗体(货
号:8480S)、AntiHistone

 

H3
 

(D1H2)抗 体(货 号:

4499S)、
 

重组Anti-Cyclin
 

D1抗体(货号:2978s)购自

美国 CST 公司;Anti-TCF-4/TCF7L2抗体(货 号:

MA5-32240)购自美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公

司;二 抗 山 羊 抗 兔 IgG
 

H&L
 

(HRP,货 号:

ab205718)、山 羊 抗 小 鼠IgG
 

H&L
 

(HRP,货 号:

ab205719)、重组大鼠 TNF-α蛋白(货号:ab229366)
购自美国Abcam公司;核和胞浆蛋白提取试剂盒(货
号:20929)购自北京全式金生物公司;重组大鼠

 

Dkk-
1

 

蛋白(货号:4010-DK-010)购自美国R&D公司;乳
酸脱氢酶(LDH,货号:C010-2-1)、超氧化物歧化酶

(SOD,货号:A001-3)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST,
货号:A020-2-1)购 自 南 京 建 成;Easy

 

Ⅱ
 

Protein
 

Quantitative
 

Kit
 

(BCA,货号:DQ111-01)购自北京全

式金生物公司。Real-Time
 

PCR仪(型号:ABI
 

7500
 

Fast)购自美国 ABI公司;酶标仪(型号:xMarkTM)
购自美国Bio-Rad公司;流式细胞仪(型号:LSRFort-
essa)购自美国BD公司;凝胶成像系统(型号:2500)购
自上海天能公司;化学发光成像仪系统(型号:Chemis-
cope

 

3000)购自上海勤翔科学仪器有限公司。

1.3 CCK-8检测细胞增殖 取生长状态良好汇合率

达90
 

%的H9c2细胞,胰酶消化细胞后,用完全培养

基制备成5×104 个/毫升单细胞悬液,接种至96孔板

中(100微升/孔,即5×103 个/孔),37
 

℃、5%
 

CO2 培

养24
 

h贴壁后,弃去培养基,按照实验分组进行干预。
干预完成后,弃去培养基,每孔加入100

 

μL配置好的

10
 

%
 

CCK-8溶液,继续在培养箱中孵育,1
 

h后用酶标

仪测定450
 

nm处的吸光度,实验重复5次。

1.4 细胞凋亡检测 将每组细胞瓶内的培养液吸出

至离心管内(内含已经悬浮的发生凋亡或坏死的细

胞);PBS洗涤贴壁细胞两次,将PBS液一并收集至离

心管内;胰酶消化细胞,将细胞转移到离心管内,1
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清。用预冷的PBS洗涤2遍,
弃干净上清。加入500

 

μL
 

1×Binding
 

Buffer重悬细

胞,过200目筛网,制成单细胞悬液。每管加入5
 

μL
 

Annexin
 

V-PE和10
 

μL
 

7-AAD,轻轻混匀,4
 

℃避光

放置10
 

min。在30
 

min内用流式细胞仪检测。

1.5 细胞损伤指标检测 各组干预实验完成后,收
集细胞培养液,用试剂盒测定LDH和AST活性。同

时收集细胞,行SOD测定。

1.6 实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测
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Wnt/β-catenin信号通路基因表达水平 弃去每组细

胞瓶中的培养基,按Trizol试剂盒提取程序提取细胞
 

RNA。核酸蛋白定量仪检测RNA浓度,琼脂糖电泳

检测RNA完整性。采用反转录试剂盒进行cDNA合

成,25
 

℃反应10
 

min,85
 

℃反应5
 

s,合成的cDNA用

于后续实验。以cDNA为模板,使用扩增试剂,采用

20
 

μL的反应体系,使用ABI
 

7500
 

基因扩增仪,进行

qRT-PCR,每孔设置3个复孔。反应条件:预变性

95
 

℃,10min,变性95
 

℃
 

5
 

s,退火和延伸60
 

℃
 

30
 

s,
循环40次。采用2-ΔΔCt 法计算β-catenin、TCF7L2、

Caspase-3、c-Myc、CyclinD1的相对表达量,引物序列

见表1。
表1  引物序列

引物 序列(5'-3')

