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抑制 P53 上调 GLUT4 改善高糖合并缺血缺氧诱导的
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨抑制心肌细胞 P53,增加葡萄糖转运体 4(GLUT4)表达,能否改善高糖(HG)合并缺血缺

氧( IH)诱导的心肌细胞糖代谢紊乱,减轻细胞凋亡。 [方法] 　 建立体外 HG+IH 心肌细胞模型,实验分为:对照

组、HG 组、IH 组、HG+IH 组、HG+IH+P53 抑制剂组(HG+IH+Pifithrin-α 组)、HG+IH+P53 抑制剂+GLUT4 抑制剂组

(HG+IH+Pifithrin-α+Fasentin 组)。 CCK-8 法检测细胞活力,试剂盒检测乳酸脱氢酶(LDH)、糖酵解关键酶活性和

ATP 含量,Western blot 检测 P53、GLUT4、Bax / Bcl-2 和 Caspase-3 的蛋白表达,流式细胞仪检测心肌细胞凋亡。 [结
果] 　 ①体外 HG+IH 心肌细胞模型中,与对照组比较,心肌细胞 P53 表达增加 75% ,GLUT4 表达减少 16% ,细胞

ATP 含量下降 51% ,细胞活力减低 45% ,LDH 活性增加 3. 6 倍,Caspase-3 和 Bax / Bcl-2 表达分别增加 54%和 77% ,
细胞凋亡率增加(P 均<0. 05)。 ②抑制心肌细胞 P53 表达后,与 HG+IH 组比较,HG+IH+Pifithrin-α 组心肌细胞

GLUT4 表达增加 34% ,细胞 ATP 含量增加 60% ,细胞活力增加 50% ,LDH 活性减低 13% ,Caspase-3 和 Bax / Bcl-2
表达分别减少 31% 和 53% ,细胞凋亡率下降(P 均<0. 05)。 ③在抑制 GLUT4 后,与 HG+IH+Pifithrin-α 组比较,
HG+IH+Pifithrin-α+Fasentin 组 GLUT4 表达减少 22% ,细胞内 ATP 含量减少 39% ,细胞存活力减低 25% ,LDH 活性

增加 21% ,Caspase-3 和 Bax / Bcl-2 表达分别增加 43%和 89% ,细胞凋亡率增加(P 均<0. 05)。 [结论] 　 在高糖合

并缺血缺氧心肌细胞模型中,抑制 P53 可增加 GLUT4 表达,改善高糖合并缺血缺氧诱导的心肌细胞糖代谢紊乱,
减轻细胞凋亡。
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Inhibition of P53 and up-regulation of GLUT4 improve glucose metabolism disorder
and reduce apoptosis of cardiomyocytes induced by high glucose combined with ische-
mia-hypoxia
ZHANG Jixin1, LIU Fen2, ZHANG Tong1, ZHANG Xuehe1, FANG Binbin2, LI Xiaomei1, YANG Yining3

(1. Department of Heart Center, 2. State Key Laboratory of Pathogenesis, First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical Uni-
versity, Urumqi, Xinjiang 830054, China; 3. Department of Cardiology, People􀆳s Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous
Region, Urumqi, Xinjiang 830001, China)
[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To explore whether inhibiting P53 and increasing the expression of glucose transporter 4
(GLUT4) in cardiomyocytes can improve glucose metabolism disorder and reduce apoptosis induced by high glucose (HG)
combined with ischemia-hypoxia(IH). 　 　 Methods　 The cardiomyocyte HG+IH model was induced in vitro. 　 The ex-
perimental groups were the control group, HG group, IH group, HG+IH group, HG+IH+P53 inhibitor group (HG+IH+
Pifithrin-α group), HG+IH+P53 inhibitor+GLUT4 inhibitor group (HG+IH+Pifithrin-α+Fasentin group). 　 Cell viability
was detected by the CCK-8 method, lactate dehydrogenase (LDH), glycolytic key enzyme activity, and ATP content were
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detected by the kit, protein expression of P53, GLUT4, Bax / Bcl-2 and Caspase-3 were detected by Western blot, and car-
diomyocyte apoptosis was detected by flow cytometry. 　 　 Results　 ①In the HG+IH cardiomyocyte model in vitro, com-
pared with the control group, the expression of P53 increased by 75% , the expression of GLUT4 decreased by 16% , the
content of ATP decreased by 51% , the cell viability decreased by 45% , the LDH activity increased by 3. 6 times, the ex-
pression of Caspase-3 and Bax / Bcl-2 increased by 54% and 77% respectively, and the apoptosis rate increased (all P<
0. 05). 　 ②After inhibiting the expression of P53 in cardiomyocytes, compared with the HG+IH group, the expression of
GLUT4 in cardiomyocytes increased by 34% , the content of ATP increased by 60% , the cell viability increased by 50% ,
the LDH activity decreased by 13% , the expression of Caspase-3 and Bax / Bcl-2 decreased by 31% and 53% respectively,
and the apoptosis rate decreased in HG+IH+Pifithrin-α group (all P<0. 05). 　 ③After inhibiting GLUT4, compared with
the HG+IH+Pifithrin-α group, the expression of GLUT4 in cardiomyocytes decreased by 22% , the content of ATP de-
creased by 39% , the cell viability decreased by 25% , the LDH activity increased by 21% , the expression of Caspase-3
and Bax / Bcl-2 increased by 43% and 89% respectively, and the apoptosis rate increased (all P<0. 05).
Conclusions　 In the cardiomyocyte model of high glucose combined with ischemia-hypoxia, inhibiting P53 can increase the
expression of GLUT4, improve the glucose metabolism disorder of cardiomyocytes induced by high glucose combined with
ischemia-hypoxia, and reduce apoptosis.
[KEY WORDS]　 P53;　 glucose transporter 4;　 high glucose combined with ischemia-hypoxia;　 glucose metabolismd-
isorder;　 apoptosis

