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线粒体乙醛脱氢酶 2(ALDH2)通过 AMPK/FOXO3a通路
改善高糖导致的心肌细胞凋亡 *

郭钰丽 闫 浩 张荣庆 李聪叶 张英梅△ 王海昌△

(第四军医大学西京医院心血管内科 陕西西安 710032)

摘要 目的：观察乙醛脱氢酶 2(ALDH2)对高糖诱导的 H9C2心肌细胞存活及凋亡的影响，并探讨腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)
/FOXO3a信号通路在高糖导致的心肌细胞凋亡中的调控作用。方法：以 30 mmol/L葡萄糖诱导培养 H9C2心肌细胞 48 h，经
ALDH2激动剂 Alda-1及 AMPK抑制剂 Compound C干预后，用 MTT法检测细胞的存活情况，TUNEL试剂盒检测细胞凋亡情
况，Western blot检测 ALDH2、磷酸化 AMPK和 FOXO3a蛋白的表达水平。结果：与对照组相比，高浓度葡萄糖培养 H9C2心肌细
胞后，细胞的存活率显著降低、凋亡指数明显升高，磷酸化 AMPK的表达水平明显上调，ALDH2和磷酸化 FOXO3a的蛋白表达
显著降低(P<0.05)。ALDH2的激动剂 Alda-1处理可显著提高高糖诱导的 H9C2心肌细胞的存活率、降低其凋亡率，减少磷酸化
AMPK的蛋白表达，增加 ALDH2的表达和 FOXO3a蛋白的磷酸化；而进一步采用 AMPK的抑制剂 Compound C处理，可显著抑
制 Alda-1对高糖诱导的 H9C2心肌细胞的这些影响。结论：ALDH2的激动剂 Alda-1对高糖诱导的心肌细胞凋亡具有保护作用，
可能与其激活 AMPK，进而抑制心肌细胞 FOXO3a的活性有关。
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Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) rescues high
glucose-induced cardiomyocyte apoptosis through AMPK/FOXO3a pathway*

To observe the impact of ALDH2 on the cell viability and apoptosis of H9C2 cells, and explore the role of
adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)/FOXO3a pathways in high glocuse-induced apoptosis in the
cardiomyocytes. H9C2 cells were cultured in DMEM with high doses (30 mM) of glucose for 48 h, in the absence or presence
of ALDH2 activator Alda-1 (20 滋M) and AMPK inhibitor Compound C (10 mM). The cell viability was examined by MTT assay, the
apoptosis was measured by terminal deoxvnucleotidy1 transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) assay. Western blotting
was used to evaluate the expression of ALDH2, phosphorylated AMPK and FOXO3a. Compared with the control group, the cell
viability, the expression of ALDH2 and p-FOXO3a were significantly decreased, cell apoptosis index and expression of p-AMPK were
markedly increased, in high concentration of glucose induced H9C2 cells (P<0.05). Alda-1 increased the cell viability, reduced the cell
apoptosis, and the expression of p-AMPK, upregulated the ALDH2 expression and phosphorylation of FOXO3a induced by high
concentration of glucose, these effect of Alda-1 was obliterated by Compound C. ALDH2 activator Alda-1 had a protective
effect on high glucose-induced cardiomyocyte injury, which may be mediated by the activation of AMPK and thus the suppression of
FOXO3a transcription factor activity.
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前言

糖尿病心肌病(diabetic cardiomyopathy，DC)是指心肌壁内

微血管病变、血管周边间质纤维化等原因致使心脏功能异常的

一种疾病[1]。在糖尿病的进展中，大量产生的活性氧损伤心肌细

胞，可促进糖尿病心肌病的发生，严重影响患者的生活质量[2]。

如何减轻糖尿病造成的心肌损害，是改善糖尿病患者生存质量

的重要途径。

乙醛脱氢酶 2(aldehyde dehydrogenase 2，ALDH2)存在于线

粒体内，是一种关键的醛类氧化酶，也是一种内源性的心肌保

护因子，能对抗乙醛及其代谢产物 4-羟壬烯醛(4-hydroxynone-

nal，4-HNE)对细胞的损伤作用[3]。最近研究发现，ALDH2不仅
通过催化醛类分解对酒精产生的心肌损伤具有保护作用，而且

对缺血再灌注、内质网应激等多种因素导致的心肌损伤也有保

护作用。其作用机制主要包括：①通过代谢 4-HNE等毒性醛类

在心肌梗死过程中起抗心肌细胞凋亡并改善心室重构的作用[4]；
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②ALDH2 通过 PI3K/Akt信号通路保护内质网应激导致的活

