
·  331  ·中华危重病急救医学 2026 年 4 月第 38 卷第 4 期　Chin Crit Care Med, April 2026, Vol.38, No.4

·论著·

一氧化碳诱导 H9c2 细胞中毒性 
损伤模型的建立
刘安平 1　刘玉泠 2　卢敏 1　何婧 1　段海真 1　喻安永 1

1遵义医科大学附属医院急诊科，遵义  563003；2遵义医科大学科技学院，遵义  563003 
通信作者：喻安永，Email：anyongyu@163.com

【摘要】 目的  观察一氧化碳对心脏源性 H9c2 细胞的影响，确定一氧化碳引起 H9c2 细胞损伤的合适浓

度和中毒时间。方法  体外培养 H9c2 细胞，待细胞进入对数生长期后传代，并根据实验要求给予不同的培养

条件。① 采用一氧化碳荧光探针定性检测 H9c2 细胞内一氧化碳。通过不同浓度（1×10-3、2×10-3、3×10-3、

4×10-3）一氧化碳刺激 H9c2 细胞 3 h，采用细胞计数试剂盒-8（CCK-8）检测细胞存活率；选择浓度为 3×10-3

的一氧化碳刺激H9c2细胞1、2、3、4、6 h，采用CCK-8检测细胞存活率。根据筛选结果进行后续实验。② 将H9c2 

细胞分为空白对照组和一氧化碳中毒组。空白对照组在常规条件下培养；一氧化碳中毒组在一氧化碳浓度为

3×10-3 的便携式细胞培养装置中培养 3 h。复氧 21 h 后，倒置相差显微镜下观察 H9c2 细胞形态学变化；倒置

荧光显微镜下观察细胞活性氧（ROS）发生情况；采用 JC-1 荧光染色法检测细胞线粒体损伤情况；采用酶联免

疫吸附试验（ELISA）检测细胞上清液中肌酸激酶同工酶（CK-MB）、心肌肌钙蛋白 T（cTnT）水平。结果  ① 定性 

检测结果显示，一氧化碳可进入 H9c2 细胞。3×10-3 一氧化碳处理组细胞存活率降低至约 50%，且低于空白对

照组〔（52.27±4.29）% 比（99.42±0.49）%，P＜0.05〕；当一氧化碳浓度为 1×10-3 时，细胞存活率轻度降低，而

一氧化碳浓度为 4×10-3 时，细胞活性过度抑制。与空白对照组比较，3×10-3 一氧化碳作用 3 h 时细胞存活率

下降〔（52.81±5.28）% 比 100%，P＜0.05〕，作用不超过 2 h 时细胞存活率仅轻度上升，而作用 4 h 后细胞存活率

过度抑制。因此选择浓度为 3×10-3 的一氧化碳刺激 H9c2 细胞 3 h 作为一氧化碳损伤心肌细胞条件进行后续

实验。② 与空白对照组比较，一氧化碳中毒组细胞形态固缩，细胞膜粗糙，细胞贴壁性较差，死细胞增多，细胞内

ROS 水平升高（荧光强度：195.97±5.16 比 98.53±4.08，P＜0.05），说明一氧化碳可诱发氧化应激反应增强，细

胞死亡增加。一氧化碳中毒组细胞MMP较空白对照组降低（红色/绿色荧光强度比值：0.92±0.02比1.13±0.08， 

P＜0.05），说明一氧化碳损伤了H9c2细胞线粒体。与空白对照组比较，一氧化碳刺激后H9c2细胞上清液中心肌

损伤标志物 CK-MB 及 cTnT 含量均升高〔CK-MB（μg/L）：33.26±1.93 比 20.05±1.43，cTnT（ng/L）：131.18±4.87 

