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L-carnitine对缺氧 复氧新生大鼠心肌细胞能量生成及 CPT-ⅡmRNA表达的影响
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　　提　要:目的　探讨 L-肉毒碱(L-carnitine , L-Car)对缺氧 复氧培养新生大鼠心肌细胞能量生成的影响及其机制。 方

法　以原代培养新生大鼠心肌细胞建立缺氧 复氧损伤模型 , 高效液相色谱检测单纯缺氧 复氧以及 L-Car预处理缺氧 复

氧心肌细胞ATP、ADP、AMP 生成改变;RT-PCR 方法检测心肌细胞肉毒碱脂酰基转移酶-Ⅱ(carnitine palmitoyltransferase-Ⅱ ,

CPT-Ⅱ)mRNA表达。结果　与正常对照组比较 , 培养心肌细胞缺氧 24 h 复氧 0、2 、4、8 h 后 , 心肌细胞 ATP、ADP均明显下

降。与单纯缺氧 复氧组比较 , L-Car预处理组心肌细胞缺氧 复氧后 ATP含量明显增高;培养心肌细胞缺氧 24 h 后 , CPT-Ⅱ

mRNA表达除复氧 2 h有所上升外 , 复氧 4、8 h 表达渐次降低。 L-Car预处理使缺氧24 h 复氧 4 h 心肌细胞CPT-ⅡmRNA 表

达呈浓度依赖性增高 , 50 nmol L处理组 CPT-ⅡmRNA 表达显著高于 0 nmol L处理组。结论　心肌细胞缺氧 复氧过程中能

量生成明显降低 ,其损伤可能与三羧酸循环中呼吸酶 CPT-Ⅱ表达降低有关;L-Car对培养仔鼠心肌细胞缺氧复氧损伤具有

显著保护作用 ,其机制可能是与 L-Car从转录调控水平改善 CPT-Ⅱ合成有关。
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reoxygenation treated cultured neonatal rat myocardial cells
ZHU Guang-xu

1
, XIE Yan

1
, WANG Xiao-hua

1
, ZHOU Zhou

1
, LOU Shu-fen

2
, YU Zheng-ping

1
(1Department of Labor Hygiene ,

2 State Key Laboratory of Trauma , Burns and Combined Injury , Institute of Combined Injury , College of Preventive Medicine , Third Military Medical

University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of L-carnitine (L-Car)on the energy production in cultured

neonatal rat myocardial cells after hypoxia reoxygenation (H R)and its mechanisms.Methods　An H R injury

model was established using primary cultured rat myocardial cells.ATP , ADP and AMP contents in simple H R-

treated culturedmyocardial cells and L-Car-pretreated group were determined by high performance liquid chromatogra-

phy .Carnitine Palmitoyltransferase-Ⅱ (CPT-Ⅱ)mRNA expression in cultured myocardial cells was detected by RT-

PCR.Results　Compared with those in the control , ATP and ADP contents decreased significantly after 24 h hy-

poxia followed by reoxygenation for 0 , 2 , 4 and 8 h.Compared with that in simple H R group , ATP content in-

creased significantly in L-Car-pretreated group.CPT-Ⅱ mRNA expression in cultured myocardial cells increased

slightly after hypoxia followed by reoxygenation for 2 h , but it decreased at 4 and 8 h after reoxygenation.CPT-Ⅱ

mRNA expression in cultured myocardial cells pretreated with L-Car at 24 h followed by reoxygenation for 4 h in-

creased in a dose-dependent manner.CPT-Ⅱ mRNA expression in cultured myocardial cells pretreated with L-Car at

the dose of 50 nmol L was significantly higher than that at the dose of 0 nmol L.Conclusion　H R results in sup-

pressed energy production in cultured myocardial cells.The possible mechanism may be associated with the down-reg-

ulation of CPT-ⅡmRNA expression.L-Car has protective effect on the H R-induced injury of cultured neonatal rat

myocardial cells , and its mechanism might be involved in the improvement of CPT-Ⅱ synthesis at the transcriptional

level.
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　　大量文献研究已表明 ,心肌缺氧是缺血性心肌疾

