
脓毒症是一种全身性炎症反应性疾病，脓毒症

进展很快并可危及生命，这也是其病死率较高的主

要原因［1］。越来越多的研究表明心衰是脓毒症的一

种常见并发症［2-3］。脓毒症引起的心肌功能障碍也
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［摘 要］ 目的：研究二甲双胍（metformin，Met）对脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的大鼠心肌细胞H9C2损伤的保护作

用及机制。方法：心肌细胞H9C2按照不同处理方式分为对照组、LPS组及3种不同浓度Met与LPS联合培养组。培养24 h后
采用MTT法测定各组细胞活力，流式细胞技术检测各组细胞凋亡和活性氧水平，蛋白质印迹法检测各组Caspase3、BCL2、
BAX、腺苷酸活化蛋白激酶（adenosine 5′⁃monophosphate ⁃activated protein kinase，t⁃AMPK）、磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（phos⁃
phorylated adenosine 5′⁃monophosphate ⁃activated protein kinase，p⁃AMPK）、Beclin1、Parkin的蛋白表达。结果：和LPS单独处理组

相比，Met与LPS联合培养降低了LPS诱导的细胞活力增强和细胞凋亡增多，降低了BCL2、BAX蛋白表达，Caspase3表达未降

低；p⁃AMPK、Beclin1、Parkin蛋白表达增加，细胞活性氧水平降低。结论：Met可能通过活化AMPK途径，增加细胞自噬、减少活

性氧产生，减轻脂多糖对细胞的损伤，保护心肌细胞。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the protective mechanism of metformin（Met）on rat cardiomyocytes H9C2
injury induced by lipopolysaccharide（LPS）. Methods：Rat cardiomyocytes H9C2 were divided into Control group，LPS group，Met of
different concentrations added with LPS group，according to different treatments. Cells were cultured for 24 hours. MTT was used to
detect the cell viability，and intracellular reaction oxygen species and apoptosis were detected by the flow cytometry. The protein levels
of Caspase3，BCL2，BAX，t ⁃AMPK（adenosine 5′⁃monophosphate ⁃activated protein kinase），p⁃AMPK（phosphorylated adenosine 5′⁃
monophosphate ⁃activated protein kinase），Beclin1 and Parkin were measured by Western blot. Results：Compared with LPS treatment
alone，combine of Met and LPS decreased cell viability and apoptosis induced by LPS. The expressions of BCL2 and BAX proteins were
decreased，while the Caspase3 protein expression was not decreased. And the expressions of p⁃AMPK，Beclin1 and Parkin proteins were
increased，and the level of reactive oxygen species was deduced. Conclusion：Met may increase autophagy and reduce the production of
reactive oxygen species by activating AMPK pathway，alleviate the damage of LPS to cells and protect myocardial cells.
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是脓毒症患者的主要死亡原因［4］。然而脓毒症引起

心肌功能障碍的原因目前仍未阐明。研究发现，心

肌细胞产生的促炎性因子和凋亡在心肌功能障碍

的发病机制中起到了至关重要的作用［5-6］。脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）已经被广泛应用于诱导心

