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左卡尼汀对血清饥饿诱导心肌细胞凋亡的保护作用
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摘要: 目的 研究左卡尼汀对血清饥饿诱导心肌细胞凋亡的保护作用。方法 新生大鼠心肌细胞分为正常
组、模型组和不同剂量左卡尼汀 ( 20、40、80 μg /mL) 治疗组。MTT法测定细胞存活率，流式细胞仪测心肌细
胞的凋亡指数，Wsetern blot 法检测心肌细胞内半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 － 3 ( caspase － 3) 表达水平。结果 左
卡尼汀明显抑制血清饥饿诱导的心肌细胞凋亡，表现为细胞存活率升高，凋亡率下降，caspase － 3 表达降低。结

论 左卡尼汀对血清饥饿诱导的心肌细胞凋亡具有一定的保护作用。
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The Protective Effect of L －Carnitine on Cardiomyocytes
Apoptosis Induced by Serum Deprivation

JIAO Hongzhi
( Jinzhou Medical School，Jinzhou 121000 China)

Abstract: Objective To explore the protective effect of L － carnitine on serum deprivation － induced apoptosis of neo-
natal cardiac myocytes． Methods Cultured neonatal cardiomyocytes were divided into normal group，model group and treat-
ment group with different doses of L － carnitine ( 20，40，80 μg /mL) ． The cell viability was determined by MTT assay． Ap-
optosis index was determined by flow cytometry． Caspase －3 was investigated by western blot． Ｒesults L － carnitine showed
the fountion of protective effect expressed as increased cell viability and decreased apoptosis index and caspase －3 expression．
Conclusion L － carnitine has the protective effect on cardiomyocytes apoptosis induced by serum deprivation．
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心肌细胞为终末分化细胞，没有再生增殖能力，

长期慢性的凋亡使其数量逐渐减少会导致心脏泵功

能降低直至心力衰竭，因此对心肌凋亡防治至关重

要。左卡尼汀 ( L － carnitine) 又称左旋肉碱，是哺

乳动物能量代谢必需的体内天然物质，对细胞中能

量的产生和转运起重要作用。左卡尼汀能促进脂肪

酸经 β － 氧化进人三羧酸循环，产生能量，与机体

的器官、组织代谢密切相关。研究发现其可有效预

防恶性肿瘤导致的恶液质、体重减轻［1］、保护神经

细胞免受缺血缺氧损伤［2］，同时对心血管系统具有

一定的保护作用［3 － 4］。本实验旨在利用细胞模型进

一步探讨左卡尼汀对心血管系统的保护作用。

1 材料与方法

1. 1 动物药品与试剂 出生 2 ～ 3 d 的 SD 大鼠乳

鼠，雌雄不拘，由辽宁医学院实验动物中心提供，

动物合格证号: scxK ( 辽) 2003—0007。左卡尼汀

为沈阳东宁精细化工有限公司产品; 低糖 DMEM
培养基、胰蛋白酶均购自美国 Sigma 公司; Caspase
－ 3 一抗为 Promega 公司产品; 小牛血清为杭州四

季青生物材料研究所产品。其他试剂均为分析纯。
1. 2 体外心肌细胞培养分组及给药 在无菌条件

下取出大鼠乳鼠心脏，用 D －Hank 液冲洗3 次后剪成

约 1 mm3大小的碎块，加入 0. 8 g·L －1胰蛋白酶消化

细胞，取消化完毕后的细胞离心，去除上清液后，沉

淀用吸管吹开后，加入培养基继续离心。收集两次离

心后的细胞加入体积分数为 0. 15 的小牛血清，0. 84
的 DMEM 培养基，及 0. 01 的双抗液 ( 含 1 ×105 U·
L －1青霉素，100 mg·L －1链霉素) 的培养基，吹打均

匀后以 0. 5 ×108 L －1的密度接种于 24 孔培养板，送入

通以体积分数为 0. 05 CO2 及 0. 95 空气的二氧化碳孵

箱中培养。常规培养 2 天后，血清饥饿组即去除培养
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心肌细胞培养液中的小牛血清，使心肌细胞在一定的

时间内处于无血清状态，制造缺乏生长因子的环境而

诱导心肌细胞凋亡。实验分为: ( 1) 正常组; ( 2) 模

型组; ( 3) 左卡尼汀 20 μg /mL; ( 4) 左卡尼汀 40
μg /mL; ( 5) 左卡尼汀 80 μg /mL。
1. 3 MTT 法测定细胞的存活率 细胞接种于 96
孔板中，孵育 24 h 后 加入 5 g /L MTT 试剂 20 !L，

置 37 ℃孵育箱中孵育 4 h 后去除培养基后，加入

150 !L DMSO 溶解结晶体，轻轻晃动 15 ～ 20 min
后，酶标仪在波长为 570 nm 处测定吸光度 ( A)