病(如冠心病 、心肌梗死等)的最基本病理过程 ,也是严

重创伤后休克等原因致心功能衰竭的重要始动因素。

心肌细胞供能主要依赖发生于线粒体有氧条件下的脂

肪酸 β氧化 ,而非糖氧化代谢 ,这一与其他组织决然不

同的供能方式决定了心肌组织对缺氧 复氧的高度敏

感性 。肉毒碱脂酰基转移酶-Ⅱ(carnitine palmitoyltrans-

ferase-Ⅱ ,CPT-Ⅱ)是脂肪酸 β-氧化过程中起关键作用

的限速酶之一 ,文献[ 1 ,4 ,6 , 8 ,9]证实了 L-carnitine(L-

Car)对心肌损伤呈显著保护效应 ,但是其机制是否与

心肌细胞能量生成以及 CPT-Ⅱ表达相关联。本研究

拟通过培养心肌细胞缺氧 复氧损伤模型 ,从转录调控

水平探讨心肌细胞缺氧 复氧能量代谢损伤与 L-Car保

护作用及其机制 ,为临床对缺氧 复氧损伤防治提供实

验依据。

1　材料和方法

1.1　心肌细胞培养
　　无菌取新生 3 d 龄Wistar 大鼠新生鼠左心室 , 剪碎后经

0.125%胰蛋白酶消化 , 以 200 目尼龙网过滤分离成单细胞悬

液 ,以含 15%胎牛血清的高糖 DMEM 培养基在 95%∶5%CO2

37 ℃条件下应用差速贴壁法先培养 90 min 以纯化心肌细胞 ,

然后按实验设计继续培养 ,对数生长期细胞用于实验。

1.2　主要试剂
　　高糖 DMEM 培养基(美国 Hyclone 公司产品)按说明书配

制 ,培养液每升另加青霉素 、链霉素使终浓度达 100 U ml、灭活

胎牛血清(美国 Hyclone 公司)150 ml , 调 pH 值于 7.2 ～ 7.4。

L-Carnitine、ATP、ADP、AMP 标准品(美国 Sigma 公司), PCR试剂

(上海生工)。

1.3　主要设备及器材
　　新生Wistar大鼠(3 d 龄)购于本校实验动物中心。 CO2 培

养箱(美国 Queue 2721 型), 倒置相差显微镜(日本 Olympus 公

司), PCR仪(美国 PT-100), 高效液相色谱分析仪(日本岛津公

司), 37 ℃恒温箱(中国天津仪器厂), 紫外分光光度仪(美国

Beckman DU640型)。

1.4　缺氧模型的建立
　　将培养仔鼠心肌细胞置 37 ℃恒温真空干燥罐 , 参照王培

勇等[ 2]方法进行 , 以含 95%N2∶5%CO2 气体缺氧完毕 , 重新置

含95%空气∶5%CO2 、37 ℃培养箱按实验设计复氧 , 进行各项

指标测定。

1.5　实验分组
　　分为 2 组:第 1 组:缺氧 复氧对心肌细胞能量代谢的影响

及 L-Car的保护作用。 ①单纯缺氧 复氧组:已培养好的心肌细

胞缺氧 24 h后 , 再分别复氧 0、2、4 、8 h;②L-Car 预处理组:培养

好的心肌细胞缺氧前 2 h 加入终浓度为 50 nmol L的 L-Car , 继

续培养 2 h后缺氧 24 h , 然后分别复氧培养 0、2、4 、8 h;③正常

对照组:已培养好的心肌细胞不作缺氧处理 , 其余条件同实验

组;第 2 组:复氧对 CPT- ⅡmRNA表达的影响与 L-Car 的保护作

用。 ①单纯缺氧 复氧组观察缺氧心肌细胞分别复氧 0、2、4、8 h

CPT-ⅡmRNA 表达变化;②L-Car 预处理组 取同批培养的心肌

细胞缺氧前 2 h 加入终浓度为 0、0.05、0.5、5 、 50 nmol L含 15%

胎牛血清的 DMEM 培养基配制的 L-Car稀释液 ,缺氧 24 h 后复

氧 4 h检测 CPT-ⅡmRNA 表达。

1.6　培养心肌细胞ATP、ADP 、AMP 含量的测定

　　在缺氧 复氧以及 L-Car预处理的培养心肌细胞中(107 个

细胞),加入 1 ml 0.1 mol L高氯酸 , 冰上匀浆 ,在 4 ℃, 15 000×