肌细胞炎症和凋亡［7］。因此，应用 LPS引起的心肌

细胞炎症反应和凋亡可以作为研究脓毒症引起的

心肌功能障碍的有效模型。

二甲双胍（metformin，Met）是一种治疗糖尿病

的药物，它可以通过降低糖异生来提高外周组织吸

收和利用葡萄糖，减低肝葡萄糖输出，降低肠道吸

收碳水化合物，增强机体对胰岛素的灵敏度［8-9］。

除了降血糖作用外，Met在各种组织中表现出抗氧

化特性和降低脂质氧化的作用［10-11］。此外，Met已
经被证明对细胞具有保护作用，可以直接对心肌

细胞和线粒体起作用，因此其不依赖于胰岛素的

增敏作用［12］。

1 材料和方法

1.1 材料

大鼠心肌细胞株H9C2（ATCC细胞库，美国）；

胎牛血清、青霉素/链霉素、DMEM培养基、胰蛋白酶

（Gibco公司，美国）；LPS（Peprotech公司，美国）；Met
（Sigma 公司，美国）；MTT 试剂盒（北京索莱宝公

司）；细胞凋亡检测试剂盒和ROS检测试剂盒（上海

翊圣公司）；BCA蛋白定量试剂盒（杭州碧云天公

司）；抗Cleaved Caspase 3、BCL2、BAX、磷酸化腺苷

酸活化蛋白激酶（phosphorylated adenosine 5′⁃mono⁃
phosphate ⁃activated protein kinase，p⁃AMPK）、腺苷

酸活化蛋白激酶（adenosine 5′⁃monophosphate ⁃acti⁃
vated protein kinase，t⁃AMPK）、Beclin1、Parkin、GAPDH
抗体（Abcam公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

以10%FBS、1%青霉素/链霉素混合液的DMEM
培养基，37 ℃ CO2恒温培养箱培养H9C2细胞。待

细胞生长至 80%，胰酶消化，接种至 6孔板中培养。

将细胞分为对照组（无 LPS和Met处理）、LPS组、

LPS+Met（1 mmol/L）组、LPS+Met（2 mmol/L）组、LPS+
Met（5 mmol/L）组。待细胞长至 80%，以含 1 μg/mL
LPS或1 μg/mL LPS与相应浓度的Met联合作用24 h，
每组3个复孔。

1.2.2 细胞活力检测

根据四唑盐比色法（MTT）试剂盒操作说明书检

测各组细胞存活率。酶标仪检测各组细胞在490 nm
处的吸光度值，细胞存活率=（实验组吸光度值-空
白组吸光度值）/（对照组吸光度值-空白组吸光度

值）×100%。

1.2.3 细胞凋亡和ROS检测

用不含EDTA的胰酶消化H9C2细胞，于300 g、

4 ℃离心 5 min。去液体后，加入新配制的 1×Bind⁃
ing Buffer 重悬细胞，并调节细胞浓度至1×106个/mL。
取 100 μL细胞悬液和 400 μL PBS混匀于流式检测

管中，加入 5 μL Annexin V⁃Alexa Fluor 488和 10 μL
PI，轻轻混匀。在避光、室温条件下反应 15 min，用
流式细胞仪检测细胞凋亡。

细胞处理结束后，无血清培养基稀释 DCFH⁃
DA，配制工作液，浓度为10 μmol/L。去除细胞培养

液，每孔加入1 mL DCFH⁃DA工作液，37 ℃恒温培养

箱中孵育 30 min。用无血清细胞培养基洗涤细胞，

充分去除多余的DCFH⁃DA。流式细胞仪检测细胞

活性氧水平。

1.2.4 Western blot检测

细胞处理后，用细胞裂解液提取细胞蛋白，

BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白浓液，统一蛋白上

样量。12%聚丙烯酰胺凝胶（SDS⁃PAGE）进行电

泳；转膜、封闭后，分别孵育Caspase3、BCL2、BAX、

p⁃AMPK、t⁃AMPK、Beclin1、Parkin、GAPDH 抗体过

夜；次日，TBST洗涤后分别加入对应的羊抗兔或羊

抗鼠二抗室温孵育 1 h；TBST洗涤后加上ECL显色

液，凝胶成像分析仪进行显影。GAPDH为内参蛋白，

用 Image J软件分析各条带的灰度值，并计算其与内

参抗体的比值。

1.3 统计学方法

所有实验结果均来自3次以上独立实验。采用

GraphPad 7.0软件进行统计学分析，以均值±标准差

（x ± s）表示，多组均数比较采用单因素方差检验。

P ≤0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Met对H9C2细胞活力的影响

采用MTT法对细胞活性进行检测，与对照组相

比，LPS 能明显增加 H9C2 细胞的活力；LPS+Met
（1 mmol/L）组细胞活力低于 LPS诱导组，但差异无

统计学意义（P > 0.05）。LPS+Met（2 mmol/L）组、

LPS+Met（5 mmol/L）组细胞活力明显降低，差异均有

统计学意义（P < 0.01），且随着Met浓度增加，抑制

作用逐渐增强（图1）。
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图1 Met对细胞活力的影响

Figure 1 The effect of metformin on viability of H9C2 cells
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2.2 Met对H9C2细胞凋亡的影响

