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比索洛尔预处理通过调控 ERK1/2 途径抑制缺氧/复氧诱导的心肌细胞
凋亡和纤维化 

吴媛媛，高元标，冼笃标，吴岳畅，赵映* 

海南医学院第一附属医院 心胸外科，海南 海口  570102 

摘  要：目的  探讨比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞凋亡和纤维化的影响，并分析分子机制。方法  构建缺氧/

复氧细胞模型，将 H9c2 细胞分为对照组、模型组、比索洛尔组、细胞外信号调节激酶（ERK1/2）通路激活剂（LM22B-10）

组。采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测细胞中乳酸脱氢酶（LDH）和肌酸激酶同工酶（CK-MB）水平，CCK-8 法检测

细胞活力，流式细胞术检测细胞凋亡水平，免疫印迹法（Western blotting）法检测凋亡蛋白、纤维化蛋白和 ERK1/2 信号通

路蛋白表达。结果  与模型组比较，比索洛尔组 H9c2 细胞中 LDH 和 CK-MB 水平、细胞凋亡率，切割型半胱氨酸天冬氨酸

蛋白水解酶-3（cleaved Caspase-3）、B 淋巴细胞瘤-2 相关蛋白（Bax）、I 型胶原（Col I）、III 型胶原（Col III）、α-平滑肌肌

动蛋白（α-SMA）、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）蛋白表达以及磷酸化细胞外信号调节激酶 1/2（p-ERK1/2）/（ERK1/2）比

值显著降低；细胞活力，B 淋巴细胞瘤 2（Bcl2）、金属蛋白酶组织抑制因子 1（TIMP-1）蛋白表达显著升高（P＜0.05）。与

比索洛尔组比较，LM22B-10 组 H9c2 细胞中 LDH 和 CK-MB 水平、细胞凋亡率，Cleaved Caspase-3、Bax、Col I、Col III、

α-SMA、MMP-9 蛋白表达以及（p-ERK1/2）/（ERK1/2）比值均显著升高，细胞活力，Bcl-2、TIMP-1 蛋白表达均显著降低

（P＜0.05）。结论  比索洛尔预处理通过抑制 ERK1/2 信号通路活化减轻缺氧/复氧诱导的心肌细胞凋亡和纤维化。 
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Bisoprolol pretreatment inhibits hypoxia/reoxygenation induced cardiomyocyte 

apoptosis and fibrosis by regulating ERK1/2 pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of bisoprolol pretreatment on cardiomyocyte apoptosis and fibrosis induced by hypoxia 

reoxygenation, and to analyze the its mechanisms. Methods  Hypoxia/reoxygenation cell model were constructed, H9c2 cells were 

divided into control group, model group, bisoprolol group, and LM22B-10 group. LDH and CK-MB levels in cells were detected by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), cell viability was detected by CCK-8 assay, and cell apoptosis was detected by flow 

cytometry. The expressions of apoptotic proteins, fibrotic proteins and ERK1/2 signaling pathway proteins were detected by Western 

blotting. Results  Compared with model group, LDH and CK-MB levels and apoptosis rate of H9c2 cells, protein expression of 

cleaved Caspase-3, Bax, Col I, Col III, α-SMA, MMP-9, and (p-ERK1/2)/(ERK1/2) ratio were significantly decreased. Cell viability, 

Bcl-2, and TIMP-1 protein expressions were significantly increased in bisoprolol group (P < 0.05). Compared with bisoprolol group, 

LDH and CK-MB levels, apoptosis rate of H9c2 cells, protein expression of cleaved Caspase-3, Bax, Col I, Col III, α-SMA, MMP-9, 

and (p-ERK1/2)/(ERK1/2) ratio were significantly increased, and cell viability, Bcl-2 and TIMP-1 protein expression were significantly 

decreased in LM22B-10 group (P < 0.05). Conclusion  Bisoprolol pretreatment attenuated hypoxia/reoxygenation induced 

cardiomyocyte apoptosis and fibrosis by inhibiting the activation of ERK1/2 signaling pathway. 
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缺血性心脏病是全球范围内一个主要的公共

