
ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０３Ｅ０１８０４１ ·基础研究·

冬凌草甲素减轻自噬对阿霉素诱导心肌细胞凋亡的保护作用

张秀萍，钟　诚，张　鹏　（榆林市第二医院心血管内科二病区，陕西 榆林 ７１９０００）

［摘　要］　目的　探究冬凌草甲素对阿霉素诱导心肌细胞凋亡的作用及机制。方法　将细胞随机分为 Ｈ９Ｃ２组、Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ
组、Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５μＭ）组、Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（１０μＭ）组和Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（２０μＭ）组，除Ｈ９Ｃ２组外，其余组用阿霉素处理，Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５，１０，２０μＭ）组同
时给予相应浓度的冬凌草甲素，试剂盒检测超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）浓度，ＣＣＫ８检测细胞增殖，流式细胞术检测细
胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐ６２和ＬＣ３的表达，免疫荧光检测ＬＣ３表达。结果　与Ｈ９Ｃ２组比较，Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组
ＳＯＤ浓度明显降低，ＭＤＡ浓度明显升高；与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５，１０，２０μＭ）组ＳＯＤ浓度明显升高，ＭＤＡ浓度明显降低；
同时，Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组细胞增殖速度明显低于Ｈ９Ｃ２组，细胞凋亡率明显增高；Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５，１０，２０μＭ）组细胞增殖速度与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组
比较明显升高，细胞凋亡率明显降低；此外，阿霉素能显著升高 Ｂｅｃｌｉｎ１表达水平和 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的比值，抑制 Ｐ６２表达；冬凌草甲
素（５，１０，２０μＭ）能显著减弱阿霉素对Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和Ｐ６２表达的调控作用。结论　冬凌草甲素能通过抑制自噬减轻阿霉
素诱导的心肌细胞凋亡。
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　　阿霉素（Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ）是一类蒽环类的抗生素，具
有广谱的抗癌活性，能减缓乳腺癌、肺癌、膀胱癌及甲

状腺癌等癌症的发展进程，被广泛地应用于癌症的治

疗，但其不良反应限制了阿霉素的应用［１３］，其中心脏

毒性是其最主要的不良反应。研究表明，连续２～３ｄ
使用阿霉素即可造成心肌损伤［４］，最终可发展为心律

不齐和心脏衰竭，甚至导致患者死亡［５］，因此探究阿

霉素诱导心肌损伤的机制，发现具有心肌保护作用

的新药物是降低阿霉素不良反应的关键。有研究表

明，自噬在调控心脏的结构和功能方面发挥了重要作

用［６］；也有研究表明，自噬是阿霉素诱导心肌细胞损

伤的主要作用机制之一，异常的自噬可导致心肌细胞

凋亡［７］。因此，抑制自噬可能有利于减轻阿霉素诱导

心肌损伤。冬凌草甲素（Ｏｒｉｄｏｎｉｎ）是从中药冬凌草中
提取的一类二萜类化合物，具有抗癌、抗菌、免疫调节

及抗氧化活性，具有调控细胞自噬的作用［８９］，但是否

能通过调控自噬减轻阿霉素诱导的心肌细胞损伤还未

见报道。本文采用阿霉素诱导心肌细胞凋亡并给予冬

凌草甲素，探究冬凌草甲素对阿霉素诱导心肌细胞凋

亡的作用及机制。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂
大鼠心肌细胞细胞株Ｈ９Ｃ２由中国科学院上海细胞

库提供。细胞培养液ＤＭＥＭ和胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ
公司。冬凌草甲素购自河南济世药业，纯度９９．５％。超
氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ，货号：Ａ００１
１１）和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ，货号：Ａ００３１）
试剂盒购自南京建成生物工程研究所，ＣＣＫ８试剂盒
（货号：Ｃ００３７）和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒（货号：
Ｃ１０６３）购自碧云天生物技术公司。ＲＩＰＡ裂解液（货
号：Ｒ００１０）和ＢＣＡ试剂盒（货号：ＰＣ００２０）购自北京索
莱宝科技公司。Ｂｅｃｌｉｎ１（货号：ａｂ２０７６１２）、Ｐ６２（货号：
ａｂ１０９０１２）和ＬＣ３（货号：ａｂ１９２８９０）一抗及实验所用二
抗购自英国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　细胞分组及模型复制