性氧(ROS)聚积[5-7]等。

腺苷酸活化蛋白激酶 (AMP-activated protein kinase，
AMPK)是真核生物细胞中一种重要的蛋白激酶，通过 AMPK

对能量的调节使得心肌细胞能够保持正常的 ATP水平，有助

于维持心肌细胞的正常功能[8]。AMPK可调节整个机体和细胞

内能量的利用，被认为是能量的调控器[9]。FOXO3a是 AMPK

重要的下游分子，参与多种细胞生物学过程的信号转导及调

控，具有抑制细胞增殖、促进细胞凋亡的作用 [10]。研究证实，

ALDH2可通过调节 AMPK信号通路，对心肌缺血 -再灌注损

伤发挥保护作用[11, 12]。最近的一项研究表明，ALDH2及其激动

剂 Alda-1能够通过调控 AMPK信号通路，有效缓解酒精引起

的心肌损害，为心脏提供保护作用[13, 14]。然而，AMPK在调控心

肌细胞凋亡中的作用及其具体机制目前尚不清楚。本研究旨在

观察 ALDH2对高糖诱导的 H9C2 心肌细胞存活及凋亡的影
响，并探讨腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)/FOXO3a信号通路在

其中的调控作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器
H9C2细胞购买于标准细胞库；二甲基亚砜(DMSO)、葡萄

糖、MTT、BCA蛋白定量试剂盒均为碧云天公司产品；DMEM

培养基 (Hyc1one)、胎牛血清 (Hyc1one)；药品 Alda-1 和 Com-
pound C购自 cell signaling公司；细胞凋亡原位检测试剂盒(In

Situ Cell Death Detection Kit，POD)购自 Roche 公司；ECL发光

试剂盒购自 Thermo ScientifiC公司。Model 680型酶联免疫检

测仪 (美国 Bio-Rad)。激光扫描共焦显微镜：日本，Olympus

FV1000。
1.2 方法
1.2.1 实验分组 用 10%血清的低糖培养基培养 H9C2 细胞，

当细胞增殖至培养瓶底 80 %时传代。将细胞“同步化”后再分

组。设置分为五组：(1)对照组(NG)：低糖(5.5 mmol/L)+DMSO

培养 48 h；(2)High glucose组(HG)：高糖(30 mmol/L)+DMSO培

养 48 h；(3)NG+Alda-1组：H9C2细胞经 Alda-1 (20 滋mol/L)预

处理后，在低糖条件下培养 48 h；(4)HG+Alda-1组：H9C2细胞

经 Alda-1 (20 滋mol/L) 处理后，在高糖条件下培养 48 h；(5)

HG+Alda-1+Compound C (HG+Alda-1+CC)：H9C2 细胞经 Al-

da-1(20 滋mol/L)和 Compound C(10 mmol/L)处理后，在高糖条

件下培养 48 h。
1.2.2 四甲基偶氮唑盐(MTT)检测细胞活力 调整细胞悬液浓

度为 5× 104 /ml，每孔接种 200 滋l于 96孔培养板上，每组设 3

个平行孔，用含 10 %胎牛血清的低糖培养液培养 24 h，待细胞

生长至 80 %～ 90 %融合后可开始干预。各组分别加入含不同

浓度葡萄糖的培养基 200 滋l，加药干预后置于 37 ℃、5 %CO2

培养箱中培养 48 h。然后每孔中加入 20 滋l 的 MTT 溶液(5

g/L)，37 ℃孵育 4 h，弃去上清，加入 150 滋l的 DMSO，震荡 10

min使结晶充分溶解。用酶联免疫仪检测 490 nm波长处 OD

值，用公式计算细胞存活率 = (OD 实验组／OD 对照组)×
100%。实验重复 3次，取平均值。
1.2.3 TUNEL法检测细胞凋亡 应用脱氧核糖核苷酸末端转

