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摘要 目的：探讨利拉鲁肽（lira）对棕榈酸（PA）所致 H9C2大鼠心肌细胞脂毒性损伤的干预效果及其相关机制。方法：在不同浓
度的 PA（0、50、100、150、200、300 滋mol/L）和不同时间（6、12、24 h）的条件下分别刺激 H9C2大鼠心肌细胞（n=3），建立心肌细胞
的脂毒性损伤模型，使用 CCK8检测确定使 H9C2细胞脂毒性损伤较大、细胞存活数最多的刺激条件。将成功建立模型的 H9C2
细胞分为对照组（CON）、CON垣Lira（1 000 nmol/L）组、CON垣PA（150 滋mol/L）组和 PA（150 滋mol/L）垣Lira（1 000 nmol/L）组进行油
红 O染色（n=3），检测细胞内脂质含量，以明确 PA（150 滋mol/L）对心肌细胞有无脂毒性。将 H9C2细胞根据不同的 PA浓度（0、
50、100、150、200、300 滋mol/L）分为 6个组（CON、PA1、PA2、PA3、PA4和 PA5）（n=3），按照不同的 Lira 浓度分为 6组：CON组、
PA组（150 滋mol/L）、CON+Lira3（1 000 nmol/L）组、PA（150 滋mol/L）+Lira1（100 nmol/L）组、PA（150 滋mol/L）+Lira2（500 nmol/L）组
和 PA（150 滋mol/L）+Lira3（1 000 nmol/L）组（n=3），用蛋白印迹测定凋亡相关蛋白的表达量及其与 PA、Lira浓度的关系。结果：使
用 CCK8检测并最终确定 PA为 150 滋mol/L、刺激 12 h的条件下，H9C2细胞的脂毒性损伤较大、细胞存活数最多。与 CON组相
比，PA组（150 滋mol/L）的细胞活性明显下降、脂滴明显增加（t=34.53，P约0.05），经 lira预处理后脂滴明显减少（t=19.07，P约0.05）；
与 CON组相比，随着 PA浓度的增加，Bax、Caspase-3蛋白表达明显增加（F=12.32、3.307，均 P约0.05），Bcl-2蛋白表达明显减少
（F=7.618，P约0.05）；与 PA刺激组（150 滋mol/L）相比，lira预处理可以使 Bcl-2蛋白表达明显增加（F=7.104，P约0.05，），Bax、Cas原
pase-3蛋白表达明显减少（F=12.32、7.104，均 P约0.05）。结论：浓度为 150 滋mol/L的 PA刺激 H9C2心肌细胞 12 h后可造成心肌
细胞脂毒性损伤模型，lira可以改善甚至逆转 PA诱导的 H9C2心肌细胞脂毒性损伤，其机制可能与抑制炎症、抑制细胞凋亡有
关。
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The protective effect of liraglutide on palmitic acid induced myocardial cell injury
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Abstract Objective：To explore the protective effect of liraglutide（lira）on palmitic acid（PA）induced H9C2 rat cardiomyocyte
lipotoxic injury model and its possible mechanism. Methods：First，H9C2 cells were stimulated with different concentrations of PA
（0，50，100，150，200，300 滋mol/L）and different times（6，12，24 hours）to establish a model of lipotoxic injury in cardiomyocytes（n=3）.
CCK8 was used to determine the stimulus conditions that resulted in greater lipotoxic damage to H9C2 cells and the highest number of
viable cells.The H9C2 cells that had successfully established the model were divided into control group（CON），CON+Lira（1 000 nmol/L）
group，CON+PA（150 滋mol/L）group，and PA（150 滋mol/L）+Lira（1 000 nmol/L）group.Oil red O staining was used to detect the intra原
cellular lipid content to determine whether PA（150 滋mol/L）was lipid toxic to cardiomyocytes（n=3）.According to different PA concen原
trations，the H9C2 cells was divided into 6 groups（CON，PA1，PA2，PA3，PA4 and PA5）（n=3），and different lira concentrations were
divided into CON group，PA，CON+Lira3（1 000 nmol/L）group，PA+Lira1（100 nmol/L）group，PA+Lira2（500 nmol/L）group and PA+
Lira3（1 000 nmol/ L）group（n=3）.The expression of apoptosis-related proteins and their relationship with PA and lira concentrations
were determined by Western blotting（n=3）. Results：CCK8 was used to detect and finally determine that 150 滋mol/L PA and stimulat原
ed for 12 h，the lipotoxic damage of H9C2 cells was greater and the number of cell survival was the highest.Compared with CON group，
the cell activity decreased and lipid droplets increased significantly in the PA stimulation group（150 滋mol/L）（t=34.53，P约0.05），and
the lipid droplets decreased after lira pretreatment（t=19.07，P约0.05）. Compared with the CON group，with the increase of PA concentra原
tion，the expression of Bax and Caspase-3 proteins increased significantly（F=12.32，3.307，both P约0.05），and the expression of Bcl-2
protein decreased significantly（F=7.618，P约0.05）.Compared with the PA stimulation group，the expression of Bcl-2 protein was signif原
icantly increased by lira pretreatment（F=7.104，P<0.05），and the expression of Bax and Caspase-3 proteins was significantly decreased
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（F=12.32，7.104，both P<0.05）. Conclusion：Stimulating H9C2 cardiomyocytes with a concentration of 150 滋mol/L PA for 12 h can in原
duce a model of myocardial cell lipotoxic damage. Lira can improve or even reverse the lipotoxic damage in H9C2 cardiomyocytes in原
duced by PA，which may be related to the inhibition of inflammation and apoptosis.
Key words liraglutide；H9C2 cells；lipotoxicity；cardioprotection；apoptotic protein

