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促红细胞生成素对阿霉素诱导的心肌细胞凋亡的 

预防作用研究 

唐汉博，高百顺，宋 兵，李天成，杨小芳 

(兰州大学第一医院心血管外科，兰州 730000) 

【摘 要】目的：研究促红细胞生成素(Erythropoietin，EPO)预防阿霉素(Doxorubicin，DOX)诱导的心肌细胞凋亡的作用。方法：原 

代培养乳鼠心肌细胞，随机分为空白对照组、模型对照组及不同浓度(6．25、25、100 IU／m1)EPO预处理组，各组预处理 24 h后加 

入 5 ug／ml的 DOX。24 h后采用流式细胞术检测细胞凋亡率 ，甲基噻唑基四唑(Methyl thiazolyl tetrazolium，MTF)法检测细胞活 

力，流式细胞术检测凋亡蛋白Bcl一2和 Bax的表达。结果：与空白对照组相比模型对照组细胞活力明显减低，凋亡率显著增高。 

不同浓度 EPO预处理的心肌细胞活力较模型对照组显著增高，细胞凋亡率显著降低，并且凋亡抑制蛋白Bcl一2的表达增高，凋 

亡蛋白 Bax的表达降低。结论 ：EPO对 DOX诱导的心肌细胞的损伤具有预防作用，其机制可能与调节凋亡相关蛋白Bcl一2和 

Bax有关。 
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Attenuation of erythropoietin to doxorubicin-induced apoptosis in myocardial 

cells of rats 
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【Abstract]Objective：To investigate the preventive effect of erythropoietin (EPO)on doxorubicin (DOX)一induced apoptosis in 

myocardial cells of rats．Methods：Cells were cultured in vitro and treated with different concentrations(6．25，50，1 00 IU／m1)of EPO for 

24 hours，then the myocardial cells were exposed to DOX (5 I~g／m1)．After 24 hours，the apoptosis ratio was detected by flow cytometry， 

and cell viability was detected by methyl thiazolyl tetrazolium．The expression of apoptotic protein Bcl一2／Bax was detected by flow 

cytometry．Results i The antiapoptotic effect of EPO was in a concentration manner．The survival rate of cells was increased，and the 

apoptosis ratio decreased．Conclusion：EPO has protective effect against DOX -induced apoptosis in myocardial cells．EPO may increase 

the expression of apoptosis protein Bcl一2／Bax and decrease the apoptosis ratio． 
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当机体处于缺氧状态时促红细胞生成素(Erythropoietin， 

EPO)可以由缺氧诱导因子(Hypoxia inducible factor，HIF)家 

族诱导产生，EPO是一种多功能细胞因子超家族成员，不仅 

存在于血液系统，还存在于人体的其它组织如肝脏、大脑、子 

宫 、血管内皮细胞 、平滑肌细胞、心肌细胞等。EPO与其受体 

(Erythropoietin receptor，EPO—R)结合后通过一系列信号转导 

途径减少细胞凋亡 ，提高细胞的生存率。心血管系统疾病大 

多与细胞凋亡有关 ，如心衰、心肌炎、各种类型的心肌病以及 

缺血 一缺氧再灌注损伤等均为心肌细胞凋亡所导致的。最近 

的许多研究都利用阿霉素(Doxorubicin，DOX)来诱导心肌细 

胞凋亡模型，进行心肌细胞凋亡机制以及药物应用方面的研 
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究。在大鼠自身免疫性心肌炎模型中，EPO可以通过减弱炎 

症细胞的浸润和细胞因子的表达改善心功能和心脏炎症，本 

研究将研究 EPO对 DOX诱导的心肌细胞凋亡的预防作用。 

1 材料与方法 

1．1 药品与试剂 

SpragueDawley 0～2 d龄乳鼠 20～30只(兰州大学医学 

院实验动物中心提供)。注射用盐酸阿霉素(浙江海正药业股 

份有限公司)，Eagle培养基(Dulbecco’smodification ofEagle’s 

mediumDulbecco，DMEM)(GIBc0公司)；胰蛋白酶 Difcol(250 

GIBCO公司)；胎牛血清(浙江杭州四季青公司)；重组促红细 

胞生成素(Recombinant human erythropoietin，rhEPO)(以色列 

ProSpec—Tany TechnoGene Ltd公司)；双抗(Penicillin／Strepto 
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myein)(美国 Sigma公司)；噻唑蓝(Methylthiazolyltetrazolium， 