卫生问题，具有高致残率和死亡率。缺血区快速再

灌注被认为是临床治疗缺血性心脏病最有效的方

法[1]。虽然恢复血流可以改善心肌坏死，降低死亡

率，但再灌注会诱发一系列复杂的不良反应，导致

组织继发性损伤，称为缺血/再灌注损伤[2-3]。比索洛

尔是一种选择性的 β1 受体阻滞剂，具有改善冠状

动脉血流量、降低血压、减少心肌耗氧量等作用，

临床上用于治疗高血压和充血性心力衰竭等疾病。

研究发现在急性心肌梗死发生后早期使用比索洛

尔可降低室性心律失常的发生率和死亡率[4]。Wang

等[5]报道，比索洛尔预处理可通过磷脂酰肌醇-3-激

酶 /蛋白激酶 B/糖原合成酶激酶 3β（PI3K/Akt/ 

GSK3β）途径减少缺氧/复氧引起的活性氧（ROS）

产生而保护心肌细胞免受缺血/再灌注损伤。因此，

本研究旨在分析比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导

的心肌细胞凋亡和心肌纤维化的影响，并探究其相

关分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

大鼠心肌细胞系 H9c2 细胞购自武汉普诺赛生

命科技有限公司；比索洛尔（规格 10 mg，批号

20210637）购自广州佳途科技股份有限公司；胎牛

血清（批号 BS-1101-1）、DMEM 培养基（批号

GUXMD-50029）购自上海源培生物科技股份有限

公司；二喹啉甲酸（BCA）试剂盒（批号 JL58179）、

细胞计数试剂盒（CCK-8）（批号 JL41527）购自武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；人膜联蛋白 V-

异硫氰酸荧光素/碘化丙啶（AnnexinV-FITC/PI）凋

亡检测试剂盒（批号 MA0220）购自大连美仑生物

技术有限公司；乳酸脱氢酶（LDH，批号 SP15135）、

肌酸激酶同工酶（CK-MB）检测试剂盒（批号

SP15205）购自武汉赛培生物科技有限公司；B 淋巴

细胞瘤 2（Bcl2，批号 A01935-40）、B 淋巴细胞瘤-

2 相关蛋白（Bax，批号 A01985-43）、切割型半胱

氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-3（cleaved Caspase-3，批

号 A01955-100）、I 型胶原（Col I，批号 A01958-

40）、III 型胶原（Col III，批号 A01957-40）、α-平滑

肌肌动蛋白（α-SMA，批号 A01952-41）、基质金属

蛋白酶-9（MMP-9，批号 A01951-40）、金属蛋白酶

组织抑制因子 1（TIMP-1，批号 A01936-40）、细胞

外信号调节激酶 1/2（ERK1/2，批号 A01937-38）、

磷酸化 ERK1/2（p-ERK1/2，批号 A01937-35）、β-

肌动蛋白（β-actin，批号 A01951-43）对应一级抗体

均购自南京金斯瑞生物科技有限公司；辣根过氧化

物酶偶联的山羊抗兔 IgG 二级抗体（批号 ab10031）

购自美国 Abcam 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  细胞培养  H9c2 细胞在高糖 DMEM 培养基

中培养，培养基中加入 10%胎牛血清和 1%青霉素-

链霉素溶液，置于 37 ℃、95 %空气、5% CO2的细

胞培养箱中孵育，当细胞达到约 80%的融合率时进

行传代培养，取对数生长期细胞进行实验。 

1.2.2  缺氧/复氧细胞模型构建  参照文献方法[6]

