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左旋卡尼汀联合 CrkL 降低缺氧复氧诱导的心肌细胞损伤
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[摘　 要] 　 目的　 研究左旋卡尼汀联合 CT10 激酶调节子样蛋白(CrkL)降低缺氧复氧(H / R)诱导的心肌细胞损

伤的作用。 方法　 利用 H / R 损伤心肌细胞 H9c2,使用左旋卡尼汀处理。 细胞计数试剂盒 8(CCK-8)、流式细胞术、
Western blot 分别检测细胞的增殖、凋亡和细胞核相关抗原 Ki-67(Ki-67)、增殖细胞核抗原(PCNA)、B 细胞淋巴瘤 /
白血病 2(Bcl-2)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bax)、肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 1β( IL-1β)、核因子 κB(NF-κB)、
CrkL 水平。 在细胞 H9c2 中转染 pcDNA-CrkL,使用 H / R 处理或 H / R+左旋卡尼汀处理。 采用上述方法检测细胞增

殖、凋亡等。 结果　 与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞的活力、Ki-67、PCNA、Bcl-2、CrkL 蛋白表达量明显降低,细胞

凋亡率、Bax 蛋白水平及炎症因子 TNF-α、IL-1β、NF-κB 的蛋白水平显著升高(P<0. 05)。 与 H / R 组比较,左旋卡尼

汀明显增加 H / R 诱导的 H9c2 细胞活力及 Ki-67、PCNA、Bcl-2、CrkL 蛋白表达量,显著降低细胞凋亡率、Bax 蛋白水

平及 TNF-α、IL-1β、NF-κB 蛋白水平(P<0. 05)。 CrkL 过表达明显提高 H / R 诱导的 H9c2 细胞活力和 Ki-67、PCNA、
Bcl-2 蛋白表达量,显著降低细胞凋亡率、Bax 蛋白水平及 TNF-α、IL-1β、NF-κB 蛋白水平(P<0. 05)。 与单独使用左

旋卡尼汀或 CrkL 过表达比较,左旋卡尼汀联合 CrkL 过表达明显提高 H9c2 细胞的活力和 Ki-67、PCNA、Bcl-2 蛋白

表达量,显著降低细胞凋亡率、Bax 蛋白水平及 TNF-α、IL-1β、NF-κB 蛋白水平(P<0. 05)。 结论　 左旋卡尼汀联合

CrkL 可以促进缺氧复氧诱导的心肌细胞增殖,降低细胞凋亡和炎症反应,从而保护心肌细胞。
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L-carnitine combined with CrkL reduces hypoxia / reoxygenation-induced cardiomyo-
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the effect of L-carnitine combined with CT10 regulator of kinase like protein (CrkL)
on reducing myocardial cell injury induced by hypoxia / reoxygenation (H / R). 　 　 Methods　 H9c2 cells were injured by
H / R and treated with L-carnitine. 　 CCK-8, flow cytometry, and Western blot were applied to determine cell proliferation,
apoptosis, and nuclear associated antigen Ki67 (Ki-67), proliferating cell nuclear antigen (PCNA), B cell lymphoma /
lewkmia-2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein ( Bax), tumor necrosis factor-α ( TNF-α), interleukin-1β ( IL-1β),
nuclear factor-κB (NF-κB), and CrkL levels, respectively. 　 Cells H9c2 were transfected with pcDNA-CrkL, and treated
with H / R or treated with H / R and L-carritine. 　 The above methods were used to detect cell proliferation and apoptosis.
Results 　 Compared with the control group, the viability , Ki-67, PCNA, Bcl-2, and CrkL protein expression of H9c2
cells were significantly decreased in the H / R group, and the apoptosis rate, Bax protein level, and the levels of inflamma-
tory factors TNF-α, IL-1β, NF-κB were evidently increased (P<0. 05). 　 Compared with the H / R group, L-carnitine ob-
viously improved the H / R-induced H9c2 cell viability, Ki-67, PCNA, Bcl-2, and CrkL protein expression, and
remarkably reduced the apoptosis rate, Bax protein level, and TNF-α, IL-1β, NF-κB levels (P<0. 05). 　 CrkL overex-
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pression dramatically enhanced H / R-induced H9c2 cell viability, Ki-67, PCNA, and Bcl-2 protein expression, while
markedly reduced apoptosis rates, Bax protein levels, TNF-α, IL-1β, and NF-κB levels (P<0. 05). 　 Compared with L-
carnitine or CrkL overexpression alone, L-carnitine combined with CrkL overexpression clearly increased the viability of
H9c2 cells, Ki-67, PCNA, and Bcl-2 protein expression, and distinctly reduced the apoptosis rate and Bax protein level,
TNF-α, IL-1β, NF-κB levels (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 L-carnitine combined with CrkL promotes the proliferation of
cardiomyocytes induced by H / R, reduces apoptosis and inflammatory response, and thus protects cardiomyocytes from dam-
age.