移酶介导的 dUTP缺口末端标记法(TDT-mediated dUTP-biotin

nick end labeling，TUNEL)检测心肌细胞凋亡，按照 TUNEL试
剂盒说明书操作。将心肌细胞以 4× 104个 /ml细胞铺片，用含

不同浓度葡萄糖的培养基加药干预 48 h。吸弃培养液，PBS漂
洗 3次，每次 5 min，4 %中性甲醛固定 10 min。PBS漂洗 3次，

每次 5 min, 用 0.1 %Triton 透膜，置于 4 ℃培养箱中孵育 30

min。PBS液漂洗 3次，每次 5 min；新鲜配制 3 %H2O2，室温处

理 10 min，阻断内源性过氧化物酶活性，通过 TdT 酶的作用，

使 dUTP掺入到凋亡细胞双链或单链 DNA的 3'-OH 末端，与
dATP形成异多聚体，与过氧化物酶的 DNA断点连接。PBS液

漂洗 3次，以 1:10000浓度的 DAPI孵育 l min，PBS液漂洗 3

次，脱水、甘油封片。在光学显微镜下观察并记录结果。细胞核

呈绿色荧光即为凋亡细胞。每个切片随机选取 5个高倍视野
(400× )观察计数，根据公式细胞凋亡指数(AI)=(凋亡心肌细胞
数／心肌细胞总数)× 100 %计算，取其平均凋亡指数。

1.2.4 Western blotting法检测蛋白的表达 六孔板中长满的细

胞按设定分组加药干预处理，然后用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤 2

次，提蛋白、BCA定量，根据定量结果将蛋白上样量调整为一

致。加入等量的 5× 十二烷基硫酸钠(SDS)上样缓冲液，于 100

℃煮沸 5 min。以每孔 50 滋g蛋白上样后进行 SDS-PAGE电泳，

电泳分离蛋白后转膜，用含 5 %牛血清清蛋白(bovine serum al-

bumin，BSA)Tween-20的封闭液孵化 1 h，分别加兔抗鼠的特异

性一抗，对各反应组分别用 p-AMPK 和 p-Foxo3a--p-FOXO3a

的磷酸化抗体标记，以 AMPK和 Foxo3a--FOXO3a非磷酸化相

应抗体作内参。4 ℃孵育过夜后，以 1× TBST洗膜 3次，加入相

应的二抗(羊抗兔 IgG-HRP)室温孵育 1 h，以 1× TBST洗膜 3

次，用电化学发光法(enhanced chemiluminescence，ECL)显色检
测目的条带。膜经凝胶成像仪(Bio-rad)记录相应的表达量。
1.3 统计学分析

采用 SPSS16.0统计软件包进行统计学分析，计量资料数

据用均数± 标准误(x± s)表示，各组之间的比较采用 One-way

ANOVA分析，两两比较采用 SNK-q检验，以 P<0.05表示差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组心肌细胞存活率的比较
H9C2心肌细胞经高糖处理 48 h后，存活率显著低于对照

组(P<0.05)，而 HG+Alda-1组细胞的存活率较 HG组显著升高
(P<0.05)，HG+Alda-1+CC组细胞的存活率则明显低于 HG+Al-

da-1组(P<0.05)，见图 1。
2.2 各组心肌细胞凋亡情况的比较

采用 TUNEL染色法检测心肌细胞的凋亡程度。结果显

示，与对照组相比，高糖刺激可引起心肌细胞凋亡显著增加

(P<0.05)；而加入 Alda-1干预后显著减轻高糖刺激引起的细胞

凋亡(P<0.05)；与 HG+Alda-1组相比，Compound C可部分抵消
Alda-1的抗凋亡作用(P<0.05)，见图 2。
2.3 各组心肌细胞中 ALDH2、p-AMPK及 p-FOXO3a蛋白表达

的比较

高糖诱导的 H9C2心肌细胞中 ALDH2和 p-FOXO3a蛋白

表达水平较对照组明显降低，而 p-AMPK的表达水平显著升高
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图 1 Alda-1对高糖诱导的 H9C2心肌细胞存活率的影响

注：均数 +---± 标准误，n=5，*P<0.05 vs对照组，#P<0.05 vs 高糖 ---高糖组，&P<0.05 vs高糖 +Alda-1组。

Fig.1 Effect of Alda-1 on the cell viability of H9C2 myoblasts induced by high glucose

Note: Mean+---± SEM, n=5, *P<0.05 vs NG group, #P<0.05 vs HG group, &P<0.05 vs HG+Alda-1 group.