采取流式细胞术对细胞晚期凋亡数进行检

测。与对照组相比，LPS组凋亡细胞数明显增多，

LPS+Met（1 mmol/L）组细胞晚期凋亡比例显著低于

LPS 组，差异有统计学意义（P＜0.01）；LPS+Met
（2 mmol/L）组、LPS+Met（5 mmol/L）组同样可以降低

LPS引起的晚期凋亡，但与LPS+Met（1 mmol/L）组相

比，差异无统计学意义（P＞0.05，图2）。
2.3 Met对细胞凋亡相关蛋白BAX、BCL2、Caspase3
的影响

与对照组相比，LPS组BAX、BCL2蛋白表达显

著增加，差异有统计学意义（P＜0.01，图 3）。LPS+
Met（1 mmol/L）组 BAX、BCL2 蛋白水平显著下降

（P＜0.01），随着Met浓度的上升，BAX逐渐减少，差

异皆有统计学意义（P＜0.01）；但LPS+Met（5 mmol/L）
组BCL2蛋白表达有所回升，与LPS组差异无统计学

意义（P＞0.05）。LPS 组 Caspase3 表达显著升高

（P＜0.01），但 LPS+ Met（1 mmol/L）组、LPS+ Met
（2 mmol/L）组、LPS+ Met（5 mmol/L）组与 LPS组相

比，Caspase3蛋白表达未降低，差异无统计学意义

（P＞0.05）。最终蛋白相对含量均以目的蛋白/GAPDH
校正。

2.4 Met对H9C2细胞p⁃AMPK以及 t⁃AMPK表达的

影响

采用蛋白质印迹法检测 H9C2 细胞磷酸化

AMPK（p⁃AMPK）以及总AMPK（t⁃AMPK）水平。与

对照组相比，LPS组 p⁃AMPK水平升高（P＜0.05，图
4），加用 2 mmol/L、5 mmol/L Met处理后的 p⁃AMPK
水平显著增加，并且差异有统计学意义（P＜0.01）。

而 t ⁃AMPK 表达无明显变化，差异无统计学意义

（P＞0.05）。最终蛋白相对含量均以目的蛋白/GAP⁃
DH校正。

2.5 Met对H9C2细胞自噬相关蛋白Beclin1、Parkin
的影响

进一步研究 Met 是否可以逆转 LPS 引起的
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Figure 2 The effect of metformin on apoptosis of H9C2 cells
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H9C2细胞自噬蛋白减少。1 mmol/L Met显著逆转

了 LPS 引起的自噬蛋白 Beclin1 和 Parkin 的降低

（P＜0.01，图 5），而给予 2 mmol/L、5 mmol/L Met处
理后，Beclin1表达随着Met浓度升高而下降，但均显

著高于LPS诱导组，差异均有统计学意义（P＜0.01）。
最终蛋白相对含量均以目的蛋白/GAPDH校正。

2.6 Met对H9C2细胞内ROS生成的影响

通过流式细胞术检测细胞内 ROS 的表达含

量。LPS组细胞内ROS的产生量明显高于对照组，差

异有统计学意义（P＜0.01，图6）；1 mmol/L Met显著降

低细胞内ROS的产生（P＜0.01），2 mmol/L、5 mmol/L
Met同样可以降低LPS引起的ROS含量的升高。

3 讨 论

脓毒症导致心肌损伤的机制还未完全明确，脓

毒症损伤心肌组织的结构和功能，目前认为可能与

线粒体功能障碍、氧化应激等有关［13-14］。Met是临床

用于治疗 2型糖尿病、肥胖型多囊卵巢综合征的常

用药，可降低 2型糖尿病患者心血管疾病的发生

率。Met对肺癌等多种肿瘤细胞也有促凋亡及抑

A：Western blot检测Caspase3、BCL2、BAX的表达；B：Caspase3蛋白相对表达水平；C：BCL2蛋白相对表达水平；D：BAX蛋白相对表达水

