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MitoQ对高糖诱导的心肌细胞线粒体功能影响 *
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摘要 目的：探讨MitoQ对高糖诱导的心肌细胞线粒体功能影响。方法：常规获取与纯化 SD大鼠新生仔鼠心肌细胞，分为对照

组、高糖组、实验组。对照组用含 10%血清的 DMEM培养基(5.5 mmol/L葡萄糖)培养；高糖组用含血清的高糖 DMEM培养基(33

mmol/L葡萄糖)培养；实验组用含血清的高糖 DMEM培养基(33 mmol/L葡萄糖)和MitoQ。MTT法检测心肌细胞存活率，氯离子

荧光探针检测细胞内氯离子浓度，流式细胞术检测各组心肌细胞凋亡率，超氧化物阴离子荧光染色检测心肌细胞活性氧(reactive

oxygen，ROS)含量，利用 ATP检测试剂盒检测心肌细胞中的 ATP水平，Western blot法检测心肌细胞胱天蛋白酶 3(caspase-3)蛋

白水平。结果：与对照组相比，高糖组的心肌细胞增凋亡率、ROS产生、氯离子相对浓度均明显增加，ATP显著降低（P<0.05），细胞
内 caspase-3蛋白表达显著上升(P<0.05)；与高糖组相比，实验组凋亡率降低，ROS产生、细胞内 caspase-3蛋白表达均显著降低

(P<0.05)。结论：高糖会引起心肌细胞线粒体障碍，造成心肌细胞凋亡，MitoQ可降低细胞内 ROS和 caspase-3水平，抑制心肌细胞

凋亡，改善心肌细胞线粒体功能。
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Effect of MitoQ on High Glucose-induced Mitochondrial Function
in Myocardial Cells*

To investigate the effect of MitoQ on high glucose-induced mitochondrial function in cardiomyocytes.

The neonatal rat cardiac myocytes of SD rats were routinely obtained and purified and were divided into control group, high

sugar group and experimental group. The control group were cultured with 10% serum DMEM medium (5.5 mmol/L glucose); the high

sugar group were cultured with high glucose DMEM medium containing serum (33 mmol/L glucose); the experimental group were treat-

ed with high glucose DMEM medium containing serum (33 mmol/L glucose) and MitoQ. The chlorine ion fluorescence probe were used

to detect the concentration of intracellular chlorine ion, the rate of apoptosis were detected by flow cytometry, the content of active oxy-

gen (ROS) was detected by superoxide anion fluorescence staining, detection of ATP levels in cardiomyocytes using the ATP detection

kit, and caspase-3 protein levels were detected by Western blot. Level. The relative concentration of chloride in the control

group, the high sugar group and the experimental group were(2.14± 0.44)%, (23.11± 4.39)% and (5.20± 0.92)% respectively. Compared

with the control group, the cardiomyocytes in the high glucose group increased the apoptosis and increased the ROS production, the ATP

levels of cardiomyocytes in the control group and the experimental group were significantly higher than those in the high glucose group

(P<0.05), and the caspase-3 protein level in the cardiomyocytes increased significantly (P<0.05). Compared with the high glucose group,
the experimental group was apoptotic. Decreased, ROS production decreased, and caspase-3 protein levels in cardiomyocytes were sig-

nificantly decreased (P<0.05). High glucose can cause the mitochondrial disorder and apoptosis of myocardial cells. MitoQ

can improve the mitochondrial function of myocardial cell via reducing the intracellular ROS and caspase-3 levels, inhibit the apoptosis

