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·实验研究·

左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠缺氧耐受力的影响及其机制
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［摘要］ 目的:探讨左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠缺氧耐受力的影响及其机制。方法:采用急性
常压和高原缺氧实验模型，测定大鼠生存时间、存活率、心功能、心肌细胞活力、心肌细胞凋亡指数( AI) 和心
肌细胞培养液中的酶。结果:左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪显著提高大鼠存活率、存活时间、心功能、心肌细胞
活力和心肌细胞培养液中超氧化歧化酶( SOD) 含量，显著降低 AI 和心肌细胞培养液中乳酸脱氢酶( LDH)、
肌酸激酶( CK)、丙二醛( MDA)含量。结论:左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪提高大鼠缺氧耐受力，机制与增强
心功能和抑制心肌细胞损伤有关。
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Effect of L-carnitine combined with trimetazidine hydrochloride on
anti-hypoxic ability in rats and the mechanism
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［Abstract］ Objective: To investigate the effect of levocarnitine combined with trimetazidine hydrochloride
on anti-hypoxic ability in rats and the mechanism． Methods: Acute normobaric hypoxia and hypobaric hypoxia
were induced． Then survival time，survival rate，cardic function，cardiomyocyte viability and apoptosis index
( AI) ，and myocardium enzymes in the culture medium were determined． Ｒesults: Levocarnitine combined with
trimetazidine hydrochloride effectively improved the survival time，survival rate，cardic function，cardiomyocyte
viability，and SOD activity in the culture medium． It also significantly increased AI，CK，LDH，and MDA activities
in the culture medium of myocardium cells． Conclusion: Levocarnitine combined with trimetazidine hydrochloride
can raise the ability of hypoxia tolerance，and the mechanisms may relate to enhancement of left ventricular contractility
and protection of cardiomyocytes．
［Key words］ levocarnitine; trimetazidine hydrochloride; drug combination; anti-hypoxia ability; mechanism

左卡尼汀( levocarnitine，LC) 能转移长链脂肪酸 通过线粒体膜进入线粒体基质，并促进其 β 氧化，
为各种生命活动提供所需能量。盐酸曲美他嗪( tri-
metazidine，TMZ) 主要作用为抑制耗氧多的游离脂
肪酸氧化，转向葡萄糖氧化。近年来多有报道左卡
尼汀和盐酸曲美他嗪在临床上联合用于心力衰



Chinese Journal of NewDrugs2016,25(11)

1299
中国新药杂志 2016 年第 25 卷第 11 期

竭［1 － 2］、心肌损伤保护［3］、心肌梗死［4 － 5］、心绞痛［6］

等心脏疾病的治疗，但缺乏相应的动物研究资料以

及在提高缺氧耐受性应用方面的研究报告。本课题
组通过动物实验研究了左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪

对机体缺氧耐受力的影响及其作用机制，为临床左

卡尼汀与盐酸曲美他嗪联合使用以及左卡尼汀曲美

他嗪复方制剂的新药开发提供了实验依据。

材料与方法

1 药物与试剂
左卡尼汀 ( levocarnitine，东北制药集团股份有

限公司，批号: 0171404016，纯度: 99． 7% ) ，盐酸曲美
他嗪( trimetazidine，江苏吴中医药集团有限公司苏
州制药厂，批号: Y1H130802，纯度: 99． 8% ) ;受试品
是左卡尼汀以及盐酸曲美他嗪原料用氯化钠注射液