平。两组比较，*P＜0.01（n=3）。
图3 Met对细胞凋亡相关蛋白表达的影响

Figure 3 The effect of metformin on the expression of proteins related to cell apoptosis
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图5 Met对Beclin1和Parkin蛋白表达的影响

Figure 5 The effect of metformin on expression of Beclin1 and Parkin proteins
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图4 Met对p⁃AMPK和 t⁃AMPK蛋白表达的影响

Figure 4 The effect of metformin on the expression of p⁃AMPK and t⁃AMPK proteins
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制细胞增殖的作用，并且通过自噬作用防止肿瘤

生成［15-17］。本研究中，LPS诱导的心肌细胞H9C2
脓毒症模型组细胞凋亡增加，经Met治疗后，细胞凋

亡率及凋亡相关蛋白表达均明显减少，证明Met可
通过减少细胞凋亡，减轻脓毒症对细胞的损伤，从

而保护细胞。

脓毒症会导致线粒体功能障碍，出现氧化应激

反应，包括ROS产生过多、线粒体自噬受损等。有

研究发现，减少线粒体ROS的产生，可以抑制凋亡

信号通路［18］。Met能够减轻高糖所导致的心功能不

全，减少ROS产生，减轻线粒体损伤［19］。Met还能够

诱发自噬，并能修复多种被其他途径抑制的线粒体

自噬作用［20］。AMPK是一种能量感受器，在细胞能

量稳态调节中起到关键作用［21］。AMPK同时被认为

是心脏能量代谢的关键调节因子，AMPK的磷酸化

参与心肌细胞能量代谢并可以减轻心肌细胞损伤
［22-23］。王振等［24］研究发现，在氧化应激条件下，脂联

素可通过AMPK/mTOR通路抑制大鼠髓核细胞的凋

亡。最近研究表明，AMPK激活可以减轻H9C2细胞

在缺氧和复氧过程中的炎症反应［25］，并抑制缺血再灌

注引起的心肌细胞凋亡［26］。

有研究证明，3 μmol/L和5 μmol/L Met均能增加

高糖培养的H9C2细胞活力［19］，0.1 mmol/L Met能减轻

阿霉素对H9C2细胞活力的抑制作用，而 1 mmol/L

Met并没有缓解阿霉素对细胞活力的影响［27］。本

研究采用的Met浓度为1、2、5 mmol/L，降低了H9C2
细胞的活力。由此认为高浓度 Met 可能会影响

H9C2细胞的活力。因此，Met浓度对H9C2细胞活

力的影响以及细胞活力降低对细胞的影响还有待

进一步研究。

在本研究中，LPS引起细胞凋亡和ROS水平升

高，而Met明显减少了细胞凋亡，并降低了活性氧水

平；同时Met显著增加了自噬相关蛋白 Beclin1和

Parkin以及 p⁃AMPK的蛋白水平。本研究结果提

示，Met可以激活AMPK途径，改善自噬作用以及抑

制ROS产生。因此推测Met可能通过AMPK信号通

路调节自噬、凋亡及氧化应激反应，减轻LPS引起的

H9C2细胞的损伤。

综上所述，激活AMPK通路可能是Met对 LPS
诱导的脓毒症心肌细胞损伤的保护机制，这将为脓

毒症心肌病的治疗提供新方法；而关于较高浓度

Met对细胞活力和凋亡的双重影响最终是否会为心

肌细胞带来益处有待进一步研究。
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