值，用此表示细胞的存活率。
1. 4 流式细胞仪测定细胞凋亡率 用 2. 5 g·L 胰

蛋白酶消化各组细胞，PBS 洗涤 2 次，并调整细胞

密度为每孔 1 × 106 个，制成单细胞悬液，用 PBS
清洗离心 2 次，加入 10 μL 的 Annexinv － FITC 和 5
μL 溴化碘啶 ( PI) ，轻轻混匀，在 1 h 内使用，由

流式细胞仪 ( FACS CALIBUＲ，美国 BD 公司) 进

行测定。所得数据经 Bioconsort 专用软件处理，分

析细胞凋亡率。
1. 5 Western blot 测定细胞中 Ccaspase － 3 表达

取各组细胞，BCA 法蛋白定量。然后每组取 10 μL
样品以及蛋白标准物点样，进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳，初始电压为 90 V，观察 Maker 的移动情况，

适时终止电泳。转膜、封闭、洗膜，切割后分别与

其特定的稀释过的一抗 4 ℃ 杂交过夜，然后用

TBST 洗膜 3 次，与二抗反应至少 1 h，再次洗膜 3
次，加 ECL 显色，上机检测。
1. 6 统计学处理 数据均以 珋x ± s 表示，统计学处

理采用方差分析及 q 检验。

2 结 果

2. 1 左卡尼汀对细胞存活率的影响 如表 1 可以

看出，在由血清饥饿导致的心肌细胞凋亡中加入中

高剂量的左卡尼汀 ( 40、80 μg /mL) 后，与模型

组比较，中高剂量左卡尼汀组细胞存活率分别增加

了 36. 2%和 48. 9% ( P ＜ 0. 01) 。
2. 2 左卡尼汀对心肌细胞凋亡率的影响 如表 2
可以看出，与正常组相比，模型组细胞凋亡率明显

增加。而加入不同剂量的左卡尼汀预处理后，心肌

细胞凋亡率有不同程度降低 ( 差异有统计学意义 P
＜ 0. 05) 。
2. 3 左卡尼汀对心肌细胞 Ccaspase － 3 表达的影

响

如图所示血清饥饿组心肌细胞 Ccaspase － 3 表达增

加，不同剂量的左卡尼汀可不同程度的抑制血清饥

饿导致的 Ccaspase － 3 表达增加 ( 图 1) 。

表 1 左卡尼汀对细胞存活率的影响

组别 剂量 ( μg /mL) A570 值

正常组 — 0. 79 ± 0. 09

模型组 — 0. 47 ± 0. 08＊＊

左卡尼汀组 20 0. 50 ± 0. 04

左卡尼汀组 40 0. 64 ± 0. 09##

左卡尼汀组 80 0. 70 ± 0. 10##

注: 与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ##P ＜ 0. 01

表 2 左卡尼汀对心肌细胞凋亡率的影响

组别 剂量 ( μg /mL) 凋亡率 ( % )

正常组 — 9. 9 ± 0. 8

模型组 — 47. 1 ± 2. 9＊＊

左卡尼汀组 20 32. 1 ± 1. 7#

左卡尼汀组 40 28. 4 ± 2. 5##

左卡尼汀组 80 18. 5 ± 1. 9##

注: 与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P

＜ 0. 01

3 讨 论

细胞凋亡亦称为细胞程序性死亡，是在生理或

病理条件下由基因控制的通过内源性核酸内切酶激

活所造成的细胞死亡过程。在心血管系统心肌细胞

凋亡是众多心血管疾病发生的重要因素亦是导致心

功能下降的主要原因之一，因此，探明其发生发展

机制、减少非生理性心肌细胞凋亡，对保护心脏结

构和功能具有重要的临床意义。血清饥饿由于去除

了血清中的营养成分，被认为是经典的诱导体外细

胞凋亡的模型［5］。
左卡尼汀对心血管系统具有一定的保护作用，

但对血清饥饿诱导的心肌细胞凋亡的研究鲜有报

道。Caspase － 3 是调节和执行细胞凋亡的重要蛋白

酶之一，是细胞凋亡蛋白酶级联反应的必经之路，

是细胞凋亡的执行因子。各种凋亡刺激可通过一系

列信号转导途径激活 Ccaspase － 3，从而向细胞核

内传达细胞凋亡执行信号。抑制其活性可以抑制凋

亡的发生［6］。本研究结果显示，血清饥饿诱导的

凋亡模型中心肌细胞存活率降低，凋亡率增加，

Ccaspase － 3 表达增加。而左卡尼汀的预处理可以

有效抑制血清饥饿诱导的心肌细胞凋亡，表现为存

活率升高，凋亡率降低，Ccaspase － 3 表达降低。
综上所述左卡尼汀对血清饥饿诱导的心肌细胞凋亡

具有一定的保护作用，但其具体机制有待进一步研

究。 ( 此文图 1 见附页 1)
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