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USP22/KDM3A 通路对七氟烷后处理缺血缺氧心肌细胞模型
再灌注损伤保护机制的实验研究

雷 汝，曹 勇，朱 明（眉山心脑血管病医院麻醉科，四川眉山 620010）

摘  要：目的 探讨泛素特异性蛋白酶 22（USP22）/ 赖氨酸特异性去甲基化酶 3A（KDM3A）通路在七氟烷后处理

（SPC）改善缺血缺氧心肌细胞再灌注损伤中的作用。方法 将 H9c2 大鼠心肌细胞分为对照组、缺氧 / 复氧（H/R）

组、H/R+ 七 氟 烷（Sevo） 组、H/R+Sevo+si-NC 组、H/R+Sevo+si-USP22 组 和 H/R+Sevo+si-KDM3A 组。 采 用 qRT-
PCR 和 Western blot 检测 USP22 和 KDM3A 的 mRNA 和蛋白表达；细胞计数试剂盒检测细胞活性；流式细胞术检测

细胞凋亡率；ELISA 检测肌酸激酶同工酶（CK-MB）、心肌肌钙蛋白 I（cTn I）含量和乳酸脱氢酶（LDH）水平；免

疫共沉淀实验检测 USP22 和 KDM3A 蛋白互作以及 KDM3A 泛素化。结果 与对照组相比，H/R 组细胞 USP22 mRNA
和蛋白表达降低（t=49.574，14.852），细胞活性降低（t=46.597），细胞凋亡率，CK-MB，cTn I 和 LDH 水平升高

（t=17.722，21.346，22.863，9.722），KDM3A 蛋白表达降低（t=15.879），泛素化水平升高，差异具有统计学意义

（均 P<0.01）；与 H/R 组比较，H/R+Sevo 组 H9c2 细胞 USP22 的 mRNA 和蛋白表达升高（t=24.648，17.644），细

胞活性升高（t=44.703），凋亡率，CK-MB，cTn I 和 LDH 水平降低（t=13.736，18.018，17.012，13.856），KDM3A
蛋白表达升高（t=12.970），泛素化水平降低，差异具有统计学意义（均 P<0.01）。与 H/R+Sevo+si-NC 组相比，H/
R+Sevo+si-USP22 组细胞活力降低（t=20.785），凋亡率、CK-MB，cTn I 和 LDH 水平升高（t=6.821，6.862，6.442，3.781），

KDM3A 蛋白表达降低（t=4.648），泛素化水平升高，差异具有统计学意义（均 P<0.05）；USP22 在 KDM3A 的启动

子中富集，二者之间存在直接调控关系。与 H/R+Sevo+si-NC 组相比，H/R+Sevo+si-KDM3A 组细胞活性降低（t=16.501），

细胞凋亡率以及 CK-MB，cTn I 和 LDH 水平升高（t=8.954，10.533，6.801，8.004），差异具有统计学意义（均

P<0.01）。结论  SPC 可减轻 H/R 诱导的 H9c2 心肌细胞损伤，其机制可能与上调 USP22 稳定 KDM3A 蛋白水平有关。
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Experimental Study on the Protective Mechanism of USP22/KDM3A Pathway 
Against Ischemia-reperfusion Injury in Sevoflurane Postconditioning Ischemic 

Hypoxic Cardiomyocyte Model
LEI Ru, CAO Yong, ZHU Ming (Department of Anesthesiology, Meishan Cardiovascular and Cerebrovascular Disease 

Hospital, Sichuan Meishan 620010，China)

