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艾司氯胺酮下调 KLF6 减轻 H9c2 心肌细胞缺氧/复氧损伤 

李  霞，金卫东*，韩明磊  

新乡市中心医院  心血管内科，河南 新乡  453000 

摘  要：目的  探究艾司氯胺酮是否通过下调 Krüppel 样因子 6（KLF6）的表达，减轻缺氧/复氧（H/R）诱导的 H9c2 心肌

细胞损伤。方法  利用 H9c2 细胞建立 H/R 模型，设置对照组、模型组及不同质量浓度（1、2、4、8 μg·mL−1）艾司氯胺酮

组。通过转染 sh-KLF6 或 oe-KLF6 质粒调控 KLF6 表达，观察艾司氯胺酮对转染细胞的影响。采用 CCK-8 法检测细胞活性，

流式细胞术检测细胞凋亡率，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）和 Western blotting 检测 KLF6 基因及 KLF6、Bax、GPX4、FTH1

蛋白表达，试剂盒及 ELISA 法检测丙二醛（MDA）、活性氧（ROS）、超氧化物歧化酶（SOD）及炎症因子水平。结果  与对

照组相比，模型组细胞活性显著降低，KLF6 表达上调，细胞凋亡率和 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）蛋白表达明显升高，MDA 和

ROS 含量显著升高，GPX4 和 FTH1 蛋白表达及 SOD 含量降低，肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6 和 IL-1β 含量

明显升高（P＜0.05）。与模型组相比，8 μg·mL−1 艾司氯胺酮处理显著提高了细胞活性，降低了细胞凋亡率、Bax 蛋白表达、

MDA 和 ROS 含量，同时升高了 GPX4、FTH1 蛋白及 SOD 含量，并抑制了 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 释放（P＜0.05）。在基因

调控实验中，抑制 KLF6 表达（转染质粒 sh-KLF6）可显著降低细胞凋亡率、Bax 蛋白表达、MDA 和 ROS 含量，升高 GPX4、

FTH1 蛋白及 SOD 含量，并减少炎症因子释放，从而减轻 H/R 诱导的细胞损伤；而在艾司氯胺酮处理基础上过表达 KLF6

（转染质粒 oe-KLF6）则逆转了艾司氯胺酮的保护作用，导致细胞凋亡率、Bax 蛋白表达、MDA 和 ROS 含量升高，GPX4、

FTH1 蛋白及 SOD 含量降低，炎症因子释放增加。结论  艾司氯胺酮通过下调 KLF6 表达，抑制氧化应激、铁死亡及炎症反

应，从而减轻 H/R 诱导的心肌细胞损伤。 
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Esketamine alleviates hypoxia/reoxygenation-induced injury in H9c2 cardiomyocytes 

by downregulating KLF6 

LI Xia, JIN Weidong, HAN Minglei 

Department of Cardiovascular Medicine, Xinxiang Central Hospital, Xinxiang 453000, China 

Abstract: Objective  To investigate whether esketamine (ESK) alleviates hypoxia/reoxygenation (H/R)-induced injury in H9c2 

cardiomyocytes by downregulating the expression of Krüppel-like factor 6 (KLF6). Methods  An H/R model was established using 

H9c2 cells, with untreated cells serving as the control group. The model group was treated with different concentrations of ESK (1, 2, 

4, and 8 μg·mL−1). To regulate KLF6 expression, plasmids sh-KLF6 (silencing) or oe-KLF6 (overexpression) were transfected into the 

cells to observe the effects of ESK on transfected cells. Cell viability was assessed using the CCK-8 assay, and apoptosis rates were 

detected by flow cytometry. The expression of KLF6 gene and proteins (KLF6, Bax, GPX4, FTH1) was measured by quantitative real-

time PCR (qRT-PCR) and Western blotting. Levels of malondialdehyde (MDA), reactive oxygen species (ROS), superoxide dismutase 

(SOD), and inflammatory factors [tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-6, and IL-1β] were detected using kits and ELISA. 

Results  Compared with the control group, the model group showed significantly reduced cell viability, upregulated KLF6 expression, 

increased apoptosis rate and Bax protein expression, elevated MDA and ROS levels, decreased GPX4 and FTH1 protein expression and 

SOD content, and increased levels of TNF-α, IL-6, and IL-1β (P < 0.05). Compared with the model group, treatment with 8 μg·mL−1 ESK 

significantly improved cell viability, reduced apoptosis rate, Bax protein expression, MDA, and ROS levels, while increasing GPX4, 
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FTH1 protein expression, and SOD content, and inhibiting the release of TNF-α, IL-6, and IL-1β (P < 0.05). In the gene regulation 

experiments, silencing KLF6 (transfection with sh-KLF6 plasmid) significantly reduced apoptosis rate, Bax protein expression, MDA 

and ROS levels, and increased GPX4, FTH1 protein expression, and SOD content, thereby alleviating H/R-induced cell injury. 