配制的不同浓度的混合溶液，低浓度混合溶液每毫

升含左卡尼汀 20 mg和盐酸曲美他嗪 0． 1 mg，中浓
度混合溶液每毫升含左卡尼汀 40 mg 和盐酸曲美他
嗪 0． 2 mg，高浓度混合溶液每毫升含左卡尼汀 60 mg
和盐酸曲美他嗪 0． 3 mg; 氯化钠注射液( normal sa-
line，西南药业股份有限公司，批号: 13070001，规格:
500 mL: 4． 5 g ) ; 胰酶 ( Gibco 公司 ) ; Ⅱ型胶原酶
( Gibco 公司，批号: 461699，规格: 1 g ) ; 噻唑兰
( MTT，Amresco公司，批号: LJ0628A5010J) ; 乳酸脱
氢酶( LDH) 测试盒( 南京建成生物工程研究所，批
号: 20130807) ;丙二醛( MDA) 测试盒( 南京建成生物
工程研究所，批号: 20130731) ;肌酸激酶( CK) 测试盒
( 南京建成生物工程研究所，批号: 20131031) ;超氧化
物歧化酶 ( SOD) 测试盒 ( 南京建成生物工程研究
所，批号: 20130813 ) ; 凯基 Annexin V-FITC 细胞凋
亡检测试剂盒 ( 南京凯基生物科技发展有限公司，

批号: 20130709) 。
2 仪器

FLYDWC50 1A低压低氧动物实验舱( 贵州风
雷航空军械有限公司) ;电子天平( 上海精密科学仪

器有限公司) ; Powerlab /8SP 八道生理记录仪( 澳大
利亚 AD instrument公司) ; MCO 15AC CO2 恒温培

养箱( Sanyo公司) ; 3131 三气培养箱( Thermo Fisher
Scientific公司) ; BCM 1000A 生物洁净工作台( 苏
州安泰空气技术有限公司) ; L 500 低速离心机
( 长沙湘仪离心机仪器有限公司) ; multiskan MK3 酶
标仪［赛默飞世尔( 上海) 仪器有限公司］; FACSCal-
ibur流式细胞仪( BD公司) 。

3 动物
成年雄性 SD 大鼠，体重为 ( 200 ± 10 ) g 和 SD

大鼠乳鼠，使用许可证号: SYXK2012-0030，生产合
格证: SCXK( 军) 20120011，均由第三军医大学动物
房提供。
4 实验分组与给药
实验分 4 次进行，第 1 次进行大鼠常压缺氧致

死实验，第 2 次进行大鼠模拟海拔 10 000 m 高原缺
氧致死实验，第 3 次进行大鼠模拟海拔 6 000 m高原
缺氧实验，第 4 次进行原代心肌细胞缺氧实验。第
1 次和第 2 次实验，每次取雄性 SD成年大鼠 52 只，
按体重随机分为模型组、低剂量组、中剂量组、高剂
量组，灌胃( ig) 给药，给药容积为 5 mL·kg －1，模型

组给予氯化钠注射液，给药组给予受试品，低剂量组

给予低浓度混合溶液，中剂量组给予中浓度混合溶

液、高剂量组给予高浓度混合溶液，bid，正常平原环
境给药 7 d，水和食物正常供应。第 3 次实验，取雄
性 SD成年大鼠 65 只，按体重随机分为空白组、模
型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组，空白组正常平
原环境饲养，其余各组给药与第 1 和第 2 次实验一
致。第 4 次实验，取出生 3 d的雄性 SD大鼠乳鼠 20
只，提取心肌细胞，正常环境培养 5 d，分成空白组、
模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组，其中低剂量
组给予左卡尼汀 2 μg·mL －1和盐酸曲美他嗪 0． 01
μg·mL －1，中剂量组给予左卡尼汀 4 μg·mL －1和盐

酸曲美他嗪 0． 02 μg·mL －1，高剂量组给予左卡尼汀

8 μg·mL －1和盐酸曲美他嗪 0． 04 μg·mL －1。
5 大鼠常压缺氧致死实验
第 1 组: 末次给药后 1 h，将大鼠放入自制密闭

的有机玻璃盒中，盒子的两端有一个进气口和一个

出气口，持续向笼中以 4 L·min －1充 97%的氮气和
3%氧气的混合气体。从大鼠放入笼中开始计时，记
录到呼吸停止的时间。
6 大鼠模拟高原 10 000 m缺氧致死实验
第 2 组: 末次给药后 1 h，将大鼠放置于低压低