　 　 到 2045 年全球糖尿病患者人数将达到 7. 83
亿[1]。 我国目前糖尿病患者约 1. 298 亿,造成了巨
大的社会经济负担[2]。 糖尿病患者的首要死因是
并发心血管疾病[3]。 高糖( high glucose,HG)状态

下,心肌细胞葡萄糖转运体 4(glucose transporter 4,
GLUT4)表达下调,葡萄糖利用受损[4]。 缺血缺氧

(ischemia-hypoxia,IH)时,心肌细胞脂肪酸有氧氧化

无法进行[5]。 在高糖合并缺血缺氧状态下,心肌细胞

葡萄糖和脂肪酸利用受限,心肌细胞能量供应障碍,
导致心肌细胞死亡,这可能是糖尿病患者并发心血管

疾病死亡的主要原因[6]。 因此,寻找调节心肌细胞能

量代谢的干预靶点,对于挽救糖尿病急性心肌梗死患

者濒死心肌具有重要的临床意义。 研究表明,P53 是

细胞代谢调节的核心分子,在包括糖尿病在内的代谢

性疾病的发展中发挥着重要作用[7]。 GLUT4 是心脏

的主要葡萄糖转运蛋白,约占 70%,是心肌细胞中葡

萄糖进入胞质进行糖代谢产能的关键因子[8]。 研究

表明,P53 能够抑制 GLUT4 的表达,下调肿瘤细胞对

葡萄糖的摄取,以降低糖酵解速率[9]。 P53 和 GLUT4
可能是糖尿病急性心肌梗死治疗的潜在靶点。 本研

究通过干预心肌细胞 P53 和 GLUT4 表达,探讨能否

改善高糖合并缺血缺氧所致的心肌细胞糖代谢紊乱,
减轻心肌细胞凋亡,为探索糖尿病及其心血管并发症

新的临床干预靶标提供新的视角。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

　 　 AC16 人心肌细胞株购于浙江美森细胞科技有

限公司;澳洲胎牛血清、DMEM / F12 培养基购于美

国 Gibco 公司;CCK-8 试剂盒购于北京博奥森生物

科技有限公司;乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase,
LDH)、己糖激酶( hexokinase,HK)、磷酸果糖激酶