Abstract：Objective  To investigate the role of the ubiquitin specific protease 22 (USP22)/lysine specific demethylase 3A 
(KDM3A) pathway in improving ischemia-reperfusion injury of hypoxic cardiomyocytes in sevoflurane postconditioning (SPC). 
Methods  H9c2 rat cardiomyocytes were divided into control group, hypoxia/reoxygenation (H/R) group, H/R+sevoflurane 
(Sevo) group, H/R+Sevo+si-NC group, H/R+Sevo+si-USP22 group and H/R+Sevo+si-KDM3A group. Real time fluorescence 
quantitative PCR（qRT-PCR）and Western blotting were used to detect the mRNA and protein expression of USP22 and 
KDM3A，cell activity was detected by cell counting kit-8，apoptosis rate was detected by flow cytometry，and ELISA was 
used to detect the levels of creatine kinase MB (CK-MB) and cardiac troponin I (cTn I), while the assay kit was used to detect the 
levels of lactate dehydrogenase (LDH). Immunoprecipitation assay was used to detect the interaction between USP22 and 
KDM3A proteins, as well as KDM3A ubiquitination. Results Compared with the control group, the mRNA and protein 
expression of USP22 in H/R group cells decreased (t=49.574, 14.852), cell activity decreased (t=46.597), cell apoptosis rate, CK-
MB, cTn I and LDH levels increased (t=17.722, 21.346, 22.863, 9.722), KDM3A protein expression decreased (t=15.879), and 
ubiquitination level increased, the differences were statistically significant (all P<0.01). Compared with the H/R group, the 
mRNA and protein expression of USP22 in H9c2 cells in the H/R+Sevo group increased (t=24.648, 17.644), cell activity 
increased (t=44.703), apoptosis rate, CK-MB , cTn I and LDH levels decreased (t=13.736, 18.018, 17.012, 13.856), KDM3A 
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protein expression increased (t=12.970), ubiquitination level decreased, and the differences were statistically significant (all 
P<0.01). Compared with the H/R+Sevo+si-NC group, the cell viability of the H/R+Sevo+si-USP22 group was decreased 
(t=20.785), the apoptosis rate, CK-MB, cTn I and LDH levels were increased (t=6.821, 6.862, 6.442, 3.781), the KDM3A protein  
expression was decreased (t=4.648), and the ubiquitination level was increased, and the differences were statistically significant 
(all P < 0.05). USP22 was enriched in the promoter of KDM3A, and there was a direct regulatory relationship between USP22 
and KDM3A. Compared with the H/R+Sevo+si-NC group, the cell viability was decreased (t=16.501), the apoptosis rate and the 
levels of CK-MB, cTn I and LDH were increased in the H/R+Sevo+si-KDM3A group (t=8.954, 10.533 6.801, 8.004), and the 
differences were statistically significant (all P<0.01). Conclusion SPC attenuates H/R-induced H9c2 cardiomyocyte injury, and 
the mechanism may be related to the up-regulation of USP22 stabilizing KDM3A protein levels.

Keywords：sevoflurane postconditioning；ubiquitin specific protease 22；lysine specific demethylase 3A；
myocardial ischemia-reperfusion injury

心肌缺血再灌注损伤（myocardial ischemia-reper-
fusion injury，MIRI）可导致比心肌缺血更严重的功

能障碍 [1]，制定有效治疗策略以改善 MIRI 已成为

亟待解决的问题。七氟烷因其起效快、诱导平稳等

优点，在临床心血管手术中广泛应用 [2]。既往研究

证实，七氟烷后处理（sevoflurane postconditioning，
SPC）具有显著心肌保护作用 [3]，但其具体机制尚不

清楚。目前，认为泛素 - 蛋白酶体系统失调在 MIRI
中具有重要作用，与患者心功能障碍、梗死面积扩

大甚至总体存活率降低有关 [1]。泛素特异性蛋白酶

22（ubiquitin-specific protease 22，USP22）是去泛素

化酶家族成员之一，可通过催化组蛋白去泛素化调

控细胞周期进程，在 MIRI 后表达降低 [4]。赖氨酸

去 甲 基 酶 3A（lysine-specific demethylase 3A，KD-
M3A）作为 USP22 下游的一种组蛋白去甲基化酶，

与 MIRI 过程中细胞自我更新、炎症和基因表达密切

相关，其缺失促进心肌损伤 [5]。故此，本研究旨在

探讨 SPC 是否通过调控 USP22/KDM3A 通路来发挥

其对 MIRI 的保护作用。

1 材料与方法

1.1 细胞来源 从中国典型培养物保藏中心购买 1
株大鼠心肌细胞 H9c2 作为研究对象。

1.2 仪器与试剂 2g/dl 七氟烷（sevofluran，Sevo， 
上海恒瑞医药有限公司）；细胞计数（CCK-8）试

剂盒（北京索莱宝生物科技有限公司）；乳酸脱氢

酶（LDH）检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；

肌酸激脢 -MB（CK-MB）和心肌肌钙蛋白 I（cTnI）
酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（美国 Immu-
noway 公司）；抗 USP22，KDM3A 和泛素蛋白