　 　 缺血性心脏病是世界范围内主要的死亡原因

之一[1]。 通过冠状动脉再灌注可以提高患者的生

存率。 然而,再灌注本身也有可能引起致命的心肌

损伤,这一过程被称为心肌缺血再灌注( ischemia /
reperfusion,I / R)损伤[2]。 心肌 I / R 损伤是急性心

肌梗死、心脏骤停、经皮冠状动脉介入治疗和心脏

外科手术等重要临床场景中发病和死亡的主要原

因[3-4]。 因此,需要阐明心肌 I / R 损伤的潜在机制,
以开发有效的治疗方法。 既往研究表明,左旋卡尼

汀(L-carritine)对缺氧复氧( hypoxia / reoxygenation,
H / R)诱导的乳鼠心肌细胞具有保护作用,可以降

低 H / R 诱导的心肌细胞凋亡率[5]。 在缺血、缺氧刺

激的心肌细胞中,左旋卡尼汀能够减轻细胞凋亡,
保护心肌细胞免受缺血、缺氧损伤[6]。 左旋卡尼汀

还可以降低 I / R 引起的心肌细胞凋亡[7]。 CT10 激

酶调 节 子 样 蛋 白 ( CT10 regulator of kinase like
protein,CrkL)过表达时可抑制 H / R 导致的心肌细

胞凋亡,增加细胞存活率[8]。 CrkL 在 H / R 刺激的

H9c2 细胞中低表达,过表达 CrkL 可抑制正常培养

的 H9c2 心肌细胞凋亡,促进细胞存活,且显著抑制

H / R 诱导的 H9c2 心肌细胞凋亡增加、存活力降

低[8-9]。 然而左旋卡尼汀、CrkL 对 H / R 损伤 H9c2
细胞炎症因子分泌的影响,以及二者联用在心肌

I / R 损伤中的功能尚不清楚。 鉴于此,本研究旨在

考察左旋卡尼汀联合 CrkL 对 H / R 诱导的心肌细胞

增殖、凋亡和炎症的影响,为心肌 I / R 损伤的治疗选

择提供新的线索。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞与试剂

H9c2 细胞购自美国典型培养物保藏中心

(ATCC),DMEM 培养基购自美国 Sigma-Aldrich 公

司,细胞计数试剂盒 8(cell counting kit-8,CCK-8)购
自日本 Dojindo 公司,Annexin V-PI 凋亡试剂盒购自

美国 Invitrogen 公司,细胞核相关抗原 Ki-67(nuclear
associated antigen Ki67, Ki-67 )、增殖细胞核抗原

(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)、B 细胞淋

巴瘤 / 白血病 2(B cell lymphoma / lewkmia-2,Bcl-2)、
Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2 associated X protein,Bax)、
肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-α)、白
细胞介素 1β( interleukin-1β,IL-1β)、核因子 κB(nu-
clear factor-κB,NF-κB)、CrkL、辣根过氧化物酶偶联

的二抗购自英国 Abcam 公司。
1. 2　 细胞培养、转染与实验分组

H9c2 细胞在含 10% 胎牛血清、100 U / mL 青霉

素和 100 mg / L 链霉素的 DMEM 培养基中,在 5%
CO2 培养箱中于 37 ℃ 孵育。 细胞生长至 70% ~
80%汇合,将 H9c2 细胞置于 5%CO2、94%N2 和 1%
O2 的潮湿环境中缺氧 4 h,再复氧 12 h,建立 H / R
损伤模型[10]。 为了确定左旋卡尼汀或 CrkL 对 H / R
诱导的心肌细胞损伤的作用,将细胞分为:对照

(Control)组:正常培养的 H9c2 细胞;模型(H / R)
组:H / R 处理 H9c2 细胞; H / R + 左旋卡尼汀 ( 1
μmol / L) 组:H / R 和 1 μmol / L 左旋卡尼汀处理