Conversely, overexpressing KLF6 (transfection with oe-KLF6 plasmid) in the presence of ESK reversed its protective effects, leading 

to increased apoptosis rate, Bax protein expression, MDA and ROS levels, decreased GPX4, FTH1 protein expression, and SOD 

content, and increased inflammatory factor release. Conclusion  Esketamine alleviates H/R-induced cardiomyocyte injury by 

downregulating KLF6 expression, thereby inhibiting oxidative stress, ferroptosis, and inflammatory responses. 

Key words: esketamine; Krüppel-like factor 6; hypoxia/reoxygenation; cardiomyocytes; ferroptosis; apoptosis; oxidative stress 

 

心肌梗死是全球范围内严重威胁人类健康的

心血管疾病，其根本病理基础是冠状动脉闭塞导致

心肌长时间缺血缺氧，进而引起心肌细胞的不可逆

性损伤[1-2]。尽管及时恢复心肌供血（即再灌注）是

目前挽救缺血心肌、改善临床预后的关键治疗手

段，但在这一过程中，缺血心肌组织常因血流恢复

而遭遇额外的损伤，这一特殊的病理生理过程被称

为心肌缺血/再灌注损伤（MI/RI）[3]。缺血/再灌注

损伤（I/RI）是缺血性脑卒中和心肌梗死患者在接受

再灌注治疗后常见的病理生理过程，可加剧原始缺

血损伤，并显著影响患者的临床预后[4]。鉴于目前

针对 MI/RI 的特异性治疗手段有限，寻找能够减轻

I/RI 的新型药物至关重要。 

艾司氯胺酮是临床常用的麻醉镇痛药物，近

年来其在器官保护方面的作用逐渐受到关注 [5]。

现有研究表明，艾司氯胺酮对 MI/RI 具有潜在的

保护作用。一项基于蛋白激酶 R 样内质网激酶-真

核起始因子 2α（PERK-eIF2α）通路的研究[6]显示，

艾司氯胺酮能够通过抑制内质网应激，降低心肌

梗死面积、减少心肌细胞凋亡，并改善心功能，

从而减轻大鼠 MI/RI 损伤。另一项研究[7]进一步

证实，艾司氯胺酮可有效缓解小鼠 MI/RI 损伤引

起的心脏损伤，其机制涉及减少心肌梗死面积、

抑制心肌细胞凋亡及减轻氧化应激反应。此外，

基于腺苷-磷酸活化蛋白激酶-哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（AMPK-mTOR）通路的研究[8]提示，艾司

氯胺酮可能通过调控线粒体自噬和凋亡相关蛋白

发挥心肌保护作用。 

Krüppel 样因子样因子 6（KLF6）是 KLF 转录

因子家族的重要成员，广泛参与细胞增殖、分化、

炎症反应及损伤修复等多种生物学过程[9]。近年来，

KLF6 在 I/RI 中的作用逐渐受到关注。研究表明，

KLF6 在 MI/RI 后表达显著上调，而下调 KLF6 可

有效减轻心肌损伤，提示 KLF6 可能是 MI/RI 的关

键致病因子[10]。 

然而，目前关于艾司氯胺酮是否通过调控

KLF6 表达来发挥心肌保护作用，尚无直接研究报

道。鉴于 KLF6 在 MI/RI 中的关键致病作用，以及

艾司氯胺酮已被证实具有心肌保护效应，探究艾司

氯胺酮是否通过靶向抑制 KLF6 表达及其下游通路

（如铁死亡或焦亡）来减轻心肌细胞损伤，具有重要

的理论价值和临床转化潜力。 

基于上述研究背景，本研究旨在利用体外缺

氧/复氧（H/R）诱导的心肌细胞损伤模型，探究艾

司氯胺酮对心肌细胞的保护作用，并深入解析其

是否通过靶向调控 KLF6 的表达及相关分子机制

来减轻 H/R 损伤。本研究有望为 MI/RI 的防治提

供新的药物选择，并初步揭示艾司氯胺酮心血管

保护作用的分子靶点，具有潜在的理论价值与临

床转化意义。 

1  材料 

1.1  药品与试剂 

盐酸艾司氯胺酮注射液（生产批号 210921BL）

购于江苏恒瑞医药股份有限公司；高糖 DMEM 培

养基购于武汉普诺赛生物科技有限公司；提取 RNA

试剂盒和逆转录试剂盒购买于 Thermo Fisher 

Scientific Inc.；兔抗 β-actin 和兔抗 Bax 购买于

Abcam 公司，兔抗 KLF6、兔抗谷胱甘肽过氧化物

酶 4（GPX4）、兔抗铁蛋白重链 1（FTH1）、HRP 标

记的山羊抗兔 IgG 二抗和 CCK-8 试剂盒购于武汉

三鹰生物技术有限公司，肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、

白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）、丙

二醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）相关试剂

盒购于上海酶联生物科技有限公司，活性氧（ROS）

试剂盒购买于碧云天生物技术有限公司，Fe2+试剂

盒购买于亚科因生物技术有限公司。质粒 sh-NC（阴

性对照质粒）和 sh-KLF6、oe-NC 和 oe-KLF6 由上

海吉玛基因有限公司设计和合成。 

1.2  细胞株 

心肌细胞 H9c2 细胞株购于武汉普诺赛生物科
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技有限公司。 

