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脓毒症是一种以全身炎症反应和组织损伤为

特征的临床综合征，可导致机体循环衰竭、多器官

功能障碍甚至死亡，是全球危重患者死亡的主要原

因之一［1］。脓毒症涉及心脏、肺脏、肾脏、肌肉等全

身器官组织。骨骼肌萎缩是脓毒症严重的并发症之

一，膈肌损伤严重者可发展为脓毒症相关膈肌功能

障碍 （sepsis-induced diaphragm dysfunction，SIDD），进

而危及患者生命［2］。目前，脓毒症患者膈肌损伤仍

然缺乏有效的指南性用药［3］。

脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS） 可促进炎性凋
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摘要  目的 探讨左西孟旦通过PTEN/Akt通路抑制脂多糖 （LPS） 引起C2C12细胞凋亡的机制。方法 CCK-8法检测不同浓度

左西孟旦对C2C12细胞存活率的影响，选择有保护作用的左西孟旦浓度。将C2C12细胞随机分为4组：空白对照组 （CON组）、左西

孟旦预处理后的对照组 （CON+L组）、LPS处理组 （LPS组）、左西孟旦预处理后的LPS处理组 （LPS+L组）。采用CCK-8法检测C2C12

细胞的存活率； hoechst33342染色细胞核观察细胞的凋亡情况； 采用实时PCR、Western blotting检测C2C12细胞PTEN/Akt通路凋

亡指标的mRNA及蛋白表达水平。siRNA-PTEN转染C2C12细胞，敲除PTEN基因，检测其对凋亡通路蛋白表达的影响。结果 左

西孟旦能够提高LPS损伤后C2C12细胞的存活率，降低凋亡率。siRNA-PTEN抑制了PTEN基因的表达，PTEN/Akt信号通路相关

mRNA与蛋白发生相应改变，导致C2C12细胞凋亡率下降。结论 左西孟旦可以通过PTEN/Akt通路抑制LPS引起的C2C12细胞凋

亡。
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Levosimendan inhibits lipopolysaccharide-induced C2C12 cell apoptosis via the
PTEN/Akt pathway
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Abstract  Objective To investigate whether levosimendan can inhibit the apoptosis of C2C12 cells induced by lipopolysaccharide 

（LPS） through the PTEN/Akt pathway. Methods  C2C12 cells were randomly divided into four groups：blank control group，control group 

comprising cells treated with levosimendan only，LPS-treated group，and a group comprising cells pretreated with levosimendan for 24 

h a subsequently treated with LPS for 48 h. The survival rate of C2C12 cells was determined via the CCK-8 method，and cell apoptosis 

was assessed via Hoechst 33342 staining. The mRNA and protein expression levels of PTEN/Akt pathway components were evaluated 

via RT-qPCR and Western blotting，respectively. C2C12 cells were also transfected with siRNA to knockdown the PTEN gene，and the 

effect on the protein expression of apoptotic pathway components was determined. Results  Levosimendan increased the survival rate 

and decreased the apoptosis rate of C2C12 cells after LPS treatment. PTEN gene expression was inhibited by siRNA and the mRNA 

and protein levels of PTEN/Akt signaling pathway components changed correspondingly. Furthermore，the apoptosis rate of C2C12 cells 

decreased. Conclusion  Levosimendan can inhibit LPS-induced C2C12 cell apoptosis via the PTEN/Akt pathway.

Keywords  levosimendan； PTEN； lipopolysaccharide； C2C12 cells 

基金项目：辽宁省应用基础研究计划联合计划项目 （2022JH2/10150

0051） 

作者简介：张苗苗 （1996-），女，医师，硕士.