hsa
 

GAPDH_F TGTTGCCATCAATGACCCCTT

hsa
 

GAPDH_R CTCCACGACGTACTCAGCG

CTNNB1_F CATCTACACAGTTTGATGCTGCT

CTNNB1_R GCAGTTTTGTCAGTTCAGGGA

TCF7L2_F GAAGGAGCGACAGCTTCATA

TCF7L2_R GGGGGAGGCGAATCTAGTAA

Caspase-3_F GAAATTGTGGAATTGATGCGTGA

Caspase-3_R CTACAACGATCCCCTCTGAAAAA

c-Myc_F GTCAAGAGGCGAACACACAAC

c-Myc_R TTGGACGGACAGGATGTATGC

CCND1_F GGAGGAGGGTTGTGCTACAG

CCND1_R GCCTAGAACCCCACTACAGC

1.7 Western
 

blot检测 Wnt/β-catenin信号通路相

关蛋白表达水平 干预细胞后,使用全式金核和胞浆

蛋白提取试剂盒,分别提取得到胞浆蛋白和核蛋白。
使用全式金蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。25

 

μg蛋白样品用10%
 

SDS-聚丙烯酰胺凝胶进行电泳

分离后转移到PVDF膜上,5%脱脂牛奶室温封闭1
 

h。PBS 缓 冲 液 清 洗 膜 3 次,将 膜 与 β-catenin、

TCF7L2、CyclinD1抗体孵育过夜。室温下与二抗孵

育2
 

h,加入显色液,进行检测。

1.8 统计学处理 实验数据采用SPSS19.0进行数

据处理及统计分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析;Pearson
相关性分析基因相对表达量与细胞活力、凋亡率、细
胞损伤指标的相关性。P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 TNF-α和DDK1体外干预对心肌细胞活力的影

响 CCK-8检测结果显示,与对照组相比,TNF-α组

细胞增殖受到明显抑制,细胞活力降低(P<0.05)。
结果发现,添加DDK1后,细胞增殖抑制缓解,且随

DDK1水平的增加,细胞活力上升。TNF-α组相比,

DDK1水平为10
 

ng/mL时,细胞活力差异无统计学

意义(P>0.05);DDK1水平为50
 

ng/mL 和100
 

ng/mL时,细胞活力显著升高(P<0.05)。但与对照

组相比,添加DDK1后细胞增殖抑制无法完全缓解

(P<0.05),结果见图1。

  注:A为细胞增殖图(100×);B为CCK-8检测细胞活力;与对照组比较,aP<0.05;与TNF-α组比较,bP<0.05;与TNF-α+DKK1
 

A组比

较,cP<0.05。

图1  TNF-α和DKK1体外干预对心肌细胞活力的影响
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2.2 TNF-α和DDK1体外干预对心肌细胞损伤的影

响 结果显示,抑制 Wnt/β-catenin信号通路可减轻

心肌细胞的损伤程度,且呈DDK1水平依赖性,结果

见表2。
 

2.3 TNF-α和DDK1体外干预对心肌细胞凋亡的影

响 为了探讨 Wnt/β-catenin在炎症环境下对 H9c2
细胞的凋亡的影响,用流式细胞仪检测各组细胞凋亡

情况。结果显示,Wnt/β-catenin信号抑制剂 DKK1
可降低炎症诱导的心肌细胞的凋亡,且随DDK1水平

的增加,凋亡率下降(P<0.05),结果见图2。
 

2.4 TNF-α和DDK1体外干预对心肌细胞 Wnt/β-
catenin信号通路的基因表达的影响 结果显示,

TNF-α诱导后,心肌细胞 Wnt/β-catenin信号通路相

关 基 因 (β-catenin、TCF7L2、c-Myc、CyclinD1、

Caspase-3)显著激活,表达上调(P<0.05)。Wnt通

路抑制剂和TNF-α共同干预后,Wnt/β-catenin信号

通路受到显著抑制,且随着抑制剂 DKK1水平的增

加,信号通路相关基因的下调更加显著。结果见图3。

表2  炎症条件下抑制 Wnt/β-catenin信号通路对细胞损伤的影响(x±s)

组别 n LDH(U/L) AST(U/L) SOD(U/mgprot)

