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胰高血糖素样肽 1（Glucagon-like peptide-1，GLP-1）是由

肠内分泌细胞（L 细胞）分泌的肠促胰素，与 GLP-1 受体

（GLP-1 receptor，GLP-1R）结合后发挥降糖作用[1]。GLP-1R已

被证实在胰、心、肾等器官上有表达[2]，其多重组织的分布特点

决定了GLP-1广泛而复杂的生理功能。但GLP-1半衰期较短

（1～2 min），使其临床应用受限。艾塞那肽（Exenatide）是

GLP-1类似物，半衰期为3.5～4 h，临床上已用于2型糖尿病的

治疗[3]。笔者前期研究发现，艾塞那肽对缺氧复氧（Hypoxia/re-

oxygenation，H/R）条件下心肌H9c2细胞的线粒体功能具有保

护作用[4]，但艾塞那肽发挥上述保护作用的机制尚不清楚。研

究发现，GLP-1及其类似物可通过结合GLP-1R激活环磷腺苷

（cAMP）/蛋白激酶A（PKA）信号转导通路而发挥心血管保护

作用[5]。本研究以H9c2细胞为研究对象，建立H/R模型模拟体

内缺血再灌注环境，进一步探讨GLP-1R/cAMP/PKA信号通路
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摘 要 目的：研究艾塞那肽改善缺氧复氧（H/R）条件下心肌H9c2细胞线粒体功能的机制。方法：体外培养H9c2细胞，分为空白

对照组、药物对照（艾塞那肽 200 nmol/L）组、模型（H/R）组、预处理（艾塞那肽 200 nmol/L+H/R）组、胰高血糖素样肽 1受体

（GLP-1R）抑制剂[Exendin-（9-39）100 nmol/L+艾塞那肽200 nmol/L+H/R]组、环磷腺苷（cAMP）抑制剂（Rp-cAMPS 1 µmol/L+艾塞

那肽 200 nmol/L+H/R）组和蛋白激酶 A（PKA）抑制剂（H-89 5 µmol/L+艾塞那肽 200 nmol/L+H/R）组。除前 2组外其余各组建立

H/R模型，建模前30 min加入艾塞那肽，加入艾塞那肽前10 min加入相应的抑制剂。采用透射电镜观察线粒体形态结构，流式细

胞术检测线粒体钙离子（Ca2+m）水平及线粒体膜电位（ΔΨm），酶标仪检测细胞三磷酸腺苷（ATP）水平。结果：与空白对照组比较，

模型组细胞线粒体嵴肿胀增加，密度降低，呈空泡化；Ca2+m水平升高，ΔΨm和ATP水平降低（P＜0.05）。与模型组比较，预处理组

细胞线粒体嵴肿胀减轻，密度增加，空泡化程度减轻；Ca2+m水平降低，ΔΨm和ATP水平升高（P＜0.05）。与预处理组比较，3种抑

制剂组细胞Ca2+m水平升高，ΔΨm和ATP水平降低（P＜0.05）。结论：艾塞那肽可减轻H/R条件下H9c2细胞线粒体钙超载，升高

ΔΨm，增加ATP生成。其机制可能与激活GLP-1R/cAMP/PKA信号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the mechanism of improvement effects of exenatide on mitochondrial function of H9c2 cells

under hypoxia/reoxygenation（H/R）condition. METHODS：H9c2 cells were cultured in vitro and were divided into blank control

group，drug control group（exenatide 200 nmol/L），model group（H/R），pretreatment group（exenatide 200 nmol/L+H/R），gluca-

gon-like peptide-1 receptor （GLP-1R） inhibitor [Exendin-（9-39） 100 nmol/L + exenatide 200 nmol/L + H/R]，cAMP inhibitor

（Rp-cAMPS 1 µmol/L+exenatide 200 nmol/L+H/R）group and PKA inhibitor（H-89 5 µmol/L+exenatide 200 nmol/L+H/R）group.