糖尿病心肌病（diabetic cardiomyopathy，DCM）
主要表现为心肌肥大、纤维化，代谢失调和心肌收

缩特性异常，是糖尿病患者一种特异的心脏表现[1]。

DCM是糖尿病的一种独立并发症，因脂肪酸 茁-氧
化增多，在心肌细胞内聚集大量的甘油三酯及游离

脂肪酸等脂滴颗粒，明显抑制心肌细胞内酶的活

性，使 Ca2+在肌浆网中异常分布，导致心肌收缩及舒

张功能障碍[2]。

利拉鲁肽（liraglutide，lira）是一种胰高血糖素样
肽（GLP）-1类似物，广泛用于糖尿病和肥胖症的治
疗，GLP-1受体广泛分布在心脏、肺、肾、胰腺，可以
调节细胞内钙稳态并保护心肌细胞免受损伤[3]。由

此，本研究提出假设：lira可能会改善、甚至逆转心
肌细胞的脂毒性损伤，进而发挥心脏保护作用，本

实验通过棕榈酸（palmitic acid，PA）刺激 H9C2大鼠
心肌细胞的方式，建立 H9C2大鼠心肌细胞脂毒性
损伤模型，探讨 lira 对 H9C2 大鼠心肌细胞脂毒性
损伤模型的影响及其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 试剂 1伊PBS 溶液、20伊TBST、20%SDS 溶液、
30%丙烯酰胺、Tris-Base、Tris-HCl（PH6.8）、Tris-
HCl（PH8.8）、二甲基亚砜、蛋白酶抑制剂 PMSF、过
硫酸铵、脂多糖、油红 O染色试剂盒、，BSA胎牛血
清白蛋白、PA、油酸、CCK-8试剂盒均购自北京索莱
宝公司；BCA蛋白浓度试剂盒、茁-actin抗体、高糖
DMEM培养基均购自赛默飞公司；BAX抗体、BCL-
2抗体、Casepase-3抗体购自百倍公司；HRP标记山
羊抗兔二抗、HRP标记山羊抗鼠二抗均购自 Affinity
公司，PVDF 膜（0.45 滋m）购自德国 GE Healthcare
Life Science公司；大鼠 H9C2心肌细胞系购自广州
赛库生物；甲醇购自天津永晟精细化工有限公司；

胎牛血清购自澳大利亚 Lonsera公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及脂毒性模型的建立 体外培养

H9C2大鼠心室肌细胞系，使用 DMEM高糖培养基，
所有培养基均含有 10%胎牛血清（FBS）、1%青霉素
和链霉素。根据不同的 PA 浓度（0、50、100、150、
200、300 滋mol/L）分为 6 组（n=3），分别对应 CON、
PA1、PA2、PA3、PA4和 PA5，在 37毅C含 5% CO2的

培养箱中培养细胞系，胰酶消化后重悬细胞，接种

于 6孔板内，培养箱内培养 24 h，弃去上层培养液，
PBS清洗 3次后，更换为含 PA的 DMEM高糖培养
基，分别培养 6、12、和 24 h后，将 100 滋L/孔的细胞
培养基上清液加入 96 孔板中，每孔再加入 10 滋L
CCK-8试剂，孔中避免加入气泡，将 96孔板放在培
养箱（37益、5% CO2）中孵育 30耀60 min，观察培养基
颜色变为黄色后用酶标仪检测吸光度，计算细胞