用无糖、无血清的 DMEM 培养基培养 H9c2 细胞，

在 37 ℃、含有 95%N2和 5% CO2 的缺氧室中缺氧

培养 8 h，然后将细胞替换至正常的 DMEM 培养基

中，在 37 ℃、含 5% CO2、95% O2 的常氧培养箱

中进行复氧培养 8 h。 

1.2.3  细胞分组与处理  将正常培养的对数生长

期 H9c2 细胞分为对照组、模型组、比索洛尔组、

ERK1/2 通路激活剂（LM22B-10）组。参照文献方

法[7-8]并结合前期预实验确定各组细胞药物干预浓

度。对照组在 37 ℃、含 5% CO2 和 95% O2的常氧

培养箱中正常培养；缺氧/复氧组按照 1.2.2 项下操

作构建细胞缺氧/复氧模型；比索洛尔组在缺氧培养

前 30 min 加入终浓度为 2 μmol/L 的比索洛尔预处

理 H9c2 细胞，随后进行细胞缺氧/复氧处理；

LM22B-10 组：缺氧培养前 1 h 加入终浓度为 100 

μmol/L 的 LM22B-10 处理 H9c2 细胞，缺氧培养前

30 min 加入终浓度为 2 μmol/L 的比索洛尔预处理

H9c2 细胞，随后进行细胞缺氧/复氧处理。 

1.2.4  ELISA法检测细胞中LDH和CK-MB水平  收

集处理后的细胞悬液，分别采用试剂盒测定细胞上

清液中 LDH 和 CK-MB 水平，实验操作严格按照试

剂盒说明书进行。 

1.2.5  CCK-8 法检测细胞活力  将收集的各组细

胞以 3×103 个细胞接种至 96 孔板，每孔 100 μL，

设置 5 个复孔，培养细胞融合至约 80%后，每孔分

别加入 10 μL 的 CCK-8 溶液培养 4 h，经酶标仪检

测 450 nm 处的吸光度（A）值，计算细胞活力。 

细胞活力＝（A 对照－A 实验）/A 对照 

1.2.6  流式细胞术检测细胞凋亡  收集处理后的

细胞，用预冷的 PBS 缓冲液清洗 3 次，加入 500 μL

结合缓冲液重新悬浮细胞，将细胞浓度调节至 1×

106/mL。将 100 μL 细胞悬浮液转移至 5 mL EP 管
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中，分别加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI 染色，

在室温下避光培养 15 min，通过流式细胞术分析细

胞凋亡率。 

1.2.7  Western blotting 法检测凋亡蛋白、纤维化蛋

白和 ERK1/2 信号通路蛋白表达  使用放射性免疫

沉淀测定裂解缓冲液从H9c2细胞中提取总蛋白质，

并使用 BCA 试剂盒定量蛋白质浓度。将浓缩 SDS

样品缓冲液与等量蛋白质样品混匀，在 100 ℃水中

煮沸 5 min。以 10% SDS-PAGE 分离定量蛋白质，

并将分离的蛋白转移到 PVDF 膜，在室温下用 5 %

脱脂牛奶阻断膜 2 h，洗膜，在 4 ℃条件下，将膜

与 Bcl-2（1∶800）、Bax（1∶800）、cleaved Caspase-

3（1∶800）、Col I（1∶1 000）、Col III（1∶1 000）、

α-SMA（1∶1 000）、MMP-9（1∶1 000）、TIMP-1

（1∶1 000）、ERK1/2（1∶1 000）、p-ERK1/2（1∶

1 000）和 β-actin（1∶1 000）抗体一起孵育过夜，

冲洗膜，在 37 ℃下将膜与辣根过氧化物酶偶联的

山羊抗兔 IgG 二抗孵育 2 h，滴加增强化学发光试

剂显影，在凝胶成像系统中成像，以 β-actin 为内参

蛋白，采用 Image J 软件进行图像量化。 

1.3  统计学方法 

采用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，实验结

果以x ± s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，

进一步两两比较采用 LSD-t 检验。 

2  结果 

2.1  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞

中 LDH 和 CK-MB 活性的影响 

与对照组比较，模型组 H9c2 细胞中 LDH 和

CK-MB 水平显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，

比索洛尔组 LDH 和 CK-MB 水平显著降低（P＜

0.05）；与比索洛尔组比较，LM22B-10 组中 LDH 和

CK-MB 水平显著升高（P＜0.05），见图 1。 

2.2  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞

活力的影响 

与对照组比较，模型组 H9c2 细胞活力显著降

低（P＜0.05）；与模型组比较，比索洛尔组 H9c2 细

胞活力显著升高（P＜0.05）；与比索洛尔组比较，

LM22B-10 组 H9c2 细胞活力显著降低（P＜0.05）。

见图 2。 

2.3  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞

凋亡及相关蛋白的影响 

与对照组比较，模型组 H9c2 细胞凋亡率、

cleaved Caspase-3、Bax 蛋白表达显著升高，Bcl-2 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与比索洛

尔组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs 

bisoprolol group 

图 1  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞中 LDH

和 CK-MB 水平的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 1  Effects of bisoprolol pretreatment on LDH and CK-

MB levels in hypoxic/reoxygenation-induced 

cardiomyocytes (x ± s, n = 3 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与比索洛

尔组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs 

bisoprolol group 

图 2  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞活力的

影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 2  Effect of bisoprolol pretreatment on the viability of 

cardiomyocytes induced by hypoxia/reoxygenation 

(x ± s, n = 5 ) 

蛋白表达显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，比

索洛尔组的 H9c2 细胞凋亡率、cleaved Caspase-3、
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Bax 蛋白表达均显著降低，Bcl-2 蛋白表达显著升高