2  方法 

2.1  H/R 模型构建和艾司氯胺酮处理 

H9c2 细胞在 37 ℃、5% CO2条件下在完全高糖

DMEM 培养基中培养。待细胞生长状态良好时，收

集细胞并计数。取指数生长期的细胞，密度约为 1×

105 个·mL−1，接种 96 孔板（每孔 50 μL）在 37 ℃、

5% CO2 的培养箱培养 24 h。待细胞完全贴壁后，弃

去原培养基，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 1 次，换

入无血清高糖 DMEM 培养基，将细胞置于 1% O2、

5% CO2和 94% N2 的三气培养箱中缺氧处理 24 h，

随后更换为完全高糖 DMEM 培养基，在正常培养条

件下复氧 24 h，并于复氧开始时向培养基中加入艾

司氯胺酮，使其终质量浓度分别为 1、2、4、8 μg·mL−1，

以不进行 H/R 处理的正常培养细胞作为对照。实验

具体分为对照组（不转染、不造模）、模型组、艾司

氯胺酮（1、2、4、8 μg·mL−1）组。 

2.2  细胞转染 

将 H9c2 细胞以 5×105 个·mL−1 接种于 96 孔

板，待细胞融合度达 50%～60%时进行转染。按照

Lipofectamine 3000 说明书，将 sh-NC、sh-KLF6、

oe-NC、oe-KLF6 质粒分别与转染试剂按质量体积

比 1∶2 稀释于 Opti-MEM 无血清培养基中，室温

孵育 15 min 形成转染复合物。将复合物加入细胞培

养孔中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 4 h 后，

更换为完全高糖 DMEM 培养基继续培养。转染 24 h

后建立 H/R 模型，且转染 oe-NC 或 oe-KLF6 组在

复氧期间给予 8 μg·mL−1 的艾司氯胺酮处理。实验

具体分为对照组、模型＋sh-NC 组、模型＋sh-KLF6

组、模型＋oe-NC、模型＋oe-KLF6、模型＋艾司氯

胺酮＋oe-NC、模型＋艾司氯胺酮+oe-KLF6 组。 

2.3  CCK-8 实验 

细胞接种于 96 孔板，对细胞进行 H/R 处理，分

组同“2.1”项，在复氧结束前 2 h，每孔加入 10 μL 

CCK-8 溶液，37 ℃避光孵育 2 h 后，使用酶标仪测

定 450 nm 处吸光度（A）值。计算细胞存活率。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.4  流式细胞术实验   

实验分组、造模及给药方法同“2.1”和“2.2”

项，收集指数生长期细胞，PBS 洗涤 2 次，每孔加

入 200 μL 不含乙二胺四乙酸（EDTA）的胰酶消化，

待细胞变圆后加入完全培养基终止消化，将细胞悬

液转移至流式管中，1 000 r·min−1 离心 5 min，弃上

清，冷 PBS 重悬洗涤 2 次，按 Annexin V-FITC/PI

试剂盒说明加入 100 μL 1×Binding Buffer 重悬细

胞，再加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI 染液，

室温避光孵育 15 min 后补加 400 μL 1×Binding 

Buffer，1 h 内使用流式细胞仪完成检测。 

2.5  Western blotting 实验检测相关蛋白表达 

实验分组、造模及给药方法同“2.1”和“2.2”项，

细胞处理后，用预冷 PBS 洗涤 2 次，加入含蛋白酶和

磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液，冰上裂解 30 min，

4 ℃、12 000×g 离心 15 min，收集上清，并采

用 BCA 定量法检测其浓度。取等量总蛋白（每

孔 20 μg），经 10% SDS-PAGE 分离后，湿转法转

移至 PVDF 膜。用 5%脱脂奶粉（TBST 配制）室温

封闭 1 h，随后加入兔抗 Bax（稀释度 1∶5 000）、

兔抗 KLF6（稀释度 1∶1 000）、兔抗 GPX4（稀释

度 1∶1 000）、兔抗 FTH1（稀释度 1∶3 000）及兔

抗 β-actin（稀释度 1∶5 000）抗体孵育 18 h。TBST 

洗涤后，加入相应 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗

（稀释度 1∶10 000），室温孵育 1 h。使用 ECL 试

剂引发化学发光以显色，凝胶成像系统曝光。以 β-

actin 为内参，利用 Image J 软件分析各条带灰度值，

目的蛋白相对表达量为目的蛋白灰度值/β-actin 灰

度值。每组均重复进行 3 次实验。 

2.6  试剂盒检测铁死亡相关因子水平   

实验分组、造模及给药方法同“2.1”和“2.2”

项，处理后收集细胞，离心提取上清液，按照试剂

盒说明书，检测铁死亡相关指标（MDA、SOD、Fe2+

及 ROS）水平。 

2.7  ELISA 实验检测炎症因子水平 

实验分组、造模及给药方法同“2.1”和“2.2”

