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香豆素通过上调YBX1改善脊髓损伤后心肌细胞死亡

张薇薇 1，2，王宏涛 1，2，杨兆飞 2，田栋梁 2，王 丽 3，郝海虎 1，2* （1山西中医药大学第一临床学院，晋中 030600；2山西

医科大学第三医院，山西白求恩医院，山西医学科学院，同济山西医院骨科；3山西医科大学基础医学院病理教研室；*通讯作

者，E-mail：haohaihu@sxbqeh.com.cn）

摘要：　目的　探讨香豆素改善脊髓损伤（SCI）大鼠血清诱导的心肌细胞死亡的作用及其机制。　方法　建立大鼠 SCI模型，

同时设立假手术组。体外培养H9c2心肌细胞，分为假手术组、SCI组、YBX1过表达+SCI组及 SCI+香豆素组。采用CCK-8法检

测各组心肌细胞存活率；RT-qPCR 及 Western blot 检测大鼠心肌组织及细胞中 YBX1、IDE 的 mRNA 和蛋白表达水平。利用

SymMap数据库及 CB-dock2平台对香豆素与 YBX1进行分子对接分析。　结果　与假手术组相比，SCI组大鼠后肢运动评分

（BBB评分）显著降低，心肌组织中YBX1 mRNA和蛋白表达水平均降低（P<0.05）。与假手术组比较，SCI组H9c2细胞存活率显

著降低，YBX1及 IDE 的 mRNA 和蛋白表达水平显著下调（均 P<0.05）。分子对接结果显示，香豆素与 YBX1存在理论结合潜

力。与 SCI组比较，YBX1过表达+SCI组 IDE mRNA和蛋白表达水平均显著升高（P<0.05）。与 SCI组比较，SCI+香豆素组H9c2
细胞中YBX1、IDE蛋白表达水平及细胞存活率均显著升高（P<0.05）。　结论　香豆素可能通过上调YBX1的表达，引起 IDE
表达升高，进而改善SCI大鼠血清诱导的心肌细胞死亡。
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Coumarin attenuates spinal cord injury⁃induced cardiomyocyte death via up⁃regulation of YBX1
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Abstract：　Objective　To investigate the effect and mechanism of coumarin in alleviating cardiomyocyte death induced by the serum 
of rats with spinal cord injury（SCI）.　Methods　A rat model of SCI was established， and a sham-operated group was set as the control. 
H9c2 cardiomyocytes were cultured in vitro and divided into sham group， SCI group， YBX1 overexpression+SCI group， and SCI+cou⁃
marin group. Cell viability was detected by CCK-8 assay. The mRNA and protein expression levels of YBX1 and IDE in myocardial 
tissues and H9c2 cells were measured by RT-qPCR and Western blot， respectively. The molecular docking between coumarin and 
YBX1 was performed using the SymMap database and the CB-dock2 platform.　Results　Compared with sham group， the hindlimb 
motor function score（BBB score） was significantly decreased in SCI group， and the mRNA and protein expression levels of YBX1 
in myocardial tissues reduced（P<0.05）. Compared with sham group， the cell viability of H9c2 cells significantly decreased in SCI 
group， and the mRNA and protein expression levels of YBX1 and IDE were significantly down-regulated（all P<0.05）. Molecular docking 
results showed a theoretical binding potential between coumarin and YBX1. Compared with SCI group， the mRNA and protein expression 
levels of IDE in YBX1 overexpression+SCI group significantly increased（P<0.05）. Compared with SCI group， the protein expression 
levels of YBX1 and IDE， and the cell viability were significantly increased in SCI+coumarin group（P<0.05）.　Conclusion　Coumarin 
may increase the expression of IDE by up-regulating the expression of YBX1， thereby improving cardiomyocyte death induced by the 
serum of SCI rats.
Keywords：　spinal cord injury；　cardiomyocyte death；　YBX1；　IDE；　coumarin

脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是脊柱外科常

见的严重创伤性疾病，除导致运动感觉功能障碍

外，常并发严重的心血管功能异常［1］。研究表明，

SCI急性期可诱发自主神经功能紊乱及全身炎症反

应，导致心肌组织产生大量的活性氧和炎症因子，

进而引发心肌细胞死亡，最终导致心功能下降［2，3］。
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减少心肌细胞死亡是改善 SCI后心功能预后的关键