(phosphofructokinase,PFK)及丙酮酸激酶( pyruvate
kinase,PK)试剂盒购于上海酶联生物科技有限公

司;ATP 含量测定试剂盒购于北京索莱宝生物科技

有限公司;PE 偶联 Annexin-V 凋亡检测试剂盒购于

美国 BD 公司; BCA 蛋白定量试剂盒购于美国

Thermo Fisher 公司;P53、GLUT4 一抗购于武汉三鹰

生物技术有限公司;Bax、Bcl-2、Caspase-3 及 GAPDH
一抗购于美国 Cell Signaling Technology 公司;羊抗

兔 / 羊抗鼠 IgG-HRP 二抗购于北京博奥森生物科技

有限公司。
1. 2　 细胞培养、细胞模型制作及分组

DMEM/ F12 完全培养基培养细胞,每隔 2 天或 3
天换液 1 次,在细胞密度达 85%左右时,按照 1 ∶ 3 的

比例进行细胞传代处理。 细胞模型的制作:细胞饥

饿处理 24 h,在处于对数生长期的细胞中加入终浓

度为 33 mmol / L 葡萄糖,培养 24 h,制备高糖处理细

胞模型;更换无血清培养基和高糖无血清培养基

后,将细胞置于含 94% N2、5% CO2、1% O2 的缺氧仪

中培养 18 h,制备缺血缺氧和高糖+缺血缺氧(HG+
IH)细胞模型;提前高糖处理 6 h 后,更换高糖无血

清培养基,提前 1 h 加入 30 μmol / L P53 抑制剂

Pifithrin-α、10 μmol / L GLUT4 抑制剂 Fasentin,置于

缺氧仪中培养 18 h,制备 Pifithrin-α 干预细胞模型

和 Pifithrin-α / Fasentin 干预细胞模型。 细胞分组:将
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心肌细胞分为对照组、HG 组、IH 组、HG+IH 组、HG+
IH+Pifithrin-α 组、HG+IH+Pifithrin-α+Fasentin 组。
1. 3　 糖酵解关键酶、LDH 活性和 ATP 含量测定

HK、PFK、PK 和 LDH 活性及 ATP 含量均采用

相应试剂盒进行测定。 收集各组细胞于离心管中,
加入提取液,超声破碎细胞,4 ℃、12 000 r / min 离心

10 min,取上清置于冰上待测,后续测定步骤严格按

照相应剂盒说明书进行。
1. 4　 细胞存活率测定

将心肌细胞按照 104 个 / 孔接种至 96 孔板中,
按照上述方法分别处理各组细胞,每组做 3 个复孔。
细胞处理结束后,每孔分别加入 10 μL CCK-8 试剂,
37 ℃ 培养箱中继续培养 2 h 后,用酶标仪测定

450 nm 处的光密度(optical density,OD)值,计算细

胞存活率,对照组细胞相对存活率设定为 100% ,其
余各组细胞相对存活率 =实验组 OD 值 / 对照组 OD
值×100% 。
1. 5　 Western blot 检测 P53、GLUT4 及细胞凋亡相

关蛋白表达

各组细胞干预结束后,收集细胞,加入细胞裂

解液,充分裂解 20 min,13 000 r / min 离心 10 min,
收集上清。 使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度。 配制蛋白上样体系,100 ℃煮沸 10 min。 配制

10% SDS-PAGE 凝胶,蛋白上样 20 μg,电泳结束后

将蛋白转至 PVDF 膜上,TBST 洗膜 3 遍,5%牛奶封

闭 2 h,再次洗膜 3 遍,裁剪 PVDF 膜,分别放置在稀

释的相应的一抗中,4 ℃孵育过夜,洗膜 3 遍,二抗

孵育 1 h,再次漂洗 3 遍,进行 ECL 化学发光法显

影。 利用 Image J 软件进行灰度分析,以 GAPDH 为

内参照计算各组蛋白的相对表达量。
1. 6　 流式细胞术检测细胞凋亡

收集处理后的各组细胞,使用预冷 PBS 缓冲液

洗细胞 2 次,1×Binding Buffer 缓冲液调整细胞密度

至 106 个 / mL,离心后去上清。 在正常培养的细胞

中加入 100 μL 1×Binding Buffer 缓冲液后,分别加

入 5 μL Annexin V-PE 和 5 μL 7AAD 为单染管。 其

余样本中共同加入 100 μL 1 ×Binding Buffer 缓冲

液、5 μL Annexin V-PE 和 5 μL 7AAD,充分混匀后,
室温避光放置 15 min。 各管加入 400 μL 1×Binding
Buffer 缓冲液,300 目尼龙网过滤细胞至流式管,上
流式细胞仪检测细胞凋亡。
1. 7　 统计学方法

使用 GraphPad Prism 9 软件处理数据和绘制图

片,计量资料以 x±s 表示,两组间比较采用 t 检验,
多组间比较采用单因素方差分析,P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 高糖合并缺血缺氧激活 P53,抑制 GLUT4,诱
导心肌细胞糖代谢紊乱和细胞凋亡