比66.40±3.57，均P＜0.05〕，说明一氧化碳诱导了H9c2细胞损伤。结论  一氧化碳浓度为3×10-3刺激H9c2细 

胞 3 h 可建立一氧化碳中毒性心肌损伤模型。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  effect  of  carbon  monoxide  on  cardiac  H9c2  cells  and  determine  the 
appropriate  concentration  and  exposure  time  for  carbon  monoxide-induced  injury  in  H9c2  cells.  Methods  H9c2 
cells  were  cultured  in vitro,  passaged  upon  reaching  the  logarithmic  growth  phase,  and  subjected  to  different  culture 
conditions according to the experimental requirements. 1) Carbon monoxide fluorescence probe was used for qualitative 
detection  of  carbon monoxide  in H9c2  cells.  H9c2  cells  were  exposed  to  different  concentrations  (1×10-3,  2×10-3, 
3×10-3, 4×10-3) of carbon monoxide for 3 hours, and cell viability was detected by cell counting kit-8 (CCK-8). H9c2 
cells were exposed to carbon monoxide at a concentration of 3×10-3 for 1, 2, 3, 4, 6 hours, and cell viability was detected 
by CCK-8. Subsequent experiments were performed based on  the screening results. 2) H9c2 cells were divided  into a 
blank control group and a carbon monoxide poisoning group. The blank control group was cultured under conventional 
conditions,  while  the  carbon monoxide  poisoning  group  was  cultured  in  a  portable  cell  culture  device  with  a  carbon 
monoxide concentration of 3×10-3  for 3 hours. After 21 hours of  reoxygenation, morphological changes of H9c2 cells 
were observed under inverted phase contrast microscope. The occurrence of reactive oxygen species (ROS) was observed 
under  inverted  fluorescence  microscope.  Mitochondrial  damage  was  detected  by  JC-1  fluorescence  staining  method. 
The levels of MB isoenzyme of creatine kinase (CK-MB) and cardiac troponin T (cTnT) in H9c2 cells supernatant were 
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detected  by  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  Results  1)  Qualitative  detection  results  showed  that 
carbon monoxide could enter H9c2 cells. Cell  viability  in  the 3×10-3  carbon monoxide  treatment  group was  reduced 
to  approximately 50%, and  lower  than  that  in  the blank control  group  [(52.27±4.29)% vs.  (99.42±0.49)%, P<0.05). 
Cell viability was slightly decreased at a carbon monoxide concentration of 1×10-3, while  it was excessively  inhibited 
at  a  carbon monoxide  concentration  of  4×10-3.  Compared with  the  blank  control  group,  cell  viability  was  decreased 
after  3  hours  of  3×10-3  carbon  monoxide  exposure  [(52.81±5.28)%  vs.  100%,  P<0.05],  slightly  increased  before  
2 hours, and excessively inhibited after 4 hours. Therefore, exposure of H9c2 cells to carbon monoxide at a concentration 
of 3×10-3  for 3 hours was  selected as  the condition  for  establishing carbon monoxide-induced myocardial  cell  injury 
in  subsequent  experiments.  2) Compared with  the  blank  control  group,  cells  in  the  carbon monoxide  poisoning  group 
showed  morphological  changes  (pyknosis,  rough  cell  membrane,  poor  adherence,  and  increased  dead  cells),  and 
intracellular  ROS  levels  were  increased  (fluorescence  intensity:  195.97±5.16  vs.  98.53±4.08,  P<0.05),  indicating 
that carbon monoxide could enhance oxidative stress and  increase cell death. MMP in  the carbon monoxide poisoning 
group was decreased as compared with the blank control group (ratio of red/green fluorescence intensity: 0.92±0.02 vs. 
1.13±0.08, P<0.05),  indicating  that carbon monoxide damaged mitochondria  in H9c2 cells. Compared with  the blank 
control group, the levels of myocardial injury markers CK-MB and cTnT in H9c2 cells supernatant were increased after 
carbon monoxide stimulation [CK-MB (μg/L): 33.26±1.93 vs. 20.05±1.43, cTnT (ng/L): 131.18±4.87 vs. 66.40±3.57, 
both P<0.05], indicating that carbon monoxide induced H9c2 cells injury.  Conclusion  A model of carbon monoxide-
induced toxic myocardial injury can be established by stimulating H9c2 cells with a carbon monoxide concentration of 
3×10-3 for 3 hours.
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  一项全球流行病学数据分析显示，急性一氧化