氧动物实验舱内，按 6 m·s － 1降压，升到模拟海拔

5 000 和 8 000 m 时各停留 5 min，上升至模拟海拔
10 000 m后持续 1 h，记录大鼠死亡只数。
7 大鼠模拟高原 6 000 m缺氧实验
第 3 组: 末次给药后 1 h，将大鼠放置于低压低

氧动物实验舱内，按 6 m·s － 1降压，升到模拟海拔

6 000 m，舱内 ig 给药 2 d，给药时模拟海拔降至
5 000 m，舱内最后 12 h 禁水禁食［7］，最后一次舱内
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ig给药，保持模拟海拔 5 000 m，2 h 后按 1． 5 g·kg －1

腹腔注射 10%乌拉坦麻醉，仰卧位固定，去毛，备
皮，取颈正中切口，分离左颈总动脉和右颈外静脉，

分别插管用于心功能检测［8］。经左颈总动脉插入
心导管至主动脉，用八道生理记录仪监测记录心率

( HＲ) 、主动脉收缩压( ASP) 、主动脉舒张压( DAP) ，
然后继续插管至左心室，测定左室收缩压( LVSP) 、
左心室压力上升最大速度 ( dp /dtmax) 、左心室压
力下升最大速度( -dp /dtmax) 等指标。经右颈外静
脉插心导管至右心室，测定右室收缩压 ( ＲVSP) 、
右心室压力上升最大速度 ( dp /dtmax) 、右心室压
力下升最大速度 ( -dp /dtmax) ，然后继续插管至肺
动脉，测定肺动脉收缩压 ( PASP) 和平均肺动脉压
( mPAP) ［9］。
8 大鼠心肌细胞缺氧实验
第 4 组:出生 3 d的 SD大鼠乳鼠放入 75%酒精

中浸泡消毒 1 min，取出后开胸取心脏放入预冷的
D-Hanks液中。剔除心脏周边的血凝块及纤维组
织，置于另一含 D-Hanks液的小烧杯中，将心脏剪成
1 mm3 左右的碎块。取 0． 08%胰酶，0． 05%Ⅱ型胶
原酶混合消化液 6 mL 37 ℃消化 6 min，加 600 μL胎
牛血清终止消化。200 目网筛滤过，1 500 g 离心取
沉淀后用含 1%青链霉素、10% FBS，0． 1 mmol·L －1

Brdu 的 DMEM 完全培养基接种于培养瓶中。
37 ℃，5%的 CO2 饱和湿度下培养贴壁 1． 5 h，收集
未贴壁细胞，即为纯度较高的心肌细胞。离心，显微
镜下计数后随机接种在 24 孔板中，每孔放在 CO2

恒温培养箱中培养，培养 5 d 后，更换不含胎牛血清
的 DMEM培养基。空白组在正常氧气浓度为 21%
的培养箱中培养，模型组和治疗组细胞放入温度为

37 ℃，CO2 浓度为 5%，O2 浓度为 1%的三气培养箱
中进行缺氧处理，缺氧时间为 5． 5 h。缺氧后收集细
胞培养上清液，按照试剂盒的要求分别测试乳酸脱

氢酶( LDH) 、丙二醛 ( MDA) 、肌酸激酶 ( CK) 、超氧
化物歧化酶( SOD) 的水平。取余下细胞按凯基细胞
凋亡检测试剂盒的要求，用流式细胞仪测试细胞凋亡

的情况及用 MTT 法，在酶联免疫检测仪 A 为 490 nm
处测量各孔的吸光值，计算心肌细胞的活力水平。
9 数据处理
各项指标检测均使用 SPSS 19． 0 统计软件进行

分析。计量数据以 珋x ± s 表示，进行单因素方差分
析，以 P ＜ 0． 05 为具有统计学显著性差异标准。计
数数据进行卡方检验，以 P ＜ 0． 05 为具有统计学显

