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摘要 目的：建立棕榈酸（PA）诱导的 H9C2细胞凋亡模型，验证曲美他嗪（TMZ）是否对 H9C2细胞脂毒性凋亡产生保护作用
及具体机制。方法：在体外培养的 H9C2心肌细胞，当细胞密度为 90%时分别给予不同时间（0、6、12、24 h）、不同浓度（0、50、
100、150、200、300、350 滋mol/L）的 PA刺激（n=3），建立脂毒性损伤模型，用 CCK8检测细胞活性确定最佳刺激条件，蛋白印迹法
证实细胞凋亡。实验共分 6组，分别为对照组（CON）、PA（200 滋mol/L）组、CON+TMZ3（10 滋mol/L）组、PA（200 滋mol/L）+TMZ1
（0.1 滋mol/L）组、PA（200 滋mol/L）+TMZ2（1 滋mol/L）组、PA（200 滋mol/L）+TMZ3（10 滋mol/L）组（n=3），用 CCK8检测细胞活性、
蛋白印迹测定凋亡相关蛋白表达量。后续为观察细胞内脂质含量变化，实验分为 4组，分别为对照组（CON）、PA（200 滋mol/L）
组、TMZ3（10 滋mol/L）组、PA（200 滋mol/L）+TMZ3组（n=3），通过油红 O染色镜下观察。结果：与 CON组相比，200 滋mol/L PA组
及 12 h组细胞活力明显下降（t=15.8、20.82，均 P<0.05），使用 CCK8检测并最终确定 PA 200 滋mol/L、刺激 12 h的条件下，H9C2
细胞脂毒性损伤较大、存活细胞最多。与 CON组相比，200 滋mol/L PA组 Bax蛋白表达明显升高（t=3.201，P约0.05），150 滋mol/L
PA组 Bcl-2蛋白表达明显降低（t=2.479，P约0.05），蛋白检测证实细胞凋亡。与 PA刺激组相比，PA+TMZ1组、PA+TMZ2组、PA+
TMZ3组的细胞活力升高（F=420.1，均 P约0.05）、PA+TMZ2组、PA+TMZ3组凋亡相关蛋白 Bcl-2表达升高（t=6.028、8.952，均 P约
0.05）、Bax表达下降（t=3.392、4.275，均 P约0.05），随着 TMZ浓度的增加，Bax表达降低、Bcl-2表达增加（F=3.763、7.548，均 P约
0.05）。与 CON组相比，PA组 H9C2细胞内脂滴含量明显增多。与 PA组相比，PA+TMZ3组 H9C2细胞内脂滴含量明显减少。结
论：棕榈酸刺激可诱导 H9C2心肌细胞脂毒性凋亡，曲美他嗪可抑制棕榈酸诱导的 H9C2细胞脂毒性凋亡。
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The effects of trimetazidine on palmiticacid-induced lipotoxic apoptosis in H9C2 cardiomyocytes
WANG Kai，ZHANG Zizhao，LIU Tong
（Department of Cardiology，The Second Hospital of Tianjin Medical University，Tianjin 300211，China）
Abstract Objective：To establish a palmitic acid（PA）-induced apoptosis model of H9C2 cells to verify whether trimetazidine（TMZ）
had a protective effect on lipotoxic apoptosis in H9C2 cells and its specific mechanism. Methods：H9C2 cardiomyocytes cultured in vitro
were stimulated with PA for different time（0，6，12，24 h）and different concentrations（0，50，100，150，200，300，350 滋mol/L）（n=
3）when the cell density was 90% to establish a lipotoxic injury model. CCK8 was used to detect cell viability to determine the optimal
stimulation conditions，and Western blotting was used to confirm cell apoptosis. There were 6 groups in the experiment，including con
trol group（CON），PA（200 滋mol/L），CON+TMZ3（10 滋mol/L），PA（200 滋mol/L）+ TMZ1（0.1 滋mol/L），PA（200 滋mol/L）+ TMZ2
（1 滋mol/L），and PA（200 滋mol/L）+ TMZ3（10 滋mol/L）（n=3）. CCK8 was used to detect cell viability and Western blotting was used
to determine the expression of apoptosis-related proteins. To observe the changes in intracellular lipid content，the experiment was
divided into 4 groups，including control group（CON），PA（200 滋mol/L），TMZ3（10 滋mol/L），and PA（200 滋mol/L）+ TMZ3（n=3），
which were observed under the microscope by Oil Red O staining. Results：Compared with the CON group，the cell viability in the