项，处理后收集细胞，在 4 ℃、2 000 r·min−1 离心

10 min 收获细胞上清液。按照 ELISA 试剂盒说明

书，测定上清液中 TNF-α、IL-6 及 IL-1β 炎症因子

水平。 

2.8  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）实验检测

KLF6 基因的表达   

实验分组、造模及给药方法同“2.1”和“2.2”

项，处理后取出细胞培养板，弃去上清后，向 96

孔板加 TRIzol 试剂并移出细胞，室温放置 15 min。

按试剂盒说明提取 RNA，将 RNA 与 gDNA 消化

混合物在无核酸酶 EP 管中混合，42 ℃孵育 2 min。

2 000 r·min−1 离心 10 s 后，与 SuperMix 混合进行放

大反应。再将 DNA、SYBR Green Master Mix 和特异
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性 PCR 混合，在 CFX 96 热循环仪上进行定量反应：

95 ℃反应 20 s；95 ℃反应 3 s，60 ℃反应 20 s，共

40 个循环。KLF6 和 GAPDH 的引物由广州锐博生

物技术有限公司设计并合成，引物序列如下：KLF6

上游 5’-CACTTGAAAGCACACCAGCG-3’，KLF6

下游 5’-CCTGTCACAGTGGGAGCATT-3’；β-actin

上游 5’-CTTCGCGGGCGACGAT-3’，β-actin 下游

5’-CCACATAGGAATCCTTCTGACC-3’。 

2.9  统计学方法 

使用 Graphpad Prism 9.0.0 软件进行统计数据

分析，运用单因素方差分析并采用多重比较检验组

间差异。数据表示为 x s ，当 P＜0.05 时，认为差

异具有统计学上的显著性。 

3  结果 

3.1  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞活性的

影响 

根据 CCK-8 检测结果，与对照组比较，模型组

的细胞存活率显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，

1、2 μg·mL−1 艾司氯胺酮组的细胞存活率无明显差

异（P＞0.05），4、8 μg·mL−1 艾司氯胺酮组的细胞

存活率显著提高（P＜0.05）。见表 1。因此，后续选

择 8 μg·mL−1 艾司氯胺酮处理细胞。 

3.2  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞的凋亡

及相关蛋白表达的影响 

根据流式细胞术检测结果，与对照组比较，模

型组的细胞凋亡率和 Bax 蛋白表达明显升高（P＜

0.05）。与模型组比较，8 μg·mL−1 艾司氯胺酮组的

细胞凋亡率和 Bax 蛋白表达显著降低（P＜0.05），

结果见表 2 和图 1。结果说明艾司氯胺酮对 H/R 诱

导的 H9c2 细胞的凋亡具有抑制作用。 

表 1  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞活性的影响 

( x ±s，n＝9) 

Table 1  Effect of esketamine on viability of H9c2 cells 

induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 剂量/(μg·mL−1) 细胞存活率/% 

对照 — 100.00±9.66 

模型 —   25.37±2.49# 

艾司氯胺酮 1  26.43±2.95 

 2  27.18±3.16 

 4   49.55±5.03* 

 8   82.37±7.75* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05。 

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

表 2  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞凋亡及 Bax 蛋

白表达的影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 2  Effect of esketamine on apoptosis of H9c2 cells 

induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 细胞凋亡率/% Bax 蛋白表达量 

对照 11.34±2.51 0.23±0.03 

模型 52.48±5.37# 0.59±0.06# 

艾司氯胺酮8 μg·mL−1 21.62±3.68* 0.36±0.04* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05。 

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

 

 

             对照                      模型             艾司氯胺酮 8 μg·mL−1                       

A-流式细胞术检测凋亡水平；B-Western blotting 检测 Bax 蛋白表达。 

A-apoptosis levels were detected by flow cytometry; B-Bax protein expression was detected by Western blotting. 

图 1  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞的凋亡的作用 

Fig.1  Effect of esketamine on apoptosis of H9c2 cells induced by H/R 

3.3  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞氧化应

激和铁死亡相关指标的影响 

与对照组比较，模型组细胞上清液中 MDA 和

ROS 含量及 Fe2+明显升高，SOD 含量、GPX4 和

FTH1 蛋白表达显著降低（P＜0.05）。与模型组比

较，8 μg·mL−1 艾司氯胺酮组的 MDA 和 ROS 含量

及 Fe2+明显降低，SOD 含量、GPX4 和 FTH1 蛋白

表达显著升高（P＜0.05），见图 2 和表 3、4。这些

结果说明艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞的氧

化应激和铁死亡具有抑制作用。
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                                                                                                                              对照   模型 艾司氯胺酮 8 μg·mL−1   

A-试剂盒检测 ROS 水平；B-Western blotting 检测 GPX4 和 FTH1 蛋白表达。 

A-ROS level detection by assay kit; B-GPX4 and FTH1 protein expression analysis by Western blotting. 