通信作者：焦光宇，E-mail：jiaogy@sj-hospital.org

收稿日期：2023-05-16

网络出版时间：2024-01-10 16:01:48

中国医科大学学报  第53卷  第2期  2024年2月

Journal of China Medical University  Vol.53  No.2  Feb. 2024



·122·

亡因子的产生并抑制抗氧化活性，是导致脓毒症的

主要原因之一。过度凋亡引起的损伤在脓毒症损伤

中起关键作用。研究［4］报道，左西孟旦可抑制LPS诱

导的脓毒症大鼠炎症和细胞凋亡。然而，左西孟旦

对LPS诱导的C2C12细胞凋亡损伤的调控机制尚不

清楚。有研究［5］证实，左西孟旦可能通过调节第10号

染色体磷酸酶和张力蛋白同源物 （phosphatase and 

tensin homolog deleted on chromosome ten，PTEN） /蛋

白激酶B （protein kinase B，Akt） 信号通路来预防阿霉

素引起的心脏毒性，PTEN/Akt信号通路是重要的细

胞抗凋亡应激防御机制之一［6］。本研究旨在探讨左

西孟旦对LPS诱导的C2C12细胞凋亡的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料 

C2C12小 鼠 成 肌 细 胞 （中 国 科 学 院），DMEM

高糖培养基 （中国普诺赛生命科技有限公司），胰

蛋白酶消化液 （中国碧云天生物技术有限公司），

青霉素-链霉素溶液 （中国碧云天生物技术有限

公 司），胎 牛 血 清 （美 国Gibco公 司），CCK-8 （中 国

APEBIO公 司），左 西 孟 旦 （中 国 齐 鲁 制 药 有 限 公

司），hoechst33342活细胞染色液 （中国碧云天生物

技术有限公司），LPS （中国索莱宝生物科技有限公

司），PTEN抗 体 （英 国Biorbyt公 司），p-Akt抗 体 （中 国

Abmart公司），AKT抗体 （中国万类生物科技有限公

司），BAX抗 体 （中 国Abmart公 司），Bcl-2抗 体 （中 国

Abmart公司），caspase-3抗体 （中国万类生物科技有

限公司），α-Tubulin抗体 （武汉三鹰生物技术有限公

司），山羊抗兔抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司），

siRNA-PTEN试剂盒 （中国北京合生生物科技有限

公司），二氧化碳培养箱 （中国博科生物科技有限公

司），离心机 （美国赛默飞科技有限公司），酶标仪 （美

国赛默飞科技有限公司），倒置显微镜 （日本尼康公

司），荧光倒置显微镜 （日本尼康公司）。

1.2 C2C12细胞的培养与分组 

胎牛血清配置10%高糖培养液培养C2C12细

胞，待细胞生长至70%~80%传代，于80%给予2%马

血清诱导细胞分化。将C2C12细胞依次分为空白对

照组 （CON组）、左西孟旦预处理后的对照组 （CON+L

组）、LPS处理组 （LPS组） 和左西孟旦预处理后的LPS

处理组 （LPS+L组）。CON组C2C12细胞用无血清培

养液培养；CON+L组C2C12细胞用左西孟旦预处理

24 h；LPS组C2C12细胞用无血清培养液处理24 h，再

使用LPS （10 μg/mL） 处理48 h；LPS+L组细胞用左西

孟旦预处理24 h，LPS （10 μg/mL） 处理48 h。

1.3 CCK-8法测定C2C12细胞存活率 

将C2C12细胞接种在96孔板中，待细胞生长至

70%~80%。CCK-8法选择合适的起保护作用的左西

孟旦浓度，分别使用不同浓度的左西孟旦 （0、1、10、

20、50、100 μmoL/L） 孵 育C2C12细 胞24 h。CCK-8法

检测左西孟旦对LPS诱发的C2C12细胞存活率的作

用，实验分组同1.2。待给药结束，弃去旧的培养液，

加入富含10% CCK-8的无血清培养液100 μL，摇晃

混匀，在二氧化碳孵箱中培养1~2 h，于酶标仪450 

nm处检测细胞吸光度 （optical density，OD） 并记录。

细胞存活率=处理组OD/未处理组OD×100%。

1.4 Hoechst33342检测各组C2C12细胞凋亡情况 

将C2C12细 胞 接 种 至12孔 板，待 细 胞 生 长 至

70%~80%，分组给药，结束后弃去上清液，PBS洗净，

分别加入1 mL培养液，每孔给予10 μL Hoechst33342

活细胞染色液混匀，于37 ℃ 5%CO2培养箱中培养10 

min，弃含有染料的培养液，用PBS洗涤3次，倒置荧

光显微镜下观察。

1.5 实时PCR检测PTEN/Akt通路mRNA表达水平 

用TRIzol提取RNA并进行逆转录，之后在荧光

定量PCR仪器上进行扩增，引物序列PTEN-F，5’-AA

GACCATAACCCACCACAGC-3’，PTEN-R，5’-ACCA

GTTCGTCCCTTTCCAG-3’；Bax-F，5’-GGCGAATTG

GAGATGAACTG-3’，Bax-R，5’-AAAGTAGAAGAG

GGCAACCA-3’；Bcl-2-F，5’-AGGATTGTGGCCTTCT

TTGA-3’，Bcl-2-R，5’-ACCTACCCAGCCTCCGTTAT-

3’；caspase-3-F，5’-ACGGTCCTCCTGGTCTTTG-3’，

caspase-3-R，5’-TGGCTGGCTGCATTGC-3’；β-actin-F，

5’-TGGGAATGGGTCAGAAGGA-3’，β-actin-R，5’-A

TTGAGAAAGGGCGTGGC-3’，以β-actin为 内 参。10 

μL反 应 体 系 包 括2×Taq Pro Universal SYBR q PCR 

Master Mix 5 μL，上、下游引物 （10 μmol/L） 各0.2 μL，

cDNA （50 μg/L） 1.0 μL，灭 菌 水3.6 μL。引 物 由 北 京

生物科技有限公司合成。PCR扩增条件为95 ℃预

变性5 min，95 ℃ 10 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s共40个循

环。每组设3个复孔，采用2-ΔΔCt法计算各基因mRNA

相对表达量。
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1.6 Western blotting检测PTEN/Akt相关通路蛋白表

