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【摘要】 目的  建立心肌细胞氧糖剥夺 / 复糖复氧（OGD/R）模型，模拟心搏骤停致心肌缺血再灌注损伤，

探讨低温对心肌细胞保护作用的潜在机制。方法  取对数生长期 H9C2 心肌细胞，结合预实验结果选择最佳氧

糖剥夺（OGD）及复糖复氧时间，建立 OGD/R 模型。将细胞分为 4 组：空白对照组不进行 OGD，37 ℃常温培养

24 h；OGD组进行OGD 12 h，不给予复糖复氧；OGD/R常温组进行OGD 12 h 后，37 ℃下分别给予复糖复氧4、8、

12 h；OGD/R低温组进行OGD 12 h后，34 ℃下分别给予复糖复氧4、8、12 h。采用台盼蓝染色法检测细胞存活率；

应用流式细胞仪分析线粒体膜电位（ΔΨm）变化；采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测凋亡相关蛋

白〔活化天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3/ 天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3（cleaved caspase-3/caspase-3）

比值〕、自噬相关蛋白〔微管相关蛋白 1 轻链 3B-Ⅱ/Ⅰ（LC3B-Ⅱ/Ⅰ）、p62〕、PTEN 诱导激酶 1/E3 泛素连接酶

（PINK1/Parkin）通路蛋白（PINK1、Parkin）和线粒体外膜孔道蛋白〔电压依赖性阴离子通道 3（VDAC3）〕的表达。 

结果  与空白对照组比较，OGD 组及 OGD/R 各组细胞存活率均下降，cleaved caspase-3/caspase-3、LC3B-Ⅱ/Ⅰ

比值和 VDAC3 蛋白表达均升高，说明 OGD 和 OGD/R 均可引起细胞凋亡，诱导细胞自噬增强；OGD/R 可导致

ΔΨm 下降，PINK1/Parkin 通路蛋白表达上调。说明复糖复氧可加重 OGD 造成的心肌细胞损伤，其机制可能与

PINK1/Parkin 通路有关。在 OGD/R 各组中，与常温状态比较，低温状态各时间点心肌细胞存活率均升高〔4 h： 

（65.46±0.81）%比（60.26±0.71）%，8 h：（72.76±0.23）%比（62.93±0.37）%，12 h：（77.72±0.43）%比（70.75±0.61）%， 

均 P＜0.05〕，12 h ΔΨm 下降减少（JC-1 绿色荧光 / 红色荧光强度比值：0.120±0.005 比 0.250±0.011，P＜0.05）， 

8 h、12 h cleaved caspase-3/caspase-3比值下降（8 h：0.96±0.06比1.08±0.07，12 h：0.91±0.06比1.23±0.08，均P＜ 

0.05），8 h、12 h LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值升高（8 h：1.40±0.08 比 1.16±0.08，12 h：1.51±0.11 比 1.12±0.07，均 P＜0.05）， 

12 h p62表达升高（p62/GAPDH：0.90±0.04比0.75±0.03，P＜0.05），12 h VDAC3蛋白表达降低（VDAC3/β-actin：

0.93±0.04 比 1.07±0.04，P＜0.05），12 h PINK1 和 Parkin 的蛋白表达均升高〔PINK1 蛋白（PINK1/GAPDH）：

0.98±0.06比0.80±0.05，Parkin蛋白（Parkin/GAPDH）：1.13±0.08比0.99±0.05，均 P＜0.05〕。在温度影响方面，

