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• 实验研究 • 

艾司洛尔对缺氧复氧诱导的心肌细胞 AMPK/GSK-3β 通路及凋亡的影响  
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摘  要：目的  探讨艾司洛尔对缺氧复氧诱导的心肌细胞凋亡的影响，并初步研究其作用机制。方法  体外培养大鼠心肌细

胞（H9c2），并建立缺氧/复氧（I/R）损伤模型，随机分为对照组、H/R 组和艾司洛尔低、中、高剂量（0.2、5.0、25.0 μmol/L）

组；噻唑蓝（MTT）法检测各组 H9c2 细胞存活率变化情况；膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素/碘化丙啶（Annexin V-FITC/PI）

法检测各组H9c2细胞凋亡情况；蛋白印迹分析法检测各组H9c2细胞Bcl-2相关X蛋白（Bax）、半胱天冬氨酸酶-3（Caspase-3）、

Bcl-2 蛋白及腺苷单磷酸激活的蛋白激酶（AMPK）、糖原合酶激酶 3β（GSK-3β）磷酸化水平；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）

法检测各组 H9c2 细胞 AMPK、GSK-3β mRNA 表达情况。结果  与对照组相比，H/R 组 H9c2 细胞存活率、Bcl-2 蛋白表达

水平、AMPK、GSK-3β 蛋白磷酸化水平显著降低（P＜0.05），细胞凋亡率、Bax、Caspase-3 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；

与 H/R 组相比，艾司洛尔低、中、高剂量组 H9c2 细胞存活率、Bcl-2 蛋白表达水平、AMPK、GSK-3β 蛋白磷酸化水平依次升

高（P＜0.05），细胞凋亡率、H9c2 细胞 Bax、Caspase-3 蛋白表达水平依次降低（P＜0.05），均呈剂量依赖性。结论  艾司

洛尔能够抑制 I/R 诱导下心肌细胞的凋亡，可能与激活 AMPK/GSK-3β 磷酸化水平相关。 
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Abstract: Objective  To study the effect of esmolol on cardiomyocyte apoptosis induced by hypoxia/reoxygenation and its 

mechanism. Methods  The rat cardiomyocytes (H9c2) were cultured in vitro, and the model of hypoxia/reoxygenation (I/R) injury was 

established. H9c2 cells was divided into control group, H/R group, esmolol low dose group, esmolol medium dose group and esmolol 

high dose group (0.2、5.0、25.0 μmol/L). The survival rate of H9c2 cells was measured by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 

method. The apoptosis of H9c2 cells was detected by Annexin V-FITC/PI method. The phosphorylation levels of Bcl-2 related X 

protein (Bax), Caspase-3, Bcl-2 protein, adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) and glycosylase kinase-3β 

(GSK-3β) in H9c2 cells were detected by Western blotting. The expression of AMPK and GSK-3β mRNAs in H9c2 cells were detected 

by real-time fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR). Results  Compared with the control group, the survival rate, Bcl-2 protein 

expression level, AMPK and GSK-3β protein phosphorylation levels of H9c2 cells in H/R group were significantly lower (P < 0.05), 
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and the apoptosis rate, Bax and caspase-3 protein expression levels were significantly higher (P < 0.05). Compared with H/R group, the 

survival rate, Bcl-2 protein expression level, AMPK and GSK-3β protein phosphorylation levels of H9c2 cells in esmolol low, middle 

and high dose groups were increased in turn (P < 0.05), and the apoptosis rate, Bax and caspase-3 protein expression levels of H9c2 

cells were decreased in turn (P < 0.05). Meanwhile, all of them were dose-dependent. Conclusion  Esmolol can inhibit the apoptosis 

of cardiomyocytes induced by I/R, which may be related to the activation of AMPK/GSK-3β phosphorylation. 