碳中毒（acute carbon monoxide poisoning，ACMP）是气

体中毒致死的主要原因之一 ［1］。据统计，美国每年

急诊科因一氧化碳中毒就诊的人数超过 5 万人［2］， 

而全球范围内一氧化碳中毒的累计发病率及病死率

约为 137/100 万和 4.6/100 万 ［1］，其中生活性中毒是

主要的中毒原因［3］，严重威胁着人类的健康，已经成 

为日益严重的公共卫生问题。中毒后，一氧化碳通过

肺迅速弥散入血，与血红蛋白结合形成碳氧血红蛋

白，从而引起低氧血症，而心脏是人体中对缺氧最为 

敏感的器官之一。研究表明，大约1/3的中度至重度

一氧化碳中毒患者会出现心功能障碍，包括心律失

常、左心室收缩功能障碍和心肌梗死；中度至重度 

ACMP 致心肌损伤患者的长期病死率显著增加［4-5］。

因此，研究一氧化碳对心肌细胞的影响是预防和治

疗中毒性心肌损伤的关键。本研究利用混合气体培

养法建立心脏源性 H9c2 细胞损伤模型，通过筛选

一氧化碳气体浓度、中毒时间确定最佳制模条件，

并通过观察该条件下细胞的形态，测定细胞培养基

中肌酸激酶同工酶（MB isoenzyme of creatine kinase，

CK-MB）、心肌肌钙蛋白 T（cardiac troponin T，cTnT）

和细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）、线粒 

体膜电位（mitochondrial membrane potential，MMP）水 

平，对中毒性心肌细胞损伤模型进行验证，以期为一

氧化碳中毒致心肌损伤研究建立一种稳定可靠的细

胞模型。

1 材料与方法 
1.1 实验材料

1.1.1 细胞株来源及伦理：H9c2 细胞购自武汉普诺

赛生命科技有限公司。本研究不涉及人体或活体动 

物实验，经遵义医科大学附属医院实验动物福利伦

理委员会审查，根据《涉及人的生物医学研究伦理

审查办法》及相关规定，认定本研究符合伦理豁免条 

件，免于伦理审查。

1.1.2 主要设备：超净工作台（型号：HR40-IIA2）、 

-20 ℃冰箱（型号：HYCD-205）购自青岛海尔生物

医疗股份有限公司；CO2 细胞培养箱（型号：4111）、 

-80 ℃超低温冰箱（型号：902-ULTS）、全波长酶标

仪（型号：MultiskanskyHigh）购自美国赛默飞世尔科

技有限公司；自制便携式细胞培养装置；高压灭菌

器（型号：CT90B）购自上海伯能仪器有限公司；倒

置荧光显微镜（型号：DM500+ICC50、DMi8）、倒置相

差显微镜（型号：DMi1+C1）购自德国徕卡显微系统 

公司；电子分析天平（型号：Secura224-1CN）购自北

京赛多利斯科学仪器有限公司；高速冷冻离心机（型 

号：CHT210R）购自湖南湘仪实验室仪器开发有限公 

司；制冰机（型号：SIM-F140）购自日本松下控股株

式会社。

1.1.3 主要试剂：高糖培养基购自武汉普诺赛生命

科技有限公司；胎牛血清、青霉素-链霉素、胰蛋白

酶购自美国赛默飞世尔科技有限公司；一氧化碳、

细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）购自
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苏州新赛美生物科技有限公司；CheKineTM ROS 检

