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丙泊酚降低高糖环境下 H9C2心肌细胞缺氧后的
损伤

强华贵 王婵 黄杨 杨昌明 李涛 何孟菊 周玉

  【摘要】 目的 探讨小窝蛋白3(Cav-3)在丙泊酚降低高糖环境下 H9C2心肌细胞缺氧后损伤

中的作用。方法 培养大鼠原代 H9C2心肌细胞,构建细胞缺氧-复氧模型。将心肌细胞分为六组:

正常培养组(NC组)、高糖培养组(HG组)、高糖缺氧-复氧组(HR组)、丙泊酚处理组(P组)、Cav-3
抑制剂组(PI组)和DMSO溶剂组(D组)。比较六组心肌细胞损伤程度、氧化应激反应、线粒体功

能、Cav-3蛋白含量、蛋白激酶B(AKT)及信号传导及转录激活因子3(STAT3)活化情况。结果 与

HR组比较,P组细胞活力、总SOD(T-SOD)活性、线粒体活力、ATP含量、Cav-3蛋白含量、AKT及

STAT3活化明显增加,LDH、CK-MB活性、cTnI含量、Bcl-2相关 X蛋白(Bax)与B淋巴细胞瘤-2
(Bcl-2)比值(Bax/Bcl-2)明显下降,含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(caspase3)及含半胱氨酸的

天冬氨酸蛋白水解酶-9(caspase-9)蛋白含量、MDA浓度、JC-1染色的荧光绿红比明显降低,DCF-DA
荧光阳性细胞数、MPTP开放明显减少(P<0.05);与P组比较,PI组和D100组细胞活力、T-SOD
活性、线粒体活力、ATP含量、Cav-3蛋白含量明显降低,AKT及STAT3活化明显减少(P<0.05),

LDH、CK-MB活性、cTnI含量、Bax/Bcl-2值、caspase-3及caspase-9蛋白含量、MDA浓度、JC-1染色

的荧光绿红比明显升高,DCF-DA荧光阳性细胞数、MPTP开放明显增加(P<0.05)。结论 丙泊酚

通过上调Cav-3减少高糖环境下 H9C2心肌细胞的缺氧后线粒体的损伤及细胞的死亡。
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  相较于非糖尿病患者,糖尿病患者的心脏对缺

血-再灌注(ischemia-reperfusion,IR)损伤更敏感。
课题 组 前 期 研 究 证 明,一 定 浓 度 (12.5、25、50

μmol/L)丙泊酚对高糖环境下心肌细胞IR损伤具

·0001· 临床麻醉学杂志2018年10月第34卷第10期 JClinAnesthesiol,October2018,Vol.34,No.10



有保护作用,其可减轻复氧时氧化应激反应对心肌

细胞线粒体的损伤,进而保护心肌细胞,减少心肌

细胞的死亡[1]。而其具体保护机制尚未探讨。小窝

蛋白3(Cav-3)是小窝蛋白(Cav)的心脏特异性同种

型,心脏对IR的耐受同 Cav-3的表达呈正相关。

Cav-3消耗减少或Cav-3基因过表达都可以改善线

粒体功能[2],减轻心肌IR损伤[3]。有研究发现,在
气道平滑肌细胞中,丙泊酚介导的细胞挛缩抑制在

小窝蛋白1(Cav-1)基因敲除的细胞中明显减少[4],
表明Cav可能在丙泊酚有益效应中起关键作用。
然而,Cav-3在糖尿病动物心脏中减少[5],这种减少

与线粒体功能障碍增加相关[6],并加重心肌IR损

伤[7]。但Cav-3是否在丙泊酚降低高糖环境下心肌

细胞缺氧后损伤中起作用,仍有待进一步的研究。
本研究探讨Cav-3在丙泊酚降低高糖环境下 H9C2
心肌细胞缺氧后损伤中的作用。

材料与方法

实验试剂与仪器 试剂:纯丙泊酚、Dulbecco􀆳s
改良的Eagle培养基(DMEM)、胎牛血清(FBS)、青
霉素、链霉素、胰蛋白酶-EDTA和二甲基亚砜(DM-
SO)。试剂盒:细胞计数试剂盒-8(CCK-8),线粒体

活力染色(ab129732),乳酸脱氢酶(LDH)测定试剂

盒,活性氧(ROS)试剂盒,细胞内丙二醛(MDA)试
剂盒,细胞内总超氧化物歧化酶(T-SOD)试剂盒,
大鼠肌酸激酶-MB(CK-MB)ELISA试剂盒,大鼠心