活力：细胞活力（豫）=[（加药组）原（对照组）]/[（不加
药组）原（对照组）]伊100%；其中加药组为有细胞、
CCK-8 溶液和药物刺激的孔，对照组为没有细胞
但有培养基和 CCK-8溶液的孔，不加药组为有细
胞和 CCK-8溶液但没有药物刺激的孔，计算出最
佳的PA 浓度以及刺激时间，建立 H9C2 细胞脂毒
性模型。

1.2.2 油红 O染色观察脂毒性心肌细胞脂滴 根

据 1.2.1 中已建立心肌细胞脂毒性模型的最佳 PA
浓度，将成功建立模型的 H9C2心肌细胞分为 4组：
对照组（CON）组、CON+Lira（1 000 nmol/L）组、CON+
PA（150 滋mol/L）组、PA（150 滋mol/L）+Lira（1 000
nmol/L）组（n=3），用以排除 lira 对心肌细胞的损伤
作用。 PBS清洗后，使用油红 O染色试剂盒进行染
色，加入 ORO Fixative固定液等待 30 min，弃去固定
液，蒸馏水洗 2次后加入 60%异丙醇浸洗 5 min，再
加入配制好的 ORO Stain，浸染 20 min，蒸馏水反复
清洗至无多余染液，用 Mayer苏木素染色液复染 1耀
2 min，弃去染液后水洗 2耀5次，最后加入 ORO Buffer
1 min后弃去，加蒸馏水覆盖细胞在显微镜下观察。
1.2.3 免疫蛋白电泳 将 H9C2 细胞根据不同的
PA浓度（0、50、100、150、200、300 滋mol/L）分为 6组
（CON、PA1、PA2、PA3、PA4和 PA5，n=3）；根据不同
Lira浓度分为 6组：CON组、CON+Lira3（1 000 nmol/
L）组、PA（150 滋mol/L）组、PA（150 滋mol/L）+Lira1
（100 nmol/L）组、PA（150 滋mol/L）+Lira2（500 nmol/L）
组和 PA（150 滋mol/L）+Lira3（1 000 nmol/L）组（n=
3），探讨凋亡蛋白的表达与药物浓度的关系。在
RIPA裂解缓冲液中提取各组 H9C2心肌细胞蛋白，
采用 BCA试剂盒定量总蛋白。使用 12%SDS-PAGE
分离蛋白，然后将蛋白转移到 PVDF 膜上（德国
GE Healthcare Life Science公司）。用 5%的封闭液
封闭 1 h，采用一抗 Bax、Bcl-2、Caspase-3（1 颐 1 000）
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和 茁-actin（1 颐 5 000）在 4益过夜孵育，二抗室温（1 颐
10 000）孵育 90 min后，打开 GelCap-Ed，等待降温
至 -30益，将条带置于显色板上，均匀滴加显影液，
勿有气泡，曝光。各种蛋白的条带的净光密度计算

使用 Image J软件，用目的蛋白的净光密度/茁-actin
蛋白的净光密度来表示目的蛋白的相对表达水平。

1.3 统计学处理 所有实验均重复 3次，数据符合
正态分布，计量资料以 x依s 表示，使用 prism8.0.1、
SPSS 25.0等软件进行数据的统计分析与图像绘制。
两组样本均数比较使用 t检验分析，多组样本均数
比较使用单因素方差分析，P<0.05为差异具有统计
学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 PA刺激 H9C2心肌细胞后细胞活性
的结果 与 CON组相比，PA 为 150 滋mol/L时，细
胞损伤大（P约0.05），且显微镜下观察细胞贴壁良好，
无明显漂浮，说明存活数量最多，PA在 200 滋mol/L
以及 300 滋mol/L组细胞活力明显下降，显微镜下观
察大部分细胞均漂浮，发生不可逆死亡，见表 1、图 1。

2.2 不同刺激时间 PA对 H9C2心肌细胞活性的影
响 与 CON 组相比，PA 与 DMEM 共培养 12 h 组
的 H9C2 细胞的活力明显下降（P约0.05），显微镜下
观察细胞贴壁良好，无明显漂浮细胞，而 PA刺激
24 h组细胞活力明显下降，显微镜下观察细胞大部
分漂浮，发生不可逆死亡，见表 2和图 2、3。

2.3 不同组别的油红 O染色实验结果 如图 3所
示，与 CON组相比，PA刺激组（150 滋mol/L）中H9C2
细胞内脂滴数量增多，脂滴大小明显增加，颜色为