VDAC3 蛋白表达与自噬蛋白表达趋势相反，而 PINK1、Parkin 蛋白表达趋势则与之一致。结论  低温可减轻

OGD/R 损伤后心肌细胞凋亡，调节自噬水平，这一过程可能与调节 VDAC3 及 PINK1/Parkin 通路相关。VDAC3

可能参与低温保护 OGD/R 损伤后心肌细胞，减轻心肌细胞损伤。
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【Abstract】 Objective  To  establish  an  oxygen-glucose  deprivation/restoration  (OGD/R)  model  of 
cardiomyocytes to simulate myocardial ischemia reperfusion injury induced by cardiac arrest, and to explore the potential 
mechanism  of  hypothermia  protective  effect  on  cardiomyocytes.  Methods  H9C2  cardiomyocytes  in  logarithmic 
growth phase were selected to establish the OGD/R model by selecting the most appropriate oxygen-glucose deprivation 
(OGD) and reoxygenation time combined with the results of the preliminary experiment. The cells were divided into four 
groups: blank control group without OGD treatment, 37 ℃ room temperature culture. The OGD group was subjected to 
OGD for 12 hours without restoration of glucose and oxygen. The OGD/R with normal temperature groups were subjected 
to OGD for 12 hours followed by reoxygenation for 4, 8, and 12 hours at 37 ℃, respectively. The OGD/R hypothermia 
groups were  subjected  to OGD  for  12  hours  followed  by  reoxygenation  for  4,  8,  and  12  hours  at  34 ℃,  respectively. 
Trypan blue staining was used to detect cell viability. Flow cytometry was used to analyze the change in mitochondrial 
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membrane  potential  (ΔΨm). Western  blotting  was  used  to  detect  the  protein  expression  of  apoptosis-related  protein 
(cleaved caspase-3/caspase-3 ratio), autophagy-related proteins [microtubule-associated protein 1 light chain 3B-Ⅱ/Ⅰ  
(LC3B-Ⅱ/Ⅰ),  p62]  and  PTEN-induced  kinase  1/E3  ubiquitin  ligase  (PINK1/Parkin)  pathway  proteins  (PINK1, 
Parkin) and mitochondrial outer membrane pore protein  [voltage-dependent anion channel 3  (VDAC3)] were detected.   
Results  Compared with  the blank control group,  the cell survival rate was significantly decreased  in  the OGD group 
and OGD/R groups, and the cleaved caspase-3/caspase-3 ratio, LC3B-Ⅱ/Ⅰ ratio and the protein expression of VDAC3 
were increased, indicating that OGD and OGD/R could cause cell apoptosis and induce autophagy. In addition, OGD/R  
resulted  in  a  decrease  in ΔΨm  and  up-regulation  of  PINK1/Parkin  pathway  proteins.  These  results  suggested  that 
reoxygenation  could  aggravate  myocardial  cell  injury  induced  by  OGD,  and  the  mechanism  might  be  related  to  the 
PINK1/Parkin  pathway.  In  the  OGD/R  groups,  compared  with  normothermia,  the  survival  rate  of  cardiomyocytes  in 
hypothermia was increased at each time point [4 hours: (65.46±0.81)% vs. (60.26±0.71)%, 8 hours: (72.76±0.23)% 
vs. (62.93±0.37)%, 12 hours: (77.72±0.43)% vs. (70.75±0.61)%, all P<0.05], the decreased-ΔΨm lowed at 12 hours 
(green/red fluorescence intensity ratio of JC-1: 0.120±0.005 vs. 0.250±0.011, P<0.05), cleaved caspase-3/caspase-3 
ratio decreased at 8 hours and 12 hours (8 hours: 0.96±0.06 vs. 1.08±0.07, 12 hours: 0.91±0.06 vs. 1.23±0.08, both 
P<0.05), the LC3B-Ⅱ/Ⅰ ratio was increased at 8 hours and 12 hours (8 hours: 1.40±0.08 vs. 1.16±0.08, 12 hours: 
1.51±0.11  vs.  1.12±0.07,  both  P<0.05),  the  p62  expression  was  increased  at  12  hours  (p62/GAPDH:  0.90±0.04 
vs.  0.75±0.03, P<0.05),  the  protein  expression  of  VDAC3 was  decreased  at  12  hours  (VDAC3/β-actin:  0.93±0.04 
vs.  1.07±0.04,  P<0.05),  the  protein  expressions  of  PINK1  and  Parkin  were  increased  at  12  hours  [PINK1  protein  
(PINK1/GAPDH):  0.98±0.06  vs.  0.80±0.05,  Parkin  protein  (Parkin/GAPDH):  1.13±0.08  vs.  0.99±0.05,  both 
P<0.05].  In  terms of  temperature  influence,  the expression  trend of VDAC3 protein was opposite  to  that  of  autophagy 
proteins, while the expression trends of PINK1 and Parkin proteins were consistent with it.  Conclusions  Hypothermia 
can  alleviate  OGD/R-induced  cardiomyocyte  apoptosis  and  regulate  the  level  of  autophagy,  which  may  be  related 
to  the  regulation  of  VDAC3  and  PINK1/Parkin  pathways.  VDAC3 may  be  involved  in  the  hypothermic  protection  of 
cardiomyocytes after OGD/R injury and reduce the injury of cardiomyocytes.