200 滋mol/L PA group and the 12 h group was significantly decreased（t=15.8，20.82，both P<0.05）. CCK8 was used to detect and finally
determine that under the conditions of PA 200 滋mol/L and 12 h stimulation，H9C2 cells suffered greater lipotoxic damage and the most
surviving cells. Compared with the CON group，the expression of Bax protein in the 200 滋mol/L PA group was significantly increased
（t=3.201，P<0.05），and the expression of Bcl-2 protein in the 150 滋mol/L PA group was significantly decreased（t=2.479，P<0.05）.
Protein detection confirmed cell apoptosis. Compared with the PA stimulation group，the cell activity of the PA+TMZ1 group，PA+TMZ2
group，and PA+TMZ3 group increased（F=420.1，all P<0.05），the expression of apoptosis-related protein Bcl-2 increased（t=6.028，
8.952，both P<0.05）and the expression of Bax decreased（t=3.392，4.275，all P<0.05）in the PA+TMZ2 group and PA+TMZ3 group. With
the increase of TMZ concentration，the expression of Bax decreased significantly and the expression of Bcl-2 increased significantly
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（F=3.763，7.548，both P<0.05）. Compared with the CON group，the intracellular lipid droplet content of H9C2 cells in the PA group
increased significantly. Compared with the PA group，the intracellular lipid droplet content of H9C2 cells in the PA+TMZ3 group de原
creased significantly. Conclusion：Palmitic acid stimulation can induce lipotoxic apoptosis in H9C2 cardiomyocytes，and trimetazidine
can inhibit palmitic acid-induced lipotoxic apoptosis in H9C2 cells.
Key words palmitic acid；apoptosis；trimetazidine；Bax/Bcl-2

在糖尿病心肌病患者中，心肌细胞主要代谢底

物从葡萄糖转换为游离脂肪酸，后者在心脏组织中

的氧化效率低于葡萄糖，导致心脏效率降低和进一

步的代谢紊乱[1]。当脂肪酸水平超过线粒体利用能

力时，会导致脂质和有毒代谢物的积累，从而导致

线粒体功能障碍和心脏脂质毒性[2]。棕榈酸（palmi-
tic acid，PA）是人体内含量最丰富的不饱和脂肪酸，
高浓度的 PA可以诱导多种细胞凋亡，包括心肌细
胞、乳腺癌细胞、前列腺癌细胞等[3-7]。PA诱导心肌
细胞凋亡的过程中涉及许多凋亡标志物的产生，

BCL-2蛋白家族已被公认为凋亡细胞死亡的关键
调节因子[8-9]。

曲美他嗪（trimetazidine，TMZ）是一种抗心绞痛
药物，通过调节细胞代谢发挥作用，而不增加心肌

耗氧[10]。TMZ可以部分抑制 茁-氧化酶、长链 3-酮脂
酰辅酶 A硫解酶（3-CAT）[11]和肉碱-棕榈酰转移酶1
（CPT1）[12]活性，减少游离脂肪酸的 茁 氧化，同时增
加葡萄糖的利用，进而生成 ATP[13]。在缺血、缺氧条

件下[14]，TMZ通过减少线粒体复合物玉中电子传递
链含量、氧消耗和活性氧簇（ROS）的生成[15]，维持线

粒体稳态[16]、线粒体膜电位稳定[17]、线粒体膜通透性

转换孔的开放[18]，进而发挥各种保护作用。既往实验

证明，不同浓度的 TMZ（0.1耀100 滋mmol/L）对 PA刺
激下心肌细胞线粒体功能具有保护作用[19]。基于TMZ
的上述作用，本实验拟用 PA诱导 H9C2细胞凋亡，
模拟糖尿病心肌病模型，观察 TMZ对 H9C2细胞脂
毒性凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 试验设备与试剂