（P＜0.05）；与比索洛尔组比较，LM22B-10 组细胞

凋亡率、cleaved Caspase-3、Bax 表达均显著升高，

而 Bcl-2 表达显著降低（P＜0.05），见图 3A、B。 

 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与比索洛尔组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs bisoprolol group 

图 3  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞凋亡（A）及相关蛋白表达（B）的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 3  Effects of bisoprolol pretreatment on hypoxia/reoxygenation-induced apoptosis of cardiomyocytes (A) and related 

protein expression (B) (x ± s, n = 3 ) 
 

2.4  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞

纤维化的影响 

与对照组比较，模型组 H9c2 细胞中 Col I、Col 

III、α-SMA、MMP-9 蛋白表达均显著升高，TIMP-

1 蛋白表达显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，比

索洛尔组 H9c2 细胞中 Col I、Col III、α-SMA、MMP-

9 蛋白表达均显著降低，TIMP-1 蛋白表达显著升高

（P＜0.05）；与比索洛尔组比较，LM22B-10 组 H9c2

细胞中 Col I、Col III、α-SMA、MMP-9 蛋白表达均

显著升高，TIMP-1 蛋白表达显著降低（P＜0.05），

见图 4。 

2.5  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞

中 ERK1/2 信号通路的影响 

与对照组比较，模型组 H9c2 细胞中 p-ERK1/2

与 ERK1/2 比值显著升高（P＜0.05）；与模型组比

较，比索洛尔组 H9c2 细胞中 p-ERK1/2 与 ERK1/2 
 

 
与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与比索洛尔组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs bisoprolol group 

图 4  比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导的心肌细胞纤维化的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 4  Effect of bisoprolol pretreatment on hypoxia/reoxygenation-induced myocyte fibrosis (x ± s, n = 3 ) 
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比值显著降低（P＜0.05）；与比索洛尔组比较， 

LM22B-10 组 H9c2 细胞中 p-ERK1/2 与 ERK1/2 比

值显著升高（P＜0.05），见图 5。 

 
与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与比索洛

尔组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs 

bisoprolol group 

图 5  比索洛尔预处理对缺氧 /复氧诱导的心肌细胞中

ERK1/2 信号通路的影响（x ± s，n = 3） 

Fig. 5  Effect of bisoprolol pretreatment on ERK1/2 

signaling pathway in cardiomyocytes induced by 

hypoxia/reoxygenation (x ± s, n = 3 ) 