策略，但其具体分子机制尚未阐明。

Y盒结合蛋白 1（Y box binding protein 1，YBX1）
是一种多功能核酸结合蛋白，广泛参与转录和翻译

调控，并在细胞应激反应中发挥关键保护作用［4，5］。
YBX1 可抑制缺血缺氧诱导的心肌细胞死亡，并改

善心力衰竭后的心功能重建［6］。但目前尚无 SCI背
景下，YBX1 在心肌细胞死亡中具体表达变化及其

减少细胞死亡的研究。已有研究发现，胰岛素降解

酶（insulin-degrading enzyme，IDE）等分子是受YBX1
调控的的关键代谢调控因子［7］，其表达异常与心肌

代谢紊乱和心功能受损密切相关［8］。然而，YBX1
及其与 IDE之间的潜在关联是否参与 SCI后心肌细

胞死亡，目前仍缺乏系统研究和直接实验证据。

香豆素（coumarin）具有广泛的生物活性，已有

研究表明香豆素对心血管系统显示出直接的有利

作用，包括抗心律失常以及降压等［9，10］。但香豆素

是否能通过调控 YBX1 进而影响 IDE 改善 SCI 后的

心肌细胞死亡，仍有待研究。基于此，本研究以

YBX1 为关键靶点，结合 SCI动物模型、血清刺激的

心肌细胞模型及分子对接分析，系统探讨香豆素在

SCI 后心肌细胞死亡中的保护作用及其分子机制，

为干预 SCI并发心脏损伤提供新的实验依据和理论

支持。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物与细胞　SPF级雄性 SD大鼠 16只，

6周龄，由山西医科大学实验动物中心提供（使用许

可证号：SCXK（晋）2024-0004），自适应饲养 1 周。

H9c2 心肌细胞购自中国科学院上海细胞库。本实

验方案已通过山西白求恩医院（山西医学科学院）

实验动物福利伦理委员会批准（伦理审批号：

SBQDL-2023-042）。

1.1.2　实验试剂与仪器　YBX1 抗体（ab76149，英
国 Abcam 公司）；香豆素（CAS 号：91-64-5，美国

MCE公司）；二甲基亚砜（D8371，北京索莱宝科技有

限公司）；CCK-8 试剂盒（中国 Biosharp 公司）；山羊

抗兔二抗（ZB-2301，中国中杉金桥公司）；IDE抗体

（62144，合肥善本生物科技有限公司）；山羊抗鼠二

抗（bs-0295g-hrp，北京博奥森生物技术有限公司）。

1.2　实验方法

1.2.1　SCI大鼠动物模型建立　SD大鼠随机分为假

手术组（n=6）和 SCI组（n=6）。麻醉后暴露 T9-T11节
段脊髓，SCI组采用改良Allen′s法，利用打击器致脊

髓损伤，以脊髓充血、下肢抽搐及摆尾反射为造模

成功标志；假手术组仅行椎板切除术。术后 24 h采

用脊髓损伤行为学（Basso， Beattie， and Bresnahan，
BBB）评分法评估后肢运动功能［11］。评分 0~21分，

0分代表完全瘫痪，21分代表功能正常，分值与运动

功能呈正相关。术后 72 h采集心脏组织及血清，血

清经离心过滤后分装保存，用于后续体外模拟心肌

细胞受损模型。

1.2.2　RT-qPCR检测mRNA表达　采用TRIzol试剂

提取组织或细胞总RNA，利用反转录试剂盒将完成

逆转录，再通过 TBGreen 试剂盒扩增。引物序列见

表 1，内参基因为 GAPDH，通过 2-ΔΔCt方法分析基因

的相对表达。

表1　RT-qPCR引物序列
Table 1　RT-qPCR primer sequences

基因名称

YBX1
Whrn
Hmg20b
Cenpb
Ltbp2
Ide
Acta1
Eef2
GAPDH

正向引物（5'-3'）                                    
GGGTGCAGGAGAACAAGGTA
ACCACACCTGAAGAGTCCTCCTG
CCAGGAGGAGGAGCCAGTGAAG
ATGCCACTATCACCACTTCCTTCAAG
ATGCTCTTGTGAGCCAGGCTATGA
CGGTTCATCTCACTGGGTCC
GGTTATGCCCTGCCACAC
AAGTCCACGTTGACCGACTC
AGCCTCAAGATCATCAGC