与对照组比较,HG 组、IH 组细胞 P53 表达均增

加(P<0. 05),HG+IH 组细胞 P53 表达增加 75%
(P<0. 05),HG 组、HG+IH 组细胞 GLUT4 表达均减

少 16% (P<0. 05),HG+IH 组细胞 ATP 含量减少

51% ,细胞活力减低 45% ,培养液中 LDH 活性增加

3. 6 倍(P 均<0. 05),HG 组、HG+IH 组细胞无氧糖

酵解关键酶 HK、 PFK 和 PK 活性减弱 ( P 均 <
0. 05),HG 组、IH 组细胞 Caspase-3、Bax / Bcl-2 表达

均增加(P 均<0. 05),HG+IH 组细胞 Caspase-3 和

Bax / Bcl-2 表达分别增加 54%和 77% (P 均<0. 05),
细胞凋亡率增加(P<0. 05;图 1)。
2. 2　 抑制 P53,GLUT4 表达增加,改善高糖合并缺

血缺氧诱导的心肌细胞糖代谢紊乱,减少细胞凋亡

抑制心肌细胞 P53 表达后,与 HG+IH 组比较,
HG+IH +Pifithrin-α 组心肌细胞 GLUT4 表达增加

34% (P<0. 05),细胞无氧糖酵解关键酶 HK、PFK
和 PK 活性增加(P 均<0. 05),心肌细胞 ATP 含量

增加 60% ,细胞活力增加 50% ,培养液中 LDH 活性

降低 13% (P 均<0. 05)。 Western blot 和流式细胞检

测结果显示,与 HG+IH 组比较,HG+IH+Pifithrin-α 组

心肌细胞 Caspase-3、Bax / Bcl-2 表达分别减少 31%
和 53% (P 均<0. 05),细胞凋亡率下降(P<0. 05;
图 2)。
2. 3　 抑制 P53 和 GLUT4,加重高糖合并缺血缺氧

诱导的心肌细胞糖代谢紊乱,增加细胞凋亡

同时使用 P53 和 GLUT4 抑制剂后,与 HG+IH+
Pifithrin-α 组比较,HG+ IH+Pifithrin-α +Fasentin 组

心肌细胞 GLUT4 表达减少 22% (P<0. 05),细胞无

氧糖酵解关键酶 HK、PFK 和 PK 活性减弱(P 均<
0. 05),心肌细胞 ATP 含量减少 39% ,细胞活力下

降 25% ,培养液中 LDH 活性增加 21% ( P 均 <
0. 05)。 Western blot 和流式细胞检测结果显示,与
HG+ IH + Pifithrin-α 组比较,HG + IH + Pifithrin-α +
Fasentin 组心肌细胞 Caspase-3、Bax / Bcl-2 表达分别

增加 43% 和 89% (P 均<0. 05),细胞凋亡率增加

(P<0. 05;图 3)。
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图 1. 高糖合并缺血缺氧激活 P53 抑制 GLUT4 诱导心肌细胞糖代谢紊乱和细胞凋亡

A 为 Western blot 检测 P53、GLUT4 表达,B 为 LDH 活性,C 为 CCK-8 法检测细胞活力,D 为细胞内 ATP 含量,E 为 HK、PFK 和 PK 活性,
F 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白表达,G 为流式细胞仪检测细胞凋亡及凋亡率统计。
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 HG 组比较;c 为 P<0. 05,与 IH 组比较。

Figure 1. High glucose combined with ischemia-hypoxia activates P53 and inhibits GLUT4 to induce glucose
metabolism disorder and apoptosis in cardiomyocytes

图 2. 抑制 P53 调控 GLUT4 改善高糖合并缺血缺氧诱导的心肌细胞糖代谢紊乱,减少细胞凋亡

A 为 Western blot 检测 P53、GLUT4 表达,B 为 LDH 活性,C 为 CCK-8 法检测细胞活力,D 为细胞内 ATP 含量,E 为 HK、PFK 和 PK 活性,
F 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白表达,G 为流式细胞仪检测细胞凋亡及凋亡率统计。

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 HG+IH 组比较。

Figure 2. Inhibiting P53 and regulating GLUT4 improve glucose metabolism disorder induced by high glucose combined
with ischemia-hypoxia and reduce apoptosis in cardiomyocytes
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图 3. 抑制 P53 和 GLUT4 加重高糖合并缺血缺氧诱导的心肌细胞糖代谢紊乱,增加细胞凋亡

A 为 Western blot 检测 P53、GLUT4 表达,B 为 LDH 活性,C 为 CCK-8 法检测细胞活力,D 为细胞内 ATP 含量,E 为 HK、PFK 和 PK 活性,
F 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白表达,G 为流式细胞仪检测细胞凋亡及凋亡率统计。