对照组 3 155.734±24.557 17.014±2.978 19.742±2.848

TNF-α组 3 374.400±48.096a 50.153±7.170a 9.381±1.402a

TNF-α+DKK1
 

A组 3 357.445±30.198ab 46.601±7.159ab 9.671±1.882a

TNF-α+DKK1
 

B组 3 341.225±27.872abc 41.209±4.545abc 10.237±2.076ab

TNF-α+DKK1
 

C组 3 322.133±31.121abc 34.804±8.392abc 11.710±1.394abc

F 50.348 31.568 36.877

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与TNF-α比较,bP<0.05;与TNF-α+DKK1
 

A组比较,cP<0.05。

  注:A为流式细胞仪检测细胞凋亡;B为细胞凋亡图;与对照组比较,aP<0.05;与TNF-α比较,bP<0.05;与TNF-α+DKK1
 

A组比较,cP<

0.05。

图2  炎症条件下抑制 Wnt/β-catenin信号通路对心肌细胞凋亡的影响

2.5 TNF-α和DDK1体外干预对心肌细胞 Wnt/β-
catenin信号通路关键基因蛋白表达的影响 结果显

示,Wnt通路在炎症刺激下被激活,相较于对照组,β-
catenin、TCF7L2、CyclinD1的蛋白表达量显著上调

(P<0.05)。而被 Wnt通路抑制剂DKK1干预后,β-
catenin、TCF7L2、CyclinD1的表达被抑制,相比于炎

症组,其蛋白表达量显著下调(P<0.05)。见图4。

2.6 心肌细胞 Wnt/β-catenin信号通路基因表达与

细胞损伤和凋亡的相关性分析 实验结果表明,在
TNF-α刺激后,心肌细胞 Wnt/β-catenin信号通路相

关 基 因 TCF7L2、β-catenin、c-Myc、CyclinD1、

Caspase-3
 

mRNA表达显著上调(P<0.05),细胞活

力显著下降,细胞损伤和凋亡率显著上升(P<0.05)。
结果显示,Wnt通路与细胞活力及LDH、AST密切相
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关。其中,有3个基因 TCF7L2、β-catenin、CyclinD1
的表达与心肌细胞活力呈负相关(P<0.05)。β-cate-
nin、CyclinD1的基因表达与 AST 呈正相 关(P<

0.05)。除了TCF7L2,其余相关基因均与LDH呈正

相关(P<0.05)。见表3。

  注:A~E为各组β-catenin、TCF7L2、c-Myc、CyclinD1、Caspase-3基因的 mRNA相对表达量;F为各组β-catenin、TCF7L2、c-Myc、CyclinD1、

Caspase-3
 

mRNA表达的曲线图;与对照组比较,aP<0.05;与TNF-α组比较,bP<0.05;与TNF-α+DKK1
 

A组比较,cP<0.05。

图3  炎症条件下心肌细胞 Wnt/β-catenin信号通路基因表达的改变

  注:A~B为β-catenin蛋白相对表达量;C~E为TCF7L2、CyclinD1蛋白相对表达量;与对照组比较,aP<0.05;与TNF-α组比较,bP<0.05。

图4  炎症条件下心肌细胞 Wnt/β-catenin信号通路蛋白表达的改变

表3  Wnt/β-catenin信号通路基因 mRNA相对表达量与心肌细胞损伤和凋亡的相关性分析
 

基因
凋亡率(%)

r P

细胞活力(吸光度)

r P
 

LDH(U/L)

r P
 

AST(U/L)

r P

SOD(U/mgprot)

r P

β-catenin -0.922 0.078 -0.952 0.048 0.959 0.041 0.958 0.042 -0.753 0.247

TCF7L2 -0.906 0.094 -0.951 0.049 0.948 0.104 0.944 0.154 -0.725 0.275
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续表3  Wnt/β-catenin信号通路基因 mRNA相对表达量与心肌细胞损伤和凋亡的相关性分析
 

基因
凋亡率(%)

r P

细胞活力(吸光度)

r P
 

LDH(U/L)

r P
 

AST(U/L)

r P

SOD(U/mgprot)