g 离心 10 min;然后取上清液用 0.5 mol L碳酸钠溶液中和并调

整 pH 至 6.5 ～ 7.0 ,重复离心1 次 , 取上清液作高效液相色谱分

析。应用公式 EC(energy charge , EC)=(ATP+0.5ADP) (ATP+

ADP+AMP)计算能量负荷。

1.7　RT- PCR检测缺氧/复氧心肌细胞 CPT-ⅡmRNA

表达

　　总 RNA 提取:按 Tripure说明书进行 , 提取总 RNA , 在 A260 

A280条件下进行 RNA纯度鉴定和定量 , 并用甲醛变性琼脂糖凝

胶电泳进一步确认 RNA质量。取总 RNA5.0 μg逆转录合成 cD-

NA , 然后按文献[ 3] 进行半定量 PCR 反应 , 以 β-actin 作为内参

照。进行多重PCR扩增。反应条件为:95 ℃变性 30 s , 56 ℃退

火 30 s , 72 ℃延伸1 min ,进行 29个循环 , 72 ℃延伸7 min。引物

序列为:CPT-Ⅱ上游 5′-GAGACTGGCGTTGGGAAGGA-3′;下游 5′-

GAGGGAGGAACAAAGCGAATGA-3′,扩增片段长度 311 bp;β-actin

上游 5′-TTGTAACCACCTGGGACGATATGG-3′;下游 5′-GATCTT-

GATCTTCATGGTGCTAG-3′,扩增片段长度 764 bp。 反应结束后 ,

各取PCR产物 4μl进行1.7%琼脂糖电泳 , 并用Gel Doc 2000 凝

胶图像分析仪扫描 , PCR产物量以光密度值×面积表示 , 目的

片段与 β-actin的光密度比值作为目的片段 mRNA的相对含量。

1.8　统计学分析
　　采用Microsoft Excel软件进行 t检验。

2　结果

2.1　缺氧后复氧不同时间 L-Car 对心肌细胞 ATP 、

ADP 、AMP生成的影响

　　大鼠培养心肌细胞单纯缺氧 24 h , ATP含量显著低于正常

对照组(P<0.01),复氧至4 h , ATP含量呈恢复趋势 ,但复氧8 h

时ATP 含量又显著降低(P<0.01)(图 1A);ADP含量变化趋势

类同 ATP(图 1B);AMP 含量与正常对照相比 , 仅在复氧后 4 h

明显下降(P<0.05)(图 2);心肌细胞缺氧 复氧各个时相点能

量负荷明显降低;L-Car(50 nmol L)处理组中 , 复氧 2 、4、8 h ,

ADP、EC 与正常对照相比无显著差异 , AMP在复氧 4h 甚至显著

高于正常对照(P<0.01), ATP生成仅在复氧 4、8 h 显著低于正

常对照组(P<0.05)。
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＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs control;#:P<0.05 vs 4 h

图 1　L-Car对缺氧 复氧心肌细胞 ATP(A)、ADP(B)生成的影响(n=4)

Fig 1　Effects of L-Car on ATP(A)and ADP(B)contents in myocardial

cells after H R(n=4)

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol

图 2　L-Car对缺氧 复氧心肌细胞 AMP生成的影响(n=4)

Fig 2　Effects of L-Car on AMP contents in myocardial cells

after H R(n=4)

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol

图 3　L-Car对缺氧 复氧心肌细胞能量负荷的影响(n=4)