Key words: esmolol; hypoxia/reoxygenation; cardiomyocyte; apoptosis; adenosine monophosphate-activated protein kinase; glycogen 

synthase kinase-3β 

 

心血管疾病是仅次于恶性肿瘤的第二大死亡诱

因，与心肌细胞损伤和心脏功能障碍密切相关[1-2]。抗

血小板和抗凝治疗、冠状动脉介入和血管形成治疗及

时恢复冠状动脉血流灌注是治疗心血管疾病的最有

效方法 [3]。然而，心肌缺血 /再灌注（ ischemia/ 

reperfusion，I/R）损伤与预后不良相关，可能导致心

肌细胞死亡，加重心肌损伤[4-5]。因此，寻找可以有效

预防 I/R 损伤的治疗方法成为心肌保护研究领域的热

点。艾司洛尔是一种高选择性的 β1 受体阻滞剂，输

注艾司洛尔能够减少脂多糖诱导的小鼠心脏功能损

害，并抑制心肌细胞凋亡[6]。腺苷单磷酸激活的蛋白

激酶（ adenosine monophosphate- activated protein 

kinase，AMPK）作为细胞的能量调节因子，其与糖

原合酶激酶 3β（glycogen synthase kinase-3β，GSK-3β）

信号通路的激活能够抑制大鼠心肌细胞凋亡[7]。但艾

司洛尔对 IR 诱导心肌细胞损伤的影响及其与

AMPK/GSK-3β 信号通路的关联尚不清楚。本实验旨

在探索艾司洛尔对缺氧/复氧（hypoxia/ reoxygenation，

H/R）诱导的心肌细胞凋亡的影响，并初步探索其作

用机制，为艾司洛尔在 I/R 损伤的临床应用提供参考。 

1  材料 

1.1  细胞、药品与试剂 

大鼠心肌细胞 H9c2（GNR5）购自中国科学院

细胞库；盐酸艾司洛尔注射液（批号：1-19991059）

购自齐鲁制药有限公司；DMEM 高糖（11995）/无

糖（90113）培养基、噻唑蓝（MTT）试剂（批号：

M8180）、RIPA 裂解液（批号：R0010）、胎牛血清

（批号：11011-8611）、0.25%胰蛋白酶消化液（批号：

T1350）、Trizol 试剂盒（批号：15596-018）、ECL

发光液（批号：PE0010）、逆转录试剂盒（批号：

T2210-200T）购自北京 Solarbio 公司；AMPK、

GSK-3β 及 GAPDH 引物均由上海生工生物工程有

限公司合成；Bcl-2 兔抗鼠多克隆抗体（批号：

PA5-27094）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X 

protein，Bax）兔抗鼠多克隆抗体（批号：PA5-11378）、

Caspase-3 兔抗鼠重组单克隆抗体（批号：700182）、

AMPK兔抗鼠重组单克隆抗体（批号：MA5-32122）、

p-AMPK 兔 抗 鼠 重 组 单 克 隆 抗 体 （ 批 号 ：

PA5-104982）、GAPDH 兔抗鼠多克隆抗体（批号：

PA1-16777）、山羊抗兔 lgG（H+L）二级抗体（批

号：A32731）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公

司；GSK-3β 兔抗鼠单克隆抗体（批号：AG751）

及 p-GSK-3β 兔抗鼠多克隆抗体（批号：AG763）

购自上海碧云天生物技术有限公司。 

1.2  主要仪器 

BBD6220 二氧化碳细胞培养箱（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司，）；ELX-8081U 酶标仪、Gel 

