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· 论著 ·

异氟醚调节AMPK/mTOR信号通路减轻大鼠缺氧/复氧所致的

心肌细胞损伤

陈艳林，张晓敏，刘娜，袁慧敏，邢珍，姚杰
（河北北方学院附属第一医院麻醉科，河北  张家口  075061）  

摘要  目的 探讨异氟醚调节AMPK/mTOR信号通路减轻大鼠缺氧/复氧 （H/R） 所致的心肌细胞损伤的作用机制。方法  以不

同浓度异氟醚处理H/R诱导的大鼠心肌H9c2细胞，采用MTT法筛选异氟醚的最佳作用浓度。将大鼠心肌H9c2细胞随机分为空

白组、H/R组、异氟醚组、化合物C （CC） 组、异氟醚+CC组，除空白组外的其余各组进行H/R处理，用异氟醚和AMPK抑制剂CC分

组干预后，采用CCK-8法、JC-1荧光染色、流式细胞术分别检测各组细胞活力、线粒体膜电位 （∆Ψm） 及凋亡率； 用透射电镜观察

各组H9c2细胞超微结构； 用流式细胞术检测各组细胞活性氧 （ROS） 水平； 测定各组H9c2细胞抗氧化酶活性与炎性细胞因子水

平； 用Western blotting检测各组H9c2细胞AMPK/mTOR信号通路蛋白表达。结果  与空白组相比，H/R组细胞活力、∆Ψm、过氧化

氢酶 （CAT） 与超氧化物歧化酶 （SOD） 活性水平、p-AMPK/AMPK降低，凋亡率、ROS水平、白细胞介素-6 （IL-6） 与肿瘤坏死因子α 

（TNF-α） 水平、p-mTOR/mTOR升高 （P < 0.05）。与H/R组相比，异氟醚组细胞活力、∆Ψm升高，凋亡率、ROS水平、IL-6与TNF-α水

平、p-mTOR/mTOR降低； CC组细胞各指标变化与异氟醚组相反 （P均<0.05）。与异氟醚组相比，异氟醚+CC组细胞活力、∆Ψm降

低，凋亡率、ROS水平、IL-6与TNF-α水平、p-mTOR/mTOR升高 （P均<0.05）。结论  异氟醚可通过激活AMPK/mTOR信号通路减轻

H/R心肌细胞损伤。
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Isoflurane alleviates hypoxia/reoxygenation-induced cardiomyocyte injury in rats via
regulating AMPK/mTOR signaling pathway

CHEN Yanlin，ZHANG Xiaomin，LIU Na，YUAN Huimin，XING Zhen，YAO Jie
（Department of Anesthesiology，The First Affiliated Hospital of Hebei North University，Zhangjiakou  075061，China） 

Abstract  Objective To investigate the mechanisms through which isoflurane alleviates hypoxia/reoxygenation （H/R） injury to cardio-
myocytes via regulating the AMPK/mTOR signaling pathway. Methods  Using H/R-induced rat cardiomyocytes，H9c2 cells were treated 

with different isoflurane concentrations，and the optimal isoflurane concentration was determined using an MTT assay. H9c2 cells were sto-
chastically assigned to control，H/R，isoflurane，compound C （CC），and isoflurane+CC groups. All groups other than the control group were 

subjected to H/R treatment. After treatment with isoflurane and the AMPK inhibitor CC，the cell viability，mitochondrial membrane poten-
tial （∆Ψm），and apoptosis rate were detected in each group using the CCK-8 method，JC-1 fluorescence staining，and flow cytometry，

respectively. Transmission electron microscopy and flow cytometry were used to observe the ultrastructure of the H9c2 cells and detect the 

levels of reactive oxygen species （ROS） in the cells in each group，respectively. The antioxidant enzyme activity and levels of inflammatory 

factors released in the H9c2 cells were measured in all groups. Western blotting was used to detect the expression levels of AMPK/mTOR 

pathway proteins in the H9c2 cells in each group. Results  The cell viability，∆Ψm，catalase （CAT） and superoxide dismutase （SOD） 

activities，and p-AMPK/AMPK were lower in H/R group than in the control group，whereas the apoptosis rate； ROS，interleukin-6 （IL-6），

and tumor necrosis factor α （TNF-α） levels； and p-mTOR/mTOR were higher in the H/R group than in the control group （all P < 0.05）. 

