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乳酸钠通过调控铁死亡改善高糖高脂诱导的
AC16心肌细胞损伤
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摘要  目的：本研究旨在探讨乳酸钠（NALA）对高糖高脂诱导的 AC16 心肌细胞毒性的作用及其机制。方法：

实验采用 AC16 心肌细胞，分为对照组、模型组（高糖+棕榈酸）、高糖+棕榈酸+低浓度 NALA 组、高糖+棕榈

酸+高浓度 NALA 组以及高糖+棕榈酸+铁死亡抑制剂（Ferrostatin⁃1）组。通过 CCK⁃8 试剂盒检测细胞活性，油

红 O 染色和 BODIPY 493/503 荧光染色评估脂质沉积，DCFH⁃DA 法检测细胞活性氧（ROS）含量，亚铁离子荧光探

针（FerroOrange）检测铁沉积以及 Western Blot 实验分析蛋白表达水平。结果：随着棕榈酸浓度的升高，AC16 心肌

细胞的生存率逐渐降低，最终选用 300 μmol·L-1 的棕榈酸浓度和 4. 5 g·L-1 D⁃葡萄糖浓度建立 2 型糖尿病细胞模

型。NALA 在 10 和 20 μmol·L-1 浓度对细胞增殖和活性没有影响，而 30 μmol·L-1 NALA 则明显影响细胞增殖

（P<0. 05），因此选用 10 和 20 μmol·L-1的 NALA 为低浓度和高浓度治疗组。油红 O 染色和 BODIPY493/503 标记

结果显示，NALA 能够减轻高糖高脂诱导的脂质堆积（P<0. 05）。DCFH⁃DA 染色显示，NALA 能够显著降低高糖

高脂处理的 AC16 心肌细胞 ROS 产生（P<0. 05）；FerroOrange 染色显示，NALA 可以降低高糖高脂诱导的细胞中

亚铁离子水平（P<0. 05）。Western Blot 结果显示，NALA 显著恢复了高糖高脂处理的 AC16 心肌细胞中抗氧化蛋

白 Nrf2、HO⁃1 的含量（P<0. 05），并调控了铁死亡相关蛋白 SLC7A11 和 ACSL4 的表达（P<0. 05）。结论：乳酸钠

通过调控细胞铁死亡改善高糖高脂诱导的 AC16 心肌细胞毒性，为糖尿病心肌病的治疗提供了新的思路和方法。
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Abstract

Objective:: To explore the effects of sodium lactate (NALA) on high glucose and high ⁃ fat ⁃ in⁃
duced toxicity in AC16 cardiomyocytes and its underlying mechanisms.  Methods:: AC16 cardiomyo⁃
cytes were utilized in the experiment and categorized into a control group, a model group (exposed to 
high glucose + palmitic acid), a high glucose + palmitic acid + low ⁃concentration NALA group, a 
high glucose + palmitic acid + high⁃concentration NALA group, and a high glucose + palmitic acid 
+ ferroptosis inhibitor (Ferrostatin ⁃ 1) group.  Cell viability was assessed using the CCK ⁃ 8 kit, lipid 
deposition was evaluated through Oil Red O staining and BODIPY 493/503 fluorescent staining, cel⁃
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lular reactive oxygen species (ROS) levels were detected using the DCFH ⁃DA method, iron deposi⁃
tion was measured with a ferrous ion fluorescent probe (FerroOrange), and protein expression levels 
were analyzed via Western Blot experiments.  Results:: With increasing concentrations of palmitic ac⁃
id, the survival rate of AC16 cardiomyocytes gradually decreased, ultimately leading to the establish⁃
ment of a type 2 diabetic cellular model using 300 μmol·L-1 palmitic acid and 4. 5 g·L-1 glucose.  NA⁃
LA at concentrations of 10 and 20 μmol·L-1 had no impact on cell proliferation and viability, whereas 
30 μmol·L-1 NALA significantly affected cell proliferation (P<0. 05).  Therefore, 10 and 20 μmol ·
L-1 NALA were selected as the low ⁃concentration and high⁃concentration treatment groups, respec⁃
tively.  Oil Red O staining and BODIPY 493/503 labeling results indicated that NALA was able to al⁃
leviate high glucose and high⁃fat⁃ induced lipid accumulation (P<0. 05).  DCFH ⁃DA staining showed 
that NALA significantly reduced ROS production in AC16 cardiomyocytes treated with high glucose 
and high fat (P<0. 05).  FerroOrange staining revealed that NALA decreased the levels of ferrous 
ions in cells induced by high glucose and high fat (P<0. 05).  Western Blot results demonstrated that 
NALA significantly restored the contents of Nrf2 and HO ⁃ 1 in AC16 cardiomyocytes treated with 
high glucose and high fat (P<0. 05) and regulated the expression of ferroptosis ⁃ related proteins 
SLC7A11 and ACSL4 (P<0. 05).  Conclusion:: Sodium lactate improves high glucose and high⁃fat⁃in⁃
duced toxicity in AC16 cardiomyocytes by regulating ferroptosis, providing novel insights and ap⁃
proaches for the treatment of diabetic cardiomyopathy.