反向引物（5'-3'）                                    
TCTTCATTGCCGTCCTCTCT
TCCACGCCACTGTCCTCACTTAG
CTTGTGTCCATTCAGGAGGGTGTTC
CATCTTCCTCCTCTTCATCACTGTCTG
AGTGCCATCTTCGTTCACCCAGTA
ATACAACACGGGAGTGCAGA
ATGTCGCGCACAATCTCAC
TGTCAGTGAAGCGTGTCTCC
GAGTCCTTCCACGATACC
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1.2.3　Western blot检测YBX1和 IDE蛋白表达　组

织或细胞经 RIPA+PMSF 裂解提取总蛋白，BCA 法

定量。蛋白样品经SDS-PAGE电泳分离、转膜、5%
脱脂奶粉封闭后，分别孵育 YBX1（1∶1 000）、IDE
（1∶3 000）、GAPDH（1∶5 000）一抗（4 ℃过夜）及相应二

抗（山羊抗兔二抗1∶20 000、山羊抗鼠二抗1∶20 000）。
ECL发光成像，ImageJ软件分析灰度值。

1.2.4　细胞分组与处理　将H9c2细胞接种于 96孔

板，分别用含不同浓度（5%，10%，15%，20%）SCI 大
鼠血清的培养基处理 24 h，筛选最佳损伤血清

浓度［12，13］。
H9c2 细胞培养于含 10% FBS 的 DMEM 培养基

中（37 ℃，5% CO₂）。H9c2细胞分为假手术组和 SCI
组，分别给与假手术组及 SCI组大鼠血清处理，检测

YBX1的表达情况；待细胞融合度达80%时，H9c2细

胞分别感染 YBX1 过表达慢病毒及空载病毒，感染

24~48 h 后通过 RT-qPCR 及 Western blot 验证转染

效率。

将 H9c2 心肌细胞分为假手术组、SCI 组以及

YBX1+SCI组，假手术组和 SCI组分别采用假手术和

SCI 大鼠血清处理，YBX1+SCI 组采用 SCI 大鼠血清

处理 YBX1 过表达的 H9c2 心肌细胞，处理 24 h 后，

检测前期研究筛选的 YBX1 的 7 个潜在翻译调控

基因。

将H9c2心肌细胞分为空载组和过表达组，分别

感染空载病毒及 YBX1过表达慢病毒后使用 SCI大
鼠血清处理，血清处理24 h后检测 IDE蛋白表达。

将心肌细胞分为DMSO组及不同浓度香豆素组

（10，50，100，300 μmol/L），分别使用对应药物处理

24 h后检测各组细胞存活率，筛选安全给药浓度。

将 H9c2 细胞分为对照组、假手术组、SCI 组和

SCI+香豆素组。对照组使用普通培养基培养，假手

术组和 SCI组分别使用假手术和 SCI大鼠血清处理，

SCI+香豆素组先使用香豆素预处理 4 h 再给与 SCI
大鼠血清处理，使用血清处理 24 h 后，检测细胞存

活率以及心肌细胞YBX1及 IDE表达。

1.2.5　CCK-8 法检测细胞活力　使用含不同浓度

SCI 大鼠血清的培养基处理细胞 24 h 后，使用 PBS
清洗 2 次，向培养板各实验孔内分别加入 10 μL 
CCK-8工作液，将其置于恒温细胞培养箱中避光静

置孵育 2 h；孵育结束后，通过多功能酶标仪测定

450 nm 波长的吸光度（A）：细胞相对活力=（A 实验组- 
A 空白对照组）/（A 阴性对照组-A 空白对照组）×100%。

1.2.6　YBX1潜在作用成分及分子对接验证　利用

SymMap 数据库（http：//www.SymMap.org）获取作用

于 YBX1 的药物成分，再分别通过 UniProt 数据库

（http：//www.uniprot.org）和 PubChem 数据库（https：//
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）获得YBX1的蛋白结构和