Fig 3　Effects of L-Car on energy charges(RC)of myocardial

cel ls after H R(n=4)

2.2　复氧对缺氧心肌细胞 CPT-ⅡmRNA表达的影响

以及 L-Car的保护作用
2.2.1　不同复氧时间缺氧心肌细胞 CPT-ⅡmRNA 表达的变化

　　复氧不同时相点 CPT-ⅡmRNA 表达的变化显示 , 在复氧

2 h , CPT-ⅡmRNA表达有所上升 , 但是与复氧 0 h 相比并无显著

差别。复氧后 4 h 则表达下降(P<0.05), 至 8 h CPT-ⅡmRNA

表达显著低于对照组(P<0.01)(图 4)。

1-4:0 , 2 , 4 and 8 h af ter reoxygenat ion

图 4　RT-PCR检测缺氧 复氧对 CPT-Ⅱ mRNA 表达的影响

Fig 4　Effects of H R on expression of CPT-ⅡmRNA detected by RT-PCR

2.2.2　不同浓度 L-Car对缺氧后复氧 4 h培养心肌细胞CPT-Ⅱ

mRNA表达的影响　　L-Car 在 0.5、5 nmol L浓度对于缺氧后

复氧4 h CPT-ⅡmRNA表达有明显促进作用(P<0.05), 50 nmol 

L对 CPT-ⅡmRNA 表达影响与 0 nmol L处理组相比差别非常显

著(P<0.01)(图5)。

M:Marker;1-4:0 , 0.05 , 0.5 , 5 and 50 nmol L L-Car treated groups

图 5　RT-PCR检测 L-Car 对缺氧 复氧后 CPT-Ⅱ mRNA表达的影响

Fig 5　Effects of L-Car on the CPT-Ⅱ mRNA expression after

H Rdetected by RT-PCR

3　讨论

　　心肌缺血再灌注损伤是创伤 、休克等致心肌损伤

的基本病理过程 。由于心肌细胞内脂肪酸代谢的至关

重要性导致心肌细胞对缺氧的高度敏感和对氧的高度

依赖 。事实上 ,缺血再灌注损伤最关键因素是缺氧 复

氧。因此 ,深入认识缺氧 复氧能量代谢的损伤与调控

机制 ,以及寻找有效的防治措施仍然是临床面对的缺

血再灌注损伤课题研究的主要内容 。
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　　能量生成减少可造成心肌细胞许多继发生物学效

应 ,包括细胞电生理行为改变 、心肌细胞凋亡 ,最后导
致心肌功能失调 、心脏泵血功能改变。实验结果显示 ,
缺氧 复氧可以导致心肌细胞能量生成明显减少 ,这可

能与心肌细胞缺氧 复氧而致氧化磷酸化过程受损相
关联 。L-Car主要由肝 、脾合成 ,文献[ 4] 报道 L-Car具

有广泛生物学作用 ,临床研究表明 ,在心肌梗死早期应
用 L-Car可保护缺血造成的微循环障碍 ,并增强血流
恢复能力 ,防止坏死面积进一步扩大及防止心源性休

克
[ 5]
;在左冠状动脉被持久结扎的情况下 , L-Car除了

防止坏死面积进一步扩大 ,还可显著保护未受缺血 缺
氧波及的心肌组织正常功能

[ 6]
等 。我们也曾报道

L-Car 具有保护缺氧 复氧处理的培养心肌细胞增殖活
性以及防止缺氧复氧心肌细胞凋亡

[ 7]
,本研究进一步

观察了 L-Car在复氧过程中对缺氧心肌细胞能量代谢

的影响 ,结果显示缺氧后复氧明显抑制心肌细胞能量
生成 ,并且发现 L-Car 可缓减缺氧 复氧对心肌细胞能

量生成的负面影响 ,保护细胞能量负荷 。L-Car预处理
组 ,心肌细胞缺氧后复氧 0 、2 、4 、8 h后 , ATP 含量均显
著高于缺氧 复氧组 ,并且在观察时限内 , ATP 含量出