（ubiquitin protein，Ub）抗体（美国 Abcam 公司）；

膜联蛋白 v- 异硫氰酸荧光素（annexin v-fluorescein 
isothiocyanate，Annexin v FITC）染色试剂盒（美

国赛默飞公司）；阴性对照小干扰 RNA（negative 
control small interfering RNA，si-NC），si-USP22
和 si-KDM3A 以及 USP22，KDM3A 和磷酸甘油醛

脱氢酶（GAPDH）引物均由生工生物工程（上海）

股份有限公司设计并合成。Spectra-Maxi3x 型多功

能酶标仪（美国 MD 公司）；Chemi Doc XRS 化

学发光凝胶成像分析系统（美国 Bio-Rad 公司）；

NIB 910 光学显微镜（深圳博士达器械设备有限公

司）。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养：H9c2 细胞用含有 10g/dl 胎牛血清

（FBS）和 1g/dl 青链霉素的 Dulbecco 改良 Eagle
培养液培养，置于 5%（v/v）CO2，37℃完全饱和

湿度细胞培养箱中并传代，待细胞长至对数生长期

后，进行后续实验。

1.3.2 细胞模型构建及分组处理：将 H9c2 细胞以

1×105 个 / 孔的密度铺入 6 孔板中，分为对照组、缺

氧 / 复氧（hypoxia/reoxygenation，H/R）组、H/R+Sevo
组、H/R+Sevo+si-NC 组、H/R+Sevo+si-USP22 组和 H/
R+Sevo+si-KDM3A 组。除对照组外，其余组均根据

文献 [3] 方法建立 H/R（缺氧 3h，复氧 6h）细胞模型。

在复氧开始时，将接受 SPC 的细胞置于 37℃密闭容

器中，2g/dl Sevo 处理 15min。利用 Lipofectamine 2000
试剂将 H/R+Sevo+si-NC 组，H/R+Sevo+si-USP22 组和

H/R+Sevo+si-KDM3A 组细胞分别在 H/R 前 6h 转染 si-
NC，si-USP22 或 si-KDM3A。

1.3.3 qRT-PCR 分析：使用 Trizol 试剂提取细胞总

RNA，利用反转录试剂盒逆转录为 cDNA。以此为

模板配置 PCR 反应体系，进行 RT-PCR 扩增，条件

为 95℃ 10min，95℃ 30s，60℃ 30s，72℃ 20s，40
个循环。以 GAPDH 作为内参，采用 2-ΔΔCt 法计算

相对表达量。引物序列如下，USP22：F：5’-ATG-
GTGGCCAGGCCCGAG-3’，R：5’-CTACTCATAT-
TCCAGGAA-3’；KAM3A：F：5’-GTGGAAACCAT-
GGTGCTC-3’，R：5’-AGAGAGGAGTTAAGATTT-3’；
GAPDH：F：5’-ATAGACAAGATGGTGAAG-3’，R：

5’-CAGGGTTTCTTACTCCTT-3’。
1.3.4 Western blot 分析：用放射免疫沉淀法裂解缓

冲液提取各组细胞总蛋白并检测浓度。取适量蛋

白进行 12g/dl 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶
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（SDS-PAGE）电泳分离，湿转到聚偏二氟乙烯膜上，

室温下用 5ml/dl 脱脂牛奶封闭 1h，用 USP22，
KDM3A 和 GAPDH（稀释比为 1 ∶ 500）一抗 4℃
孵育过夜。次日，加入辣根过氧化物酶（HRP）标

记二抗（1 ∶ 10 000）室温孵育 1h。以 GAPDH 作

为内参，通过化学发光试剂盒对条带进行可视化，

并通过化学发光成像系统进行拍照，Image Lab 软

件量化条带灰度值。

1.3.5 CCK-8 检测细胞活性：将各组细胞以 2.5×104

个 / 孔的密度均匀接种于 96 孔板，分别在相应转染

72 h 后，按照 CCK-8 试剂盒说明书各孔加入 10μl 
CCK-8 溶液，培养 2h。采用酶标仪测定 450 nm 波

长下的吸光度（A）值。

1.3.6 流式细胞术检测细胞凋亡：重悬各组细胞

（1×105 个 /ml），在 100μl 细胞悬液中加入 5μl 
Annexin V-FITC 和 5μl 碘化丙啶，室温避光孵育

15 min，通过流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3.7 ELISA 检测 CK-MB，cTn I 和 LDH 水平：采