测试剂盒、MMP 分析试剂盒购自武汉亚科因生物

技术有限公司；一氧化碳荧光探针 FL-CO-1（型号：

CAY-10732）购自北京范德生物科技公司；CK-MB

和 cTnT 酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immuno-

adsordent assay，ELISA）检测试剂盒购自江苏酶免实

业有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养：H9c2细胞用含有10%胎牛血清和 

1% 青霉素-链霉素溶液的 DMEM 在 37 ℃加湿空气

（5% CO2）中培养 24 h，H9c2 细胞进入对数生长期

后传代，以5 000个/孔的密度接种于不同的孔板中，

24 h 后更换培养液，并根据实验要求给予不同的培

养条件。

1.2 实验参数筛选

1.2.1 一氧化碳浓度筛选：首先将 H9c2 细胞密度

调整为5 000个 /孔，以每孔100 μL平行接种到5个 

96 孔板中，每个 96 孔板设置 6 个复孔。将细胞置于

含有 5% CO2 及 37 ℃的三气培养箱中培养过夜。随

后将5个96孔板分为空白对照组和不同浓度一氧化 

碳处理组。空白对照组继续在相同的三气培养箱条

件下培养；一氧化碳处理组则被移至自制便携式细

胞培养装置中，通过管道向装置内充入一氧化碳气

体，通过一氧化碳浓度测定仪确保最终的一氧化碳

浓度分别为 1×10-3、2×10-3、3×10-3、4×10-3，并将

细胞培养装置移至 37 ℃培养箱中培养 3 h。最后，

采用 CCK-8 检测各组细胞存活率，选择细胞存活率

降至约 50% 的一氧化碳浓度用于后续实验。

1.2.2 一氧化碳制模时间筛选：根据 1.2.1 中描述的

方法，将 H9c2 细胞均匀接种到 6 块 96 孔板中。在

正常条件下培养 24 h 后，将细胞分为空白对照组和

不同暴露时间的一氧化碳处理组（一氧化碳浓度为 

3×10-3）。空白对照组继续在常规条件下培养；一氧

化碳处理组转移至自制简易密封箱中，向密封箱中

充入一氧化碳气体，使一氧化碳浓度达到 3×10-3， 

并分别培养1、2、3、4、6 h。采用CCK-8测定各组细 

胞存活率，选择细胞存活率降至约 50% 的时间点用

于后续实验。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 细胞活性分析：使用 CCK-8 检测细胞活性。

将制备好的细胞悬液（5×104/μL）加到 96 孔板，并

置于含95% O2、5% CO2 的 37 ℃培养箱中培养24 h，

将 96 孔板放入含有不同浓度一氧化碳便携式细胞

培养装置中孵育 3 h，最后在每孔中加入 CCK-8 溶

液 10 μL，培养 1.5 h。采用酶标仪测定 450 nm 波长

处吸光度值，并计算细胞存活率，细胞存活率（%）＝

（实验组吸光度值－空白吸光度值）/（空白对照组吸

光度值－空白吸光度值）×100%。

1.3.2 细胞内一氧化碳定性检测：采用一氧化碳荧

光探针 FL-CO-1 检测 H9c2 细胞内一氧化碳水平。

该探针检测原理基于一氧化碳的强还原性，即可将

Pd2+ 还原为 Pd0，诱导钯催化的烯丙基化反应（Tsuji-

Trost 反应）并释放绿色荧光团［6］。实验分为 4 组：

FL-CO-1 组仅加入探针；FL-CO-1+PdCl2 组加入探

针和 PdCl2；FL-CO-1+PdCl2+一氧化碳释放分子 3

（carbon monoxide-releasing molecule-3，CROM-3）组

加入探针、PdCl2、CROM-3；CO+FL-CO-1+PdCl2 组

将细胞置于含一氧化碳的便携式细胞培养装置中培

养 3 h，再加入探针和 PdCl2。各组细胞处理结束后，

于倒置相差显微镜下观察细胞形态变化，并于倒置

荧光显微镜下观察并采集图像。

1.3.3 光镜下观察 H9c2 细胞形态：将 H9c2 细胞以

5×104/mL 密度接种于 24 孔板培养 24 h，待细胞完

全贴壁后，分为空白对照组和一氧化碳中毒组。空

白对照组在常规条件下培养；一氧化碳中毒组在一

氧化碳浓度为 3×10-3 的便携式细胞培养装置中培

养 3 h，复氧 21 h 后倒置相差显微镜下拍照，观察一

氧化碳对 H9c2 细胞形态的影响。

1.3.4 CK-MB 和 cTnT 含量检测：按照试剂盒说明

书，采用 ELISA 检测 H9c2 细胞上清液中 CK-MB 和

cTnT 含量。

1.3.5 ROS 水平测定：按照 CheKineTM ROS 检测试

剂盒说明书处理 H9c2 细胞，然后与 10 μmol/L 2'，7'-

二氯二氢荧光素二乙酸酯（2',7'-dichlorodihydrofluor

escein diacetate，DCFH-DA；用无血清 DMEM 稀释）

装载，37 ℃避光孵育 40 min。用无血清 DMEM 洗涤 

细胞 3 次，倒置荧光显微镜下观察细胞并收集图像，

结果以荧光强度表示。

1.3.6 MMP 检测：根据 MMP JC-1 荧光染色检测试

剂盒说明书，将 H9c2 细胞与 JC-1 试剂 37 ℃避光孵

育 30 min 后，应用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered 

saline，PBS）洗涤 3 次，通过倒置荧光显微镜观察细

胞并收集图像。当 MMP 较高时，JC-1 在线粒体基

质中聚集形成聚合物，产生红色荧光（λex＝525 nm，

λem＝590 nm）；当 MMP 较低时，JC-1 会以单体形式

在线粒体基质中积累，产生绿色荧光（λex＝490 nm，
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λem＝530 nm）。以倒置荧光显微镜下红色 / 绿色荧