Key Words Sodium Lactate； Lipid Peroxidation； Ferroptosis； Diabetic Cardiomyopathy

糖尿病心肌病（diabetic cardiomyopathy，DCM）

的发病机制比较复杂，虽然 DCM 的基础研究和临

床试验在近几十年取得显著进展，但医学界对其复

杂的发病机制仍未能完全解析，核心病理环节尚存

诸多未解之谜。近年来，铁死亡作为一种关键的调

节性细胞死亡方式，在 DCM 的发病过程中逐渐受

到重视［1］。铁死亡由细胞内铁过载和脂质过氧化物

积累所触发，导致细胞死亡［2］。在 DCM 中，铁过载

促进了多不饱和脂肪酸进入细胞膜，增加了脂质氢

过氧化物的积累，进而引发氧化还原失衡，最终诱

导铁死亡的发生［3］。乳酸作为心脏重要能量来

源［4］。乳酸钠（lactate sodium，NALA），化学式为

C3H5O3Na，分子质量为 112. 06 U，是一种无色或几

乎无色的透明液体，其可以作为外源性的乳酸接受

体，参与乳酸的代谢过程。在心脏手术中，使用外

来的乳酸已经被证实能够提升心脏的工作能力，而

且被证明是安全且人体能够良好接受的［5］。输注乳

酸对低血糖、创伤性脑损伤和心脏衰竭将会带来益

处，而不会引致严重副作用［6］。本研究通过观察

NALA 对细胞脂质的积累、细胞活性氧的产生、亚

铁离子的含量以及调控铁死亡相关蛋白的影响探

讨 NALA 对高糖高脂诱导的 AC16 心肌细胞毒性的

作用以及其机制。

1 材料与方法

1. 1　 主 要 材 料   NALA 购于 MCE 公司；AC16 人

心肌细胞系（中国科学院上海细胞库）。细胞培养

相关试剂包括：DMEM/F12 基础培养基（C1133050
0BT）、胎 牛 血 清（FBS，10099）及 RIPA 裂 解 液

（89900，均购自 Thermo Fisher）。Western Blot检测

使 用 CST 公 司 抗 体 ：Nrf2（#12721）、HO ⁃ 1（#
70081）、SLC7A11（#98051）、ACSL4（#91802）及 β⁃
Tubulin（#2146）。细胞活性与氧化应激指标分别采

用碧云天 CCK⁃8 试剂盒（C0037）和活性氧（reactive 
oxygen species，ROS）检测试剂盒测定，亚铁离子动

态监测使用集麒生物 FerroOrange 探针。

1. 2　 细 胞 培 养   AC16 心肌细胞购自中国科学院

上海细胞库，储存于液氮中。复苏后，使用含 10%
胎牛血清和 1% 双抗的 DMEM/F12 培养基培养，置

于 5%CO₂、37 ℃的培养箱中。

1. 3　细胞分组及造模   当细胞密度增至 90% 时，

采用胰酶进行消化并进行传代。在传代后的 24 h，
对各实验组的细胞实施 12 h 的饥饿处理以实现同

步化。本次实验共设计 5 组，具体分组情况如下：

（1）对照组：采用正常的 DMEM/F12 完全培养

基进行细胞培养。（2）模型组：使用含有 4. 5 g·L-1 
D⁃葡萄糖的 DMEM 完全培养基，将棕榈酸（PA）稀
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释至终浓度为 300 μmol·L-1，并与细胞联合培养