肌肌钙蛋白I(cTnI)ELISA试剂盒和JC-1线粒体

膜电位检测试剂盒。
细胞 培 养 使用来自 ATCC的第5~10代

H9C2胚胎大鼠心脏源性心室细胞(成肌细胞)。在

具有DMEM+10%FBS+100U/ml青霉素+100
mg/ml链霉素的培养皿(6孔组织培养板,每孔2×
106~2×107 个细胞)中培养,培养箱条件为37℃、

5%CO2 和95%O2[8]。
实验分组与处理 将细胞置于缺氧容器中(充

满94%N2,5%CO2 和1%O2),并在37℃下缺氧

12h,然后将细胞暴露于细胞培养箱中再充氧6h,
即为缺氧-再氧化模型。将细胞分为六组:正常培

养组(NC组),用普通培养基培养;高糖培养组(HG
组),用高糖培养基培养;高糖缺 氧-复 氧 组(HR
组),在高糖培养基中培养的细胞进行缺氧-复氧处

理;丙泊酚处理组(P组),培养基中加入终浓度为

25μmol/L的丙泊酚,根据前期研究,培养基中丙泊

酚终浓度为25μmol/L时对心肌IR的保护作用最

强;Cas-3抑制剂组(PI组):在P组的基础上,加入

终浓度为5mmol/L的Cav-3抑制剂甲基-β-环糊精

处理40min后再进行缺氧-复氧处理[4]。DMSO溶

剂组(D组):培养基中加入终浓度为100μmol/L
的DMSO。HR组、P组和DMSO组先在普通葡萄

糖(1g/L)培养基+10%FBS中培养至约50%的密

度,然后在高葡萄糖(4.5g/L)培养基+10%FBS中

培养48h,再转移至不含葡萄糖和血清的培养基中

缺氧处理12h,再将细胞转移至高葡萄糖培养基+
10%FBS中给氧6h[9]。

观察指标 采用CCK-8试剂盒和线粒体活力

染色检测各组细胞活力;采用ELLISA法检测培养

基中LDH、CK-MB活性和cTnI浓度以及细胞内

MDA浓度和总SOD(T-SOD)活性;采用2,7-二氯

二氢荧光素二乙酸酯(DCF-DA)染色评估细胞内

ROS,并通过流式细胞仪定量(细胞荧光强度与

ROS成正比);采用 ATP检测试剂盒检测细胞内

ATP;JC-1染色测定线粒体膜电位(荧光绿红比与

膜电位成反比);采用线粒体通透性转换孔(MPTP)
评估线粒体膜通透性;采用 Westernblot法检测细

胞内总蛋白中含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3
(caspase-3),含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-9
(caspase-9),B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2),Bcl-2相关X
蛋白(Bax)磷酸化蛋白激酶B(p-AKT),磷酸化信

号传导及转录激活因子3(p-STAT3),蛋白激酶B
(AKT),信号传导及转录激活因子3(STAT3)和

Cav-3蛋白含量。
统计分析 采用SPSS22.0软件进行数据分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(􀭺x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

心肌 细 胞 损 伤 程 度 与 NC组 比 较,HG、

HR、P、PI和 D 组 细 胞 活 力 明 显 降 低,LDH、

CK-MB活 性、cTnI浓 度、Bax/Bcl-2值、caspase-3
及caspase-9含量明显升高(P<0.05);与 HG组

比较,HR、P、PI和 D 组 细 胞 活 力 明 显 降 低,

LDH、CK-MB活 性、cTnI浓 度、Bax/Bcl2值 明 显

升高,caspase-3及caspase-9含量明显升高(P<
0.05)。与 HR组比较,P组细胞活力明显升高,

LDH、CK-MB活性、cTnI浓度、Bax/Bcl-2值、Bcl-
2、caspase-3 及 caspase-9 含 量 明 显 降 低 (P <
0.05);与P组比较,PI组和 D组细胞活力明显
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降 低,LDH、CK-MB活 性、cTnI浓 度、Bax/Bcl-2
值、cTnI、Bcl-2、caspase-3及caspase-9含量明显升