达水平 

使用含有PMSF的RIPA缓冲液提取各组C2C12

细胞的总蛋白。等量的蛋白经过12.5%胶分离并转

到PVDF膜 上，在 无 蛋 白 封 闭 液 中 封 闭10 min。然

后将膜与PTEN、p-Akt、Akt、Bax、Bcl-2、caspase-3和

α-Tubulin一抗 （稀释比例1 ∶ 1 000） 4 ℃孵育过夜。

将与一抗反应过的膜与HRP标记的二抗 （稀释比例

1 ∶ 6 000） 在室温下孵育1 h。使用增强型ECL检测免

疫复合物。蛋白质的灰度值使用Image J定量分析。

1.7 siRNA-PTEN敲 除PTEN基 因，检 测C2C12细 胞

中PTEN/Akt通路蛋白表达情况 

培养C2C12细胞，待细胞生长至70%~80%，随机

分为CON组、LPS组、LPS+siRNA-NC组和LPS+siRNA-

PTEN组，CON组不做处理，LPS组用10 μg/mL LPS处

理48 h，siRNA-NC与siRNA-PTEN转染至C2C12细胞，6 

h换液，24 h后给予10 μg/mL LPS。48 h后收集细胞并

提取蛋白。

1.8 统计学分析 

采用GraphPad Prism 6.0软件进行统计分析，分

析数据以x-±s表示，采用单因素方差分析和Tukey’s

多重比较方法，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度左西孟旦对C2C12细胞存活率的影响

分别用0、1、10、20、50、100 μmoL/L的左西孟旦

处理C2C12细胞，发现10 μmoL/L左西孟旦对C2C12

细胞存活率无明显影响 （P > 0.05），1 μmoL/L左西孟

旦可提高细胞存活率 （P < 0.05），而20、50、100 μmoL/L 

左西孟旦可降低细胞存活率 （P < 0.05）。本研究选

择1 μmoL/L左西孟旦作为最适的保护用药浓度进行

后续实验，见图1。                               

2.2 左西孟旦对LPS诱导的C2C12细胞存活率的影

响

CCK-8法检测细胞存活率，与CON组和CON+L

组比较，LPS组细胞的存活率下降为74.41%；与LPS

组比较，LPS+L组细胞存活率上升为92.65%，差异有

统计学意义 （P = 0.01），见图2。

2.3 左西孟旦可减轻LPS诱导的C2C12细胞凋亡 

Hoechst 33342染色结果显示，CON和CON+L组

细胞呈暗蓝色，说明细胞状态良好；LPS组部分细胞

呈亮蓝色，可看到细胞核凝结与核碎裂，表明细胞

发生凋亡；LPS+L组亮蓝色细胞减少，提示发生凋亡

的细胞减少，见图3。

2.4 左西孟旦对PTEN/Akt信号通路mRNA的影响

与CON组 和CON+L相 比，LPS组PTEN、Bax与

caspase-3 mRNA表达量分别较前升高77.07%、261.63%、

47.31% （P < 0.05）；与LPS组比较，LPS+L组Bax与

caspase-3 mRNA表达水平较前降低68.65%、52.36%，

Bcl-2 mRNA表达水平升高117.83% （P < 0.05），见图

4。

2.5 左西孟旦对LPS诱导的PTEN/Akt信号通路蛋白

的影响 

图1  不同浓度左西孟旦对C2C12细胞存活率的影响

Fig.1  Effect of  levosimendan concentration on  the survival 

rate of C2C12 cells
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图2  左西孟旦对LPS诱导的细胞存活率的影响

Fig.2  Effect of levosimendan on the survival rate of LPS-treated 

cells
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与CON组和CON+L组相比，LPS组PTEN、Bax、

caspase-3蛋白表达水平升高，p-Akt与Bcl-2蛋白表达

降 低 （P < 0.05）；与LPS组 比 较，LPS+L组PTEN、Bax、

caspase-3蛋白表达水平降低，p-Akt与Bcl-2蛋白表达

水平升高 （P < 0.05），见图5。

2.6 siRNA-PTEN敲除PTEN基因对PTEN/Akt通路

A，PTEN mRNA；B，Bax mRNA；C，Bcl-2 mRNA；D，caspase-3 mRNA. *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，compared with control group；#P < 0.05，

compared with LPS group.