【Key words】  Hypothermia; Voltage-dependent  anion  channel  3; Cardiomyocyte; Oxygen-glucose  deprivation/
reoxygenation; Autophagy; Apoptosis
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  心搏骤停是严重危害人类健康的急危重症之

一，病死率高，约 1/3 的患者死于心搏骤停后心肌功

能障碍［1］。研究表明，低温可改善心搏骤停后心肌

功能障碍［2-4］。细胞凋亡是引起心肌损伤的重要机 

制［5］。以往研究证实低温可抑制心肌细胞凋亡 ［6-7］。 

自噬是细胞通过溶酶体将受损细胞器及大分子物质

降解再利用的过程［8］，自噬激活可减轻心肌缺血损

伤，但低温对自噬的影响尚存在争议［9-10］。PTEN 诱

导激酶 1/E3 泛素连接酶（PTEN-induced kinase 1/E3 

ubiquitin ligase，PINK1/Parkin）通路在维持线粒体稳 

态中起到重要作用。线粒体受损时，PINK1/Parkin通 

路活化，触发线粒体自噬，清除受损线粒体 ［11-12］。低 

温对这一过程是否产生影响，目前尚不明确。

  电压依赖性阴离子通道3（voltage-dependent anion  

channel 3，VDAC3）是位于线粒体外膜上的孔道蛋白， 

在细胞凋亡过程中起到重要作用［13］。研究表明，低

温可增强小胶质细胞 VDAC3 泛素化，减少 VDAC3 

表达，减轻神经元损伤 ［14］。低温减轻心肌缺血再灌 

注损伤的作用靶点是否与VDAC3相关尚未可知。本

研究采用 H9C2 心肌细胞建立氧糖剥夺 / 复糖复氧 

（oxygen-glucose deprivation/restoration，OGD/R）模型，

模拟心搏骤停致心肌缺血再灌注损伤，探讨低温对

心肌细胞凋亡、自噬及线粒体的影响，为低温减轻

心搏骤停后心肌功能障碍提供可能的治疗靶点。

1 材料与方法 

1.1  H9C2 心肌细胞 OGD/R 模型建立：H9C2 心肌

细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司。取对数生

长期 H9C2 心肌细胞，胰酶消化后收集细胞，接种于

直径 6 cm 的培养皿中，每皿 0.5×106 个细胞，24 h

后更换为无糖无血清培养基，置于缺氧小室中，充入

5% CO2和95% N2预混气体4 min，夹闭进出口，放入

37 ℃培养箱培养。细胞经氧糖剥夺（oxygen-glucose  

deprivation，OGD）处理后收集上清液，更换为完全培

养基，离心后加入相应培养皿中，在 21% 氧浓度的

培养箱中继续孵育，进行复糖复氧处理。本实验通过 

首都医科大学附属北京朝阳医院动物福利与伦理工

作委员会科研课题审查（审批号：2020-动-315）

1.2  细胞分组及处理：根据预实验结果，选定最佳

OGD 时间为 12 h，最佳复糖复氧时间为 4、8、12 h。 

将H9C2心肌细胞分为4组：空白对照组不进行OGD 

处理，37 ℃常温培养 24 h；OGD 组进行 OGD 处理

12 h，不给予复糖复氧处理；OGD/R常温组进行OGD 

处理12 h后，于37 ℃常温状态下分别给予复糖复氧

处理 4、8、12 h；OGD/R 低温组进行 OGD 处理 12 h 
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后，于 34 ℃低温状态下分别给予复糖复氧处理 4、