现显著变化较单纯缺氧 复氧组而言表现延迟。应用
L-Car预处理可减轻缺氧 复氧对心肌细胞的毒性作

用 ,促进内源性 ATP 的产生。提示 L-Car在创伤 、休克
等引起的心肌组织缺氧 复氧损伤可能具有相当的应
用价值 ,可望成为临床预防和治疗心肌梗死及手术性

心肌缺血心肌损伤等优先被选药物之一 。
　　CPT-Ⅱ是在将长链脂肪酸转运到线粒体内过氧化

物酶体进行脂肪酸 β氧化过程中的关键的限速酶之
一 ,由过氧化物酶体 β氧化产生的短链脂酰 CoA及过

氧化物酶体支链氨基酸氧化产生的支链脂酰 CoA 转

运到线粒体均有赖于该酶 。一般情况下 CPT-Ⅱ mRNA

表达受血中长链脂肪酸浓度调节
[ 8]
。细胞内 CPT-Ⅱ

的表达以及活性的正常是维持细胞正常能量生成的重

要因素 。研究结果显示缺氧 复氧明显抑制心肌细胞
CPT-ⅡmRNA表达 ,经 24 h 严重缺氧的心肌细胞在复

氧不同时相点表达变化显示 ,复氧 2 h ,与复氧 0 h相

比 ,CPT-ⅡmRNA表达有所上升 ,但是并无显著意义。
复氧 4 ,8 h CPT-ⅡmRNA表达均显著低于对照组。提

示心肌细胞在缺氧状态下 ,能量生成受到严重抑制 ,复
氧后短期内 ,由于恢复了氧供 ,细胞部分恢复了能量生

成 ,但可能并不是足以满足细胞维持正常生理功能的
需要 ,而复氧一定时间后即表现出续损伤效应。缺氧 
复氧诱导 CPT-Ⅱ mRNA表达下调 ,这将使细胞内 CPT-

Ⅱ 严重不足 ,长链脂肪酸穿过线粒体内膜进入线粒体
β氧化的过程受抑 ,这可能是缺氧 复氧导致细胞高能
磷酸化合物生成减少的根本原因。

　　研究进一步观察了不同浓度 L-Car预处理培养心
肌细胞在缺氧24 h后复氧4 h检测CPT-Ⅱ mRNA表达

情况 ,结果显示 ,在 0 ～ 50 nmol L范围内 L-Car剂量依

赖性促进CPT-Ⅱ mRNA表达 ,与0剂量组比较 , 0.5 、5 、
50 nmol L均使 CPT-Ⅱ mRNA 表达显著增高。这一效

应的原因可能是由于 L-Car解除了缺氧 复氧导致的毒
理因素如自由基以及其他活性介质对 CPT-Ⅱ mRNA

表达起抑制效应 ,因为已有文献报道 L-Car 在组织缺
血缺氧过程中可作为自由基清除剂和某些毒性物质的

拮抗剂 ,并且新近文献[ 9 , 10]表明外源性 L-Car对心 、

肝以及骨骼肌均呈保护效应 ,客观情况是否表现为 L-
Car通过去除自由基及其它毒性介质的毒性效应以促

进CPT-Ⅱ mRNA表达 ,尚需进一步研究 ,研究结果提
示了 L-Car在保证长链脂酸转运畅通及能量的正常生

成可能所起的重要作用。
　　综上所述 ,本研究从能量代谢角度进一步证实了

L-Car对缺氧 复氧培养心肌细胞的保护效应 ,本研究
中关于:①心肌细胞缺氧后复氧明显加重其能量代谢

的损伤;②L-Car 预处理可拮抗缺氧 复氧对心肌细胞
能量代谢的损伤效应;③心肌细胞缺氧后复氧可显著
抑制其 CPT-Ⅱ mRNA 表达;④L-Car 预处理的保护效

应与减轻心肌细胞缺氧 复氧所致的 CPT-Ⅱ mRNA表

达降低等结果和观点 ,未见有类似的报道。
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