H9c2 细胞;H / R+左旋卡尼汀(2 μmol / L)组:H / R
和 2 μmol / L 左旋卡尼汀处理 H9c2 细胞;H / R+左旋

卡尼汀(5 μmol / L)组:H / R 和 5 μmol / L 左旋卡尼

汀处理 H9c2 细胞。 以 2 μmol / L 的左旋卡尼汀进行

后续实验。 H / R+pcDNA-NC 组:转染 pcDNA-NC 和

进行 H / R 处理;H / R+CrkL 组:转染 pcDNA-CrkL 和

进行 H / R 处理;H / R+左旋卡尼汀+CrkL 组:转染

pcDNA-CrkL,进行 H / R 和 2 μmol / L 左旋卡尼汀处

理。 其中,左旋卡尼汀预处理 24 h 后进行 H / R 处

理。 细胞转染时,根据 Lipofectamine 2000 试剂说明

书的指示,将 pcDNA-NC、pcDNA-CrkL 转染到生长

至 70% 汇合的 H9c2 细胞,转染 24 h 后进行其他

处理。
1. 3　 CCK-8 检测细胞增殖

将 H9c2 细胞接种到 96 孔板(3×105 个 / 孔)中,
并在 37 ℃和 5%CO2 下孵育 48 h。 随后,将 CCK-8
试剂添加到每孔中,并将心肌细胞继续培养 4 h。 使

用酶标仪检测 450 nm 处的吸光度(A)值。
1. 4　 流式细胞术检测细胞凋亡

将 H9c2 细胞以 1×106 个 / 孔接种在 6 孔板中,
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经过不同处理后,用冰冷的 PBS 洗涤 2 次,细胞轻

轻重悬于 500 μL Annexin V 结合缓冲液中。 然后

5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI 添加到每组细胞

中,轻轻摇动。 在室温下孵育 10 min 后,使用 FAC-
Scan 流式细胞仪在 488 nm 的激发波长和 530 nm 的

发射波长下分析细胞凋亡。
1. 5 　 Western blot 检测 Ki-67、 PCNA、Bcl-2、Bax、
TNF-α、IL-1β、NF-κB、CrkL 水平

收获不同处理的 H9c2 细胞,在加入蛋白酶抑

制剂的放射免疫沉淀缓冲液中裂解。 4 ℃下 12 000
g 离心 10 min,使用 BCA 蛋白测定试剂盒测定蛋白

水平。 之后用 10% ~ 12% SDS-PAGE 分离等量的

蛋白(50 μg),然后转移到聚偏二氟乙烯膜上。 在室

温下用 5%的脱脂牛奶封闭 2 h,将膜与抗 Ki-67、PC-
NA、Bcl-2、Bax、TNF-α、IL-1β、NF-κB、CrkL(1 ∶ 1 000)
和 β-actin(1 ∶ 2 000)抗体在 4 ℃下过夜。 孵育后,
将膜用 TBST 洗涤 3 次,然后用辣根过氧化物酶偶

联的二抗(1 ∶ 5 000)在室温下放置 2 h。 使用增强

的化学发光试剂将膜可视化,使用 Image J 软件对结

果进行定量。 β-actin 用作内对照。
1. 6　 统计学分析

数据采用 SPSS 22. 0 软件进行统计处理,结果

以 x±s 表示,两组间数据的比较采用 t 检验,多组数

据间的比较采用单因素方差分析,组间多重比较使

用 SNK-q 检验, P<0. 05 认为差异有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 左旋卡尼汀处理对缺氧复氧诱导的 H9c2 细

胞增殖和凋亡的影响

CCK-8、流式细胞术、Western blot 检测结果显

示,与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞的活力明显降

低,细胞凋亡率显著增加,Ki-67、PCNA、Bcl-2 蛋白

表达量明显减少,Bax 蛋白水平显著升高;与 H / R
组比较,左旋卡尼汀明显增加 H / R 诱导的 H9c2 细

胞活力,显著减少细胞凋亡率,以及提高 Ki-67、PC-
NA、Bcl-2 蛋白表达水平,降低 Bax 蛋白水平(P <
0. 05,图 1 和图 2)。

图 1. 不同浓度左旋卡尼汀对 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖与凋亡的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较。

Figure 1. Effect of different concentrations of L-carnitine on proliferation and apoptosis in
H9c2 cells induced by H / R (n=3)
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图 2. 左旋卡尼汀处理对 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖和凋亡相关蛋白表达水平的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较。

Figure 2. Effects of L-carnitine treatment on expression of proliferation and
apoptosis-related protein in H9c2 cells induced by H / R (n=3)

2. 2　 左旋卡尼汀处理对 H / R 诱导的 H9c2 细胞炎

症因子表达的影响

Western blot 检测结果表明,与对照组比较,
H / R 组 H9c2 细胞炎症因子 TNF-α、IL-1β、NF-κB 的

水平明显提高;与 H / R 组比较,左旋卡尼汀显著降

低 H / R 诱导的 H9c2 细胞中 TNF-α、IL-1β 和 NF-κB
表达水平(P<0. 05,图 3)。

2. 3　 左旋卡尼汀处理促进 H / R 诱导的 H9c2 细胞

CrkL 的表达

Western blot 检测结果显示,与对照组比较,
H / R 组 H9c2 细胞内 CrkL 蛋白表达量明显减少;与
H / R 组比较,左旋卡尼汀显著提高 H / R 诱导的