1.1.1 细胞系 大鼠 H9C2心肌细胞系（广州赛库
生物）。

1.1.2 主要材料与试剂 抗 GAPDH抗体、抗 茁-
actin抗体（赛默飞公司），抗 BAX抗体、抗 BCL2抗
体（博士德生物工程有限公司），抗 Caspase3 抗体
（美国 CST Cell Signaling Technology公司），彩虹预染
蛋白 Marker（10耀250 kD，苏州优逸兰迪生物科技有
限公司），彩虹 245 广谱蛋白 Marker（11耀245kD）、
CCK8试剂盒、高糖 DMEM培养基（北京索莱宝公
司），盐酸曲美他嗪粉剂（Med Chem Express）。

1.1.3 实验主要仪器与设备 单人双面超净台（苏

净安泰公司）、电泳仪电源（美国 PowerpacBasic 公
司）、LabServ标准型洁净工作台（美国赛默飞有限公
司）、电泳槽（美国 Bio-Rad公司）、低温高速离心机
（德国 Eppendorf公司）、恒温水浴锅（美国精骐公
司）、恒温 CO2细胞培养箱（美国精骐公司）、可拍照

倒置显微镜（麦克奥迪有限公司）、多功能酶标仪

（美国伯腾仪器有限公司）、微量式可调移液器（赛

默飞有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 H9C2 心肌细胞种植在 6 cm 培
养瓶中，培养于含 10%胎牛血清和 100 U/mL青霉
素/链霉素的高糖 DMEM中，静置于恒温 37益、5%
CO2的条件下 24 h。显微镜下观察细胞充分贴壁生
长融合至 85%~90%时，用含 0.25% EDTA胰酶使贴
壁细胞悬浮，取对数生长期的细胞进行本次实验，

每次操作前将培养皿、移液器、枪头、离心管等放置

于超净台，使用紫外灯照射至少 30 min，培养基、PA
储存液、TMZ储存液、PBS、胰酶等液体试剂提前放
置恒温水浴锅 37益预热至少 15 min。
1.2.2 PA储存液的配制 将 75益恒温的 3 mL PA
皂化溶液迅速地与离心后的 3 mL BSA溶液混合，
得到 6 mL 40 mmol/L PA+BSA溶液，即 PA储存液，
适当摇匀，为棕黄色澄清样液，无菌操作台细菌滤

器过滤 2~3遍，4益冰箱保存。
配制 PA脂性培养基：从 4益冰箱取出的 PA储

存液，先放置于 37益恒温水浴锅中预热，至 PA储存
液内沉淀消失，溶液变至透明棕黄色，然后直接将

PA储存液加入到 DMEM高糖完全培养基中，分别
稀释至浓度为 50~350 滋mol/L的 PA培养基。
1.2.3 TMZ 的配制 取 10 mg TMZ 粉剂，溶于
2.947 6 mL PBS中，得到最终浓度 10 mmol/L的无色
透明 TMZ溶液，再分别稀释至 0.1、1、10 滋mol/L TMZ
溶液，超净台细菌滤器过滤，-20益保存。
1.3 检测指标

1.3.1 CCK8细胞活性检测 当细胞密度到达实验

要求后向每孔加入 CCK-8溶液，将培养板在培养
箱内孵育，观察培养基颜色变为黄色即可。用酶标

仪测定在 450 nm处的吸光度。
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活性计算：细胞活性（豫）=[A（刺激组）-B（空白
组）]辕[A（对照组）-A（空白组）]伊100%；以细胞活性为
纵坐标，以培养时间、浓度为横坐标，用 Graphpad
prism软件绘制柱状图。
1.3.2 油红 O染色 （1）待细胞密度满足实验要求
后，吸液枪吸取细胞培养基，用无菌冷 PBS 清洗
3次，加 ORO Fixative固定液固定 20~30 min。（2）弃
去固定液，再次用冷 PBS清洗 3次。（3）加入 60%异
丙醇浸洗 5 min。（4）弃去 60%异丙醇后加入新配制
好的 ORO Stain，浸染 10~20 min。（5）弃去染色液，
水洗 3次，直到无多余染液。（6）加入 Mayer苏木素
染色液，复染核 1~2 min。弃去染液后水洗 2~5次。
（7）入 ORO Buffer 1 min，弃去。（8）加入蒸馏水覆盖
细胞并在显微镜下观察。