r P

c-Myc -0.855 0.145 -0.906 0.094 0.943 0.050
 

0.921 0.079 -0.702 0.298

CyclinD1 -0.922 0.078 -0.960
 

0.040
 

0.973 0.032 0.968 0.032 -0.785 0.215

Caspase3 -0.875 0.125 -0.924 0.076 0.954 0.046 0.938 0.062 -0.733 0.267

3 讨  论

糖尿病患者体内促炎因子被激活,导致了全身慢

性、低度炎症的发生[10]。循环中炎症因子 TNF、IL-
6、IL-1β等进一步增加糖尿病患者的胰岛素抵抗,并
促进巨噬细胞和淋巴细胞在心脏的积累和浸润,直接

导致了糖尿病患者心肌组织中炎症的发生,进而加剧

心脏损伤[11]。

TNF-α以受体介导的方式驱动炎症,是心血管疾

病引起心肌损伤的关键炎症因子。张朝华等[12]的研

究证实,抑制NF-κB通路激活可以减轻TNF-α诱导

的心肌细胞损伤。ASHMEETHA等[13]的研究发现,
在全身炎症模型中TNF-α可诱导心肌纤维化和心室

细胞外基质重塑。本研究也通过体外心肌细胞炎症

模型证实,TNF-α处理可导致心肌细胞增殖抑制,细
胞活力显著降低,细胞凋亡率显著升高。心肌细胞损

伤标志物LDH、AST水平升高,SOD水平降低。这

说明TNF-α可诱导H9c2心肌细胞损伤和凋亡。
    

Wnt/β-catenin信号通路参与许多生理病理过

程,如胚胎发生、细胞增殖、迁移和极性、细胞凋亡和

器官发生等[14]。有研究证实,Wnt/β-catenin信号通

路在炎症的发生、发展中也发挥重要作用。有研究表

明,抑制 Wnt/β-catenin信号通路可以阻断
 

TNF-α
 

诱

导的大鼠关节炎模型中软骨降解[15]。有研究还证实,

Wnt/β-catenin信号通路可以靶向修复由神经炎症引

起的脑损伤[16]。同时有研究证实,糖尿病大鼠心肌中

Wnt/β-catenin信号通路被激活,且与心肌损伤密切

相关[9,17]。然而 Wnt/β-catenin信号通路在不同的细

胞和疾病中的调控功能具有很大的变异性。Wnt/β-
catenin信号通路在TNF-α

 

诱导心肌细胞损伤中的作

用鲜见报道。本研究发现,H9c2心肌细胞在TNF-α
刺激后,Wnt通路激活因子β-catenin及其转录因子

TCF7L2显著上调及通路下游基因Cyclin
 

D1基因和

蛋白均显著上调。这证明 Wnt/β-catenin信号通路在

H9c2心肌细胞中被TNF-α显著激活。
而 Wnt通路抑制剂DKK1与TNF-α

 

同时干预

心肌细胞时,该通路相关基因β-catenin、TCF7L2及

CyclinD1则被显著抑制,且基因表达下调呈DKK1水

平依赖性。同时,与 TNF-α组相比,用 DKK1干预

后,心肌细胞活力显著增加,而凋亡率显著下降,且细

胞活力和凋亡率随DKK1水平的增加而增加。这一

结果提示,抑制 Wnt/β-catenin信号通路可减轻TNF-
α诱导的心肌细胞损伤。

以上研究结果提示,Wnt/β-catenin信号通路与

TNF-α诱导的心肌细胞损伤和凋亡有关。相关性分

析进一步提示,β-catenin、CyclinD1基因 mRNA相对

表达量与心肌细胞活力呈负相关,与LDH、AST水平

呈正相关。
综上所述,炎症反应是心肌病发生、发展过程中

的关键因素,淋巴细胞、炎症因子和炎症相关的信号

通路都参与其中。因此,调控相关的炎症通路可能预

防或者改善糖尿病心肌病的进程和病理过程。本研

究揭示了TNF-α诱导的心肌细胞炎症损伤模型中,

Wnt/β-catenin信号通路的表达变化,以及其对心肌

细胞损伤和凋亡的影响,为心肌细胞炎症损伤机制提

供了一定的理论依据。然而,本研究存在不足之处,
虽然抑制剂设立了水平梯度,但没有评估DKK1本身

的心肌细胞毒性,无法完全排除DKK1对心肌细胞可

能造成的损伤。其次,TNF-α水平没有设置梯度,无
法观察到不同水平 TNF-α诱导心肌细胞损伤的情

况。另外,还需要进一步研究 Wnt/β-catenin信号通

路在激活剂的作用下,对TNF-α诱导心肌细胞的影

响,这更有助于探讨 Wnt/β-catenin信号通路在心肌

细胞炎症模型中的作用机制。
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