Except for first 2 groups，H/R model was established in other groups，and they were given exenatide 30 min before modeling and

relevant inhibitor 10 min before giving exenatide. Morphology of mitochondria was observed by TEM，and mitochondrial calcium

（Ca2+m）and the mitochondrial membrane potential（ΔΨm）were determined by flow cytometry. Cellular ATP content was measured

by microplate reader. RESULTS：Compared with blank control group，mitochondrial cristae swelling was enhanced in model

group，while density decreased，showing vacuolization；Ca2 + m level increased while ΔΨm and ATP decreased（P＜0.05）. Com-

pared with model group，mitochondrial cristae swelling relieved in pretreatment group，while density increased，showing vacuoliza-

tion relieved；Ca2+m level decreased，while ΔΨm and ATP increased（P＜0.05）. Compared with pretreatment group，the levels of

Ca2+m increased in 3 kinds of inhibitors group，while ΔΨm and ATP decreased（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Exenatide attenuates

H9c2 cell mitochondria Ca2+m accumulation，increases ΔΨm and ATP production. Which indicate its mechanism may be associated

with activating GLP-1R/cAMP/PKA pathway.
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是否参与了艾塞那肽对H/R条件下线粒体功能的改善。

1 材料
1.1 仪器

37 ℃细胞培养箱和缺氧复氧箱（美国 Thermo Forma 公
司）；超净工作台（中国安泰公司）；多功能酶标仪（美国MD公
司）；流式细胞仪（美国Beckman公司）；透射电镜（日本Hitachi
公司）。

1.2 药品与试剂
DMEM/F12培养基和胎牛血清（美国HyClone公司）；艾塞

那肽注射液（美国Baxter Pharmaceutical Solutions公司，批号：

A844388；规格：每支10 g）；GLP-1R抑制剂Exendin-（9-39）（美
国 Sigma-Aldrich 公司，批号：051M4796V，纯度：≥95％）；

cAMP抑制剂Rp-cAMPS（批号：151837-09-1，纯度：≥98％）和
Rhod-2 AM 荧光探针（批号：129787-64-0，纯度：≥90％）均购
自美国 Santa Cruz 公司；PKA 抑制剂 H-89（批号：S1643，纯
度：≥98％）、三磷酸腺苷（ATP）测试试剂盒（批号：S0026）、

JC-1荧光探针（批号：C2006）和二喹啉甲酸（BCA）蛋白浓度测
定试剂盒（批号：P0010S）均购自江苏碧云天生物技术有限公司。

1.3 细胞
心肌H9c2细胞株购自中国科学院上海细胞库。

2 方法
2.1 细胞培养与模型建立

取 H9c2细胞接种于细胞培养皿中，用含 10％胎牛血清
（FBS）、青霉素（100 μg/ml）和链霉素（100 μg/ml）的 DMEM/
F12培养基，于 37 ℃、5％CO2的细胞培养箱内培养。H9c2细
胞接种至细胞培养瓶或培养皿中，细胞长至 70％～80％时用
无血清 DMEM/F12培养基洗 3次，加入 4 ml 无血清 DMEM/
F12培养基培养 24 h，再次换 4 ml无血清DMEM/F12培养基，

放入 37 ℃缺氧箱（1％O2、5％CO2）中，缺氧培养 12 h 后换含
10％FBS 的 DMEM/F12培养液，放入 37 ℃正常细胞培养箱，

复氧培养4 h，建立H/R模型。

2.2 分组与给药
取 H9c2 细胞按 105 个/孔接种于 6 孔板，细胞密度达

80％～90％后用于试验。试验分为 7组，分别为①空白对照
组：正常细胞培养液培养16 h；②药物对照组：正常细胞培养液
中加入艾塞那肽（200 nmol/L）培养 16 h；③模型组：H9c2细胞
按“2.1”项下方法建立 H/R 模型；④预处理组：艾塞那肽（200

nmol/L）预处理H9c2细胞30 min后，建立H/R模型；⑤GLP-1R
抑制剂组：加入艾塞那肽（200 nmol/L）之前10 min，加入Exen-
din-（9-39）（100 nmol/L），其余同预处理组；⑥cAMP 抑制剂
组：加入艾塞那肽（200 nmol/L）之前 10 min，加入 Rp-cAMPS
（1 μmol/L），其余同预处理组；⑦PKA抑制剂组：加入艾塞那肽
（200 nmol/L）之前 10 min，加入 H-89（5 μmol/L），其余同预处
理组。