图 2 Alda-1对高糖诱导的 H9C2心肌细胞凋亡的影响

注：均数 +---± 标准误，n=5，*P<0.05 vs对照组，#P<0.05 vs 高糖 ---高糖组，&P<0.05 vs高糖 +Alda-1组。

Fig.2 Effect of Alda-1 on the high glucose-induced H9C2 cell apoptosis

Note: Mean+---± SEM, n=5, *P<0.05 vs NG group, #P<0.05 vs HG group, &P<0.05 vs HG+Alda-1 group.

TUNEL染色使阳性细胞呈绿色荧光：(A)NG，(B)HG，(C)NG+Alda-1，(D)HG+Alda-1，(E)HG+Alda-1+CC。DAPI使细胞核呈蓝色荧光：(F)NG，

(G)HG，(H)NG+Alda-1，(I)HG+Alda-1，(J)HG+Alda-1+CC。绿色和蓝色荧光叠加后的图片：(K)NG，(L)HG，(M)NG+Alda-1，(N)HG+Alda-1，

(O)HG+Alda-1+CC。(P)数据分析。

TUNEL-positive nuclei were visualized with fluorescein (green) in panels: (A)NG, (B)HG, (C)NG+Alda-1, (D)HG+Alda-1, (E)HG+Alda-1+CC. All

nuclei were stained with DAPI shown in blue in panels: (F)NG, (G)HG, (H)NG+Alda-1, (I)HG+Alda-1, (J)HG+Alda-1+CC. The merged images in each

group: (K)NG, (L)HG, (M)NG+Alda-1, (N)HG + Alda-1, (O)HG+Alda-1+CC. (P)Quantified data.

(P<0.05)；与 HG组比较，HG+Alda-1组 ALDH2 和 p-FOXO3a

蛋白表达显著增加，p-AMPK 蛋白表达量却显著降低 (P<0.

05)；与 HG+Alda-1组比较，HG+Alda-1+CC组 p-FOXO3a的蛋

白表达显著增强，p-AMPK蛋白表达明显降低(P<0.05)，ALDH2

的蛋白表达无显著改变；Alda-1 组与对照组 p-AMPK 及
p-FOXO3a的蛋白表达比较无明显差异，见图 3。

3 讨论

糖尿病心肌病以氧化应激和细胞凋亡为心肌损伤的特点
[15]，是造成糖尿病病人死亡的重要原因之一[16]。糖尿病心肌病的

发生、发展机制非常复杂，高血糖与心血管并发症的发生密切

相关。大量研究证实，持续高糖刺激使心肌细胞处于过度氧化

应激状态，同时可激活许多促凋亡信号[17, 18]。H9C2细胞来源于

大鼠，是同时具有骨骼肌与心肌功能的特异性心肌细胞株，常

用于研究心脏相关疾病 [19]。本研究采用高浓度葡萄糖诱导

H9C2细胞，结果显示高糖培养 48 h后，细胞的凋亡数量明显

增多，这与以往的实验结果一致[20]。

既往的研究表明，ALDH2在酒精代谢中发挥重要作用，还

能对抗氧化应激造成的线粒体损伤。肝脏内 ALDH2在对酒精

代谢产物乙醛的解毒和清除中发挥重要作用；提高 ALDH2活

性可缓解和治疗酒精中毒症状和乙醇造成的肝脏损伤，对酒精

相关性疾病及癌症的治疗有重要价值。ALDH2还可以降低氧

化应激造成的心肌细胞凋亡、减轻心肌的氧化损伤，从而产生

保护心肌的作用[21]。新近研究表明，激活 ALDH2可以对心肌发

挥保护作用，ALDH2表达的高低与糖尿病大鼠心肌功能损伤

程度密切相关[22]。Chen等[23]采用小鼠复制心肌梗死模型，在缺

血前用 Alda-1干预，发现其可以增加 ALDH2的活性，同时减

少心肌梗死面积，这提示了 Alda-1在治疗缺血 -再灌注损伤中

的价值。Alda-1是 ALDH2的激活剂，对心肌也具有保护作用，

这一重要发现为研究心肌保护机制开辟了新的途径[24]。心肌细
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图 3 Alda-1对高糖诱导的 H9C2细胞中 ALHD2---ALDH2蛋白、AMPK和 FOXO3a总蛋白及磷酸化蛋白表达的影响