图 2  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞的氧化应激和铁死亡的作用 

Fig. 2  Effects of esketamine on oxidative stress and ferroptosis in H9c2 cells induced by H/R 

表 3  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞氧化应激和铁死亡的影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 3  Effects of esketamine on oxidative stress and ferroptosis in H9c2 cells induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 MDA/(μmol·g−1) SOD/(U·mg−1) Fe2+/(μmol·L−1) ROS 

对照  8.57±0.64 214.53±15.02 1.76±0.19 1.00±0.12 

模型 33.37±3.47# 134.25±11.34#  6.88±0.70#  5.28±0.64# 

艾司氯胺酮 8 μg·mL−1  8.15±0.84* 189.47±13.62*  2.88±0.32*  1.39±0.19* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05。 

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

表 4  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞 GPX4 和

FTH1 蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 4  Effects of esketamine on GPX4 and FTH1 protein 

expressions in H9c2 cells induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 
GPX4 蛋白 

表达量  

FTH1 蛋白 

表达量  

对照 1.05±0.11 1.19±0.12 

模型 0.29±0.03# 0.33±0.04# 

艾司氯胺酮 8 μg·mL−1 0.99±0.09* 0.86±0.08* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05。 

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

3.4  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞炎症因

子的影响 

根据 ELISA 检测结果发现，与对照组比较，模

型组细胞上清液中的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量明显

升高（P＜0.05）。与模型组比较，8 μg·mL−1艾司氯

胺酮组的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量明显降低（P＜

0.05），见表 5。结果说明艾司氯胺酮对 H/R 诱导的

H9c2 细胞炎症因子释放具有抑制作用。 

3.5  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞中 KLF6

表达的影响 

根据 qRT-PCR 和Western blotting 检测结果发现，  

表 5  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞炎症因子的影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 5  Effect of esketamine on inflammation in H9c2 cells induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 TNF-α/(pg·mL−1) IL-6/(ng·mL−1) IL-1β/(pg·mL−1) 

对照 19.12±1.67 0.66±0.05 73.26±8.01 

模型  64.29±7.68# 1.52±0.13# 158.93±12.67# 

艾司氯胺酮 8 μg·mL−1  27.33±2.08* 0.75±0.06* 85.65±5.80* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05。 

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

与对照组比较，模型组的 KLF6 mRNA 和蛋白表达

明显升高（P＜0.05）。与模型组比较，8 μg·mL−1 艾

司氯胺酮组的 KLF6 mRNA 和蛋白表达明显降低

（P＜0.05），见表 6 和图 3。结果说明艾司氯胺酮在

H9c2 细胞中能减弱 H/R 处理对 KLF6 表达的促进

作用。 

3.6  抑制KLF6基因的表达对H/R诱导的H9c2细

胞凋亡的作用 

根据流式细胞术、qRT-PCR 和 Western blotting

检测结果发现，与对照组比较，模型＋sh-NC 组的

KLF6 的表达、细胞凋亡率和 Bax 蛋白表达明显升

高（P＜0.05）；与模型＋sh-NC 组比较，模型＋sh- 
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表 6  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞 KLF6 表达的

影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 6  Effect of esketamine on KLF6 expression in H9c2 

cells induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 
KLF6 mRNA

表达量 

KLF6 蛋白

表达量 

对照 0.26±0.03 0.29±0.03 

模型 1.00±0.13# 1.23±0.14# 

艾司氯胺酮 8 μg·mL−1 0.48±0.04* 0.36±0.04* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05。 

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

 

                  对照       模型   艾司氯胺酮 8 μg·mL−1     

图 3  艾司氯胺酮对 H/R 诱导的 H9c2 细胞的 KLF6 蛋白

表达的作用 

Fig. 3  Effect of esketamine on KLF6 protein expression in 

H9c2 cells induced by H/R 

KLF6 组的 KLF6 的表达、细胞凋亡率和 Bax 蛋白

表达明显降低（P＜0.05），见图 4 和表 7。表明降

低 KLF6 表达能缓解 H/R 诱导的 H9c2 细胞凋亡。 

3.7  抑制KLF6基因的表达对H/R诱导的H9c2 细

胞氧化应激和铁死亡的影响 

根据 ELISA 和 Western blotting 检测结果发现，与

对照组比较，模型＋sh-NC 组的 MDA、Fe2+和 ROS

含量明显升高，GPX4 蛋白、FTH1 蛋白表达以及 SOD

含量明显降低（P＜0.05）；与模型＋sh-NC 组比，模

型＋sh-KLF6 组的MDA、Fe2+和ROS 含量明显降低，

GPX4 蛋白、FTH1 蛋白表达以及 SOD 含量明显升高

（P＜0.05），见图 5 和表 8、9。表明降低KLF6 表达能

缓解H/R 诱导的H9c2 细胞氧化应激和铁死亡。 

3.8  抑制 KLF6 对 H/R 诱导的 H9c2 细胞炎症因

子的影响 

根据 ELISA 检测结果发现，与对照组比较，模

型＋sh-NC 组的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量明显升

高（P＜0.05）；与模型＋sh-NC 组比较，模型＋sh-KLF6

组的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量明显降低（P＜0.05），

见表 10。表明降低 KLF6 表达能缓解 H/R 诱导的

H9c2 细胞炎症反应。 

 

       

            对照                   模型＋sh-NC            模型＋sh- KLF6                      

A-流式细胞术检测凋亡水平；B- Western blotting 检测 Bax 和 KLF6 蛋白表达。 

A-apoptosis levels detected by flow cytometry; B-Bax and KLF6 protein expressions detected by Western blotting. 