of cardiomyocytes.
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前言

随着饮食质量的提高，人类对糖的摄入量逐渐增加，高糖

引发了高血压、心肌衰竭等一系列心血管疾病，慢性心力衰竭

(Chronic heart failure)是常见并发症，当前在我国的发病人数逐

年上升，也有显著年轻化的趋势[1,2]。基因表达改变、能量代谢障

2652· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.14 JUL.2019

碍、氧化应激、激素、凋亡等是心力衰竭的病因[3]。心力衰竭病理

生理机制为早期心肌细胞发生代偿性肥大，保留正常的射血功

能，可对抗增高的后负荷[4-6]。心力衰竭后线粒体障碍在临床上

比较常见，可导致心肌细胞能量代谢障碍、心肌细胞凋亡等，直

接影响患者的预后[7]。心力衰竭后心肌细胞线粒体障碍的具体

机制尚不完全明确，可能与氧化应激、内质网应激等多种因素

有关[8-10]。

线粒体辅酶 Q(MitoQ)是一种线粒体靶向抗氧化剂，聚集

在线粒体中，降低线粒体活性氧水平，减少氧化，保护线粒体，

进而保护心肌细胞。MitoQ参与了心力衰竭后线粒体障碍过

程，改善了心肌细胞代谢，减少心肌细胞凋亡，从而拯救濒死心

肌细胞，对心力衰竭后线粒体障碍发挥保护作用；也能有效抑

制细胞色素 C的释放、胱天蛋白酶 3(caspase-3)蛋白的激活[11]。

本研究主要探讨了高糖诱导的大鼠心肌细胞线粒体功能障碍

后，MitoQ是否能保护线粒体，改善心肌细胞作用使恢复正常

功能，以期为防治心力衰竭提供更多的参考，现报道如下。

1 材料和方法

1.1 实验材料

0~3 d SD大鼠的仔鼠购自空军军医大学 (第四军医大学)

实验动物中心。Ⅰ型胶原蛋白酶、0.22 滋m滤膜、胎牛血清、
DMEM培养基、5-溴脱氧尿嘧啶核苷(5-bromo-2-deoxyuridine,

BrdU) 购自美国 sigma公司；MitoQ购自美国 Cell Signaling公

司；MTT溶液购自深圳晶美公司；异硫氰酸荧光素标记的膜联

素Ⅴ/碘化丙啶(annexinⅤ-FITC/PI)细胞凋亡检测试剂盒购自

购自美国 sigma公司；胰蛋白酶购自美国 sigma公司；氯离子

荧光探针(Chloride fluorescence probe，MQAE)购自美国 sigma

公司；超氧化物阴离子荧光探针购自美国 sigma公司；4',6-二

脒基 -2-苯基吲哚(4',6-diamidino-2-phenylindole，DAPI)购自美

国 sigma 公司；羊抗兔抗酶 3 (caspase-3) 抗体、羊抗兔抗

GAPDH抗体购自美国 sigma公司，荧光素酶标记的二抗购自

美国 sigma公司，显色剂购自美国 sigma公司；抗 琢辅肌动蛋
白(琢-actinin)抗体购自美国 sigma公司。

1.2 实验方法

1.2.1 心肌细胞培养、鉴定和分组处理 无菌条件下，700

mL/L酒精消毒仔鼠皮肤，剪开胸腔，去除血污与大血管，取出

心脏，无菌冰 PBS清洗 3次，每次 5 min。将心脏置于小烧杯

中，剪至 1 mm3左右的组织碎块。加入 1 mg/mL的Ⅰ型胶原蛋

白酶，0.22 滋m过滤除菌，分 6~8次将组织消化完全。静置后收

集上清液，加入等体积含 50 mL/L胎牛血清的 DMEM培养基，

1500 r/min离心 10 min，重悬细胞后采用 200目细胞筛过滤，再

接种。

在心肌细胞的鉴定中，将细胞以 3× 105/孔的密度进行接

种然后固定，一抗使用抗 琢辅肌动蛋白(琢-actin)抗体，1:100稀
释，放于湿盒中 4 ℃过夜；二抗(1:5000 稀释)在 37 ℃孵育 20

min，DAB显色、脱水透明、中性树胶封片。

培养 1 h后，加入终浓度为 100 滋mol/L的 BrdU进行培

养。将原代培养的心肌细胞分为 3组：对照组、高糖组、实验组。

对照组用含 10%血清的 DMEM培养基(5.5 mmol/L葡萄糖)培

养；高糖组用含血清的高糖 DMEM培养基(33 mmol/L葡萄糖)