24 h。（3）高糖+棕榈酸+低浓度 NALA（NALA⁃L）
组 ：在模型组的培养液中 ，额外加入低浓度（10 
μmol·L-1）的 NALA，与细胞共同培养 24 h。（4）高

糖+棕榈酸+高浓度 NALA（NALA⁃H）组：同样在

模型组的培养液中，但加入的是高浓度（20 μmol ·
L-1）的 NALA，与细胞共同培养 24 h。（5）高糖+棕

榈酸+铁死亡抑制剂（Ferrostatin⁃1）组：在模型组的

培养液中，加入 10 μmol·L-1的 Ferrostatin⁃1，与细胞

共同培养 24 h。以上各组实验均按照既定方案进

行，以确保实验结果的准确性和可比性。

1. 4　药物毒性检测   
1. 4. 1　棕榈酸毒性检测　采用 CCK⁃8 法系统评估

细胞活力。将生长状态稳定的 AC16 细胞经胰酶消

化制备单细胞悬液，以每孔 1×104密度接种于 96 孔

板（每孔 100 μL）。经 24 h 贴壁培养后，进行 12 h 无

血清同步化处理，继而分别给予梯度浓度棕榈酸

（0~1 000 μmol·L-1）干预 24 h/48 h。严格参照试剂

说明书，设置 6 复孔/浓度组，于酶标仪 450 nm 波长

测定光密度值（OD 值），建立剂量 ⁃时间效应关系曲

线。

1. 4. 2　NALA 毒性检测　对 AC16 细胞施加不同

浓度梯度（0、5、10、20、40 μmol·L-1）的 NALA 处理，

持续时间为 24 h。所采用的检测手段及其操作流程

均遵循 1. 4. 1 中所述的标准方法。

1. 5　油红 O 脂肪染色法   将 AC16 细胞接种至 24
孔板，并在 37 ℃、含 5%CO₂的恒温培养箱中预培养

24 h。随后，根据 1. 2 项所述的方法对细胞进行分

组并施加药物处理，每组设立 4 个重复孔，继续在相

同的培养条件下进行模型建立。之后，移除孔板内

的培养基，细胞样本经预冷 PBS 缓冲液（pH7. 4）进

行 3 次梯度漂洗（每次 5 min），随后浸渍于 4% 多聚

甲醛固定液（0. 1 mmol·L-1 PBS 配制）中，于 4 ℃条

件下实施 20 min 固定化处理。固定完成后采用同

体系 PBS 进行透化前清洗。固定完成后，吸去多聚

甲醛，再次以 PBS 清洗细胞 3 次。接下来，向每个孔

中加入 200 μL 的油红 O 工作液（该工作液由原液与

双蒸水按 3∶2 的比例配制，并通过 0. 25 μm 的滤纸

过滤），室温下孵育 15 min。孵育结束后，吸去孔板

中的油红 O 工作液，并以 PBS 彻底清洗，直至无多

余染料残留。之后，对细胞核进行复染，并在倒置

显微镜下观察细胞的油红 O 染色情况，同时拍摄照

片以记录实验结果。

1. 6　DCFH⁃DA 法检测细胞 ROS 含量   将细胞铺

于 24 孔板，细胞贴壁后，饥饿 12 h，按 1. 3 项下方法

分组给药，24 h 后加入 1∶1 000 稀释的 DCFH⁃DA 荧

光探针，在培养箱内孵育 30 min，用无血清培养基冲

洗，置于荧光显倒置微镜下观察、拍照。

1. 7　 FerroOrange 染 色   将细胞接种于 24 孔板，

按分组进行处理，加入浓度 1 μmol·L-1 的 FerroOr⁃
ange 工作液，孵育 30 min 后使用荧光显微镜拍摄图

片。

1. 8　 Western Blot 实验   来自细胞的蛋白质样品

在含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的缓冲液中进行裂

解，随后通过 8%~10% 的十二烷基硫酸钠 ⁃聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE）进行分离，并转移到聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜上。封闭后，将膜于 4 ℃条