图 4  抑制 KLF6 基因的表达对 H/R 诱导的 H9c2 细胞凋亡的作用 

Fig. 4  Effect of inhibiting KLF6 gene expression on apoptosis of H9c2 cells induced by H/R 

表 7  抑制 KLF6 对 H/R 诱导的 H9c2 细胞凋亡及 KLF6 和 Bax 蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 7  Effect of inhibiting KLF6 on apoptosis and expression of KLF6 and Bax of H9c2 cells induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 KLF6 mRNA表达量 KLF6 蛋白表达量 细胞凋亡率/% Bax 蛋白表达量 

对照 0.24±0.03 0.32±0.04 4.52±1.24 0.26±0.02 

模型+sh-NC 1.00±0.12# 0.86±0.12# 32.37±5.03# 0.64±0.06# 

模型+sh-KLF6 0.35±0.03* 0.44±0.05* 17.69±2.95* 0.33±0.04* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型＋sh-NC 组比较：*P＜0.05。 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model + sh-NC group. 
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                                                                                                                                        对照  模型＋sh-NC 模型＋sh-KLF6     

A-试剂盒检测 ROS 水平；B-Western blotting 检测 GPX4 和 FTH1 蛋白表达。 

A-ROS levels detected by assay kit; B-GPX4 and FTH1 protein expressions detected by Western blotting. 

图 5  抑制 KLF6 对 H/R 诱导的 H9c2 细胞的氧化应激和铁死亡的作用 

Fig. 5  Effects of inhibiting KLF6 on oxidative stress and ferroptosis in H9c2 cells induced by H/R 

表 8  抑制 KLF6 对 H/R 诱导的 H9c2 细胞的氧化应激和铁死亡的作用 ( x ±s，n＝9) 

Table 8  Effects of inhibiting KLF6 on oxidative stress and ferroptosis in H9c2 cells induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 MDA/(μmol·g−1) SOD/(U·mg−1) Fe2+/(μmol·L−1) ROS 

对照 10.26±1.23 206.32±18.56 1.26±0.15 1.00±0.12 

模型＋sh-NC 32.26±3.03# 130.49±12.46# 6.53±0.76# 2.56±0.19# 

模型＋sh-KLF6 14.78±1.86* 182.36±17.06* 2.39±0.34* 1.45±0.15* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型＋sh-NC 组比较：*P＜0.05。 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model + sh-NC group. 

表 9  抑制 KLF6 对 H/R 诱导的 H9c2 细胞 GPX4 和

FTH1 蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 9  Effect of inhibiting KLF6 on GPX4 and FTH1 

protein expressions in H9c2 cells induced by H/R ( x ±s，

n＝9) 

组别 GPX4 蛋白表达量 FTH1 蛋白表达量 

对照 1.02±0.13 1.05±0.09 

模型＋sh-NC 0.23±0.04# 0.34±0.03# 

模型＋sh-KLF6 0.83±0.09* 0.85±0.08* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型＋sh-NC 组比较：*P＜0.05。 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model + sh-NC group. 

3.9  艾司氯胺酮通过抑制 KLF6 影响 H/R 诱导的

H9c2 细胞损伤 

根据检测结果发现，与对照组比较，模型＋oe-

NC 组细胞凋亡率和 Bax 蛋白表达明显升高，MDA

和 ROS 含量明显升高，GPX4 蛋白、FTH1 蛋白表

达和 SOD 含量降低，TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量明

显升高（P＜0.05）。与模型＋oe-NC 组比，模型＋

oe-KLF6 组细胞凋亡率和 Bax 蛋白表达明显升高，

MDA 和 ROS 含量明显升高，GPX4 蛋白、FTH1 蛋

白表达和 SOD 含量降低，TNF-α、IL-6 和 IL-1β 

表 10  抑制 KLF6 对 H/R 诱导的 H9c2 细胞炎症因子的影响 ( x ±s，n＝9) 

Table 10  Effect of inhibiting KLF6 on inflammatory factors in H9c2 cells induced by H/R ( x ±s，n＝9) 

组别 TNF-α/(pg·mL−1) IL-6/(ng·mL−1) IL-1β/(pg·mL−1) 

对照 22.36±1.98 0.54±0.05 75.26±7.24 

模型＋sh-NC 62.64±7.71# 1.41±0.15# 154.81±13.55# 

模型＋sh-KLF6 29.47±2.29* 0.72±0.07* 93.87±8.66* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型＋sh-NC 组比较：*P＜0.05。 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model + sh-NC group. 