用相应 ELISA 检测试剂盒，按照说明书操作步骤

方法，检测各组细胞 CK-MB，cTn I 和 LDH 含量。

1.3.8 免疫共沉淀实验检测 USP22 和 KDM3A 蛋白

互作：细胞裂解后，取 1/10 的细胞裂解缓冲液作

为 Input，剩余部分与抗 KDM3A（1:30）和蛋白 A/
G-Sepharose 抗体在 4℃孵育过夜。沉淀蛋白用裂解

液洗涤 5 次后，与抗 USP22（1:2 000）抗体孵育，

进行 Western blot。
1.3.9 泛素化水平检测：将转染细胞用含 0.1g/dl
十二烷基硫酸钠的蛋白裂解缓冲液稀释至终浓度

为 0.2g/dl，然后进行与免疫沉淀检测相同的操作，

进行泛素化检测。使用抗 Ub 抗体（1:1 000）进行

Western blot 分析。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 22.0 统计学软件进行

统计分析，所有计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用

单因素方差分析。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SPC 对 H/R 损伤后 H9c2 细胞中 USP22 mRNA
和蛋白、KDM3A mRNA 和蛋白、细胞活力、细胞

凋亡及心肌损伤标志物的影响 见表 1。与对照组相

比，H/R 组细胞 USP22 的 mRNA 和蛋白、KDM3A
蛋白、细胞活力 A 值降低，细胞凋亡率、CK-MB，

cTn I，LDH 水平升高。差异具有统计学意义（均

P<0.001）；与 H/R 组比较，H/R+Sevo 组细胞 USP22 
mRNA和蛋白表达、细胞活力A值升高，细胞凋亡率、

CK-MB，cTn I，LDH 水平均降低，差异具有统计学

意义（均 P<0.001）。而三组细胞间 KDM3A mRNA
水平比较，差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。

表 1 SPC 对 H/R 损伤后 H9c2 细胞中 USP22 mRNA 和蛋白、KDM3AmRNA 和蛋白、细胞活力、细胞凋亡及心肌

损伤标志物水平的影响（x ± s）

项目 对照组 H/R 组 H/R+ Sevo 组
对照组 vs H/R 组 H/R 组 vs H/R+ Sevo 组

t P t P

USP22 mRNA 1.03±0.02 0.39±0.01 0.84±0.03 49.574 ＜ 0.001 24.648 ＜ 0.001

USP22 蛋白 0.78±0.05 0.28±0.03 0.69±0.02 14.852 ＜ 0.001 17.644 ＜ 0.001

KDM3A mRNA 0.92±0.04 0.93±0.04 0.97±0.05 0.306 ＞ 0.05 1.082 ＞ 0.05

KDM3A 蛋白 0.73±0.04 0.32±0.02 0.59±0.03 15.879 ＜ 0.001 12.970 ＜ 0.001

细胞活力（A 值） 1.38±0.03 0.41±0.02 1.14±0.02 46.597 ＜ 0.001 44.703 ＜ 0.001

细胞凋亡（%） 8.63±0.87 26.02±1.46 11.85±1.03 17.722 ＜ 0.001 13.736 ＜ 0.001

CK-MB（U/L） 24.77±2.31 107.93±6.34 36.92±2.53 21.346 ＜ 0.001 18.018 ＜ 0.001

cTn I（mg/ml） 0.87±0.04 12.63±0.89 3.67±0.68 22.863 ＜ 0.001 17.012 ＜ 0.001

LDH（U/L） 0.28±0.03 0.92±0.11 0.41±0.03 9.722 ＜ 0.001 13.856 ＜ 0.001

2.2 干扰 USP22 对 SPC 后细胞活力、凋亡、心肌损

伤和 KDM3A 表达的影响 见表 2。细胞实验结果显

示，与 H/R+Sevo+si-NC 组相比，H/R+Sevo+si-USP22
组细胞活力 A 值、KDM3A 蛋白表达降低，细胞凋亡

率、CK-MB，cTn I 和 LDH 水平升高，差异具有统计

学意义（均 P<0.01）。但两组间 KDM3A mRNA 水平

比较，差异无统计学意义（P>0.05）。

2.3 USP22 靶向调控 KDM3A 见图 1。免疫共沉

淀实验发现，USP22 在 KDM3A 的启动子中富集，

二者之间存在直接调控关系。

图 1 免疫沉淀实验检测 USP22 对 KDM3A 的 
靶向调控作用
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表 2 干扰 USP22 对 SPC 后细胞活力、凋亡、心肌损