橘红色；与 CON组相比，CON+Lira（1 000 nmol/L）组
细胞内脂滴未见明显改变，与 PA刺激组（150 滋mol/
L）相比，Lira（1 000 nmol/L）预处理后 H9C2 心肌细
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注：PA1耀PA5对应的 PA浓度分别为 50、100、150、200、300滋mol/L；
A：不同浓度的 PA刺激 H9C2细胞 12 h后各组细胞活性的比较；
B：不同浓度的 PA 刺激 H9C2 细胞 12 h 后各组细胞形态（4伊）；
*P<0.05，***P<0.001；ns：差异无统计学意义

图 1 不同浓度的 PA刺激 H9C2细胞 12 h后各组细胞活性
Fig.1 Cell activity in each group after different concentrations of

PA stimulated H9C2 cells for 12 h

150 滋mol/L 300 滋mol/L200 滋mol/L

表 1 不同浓度的 PA刺激 H9C2细胞 12 h后的吸光度（n=3，x依s）
Tab.1 Absorbance of H9C2 cells after stimulation by different

concentrations of PA for 12 h（n=3，x依s）

PA浓度（滋mol/L）
0
50
100

OD值
0.451依0.002
0.444依0.002
0.438依0.003

PA浓度（滋mol/L） OD值
150 0.426依0.004
200 0.383依0.004
300 0.359依0.001

表 2 不同时间梯度 PA（150 滋mol/L）刺激 H9C2细胞吸光度
（n=3，x依s）

Tab.2 Absorbance of H9C2 cells stimulated by PA（150 滋mol/L）
at different time gradients（n=3，x依s）

组别 OD值

0 h 0.451依0.002

6 h 0.425依0.002

12 h 0.416依0.010

24 h 0.388依0.004

A

1.05

1.00

0.95

0.90

0.85

0.80

0.75
0 h 24 h

*

6 h 12 h

**

****

注：A：不同时间梯度的 PA刺激 H9C2心肌细胞后的细胞活性
的比较；B：不同时间梯度的 PA刺激 H9C2心肌细胞后的细胞形态
（4伊）；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001

图 2 不同时间梯度的 PA刺激 H9C2心肌细胞后的细胞活性
Fig.2 Cell activity of H9C2 cardiomyocytes stimulated by PA at

different time gradients

12 h 24 h

B

B
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图 4 不同浓度 PA刺激 H9C2细胞后 Bax、Bcl-2、Caspase-3的蛋白表达水平比较
Fig.4 Comparisonof theprotein expression levels ofBax，Bcl-2andCaspase-3 inH9C2cells after stimulationwithdifferent concentrations of PA

注：PA 1耀PA 5对应的 PA的浓度分别为 50、100、150、200和 300 滋mol/L；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001；ns：无显著统计学差异
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图 5 不同浓度 Lira刺激的 H9C2细胞 Bcl-2、Bax、Caspase-3的蛋白表达
Fig.5 Protein expression of Bcl-2，Bax and Caspase-3 in H9C2 cells stimulated by different concentrations of Lira

注：分组为对照组（CON组）、对照组+利拉鲁肽 3（1 000 nmol/L）组[CON+Lira3（1 000 nmol/L）组]、棕榈酸（150 滋mol/L）组[PA（150 滋mol/L）
组]、棕榈酸（150 滋mol/L）+利拉鲁肽 1（100 nmol/L）组[PA（150 滋mol/L）+Lira1（100 nmol/L）组]、棕榈酸（150 滋mol/L）+利拉鲁肽 2（500 nmol/L）组
[PA（150 滋mol/L）+Lira2（500 nmol/L）组]和棕榈酸（150 滋mol/L）+利拉鲁肽 3（1 000 nmol/L）组[PA（150 滋mol/L）+Lira3（1 000 nmol/L）组]；*P<0.05；
**P<0.01；***P<0.001；ns：差异无统计学意义

图 3 各组细胞内脂滴染色（油红 O染色，40伊）
Fig.3 Intracellular lipid droplet staining in each group（Oil Red O

staining，40伊）

CON组 CON+Lira（1 000 nmol/L）组

PA组（150 滋mol/L） PA+Lira（1 000 nmol/L）组

PA+
Lira1

PA+
Lira2

PA+
Lira3

胞内脂滴明显减少，颜色变浅。与 CON组相比，PA
组（150 滋mol/L）的细胞活性明显下降、脂滴明显增
加（t=34.53，P约0.05），经 lira预处理后脂滴明显减少
（t=19.07，P约0.05）。
2.4 不同浓度 PA刺激 H9C2心肌细胞后凋亡相关
蛋白表达结果 与 CON组相比，随着 PA刺激浓度
逐渐增大，Bax、Caspase-3 蛋白表达明显增加（F=
12.32、3.307，均 P约0.05），Bcl-2蛋白表达明显减少
（F=7.618，P约0.05）。与 CON组相比，PA3组的 Bcl-2
蛋白表达量减少明显（t=2.857，P约0.05）；Bax蛋白表
达量增加明显（t=2.875，P约0.05）；Caspase-3表达量
增加明显（t=3.684，P约0.05），见图 4。