8、12 h。

1.3  细胞存活率测定：细胞经洗涤、胰酶消化、重悬 

后，充分混匀；取 20 μL 重悬液置于 1.5 mL 小离心管

中，加入 0.2% 台盼蓝 20 μL，充分混匀；取 20 μL 重 

悬液至细胞计数板中，应用细胞分析仪检测存活率。

1.4  线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential， 

ΔΨm）检测：收集细胞，加入 10 μL JC-1 探针，37 ℃

孵育 20 min；400×g 4 ℃离心 5 min，预冷 Hank 平衡 

盐溶液（Hank balanced salt solution，HBSS）洗涤细 

胞 2 次；用 500 μL HBSS 重悬细胞，40 μm 细胞网筛

过滤细胞，制成单细胞悬液，应用流式细胞仪分析

ΔΨm 的变化。正常情况下，ΔΨm 较高，JC-1 在基

质中汇聚产生红色荧光；细胞损伤后，ΔΨm 较低，

JC-1以单体形式存在，产生绿色荧光。通过绿色荧光

与红色荧光的强度比值判断 ΔΨm 变化情况，比值 

增加代表ΔΨm 下降。

1.5  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测蛋

白表达：收集细胞，提取总蛋白并定量，计算样品上 

样体积，加入 5×上样缓冲液，100 ℃金属浴 10 min

使其变性，制作蛋白样品。通过Western blotting检测

凋亡相关蛋白〔天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3 

（caspase-3）及活化水平（cleaved caspase-3）〕、自噬相

关蛋白〔微管相关蛋白1轻链3B-Ⅱ/Ⅰ（microtubule- 

associated protein 1 light chain 3B-Ⅱ/Ⅰ，LC3B-Ⅱ/Ⅰ）、 

p62〕、PINK1、Parkin、线粒体外膜孔道蛋白（VDAC3） 

的表达。应用凝胶成像系统 Image J 软件分析条带

的灰度值，以目的蛋白与内参 β-肌动蛋白（β-actin）

或 3-磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）的灰度值比值作为目的蛋

白表达量。

1.6  统计学处理：采用GraphPad Prism 9.5软件进行 

统计分析。所有数据均符合正态分布，以均数±标准 

差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，两两

比较采用 LSD 检验。检验水准α值取双侧 0.05。

2 结 果 

2.1  低温可提高OGD/R损伤心肌细胞存活率（图1）： 

与空白对照组相比，OGD组及OGD/R各组细胞存活 

率均下降（均 P＜0.05），表明 OGD 及 OGD/R 均能引

起心肌细胞损伤。与OGD组相比，OGD/R 4 h、8 h组 

常温和低温状态及 OGD/R 12 h 组常温状态细胞存

活率均下降（均P＜0.05），表明复糖复氧可加重OGD 

造成的心肌细胞损伤；但 OGD/R 各组低温状态细胞 

存活率均高于常温状态（均 P＜0.05），表明低温可减 

轻 OGD/R 引起的心肌细胞损伤，提高细胞存活率。

2.2  低温可减少 OGD/R 损伤心肌细胞Δψm 下降

（图 2～3）：与空白对照组相比，OGD 组细胞Δψm

无明显变化。与空白对照组和 OGD 组相比，OGD/R

各组绿色荧光与红色荧光强度比值均升高（均 P＜
0.05），表明OGD/R可使H9C2心肌细胞Δψm下降。

与 OGD/R 12 h 组常温状态相比，低温状态绿色荧光

与红色荧光强度比值下降（P＜0.05），表明低温 12 h

可有效减少 OGD/R 引起的细胞Δψm 下降；OGD/R 

4 h和8 h组低温与常温状态差异虽然没有统计学意

义，但绿色荧光与红色荧光强度比值仍有下降趋势， 

表明低温4 h和8 h也可使细胞Δψm下降程度呈减 

少趋势。说明低温能够减少OGD/R引起的心肌细胞 

Δψm 下降，减轻线粒体损伤。

2.3  低温可减少 OGD/R 损伤心肌细胞凋亡相关蛋

白表达（图 4）：与空白对照组相比，OGD 组及 OGD/R 

各组细胞cleaved caspase-3/caspase-3比值均升高（均 

P＜0.05），常温状态随复糖复氧时间延长呈进行性

升高趋势，表明OGD及OGD/R均可引起心肌细胞凋

亡，且常温状态细胞凋亡呈时间依赖性。与 OGD 组