光强度比值表示 MMP。

1.4 统计学方法：分别使用 GraphPad Prism 10.0.2

和 SPSS 29.0软件进行图表绘制与数据统计分析。数

据基于 Shapiro-Wilk 正态性检验均呈正态分布，以 

均数 ± 标准差（x±s）表示，采用 Student t 检验完成

两组间的比较。检验水准α值取双侧 0.05。

2 结 果 
2.1 H9c2 细胞内一氧化碳定性：为验证便携式细

胞培养装置中的一氧化碳能否进入H9c2细胞，采用 

FL-CO-1 荧光探针进行定性检测，并观察细胞形态。

倒置相差显微镜下显示（图 1A～1D），FL-CO-1 组和 

FL-CO-1+PdCl2 组细胞形态完好，呈长梭形或纺锤 

形，胞质均匀、细胞核清晰；FL-CO-1+PdCl2+CROM-3 

组细胞出现皱缩、胞质空泡增多、细胞核固缩等损

伤表现；CO+FL-CO-1+PdCl2 组细胞损伤最为严重，

胞体皱缩为圆形，胞质高度空泡化，细胞核固缩或碎

裂。倒置荧光显微镜下显示（图 1E～1H），FL-CO-1

组和 FL-CO-1+PdCl2 组均未见绿色荧光；FL-CO-1+ 

PdCl2+CROM-3 组有少量绿色荧光；CO+FL-CO-1+ 

PdCl2 组绿色荧光强度显著增强。上述结果证实，便

携式细胞培养装置中的一氧化碳可进入H9c2细胞。

2.2 一氧化碳刺激对 H9c2 细胞活性的影响（图 2）： 

通过不同浓度（1×10-3、2×10-3、3×10-3、4×10-3） 

一氧化碳刺激H9c2细胞3 h后发现，3×10-3 一氧化 

碳处理组细胞存活率降低至约 50%，且低于空白对

照组（P＜0.05）；当一氧化碳浓度为 1×10-3 时，细

胞存活率仅轻度降低，而当一氧化碳浓度为 4×10-3

图 1　各组心脏源性H9c2细胞形态学变化及一氧化碳进入细胞情况　倒置相差显微镜下显示，一氧化碳荧光探针FL-CO-1组（A）和FL-CO-1+ 
PdCl2 组（B）细胞形态完好，呈长梭形或纺锤形，胞质均匀透亮，细胞核轮廓清晰，细胞立体感佳，无明显胞体皱缩、肿胀或空泡化改变； 
FL-CO-1+PdCl2+一氧化碳释放分子 3（CROM-3）组（C）细胞形态发生明显改变，胞体由长梭形转为短梭形或不规则多边形，胞体皱缩、边缘模
糊，胞质空泡增多增大，细胞核固缩，细胞立体感显著减弱；CO+FL-CO-1+PdCl2 组（D）细胞损伤进一步加重，大量胞体皱缩呈圆形或类圆形， 
体积缩小，边缘界限模糊，胞质高度空泡化且反光性增强，细胞核固缩或碎裂，细胞立体感完全消失。倒置荧光显微镜下显示，FL-CO-1 组（E）
和 FL-CO-1+PdCl2 组（F）细胞内均未观察到绿色荧光，无特异性 FL-CO-1 染色信号；FL-CO-1+PdCl2+CROM-3 组（G）细胞内出现少量绿色荧
光分布，提示存在微量一氧化碳探针结合信号；CO+FL-CO-1+PdCl2 组（H）细胞内绿色荧光信号强度显著高于FL-CO-1+PdCl2+CROM-3组，荧 
光分布广泛且亮度明显增强　FL-CO-1 荧光探针染色　高倍放大