DocTMXR+凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公司）；

ZS-AE7S 流式细胞仪［中生（苏州）医疗科技有限

公司］；2720 型 PCR 仪（美国 ABI 公司）；MA100N

倒置显微镜（日本 Nikon）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

将 10%胎牛血清和 100 mg/mL 双抗添加至

DMEM 培养基，制成 DMEM 完全培养基。将购买

的 H9c2 细胞复苏、解冻后，用 DMEM 完全培养基

重悬，置于 37 ℃、5%CO2 环境下孵育，每 2～3

天更换一次新鲜培养基，将细胞传代或 70%～80%

融合后，胰酶消化收集，用于后续实验。 

2.2  H/R 模型的建立[8]及实验分组 

待“2.1”项 H9c2 细胞融合 70%左右，更换培

养液为无血清低糖 DMEM 培养基（模拟缺血），置

于缺氧培养环境（37 ℃，5%CO2、95%N2）持续培

养 6 h，模拟缺氧过程。随后更换培养液为高糖

DMEM 完全培养基，置于 37 ℃，5%CO2 培养箱中

培养 6 h，模拟复氧过程。收集上述 H9c2 细胞，随

机分为 H/R 组及艾司洛尔低、中、高剂量组，分别

用不同浓度的艾司洛尔（0.2、5.0、25.0 μmol/L，该

浓度是由前期预试验确定；在该浓度范围内，艾司

洛尔对正常 H9c2 细胞无影响）处理各组细胞 24 h，

H/R 组不做药物处理，收集细胞用于后续实验。另

取“2.1”项正常培养的 H9c2 细胞，设置为对照组。 
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2.3  MTT 实验 