注：均数 +---± 标准误，n=5，*P<0.05 vs对照组，#P<0.05 vs 高糖 ---高糖组，&P<0.05 vs高糖 +Alda-1组。

Fig.3 Effect of Alda-1 on the high glucose-induced ALDH2, the total and phosphorylated AMPK and FOXO3a expression

Note: Mean+---± SEM, n=5, *P<0.05 vs NG group, #P<0.05 vs HG group, &P<0.05 vs HG+Alda-1 group.

(A)ALDH2蛋白条带，AMPK和 FOXO3a的总蛋白和磷酸化蛋白条带；(B)定量分析 ALDH2的蛋白水平(C)定量分析 FOXO3a的蛋白水平；

(D)定量分析 AMPK的蛋白水平。

(A)Representative gel blots of ALDH2, the total and phosphorylated AMPK and FOXO3a; (B)ALDH2; (C)pFOXO3a-to-FOXO3a ratio;

(D)pAMPK-to-AMPK ratio.

胞中的活性氧主要来自于线粒体，作为细胞的“能量工厂”对疾

病的发展具有重大影响[25]。本研究的结果表明，高糖刺激后细

胞的凋亡率明显升高；加入 Alda-1干预后，相对于高糖组凋亡

的细胞数量显著减少，提示 ALDH2的激活对高糖导致的心肌

细胞凋亡有保护作用。

AMPK在大多数哺乳动物组织中表达，在调控细胞生长、

增殖和能量代谢中发挥重要作用[26]。在运动、缺血、缺氧等情况

下，细胞内 AMP/ATP比值明显升高，AMPKa亚基 Thr172磷

酸化后被激活。研究发现，AMPK不仅是“细胞能量调节器”，同

时 AMPK的激活还有助于减轻心肌缺血和细胞凋亡对机体造

成的损伤，减缓动脉粥样硬化的进程[27]。FOXO蛋白家族是一
类重要的转录因子，参与细胞生长周期、DNA损伤后修复、凋

亡等多种细胞生物学过程的信号转导和调控[28]。FOXO3a转录

因子活性受到多种调节，包括基因表达水平、翻译后修饰、蛋白

质稳定性等多个层次，其中磷酸化和去磷酸化修饰在调节

FOXO3a 蛋白的亚细胞定位及转录活性中具有重要作用[29]。

FoxO3a---FOXO3a是一种转录蛋白，可调节细胞凋亡分子和抗

细胞增殖分子的表达，具有抑制细胞增殖、促进细胞凋亡的作

用 [30]。FOXO3a激活后可调控靶基因的转录，使细胞停止在
GO/G1期，也可通过诱导促凋亡因子的表达，引起多种细胞凋

亡[31]。研究表明 FOXO3a通过调节下游靶基因诱导肿瘤细胞凋

亡[32]。FOXO3a还可以通过诱导 MAFbx蛋白降解引起肌肉萎
缩[33],是调控机体内蛋白合成和降解的重要转录因子[34, 35]。本研

究的结果显示，高糖刺激能促进心肌细胞中 AMPK的磷酸化，
明显抑制 FOXO3a 磷酸化；Alda-1 干预可抑制高糖诱导的
AMPK和 FOXO3a的磷酸化；而 AMPK的抑制剂 Compound C
可部分恢复 Alda-1对高糖诱导的这种抑制作用。因此 ALDH2
可能通过抑制 AMPK/FOXO3a通路改善高糖诱导的心肌细胞
凋亡。

综上所述，本研究表明，ALDH2 通过抑制高糖诱导的
AMPK激活、上调 FOXO3a磷酸化，减少心肌细胞凋亡，这为
研究 ALDH2在糖尿病心肌病中的保护机制提供了重要的理
论依据。我们推测，外源性 ALDH2的激活可以减轻糖尿病对
心肌造成的损伤，这种保护作用可能是通过下调 p-AMPK增加
FOXO3a转录因子磷酸化，降低高糖刺激对细胞造成的损伤从
而减少心肌细胞凋亡来实现的，但具体机制还有待进一步探

讨。
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