著性差异标准。

结 果

1 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠常压缺氧大
鼠的死亡时间的影响

与模型组相比较，联合给药低、中、高剂量组大
鼠的生存时间显著延长，且联合给药低、中、高剂量
组具有量效关系，说明联合给药能够显著延长大鼠

常压缺氧生存时间。见表 1。

表 1 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠常压
缺氧条件下生存时间的影响

n = 13，珋x ± s

组别
LC: TMZ剂量

/mg·kg －1

生存时间

/min
延长生存

百分比 /%

模型组 0． 9%NaCl溶液 6． 07 ± 0． 59 —

低剂量组 100∶ 0． 5 7． 34 ± 1． 15a 20． 9

中剂量组 200∶ 1 7． 89 ± 1． 07b 30

高剂量组 300∶ 1． 5 9． 11 ± 1． 38b 50． 1

与模型组相比，a: P ＜0． 01; b: P ＜0． 001

2 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠模拟海拔
10 000 m 存活率的影响
与模型组相比较，联合给药低、中、高剂量组的

大鼠存活率显著提高，且各剂量组基本一致，说明联

合给药显著提高大鼠急性高原缺氧存活率。见
表 2。

表 2 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠模拟
海拔 10 000 m存活率的影响

n = 13，珋x ± s

组别
LC: TMZ剂量

/mg·kg －1

存活只数

/只

死亡只数

/只

存活率

/%

模型组 0． 9%NaCl溶液 2 11 15． 38

低剂量组 100∶ 0． 5 9 4 69． 23a

中剂量组 200∶ 1 9 4 69． 23a

高剂量组 300∶ 1． 5 10 3 76． 92b

与模型组相比，a: P ＜0． 05; b: P ＜0． 01

3 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠模拟海拔
6 000 m 左心功能的影响
与空白组相比，模型组心功能指标均有上升趋

势。与模型组相比，仅有联合给药中、高剂量组左心
dp /dtmax 以及-dp /dtmax 显著上升，其他指标均无
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显著性，说明联合给药能够显著增强心肌收缩力。 见表 3 和表 4。

表 3 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠模拟海拔 6 000 m左心功能的影响 n = 13，珋x ± s

项目 空白组 模型组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

LC: TMZ剂量 /mg·kg －1 — 0． 9%NaCl溶液 100∶ 0． 5 200∶ 1 300∶ 1． 5

dp /dtmax /mmHg·s － 1 5 970 ± 1 650 6 638 ± 1 942 7 116 ± 3 527 9 419 ± 2 314a 9 822 ± 1 612b

-dp /dtmax /mmHg·s － 1 － 4 202 ± 1 178 － 4 230 ± 941 － 4 533 ± 1 719 － 5 663 ± 1 409b － 5 767 ± 864b

ASP /mmHg·s － 1 110 ± 17 130 ± 21 132 ± 18 134 ± 11 133 ± 21

DAP /mmHg 78 ± 18 90 ± 18 89 ± 20 85 ± 12 91 ± 11

LVSP /mmHg 112 ± 61 141 ± 20 139 ± 31 149 ± 17 152 ± 15

HＲ( BPM) 379 ± 79 430 ± 24 430 ± 20 435 ± 41 436 ± 28

与模型组相比，a: P ＜0． 05，b: P ＜0． 01

表 4 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对大鼠模拟海拔 6 000 m右心功能的影响 n = 13，珋x ± s

项目 空白组 模型组 低剂量组 中剂量组 高剂量组

LC: TMZ剂量 /mg·kg －1 — 0． 9%NaCl溶液 100∶ 0． 5 200∶ 1 300∶ 1． 5

dp /dtmax /mmHg·s － 1 1 735 ± 306 2 084 ± 564 2 115 ± 426 2 289 ± 195 2 204 ± 400

-dp /dtmax /mmHg·s － 1 － 1 365 ± 349 － 1 595 ± 398 － 1 562 ± 364 － 1 444 ± 265 － 1 583 ± 316