相比，OGD/R 各组常温状态细胞 cleaved caspase-3/ 

caspase-3比值均升高（均 P＜0.05），而低温状态差异 

无统计学意义（均 P＞0.05），表明复糖复氧后常温状 

态可使细胞凋亡水平升高，而低温状态细胞凋亡未 

见增加。与OGD/R 8 h、12 h组常温状态相比，低温状 

态细胞cleaved caspase-3/caspase-3比值降低（均 P＜
0.05），表明低温可减轻 OGD/R 损伤心肌细胞凋亡。

注：OGD 为氧糖剥夺，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复糖复氧；
与空白对照组比较，aP＜0.05；与 OGD 组比较，bP＜0.05；

与本组常温状态比较，cP＜0.05

图 1  各组 H9C2 心肌细胞存活率比较
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2.4  低温可调节 OGD/R 损伤心肌细胞自噬（图 5；

表 1）：与空白对照组相比，OGD 组及 OGD/R 各组

细胞 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值均升高，表明 OGD 及 OGD/R

均可使心肌细胞自噬增强。随复糖复氧时间延长，

OGD/R 组常温状态细胞LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值逐渐降低，

说明自噬增强趋势减弱；而低温状态 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比

值逐渐升高，表明自噬增强趋势逐渐增加。与OGD/R 

4 h 组常温状态相比，低温状态细胞 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比 

值呈下降趋势，但差异无统计学意义（P＞0.05），而

8 h、12 h组细胞LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值升高（均 P＜0.05）。

表明低温状态 4 h 可使自噬减弱，8 h、12 h 可使自噬 

增强，提示低温对细胞自噬有调节作用。与空白对照

组相比，OGD 组细胞 p62 蛋白表达下降（P＜0.05）； 

与 OGD 组相比，OGD/R 各组细胞p62 蛋白表达均升 

高（均P＜0.05）。OGD/R各组低温状态p62蛋白表达 

较常温状态呈升高趋势，12 h 组差异有统计学意义

（P＜0.05）。

2.5  低温可以调节 OGD/R 损伤心肌细胞 VDAC3、

PINK1、Parkin 蛋白表达（图 6；表 2）：与空白对照组

相比，OGD 组及 OGD/R 各组细胞 VDAC3 蛋白表达

均升高（均 P＜0.05）；OGD/R 4 h 组低温状态较常温

状态呈升高趋势，但差异无统计学意义（P＞0.05）， 

而 8 h 和 12 h 组较常温状态呈下降趋势，且 12 h 组

差异有统计学意义（P＜0.05）。表明低温可调节细胞 

VDAC3 表达。与空白对照组相比，OGD 组 PINK1、

Parkin 蛋白表达均升高（均 P＜0.05）。OGD/R 4 h 组 

低温状态较常温状态呈下降趋势，但差异无统计学

意义（P＞0.05），而 8 h、12 h 组较常温状态呈升高趋

势，且 12 h 组差异有统计学意义（均 P＜0.05）。表明 

低温亦可调节 PINK1、Parkin 的表达，且在温度影响

方面，与自噬蛋白表达趋势一致。

注：OGD 为氧糖剥夺，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复糖复氧，Δψm 为线粒体膜电位，FITC 为异硫氰酸荧光素，PE 为藻红蛋白

图 2  各流式细胞仪检测各组 H9C2 心肌细胞Δψm

注：OGD 为氧糖剥夺，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复糖复氧，Δψm 为
线粒体膜电位；与空白对照组比较，aP＜0.05；与 OGD 组比较，
bP＜0.05；与本组常温状态比较，cP＜0.05；通过绿色荧光与红色

荧光强度比值判断ΔΨm 变化，比值增加代表ΔΨm 下降

图 3  各组 H9C2 心肌细胞 Δψm 变化比较



·  60  · 中华危重病急救医学 2026 年 1 月第 38 卷第 1 期  Chin Crit Care Med，January 2026，Vol.38，No.1