伤和 KDM3A 表达的影响（n=3，x±s）

项目
H/R+Sevo+si

-NC 组
H/R+Sevo+si-

USP22 组
t 值 P 值

细胞活力 A 值 1.12±0.04 0.52±0.03 20.785 <0.001

细胞凋亡率 (%) 10.01±1.05 15.33±0.85 6.821 <0.001

CK-MB(U/L) 37.64±3.32 62.82±5.42 6.862 <0.001

cTn I(ng/ml) 3.13±0.42 6.79±0.89 6.442 <0.001

LDH(U/L) 0.38±0.02 0.56±0.08 3.781 0.019

KDM3A 蛋白 0.53±0.04 0.41±0.02 4.648 0.010

KDM3A mRNA 0.96±0.03 0.94±0.02 0.961 0.391

2.4 USP22 对 SPC 后 KDM3A 泛 素 化 的 调 控 作

用 见图 2。与对照组相比，H/R 组细胞 KDM3A
泛素化水平升高；与 H/R 组比较，H/R+Sevo 组和

H/R+Sevo+si-NC 组 H9c2 细胞 KDM3A 泛素化水

平降低；与 H/R+Sevo+si-NC 组相比，H/R+Sevo+-
si-USP22 组 KDM3A 泛素化水平升高。

图 2 各组 H9c2 细胞 KDM3A 泛素化检测

2.5 敲除 KDM3A 对 H9c2 细胞增殖、凋亡和心肌

损伤标志物水平的影响 见表 3。与 H/R+Sevo+-
si-NC 组 相 比，H/R+Sevo+si-KDM3A 组 H9c2 细

胞增殖活力 A 值降低，细胞凋亡率及 CK-MB，

cTn I 和 LDH 水平升高，差异具有统计学意义（均

P<0.001）。
表 3 敲除 KDM3A 对 H9c2 细胞增殖、凋亡和心肌损

伤标志物水平的影响（n=3，x±s）

项目
H/R+Sevo+si-

NC 组
H/R+Sevo+si-
KDM3A 组

t 值 P 值

细胞活力 A 值 1.26±0.04 0.65±0.05 16.501 <0.001

细胞凋亡率 (%) 11.19±1.05 18.83±1.04 8.954 <0.001

CK-MB(U/L) 37.93±2.63 74.62±5.43 10.533 <0.001

cTn I(ng/ml) 2.87±0.74 7.85±1.03 6.801 <0.001

LDH(U/L) 0.37±0.03 0.68±0.06 8.004 <0.001

3 讨论

心肌梗死是由于心脏供血不足而引起的严重临

床综合征，可导致血氧供失衡和心功能紊乱。目前临

床主要通过经皮冠状动脉介入术进行再灌注治疗，但

MIRI可诱发严重的心血管并发症和不良临床后果 [6]。 
急需探索有效的干预措施减轻 MIRI 损伤。近期有研

究发现，利用临床常用的吸入麻醉剂对 MIRI 小鼠进

行干预，可减轻心功能和心肌细胞损伤，甚至限制

梗死面积 [7]。但其机制目前尚不清楚。

Sevo 是临床手术最常用的吸入性麻醉剂，其药

理学特性强调了在冠状动脉疾病治疗方面的潜在临

床应用潜力 [8]。已有多项研究探讨了 SPC 在 MIRI
损伤中的可能保护作用，DENG 等 [9] 发现，SPC 可

通过激活腺苷酸活化蛋白激酶 / 自噬激活激酶 1 通

路触发自噬流，抑制细胞焦亡，从而减轻 H/R 对

心肌细胞的损伤。王晓蕾等 [10] 研究发现，SPC 可

改善 MIRI 大鼠心肌的血流供应，降低 cTn I，LDH
和 CK-MB 水平，对 MIRI 心肌有一定的保护作用。

白雪等 [11] 研究显示，SPC 可以通过激活低氧诱导

因子 α-2/ 双调蛋白通路实现对 MIRI 模型大鼠心

肌的保护作用。与这些研究结果类似，本研究体

外结果同样发现，SPC 处理后，H9c2 细胞 H/R 模

型表现出细胞活力增强，凋亡率降低，CK-MB 和

cTn I 水平降低以及 LDH 释放减少。所有上述发现

和证据一致提示，SPC 对 MIRI 具有保护作用。

USP22 作为去泛素化系统的重要成员，通过去

泛素化调节多种蛋白的降解，参与蛋白稳定性调节，

在多种生理病理过程中发挥重要作用，特别是肿瘤

的发生发展 [12]。尽管有大量研究报道了 USP22 在

癌症中的作用，但对其在心脏中的作用却知之甚

少。近期的研究发现，USP22 在压力超负荷诱导的

心衰大鼠模型中表达下调，过表达心脏 USP22 可

改善模型大鼠的心室功能和心脏重塑 [13]。XU 等 [14]