2.3 透射电镜检测H9c2细胞线粒体形态结构
H9c2细胞接种至无菌细胞培养瓶中，按105个/孔接种于6

孔板，细胞密度达 80％～90％时，按“2.2”项下方法分组给药，

培养 16 h，用无血清 DMEM/F12洗涤 3次，收集细胞；加入
2.5％戊二醛，固定细胞 2 h，加入 1％四氧化锇，固定细胞 15

min，室温脱水，包埋，过夜，固化，切片，醋酸钠染色后自然干
燥，柠檬酸铅染色；晾干后透射电镜观察空白对照组、药物对
照组、模型组和预处理组细胞线粒体形态结构。

2.4 流式细胞术检测线粒体内钙离子水平
Rhod-2 AM是检测线粒体内钙离子（Ca2+m）的常用荧光探

针，其可特异地透过线粒体膜与Ca2+m结合，产生红色荧光，检
测 Rhod-2 AM 的荧光即可反映线粒体内 Ca2+m 水平。心肌
H9c2细胞按 105个/孔接种于 6孔板，按“2.2”项下方法分组给

药后，培养 16 h，用无血清 DMEM/F12洗涤 3次，常规胰酶消
化，收集细胞，加入用二甲基亚砜（DMSO）配制的Rhod-2AM
（2 μmol/L）探针，37 ℃恒温孵箱中孵育 30 min；再用无血清
DMEM/F12洗涤 3次，加入 500 μl无血清DMEM/F12重悬，避
光送检。流式细胞仪检测各组细胞平均荧光强度，激发波长
543 nm，发射波长560 nm，每组试验重复3次。

2.5 流式细胞术检测线粒体膜电位（ΔΨm）
JC-1是用于检测ΔΨm的荧光探针。在ΔΨm较高时，JC-1

在线粒体的基质中聚集形成 J-aggregates 聚合物，产生红色荧
光；在ΔΨm较低时，JC-1不能聚集，形成 J-monomer单体，产生
绿色荧光。通过检测荧光颜色的变化，以红绿荧光的相对比
值来衡量线粒体ΔΨm的变化。心肌H9c2细胞按105个/孔接种
于 6孔板，按“2.2”项下方法分组给药后，培养 16 h，用无血清
DMEM/F12洗涤3次，常规胰酶消化，收集细胞，加入用DMSO
配制的 JC-1（10 μg/ml）探针，37 ℃恒温孵箱中孵育 20 min；再
用无血清DMEM/F12洗涤3次，加入500 μl无血清DMEM/F12
重悬，避光送检。流式细胞仪检测各组细胞内荧光强度，单体
（绿色荧光）：激发波长488 nm、发射波长525 nm，聚合物（红色
荧光）：激发波长543 nm、发射波长560 nm；计算红绿荧光的相
对比值，每组试验重复3次。

2.6 ATP检测试剂盒检测H9c2细胞ATP水平
心肌H9c2细胞按 105个/孔接种于 6孔板，按“2.2”项下方

法分组给药后，培养16 h，用无血清DMEM/F12洗涤3次，常规
胰酶消化，收集细胞，按ATP测试试剂盒说明书步骤检测各组
细胞中ATP水平，ATP水平以nmol/mg protein形式表示。为了
消除样品制备时因蛋白量差异而造成的误差，以BCA蛋白浓
度测定试剂盒测定样品中的蛋白浓度。

2.7 统计学方法
采用SPSS 17.0统计软件分析。数据以x±s表示，计量资

料两组间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方
差分析（One-way ANOVA）。P＜0.05 为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 线粒体形态结构变化

与空白对照组比较，药物对照组H9c2细胞线粒体形态结
构无明显变化；模型组H9c2细胞线粒体嵴肿胀，嵴肿胀结构紊
乱，空泡化，密度减低。与模型组比较，预处理组H9c2细胞线
粒体嵴肿胀减轻，排列较整齐，空泡化程度明显减少，提示艾
塞那肽可减轻H/R诱导的线粒体形态结构损伤。H9c2细胞
线粒体形态结构的透射电镜图见图 1。