表 2 各组 H9C2 心肌细胞 VDAC3、PINK1、Parkin
蛋白表达比较（x±s）

组别 VDAC3 蛋白
（VDAC3/β-actin）

PINK1 蛋白
（PINK/GAPDH）

Parkin 蛋白
（Parkin/GAPDH）

空白对照组 0.82±0.04（14） 0.82±0.04（7） 0.85±0.03（10）
OGD 组 1.00±0.04（14）a   1.07±0.06（7）a 1.02±0.05（10）a

OGD/R 4 h 组
　常温 1.00±0.03（14）a 0.88±0.05（7） 1.06±0.06（10）a

　低温 1.01±0.04（14）a 0.84±0.05（7） 0.97±0.04（10）a

OGD/R 8 h 组
　常温 1.04±0.02（14）a 0.93±0.05（7） 0.94±0.04（10）
　低温 1.00±0.05（14）a 0.99±0.04（7） 0.99±0.04（10）a

OGD/R 12 h 组
　常温 1.07±0.04（14）a 0.80±0.05（7） 0.99±0.05（10）a

　低温   0.93±0.04（14）ab  0.98±0.06（7）b  1.13±0.08（10）ab

注：OGD为氧糖剥夺，OGD/R为氧糖剥夺 /复糖复氧，VDAC3为

电压依赖性阴离子通道 3，PINK1 为 PTEN 诱导激酶 1，Parkin 为 E3 

泛素连接酶，β-actin 为β-肌动蛋白，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢 

酶；与空白对照组比较，aP＜0.05；与本组常温状态比较，bP＜0.05；

括号内为样本量

表 1 各组 H9C2 心肌细胞自噬相关蛋白表达比较（x±s）

组别 LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值 p62 蛋白（p62/GAPDH）

空白对照组 0.95±0.04（8） 0.94±0.08（6）
OGD 组 1.44±0.07（8）a 0.58±0.04（6）a

OGD/R 4 h 组
　常温 1.41±0.07（8）a 0.92±0.06（6）b

　低温 1.31±0.12（8）a 1.03±0.03（6）b

OGD/R 8 h 组
　常温 1.16±0.08（8）b 0.98±0.04（6）b

　低温 1.40±0.08（8）ac 1.09±0.05（6）ab

OGD/R 12 h 组
　常温 1.12±0.07（8）b 0.75±0.03（6）ab

　低温 1.51±0.11（8）ac 0.90±0.04（6）bc

注：OGD 为氧糖剥夺，OGD/R 为氧糖剥夺 / 复糖复氧，LC3B 为

微管相关蛋白 1 轻链 3B，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶；与空白

对照组比较，aP＜0.05；与 OGD 组比较，bP＜0.05；与本组常温状态

比较，cP＜0.05；括号内为样本量

3 讨 论 

  心搏骤停后多项机制可引起心功能障碍，涉及

活性氧（reactive oxygen species，ROS）产生增多、钙超 

载、炎症反应激活、儿茶酚胺释放与应用、血管内皮

损伤、微血栓形成等［15-17］。研究表明，低温可通过多 

种机制途径改善心搏骤停后的心脏功能［18］。

  本研究采用 OGD/R 模型模拟心肌缺血再灌注

损伤。在以往研究中，心肌细胞 OGD/R 模型的 OGD 

及复糖复氧时间均不相同［19-21］，可能与研究目标及

探索机制不同有关。心肌细胞相对于其他细胞（如

神经细胞）对 OGD/R 具有更好的耐受性。本研究

中对 OGD 及复糖复氧时间进行了预实验，最终选择

OGD 12 h及复糖复氧 4、8、12 h进行后续机制研究。

结果显示，OGD 组及 OGD/R 各组细胞存活率均下

降，以 OGD/R 各组更低，表明心肌细胞缺血再灌注

损伤模型建立成功；低温可以减轻细胞凋亡，减轻 

注：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，OGD 为氧糖剥夺，
OGD/R 为氧糖剥夺 / 复糖复氧，LC3B 为微管相关蛋白 1 轻链 3B， 

GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 5  Western blotting 检测各组 H9C2 心肌细胞 
自噬相关蛋白表达

注：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，OGD 为氧糖剥夺，
OGD/R 为氧糖剥夺 / 复糖复氧，VDAC3 为电压依赖性阴离子通
道3，PINK1为PTEN诱导激酶1，Parkin为E3泛素连接酶，β-actin

为β-肌动蛋白，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 6  Western blotting 检测各组 H9C2 心肌细胞 
VDAC3、PINK1、Parkin 蛋白表达

注：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，OGD 为氧糖剥夺，
OGD/R 为氧糖剥夺 / 复糖复氧，caspase-3 为天冬氨酸特异性半胱
氨酸蛋白酶 3，cleaved caspase-3 为活化 caspase-3，β-actin 为β-肌 
动蛋白；与空白对照组比较，aP＜0.05；与 OGD 组比较，bP＜0.05；

与本组常温状态比较，cP＜0.05

图 4  Western blotting 检测各组 H9C2 心肌细胞 
凋亡相关蛋白表达



·  61  ·中华危重病急救医学 2026 年 1 月第 38 卷第 1 期  Chin Crit Care Med，January 2026，Vol.38，No.1

Δψm下降，调节自噬和VDAC3表达，这一过程可能 

是通过影响 PINK1/Parkin 通路调控的。

  细胞凋亡是一种不消耗能量且不产生炎症反应

的程序性死亡，是细胞死亡重要形式之一。有研究者 

分别采用原代心肌细胞和大鼠缺血再灌注损伤模型

证实了低温可通过不同途径抑制细胞凋亡［6-7］。本

研究也证实，低温可减少 OGD/R 损伤导致的细胞存

活率降低。Δψm 下降是细胞凋亡的早期标志性事

件［22］。本研究中，OGD 后未发现Δψm 下降增多，

复糖复氧后则下降增多，而低温处理可减少 OGD/R

损伤引起的 Δψm 下降，同时可减少凋亡蛋白活化，

证实低温可减少 OGD/R 损伤后心肌细胞凋亡，明确

了低温对缺血再灌注损伤心肌细胞的保护作用。

  在通常情况下，自噬被认为是机体的一种自我

保护机制，但自噬机制破坏或过度自噬会导致细胞

死亡［23］。LC3B 是一种重要的自噬体膜蛋白，当自

噬发生时，胞质 LC3B-Ⅰ与磷脂酰乙醇胺结合形成

LC3B-Ⅱ，定位到自噬体膜上，LC3B-Ⅱ/Ⅰ能反映自 

噬水平，LC3B-Ⅱ也可作为自噬体形成的标志物 ［24］。 

p62 是重要的自噬选择性受体，能结合 LC3B 和被

泛素化的自噬底物形成自噬小体，之后与溶酶体结

合形成自噬溶酶体被清除。p62 积累可能是自噬抑

制或自噬降解缺陷的标志物［25］，也可能是自噬体

和溶酶体显著增多后代偿性增加及降解滞后导致

的［26］。自噬在心肌缺血再灌注的病理过程中同时

发挥着有益和有害的双重作用［10，27］。在心肌缺血

阶段，低 ATP 水平激活腺苷一磷酸依赖的蛋白激酶

（adenosine 5'-monophosphate-activated protein kinase，

AMPK）［28］，通过恢复 ATP 产生来维持能量平衡，缺

氧可通过激活缺氧诱导因子-1α（hypoxia-inducible 

factor-1α，HIF-1α）诱导自噬激活，此时线粒体自噬

的主要作用可能是维持能量的产生［10］，发挥保护性

作用。再灌注期间，Beclin-1 蛋白及增加的 ROS、钙

超载等发挥作用，诱导自噬进一步增加，导致自噬过

度，使细胞内蛋白或细胞器清除过多，最终造成细胞

功能障碍。也有研究者认为，在再灌注期间，自噬体

清除受损，导致细胞内“过度自噬”的假象，对细胞