The cell viability and ∆Ψm were higher in the isoflurane group than in the H/R group. The apoptosis rate； ROS，IL-6，and TNF-α levels； 

and p-mTOR/mTOR were lower the isoflurane group than in the H/R group. The changes in the various parameters in the cells in the CC 

group were the opposite to those in isoflurane group （all P < 0.05）. The cell viability and ∆Ψm were lower in the isoflurane+CC group 

compared with those in the isoflurane group，whereas the apoptosis rate； ROS，IL-6，and TNF-α levels； and p-mTOR/mTOR were higher 
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in the isoflurane+CC group （all P < 0.05）. Conclusion  Isoflurane alleviates H/R-induced cardiomyocyte injury via activating the AMPK/

mTOR signaling pathway.

Keywords  isoflurane； AMPK/mTOR； hypoxia/reoxygenation； cardiomyocytes； protective function

缺氧/复氧 （hypoxia/reoxygenation，H/R） 可诱导

活性氧 （reactive oxygen species，ROS） 和炎性细胞因

子大量产生，引发心肌细胞氧化应激及炎症损伤，

是缺血性心脏病及缺血/再灌注所致心肌损伤发生

的主要病理基础，抑制炎症和脂质过氧化可减轻心

肌损伤［1-2］。AMPK/mTOR可通过调控细胞凋亡、炎

症与脂质过氧化等介导心血管疾病发病过程，上调

磷酸化AMPK并下调磷酸化mTOR可减轻H/R诱导的

心肌细胞损伤，激活AMPK/mTOR信号通路是防治

心肌缺血/再灌注损伤的有效策略［3-4］。

异氟醚是一种常用的吸入麻醉剂，有心脏保护

作用，可通过抑制氧化应激和心肌炎症减轻缺血/再

灌注引发的心肌细胞凋亡和心肌损伤［5］，还可通过

激活 AMPK信号通路改善脑缺血/再灌注损伤大鼠

神经功能和认知障碍［6］，因此推测异氟醚可能通过

激活AMPK/mTOR信号通路来防治心肌缺血/再灌注

损伤。本研究旨在探讨异氟醚调节AMPK/mTOR信

号通路对H/R诱导的心肌细胞的保护作用，为异氟

醚合理应用于心肌缺血/再灌注损伤的临床防治提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞及培养基

大鼠心肌细胞系H9c2、DMEM培养基 （无血清和

葡萄糖） 、 DMEM完全培养基（含10%胎牛血清、1 

000 mg/L葡萄糖），购自武汉普诺赛生命科技有限公

司。

1.2 主要试剂及仪器

异氟醚 （液体，蒸汽压238 mmHg） 购自美国Sig-

ma-Aldrich公司；AMPK抑制剂化合物C （compound 

C，CC） 购自美国 Glpbio公 司；HRP-二 抗、CCK-8

试 剂盒、 线粒体膜电位（mitochondrial membrance 

proteintial，∆Ψm） 检测（JC-1法） 试剂盒、大鼠肿瘤

坏 死 因 子α （tumor necrosis factor α，TNF-α） 与 白

细 胞 介 素-6 （interleukin-6，IL-6） 酶 联 免 疫 吸 附 试

验 （enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA） 试 剂

盒、过氧化氢酶 （catalase，CAT） 与超氧化物歧化酶 

（superoxide dismutase，SOD） 活性检测试剂盒、ROS检

测试剂盒、Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒、p-AM-

PK、GAPDH、AMPK、p-mTOR、mTOR一 抗 购 自 英 国

abcam公司。 

流式细胞仪、全自动酶标仪 （型号Attune NxT、

Multiskan FC） 购自美国ThermoFisher Scientific公司；

倒置荧光显微镜 （型号Ⅸ71） 购自日本Olympus公

司；超薄切片机 （型号UC7） 购自德国Leica公司；透

射电子显微镜 （型号H-7500） 购自日本HITACHI公

司；含基础电源、垂直槽、转印槽的垂直电泳转印套

装 （型号1658033） 购自美国Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 异氟醚作用浓度筛选：H9c2细胞快速解冻复