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 HG+IH 组比较;c 为 P<0. 05,与 HG+IH+Pifithrin-α 组比较。

Figure 3. Inhibition of P53 and GLUT4 aggravates glucose metabolism disorder induced by high glucose combined with
ischemia-hypoxia and increases apoptosis in cardiomyocytes

3　 讨　 论

糖尿病状态下,心肌细胞葡萄糖的转运与利用

受限,引发糖代谢紊乱,导致心肌细胞受损[10]。 糖

尿病患者并发急性心肌梗死时,脂肪酸利用发生障

碍,引起心肌细胞能量代谢失衡,这可能是糖尿病

患者心肌细胞对缺血缺氧更加敏感的重要原因[11]。
既往研究表明,心肌细胞能量供应障碍,导致细胞

结构和功能异常[12]。 当糖尿病患者发生急性心肌

梗死和高糖与缺血缺氧叠加时,如何有效调节心肌

细胞能量代谢,对挽救濒死心肌至关重要。 本研究

通过建立体外高糖合并缺血缺氧的心肌细胞模型,
探讨了抑制 P53,上调 GLUT4,对改善心肌细胞糖代

谢紊乱,增加心肌细胞能量供应,减少细胞凋亡的

作用。 研究结果显示,在高糖合并缺血缺氧环境

下,心肌细胞 P53 表达上调。 既往研究表明,P53 基

因在调控细胞代谢中发挥着重要作用[7]。 高血糖

通过激活细胞氧化应激和反应性激酶,导致内皮细

胞 P53 表达上调,进而促进糖尿病患者发生动脉粥

样硬化等并发症[13]。 另有研究表明,心肌细胞发生

缺血缺氧时,P53 表达上调,激活下游的信号通路,
引起细胞凋亡,加重心肌细胞缺血缺氧损伤[14]。

有报道,利用腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病

小鼠模型,发现糖尿病小鼠心肌出现葡萄糖利用障

碍[15]。 GLUT4 是心肌细胞中主要的葡萄糖转运蛋

白,其募集到质膜,转运葡萄糖至胞质,进行糖代谢

产能,对维持心肌细胞正常能量供应至关重要[8]。
糖尿病状态下,心肌细胞中 GLUT4 表达减少,葡萄

糖的转运与利用受到限制,心肌细胞能量供应不

足[16]。 本研究结果显示,在高糖合并缺血缺氧环境

中,心肌细胞 GLUT4 表达下调,细胞糖代谢发生紊

乱,ATP 产生减少,细胞凋亡增加。
有研究发现,P53 可以抑制 GLUT4 的转录,减

少葡萄糖的摄取,抑制细胞糖酵解[17]。 在心肌代谢

功能障碍的小鼠中,过表达 GLUT4 基因,可恢复心

肌代谢参数和心脏功能[18]。 本研究结果显示,抑制

心肌细胞 P53,可以上调 GLUT4 的表达,增加葡萄

糖的摄取和利用,增加心肌细胞 ATP 的产生,减少

细胞凋亡;同时抑制 P53 和 GLUT4 的表达,心肌细

胞能量供应障碍,细胞存活率下降,细胞凋亡增加,
表明 GLUT4 在参与心肌细胞能量代谢中发挥着至

关重要的作用。 P53 还可调节细胞葡萄糖代谢关键

酶(如 HK、PFK 等)的表达,参与调节细胞葡萄糖代

谢[19-20]。 本研究发现,抑制 P53 表达后,糖酵解关
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键酶 HK、PFK 和 PK 活性增加,心肌细胞糖酵解增

加,ATP 产生增加,细胞存活率增加。
葡萄糖的运输和代谢在细胞程序性死亡中起

着关键作用,可以在早期的凋亡级联反应中作为重

要的调节点[21]。 本研究结果显示,高糖诱导心肌细

胞 GLUT4 表达下调,进而引起葡萄糖摄取减少,导
致 ATP 产生不足,心肌细胞能量代谢动态平衡破

坏,触发细胞凋亡级联反应,发生细胞凋亡。 维持

心肌细胞能量代谢平衡可能是避免发生心肌细胞

凋亡所必需的,而维持葡萄糖转运的调节是防止细

胞凋亡的一个重要环节。
综上所述,通过抑制心肌细胞 P53,增加 GLUT4

表达,能够改善高糖合并缺血缺氧状态下心肌细胞

糖代谢紊乱,减少心肌细胞凋亡,其进一步的机制

尚待深入研究。
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