将 H9c2 细胞接种于 96 孔细胞板（4.5×104个/

孔），每组 6 个复孔，按照“2.2”项步骤处理后，

加入 200 μL/孔 MTT 溶液，孵育 4 h，每孔加入 200 

μL二甲基亚砜溶解紫色晶体，利用酶标仪在 490 nm

处记录各孔吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

存活率＝实验组 A 值/对照组 A 值 

2.4  Annexin V-FITC/PI 实验 

收集“2.2”项各组 H9c2 细胞，按照 Annexin 

V-FITC/PI 试剂盒说明书，重悬细胞至密度为 1.0×

106 个/mL。取 100 μL 置于离心管，依次加入 10 μL 

Annexin V-FITC 和 5 μL PI，轻轻吹打混匀，避光保

存 15 min，添加 400 μL 结合缓冲液稀释后，1 h 内

在流式细胞仪上检测各组细胞凋亡情况。 

凋亡率＝凋亡早期细胞比例＋凋亡晚期细胞比例 

2.5  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）实验 

参照 Trizol 试剂盒说明书，提取“2.2”项各组

H9c2 细胞总 RNA，逆转录反应得 cDNA。取 1.0 μL 

cDNA，上下引物各 1 μL，进行 PCR 扩增。PCR 反

应参数设置如下：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性

15 s，60 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 30 s，进行 40 次

循环。以GAPDH为内参，采用 2−ΔΔCt法计算AMPK、

GSK-3β 表达情况。AMPK、GSK-3β 及 GAPDH 引

物序列见表 1。 

表 1  AMPK、GSK-3β 和内参 GAPDH 引物序列 

Table 1  Primer sequences of AMPK, GSK-3β and GAPDH 

基因 引物 

AMPK 上游（5′→3′）TTGAAACCTGAAAATGTCCTGCT 

 下游（5′→3′）CAGGGATGAGTTCGGCACTT 

GSK-3β 上游（5′→3′）AGGCTGTGTGTTGGCTGAAT 

 下游（5′→3′）TTTGCTCCCTTGTTGGTGTT 

GAPDH 上游（5′→3′）CACATGCCGCCTGGAGAAAC 

 下游（5′→3′）AGCCCAGGATGCCCTTTAGT 
 

2.6  蛋白免疫印迹分析实验 

收集“2.2”项各组细胞，4 ℃下加入 RIPA 裂

解液，裂解 30 min，离心收集上清液，采用 BCA

法检测蛋白质量浓度。分别取 30 μg 蛋白质，10% 

SDS-PAFE 凝胶电泳，转移至聚偏二氟乙烯膜，5%

脱脂牛奶封闭 2 h，4 ℃下加入一抗 AMPK、

p-AMPK、GSK-3β、p-GSK-3β、Bax、Caspase-3、

Bcl-2（1∶1 000）及 GAPDH（1∶5 000），孵育过

夜，洗涤、加入二抗（1∶5 000），室温孵育 2 h，

曝光显影，观察条带并记录，以 GAPDH 为内参，

计算目标蛋白与内参 GAPDH 比值。 

2.7  统计学方法 

以统计学软件 SPSS 22.0 分析实验数据，计量

资料以 ±x s 描述，多组间比较使用单因素方差分

析，进一步两组间比较行 SNK-q 检验，P＜0.05 为

差异有统计学意义。 

3  结  果 

3.1  艾司洛尔对 H/R 诱导的 H9c2 细胞活性影响 

与对照组相比，H/R 组 H9c2 细胞存活率显著

降低（P＜0.05）；与 H/R 组相比，艾司洛尔低、中、

高剂量组 H9c2 细胞存活率依次升高（P＜0.05），

呈剂量依赖性。见表 2。 

表 2  艾司洛尔对 H/R 诱导的 H9c2 细胞存活率的影响 

( x ± s, n = 6) 

Table 2  Effect of esmolol on survival rate of H9c2 cells 

induced by H/R ( x ± s, n = 6) 

组别 C/(μmolL−1) H9c2 细胞存活率/% 

对照 — 97.52±2.27 

H/R — 57.77±2.01* 

艾司洛尔  0.2 68.18±1.93# 

  5.0 79.97±2.00#△ 

 25.0 88.43±1.65#△▲
 

与对照组比较：*P＜0.05；与 H/R 组比较：#P＜0.05；与艾司洛

尔低剂量组比较：
△

P＜0.05；与艾司洛尔中剂量组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs H/R group; 
△

P < 0.05 vs low 

dose of esmolol group; ▲P < 0.05 vs middle dose of esmolol group 

3.2  艾司洛尔对H/R诱导的H9c2细胞凋亡的影响 

与对照组相比，H/R 组 H9c2 细胞凋亡率显著

升高（P＜0.05）；与 H/R 组相比，艾司洛尔低、中、

高剂量组 H9c2 细胞凋亡率依次降低（P＜0.05），

呈剂量依赖性。见图 1 和表 3。 

3.3  艾司洛尔对H/R诱导下H9c2细胞凋亡相关蛋

白 Bax、Caspase-3 及 Bcl-2 表达的影响 

与对照组相比，H/R 组 H9c2 细胞Bax、Caspase-3

蛋白水平显著升高（P＜0.05），Bcl-2 蛋白水平显著

降低（P＜0.05）；与 H/R 组相比，艾司洛尔低、中、

高剂量组 H9c2 细胞 Bax、Caspase-3 蛋白表达水平依

次降低（P＜0.05），Bcl-2 蛋白水平显著升高（P＜

0.05），呈剂量依赖性。见图 2 和表 4。 

3.4  艾司洛尔对 H/R 诱导下 H9c2 细胞 AMPK、

GSK-3β 表达的影响 

与对照组相比，H/R 组 H9c2 细胞 AMPK、

GSK-3β 蛋白磷酸化水平显著降低（P＜0.05）；与 
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对照                                     H/R 

                     

 

艾司洛尔 0.2 μmolL−1                  艾司洛尔 5.0 μmolL−1                     艾司洛尔 25.0 μmolL−1 

图 1  各组 H9c2 细胞凋亡变化情况 

Fig. 1  Changes of H9c2 cell apoptosis in each group 

表 3  艾司洛尔对 H9c2 细胞凋亡率的影响 ( x ± s, n = 6) 

Table 3  Effect of esmolol on H9c2 cell apoptosis rate  

( x ± s, n = 6) 