PASP /mmHg 25 ± 2 26 ± 4 27 ± 4 26 ± 1 27 ± 3

mPAP /mmHg 20 ± 3 20 ± 3 20 ± 3 20 ± 1 21 ± 3

ＲVSP /mmHg 27 ± 3 32 ± 7 32 ± 4 32 ± 2 31 ± 4

4 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对缺氧培养大鼠原
代心肌细胞的影响

与空白组相比，模型组细胞活力显著下降，细胞

凋亡指数显著上升，模型组细胞培养上清液中

LDH，CK，MDA 含量显著增加，细胞培养上清液中
SOD含量显著下降，说明缺氧对大鼠原代心肌细胞
活力以及心肌细胞酶学产生了影响显著。与模型组
相比较，联合给药低、中、高剂量组大鼠原代培养心
肌细胞的细胞活力显著增强，细胞凋亡指数显著下

降，LHD，CK，MDA浓度显著降低，SOD 浓度显著增
高，说明联合给药对保护缺氧心肌细胞，减轻因细胞

坏死造成心肌酶的外溢以及对缺氧引起的氧化应激

有较好的保护作用。见表 5 和表 6。

表 5 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对缺氧培养大鼠
原代心肌细胞活力的影响 n = 10，珋x ± s

组别
LC: TMZ浓度

/μg·mL －1

细胞活力

/%
凋亡指数

/%

空白组 — 0． 905 ± 0． 038 6． 81 ± 0． 72

模型组 — 0． 259 ± 0． 012 14． 3 ± 2． 22

低剂量组 2: 0． 01 0． 314 ± 0． 016b 11． 8 ± 2． 98

中剂量组 4: 0． 02 0． 364 ± 0． 007b 10． 1 ± 1． 44a

高剂量组 8: 0． 04 0． 595 ± 0． 018b 9． 28 ± 1． 24b

与模型组相比，a: P ＜0． 01，b: P ＜0． 001

表 6 左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪对原代缺氧培养大鼠心肌细胞酶学的影响 n = 10，珋x ± s
组别 LC: TMZ浓度 /μg·mL －1 LHD /μ·L －1 CK /μ·mL －1 MDA /nmol·mL －1 SOD /μ·mL －1

空白组 — 597 ± 205 0． 35 ± 0． 10 0． 53 ± 0． 22 16． 4 ± 0． 46

模型组 — 1 101 ± 176 1． 18 ± 0． 29 2． 27 ± 0． 74 5． 77 ± 1． 73

低剂量组 2∶ 0． 01 972 ± 116 0． 92 ± 0． 10 1． 75 ± 0． 46 8． 61 ± 0． 97b

中剂量组 4∶ 0． 02 874 ± 122a 0． 55 ± 0． 16c 1． 07 ± 0． 32b 12． 2 ± 0． 83c

高剂量组 8∶ 0． 04 688 ± 126c 0． 51 ± 0． 17c 0． 98 ± 0． 39b 12． 6 ± 0． 82c

与模型组相比，a: P ＜0． 05，b: P ＜0． 01，c: P ＜0． 001
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讨 论

心脏是重要的生命器官，心脏规律的收缩和舒

张运动能够将氧通过血液循环传输至机体组织，保

障机体能量代谢进行，而心脏运动需要消耗大量的

ATP，因此心肌的能量供应影响到机体生命活动的
进行［10］。氧是机体 ATP 生成的必要因素，缺氧导
致心肌细胞 ATP水平下降，心脏供能不足而导致功
能下降，另外缺氧会导致脂质过氧化物如 MDA 等
浓度上升、导致细胞膜和亚细胞膜通透性增加，堆积
的脂酰 CoA、脂肪酸可导致心肌细胞死亡，心脏结构
被破坏从而导致功能下降［10］。增加心肌能量供应、
增强心肌收缩力，能够增加心肌以及机体组织的氧