图4  左西孟旦对PTEN/Akt信号通路mRNA的影响

Fig.4  Effect of levosimendan on the mRNA levels of genes associated with the PTEN/Akt signaling pathway

A，protein expression in different groups；B，differences in protein expression of different groups. *P < 0.05，**P < 0.01，compared with control group；

#P < 0.05，##P < 0.01，compared with LPS group.

图5  左西孟旦对LPS诱导的C2C12 PTEN/Akt信号通路蛋白的影响

Fig.5  Effect of levosimendan on the expression of PTEN/Akt signaling pathway proteins in LPS-treated C2C12 cells

A，CON group；B，CON+L group；C，LPS group；D，LPS+L group.

图3  左西孟旦对C2C12细胞凋亡的影响 ×200

Fig.3  Effect of levosimendan on the apoptosis of C2C12 cells  ×200
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蛋白表达的影响

与CON组相比，LPS组与LPS+siRNA-NC组PTEN、

Bax、caspase-3蛋白表达水平升高，p-Akt与Bcl-2蛋白

表达降低 （P < 0.05）；与LPS组和LPS+siRNA-NC组比

较，LPS+siRNA-PTEN组PTEN、Bax、caspase-3蛋 白

表达水平降低，p-Akt与Bcl-2蛋白表达水平升高 （P < 

0.05），见图6。

A，protein expression in the different groups；B，differences in protein expression in each group. *P < 0.05，**P < 0.01，compared with control group，#P < 

0.05，##P < 0.01，compared with LPS group.

图6  siRNA-PTEN敲除PTEN基因对PTEN/Akt通路蛋白表达的影响

Fig.6  Effect of siRNA-PTEN knockdown on the expression of PTEN/Akt pathway proteins

3 讨论

脓毒症可诱发膈肌发生凋亡，然而其通路和机

制尚未完全明确。本研究结果显示，在体外左西孟

旦可靶向PTEN抑制LPS诱导的C2C12细胞凋亡。

脓毒症被定义为机体因感染而失控的宿主反

应所致的危及生命的器官功能障碍。治疗手段主要

包括抗感染、血流动力学管理与机械通气等［7］，然

而临床上并没有治疗膈肌的指南性药物［8-9］。左西

孟旦是一种钙增敏剂，主要通过在肌肉激活过程中

稳定钙和肌钙蛋白复合物之间的相互作用发挥增

强肌力的作用。除此之外，左西孟旦还有抗氧化、调

节免疫与抑制凋亡的作用。有研究［10］表明，左西孟

旦预处理可提高部分肝切除术后脓毒症大鼠的存

活率，这与其抑制肝细胞中诱导型一氧化氮合酶的

生成相关。左西孟旦会影响通气的脓毒症小鼠膈肌

的氧化和炎症通路［4］，还可减轻脓毒症大鼠凝血功

能障碍和器官功能障碍［11］。然而左西孟旦减轻膈

肌细胞凋亡的具体信号通路尚未明确。研究［12-13］表

明，左西孟旦可以通过清除自由基以及与线粒体相

关的凋亡通路，保护心肌细胞免受高半胱氨酸诱导

的氧化应激和细胞凋亡；左西孟旦可能通过调节

PTEN/Akt信号通路来预防阿霉素引起的心肌凋亡。

C2C12成肌细胞与心肌细胞同属肌肉细胞，因此预

测左西孟旦也可通过PTEN/Akt通路起到抗C2C12细

胞凋亡的作用。

PTEN是一种具有磷酸酶活性的肿瘤抑制分

子，通过结合配体进一步激活胞内PI3K，PI3K/Akt是

细胞中一条关键的信号通路，广泛参与细胞增殖、

分化及凋亡的各个过程，是维持细胞生长、发育和

凋亡的重要机制之一［14-17］。PTEN缺失可增加Akt的

磷酸化并阻断Akt调控的下游信号事件，从而避免相

关凋亡通路的激活，保护细胞免于凋亡。活化的 Akt 

能够通过磷酸化抗凋亡蛋白 （如Bcl-2）、抑制Bcl-2
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相关X蛋白 （Bcl-2 associated X protein，Bax） 与Bax形

成异二聚体，进而抑制线粒体释放凋亡因子及细胞

色素C，减少caspase家族活化，最终有效阻断细胞凋

亡［18-19］。

本研究通过CCK-8、Hoechst33342活细胞染色

法、实时PCR与Western blotting分别检测了LPS诱导

C2C12细胞损伤情况下细胞存活率、细胞凋亡率、凋

亡相关指标的情况。结果显示，左西孟旦可以降低

LPS诱导后C2C12细胞的凋亡率。siRNA-PTEN敲除

PTEN基因，凋亡通路被抑制进而对C2C12细胞起到

抗凋亡的作用。综上所述，左西孟旦可以通过PTEN/

Akt通路抑制LPS引起的C2C12细胞凋亡，这为左西

孟旦治疗脓毒症相关膈肌功能障碍提供了可能性。
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