苏，在95%空气、5%CO2和37 ℃条件下用DMEM完全

培养基进行传代培养，取第3代细胞接种于96孔板

培养24 h，用0.5%、1%、2%、3%异氟醚干预20 min［7］，

然后进行H/R处理［7］。在95% N2、5%CO2和37 ℃条

件下用DMEM培养基缺氧培养6 h，然后将培养基替

换为DMEM完全培养基并在95%空气、5%CO2和37 

℃条件下复氧3 h，取出细胞，用CCK-8试剂孵育2 h

后按CCK-8试剂盒操作说明测定各组吸光度 （ab-

sorbance，A） 值。

1.3.2 心肌细胞H/R处理与药物处理：取第3代H9c2

细胞接种于24孔板培养24 h，随机分为空白组、H/R

组、异氟醚组、CC组、异氟醚+CC组。空白组细胞不

做任何干预，其余各组按照缺氧6 h后复氧3 h进行

H/R处理。在H/R处理前异氟醚组用2%异氟醚干预

20 min，CC组用5 μg/mL的CC干预20 min［8］，异氟醚+CC

组用2%异氟醚和5 μg/mL的CC联合干预20 min，H/R

组不进行药物干预。各组细胞于复氧3 h后进行后续

检测。

1.3.3 CCK-8法、JC-1荧光染色、流式细胞术分别检

测各组细胞活力、∆Ψm及凋亡率：

1.3.3.1 细胞活力检测  取第3代细胞接种于96孔板

培养24 h，参照1.3.2中方法分组并进行H/R处理与药

物处理，用CCK-8法检测各组细胞活力。

1.3.3.2 ∆Ψm检测  取1.3.2中处理后的各组H9c2细
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胞，洗涤、固定后加入JC-1荧光探针，按线粒体膜电