的供应、保障机体能量代谢进行、保护缺氧损伤，对
提高缺氧耐受性、维持机体生命活动具有重要的
意义。
曲美他嗪在缺血缺氧心脏病方面的临床以及实

验研究较多［11 － 13］，已有的研究表明，曲美他嗪对发

生心衰的左心功能具有保护和提升作用，能够降低

心肌肌钙蛋白、增强心肌收缩能力、改善心力衰竭大
鼠心肌能量代谢、病理和超微结构并且有改善大鼠
心功能的趋势。左卡尼汀同样在缺血缺氧心脏病方
面的临床以及实验研究较多［14 － 17］，已有研究表明，

左卡尼汀具有减轻心肌损伤、保护线粒体、促进脂肪
酸代谢、提高心肌收缩能力、改善心肌能量代谢的作
用。左卡尼汀和盐酸曲美他嗪均具有改善能量代
谢、提高心肌收缩力和保护心肌细胞的作用，但两药
药理作用相互抑制，很长一段时间是被临床认为不

能同时使用的药品，本课题组 2009 年提出“同步调
节糖脂代谢，优化能量供应”理论，并根据这一理论
将左卡尼汀与盐酸曲美他嗪联合用药，既能增加缺

氧细胞能量的供应，又能发挥对细胞缺氧损伤保护

作用。本实验观察到左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪能
够显著延长常压缺氧大鼠的生存时间，显著降低模

拟海拔 10 000 m急性低压缺氧大鼠的死亡率，显著
提高模拟海拔 6 000 m急性低压缺氧大鼠心肌收缩
力指标，对体外培养大鼠心肌细胞能够显著提高细

胞活性和 SOD的浓度，显著降低 MDA，LDH，CK 的
浓度，表明联合用药对提高大鼠缺氧耐受力具有显

著的作用，其作用机制与增强心脏功能和减轻缺氧

细胞损伤有关。

本课题实验原先设计的中剂量是左卡尼汀40 mg
和盐酸曲美他嗪 0． 2 mg，高剂量是左卡尼汀 80 mg
和盐酸曲美他嗪 0． 4 mg，研究过程中发现当大鼠给
予中剂量，各项指标取得显著性结果，当给予高剂量

即左卡尼汀 80 mg和盐酸曲美他嗪 0． 4 mg 时，大约
有 20%的大鼠产生严重的腹泻现象，直接影响各项
指标的测定，后经研究发现当高剂量为左卡尼汀

60 mg 和盐酸曲美他嗪 0． 3 mg 时，大鼠不产生腹
泻现象，而且药效优于中剂量。因此，综合考虑中
剂量能够达显著药效，高剂量不产生腹泻，进而设

计了高剂量为左卡尼汀 60 mg 和盐酸曲美他嗪
0. 3 mg。
本课题是左卡尼汀和盐酸曲美他嗪联合用于提

高缺氧耐受力的实验研究，但左卡尼汀和盐酸曲美

他嗪均是临床上使用了几十年的老药，本实验为临

床两药联合用于心绞痛、心肌梗死、心力衰竭等缺血
缺氧性心肌病以及急性高原反应、慢性高原红细胞
增多症等能量代谢障碍疾病的治疗提供了实验研究

依据，更为进一步左卡尼汀和曲美他嗪复方制剂的

新药开发提供了参考。
相关的研究还有许多工作要做，比如左卡尼汀

与盐酸曲美他嗪联合用药治疗不同缺血缺氧性疾病

的最佳剂量配比;对缺氧导致的除心脏外的，脑、肝、
肾、肌肉等全身脏器的损伤保护作用;对缺氧导致的
内分泌紊乱、炎症等生理生化指标的改变;对缺氧导
致的认知能力下降等都需要进一步的研究。此外，
是否存在糖脂代谢平衡调节的关键酶或靶体，以及

左卡尼汀联合盐酸曲美他嗪是否存在对糖脂代谢平

衡调节的关键酶或靶体存在作用有待进一步的

研究。
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