用含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ细胞培养液将大
鼠心肌细胞系 Ｈ９Ｃ２细胞培养于３７℃、５％ＣＯ２的细
胞培养箱中，隔天换液，细胞融化率达到８５％以上时
进行传代培养。将细胞随机分为 Ｈ９Ｃ２组、Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ
组、Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５μＭ）组、Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（１０μＭ）组和Ｏｒｉｄｏｎｉｎ
（２０μＭ）组，每组６个复孔。除 Ｈ９Ｃ２组外，其余组加
入阿奇霉素进行处理，使其终浓度为 １μＭ。同时，
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５μＭ）组、Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（１０μＭ）组和 Ｏｒｉｄｏｎｉｎ
（２０μＭ）组分别加入５μＭ、１０μＭ和２０μＭ的冬凌草
甲素，其余２组给予等量溶剂处理，４８ｈ后进行相应
检测。

１．３　试剂盒检测氧化应激分子的浓度
用冬凌草甲素处理细胞 ４８ｈ后，收集细胞上清

液，以１０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心４ｍｉｎ后取上清液根据
试剂盒说明书检测细胞上清液中抗氧化酶 ＳＯＤ和氧
化产物ＭＤＡ的浓度。
１．４　ＣＣＫ８检测细胞增殖

将细胞以 １×１０４个／ｍＬ的密度接种于 ９６孔板
中，每孔１００μＬ细胞悬液，同时加入１μＭ的阿霉素
和５μＭ、１０μＭ、２０μＭ的冬凌草甲素分别处理０ｄ、
１ｄ、２ｄ、３ｄ和４ｄ后，每孔加入１０μＬ的ＣＣＫ８试剂，
室温孵育４ｈ后，用酶标仪检测各组细胞吸光度，计算
细胞增殖倍数（增殖倍数 ＝细胞吸光度／０ｈＨ９Ｃ２组
细胞吸光度×１００％）。
１．５　流式细胞术检测细胞凋亡

用阿霉素和冬凌草甲素处理细胞４８ｈ后，弃去细
胞培养液，用缓冲液清洗细胞３次并用胰酶收集细胞，

将细胞密度调整至１×１０６个／ｍＬ，用７０％预冷的乙醇
于４℃固定２ｈ后，加入ＰＩ染色液和ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ避
光室温孵育１５ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达

用ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白并用ＢＣＡ试剂盒
检测蛋白浓度、调平。每组取等量蛋白，用１０％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离蛋白，采用半干法将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜，
用５％ ＢＳＡ封闭蛋白，加入适宜浓度一抗４℃孵育过
夜，第２天洗去未结合一抗 （Ｂｅｃｌｉｎ１∶１∶１２００；Ｐ６２，
１∶１０００；ＬＣ３，１∶１０００），加入二抗室温封闭１ｈ。随后洗
去未结合二抗，滴加化学发光显色液于暗室曝光显影。

１．７　免疫荧光检测ＬＣ３表达
将用冬凌草甲素处理后的细胞用４％多聚甲醛室

温固定３０ｍｉｎ，随后滴加ＴｒｉｔｏｎＸ１００对细胞膜进行打
孔。１５ｍｉｎ后弃去ＴｒｉｔｏｎＸ１００，滴加１０％封闭用山羊
血清，室温孵育２ｈ。封闭完成后，加入ＬＣ３一抗４℃
封闭过夜，抗体浓度为１∶２００。第２天洗去未结合一
抗，加入ＦＩＴＣ标记的荧光二抗（１∶３００）室温孵育１ｈ，
随后洗去未结合二抗，滴加 ＤＡＰＩ即用液室温处理
１５ｍｉｎ，洗净后于荧光显微镜下观察染色情况。
１．８　统计学分析

用统计软件ＳＰＳＳ１９．０对所有实验数据进行统计
分析，组间差异采用单因素方差分析进行分析。所有

实验结果采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，以Ｐ＜０．０１为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　冬凌草甲素对氧化应激的影响
与Ｈ９Ｃ２组比较，Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组细胞上清液中抗

氧化酶 ＳＯＤ的浓度显著降低，氧化产物 ＭＤＡ浓度显
著升高；与 Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５，１０，２０μＭ）
组ＳＯＤ浓度明显升高，ＭＤＡ浓度明显降低，表明冬凌草
甲素能抑制阿霉素诱导的Ｈ９Ｃ２细胞氧化应激（图１）。
２．２　冬凌草甲素对细胞增殖的影响