位检测试剂盒说明书中方法进行JC-1荧光染色后荧

光显微镜下拍照、定量荧光强度，用红/绿荧光强度

比值评测∆Ψm。

1.3.3.3 凋亡率检测  取1.3.2中处理后的各组H9c2

细胞，用PBS缓冲液洗涤、重悬制为单细胞悬液，以

5×105/mL的细胞密度孵育Annexin V-FITC和PI，按

Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒说明书中方法，用

流式细胞术检测各组细胞凋亡率。

1.3.4 透射电镜观察各组H9c2细胞超微结构：取

1.3.2中处理后的各组H9c2细胞进行消化、离心后，

用2.5%戊二醛固定离心管底部细胞团2 h，取出细

胞团用1%四氧化锇再次固定15 min，用丙酮脱水后

包埋制备超薄切片，进行柠檬酸铅/醋酸双氧铀双染

后，在透射电镜下观察细胞超微结构。

1.3.5 流式细胞术检测各组H9c2细胞ROS水平：取

1.3.2中处理后的各组H9c2细胞进行消化、离心后，

用DCFDA工作液重悬、孵育，按细胞ROS检测试剂

盒说明书中方法用流式细胞术检测各组细胞ROS水

平。

1.3.6 测定各组H9c2细胞抗氧化酶活性与炎性细

胞因子水平：取1.3.2中处理后的各组H9c2细胞及其

培养基，用RIPA裂解液裂解、离心。按照CAT与SOD

活性检测试剂盒说明书中方法，用酶标仪测定上清

中CAT与SOD活性水平；按照ELISA说明书中方法用

酶标仪测定上清中IL-6与TNF-α水平。

1.3.7 Western blotting检测各组H9c2细胞AMPK/mTOR

信号通路蛋白表达：取1.3.2处理后的各组H9c2细胞

及其培养基，用RIPA裂解液裂解、离心后用BCA法

测定上清中蛋白浓度，煮沸变性蛋白后上样 （20

μg/孔）上样，于120 V恒压下进行电泳后在40 mA稳

定电流下做全湿电转，膜上蛋白封闭后，于4 ℃下孵

育p-AMPK、GAPDH、AMPK、p-mTOR、mTOR一抗过夜

后，洗膜，37 ℃下孵育二抗，2 h后洗膜、显色、拍照、

定量蛋白灰度值，以GAPDH为内参，计算各蛋白相

对表达量。

1.4 统计学分析

采用SPSS 26.0软件进行统计分析，数据以x-±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，事后进一

步两两比较采用SNK-q检验，P < 0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 异氟醚对H/R诱导的H9c2细胞活力的影响

0.5%、1%、2%、3%异氟醚均可提高H/R诱导的

H9c2细胞活力，且细胞活力随异氟醚浓度的升高逐

渐提升，在浓度为2%时进入平台期，因而选择2%异

氟醚进行后续细胞实验。见图1。

2.2 异氟醚对H/R诱导的H9c2细胞活力、∆Ψm及凋

亡率的影响

与空白组相比，H/R组细胞活力、∆Ψm降低，凋

亡率升高 （P均<0.05）。与H/R组相比，异氟醚组细胞

活力、∆Ψm升高，凋亡率降低；CC组细胞活力、∆Ψm

降低，凋亡率升高 （P均<0.05）。与异氟醚组相比，异

氟醚+CC组细胞活力、∆Ψm降低，凋亡率升高 （P

均<0.05）。见图2、3，表1。

2.3 异氟醚对H/R诱导的H9c2细胞超微结构的影

响

空白组细胞膜清晰、连续、完整，线粒体结构完

好，细胞超微结构正常无病变；H/R组细胞膜破裂、

模糊不清，线粒体肿胀且结构破损、模糊，线粒体嵴

部分溶解、断裂且排列紊乱细胞超微结构发生明显

病变；异氟醚组细胞膜结构相对完整，线粒体肿胀

减轻，线粒体嵴基本恢复正常，细胞超微结构病变

明显减轻；CC组细胞膜破损程度和线粒体肿胀更为

严重，线粒体嵴大部分溶解、断裂，细胞超微结构病

变加重；异氟醚+CC组细胞超微结构病变比异氟醚

组严重，病变程度与H/R组相仿。见图4。

*P < 0.05 vs. 0% isoflurane.

图1  不同浓度异氟醚对H/R诱导的H9c2细胞活力的影响

Fig.1  Effect of different isoflurane concentrations on H/R-induced 

H9c2 cell viability

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
C

el
l v

ia
bi

lit
y

0.0       0.5      1.0       1.5       2.0       2.5       3.0      3.5
Isoflurane concentration/%

*
*

*
*

第3期 陈艳林等.  异氟醚调节AMPK/mTOR信号通路减轻大鼠缺氧/复氧所致的心肌细胞损伤



·262·

2.4 异氟醚对H/R诱导的H9c2细胞ROS水平的影响

与空白组 （7.06±1.83） 相比，H/R组细胞ROS水

平 （28.54±2.65） 升高 （P < 0.05）。与H/R组相比，异

氟醚组细胞ROS水平 （7.91±1.72） 降低；CC组细胞

表1  各组H9c2细胞活力、∆Ψm及凋亡率比较

Tab.1  Comparison of cell viability，∆Ψm，and apoptosis rate of H9c2 cells among groups

Group n Cell viability （A value） ∆Ψm Apoptosis rate （%） 

Control 6 0.84±0.05 0.89±0.07   1.65±0.53

H/R 6 0.41±0.041） 0.57±0.041） 47.49±1.321） 

Isoflurane 6 0.81±0.062） 0.85±0.062）   3.27±0.802） 

CC 6 0.23±0.032） 0.29±0.032） 73.14±1.652） 

Isoflurane+CC 6 0.43±0.073） 0.60±0.053） 45.76±1.293） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. H/R group；3） P < 0.05 vs. isoflurane group. 