件下与一抗孵育过夜。次日 ，用磷酸盐缓冲液

（PBS）洗涤后，膜在室温下与相应的二抗孵育 1 h，
然后再用 Tris 缓冲盐水吐温（TBST）洗涤 3 次。将

膜与 ECL 试剂（Bio⁃Rad 170⁃5061）孵育后，使用增

强型化学发光（ECL）检测系统检测印迹信号。利

用 Image J软件对显影后的蛋白条带进行分析，并以

β⁃Tubulin 作为内参蛋白，以评估目标蛋白的相对表

达水平。

1. 9　 统 计 学 处 理   实验数据以均数 ± 标准差表

示，使用 GraphPad Prism 9. 1 软件进行统计学分析，

两组样本间比较采用 t检验，P<0. 05 被认为差异具

有统计学意义。

2 结果

2. 1　细胞生存率   在 4. 5 g·L-1 D⁃葡萄糖构建的高

糖环境中，AC16 人心肌细胞暴露于梯度浓度棕榈

酸（0~1 000 μmol·L-1）后呈现明显的生存能力改

变。实验数据显示细胞活性与棕榈酸浓度呈负相

关，当剂量达到 500 μmol·L-1 时即可观察到统计学

显著的细胞活性抑制（P<0. 05）。值得注意的是，

最高浓度组（1 000 μmol·L-1）表现出极强细胞毒性，

导致心肌细胞基本丧失存活能力。这一结果如

图 1A 所示。基于这些发现 ，我们最终选定 300 
μmol·L-1 棕榈酸与 4. 5 g·L-1 D ⁃葡萄糖高糖浓度作

为构建 2 型糖尿病细胞模型的条件。在对比实验

中 ，我 们 发 现 与 对 照 组 相 比 ，NALA 在 10 和 20 
μmol·L-1 浓度下对细胞增殖和活性无显著影响，而

40 μmol·L-1 NALA 则对细胞增殖产生了明显作用，

这一结果如图 1B 所示。因此，我们分别选择了 10
和 20 μmol·L-1 的 NALA 作为低浓度和高浓度治疗
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组进行后续研究。此外，我们还探讨了不同浓度

NALA（0、20、40 μmol·L-1）在不同时间点（0、24、48 
h）对 细 胞 增 殖 的 影 响 。 结 果 显 示 ，40 μmol·L-1 
NALA 在刺激 24 和 48 h 后显著抑制了 AC16 人心