组别 C/(μmolL−1) H9c2 细胞凋亡率/% 

对照 — 2.11±0.84 

H/R — 27.32±1.27* 

艾司洛尔  0.2 16.68±1.16# 

  5.0 11.13±1.30#△ 

 25.0 5.42±1.02#△▲
 

与对照组比较：*P＜0.05；与 H/R 组比较：#P＜0.05；与艾司洛

尔低剂量组比较：
△

P＜0.05；与艾司洛尔中剂量组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs H/R group; 
△

P < 0.05 vs low 

dose of esmolol group; ▲P < 0.05 vs middle dose of esmolol group 

 
对照      H/R       0.2      5.0      25.0  

艾司洛尔/(μmolL−1) 

图 2  各组H9c2 细胞Bax、Caspase-3 及Bcl-2 蛋白表达电泳图 

Fig. 2  Electrophoresis of Bax, Caspase-3 and Bcl-2 protein 

expression in H9c2 cells of each group  

表 4  艾司洛尔对 H9c2 细胞 Bax、Caspase-3 及 Bcl-2 蛋白表达的影响 ( x ± s, n = 6) 

Table 4  Effect of esmolol on protein expression of Bax, Caspase-3 and Bcl-2 in H9c2 cells ( x ± s, n = 6) 

组别 C/(μmolL−1) Bax/GADPH Caspase-3/GADPH Bcl-2/GADPH 

对照 — 0.19±0.02 0.23±0.01 0.81±0.02 

H/R — 0.66±0.03* 0.86±0.03* 0.26±0.01* 

艾司洛尔  0.2 0.54±0.02# 0.70±0.02# 0.49±0.01# 

  5.0 0.42±0.02#△ 0.51±0.01#△ 0.89±0.03#△ 

 25.0 0.26±0.01#△▲
 0.22±0.02#△▲

 1.04±0.02#△▲
 

与对照组比较：*P＜0.05；与 H/R 组比较：#P＜0.05；与艾司洛尔低剂量组比较：
△

P＜0.05；与艾司洛尔中剂量组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs H/R group; 
△

P < 0.05 vs low dose of esmolol group; ▲P < 0.05 vs middle dose of esmolol group 
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H/R 组相比，艾司洛尔低、中、高剂量组 H9c2 细胞

AMPK、GSK-3β 蛋白磷酸化水平依次升高（P＜

0.05），呈剂量依赖性。见图 3 和表 5。 

4  讨论 

细胞凋亡级联反应、氧化应激和炎症等是 I/R

引起心肌组织受损的主要原因，但临床试验尚未发

现用于减轻 I/R 损伤的有效药物[9]。因此开发预防

I/R 损伤的有效干预措施和策略具有重要临床意义。

H/R 诱导心肌细胞损伤模型已被广泛用于模拟体内

心肌 I/R 损伤[10]，本研究结果显示，与对照组相比，

H/R 组 H9c2 细胞存活率显著降低，凋亡率显著升

高，表明成功构建了 H/R 损伤模型。 

心肌细胞凋亡与 I/R 损伤密切相关，可能导致

心肌收缩功能障碍，加重心肌损伤[11]。Bcl-2 和 Bax  

 

 

对照      H/R       0.2      5.0       25.0  

艾司洛尔/(μmolL−1) 

图 3  各组 H9c2 细胞 AMPK、GSK-3β 蛋白表达电泳图 

Fig. 3  Electrophoresis of AMPK and GSK-3β protein 

expression in H9c2 cells of each group 

 

表 5  艾司洛尔对 H9c2 细胞 AMPK、GSK-3β mRNA 及蛋白磷酸化水平的影响 ( x ± s, n = 6) 

Table 5  Effect of esmolol on mRNA expression of AMPK, GSK-3βand protein phosphorylation in H9c2 cells ( x ± s, n = 6) 