2.5 不同浓度 Lira 预处理后 H9C2 心肌细胞脂
毒性模型中各种凋亡相关蛋白的表达量 如图 5
所示，与浓度为 150 滋mol/L PA刺激组相比，lira预
处理可使 Bcl-2 蛋白表达明显增加（F=7.104，P约

0.05），Bax、Caspase-3蛋白表达明显减少（F=12.32、
7.104，均 P约0.05），且随着 lira浓度增加，Bcl-2蛋白
表达增加、Bax、Caspase-3蛋白表达减少越明显（P约
0.05）。
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3 讨论

糖尿病是全世界发病和死亡的主要原因之一[4]，

患者处于长期高血糖状态会引起不同器官的长期

损害和功能障碍[5]。DCM是糖尿病导致心血管损害
的重要表现，心脏中的有毒脂质积累是 DCM的标
志[6]，容易发生心力衰竭，尤其是射血分数保留型心

力衰竭[7]。已有研究表明，DCM的机制可能与氧化应
激、炎症、胰岛素敏感性和信号转导水平的变化以

及心脏代谢通路改变等有关[8]，但确切机制尚未完

全阐明。

研究表明，血液中高浓度葡萄糖会导致心肌细

胞脂肪酸增加，引起胰岛素抵抗和氧化应激[9]。据报

道，这种脂毒性主要损害舒张功能[10]。

Lira是一种长效 GLP-1受体激动剂，用于治疗
2型糖尿病，已被证明可以有效治疗血糖无法控制
的心血管疾病[11]，其对心血管的保护是通过调节血

管紧张素（Ang）域/血管紧张素受体（AT1R/AT2R）和
GLP-1受体的表达来介导的[12]。一项临床研究显示

GLP-1受体激动剂在糖尿病患者心血管结局方面
的良好结果[13]。

研究表明 GLP-1类似物逆转了肥胖症小鼠模
型的分子病理学和心功能障碍，但是尚未在细胞水

平证明其保护作用[14]。本研究从细胞水平研究 lira
对 PA诱导心肌细胞脂毒性损伤的保护作用，特别
是对细胞凋亡的保护作用。

细胞凋亡是最常见的细胞死亡方式，发生在发

育、组织重塑、细胞稳态、防御过程和免疫反应过程

中，其中 Bcl- 2是凋亡过程中的一种保护蛋白，Bax
则是一种促进凋亡蛋白[15]。本研究中，在 PA诱导的
H9C2心肌细胞脂毒性模型随着 PA浓度逐渐增大，
细胞凋亡越明显，lira可以改善甚至逆转细胞凋亡，
在低浓度 lira（100 nmol/L）组中虽然也观察到上述
表现，但是与模型组相比没有统计学差异，提示 lira
对脂毒性心肌细胞模型的保护作用可能与药物浓

度有关。

综上所述，lira 可以改善甚至逆转 PA 导致的
H9C2心肌细胞凋亡，并且对心肌细胞脂毒性有一
定的保护作用，在关于 lira与 PA诱导的胰岛微血
管内皮细胞损伤的研究中发现 PA能够降低 GLP-
1R和磷酸化 PKA水平，显著下调 GTPCH1和内皮
型一氧化氮合酶（eNOS）的蛋白水平，并且 lira可以
恢复 PA诱导的 GLP-1R/PKA 和 GTPCH1/eNOS 信
号通路的损伤[20]，与本研究 PA诱导的心肌细胞脂
毒性相似，所以推测 lira对 PA诱导的 H9C2心肌细
胞脂毒性的保护作用可能通过 GLP-1R/PKA 和

GTPCH1/eNOS信号通路介导。还有研究表明 lira改
善心脏内质网应激反应，并通过 AMP活化蛋白激
酶依赖性机制改善了高脂饮食动物的心脏功能，lira
对 PA诱导的 H9C2心肌细胞脂毒性的保护作用可
能与内质网应激和 AMP活化蛋白激酶有关[21]。有数

据表明，促 琢细胞数量的增加和胰岛内 GLP-1系统
的激活构成了一种自我防御机制，用于增强 茁细胞
存活以对抗脂质超载，lira 对心肌细胞的保护机制
与促 琢细胞数量的增加和胰岛内 GLP-1系统的恢
复相关，具体机制需要进一步探讨。
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