培养；实验组用含血清的高糖 DMEM培养基(33 mmol/L葡萄

糖)和MitoQ处理。

1.2.2 MQAE检测心肌细胞氯离子浓度 采用氯离子荧光探

针 (Chloride fluorescence probe，MQAE) 检测细胞内氯离子浓

度，将按上述方法分组的心肌细胞接种于 48孔板中，处理后吸

弃培养基。每孔加入 100 滋L 10 mmol/L MQAE工作液，孵育 1

h；PBS洗涤 5 min × 5次，倒置荧光显微镜进行荧光检测，每个

样本随机选取 5个细胞，记录与计算荧光强度。

1.2.3 流式细胞术检测心肌细胞凋亡率 采用 annex-

inV-FITC/PI双染法结合流式细胞术进行检测。用 2.5 g/L胰蛋

白酶消化心肌细胞，收集 1× 106个细胞，PBS洗涤 1次。重悬

细胞后，选择 annexin V-FITC/PI染色，采用流式细胞术检测与

计算心肌细胞凋亡率。

1.2.4 超氧化物阴离子荧光染色检测心肌细胞 ROS含量 采

用 DHE检测细胞内活性氧(active oxygen，ROS)水平来反映心

肌能量代谢情况，将细胞接种于含盖玻片的 24孔板中，按上述

方法处理 72 h。吸出培养基，固定、洗涤、封闭。每片加 50 滋L 5

滋mol/L DHE，37℃孵育后加入 DAPI染液 50 滋L，37℃避光孵
育 10 min，封片后在镜下记录与观察红色荧光强度，记录与计

算 ROS水平。

1.2.5 利用 ATP检测试剂盒检测心肌细胞中的 ATP水平 吸

除心肌细胞培养液，加入裂解液裂解细胞，裂解后 4℃离心

5~10 min，取上清液用于后续测定。在检测管内加入 100 滋L
ATP检测工作液，室温放置 3~5 min。然后在检测管中加入 100

滋L样品，迅速混匀，至少间隔 2 s后，立即用液闪仪测定 CPM

值。最后根据标准曲线计算出样品中 ATP浓度。

1.2.6 Western blot法检测心肌细胞 caspase-3蛋白水平 羊抗

兔抗酶 3(caspase-3)抗体、羊抗兔抗 GAPDH抗体购自美国 sigma

公司，荧光素酶标记的二抗购自美国 sigma公司，显色剂购自

美国 sigma 公司。采用 Western blot 法检测 caspase-3 表达情

况，以 GAPDH作为内对照，用凝胶分析软件分析各蛋白目的

条带的吸光度(A)值，以 A目的蛋白 /AGAPDH比值表示目的

蛋白的相对表达水平。

1.3 统计学分析

使用 SPSS21.00软件对计量数据进行数据学处理，以（x± s）
表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两组间比较采

用 SNK-q检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 心肌细胞培养和鉴定

分离的细胞培养 48 h，呈现同步性搏动，可发生细胞融合，

收缩明显而有力。琢-actinin存在于横纹肌 Z带上，显现细胞骨

架结构。见图 1。

2.2 MitoQ对高糖诱导的心肌细胞氯离子浓度的影响

对照组、高糖组、实验组的氯离子相对浓度分别为(2.14±

0.44)%、(23.11± 4.39)%、(5.20± 0.92)%，高糖组氯离子浓度显

著高于对照组，而实验组氯离子浓度显著低于高糖组，差异均

有统计学意义(P<0.05)。
2.3 MitoQ对高糖诱导的心肌细胞凋亡率的影响

对照组、高糖组、实验组心肌细胞凋亡率分别为(5.03± 1.91)%、
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(26.73± 3.14)%、(16.63± 2.73)，高糖组心肌细胞凋亡率显著高

于对照组，而实验组心肌细胞凋亡率显著低于高糖组，差异均

有统计学意义(P<0.05)。

图 1 心肌细胞的镜下观察与染色处理

Fig.1 Observation and staining of cardiac myocytes under microscope

2.4 MitoQ对高糖诱导的心肌细胞 ROS含量的影响

与对照组相比，高糖组心肌细胞内 ROS生成增加；与高糖

组心肌细胞相比，实验组心肌细胞内 ROS生成减少，差异有统

计学意义(P<0.05)。见图 2。

图 2 超氧化物阴离子荧光染色检测心肌细胞 ROS含量

Fig.2 ROS content in myocardial cells detected by superoxide anion fluorescence staining