药物成分的配体结构，利用 CB-dock2（https：//cadd.
labshare.cn/cb-dock2/php/index.php）在线分析工具进

行分子对接。

1.3　统计学分析

统计软件采用 GraphPad Prism 9.5.1，实验数据

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，若组

间差异具有统计学意义，进一步两两比较采用

Tukey′s事后检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　脊髓损伤 72 h后大鼠心肌组织的 YBX1 mRNA
和蛋白表达下降

造模手术后 24 h，假手术组大鼠无明显运动功

能障碍；SCI组大鼠双下肢呈现弛缓性瘫痪，BBB评

分显著低于假手术组（1.0±1 vs 20.0±1，P<0.001），提

示SCI造模成功。

RT-qPCR 和 Western blot 结果显示，术后 72 h，
SCI 组大鼠心肌组织中 YBX1 mRNA 及蛋白表达较

假手术组均显著降低（P<0.01，见图 1）。上述结果

表明，SCI显著抑制大鼠心肌组织中YBX1的转录与

翻译。

2.2　SCI 大鼠血清降低心肌细胞 YBX1 mRNA 和蛋

白表达

为分析 SCI 大鼠血清对心肌细胞存活率的影

响，利用CCK-8法检测不同浓度（5%~20%）SCI血清

对细胞活力的影响，结果显示，不同浓度 SCI大鼠血

清处理后细胞存活率均显著降低（P<0.000 1，见图

2），故选择 5% 的 SCI血清浓度进行后续实验。RT-

qPCR和Western blot结果显示，5% SCI血清处理24 h
后，心肌细胞 YBX1 mRNA 及蛋白表达水平均显著

下降（P<0.05，见图 2）。综上，SCI 大鼠血清可显著

抑制心肌细胞活力及YBX1表达。

2.3　心肌细胞YBX1过表达模型成功构建

RT-qPCR和Western blot结果显示，慢病毒感染

心肌细胞后，YBX1 mRNA 及蛋白水平均显著升高

（P<0.05，见图 3），表明心肌细胞 YBX1 过表达模型

构建成功。
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注：与假手术组相比，*P<0.05，**P<0.01。
图1　假手术组和SCI组大鼠心肌组织中YBX1的表达

Figure 1　Expression of YBX1 in rat myocardial tissue in sham group and spinal cord injury group

注：与0%组相比，####P<0.000 1；与假手术组相比，*P<0.05，**P<0.01。
图2　SCI大鼠血清对心肌细胞中YBX1表达的影响

Figure 2　Effect of serum from spinal cord injury rats on YBX1 expression in cardiomyocytes

注：与对照组相比，##P<0.01；与空载组相比，*P<0.05，**P<0.01。
图3　慢病毒感染后YBX1表达的变化

Figure 3　Changes in YBX1 expression after lentiviral infection
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2.4　YBX1 过表达逆转了 SCI 大鼠血清诱导的心肌