高(P<0.05)(表1)。
心肌细胞氧化应激反应 与NC组比较,HG、

HR、P、PI和D组DCF-DA荧光阳性细胞数明显增

多,MDA浓度明显升高,T-SOD活性明显降低(P
<0.05);与HG组比较,HR、P、PI及D组DCF-DA
荧光阳性细胞数明显增多,MDA 浓度明显升高,

T-SOD活性明显降低(P<0.05);与 HR组比较,P
组DCF-DA荧光阳性细胞数明显减少,MDA浓度

明显降低,T-SOD活性明显升高(P<0.05);与P
组比较,PI组和D组DCF-DA荧光阳性细胞数明

显增多,MDA浓度明显升高,T-SOD活性明显降低

(P<0.05)(表2)。

表1 六组心肌细胞损伤程度的比较(􀭵x±s)

组别 皿数
细胞活力

(%)
LDH活性

(U/L)
CK-MB活性

(U/L)
cTnl
(ng/L)

Bax/Bcl-2
caspase-3/

β-actin
caspase-9/

β-actin

NC组 8 98.2±1.3 232.5±11.3 3.49±0.13 23.12±5.43 0.25±0.03 0.13±0.05 0.75±0.02 

HG组 8 84.3±2.5a 257.3±13.4a 4.99±0.43a 39.07±5.29a 0.42±0.02a 0.28±0.06a 0.87±0.03a

HR组 8 47.6±4.1ab 643.7±8.8ab 15.32±1.15ab 69.59±8.22ab2.47±0.04ab 0.73±0.07ab 1.19±0.05ab

P组 8 67.5±3.2abc 368.5±7.2abc 8.23±0.97abc 56.64±7.13abc0.89±0.05abc 0.49±0.04abc 0.85±0.03abc

PI组 8 48.5±2.3abd 633.8±7.6abd 14.37±1.25abd 64.27±8.09abd1.89±0.03abd 1.03±0.03abd 1.31±0.06abd

D组 8 47.5±3.1abd 641.6±12.7abd14.51±1.42abd 65.66±7.13abd2.66±0.01abd 0.89±0.05abd 1.27±0.05abd

  注:与NC组比较,aP<0.05;与 HG组比较,bP<0.05;与 HR组比较,cP<0.05;与P组比较,dP<0.05

表2 六组心肌细胞氧化应激反应的比较(􀭵x±s)

组别 皿数 DCF-DA荧光阳性细胞数 MDA(nmol/mg·prot) T-SOD(U/mg)

NC组 8 133.5±35.4 2.56±0.79 47.57±3.27

HG组 8 201.7±32.8a 4.36±1.42a 38.44±2.99a

HR组 8 1588.3±112.8ab 8.98±1.13ab 24.81±3.92ab

P组 8 972.4±98.5abc 4.78±1.25abc 34.35±2.77abc

PI组 8 1425.7±107.3abd 7.58±1.32abd 23.43±2.98abd

D组 8 1623.5±103.1abd 8.02±1.27abd 26.53±3.12abd

  注:与NC组比较,aP<0.05;与 HG组比较,bP<0.05;与 HR组比较,cP<0.05;与P组比较,dP<0.05

线粒体功能及Cav-3蛋白含量 与 NC组比

较,HG、HR、P、PI和D组线粒体活力、ATP含量及

Cav-3蛋白含量明显降低,JC-1染色的荧光绿红比

明显升高,MPTP开放明显增加(P<0.05);与 HG
组比较,HR、P、PI及D组线粒体活力、ATP含量及

Cav-3蛋白含量明显降低,JC-1染色的荧光绿红比

明显升高,MPTP开放明显增加(P<0.05);与 HR
组比较,P组线粒体活力、ATP含量及Cav-3蛋白

含量明显升高,JC-1染色的荧光绿红比明显降低,

MPTP开放明显降低(P<0.05);与P组比较,PI
组和D组线粒体活力、ATP含量及Cav-3蛋白含量

明显 降 低,JC-1 染 色 的 荧 光 绿 红 比 明 显 升 高,

MPTP开放明显增加(P<0.05)(表3)。

AKT及STAT3活 化 情 况 与 NC组比较,

HG、HR、P、PI和D组 AKT及STAT3活化明显

减少(P<0.05);与 HG组比较,HR、P、PI和D组

AKT及STAT3活化明显减少(P<0.05);与 HR
组比较,P组 AKT及STAT3活化明显增加(P<
0.05);与P组比较,PI组和D组 AKT及STAT3
活化明显减少(P<0.05)(表4)。
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表3 六组心肌细胞线粒体功能及Cav-3蛋白含量的比较(􀭵x±s)

组别 皿数
线粒体活力

(%)
JC-1染色的荧光

绿红比

MPTP
(与NC组的比值)