产生有害作用［27，29］。有研究者分别采用家猪和大

鼠缺血再灌注损伤模型证实低温可通过激活自噬减

少心肌梗死面积，抑制细胞凋亡［30-31］；Cheng 等［32］ 

则发现低温可减轻自噬，减少心肌细胞死亡。目前

自噬对心肌缺血再灌注损伤的作用及低温对缺血再

灌注损伤后心肌细胞自噬的影响仍不明确。

  在本研究中，经 OGD/R 处理的 H9C2 心肌细胞

LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值增高，表明自噬激活，低温状态 4 h 

LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值有下降趋势，表明低温使自噬激活

受到抑制，而 8 h 和 12 h LC3B-Ⅱ/Ⅰ比值升高程度

大于相应常温状态，表明低温使自噬体数量进一步

增多，自噬被激活；低温状态 p62 蛋白表达亦增高，

可能是由于再灌注早期自噬进一步激活导致过度自 

噬，大量细胞器被自身消化，加重心肌细胞损伤，而

低温能调控自噬水平，减少自噬体与自噬溶酶体结

合，抑制细胞器自身消化，对心肌细胞起保护作用，

此时 p62 表达增加与自噬抑制导致 p62 清除减少有

关；随着再灌注时间延长，自噬抑制使受损细胞器不

能被清除导致细胞损伤时，低温使自噬大量激活，导

致自噬体及溶酶体数量增多，此时 p62 表达增高与 

p62 代偿性增多及 p62 清除具有滞后性有关。可以

推断，低温对心肌细胞缺血再灌注损伤期间自噬的

影响可能更趋向于调节自噬平衡：当自噬被过度激

活引起细胞损伤时，低温可减少过度自噬，类似于本

研究中 OGD/R 后低温状态 4 h 与常温状态 4 h 差异

虽然没有统计学意义，但低温状态自噬趋势下降，细

胞损伤减轻；当自噬减弱不能清除受损的细胞器引

起细胞损伤时，低温可激活自噬，减轻细胞损伤和凋 

亡，正如本研究中 OGD/R 后常温状态 8 h 和 12 h 与

低温状态相比虽然自噬有下降趋势，但细胞损伤和

凋亡越来越重，低温状态自噬增强，但减轻了细胞损

伤和凋亡。因此考虑自噬作为一种平衡细胞内环境

的形式而存在，低温可发挥调节自噬平衡的作用。

  VDAC 参与细胞凋亡［13］，可招募 Parkin 至受损

线粒体，在线粒体自噬中起重要作用 ［33］。VDAC3是 

VDAC亚型，具有温度调控功能［34］。本课题组既往研 

究显示，低温可增强小胶质细胞 VDAC3 泛素化，减

少 VDAC3 表达，减轻神经元损伤 ［14］。本研究显示，

低温可调节VDAC3表达，减轻心肌细胞损伤。因此，

VDAC3 可能参与低温对心肌细胞的保护作用。

  研究表明，心肌细胞损伤后，线粒体受损，线粒

体外膜 PINK1 增加，招募 Parkin 至线粒体外膜［35］；

线粒体外膜 VDAC3 亦可同时招募 Parkin 至线粒体

外膜［33］。VDAC3 作为线粒体膜蛋白可被泛素标记， 

自噬体包裹泛素标记的线粒体，形成自噬体，与溶酶

体结合而被清除。本研究证实，低温可调节VDAC3、 

PINK1、Parkin 蛋白的表达，可能与调节自噬及通过

PINK1/Parkin 通路使 VDAC3 泛素化有关，其具体机

制及通路仍需进一步探索。
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  综上所述，本研究从细胞及蛋白水平证实低温

可提高 OGD/R 损伤心肌细胞存活率，减少Δψm 下

降和心肌细胞凋亡，并且可调节自噬。这一过程可

能与调节VDAC3及PINK1/Parkin通路相关，VDAC3 

可能参与低温对 OGD/R 损伤心肌细胞的保护作用，

但具体作用通路及对基因表达的影响尚未明确。未

来将继续探讨低温调节 VDAC3 和自噬对心肌细胞

产生保护作用的具体通路，并实施动物实验验证。
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