注：与空白对照组比较，aP＜0.05

图 2　以不同浓度一氧化碳刺激 3 h（A）及以 3×10-3 浓度一氧化碳刺激不同时间点（B）心脏源性 H9c2 细胞存活率比较



·  335  ·中华危重病急救医学 2026 年 4 月第 38 卷第 4 期　Chin Crit Care Med, April 2026, Vol.38, No.4

时，细胞活性过度抑制。采用浓度为 3×10-3 的一氧 

化碳刺激 H9c2 细胞 1、2、3、4、6 h 后发现，当一氧

化碳作用 3 h 时细胞存活率下降至约 50%，且低于

空白对照组（P＜0.05）；作用不超过 2 h 时细胞存活

率轻度上升，而作用4 h后细胞存活率过度抑制。因 

此，选择浓度为 3×10-3 的一氧化碳刺激 H9c2 细胞

3 h 作为一氧化碳损伤心肌细胞条件进行后续实验。

2.3 一氧化碳刺激对 H9c2 细胞 ROS 水平的影响：

与空白对照组比较，一氧化碳刺激后细胞形态固缩，

细胞膜粗糙，细胞贴壁性较差，死细胞增多（图 3），

且细胞内绿色荧光增多（图 4），定量分析显示 ROS

水平升高（荧光强度：195.97±5.16 比 98.53±4.08，

P＜0.05）。表明一氧化碳可诱发氧化应激反应增强，

细胞死亡增加。

图 3　倒置相差显微镜下观察两组心脏源性 H9c2 细胞形态学变化 
空白对照组（A）细胞贴壁生长状态良好，边缘清晰可见，呈梭形状
态；一氧化碳中毒组（B）细胞形态固缩，细胞膜较粗糙，细胞贴壁性
较差，死细胞增多　低倍放大

图 4　倒置荧光显微镜下观察两组心脏源性 H9c2 细胞内活性氧
（ROS）表达　空白对照组（A）细胞内可见少量绿色荧光；一氧化碳
中毒组（B）细胞内绿色荧光信号显著增强，且分布广泛　2'，7'-二氯 
二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）荧光探针染色　高倍放大

图 5　倒置荧光显微镜下观察两组心脏源性 H9c2 细胞线粒体膜电
位变化　空白对照组细胞内以红色荧光（JC-1 聚合物，高膜电位）为
主；一氧化碳中毒组细胞内绿色荧光（JC-1 单体，低膜电位）显著增
强，提示一氧化碳中毒可导致 H9c2 细胞线粒体膜电位下降　JC-1 
荧光染色　高倍放大