含量明显升高（P＜0.05）。与模型＋艾司氯胺酮＋

oe-NC 组比，模型＋艾司氯胺酮＋oe-KLF6 组的细

胞凋亡率和 Bax 蛋白表达明显升高，MDA 和 ROS

含量明显升高，GPX4 蛋白、FTH1 蛋白表达和 SOD

含量降低，TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量明显升高

（P＜0.05）。表明艾司氯胺酮通过抑制 KLF6 进而

缓解 H/R 诱导的 H9c2 细胞损伤。结果见图 6、

7 和表 11。 

4  讨论 

MI/RI 是指急性冠状动脉闭塞后，再灌注导致

比缺血本身更严重的心肌损伤，包括缺血诱导的损

伤和再灌注损伤[11-12]。MI/RI 常发生在心肌梗死患 
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对照                模型＋oe-NC          模型＋oe-KLF6      模型＋艾司氯胺酮＋oe-NC 模型＋艾司氯胺酮＋oe-KLF6 

   
                                对照     模型＋oe-NC   模型＋oe-KLF6  模型＋艾司氯胺酮＋  模型＋艾司氯胺酮＋ 
                                                                          oe-NC             oe-KLF6 

A-流式细胞术检测凋亡水平；B-Western blotting 检测 Bax 蛋白表达。 

A-Apoptosis levels detected by flow cytometry; B-Bax protein expression detected by Western blotting. 

图 6  艾司氯胺酮通过调控 KLF6 影响 H/R 诱导的 H9c2 细胞凋亡 

Fig. 6  Esketamine regulate KLF6 to affect apoptosis in H/R-induced H9c2 cells 

 

对照                 模型＋oe-NC            模型＋oe-KLF6         模型＋艾司氯胺酮＋oe-NC 模型＋艾司氯胺酮＋oe-KLF6 

 

                                      对照      模型＋oe-NC   模型＋oe-KLF6  模型＋艾司氯胺  模型＋艾司氯胺酮＋ 
                                                                                酮＋oe-NC       oe-KLF6 

A-试剂盒检测 ROS 水平；B- Western blotting 检测 GPX4 和 FTH1 蛋白表达。 

A-ROS levels detected by assay kit; B-GPX4 and FTH1 protein expressions detected by Western blotting 

图 7  艾司氯胺酮通过调控 KLF6 影响 H/R 诱导的 H9c2 细胞氧化应激和铁死亡 

Fig. 7  Esketamine regulated KLF6 to affect oxidative stress and ferroptosis in H/R-induced H9c2 cells 

者冠状动脉血灌注恢复期间[13]。许多复杂的病理生

理过程，如氧化应激、Ca2+超负荷和炎症反应与心

脏 I/R 损伤有关[14]。尽管临床上已经最大程度来预

防 MI/RI 的发生，但仍然缺乏有效的治疗药物和分

子干预靶点。进一步阐明分子机制并确定 MI/RI 的

有效靶点以改善治疗状态仍然非常有必要。最近的

一项研究表明，缺血心肌细胞中生长停滞和DNA损

伤诱导型 β（GADD45A）表达增加，MiR-1283 通

过靶向 GADD45A，减少 H/R 诱导的心肌细胞死亡，

进而缓解 MI/RI[15]。因此，靶向 MI/RI 的心肌细胞

死亡被认为一种前瞻性治疗策略。艾司氯胺酮是氯

胺酮的 S(+)异构体，已被证明具有镇静、镇痛和治

疗抑郁症的功效，作用于 N-甲基 -D-天冬氨酸

（NMDA）受体并起麻醉作用[16]。它的用药效果几乎

是(R,S)-氯胺酮的 2 倍，是(R)-氯胺酮的 3 倍。研究

表明，剂量低的艾司氯胺酮可以降低麻醉相关不良 
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表 11  艾司氯胺酮通过调控 KLF6 影响 H/R 诱导的 H9c2 细胞损伤 ( x ±s，n＝9) 

Table 11  Esketamine regulated KLF6 to affect injury in H/R-induced H9c2 cells ( x ±s，n＝9) 

组别 
蛋白表达量 TNF-α/ 

(pg·mL−1) 
IL-6/(ng·mL−1) 

IL-1β/ 

(pg·mL−1) Bax GPX4 FTH1 

对照 0.15±0.02 1.85±0.16 1.92±0.18 22.50±1.80 0.32±0.04 75.60±4.20 

模型＋oe-NC 0.42±0.05# 0.60±0.03# 0.46±0.04# 56.80±5.20# 1.38±0.12# 134.60±11.50# 

模型＋oe-KLF6 0.58±0.06* 0.32±0.02* 0.28±0.03* 64.50±5.80* 1.55±0.14* 148.30±13.20* 

模型＋艾司氯胺酮＋oe-NC 0.29±0.04* 1.18±0.10* 1.26±0.13* 28.42±2.61* 0.78±0.07* 87.74±7.92* 

模型＋艾司氯胺酮＋oe-KLF6 0.53±0.05& 0.55±0.03& 0.43±0.04& 59.16±5.38& 1.40±0.11& 139.22±12.28& 