1.3.3 免疫蛋白电泳 使用 Image J系统进行条带
灰度分析计算灰度值，以被测蛋白灰度值/内参蛋白
灰度值的比值来代表被测蛋白表达水平。

1.4 分组

1.4.1 预实验组 CCK8检测 PA 浓度梯度分为 8
组：0 滋mol/L组（CON组）、50 滋mol/L组、100 滋mol/L
组、150 滋mol/L 组、200 滋mol/L 组、250 滋mol/L 组、
300 滋mol/L组、350 滋mol/L组。CCK8检测 PA刺激
时间梯度分为 4组：0 h组（CON组）、6 h组、12 h组、
24 h组。免疫蛋白电泳检测 PA浓度梯度分为 6组：
0 滋mol/L 组（CON 组）、50 滋mol/L 组、100 滋mol/L
组、150 滋mol/L组、200 滋mol/L组、300 滋mol/L组。
1.4.2 实验组 CCK8 检测、蛋白印迹测定分为
6 组：对照组（CON）、PA（200 滋mol/L）组、CON+TMZ3
（10 滋mol/L）组、PA（200 滋mol/L）+TMZ1（0.1 滋mol/L）
组、PA（200 滋mol/L）+TMZ2（1 滋mol/L）组、PA
（200 滋mol/L）+TMZ3（10 滋mol/L）组。油红 O染色分
为 4 组：CON 组、PA（200 滋mol/L）组、CON+TMZ3
（10 滋mol/L）组、PA（200 滋mol/L）+TMZ3（10 滋mol/L）
组。

1.4 统计学处理 所有实验均重复 3次，数据符合
正态分布，使用 Graphpad prism8.0、Imaje J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，多组样本均数比较采用单因素
方差分析法，P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 细胞活性检测 预实验组：与 CON组相比，
200 滋mol/L PA 组细胞活性明显下降（t=15.8，P<
0.05），随着 PA 浓度升高，细胞活性下降明显（F=
140.9，P约0.05，图 1A）。与 CON组相比，12 h组细胞
活力明显下降（t=20.82，P<0.05），随着 PA刺激时间

延长，细胞活性下降明显（F=1.829，P约0.05，图 1B）。
根据上述结果，以 PA 200 滋mol/L刺激 12 h为后续
干预标准。

实验组：与 PA组相比，PA+TMZ1、PA+TMZ2、
PA+TMZ3组细胞活性均明显增强，随着 TMZ浓度
升高细胞活性逐渐增强（F=328.3，P约0.05，图 1C）。

注：A：不同浓度（0耀350 滋mol/L）PA刺激 H9C2细胞 12 h各组
细胞活性的变化；B：200 滋mol/L PA刺激 H9C2细胞，不同时间（0耀24
h）细胞活性的变化；C：经 TMZ预处理 1 h后 200 滋mol/L PA刺激 1
2 h各组细胞活性变化情况；PA：棕榈酸；TMZ：曲美他嗪；***P<
0.05，****P约0.001，ns：差异无统计学意义
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图 1 细胞活性检测

Fig.1 Cell viability detection

32



第 1期

2.2 凋亡相关蛋白表达的变化 预实验组：与

CON 组相比，200 滋mol/L PA 组 Bax 蛋白表达明显
升高（t=3.201，P约0.05），150 滋mol/L PA组Bcl-2蛋白
表达明显降低（t=2.479，P约0.05），随着 PA浓度升高，
Bax蛋白表达升高明显（F=3.854，P约0.05）、Bcl-2蛋
白表达下降明显（F=7.156，P约0.05，图 2）。

实验组：与 PA组相比，PA+TMZ2、PA+TMZ 3组
Bax蛋白表达降低（t=3.392、4.275，均 P约0.05）、Bcl-2

蛋白表达升高（t=6.028、8.952，均 P约0.05），且随着
TMZ 浓度的增加，Bax 表达降低、Bcl-2 表达增加
（F=3.763、7.548，均 P约0.05，图 3）。
2.3 细胞内脂质含量 油红 O染色各组细胞，橘红
色为脂质，倒置显微镜 40 倍下观察，与 CON组相
比，PA组 H9C2细胞内红色脂滴明显增多；与 PA
组相比，PA+TMZ3组红色脂滴明显减少（图 4）。
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图 3 不同浓度 TMZ预处理 1 h后 PA刺激 12 h，Bax、Bcl-2
表达情况