3.2 Ca2+m水平变化
与空白对照组比较，模型组 H9c2细胞 Ca2 +m 水平增加

（P＜0.05）；与模型组比较，预处理组H9c2细胞Ca2+m水平减少
（P＜0.05）；与预处理组比较，3种抑制剂组H9c2细胞Ca2+m水
平增加（P＜0.05）。上述结果提示，艾塞那肽可降低H/R条件
下 H9c2细胞 Ca2+m 水平，其机制可能与激活 GLP-1R/cAMP/
PKA信号通路有关。各组H9c2细胞Ca2+m水平的测定结果见
表1。

3.3 ΔΨm变化
与空白对照组比较，模型组 H9c2细胞ΔΨm 减小（P＜

0.05）；与模型组比较，预处理组 H9c2 细胞ΔΨm 增加（P＜
0.05）；与预处理组比较，3种抑制剂组 H9c2细胞ΔΨm 减小
（P＜0.05）。上述结果提示，艾塞那肽可升高H/R条件下H9c2
心肌细胞的ΔΨm，其机制可能与激活 GLP-1R/cAMP/PKA 信
号通路有关。各组H9c2细胞ΔΨm水平的测定结果见表1。

3.4 细胞ATP水平变化
与空白对照组比较，模型组H9c2细胞ATP水平降低（P＜

0.05）；与模型组比较，预处理组H9c2细胞ATP水平升高（P＜
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0.05）；与预处理组比较，3种抑制剂组H9c2细胞ATP水平降低
（P＜0.05）。上述结果提示，艾塞那肽可升高H/R条件下H9c2

细胞 ATP 水平，其机制可能与激活 GLP-1R /cAMP/PKA 信号
通路有关。各组H9c2细胞ATP水平的测定结果见表1。

4 讨论
线粒体功能障碍在心肌缺血再灌注损伤中起着非常关键

的作用[6]。因此，探索与之相关的药物治疗是心肌缺血再灌注
损伤治疗策略的研究焦点。cAMP/PKA信号转导途径在调节
细胞能量代谢如葡萄糖转运和利用、线粒体功能等方面发挥
着重要作用[7]。鉴于 cAMP/PKA信号转导通路在细胞能量中
的重要作用，同时其亦参与了GLP-1及类似物对心血管的保
护，笔者推测该信号通路在艾塞那肽改善H/R条件下H9c2细
胞线粒体功能的作用中起着重要的调节作用。因此，本研究
选择GLP-1R/cAMP/PKA信号转导通路相应抑制剂作为干预
手段，拟通过观察相应抑制剂干预后线粒体功能指标的变化，

进一步阐明艾塞那肽改善H/R条件下H9c2细胞线粒体功能的
机制。

本研究首先采用透射电镜观察了不同条件下线粒体结构
变化。结果发现，H/R可导致H9c2细胞线粒体嵴肿胀，嵴肿胀
结构紊乱，空泡化，密度减低；而给予艾塞那肽预处理后H9c2

细胞线粒体嵴肿胀减轻，排列较整齐，空泡化程度明显减少。

这提示艾塞那肽可减轻H/R诱导的形态结构损伤，维持H/R条
件下线粒体形态结构，从而改善线粒体功能。

既往研究显示，心肌缺血再灌注时，由于组织氧灌注恢
复，将引起剧烈的线粒体氧化应激，持续的线粒体氧化应激将
导致线粒体功能障碍，表现为线粒体内钙超载[8]、ΔΨm降低[9-10]。

本试验研究发现，H/R可导致H9c2细胞Ca2+m聚集使线粒体钙
超载；而给予艾塞那肽预处理后，可减轻H/R条件下Ca2+m聚
集，提示艾塞那肽可通过抑制线粒体钙超载来改善H/R条件下
线粒体功能。而给予 GLP-1R 抑制剂、cAMP 抑制剂及 PKA