2.5 MitoQ对高糖诱导的心肌细胞 ATP水平的影响

对照组、高糖组、实验组心肌细胞 ATP 水平分别为

（148.55± 17.12）nmol/g、（103.71± 15.68）nmol/g、（137.15± 15.36）

nmol/g，对照组与实验组心肌细胞 ATP水平均显著高于高糖组

（P<0.05）。
2.6 MitoQ对高糖诱导的心肌细胞 caspase-3蛋白表达的而影响

与对照组相比，高糖组心肌细胞内 caspase-3蛋白水平显

著上升(P<0.05)；与高糖组心肌细胞相比，实验组心肌细胞内
caspase-3蛋白水平显著降低(P<0.05)，见图 3。

3 讨论

心力衰竭后可以引起心肌细胞线粒体障碍，线粒体是一种

重要的细胞器，是细胞能量生成与储存的重要场所，心肌线粒

体占了心肌细胞体积的 30%左右。心肌细胞的凋亡是心力衰竭
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后线粒体障碍的核心病理改变，可造成心肌的修复性纤维化
[12]。MitoQ既是细胞内唯一的内源性亲脂抗氧化剂，能够独立

地减少线粒体 ROS的生成，在乙醇处理的细胞中加入辅酶 Q

能够使线粒体功能恢复而发挥抗凋亡作用。心肌细胞中 ROS

主要由线粒体产生，ROS也参与细胞其它生理过程中，比如细

胞阴离子通道的激活、MitoQ开放等[13-15]。国内外MitoQ对高糖

诱导的心肌细胞线粒体功能研究目前还没有报道。

本研究用高糖诱导心肌细胞，结果显示高糖组氯离子浓度

显著高于对照组，而实验组氯离子浓度显著低于高糖组。说明

在实验组加入MitoQ后，可以降低氯离子的浓度，使恢复正常。

氯离子浓度增高，能影响细胞存活信号通路及下游分子，诱导

心肌细胞凋亡。高糖组心肌细胞凋亡率显著高于对照组，而实

验组心肌细胞凋亡率显著低于高糖组，说明高糖增加了心肌细

胞的凋亡率，加入MitoQ后，能够减少细胞凋亡。通过氯离子的

浓度变化与细胞凋亡试验共同说明了，高糖能够诱导心肌细胞

的凋亡，原因可能是高糖阻碍了心肌细胞线粒体能量代谢，当

心肌细胞体内的葡萄糖过多时，线粒体代谢过程中的膜电位不

平衡，氯离子浓度增加，使线粒体膜渗透性转化为孔开放，线粒

体膜电位下降或消失，呼吸链断裂造成细胞凋亡[16-18]。

心肌细胞内 ROS含量，与对照组相比，高糖组心肌细胞内

ROS生成增加；与高糖组心肌细胞相比，实验组心肌细胞内ROS

生成减少。说明加入MitoQ后，损伤环境下心肌细胞中 ROS的

生成量明显减少。对照组与实验组心肌细胞 ATP水平均显著

高于高糖组，表明加入 MitoQ后，损伤环境下心肌细胞 ATP水

平明显升高，即MitoQ可促进线粒体功能的恢复。相关研究显

示 MitoQ主要通过抑制氧化应激和阻断胱天蛋白酶 3依赖的

细胞死亡通路而发挥神经细胞保护作用，可聚集在线粒体内，

可通过减少氧化损伤来保护线粒体，从而促进线粒体功能的恢

复[19-22]。当前也有研究发现心力衰竭的心肌功能紊乱与线粒体

氧化应激和 ROS过量产生有关，一些抗氧化剂能对相应靶器

官损伤起一定保护作用[23-27]。

心肌细胞 caspase-3蛋白表达结果显示，与对照组相比，高

糖组心肌细胞内 caspase-3蛋白水平显著上升；与高糖组心肌

细胞相比，实验组心肌细胞内 caspase-3蛋白水平显著降低。表

明 MitoQ 在高糖诱导的心肌细胞凋亡中扮演了重要角色。

Caspases是凋亡过程的主要执行者，活化的 caspases-3可经蛋

白酶解过程激活后，最终引发细胞凋亡[28-30]。MitoQ可降低高糖

诱导的心肌细胞内 ROS和 caspase-3水平，抑制心肌细胞凋

亡，提高心肌细胞 ATP水平，可用于临床治疗心力衰竭后线粒

体障碍引起的细胞凋亡。

本研究虽然也得到了一定的结果，说明了受到刺激时，Mi-

toQ在心肌细胞凋亡过程发挥了重要的恢复与保护作用，但是

对于它的作用机制及其能量代谢的具体机制还需要进一步深

入研究。
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