与Ｈ９Ｃ２组比较，Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组细胞增殖速度明
显降低；用冬凌草甲素处理细胞 ４ｄ后，Ｏｒｉｄｏｎｉｎ
（５，１０，２０μＭ）组细胞增殖速度与 Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较
均明显升高，表明冬凌草甲素能促进 Ｈ９Ｃ２细胞增殖
（图２）。
２．３　冬凌草甲素对细胞凋亡的影响

流式细胞术实验结果表明，阿霉素能显著提高

Ｈ９Ｃ２细胞的凋亡率，冬凌草甲素（５，１０，２０μＭ）能显
著减弱阿霉素对 Ｈ９Ｃ２细胞凋亡的诱导作用，表明冬
凌草甲素能抑制心肌细胞凋亡（图３、４）。
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ａ：ＳＯＤ浓度；ｂ：ＭＤＡ浓度　：与Ｈ９Ｃ２组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与
Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０１
图１　冬凌草甲素对上清液中ＳＯＤ和ＭＤＡ浓度影响

：与Ｈ９Ｃ２组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０１；
△：与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　冬凌草甲素对Ｈ９Ｃ２细胞增殖的影响

ａ：Ｈ９Ｃ２组；ｂ：Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组；ｃ：Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５μＭ）组；ｄ：Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（１０μＭ）组；ｅ：Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（２０μＭ）组
图３　流式细胞术检测细胞凋亡

：与Ｈ９Ｃ２组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０５；
△：与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０１

图４　冬凌草甲素对Ｈ９Ｃ２细胞凋亡的影响
２．４　冬凌草甲素对自噬的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明，与Ｈ９Ｃ２组比较，Ａｄｒｉ
ａｍｙｃｉｎ组细胞Ｂｅｃｌｉｎ１表达水平和ＬＣⅡ／ＬＣ３Ⅰ的比值
明显升高，Ｐ６２表达水平明显降低；与 Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比
较，Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５，１０，２０μＭ）组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１表达水平和
ＬＣⅡ／ＬＣ３Ⅰ的比值明显降低，Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（１０，２０μＭ）组Ｐ６２
表达水平明显升高（图５）。同时，免疫荧光实验结果
显示，Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组细胞ＬＣ３的表达量显著高于Ｈ９Ｃ２
组，Ｏｒｉｄｏｎｉｎ（５，１０，２０μＭ）组细胞 ＬＣ３表达量明显高
于Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组，表明冬凌草甲素能减弱阿霉素诱导
的Ｈ９Ｃ２细胞自噬（图６、７）。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；ｂ：蛋白相对表达量分析　：与Ｈ９Ｃ２组比
较，Ｐ＜０．０１；△：与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０１
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测冬凌草甲素对 Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｐ６２和 ＬＣ３蛋

白表达的影响
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图６　免疫荧光检测冬凌草甲素对ＬＣ３表达量的影响

：与Ｈ９Ｃ２组比较，Ｐ＜０．０１；△：与Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ组比较，Ｐ＜０．０１
图７　ＬＣ３表达量定量分析

３　讨论

阿霉素是一类蒽环类药物，临床常用于各类癌症

的治疗，但因其具有较强的心脏毒性而限制了应

用［１０１１］。研究表明，１５～２５ｍｇ／ｋｇ的阿霉素即具有心
脏毒性，２４ｍｇ／ｋｇ及以上剂量的阿霉素可导致小鼠心
脏严重损伤［１２］。静脉连续给予癌症患者阿霉素数月