组别 MDA/(μmol·g−1) SOD/(U·mg−1) Fe2⁺/(μmol·L−1) ROS 细胞凋亡率/%  

对照 7.52±0.45 245.80±18.60 1.08±0.15 1.00±0.14 5.35±1.12  

模型＋oe-NC 23.50±2.20# 135.60±12.50# 4.95±0.65# 3.25±0.42# 17.20±4.15#  

模型＋oe-KLF6 27.80±2.50* 120.30±11.80* 6.80±0.75* 5.10±0.48* 23.80±4.60*  

模型＋艾司氯胺酮＋oe-NC 8.68±0.80* 184.56±14.39* 2.63±0.41* 1.20±0.14* 18.56±2.34*  

模型＋艾司氯胺酮＋oe-KLF6 24.64±2.36& 132.49±12.82& 6.08±0.69& 3.53±0.48& 28.76±4.38&  

与对照组比较：#P＜0.05；与模型＋oe-NC 组比较：*P＜0.05；与模型＋ESK＋oe-NC 比较：&P＜0.05。 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model + oe-NC group; &P < 0.05 vs model + esketamine + oe-NC group. 

反应的发生率，并具有良好的镇痛作用、抗抑郁作

用，同时恢复时间短[17]。艾司氯胺酮具有抗炎作用，

可改善脂多糖诱导的心肌损伤[18]。本研究发现艾司

氯胺酮可提高 H/R 诱导后的细胞活性、GPX4 蛋白、

FTH1 蛋白表达和 SOD 含量，下调 KLF6 表达，降

低 H/R 诱导后的细胞凋亡率和 Bax 蛋白表达、MDA

和 ROS 含量及 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量。由此表

明，艾司氯胺酮可降低 H/R 诱导后的细胞凋亡、炎

症、氧化应激和铁死亡水平，从而可减轻缺氧诱导

的心肌细胞损伤。 

KLF 家族调节多种细胞生物过程，包括增殖、

分化、代谢以及维持细胞多能性、炎症和损伤反应[9]。

KLF6 是 KLF 家族的一员，是一种广泛表达的核转

录调节因子[19]。KLF6 在心脏发育中发挥重要作用，

参与心血管疾病的发生和进展。KLF6 被报道与

MI/IR 损伤有关。KLF6 在 I/R 小鼠心脏组织中的表

达升高，其沉默可改善 I/R 诱导的心肌损伤[20]。

WTAP 通过促进 KLF6 的 m6A 修饰来加剧 H/R 诱

导的人心肌细胞凋亡、炎症反应、氧化应激和铁死

亡[21]。本研究发现 KLF6 表达降低可提高 H/R 诱导

后的 GPX4 蛋白、FTH1 蛋白表达和 SOD 含量，降

低 H/R 诱导后的细胞凋亡率和 Bax 蛋白表达、MDA

和 ROS 含量及 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 含量，说明

KLF6 能加重心肌细胞损伤。 

本研究结果提示艾司氯胺酮可能通过下调

KLF6，整合性地调控细胞凋亡、铁死亡及炎症反

应。机制层面上，这 3 条通路并非孤立存在，而是

存在紧密的交叉调控网络。首先，氧化应激是连接

这 3 者的关键枢纽：艾司氯胺酮下调 KLF6 后，抑

制了细胞内 ROS 的累积，而 ROS 不仅是诱发线粒

体通透性转换孔开放、促进细胞凋亡的关键信号分

子[22]，同时也是驱动脂质过氧化、导致铁死亡发生

的核心诱因[23]。其次，铁死亡与炎症之间存在正反

馈循环：发生铁死亡的细胞会释放“危险信号”（氧

化脂质和 DAMPs），这会进一步激活炎症小体

（NLRP3），让免疫细胞进入战斗状态，加剧炎症[24]。

因此，艾司氯胺酮可能通过下调 KLF6 打破这一恶

性循环。 

关于艾司氯胺酮调控 KLF6 的上游机制，推测

核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）和核因子 κB（NF-

κB）信号通路可能参与其中。艾司氯胺酮具有显著

的抗氧化和抗炎作用，这可能与其对上游信号通路

的调控有关。一方面，Nrf2 是细胞抗氧化反应的主

要调节者，有研究指出在脑缺血再灌注损伤模型

中，KLF6 的缺失可激活 Nrf2 信号通路[25]，提示

KLF6 可能是 Nrf2 的负性调控因子。艾司氯胺酮可

能通过激活 Nrf2 通路，在发挥抗氧化作用的同时，

间接抑制 KLF6 的表达。另一方面，NF-κB 信号通

路是介导炎症反应的核心通路。艾司氯胺酮已被报

道可下调 NF-κB（p65）表达[26]，且 KLF6 作为转录

因子可转录激活 p21 等基因[27]。因此，艾司氯胺酮

可能通过抑制 NF-κB 的核转位，阻断了下游 KLF6

的转录激活，从而减少炎症因子的释放。但艾司氯

胺酮调控 KLF6 表达的具体作用机制有待进一步研
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究验证。 

本研究结果表明艾司氯胺酮通过抑制 KLF6 的

表达，抑制 H/R 诱导的心肌细胞损伤，这可能为治

疗 MI/RI 提供新的方向。 
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