ATP含量

(与NC组的比值)
Cav-3

NC组 8 91.3±2.8 5.4±1.3 1 1 1.27±0.15

HG组 8 77.3±3.2a 7.9±1.4a 1.11±0.05a 0.77±0.13a 0.89±0.21a

HR组 8 54.6±3.8ab 48.7±1.6ab 1.87±0.08ab 0.53±0.15ab 0.47±0.17ab

P组 8 73.7±2.7abc 19.3±1.4abc 1.25±0.07abc 0.73±0.18abc 0.73±0.16abc

PI组 8 61.3±2.9abd 54.7±1.5abd 1.76±0.12abd 0.28±0.13abd 0.28±0.22abd

D组 8 58.8±3.1abd 58.3±2.2abd 1.70±0.14abd 0.31±0.23abd 0.51±0.11abd

  注:与NC组比较,aP<0.05;与 HG组比较,bP<0.05;与 HR组比较,cP<0.05;与P组比较,dP<0.05

表4 六组心肌细胞AKT及STAT3活化情况的比较(􀭵x±s)

组别 皿数 p-AKT/AKT p-STAT3/STAT3

NC组 8 1.19±0.05 0.91±0.03

HG组 8 0.78±0.03a 0.79±0.07a

HR组 8 0.37±0.01ab 0.48±0.06ab

P组 8 0.54±0.02abc 0.84±0.04abc

PI组 8 0.41±0.03abd 0.39±0.04ab

D组 8 0.47±0.04abd 0.58±0.07abd

  注:与 NC 组 比 较,aP<0.05;与 HG 组 比 较,bP<
0.05;与 HR组比较,cP<0.05;与P组比较,dP<0.05

讨  论

胞膜窖(caveolae)是细胞表面的烧瓶样内陷,
与细胞的内吞、信号的转导、胆固醇的运输和肿瘤

的生成等关系密切。小窝蛋白是胞膜窖上的标志

性结构蛋白[10],其与许多信号分子(例如eNOS、

PI3K和 MER/MRK等)相互作用。这些信号分子

参与各种心脏保护干预,有缺血预处理[11]和麻醉预

处理[12]等。最近的研究表明,胞膜窖和Cav在心肌

细胞的信号转导中起重要作用[13]。Cav-3是心肌细

胞中胞膜窖功能实现的重要蛋白质[14],在心肌细胞

中高度表达,在IR中有心肌细胞保护作用[4]。本研

究显示,当心肌细胞暴露于高葡萄糖48h时,Cav-3
表达明显降低。然而,有研究表明,当心肌细胞在

短时间(6~12h)内暴露于高葡萄糖时,心肌细胞中

Cav-3的表达增加[15]。这些结果提示,当暴露于高

葡萄糖时,心肌细胞调节Cav-3的表达作为自身保

护的急性应激反应。一些体外和体内研究已经证

实,当心肌细胞长时间暴露于高葡萄糖时,Cav-3表

达降低,且蛋白激酶C(PKC)β2的活化与Cav-3在

高糖下心肌细胞中的表达密切相关[16]。本研究显

示,丙泊酚可以在缺氧-复氧高葡萄糖条件下增强

Cav-3表达,而Cav-3的抑制可以完全消除异丙酚

的有益作用,这表明Cav-3激活是丙泊酚赋予心脏

保护作用的主要机制。值得注意的是,在高葡萄糖

条件下心肌细胞缺氧-复氧时,小窝蛋白的破坏可能

会降低心肌细胞p-Akt的活化[4]。因此,本研究使

用的小窝蛋白抑制剂甲基-β-环糊精,可能具有潜在

的加剧心肌细胞缺氧后损伤的作用。然而,丙泊酚

可以增强低氧心肌细胞的Cav-3,并且甲基-β-环糊

精的应用可减弱异丙酚对缺氧-再氧合损伤的细胞

保护作用,这足以证实Cav-3激活是丙泊酚在高葡

萄糖条件下赋予心脏保护作用的主要机制。进一

步研究需探讨Cav-3在心肌细胞中的分布以及丙泊

酚对其分布的影响,并且在敲除Cav-3siRNA基因

的情况下,进一步证实Cav-3在丙泊酚心脏保护中

的作用。
综上所述,丙泊酚后处理可以减轻高葡萄糖损

伤下的心肌细胞缺氧-复氧损伤,并通过减少促凋亡

半胱天冬酶8和9下游的促凋亡caspase-3的活化

来减少缺氧-复氧的心肌细胞的凋亡,且Cav-3表达

上调是丙泊酚心脏保护的主要机制。仍需要进一

步的糖尿病体内研究模型或临床研究来验证本研

究的结果。
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