细胞中 Ide mRNA表达下调

为明确 YBX1 在 SCI后心肌损伤中的下游效应

基因，通过RT-qPCR检测了 Ide等7个候选基因的表

达。结果显示，SCI 组上述基因均呈现不同程度的

变化；然而，在回补YBX1表达后，仅 Ide的表达量出

现显著回复（P<0.05），而其余 6 个候选基因的表达

恢复均未达到统计学差异（均 P>0.05，见图 4）。因

此，本研究选定 Ide作为 YBX1在 SCI后心肌损伤中

的关键下游靶基因进行后续分析。

2.5　YBX1 过表达可逆转脊髓损伤血清诱导的 IDE
蛋白表达下调

为揭示脊髓损伤血清处理心肌细胞后YBX1过

表达对 IDE 蛋白表达的影响，分别在 YBX1 过表达

的心肌细胞和空载心肌细胞中，加入 SCI大鼠血清，

采用Western blot法检测 IDE蛋白表达情况，结果显

示，YBX1过表达可逆转 SCI血清诱导的 IDE蛋白表

达降低（P<0.05，见图5）。

2.6　香豆素是YBX1潜在的靶向药物成分

通过 SymMap 数据库检索出与 YBX1 具有直接

关联的小分子成分有香豆素、苯甲酸及阿那卡二酸

A等，因香豆素与YBX1关联度极高，是具有潜在调

控作用的关键候选活性单体，故将香豆素作为候选

药物分子进行后续研究。利用 CB-dock2 在线分析

工具进行分子对接，结果如表 2及图 6所示，香豆素

与 YBX1在 C3位点的结合能为-6.2 kcal/mol。当结

合能低于-5.0 kcal/mol时表明配体与靶蛋白之间存

在自发的强结合作用［15］，故结果提示香豆素与

YBX1具有良好的直接结合能力。

2.7　香豆素通过上调 YBX1 和 IDE 表达改善 SCI 诱
导的心肌细胞死亡

CCK-8 结果显示，香豆素对心肌细胞存活率影

响的最佳作用浓度为 50 μmol/L（P<0.05，见图 7）。

与对照组比较，假手术组细胞存活率无显著差异，而

SCI 组细胞存活率显著降低（P<0.05）；与 SCI 组相

比，SCI+香豆素组细胞存活率明显回升（P<0.05，见图

注：与假手术组比较，#P<0.05；与SCI组相比，*P<0.05。
图4　SCI大鼠血清对YBX1过表达心肌细胞中下游基因表达的影响

Figure 4　Effect of serum from spinal cord injury rats on downstream gene expressions in YBX1-overexpressing cardiomyocytes
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7）。与假手术组相比，SCI 组 YBX1 和 IDE 的表达明

显降低（P<0.05）；与SCI组比较，SCI+香豆素组YBX1
和 IDE的表达明显升高（P<0.05，见图7）。

注：与空载组比较，*P<0.05。
图5　SCI血清诱导下YBX1过表达对心肌细胞中

IDE表达的影响

Figure 5　Effect of YBX1 overexpression on IDE expression 
in cardiomyocytes induced by SCI serum

图6　YBX1与香豆素在C3位点的结合模式图

Figure 6　Binding mode diagram of YBX1 with 
coumarin at the C3 site

表2　YBX1与香豆素的结合结果
Table 2　Binding result between YBX1 and coumarin
结合口袋编号

C3
C4
C1
C5
C2

结合能力（kcal/mol）
-6.2
-4.6
-4.3
-4.0
-3.9

中心坐标（x，y，z）
-15，-5，-31
-18，-12，-29
-22，-16，-43
-25，3，-42
-29，-8，-44

注：与DMSO组比较，△P<0.05；与假手术组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；与SCI组比较，#P<0.05，##P<0.01。
图7　香豆素对SCI大鼠血清诱导的心肌细胞存活率及YBX1和 IDE蛋白表达的影响

Figure 7　Effect of coumarin on cell viability and protein expressions of YBX1 and IDE in cardiomyocytes 
induced by serum from spinal cord injury rats
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3　讨论