抑制剂干预后，抑制了艾塞那肽减轻 H/R 条件下 H9c2细胞
线粒体钙超载的作用。这提示艾塞那肽可能通过激活GLP-

1R/cAMP/PKA信号通路来抑制H/R诱导的H9c2细胞线粒体
钙超载。

ΔΨm降低在缺血再灌注诱导的线粒体损伤中起着关键作
用。H/R条件下，细胞内活性氧生成增加，钙超载以及伴随的
腺嘌呤核苷酸的消耗，都将促使ΔΨm降低。本研究通过流式
细胞术观察发现，H/R不仅导致线粒体钙超载，而且导致ΔΨm

降低；而给予艾塞那肽预处理后，艾塞那肽可抑制H/R诱导的
ΔΨm降低。上述结果说明，艾塞那肽可通过抑制ΔΨm降低来
改善H/R条件下线粒体功能。而给予GLP-1R抑制剂、cAMP

抑制剂及 PKA抑制剂干预后，阻滞了艾塞那肽抑制H/R条件
下H9c2心肌细胞ΔΨm降低的作用。这提示艾塞那肽可能通
过激活GLP-1R/cAMP/PKA信号通路来抑制H/R诱导的H9c2

心肌细胞ΔΨm降低。

线粒体膜转换孔开放使线粒体内膜对质子通透性增加，

导致电子呼吸链解偶联和ΔΨm降低，从而导致线粒体ATP生
成障碍。本研究结果显示，H/R可导致H9c2细胞ATP生成减
少；给予艾塞那肽干预后，H/R条件下H9c2细胞ATP生成增
加，进一步提示艾塞那肽可改善H/R条件下线粒体功能。而给
予GLP-1R抑制剂、cAMP抑制剂及 PKA抑制剂干预后，抑制
了艾塞那肽增加H/R条件下H9c2细胞ATP生成的作用。这提
示艾塞那肽可能通过激活GLP-1R/cAMP/PKA信号通路来抑
制H/R诱导的心肌H9c2细胞ATP水平降低。

综上所述，H/R条件下，艾塞那肽可抑制H9c2细胞线粒体
钙超载、升高ΔΨm、增加 ATP 生成，其机制可能与其激活
GLP-1R/cAMP/PKA信号通路有关。
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图1 各组H9c2细胞线粒体形态结构的透射电镜图（×30 000）

Fig 1 TEM of the structure of H9c2 cellular mitochondria

in each group（×30 000）

A.空白对照组 B.药物对照组

C.模型组 D.预处理组

表 1 各组H9c2细胞Ca2+m、ΔΨm 及ATP水平的测定结果
（x±±s）

Tab 1 Results of the levels of Ca2+m，ΔΨm and ATP in H9c2
cells of each group（x±±s）

组别
空白对照组
药物对照组
模型组
预处理组
GLP-1R抑制剂组
cAMP抑制剂组
PKA抑制剂组

n

3

3

3

3

3

3

3

Ca2+m

85.85±4.91

89.06±3.09

148.48±5.93＊

117.91±2.82#

153.24±8.97Δ

144.45±11.24Δ

145.45±9.39Δ

ΔΨm

1.97±0.03

1.96±0.02

0.60±0.09＊

1.10±0.06#

0.53±0.14Δ

0.52±0.12Δ

0.61±0.12Δ

ATP，nmol/mg protein

12.25±3.12

12.03±2.41

3.49±0.54＊

7.04±0.98#

3.76±1.77Δ

3.84±1.27Δ

3.66±0.90Δ

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与预
处理组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05；vs. pretreatment group，ΔP＜0.05
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千年健挥发油对佐剂性关节炎模型大鼠的药效作用及其机制
研究
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摘 要 目的：研究千年健挥发油对佐剂性关节炎（AA）大鼠的药效作用及其机制。方法：取60只大鼠随机分为正常对照（0.5％
聚山梨酯 80）组、模型对照（0.5％聚山梨酯 80）组、阳性对照（雷公藤多苷片，10 mg/kg）组和千年健挥发油高、中、低剂量（0.08、
0.04、0.02 ml/kg）组，除正常对照组外，其余各组大鼠均于右后足跖部 ih完全弗氏佐剂复制大鼠AA模型，造模当日开始连续 ig给