Fig.3 Expression of Bax and Bcl-2 under PA stimulation for 12
hours after pretreatment with different concentrations of TMZ
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图 2 不同浓度 PA刺激下各组 Bax、Bcl-2蛋白表达情况
Fig.2 Expression of Bax and Bcl-2 proteins under PA stimulation

of different concentrations in each group

33



第 31卷天津医科大学学报

3 讨论

糖尿病心肌病（DMC）作为一种独立于冠心病
和高血压等危险因素的疾病，最终会导致心律失常、

心力衰竭、心肌梗死，严重情况下还会导致猝死[20]。

然而，DCM的发病机制复杂，包括氧化应激、炎症、
代谢底物利用障碍、胰岛素信号转导、线粒体功能

障碍和内质网应激等因素。这些元素共同激发或促进

心肌细胞结构和功能的改变。在最近的研究中，研

究人员强调了 DCM与细胞凋亡之间的密切联系[21]。

表明 DMC心功能不全与糖脂毒性诱导的细胞凋亡
直接相关，通过调节细胞凋亡可能对 DCM产生积
极作用。由于成年心脏细胞几乎不再增殖，心肌细

胞数量下降诱发的心脏功能异常将会是不可逆的，

抑制心肌细胞凋亡是延缓甚至逆转心力衰竭的重

要靶点。

TMZ是临床实践中治疗心绞痛和缺血性心脏
病的常用药物，是哌嗪的衍生物，对心肌能量代谢

有主要影响。有研究表明，TMZ治疗 DCM的疗效主
要与两个方面有关。首先，它直接增强心肌能量代

谢，提供细胞保护。其次，TMZ具有间接的抗氧化作
用，可抑制心肌纤维化和促进自噬[22]。糖尿病患者早

期服用 TMZ可预防或减少心肌损伤，降低缺血性心
脏病的风险。尽管 TMZ对 DCM有保护作用，但其
疗效的确切机制尚不清楚，也尚不清楚 TMZ 对
DMC心肌细胞凋亡的影响。

Bax/Bcl-2家族是细胞凋亡过程中的经典蛋白，

存在于线粒体内，Bax蛋白表达增加可促进细胞凋
亡过程，而 Bcl-2 蛋白表达增加可以抑制细胞凋
亡。在本实验中，可以观察到随着 PA浓度逐渐增加，
H9C2 细胞活性逐渐下降，Bax 表达增加，Bcl-2 表
达降低，证明 PA刺激可以引起 H9C2细胞脂毒性
损伤，诱导细胞凋亡。与 PA组相比，当给予高浓度
的 TMZ预处理后，H9C2细胞活性增强，Bax表达降
低、Bcl-2表达升高，细胞凋亡过程被抑制。且随着
TMZ浓度的升高，上述作用逐渐明显。这证明 TMZ
可以抑制 PA诱导的细胞凋亡，其保护作用可能与
浓度相关。

脂毒性损伤的主要机制包括游离脂肪酸在细胞

内的过度贮存。当血浆游离脂肪酸增加时，过氧化

物酶体增殖物活化受体 琢（PPAR琢）活化，通过激活蛋
白激酶 C并促使 TBC1D1（Tre-2/BUB2/cdc1 domain
family 1）磷酸化，正反馈诱导脂肪酸转位酶易位至
心肌细胞膜上，促进游离脂肪酸摄取。抑制蛋白激酶

C或 TBC1D1可以减弱游离脂肪酸诱导的 CD36易
位、减少心肌细胞游离脂肪酸摄取。TMZ可以抑制
细胞线粒体内的长链 3酮酰辅酶 A硫解酶，减少脂
肪酸摄取。在油红 O染色中也观察到 PA组 H9C2
细胞内存在大量红色脂滴，与 PA组相比，TMZ预处
理后细胞内脂滴含量明显减少，提示 TMZ的保护作
用可能与游离脂肪酸在细胞内摄取与分布、调控上

游线粒体相关蛋白表达相关。但具体上游信号转导

通路是否与 PPAR琢通路相关需要进一步研究。

注：细胞内橘红色为脂滴

图 4 油红 O染色
Fig.4 Oil red O staining
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