2.4 一氧化碳刺激对 H9c2 细胞 MMP 的影响：空白

对照组主要以红色荧光聚合物的形式存在；3×10-3 

一氧化碳刺激H9c2细胞3 h后，绿色荧光增多，红色

荧光聚合物减少（图 5）。定量分析显示，一氧化碳中

毒组细胞 MMP 较空白对照组降低（红色 / 绿色荧光 

强度比值：0.92±0.02 比 1.13±0.08，P＜0.05）。表明 

一氧化碳可损伤 H9c2 细胞中的线粒体。

2.5 一氧化碳刺激对 H9c2 细胞 CK-MB 及 cTnT 含

量的影响（表 1）：与空白对照组比较，一氧化碳刺激

后 H9c2 细胞上清液中心肌损伤标志物 CK-MB 及 

cTnT 含量均升高（均 P＜0.05）。表明一氧化碳诱导

了 H9c2 细胞损伤。

表 1　两组心脏源性 H9c2 细胞上清液中 CK-MB 
及 cTnT 含量比较（x±s）

组别 孔数（个） CK-MB（μg/L） cTnT（ng/L）

空白对照组 6 20.05±1.43 66.40±3.57
一氧化碳中毒组 6   33.26±1.93 a 131.18±4.87 a

注：CK-MB 为肌酸激酶同工酶，cTnT 为心肌肌钙蛋白 T；与空

白对照组比较，aP＜0.05

3 讨 论 
  一氧化碳是人体内重要的内源性气体信号分

子，主要由血红素加氧酶催化亚铁血红素分解产生，

对维持生物体的正常功能起重要作用。但当机体发

生病理改变致内源性一氧化碳产生增多或者外源性

吸入一氧化碳时，与炎症［7］、心脏毒性［8］、糖尿病［9］ 

等多种疾病的发生发展密切相关。大量研究表明，一 

氧化碳可诱导患者及大鼠心肌细胞损伤，导致心脏

功能受损［10-13］。ACMP 可通过缺氧和氧化应激导致 

心肌损伤，而铁死亡在其中的作用机制尚不明确，深

入研究可为相关防治策略提供理论基础［14］。

  相对于动物实验或临床试验而言，细胞培养具

有多种优势，包括容易获取、实验条件可人为调控、

样本具有高度一致性及便于单独观察特定变量［15］。

尽管原代细胞更接近在体状态，但原代培养成功率

低、成本高、操作困难，且在细胞培养过程中容易自

然老化，从而导致无法持续传代。H9c2 细胞源于胚

胎 BD1X 大鼠心脏组织的原始克隆细胞株的亚克
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隆，在形态、生理、生化功能等方面具有骨骼肌的许

多特性。该细胞株可用于心血管疾病的研究，具有

易获得、生长迅速、稳定复制等优点，已成为研究心

脏生物学和疾病较理想的工具细胞。

  研究一氧化碳中毒对H9c2细胞的损伤作用，对 

于探索一氧化碳中毒诱导心肌损伤的机制具有重要

意义。目前用于研究一氧化碳中毒的模型主要以在

体动物模型为主，缺乏体外细胞模型。研究表明，物

理性缺氧模型是目前较为常用的体外缺氧实验模型

之一［16］，而缺氧也是一氧化碳中毒的主要机制。因

此，本研究主要参照物理性缺氧模型建立一氧化碳

中毒模型，采用混合气体培养法，即利用增加培养环

境中的一氧化碳气体比例，从而模拟细胞一氧化碳

中毒损伤过程。本研究应用自制便携式细胞培养装

置对细胞进行一氧化碳中毒处理，制备细胞模型，旨

在为一氧化碳中毒致心肌损伤的机制研究提供可靠

的细胞模型。

  本研究中一氧化碳定性检测结果显示，采用一

氧化碳及 CROM-3 处理 H9c2 细胞后均可在细胞内

观察到绿色荧光，以一氧化碳处理后绿色荧光增多

更明显，说明一氧化碳可通过上述方法进入H9c2细 

胞；CCK-8 检测结果显示，一氧化碳浓度为 3×10-3

条件下培养3 h即可造成H9c2细胞损伤。一氧化碳 

进入体内竞争性与血红蛋白结合，形成不易解离的

碳氧血红蛋白，导致机体缺氧。氧是心肌细胞进行

能量代谢的重要原料，缺氧会影响心肌细胞代谢，产

生大量的氧自由基及 ROS，使心肌细胞氧化与抗氧

化功能打破正常工作状态，产生氧化应激损伤。本

研究表明，一氧化碳处理后细胞形态改变，多数细胞

呈圆形，细胞膜较粗糙，细胞贴壁性较差，死细胞增

多，ROS 水平较空白对照组升高；此外，与空白对照

组比较，一氧化碳中毒组细胞中 JC-1 染色绿色荧光

减少，红色荧光增多。上述结果表明，一氧化碳处理

后细胞内 ROS 增多，MMP 降低，加重了细胞损伤。

同时，本研究 ELISA 检测结果显示，一氧化碳中毒

组细胞上清液中 CK-MB、cTnT 含量较空白对照组

升高，说明一氧化碳处理可导致 H9c2 细胞损伤。

  综上所述，H9c2 细胞在 3×10-3 一氧化碳浓度

条件下培养 3 h 可以建立中毒性心肌损伤模型。该

模型操作方便、可重复性强，自制便携式细胞培养

装置更加贴近于生活中发生中毒的环境，为深入研

究体外心肌细胞一氧化碳中毒致心肌损伤提供了便

利条件。然而，一氧化碳中毒影响因素复杂，除引起

组织缺氧及线粒体功能障碍外，还可导致炎症免疫

及自身免疫反应，后续研究将深入考察相关因素对

细胞损伤的影响，以便建立更合理的细胞模型。
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