A，control group；B，H/R group；C，isoflurane group；D，CC group；E，isoflurane+CC group.

图4  透射电镜观察各组H9c2细胞超微结构 ×15 000 

Fig.2  Transmission electron microscopy images of ultrastructure of H9c2 cells in each group ×15 000 

A，control group；B，H/R group；C，isoflurane group；D，CC group；E，isoflurane+CC group.

图2  流式细胞术检测各组H9c2细胞凋亡率

Fig.2  Apoptosis rate of H9c2 cells detected using flow cytometry in each group

图3  JC-1荧光染色检测各组H9c2细胞∆Ψm  ×200

Fig.3  JC-1 fluorescence staining for determining ∆Ψm of H9c2 cells in each group  ×200
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ROS水平 （47.86±2.47） 升高 （P均<0.05）。与异氟醚

组相比，异氟醚+CC组细胞ROS水平 （26.79±2.30） 

升高 （P < 0.05）。见图5。

2.5 异氟醚对H/R诱导的H9c2细胞抗氧化酶活性

与炎性细胞因子水平的影响

与空白组相比，H/R组细胞CAT、SOD活性降低，

IL-6、TNF-α水平升高 （P均<0.05）。与H/R组相比，异

氟醚组细胞CAT、SOD活性升高，IL-6、TNF-α水平降

低 （P均<0.05）；CC组细胞CAT、SOD活性降低，IL-6、

TNF-α水平升高 （P均<0.05）。与异氟醚组相比，异氟

醚+CC组细胞CAT、SOD活性降低，IL-6、TNF-α水平

升高 （P均< 0.05）。见表2。

A，control group；B，H/R group；C，isoflurane group；D，CC group；E，isoflurane+CC group.

图5  流式细胞术检测各组H9c2细胞ROS水平

Fig.5  ROS levels in H9c2 cells in each group detected with flow cytometry

表2  各组H9c2细胞抗氧化酶活性与炎性细胞因子释放水平比较

Tab.2  Comparison of antioxidant enzyme activity and inflammatory factor levels in H9c2 cells among groups

Group n CAT （U/mg prot） SOD （U/mg prot） IL-6 （pg/mL） TNF-α （pg/mL） 

Control 6 69.74±4.32 81.03±5.01 260.86±51.32   86.14±13.61

H/R 6 14.50±2.941） 22.54±3.521） 615.21±62.601） 334.27±22.801） 

Isoflurane 6 64.82±3.962） 76.39±5.132） 283.15±54.792）   97.05±16.142） 

CC 6   3.90±1.252）   6.82±2.212） 976.54±68.252） 565.34±20.972） 

Isoflurane+CC 6 17.13±3.173） 25.76±3.603） 580.37±61.543） 318.52±21.353） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. H/R group；3） P < 0.05 vs. isoflurane group.