发现，USP22 通过上调细胞周期蛋白 D1 和 β- 连
环蛋白（β-catenin）表达，在体外抑制血管紧张素

II 诱导的心脏成纤维细胞活化。GAO 等 [15] 研究显

示，N-myc 原癌基因蛋白激活 USP22 转录，介导

连接桥粒斑珠蛋白的泛素化和蛋白稳定，从而使蛋

白激酶 B/β-catenin 轴失活，减轻心脏肥厚性心力

衰竭。本研究同样发现，USP22 在 H/R 后的心肌细

胞中表达降低，而在 SPC 治疗后上调。先前的证据

表明，Sevo 和泛素特异性蛋白酶之间的相互作用可

影响认知功能 [16]，但上述相互作用对 MIRI 严重程

度的调节作用仍是未知数。为了阐明 SPC 是否通过

上调 USP22 的表达来缓解 MIRI，本研究在经 SPC
干预的 H/R 处理的 H9c2 细胞中沉默 USP22，发现

H9c2 细胞活力受到抑制，凋亡率增加，CK-MB，

cTn I 和血清 LDH 水平升高。这些研究和结果提示

了心肌损伤后 USP22 表达降低不利于 MIRI 后心脏
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功能和结构恢复。泛素 - 蛋白酶体被认为是 MIRI 的
主要参与者，而泛素 - 蛋白酶体水平不足与心肌功

能障碍、梗死面积扩大甚至心脏病患者总体存活率

降低有关 [17]。此外，USP22 曾被证明可在多种细胞

通路中调节细胞凋亡，从而影响基因表达和蛋白质

转导 [18]。更重要的是，MA 等 [6] 指出 USP22 有助

于限制心肌梗死面积，减轻病理损伤，抑制 CK-MB
和 LDH 的释放，改善心功能 [4]，这与本研究的研究

结果一致。这些发现和数据提示，USP22 敲除可以

逆转 SPC 对心肌细胞 H/R 损伤的保护作用。

KDM3A 是一种组蛋白去甲基化酶，研究发现

其能够消除泛素化以稳定蛋白质水平，而其自身的

泛素化会刺激 KDM3A 的降解并淬灭 KDM3A 的

活性 [19]。作为一种组蛋白去甲基化酶，KDM3A 可

主动参与心血管肥厚和纤维化的关键过程。此外，

KDM3A 基因敲除曾被证明会破坏细胞分化，同时

对细胞凋亡产生促进作用 [20]。此外，之前的研究已

经证实，KDM3A 过度消耗会增强炎症反应，破坏

心肌结构，延缓心肌梗死后心脏修复 [21]。因此，

本团队推测 USP22 和 KDM3A 之间可能存在一定

的相互影响。免疫共沉淀和泛素化试验验证了我们

的假设，USP22 在 KDM3A 的启动子中富集，二

者之间存在直接调控关系。为了探究 KDM3A 是

否与 MIRI 中 SPC 的保护机制有关，本研究在 H/
R 处理的 H9c2 细胞中敲除 KDM3A，结果发现沉

默 KDM3A 表达后 H9c2 细胞的活力被抑制，凋

亡率增加，CK-MB 和 cTn I 水平升高，LDH 释放

得到改善。总之，这些证据表明，USP22 诱导的

KDM3A 泛素化可逆转 SPC 对 H/R 处理的 H9c2 细

胞的保护作用。

综 上 所 述，SPC 可 能 通 过 上 调 USP22 稳 定

KDM3A蛋白水平对心肌细胞H/R损伤产生保护作用。

然而本研究尚存在一定不足，例如未进行在体动物实

验，而且对KDM3A的下游靶蛋白有待于进一步探索。
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综上所述，在 CCI-ION 诱导的小鼠 TN 模型中，

Gm14461 通过招募 CSTF2 上调 CGRP，P2X3 受体

和 P2X7 受体表达，促进炎症反应，从而降低 TN
小鼠的 MWT 值，促进疼痛传递。
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