肌细胞的增殖（P<0. 05），这一结果如图 1C 所示。

综合以上结果，我们最终选择了 300 μmol·L-1 棕榈

酸联合 20 μmol·L-1 NALA 刺激 24 h 的条件进行后

续的实验研究。

2. 2　NALA 对 AC16细胞 DCM 模型脂质沉积的影响

2. 2. 1　油红 O 染色   除对照组外，其余四组均有

不同的程度脂质堆积，模型组相较于对照组，脂滴

面积明显增高；NALA⁃L 组与 NALA⁃H 组相比，脂

滴面积增加，但是又较于模型组减少（均 P<0. 05），

使用铁死亡抑制剂则会明显改善脂滴的堆积。见

图 2A 和图 2C。

2. 2. 2　BODIPY 493/503 标记   与对照组相比，模

型组 BODIPY 493/503 标记的绿色荧光信号逐渐增

加，面积逐渐增大，表明脂滴数量与面积增多；与模

型组相比，NALA 治疗组的绿色荧光信号显著减

少，表明脂滴数量与面积减少（P<0. 05）；使用铁死

亡抑制剂则会明显改善脂滴的堆积，与油红 O 染色

的结果相同。见图 2B。

2. 3　NALA 对 AC16 细胞 DCM 模型 ROS、亚铁离

子含量的影响   DCFH⁃DA 染色显示，高糖高脂处

理后 AC16 心肌细胞 ROS 产生明显增加；与对照组

相比，模型组 ROS 荧光信号显著升高（P<0. 05）；

与模型组相比，NALA⁃L 组和 NALA⁃H 组的 ROS

水平显著降低（P<0. 05），并且高浓度治疗组 ROS
水平较低浓度治疗组下降明显，见图 3A 和 3C。同

时，模型组的亚铁离子水平也显著增高（P<0. 05），

并且 NALA 治疗组和 Ferrostatin⁃1 组能够明显抑制

高糖高脂诱导的亚铁离子升高，见图 3B 和 3D。

A. 不同浓度棕榈酸（PA）对细胞活性的影响；B. 不同浓度 NALA 对细胞活性的影响；C. 不同时间点、不同浓度 NALA 对细胞

活性的影响。与棕榈酸 600 μmol·L-1组比较，aP<0.05；与棕榈酸 300 μmol·L-1组比较，bP<0.05；与棕榈酸 150 μmol·L-1组比较，cP

<0.05；与对照组比较，dP<0.05；与 NALA 20 μmol·L-1组比较，eP<0.05。
图 1　细胞活性测定

A. 油红 O 染色；B. BODIPY 493/503 染色；C. 油红 O 染色定量分析。与对照组（CON1）比较，aP<0.05；与模型组（PA+HG）比

较，bP<0.05，cP<0.05，dP<0.05。
图 2　心肌细胞内脂滴染色情况
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2. 4　NALA 对 AC16 细胞 DCM 模型 Nrf2、HO ⁃1、

SLC7A11 和 ACSL4 蛋 白 表 达 水 平 的 影 响   West⁃
ern Blot结果显示，与对照组相比，模型组的 AC16心

肌细胞 Nrf2、HO⁃1明显降低（P<0. 05）；而与模型组

相比，NALA⁃L 组和 NALA⁃H 组显著恢复了细胞中

Nrf2、HO⁃1 的含量（均 P<0. 05，见图 4）。这一结果

表明，NALA 可能是通过 Nrf2/HO ⁃ 1 通路发挥对

AC16心肌细胞的保护作用。与对照组相比，模型组

SLC7A11 表达明显降低，ACSL4 表达明显增高（均

P<0. 05）；与模型组相比，NALA⁃L 组和 NALA⁃H
组 SLC7A11 表达水平显著升高，ACSL4 蛋白表达

水平显著降低（均 P<0. 05）；并且 Ferrostatin⁃1 组也

表现出相同的趋势（P<0. 05），见图 4A、4D 和 4E，这

表明 NALA 可能影响铁死亡相关蛋白的表达。

3 讨论

在本次研究中，我们发现 300 μmol·L-1棕榈酸

联合含 4. 5 g·L-1 D⁃葡萄糖高糖培养基可显著诱导

AC16 人心肌细胞氧化应激，脂质沉积以及铁死亡。

具体表现为细胞内活性氧的聚集，脂质的堆积以及

调控铁死亡相关蛋白的改变。给予 NALA 能够显

著下调棕榈酸和高糖诱导的活性氧的产生，脂质沉

A. Nrf2、HO⁃1、SLC7A11、ACSL4 表达条带（Western Blot）；B. Nrf2 表达定量；C. HO⁃1 表达定量；D. SLC7A11 表达定

量；E. ACSL4 表达定量。与对照组（CON1）比较，aP<0.05；与模型组（PA+HG）比较，bP<0.05，cP<0.05，dP<0.05。
图 4　Nrf2、HO⁃1、SLC7A11 和 ACSL4 检测与定量分析

A. ROS 荧光成像；B. FerroOrange 染色图像；C. 细胞内 ROS 定量水平；D. 细胞内 Fe²⁺的定量水平。与对照组（CON1）
比较，aP<0.05；与模型组（PA+HG）比较，bP<0.05，cP<0.05，dP<0.05。

图 3　NALA 对 AC16 细胞 DCM 模型 ROS、亚铁离子含量的影响
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积以及细胞铁死亡。