2.6 异氟醚对H/R诱导的H9c2细胞AMPK/mTOR信

号通路蛋白表达的影响

与空白组相比，H/R组细胞p-AMPK/AMPK降低，

p-mTOR/mTOR升高 （P均<0.05）。与H/R组相比，异氟

醚组细胞p-AMPK/AMPK升高，p-mTOR/mTOR降低 

（P均<0.05）；CC组细胞p-AMPK/AMPK降低，p-mTOR/

mTOR升高 （P均<0.05）。与异氟醚组相比，异氟醚+

CC组 细 胞p-AMPK/AMPK降 低，p-mTOR/mTOR升 高 

（P均<0.05）。见图6、表3。

3 讨论

冠状动脉介入治疗和旁路移植等心脏血液再

灌注治疗是缺血性心脏病的主要治疗手段，但可能

会造成继发性心肌损伤，防止心肌缺血再灌注损伤

发生是治疗缺血性心脏病的关键环节［9-10］。H/R处

理的心肌细胞可在细胞水平上模拟心肌缺血/再灌

注损伤病理过程［2，11］。本研究对体外培养的大鼠心

肌细胞系H9c2进行H/R处理，引发ROS、IL-6、TNF-α

水平升高及抗氧化酶 （CAT、SOD）活性明显降低，诱

发严重细胞炎症与氧化应激，导致H9c2细胞活力、

∆Ψm降低及凋亡率升高，最终造成心肌细胞大量凋

亡和线粒体损伤，揭示心肌缺血/再灌注损伤体外细

胞模型构建成功。

异氟醚作为临床常用的一种吸入性麻醉药物，

表现出明显清除氧自由基、抗炎和抗凋亡作用，可

通过减轻H/R诱导的心肌细胞凋亡和炎性损伤而发

挥心肌保护作用［12-13］。本研究结果显示，用2%异氟

醚预先干预H/R处理的H9c2细胞，可降低细胞凋亡

率，ROS、IL-6与TNF-α水平，升高细胞活力和∆Ψm，

并减轻其超微结构损伤，表明异氟醚预处理可减少

H/R诱导的ROS与炎性细胞因子，提高抗氧化酶活

性，抵抗H/R引发的心肌细胞凋亡与损伤，进一步证

实了异氟醚在心肌缺血/再灌注损伤过程中的心肌

保护作用。
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AMPK/mTOR信号通路可通过调控炎症与氧

化应激反应在心血管疾病中发挥关键作用。刺激其

信号激活可发挥心脏保护作用［14］，增强AMPK磷酸

化可降低mTOR磷酸化水平，进而对抗缺氧诱导的

心肌细胞损伤［15］；并可通过抑制细胞凋亡、炎症与

氧化应激而减轻心肌缺血/再灌注损伤［3-4］。本研究

结果显示，H/R处理的H9c2细胞AMPK磷酸化水平

相比正常培养细胞降低而mTOR磷酸化减弱，用2%

异氟醚预处理H/R诱导的H9c2细胞可逆转AMPK/

mTOR信号通路蛋白磷酸化变化趋势，提示AMPK/

mTOR信号通路与异氟醚对H/R诱导心肌细胞损伤

的保护作用密切相关；用异氟醚和AMPK抑制剂CC

联合预处理H/R诱导的H9c2细胞，可减弱异氟醚预

处理对H/R诱导的H9c2细胞凋亡的抑制作用及对其

细胞活力的升高作用，逆转异氟醚预处理对H/R诱

导心肌细胞损伤的缓解作用，揭示异氟醚预处理可

通过激活AMPK信号通路对H/R诱导心肌细胞损伤

发挥保护作用。

综上所述，异氟醚预处理可阻止H/R诱导的炎

症与氧化应激反应，从而减轻H/R诱导的心肌细胞

损伤与凋亡，激活AMPK/mTOR信号通路可能是异

氟醚对H/R诱导心肌细胞发挥上述保护作用的药理

机制，本研究为异氟醚用于心肌缺血/再灌注损伤的

临床防治提供了新的理论依据，并初步阐明了其药

理机制，有助于异氟醚在缺血性心脏病临床治疗中

的应用。
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1，control group；2，H/R group；3，isoflurane group；4，CC group；5，isoflu-

rane+CC group.

图6  Western blotting检测各组H9c2细胞AMPK/mTOR信号通路

蛋白表达

Fig.6  Western blotting of AMPK/mTOR signaling pathway pro-

tein expression levels in H9c2 cells in each group
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间盘退变中作用的初步研究，为了阐明miR-224-3p

在椎间盘退变中的具体作用机制，还需要开展大量

深入的实验及临床研究进一步验证。
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