SCI 是脊柱科中最常见的损伤之一，脊髓损伤

患者的死亡率显著高于普通人群［16］。大量临床证

据强调脊髓损伤后心肌损伤的发生是 SCI患者心血

管疾病发病率和死亡率增加的重要原因。心肌细

胞作为心脏的功能单位，其损伤和死亡是心功能不

全发生发展的关键环节［17，18］。本研究结果显示，

SCI大鼠心肌组织中 YBX1表达降低，而 SCI大鼠血

清处理 24 h后心肌细胞存活率下降，并且心肌细胞

中YBX1表达受到抑制，提示YBX1表达下调可能参

与SCI后心肌细胞死亡的发生。

YBX1 作为心肌保护的关键调控分子，在多种

心肌损伤疾病中发挥保护作用。在心肌肥厚模型

中，YBX1 在横主动脉缩窄引发肥厚的小鼠心脏中

表达显著下调，过表达 YBX1 能够抑制 Ang Ⅱ诱导

的心肌细胞肥大，降低肥厚标志物表达，同时提升

ATP 生成、恢复线粒体膜电位并减少 ROS 堆积［19］，
提示 YBX1 是抑制心肌肥厚关键的分子。YBX1 可

通过抗纤维化作用参与心脏重塑，改善心力衰竭［6］。
体外研究表明，过表达YBX1可以增强HUVEC的活

力、迁移和增殖，而敲低 YBX1 则会抑制这些功

能［20］，提示 YBX1可能通过促进血管生成在心肌梗

死后心肌修复中发挥积极作用。本研究为阐明

YBX1参与 SCI后心肌细胞死亡的具体分子机制，通

过对 YBX1 的潜在翻译调控基因进行研究，发现

YBX1 过表达可逆转 SCI 大鼠血清诱导的心肌细胞

Ide mRNA的表达下调，提示 Ide可能是YBX1在 SCI
背景下心肌细胞死亡的下游效应基因。

IDE 作为胰岛素的关键降解酶，IDE 可通过调

控胰岛素代谢影响胰岛素信号通路稳态，该信号通

路的紊乱是导致心肌病发生发展的关键病理机制

之一［21］。IDE还可以降解与心力衰竭严重程度呈正

相关的脑钠肽［22］。但当 IDE表达受到抑制时，心脏

纤维化风险增加［23］。本研究观察到 SCI后心肌细胞

中 IDE表达下调，提示 IDE表达降低可能参与SCI诱
导的心肌细胞损伤。综上，IDE 在心肌细胞中发挥

重要作用，其表达异常与心肌代谢紊乱和心功能受

损密切相关。

随着中草药在临床的广泛应用，越来越多的中

药成分被发掘并用于疾病的治疗。为探索靶向

YBX1 的潜在干预策略，通过 SymMap 数据库筛选，

并利用分子对接发现香豆素与YBX1蛋白存在一定

的理论结合能力，故将香豆素作为潜在干预药物分

子进行研究。本研究结果证实，香豆素预处理可显

著提高 SCI 大鼠血清处理的心肌细胞中 YBX1 和

IDE 的蛋白表达，同时改善细胞存活率。既往研究

表明，香豆素可通过减少炎症反应改善心脏功能，

且其化学结构与具有明确心血管活性的类黄酮高

度相似，能有效改善糖尿病患者的心血管并发

症［24，25］。在血管保护方面，香豆素可通过激活

PPAR-γ 发挥胰岛素增敏作用，改善胰岛素抵抗相

关的血管功能障碍，降低糖尿病血管并发症的风

险。此外，香豆素还可通过抑制AGE-RAGE信号通

路，减少晚期糖基化终末产物对血管内皮和骨组织

的损伤，进而改善糖尿病患者的血管钙化和骨代谢

异常。通过抗氧化、抗炎、调节糖脂代谢及保护血

管功能等多重机制，在糖尿病心血管并发症的防治

中具有良好的应用前景［25］。此外，含香豆素的植物

提取物已被证实对阿霉素诱导的心肌细胞损伤通

过多靶点机制发挥显著的心脏细胞保护作用：香豆

素能够有效清除细胞内过量累积的活性氧，恢复超

氧化物歧化酶活性，从而减轻氧化应激损伤；同时

香豆素还可以上调Bcl-2和下调Bax表达，抑制线粒

体膜电位的丧失，并降低 cleaved caspase-3、caspase-

9及PARP的活化水平，从而阻断线粒体介导的凋亡

通路［26］。在缺氧/复氧损伤诱导的 H9c2 细胞模型

中，香豆素对 H9c2 心肌细胞具有显著的抗凋亡作

用，可通过抑制 MAPK 信号通路减轻氧化应激和细

胞凋亡，恢复细胞活力；同时能通过激活 JAK2/
STAT3信号通路减少乳酸脱氢酶释放，抑制线粒体

介导的凋亡途径［24］。由此可见，香豆素在改善心血

管疾病方面展现出显著的积极作用。

综上，本研究发现在 SCI 背景下，YBX1 表达下

调可通过降低 IDE水平参与心肌细胞死亡，并初步

证实香豆素可能通过上调 YBX1表达进而促进 IDE
表达发挥心肌保护作用，为理解 SCI 后心肌损伤的

分子机制提供了新的视角，也为开发心肌保护策略

提供了一定理论依据。但本研究虽已明确 SCI大鼠

血清可通过抑制 H9c2 心肌细胞中 YBX1 的表达调

控 IDE蛋白水平，最终影响心肌细胞存活率，但血清

中发挥心肌细胞损伤效应的具体活性成分、以及

IDE 所调控的下游靶分子均尚未明确，这些问题还

有待本课题组进一步探索。
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