可导致左心室重构，发展为慢性心肌病和充血性心力

衰竭，导致患者死亡［１３］。临床研究表明，心肌阿霉素

积累量达到６５０ｍｇ／ｍ２的患者中有超过７０％的患者
都会发生充血性心力衰竭［３］。目前只能通过降低阿

霉素使用剂量、终止阿霉素使用和与右雷佐生联用减

轻阿霉素的心脏毒性［１４］，并且还没有研究证明这些方

法及药物既能显著改善阿霉素的心脏毒性又能不影响

阿霉素的抗癌活性。因此，寻找降低阿霉素心脏毒性

的新方法及新药物显得尤为重要。冬凌草甲素是中药

冬凌草的有效成分之一，研究表明冬凌草甲素具有广

谱的抗癌活性，并且能防止放射治疗的副反应，增强癌

细胞对放疗的敏感性［１５１６］。但冬凌草甲素是否能减

轻抗癌药物阿霉素的心脏毒性还未见报道。本研究采

用阿霉素直接诱导心肌细胞损伤并给予不同剂量的冬

凌草甲素，以期探究冬凌草甲素对阿霉素心脏毒性的

作用。

　　氧化应激是阿霉素诱导心肌损伤的主要机制之
一。研究表明，阿霉素的使用可诱导线粒体活性氧的

大量产生和心肌的损伤［１７］。大量氧化自由基可造成

细胞线粒体功能障碍和ＤＮＡ损伤，导致细胞凋亡和坏
死［１８］。心肌细胞凋亡和坏死是导致心功能衰竭的最

直接原因［１９］。研究发现，中药提取物黄芪素能通过减

轻心肌细胞氧化应激抑制小鼠心肌细胞凋亡，从而减

轻阿霉素对小鼠的心毒性［２０］。本研究发现，冬凌草甲

素能显著升高阿霉素处理后细胞上清液中 ＳＯＤ的浓
度，降低ＭＤＡ的浓度。ＳＯＤ是一类抗氧化酶，能够通
过清除氧化自由基减轻氧化应激对机体的损伤。

ＭＤＡ是脂质过氧化过程中的一类重要的中间产物，与
氧化损伤程度呈正相关，提示冬凌草甲素能减弱阿霉

素诱导的心肌 Ｈ９Ｃ２细胞氧化应激。此外，阿霉素还
能显著抑制增殖、诱导凋亡，冬凌草甲素能减轻阿霉素

对心肌细胞增殖和凋亡的作用，并具有剂量依耐性，表

明冬凌草甲素能对抗阿霉素诱导的心肌 Ｈ９Ｃ２细胞凋
亡，并随浓度升高作用逐渐增强，提示冬凌草甲素可能

具有减轻阿霉素化疗所带来的心脏毒性的作用。

　　自噬是清除蛋白质聚集体和受损细胞器的重要机
制。在正常生理条件下，自噬可维持心肌细胞内环境

的稳定，异常的自噬可导致心肌细胞细胞器损伤及心

肌细胞的凋亡和坏死［２１］。已有研究表明，自噬在阿霉

素导致的心功能衰竭过程中发挥着重要的调控作

用［２２］。Ｂｅｃｌｉｎ１是自噬体形成的重要调节蛋白之一，
与ＬＣ３共同参与自噬体的形成［２３］。研究表明，Ｂｅｃｌｉｎ１
在自噬体的形成的启动阶段发挥重要作用，能诱导

ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣⅡ转化，参与自噬溶酶体膜的延伸，指导
自噬体的形成，因此常被作为自噬体形成的标志［２４］。

Ｐ６２则主要参与蛋白质的泛素化，随着自噬的进行不
断地被降解，表达水平与自噬呈负相关［２４］。本研究

中，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光实验结果均表明阿霉素能
显著升高心肌细胞 Ｈ９Ｃ２的 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达水平和
ＬＣⅡ／ＬＣ３Ⅰ的比值，抑制 Ｐ６２的表达，表明阿霉素诱
导了Ｈ９Ｃ２细胞自噬。冬凌草甲素能显著减弱阿霉素
对Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣⅡ／ＬＣ３Ⅰ和 Ｐ６２的调控作用，提示冬凌
草甲素能抑制阿霉素诱导的自噬。

　　综上所述，冬凌草甲素能升高阿霉素处理后
Ｈ９Ｃ２细胞上清液中 ＳＯＤ的浓度，降低 ＭＤＡ浓度，并
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促进Ｈ９Ｃ２增殖、抑制细胞凋亡；同时，冬凌草甲素还
能显著减弱阿霉素对 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣⅡ／ＬＣ３Ⅰ和 Ｐ６２的
调控作用和阿霉素对ＬＣ３表达的促进作用，表明冬凌
草甲素能抑制阿霉素诱导的心肌 Ｈ９Ｃ２细胞氧化应激
和自噬，从而抑制心肌细胞凋亡。本研究首次初步探

究了冬凌草甲素对阿霉素诱导的心肌细胞凋亡的作用

和机制，提示冬凌草甲素可能改善阿霉素用于癌症患

者治疗的不良反应，为临床减轻阿霉素心脏毒性副作

用提供了新的潜力药物。
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