药25 d，每天1次。检测大鼠足关节肿胀度、免疫器官（胸腺、脾脏）脏器指数、组织病理学变化以及血清中白细胞介素1β（IL-1β）、

肿瘤坏死因子α（TNF-α）的含量。结果：与正常对照组比较，模型对照组大鼠原发性和继发性关节肿胀度、胸腺指数升高，脾脏指

数降低，血清中 IL-1β、TNF-α含量增加（P＜0.05或P＜0.01）；足关节可见明显组织肿胀，大量中性粒细胞、淋巴细胞及巨噬细胞浸

润关节周围组织，滑膜细胞增生，呈明显关节炎性病变。与模型对照组比较，千年健挥发油各剂量组大鼠原发性和继发性关节肿

胀度降低、血清中 IL-1β含量减少，千年健挥发油中、低剂量组大鼠胸腺指数升高，千年健挥发油高剂量组大鼠血清中TNF-α含量

减少（P＜0.05或P＜0.01）；各给药组大鼠关节周围组织炎性细胞浸润减轻，关节滑膜细胞增生不明显，形态得到改善。结论：千年

健挥发油对AA大鼠有一定的药效作用，其机制可能与减少血清中 IL-1β、TNF-α含量有关。

关键词 千年健；挥发油；佐剂性关节炎；药效作用；白细胞介素1β；肿瘤坏死因子α；大鼠

Pharmacodynamic Effects of Volatile Oil from Homalomena occulta on Adjuvant-induced Arthritis Model
Rats and Its Mechanism Study
HU Yuan1，LI Jinqi1，2，ZHANG Shuhan2，HE Dan2（1.Sichuan Academy of Medical Sciences/Sichuan Provincial
People’s Hospital，Chengdu 610072，China；2.School of Medicine of UESTC，Chengdu 610054，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the pharmacodynamic effects of volatile oil from Homalomena occulta on adjuvant-induced
arthritis（AA）model rats and its mechanism. METHODS：60 rats were randomly divided into normal control group（0.5％ polysor-
bate 80），model control group （0.5％ polysorbate 80），positive control group （Tripterygium glycosides tablets，10 mg/kg），

high-dose，middle-dose and low-dose（0.08，0.04 and 0.02 ml/kg）groups of volatile oil from H. occulta. Except for normal control
group，other groups were given complete Freund’s adjuvant subcutaneously via right rear foot plantar to induce AA model，and giv-
en relevant medicine intragastrically for 25 days，once a day，since modeling. The articular swelling degree，immune organ（thy-
mus gland and spleen） index，pathological change，the contents of IL-1β and TNF-α in serum were detected. RESULTS：Com-
pared with normal control group，the primary and secondary articular swelling degree and thymus gland index of rats and the serum
contents of IL-1β and TNF-α increased in model control group，while spleen index decreased（P＜0.05 or P＜0.01）；obvious tissue
swelling，large amount of neutrophile granulocyte，leukomonocyte and macrophage infiltrating joint surrounding tissue，the prolifer-
ation of synovial cells and obvious osteoarthritic lesion were observed in podarthrum. Compared with model control group，the pri-
mary and secondary articular swelling degree and the serum content of IL-1β decreased in the volatile oil from H. occulta groups；
thymus gland index increased in middle-dose and low-dose groups of the volatile oil from H. occulta；the content of TNF-α de-
creased in high-dose group of the volatile oil from H. occulta（P＜0.05 or P＜0.01）. The inflammatory cell infiltration of joint sur-
rounding tissue relieved in treatment groups，synovial cells proliferation was not obvious and synovial cells morphology was im-
proved. CONCLUSIONS：The volatile oil from H. occulta has the pharmacodynamic effects on AA in rat，and its mechanism
might be related to the serum content reduction of IL-1β and TNF-α.
KEYWORDS Homalomena occulta；Volatile oil；Adjuvant-induced arthritis；Pharmacodynamic effect；IL-1β；TNF-α；Rat
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