H9c2 细胞中 CrkL 蛋白水平(P<0. 05,图 4)。

图 3. 左旋卡尼汀处理对 H / R 诱导的 H9c2 细胞炎症因子表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较。

Figure 3. Effects of L-carnitine treatment on the expression of inflammatory factors
in H9c2 cells induced by H / R (n=3)

图 4. 左旋卡尼汀处理对 H / R 诱导的 H9c2 细胞 CrkL 表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较。

Figure 4. Effect of L-carnitine treatment on the expression of CrkL in H9c2 cells induced by H / R (n=3)
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2. 4　 CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖和

凋亡的影响

CCK-8、流式细胞术、Western blot 检测结果表

明,与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞的活力明显降

低,细胞凋亡率显著增加,且 Ki-67、PCNA、Bcl-2 蛋

白水平明显降低,Bax 蛋白表达量显著升高;与 H / R
组比较,CrkL 过表达明显增加 H / R 诱导的 H9c2 细

胞活力,显著降低细胞凋亡率,并提高 Ki-67、PCNA、
Bcl-2 蛋白水平,减少 Bax 蛋白表达量(P<0. 05,图 5
和图 6)。

图 5. CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖和凋亡的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较。

Figure 5. The effect of CrkL overexpression on proliferation and apoptosis in H9c2 cells induced by H / R (n=3)

图 6. CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖和凋亡相关蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较。

Figure 6. Effect of CrkL overexpression on expression of proliferation and apoptosis-related
protein in H9c2 cells induced by H / R (n=3)

2. 5　 CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞炎症因

子表达的影响

Western blot 检测结果发现,与对照组比较,H / R

组 H9c2 细胞的 TNF-α、IL-1β、NF-κB 表达明显增

加;与 H / R 组比较,CrkL 过表达明显减少 H / R 诱导

的 H9c2 细胞中 TNF-α、 IL-1β、 NF-κB 表达 ( P <
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0. 05,图 7)。

图 7. CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞炎症因子表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较。

Figure 7. Effect of CrkL overexpression on the expression of inflammatory factors in
H9c2 cells induced by H / R (n=3)

2. 6　 左旋卡尼汀联合 CrkL 过表达对 H / R 诱导的

H9c2 细胞增殖、凋亡和炎症因子表达的影响

CCK-8、流式细胞术、Western blot 检测结果显

示,与对照组比较,H / R 组 H9c2 细胞的活力、Ki-
67、PCNA、Bcl-2 蛋白表达量明显减少,细胞凋亡率、
Bax 蛋白水平及 TNF-α、IL-1β、NF-κB 水平显著升

高;与 H / R 组比较,左旋卡尼汀或 CrkL 过表达明显

增加 H / R 诱导的 H9c2 细胞活力和 Ki-67、PCNA、

Bcl-2 蛋白表达量,显著降低细胞凋亡率、Bax 蛋白

水平及 TNF-α、IL-1β、NF-κB 水平;与 H / R+左旋卡

尼汀组或 H / R+CrkL 组比较,H / R+左旋卡尼汀+
CrkL 组 H9c2 细胞的活力、Ki-67、PCNA、Bcl-2 蛋白

表达量明显升高,细胞凋亡率、 Bax 蛋白水平及

TNF-α、IL-1β、NF-κB 水平显著降低(P<0. 05,图 8、
图 9 和图 10)。

图 8. 左旋卡尼汀联合 CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖和凋亡的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c 为 P<0. 05,

与 H / R+左旋卡尼汀组比较;d 为 P<0. 05,与 H / R+CrkL 组比较。

Figure 8. Effect of L-carnitine combined with CrkL overexpression on proliferation
and apoptosis in H9c2 cells induced by H / R (n=3)
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图 9. 左旋卡尼汀联合 CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖和凋亡相关蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c 为 P<0. 05,与 H / R+左旋卡尼汀组比较;d 为 P<0. 05,与 H / R+CrkL 组比较。

Figure 9. Effects of L-carnitine combined with CrkL overexpression on the expression of proliferation
and apoptosis-related proteins in H9c2 cells induced by H / R (n=3)

图 10. 左旋卡尼汀联合 CrkL 过表达对 H / R 诱导的 H9c2 细胞炎症因子表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H / R 组比较;c 为 P<0. 05,与 H / R+左旋卡尼汀组比较;d 为 P<0. 05,与 H / R+CrkL 组比较。