维持乳酸稳态对心脏功能至关重要。乳酸是

由丙酮酸在厌氧糖酵解过程中产生的，特别是在高

强度运动或氧气供应受限的情况下［7⁃8］。尽管传统

观念多认为乳酸对心血管系统具有不利影响，例

如，血液中乳酸水平升高被视为心力衰竭患者预后

不佳的标志［9⁃10］，且循环中的乳酸水平对于预测心

肌梗死患者的不良临床结局具有重要的预后价

值［11⁃12］。此外，外源性乳酸还被发现能通过上调组

蛋白赖氨酸乳酰化（histone lysine lactylation，HKla）
的表达来促进心肌肥厚［13］。但近年来的研究［14］表

明，外源性补充 NALA 能够显著改善血管紧张素Ⅱ
（Ang Ⅱ）诱导的心力衰竭小鼠的心脏功能，包括提

高心脏射血分数（EF）和短轴缩短率（FS），并表现

出显著的心肌纤维化保护作用。并且外源性 NA⁃
LA 给药提高甲基 CpG 结合蛋白 2 上的赖氨酸发生

乳酸化修饰（mecp2 lysine lactylation，Mecp2k271la）
的水平，也会抑制内皮细胞（ECs）中表皮调节素

（Epiregulin，Ereg）的表达和 MAPK 活性，从而抑制

动脉粥样硬化的进展［15］。与此一致，我们研究发

现，NALA 可以显著改善棕榈酸联合高糖培养基诱

导的氧化应激水平以及脂质沉积。

糖尿病心肌病（DCM）作为一种复杂的非血管

性心肌功能障碍［16］，其发病机理涉及多种代谢和信

号通路的异常。随着糖尿病的发作，全身升高的葡

萄糖水平增加了在心脏细胞外基质中积累的晚期

糖基化终产物（AGEs）的产生［17］，心肌细胞的代谢

转变增加了脂肪酸的利用，导致细胞内脂质积累和

相关的脂毒性［18］。年龄积累和细胞内脂质积累都

会导致活性氧和氮的过量产生，从而启动 DCM 的

发病机制［19⁃20］。而脂质过氧化及炎症反应可诱发细

胞发生一种新型的非调节性细胞死亡方式——铁

死亡［21］。越来越多的证据表明，糖尿病患者的铁超

载不仅会增加胰岛素抵抗和糖尿病进展的风险，还

会通过芬顿反应加重心血管并发症［22⁃24］。NRF2 是

抗氧化反应的关键调节因子，系统 Xc⁃GSH⁃GPX4
通路是目前已知的铁死亡的主要预防系统，谷胱甘

肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）作

为该系统的调控核心酶，抑制它的表达则可导致铁

死亡加重［25］。Nrf2/HO⁃1 通路对于心血管疾病极

其重要，其不仅是抗氧化应激的重要通路［26］，还被

证实通过上调铁蛋白从而缓解心肌细胞铁死亡［27］。

基于上述脂质蓄积特征，本研究提出科学假设：NA⁃
LA 可能通过靶向调控此信号通路，有效拮抗棕榈

酸协同高糖刺激建立的 AC16 心肌细胞铁死亡病理

进程。我们的研究发现，AC16 人心肌细胞暴露于

棕 榈 酸（300 μmol·L-1）和 高 糖 培 养 基（4. 5 g·L-1 
D⁃葡萄糖）时，细胞活力降低，发生铁死亡并伴随细

胞 内 亚 铁 离 子 浓 度 增 加 以 及 铁 死 亡 标 志 物

SLC7A11、ACSL4 的表达变化；给予 NALA 可以显

著抑制棕榈酸联合高糖培养基诱导的 AC16 人心肌

细胞铁死亡的发生以及发展。并且棕榈酸联合高

糖培养基诱导后，AC16 人心肌细胞中 Nrf2、HO⁃1
相关蛋白表达水平明显增高，而当外源性补充 NA⁃
LA 后，Nrf2、HO⁃1 相关蛋白表达水平显著下降，这

与前述结果一致，这表明 NALA 可能激活 Nrf2/
HO⁃1 通路发挥调控作用。

综上所述，我们的实验证明，NALA 可以改善

高糖高脂诱导的 AC16 人心肌细胞铁死亡，其机理

可能是通过激活 Nrf2/HO⁃1 以及调控铁代谢相关

蛋白来发挥作用。后续我们将进行动物实验，进一

步深入研究 NALA 的作用机制，并探索其在 DCM
等心血管疾病中的临床应用价值，为心血管疾病的

治疗提供新的思路和方法。

开放科学（资源服务）标识码（OSID）： 
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