组别 C/(μmolL−1) 
mRNA 表达量 蛋白表达量 

AMPK/GADPH GSK-3β/GADPH p-AMPK/AMPK p-GSK-3β/GSK-3β 

对照 — 1.04±0.02 0.99±0.03 1.09±0.03 1.24±0.03 

H/R — 0.21±0.01* 0.18±0.01* 0.17±0.01* 0.22±0.02* 

艾司洛尔  0.2 0.47±0.02# 0.46±0.01# 0.26±0.02# 0.51±0.01# 

  5.0 0.85±0.02#△ 0.89±0.03#△ 0.58±0.02#△ 1.10±0.02#△ 

 25.0 1.16±0.03#△▲
 1.14±0.02#△▲

 0.71±0.03#△▲
 1.26±0.02#△▲

 

与对照组比较：*P＜0.05；与 H/R 组比较：#P＜0.05；与艾司洛尔低剂量组比较：
△

P＜0.05；与艾司洛尔中剂量组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs H/R group; 
△

P < 0.05 vs low dose of esmolol group; ▲P < 0.05 vs middle dose of esmolol group 

蛋白是 Bcl-2 多基因家族的主要成员，主要通过调

节线粒体的通透性发挥凋亡调控机制 [12-13] 。

Caspase-3 是调控细胞凋亡的关键因子之一，研究证

实[14-15]，Bcl-2 家族能够激活 Caspase-3 信号传导，

参与调节细胞凋亡反应。本研究发现，与 H/R 组相比，

艾司洛尔低、中、高剂量组 H9c2 细胞存活率、Bcl-2

蛋白显著升高，凋亡率、Bax、Caspase-3 蛋白显著降

低，提示艾司洛尔能够促进 H/R 诱导下心肌细胞的增

殖，并诱导凋亡。Quintana-Villamandos 等[16]研究发

现，艾司洛尔短期治疗能够发挥心脏保护作用。此

外，低剂量的盐酸艾司洛尔可以降低心肌梗死患者

的心肌损伤[17]。因此推测，艾司洛尔可能通过抑制

I/R 诱导的心肌细胞损伤及凋亡，减缓 H/R 诱导的

心脏功能障碍。 

AMPK 结构包含 α 亚基、β 亚基和 γ 亚基，高

度敏感于细胞内的能量变化[18]。李燕等[19]研究发

现，激活 AMPK 蛋白表达，与抑制小鼠心肌组织凋

亡相关。此外，激活 AMPK 信号通路能够限制 I/R

损伤大鼠的心肌梗死面积，发挥心脏保护作用[20]。

GSK-3β 是一种丝氨酸/苏氨酸酶，已被证实参与调

节细胞凋亡[21]。本研究发现，与 H/R 组相比，艾司

洛尔低、中、高剂量组 H9c2 细胞 AMPK、GSK-3β

蛋白磷酸化水平呈剂量依赖性升高，提示艾司洛尔

可能通过激活 AMPK/GSK-3β 磷酸化水平，抑制

H/R 诱导的心肌细胞凋亡。Li 等[22]证实，GSK-3β

通过激活 AMPK 蛋白表达，抑制内毒素脂多糖诱导

的心肌细胞凋亡，与本研究结果一致，推测艾司洛

尔可能是用于 I/R 损伤治疗的潜在有效药物。 

综上所述，艾司洛尔能够促进 H/R 诱导下心肌

细胞的增殖、并抑制其细胞凋亡，可能与激活

AMPK/GSK-3β 磷酸化水平相关，表明艾司洛尔在

改善 I/R 损伤方向的潜在治疗价值，可能为预防心

p-AMPK 

AMPK 

p-GSK-3β 

GSK-3β 

GAPDH 

 



·218· 第 36 卷第 2 期  2021 年 2 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 36 No. 2 February 2021 

血管疾病 I/R 损伤并发症提供了理论参考。本实验将

进一步联合小鼠模型和临床试验，针对艾司洛尔对

I/R 损伤造成的心脏功能障碍进行积极深入的研究。 
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