Figure 10. Effect of L-carnitine combined with CrkL overexpression on the expression of
inflammatory factors in H9c2 cells induced by H / R (n=3)

3　 讨　 论

目前,心肌 I / R 损伤的分子机制尚未明确。 本

研究中,通过用 H / R 刺激 H9c2 细胞建立了 I / R 细

胞模型,以评估左旋卡尼汀和 CrkL 在心肌 I / R 损伤

中的潜在作用。 值得注意的是,左旋卡尼汀或过表

达 CrkL 可保护 H9c2 细胞免受 H / R 诱导的细胞损

伤和减轻炎症反应,并且左旋卡尼汀与过表达 CrkL
联合的保护效果显著优于二者单独使用。

H / R 会抑制 H9c2 细胞的增殖,表现为细胞活

力降低[11],细胞增殖相关蛋白 Ki-67、PCNA 被下

调;并且,H9c2 细胞发生凋亡[12],伴随着抗凋亡蛋

白 Bcl-2 的下调和促凋亡蛋白 Bax 的上调。 此外,
H9c2 细胞在 H / R 处理后产生炎症反应[13],炎症因

子 TNF-α、IL-1β、NF-κB 表达增加。 越来越多的文

献报道了左旋卡尼汀在心肌细胞损伤中的保护作

用[14],左旋卡尼汀有助于长链脂肪酸转运到线粒体

基质中,通过减少氧化应激、心肌细胞的炎症和坏

死而触发心脏保护作用[15]。 左旋卡尼汀预处理在

I / R 后可显著改善心脏功能,抑制心肌细胞凋亡,降
低 Bax 表达水平,增加 Bcl-2 蛋白表达,其对心肌缺

血损伤的心脏保护作用可能与 PI3K / Akt 信号通路

有关[16]。 左旋卡尼汀可以保护心肌细胞免受氧化

应激相关的损害,防止活性氧形成并在高血糖情况

下激活抗氧化信号通路[17]。 本研究提供了新的体

外证据,发现左旋卡尼汀可能对 H / R 诱导的心肌细

胞损伤具有保护作用,能够促进细胞增殖,并抑制

凋亡,与前人研究[5-7] 一致。 此外,左旋卡尼汀对

H / R 诱导的 H9c2 细胞炎症因子表达具有抑制作

用,提示左旋卡尼汀发挥保护心肌免受 I / R 损伤的

作用可能是通过促进细胞增殖、减轻凋亡和炎症反

应来实现的。
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CrkL 基因是喉鳞状细胞癌、胃癌、宫颈癌、乳腺

癌等多种人类肿瘤的重要调节因子,参与细胞的增

殖、凋亡、侵袭等生物学过程[18-21]。 过表达 CrkL 保

护心肌免受 I / R 损伤的作用已有报道[8-9]。 microR-
NA-429(miR-429)的下调可以通过促进 CrkL 的表

达并抑制 MEK / ERK 信号通路的激活,减轻氧化应

激、炎症反应和心肌细胞凋亡,而对冠心病大鼠的

心肌损伤产生保护作用[22]。 在 H / R 诱导 H9c2 心

肌细胞损伤中,敲低 CrkL 可以增加细胞凋亡并抑制

细胞增殖和存活;相比之下,CrkL 的过表达可以通

过调节 Bax 和细胞外信号调节激酶 1 / 2 的磷酸化改

善 H9c2 心肌细胞损伤[23]。 本实验中,同样发现过

表达 CrkL 促进 H / R 诱导的 H9c2 细胞增殖和抑制

细胞凋亡,与前述报道相符。 同时,过表达 CrkL 对

H/ R 引起的 H9c2 细胞炎症反应显示出一定的抑制

作用,即抑制炎症因子 TNF-α、IL-1β、NF-κB 的表达。
而相比于单独使用左旋卡尼汀或 CrkL 过表达,左旋

卡尼汀联合 CrkL 过表达明显提高 H9c2 细胞的活力

和 Ki-67、PCNA、Bcl-2 蛋白表达量,显著降低细胞凋

亡率、Bax 蛋白水平及 TNF-α、IL-1β、NF-κB 水平。
总之,本研究表明,左旋卡尼汀或过表达 CrkL 可

以促进 H/ R 诱导的 H9c2 细胞增殖,抑制细胞凋亡,
并减轻炎症反应,以保护 H9c2 细胞免受 H/ R 诱导的

细胞损伤,二者联合应用效果更显著。 这些发现可能

有助于左旋卡尼汀在心血管疾病中的临床应用。
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