3  讨论 

随着人口老龄化的发生，缺血性心脏病的发病

率和死亡率在世界范围内逐渐增加，相应的缺氧/复

氧损伤亦成为临床常见的病理损伤。大量研究证实

在心肌缺氧/复氧损伤过程中神经–交感系统处于

过度激活状态，导致体内儿茶酚胺水平大幅度升

高，而过高的儿茶酚胺会加重心肌损伤，引起心肌

凋亡及坏死[9-11]。β1 受体阻滞剂作为治疗心血管疾

病的常用药物，主要通过抑制过度激活的神经–交

感活性、调节儿茶酚胺的分泌发挥作用[12]。相关研

究报道，比索洛尔能够通过抑制线粒体中未折叠蛋

白质改善心肌损伤，还可显著降低炎症反应[13]。比

索洛尔能够恢复心脏对 β-受体刺激的敏感性，改善

心肌顺应性并改善心肌重构，具有全面保护心脏的

作用。本研究建立缺氧/复氧诱导的心肌 H9c2 细胞

损伤模型，检测 H9c2 细胞中 LDH 和 CK-MB 水平

以及心肌细胞活力，发现缺氧/复氧诱导的 H9c2 细

胞中 LDH 和 CK-MB 水平显著升高，细胞活力降

低，给予比索洛尔预处理干预后，H9c2 细胞中 LDH

和 CK-MB 水平明显降低，细胞活力明显升高。证

实比索洛尔预处理可改善缺氧/复氧诱导的心肌细

胞损伤。 

细胞凋亡是细胞的一种主动性死亡方式，受细

胞外环境和细胞内基因的影响和调控。细胞凋亡通

常伴随着抗凋亡因子 Bcl-2 的减少和促凋亡因子

Bax 的增加。此外，细胞色素 C 从线粒体释放到细

胞质，导致半胱氨酸蛋白酶家族中的 Caspase-3 被

剪切激活，从而启动细胞凋亡途径[14]。研究发现，

在心血管疾病发生、发展过程中细胞凋亡途径被异

常激活[15]。细胞凋亡是缺氧/复氧损伤的主要致病机

制之一，阻断细胞凋亡可有效减轻缺氧/复氧诱导的

心肌损伤，减缓甚至预防心力衰竭的发生[16-17]。有

研究报道，比索洛尔可能通过调控 Bcl-2 和 Bax 的

表达，抑制心肌细胞凋亡，从而发挥对心脏的保护

作用[18]。本研究结果显示，比索洛尔预处理显著降

低 H9c2 细胞凋亡率、下调 Cleaved Caspase-3 和 Bax

蛋白表达，上调 Bcl-2 蛋白表达。表明比索洛尔预

处理有效缓解了缺氧/复氧诱导的心肌细胞凋亡。 

纤维化是细胞外基质（ECM）病理重塑过程，

受多种因素调控。心肌纤维化是许多心血管疾病的

病理标志，其发生与多余的纤维化组织的区域性或

弥漫性积聚有关，会导致心肌收缩期和舒张期功能

下降或恶性心律失常易感性增加[19]。Col I、Col III、

α-SMA 被认为是纤维化的生物标志物，在心肌纤维

化患者体内显著增加[20]。研究认为基质金属蛋白酶

（MMPs）是降解 ECM 成分的主要酶，其活性受

TIMP 的特异性抑制。MMPs 和 TIMP 之间的动态

平衡对于维持 ECM 的动态平衡至关重要，而在心

肌纤维化期间，ECM 中 MMPs 和 TIMP 之间的动

态平衡被破坏[21]。MMP-9 是纤维化早期引起 ECM

分解的主要蛋白酶，其水平升高可导致 ECM 变性，

心肌排列和收缩功能异常紊乱，而 MMP-9 活性在

体内受到 TIMP-1 的抑制[22]。王东隶等[23]报道，比

索洛尔可抑制慢性心力衰竭大鼠心肌组织纤维化，

延缓心肌间质重构。本研究检测发现，比索洛尔预

处理干预后，H9c2 细胞中 Col I、Col III、α-SMA、

MMP-9 蛋白表达明显降低，TIMP-1 蛋白表达明显

升高。提示索洛尔预处理能够通过调控纤维化相关

蛋白表达改善缺氧/复氧诱导的心肌纤维化。 

ERK1/2 信号通路是来自丝裂原活化蛋白激酶

家族的重要信号转导途径之一，ERK1/2 是将信号

分子从细胞表面受体传导至细胞核最重要的效应
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分子，常与其他信号通路相互影响，调节细胞增殖、

分化、黏附等生物学效应。研究发现，在缺血/再灌

注损伤中，ERK1/2 蛋白磷酸化的程度显著升高，

ERK1/2 信号通路已被确定为心肌缺血/再灌注损伤

的潜在作用靶点[24-25]。亦有研究表明，缺氧/复氧引

起的心肌细胞凋亡与 ERK1/2 磷酸化增强有关[26]。

本研究中，缺氧/复氧诱导的 H9c2 细胞中 ERK1/2

蛋白磷酸化水平显著升高，比索洛尔预处理后缺氧/

复氧诱导的 H9c2 细胞中 ERK1/2 蛋白磷酸化水平

明显降低。说明比索洛尔通过抑制 ERK1/2 信号通

路的活化发挥作用。为进一步验证比索洛尔是否通

过调节 ERK1/2 信号通路发挥心脏保护作用，本实

验使用 ERK1/2 激活剂 LM22B-10 和比索洛尔共同

预处理 H/R 诱导的 H9c2 细胞，结果显示，LM22B-

10 能够逆转比索洛尔预处理对缺氧/复氧诱导 H9c2

细胞中 LDH 和 CK-MB 水平、细胞活力、细胞凋亡

以及纤维化的改善作用，并升高比索洛尔预处理后

缺氧/复氧诱导 H9c2 细胞中 ERK1/2 蛋白的磷酸化

水平。该结果提示，比索洛尔预处理可能通过阻断

ERK1/2 信号转导途径在缺氧/复氧诱导的 H9c2 细

胞损伤中发挥保护作用。 

综上所述，比索洛尔预处理能有效改善缺氧/复

氧诱导的心肌细胞凋亡和心肌纤维化，进而减轻缺

氧/复氧诱导的心肌细胞损伤，其作用机制可能与抑

制 ERK1/2 信号通路活化有关。 
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