M1Tr)(Fluka公司)；十二烷基硫酸钠(Sodium dodecyl sulfate， 

SDS)(Sigma公司)。 

1．2 乳鼠心肌细胞培养 

取 1～3 d龄的 sD(Sprague—Dawle，SD)乳 鼠，雌雄不拘。 

无菌条件下取心室肌 ，剪成 1 mm 大小的碎块，用 DMEM洗 

1次。弃去带血的上清液 ，组织碎块中加入 0．125％的胰蛋白 

酶与 0．1％二胺四乙酸(Ethylene diamine tetraacetie acid，ED— 

TA)的消化液分次消化为单细胞悬液。经洗涤离心后悬浮与 

含 20％胎牛血清的 DMEM培养液 ，采用差速贴壁 90 min以 

纯化心肌细胞 ，加入 0．1 mmol／L 5一溴脱氧核苷以抑制成纤维 

细胞的增殖，接种于 25 ml细胞培养瓶中，置 37％，95％空 

气，5％C0 的孵育箱中进行原代培养。隔 日换培养基，第 4 d 

的细胞即可用于实验，实验前用无血清的 DMEM培养 24 h， 

可使细胞周期同步化。 

1．3 心肌细胞分组 

将培养 4 d的心肌细胞随机分组，包括空白对照组 、模 

型对照组及不同浓度(6．25、25、100 IU／m1)rhEPO处理组。各 

组预处理 24 h后加入 5 Ixg／ml的 DOX。 

1．4 M1Tr检 测细胞活力 

各组细胞培养 24 h后 DMEM培养液调整细胞浓度至 

6 X 10 个／m1，在 96孔培养板中以90 Ixl／孔加入细胞悬液，每 

组细胞设 5个复孔；培养 24 h后以 10 I,xl／孔加入 EPO或溶 

媒 ，继续培养 24 h再加入 DOX培养 24 h终止实验。于实验 

终止前 4 h加入 M1Tr(10 txl／4L)，实验终止时加入 10％SDS 

(100 1／4L)，放置 12 h后震荡 10min，于波长 570 nm处测定 

吸光度值(OD值)。根据下列公式计算存活率： 

细胞存活率(％)=(处理组平均 OD值 一空白对照组平 

均 OD值)／(正常对照组平均 OD值 一空 白对照组平均 OD 

值)×100％ 

按照存活率初步了解 EPO对 DOX诱导的心肌细胞凋 

亡的抑制作用。 

1．5 流式细胞 术 Annexin V／PI双 染法检测凋亡 

各组细胞培养 24 h后 DMEM培养液细胞浓度至 1×10 

个／ml，每 100 ml培养瓶加入细胞悬液 8 ml，置 37℃、5％CO 

培养箱培养 24 h后 1 ml／瓶加入不同浓度 EPO或溶媒，继续 

培养 24 h再加人 1 ml／瓶 DOX(5 txg／m1)，于 37％、5％CO，培 

养箱继续培养 48 h后加入 0．25％胰蛋 白酶消化细胞，离心 

(1 000 r／min，5 min)收集细胞，弃上清 ，将细胞转移至 1．5 m1 

Eppendoff管中，然后按下述步骤操作：①用预冷的PBS(pH 

7．4)将细胞沉淀离心(800 dmin，5 rain)洗 2次 ，弃上清；②加 

入 100“lBindingBuffer和 FITC标记的Annexin V(200~g／m1) 

l0 l，室温避光静置 30 rain；③再加入 PI(50 Ixg／m1)5 1，避 

光反应 5 rain后 ，加入 400 txl Binding Buffer，立即用 FACScan 

进行流式细胞术检测分析。 

1．6 流式细胞仪检测凋亡相关蛋白Bcl一2和 Bax的表达 

细胞的培养、实验分组及细胞沉淀的收集如 Annexin 

V／PI双染法所述，然后按下述步骤操作：①用预冷的PBS洗 

2次；②收集好的细胞沉淀中加入 100 ml PBS，制备为细胞悬 

液，加入破膜剂 A 100 ml，避光固定 15 min；③加入PBS洗 2 

遍，保留细胞沉淀；④加入同定剂 B 100 ml。在 Bax样品中加 

入Bax抗体 2 ml；在 Bel一2样品中加入Bcl一2抗体 5 ml；⑤摇 

匀后置 37'：'12、5％CO2孵箱中孵育 15 rain；⑥离心 (1 000 

r／min，5 rain)，弃上清 ，保留细胞沉淀 ，后用 0．5 ml洗涤缓 冲 

液重悬细胞沉淀，再次离心弃上清，保留细胞沉淀，后用 0．5 

ml洗涤缓冲液重悬细胞沉淀，流式细胞仪检测，用 Muhicycle 

软件分析 Bax和 Bcl一2的表达。 

1．7 统计方法 

实验数据以 ±S表示，用 SPSS 17．0进行统计分析。总 

体组间比较用单因素 ANOVA分析，多样本两两之间均数比 

较采用 SNK一口检验 ，P<0．01为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 M1Tr法检测 细胞 活力 

仅加入 DOX的模型对照组与空白对照组相比对细胞的 

损伤较大有显著差异( 0．O1)。不同浓度 EPO处理组细胞活 

力与模型对照组之间差异具有统计学意义(P<O．O1)，各处理 

组之间也有显著性差异(P<0．01)(表 1)。 

表 1 DOX毒性作用下 EPO对大鼠心肌细胞活力的影响( ±S) 

注：与空白对照组比较， 均 <0．0l；与模型对照组比较 ， P均 <O．O1； 

低、中、高EPO组组问比较P均 <O．O1 

2．2 流式细胞术 Annexin V／PI双染法检测 凋亡 

EPO干预细胞培养过程可以减少细胞凋亡 ，DOX处理 

组细胞凋亡率为 60．16％4-1．57％，随着 EPO浓度由6．25 Iu／n1l 

增加到 25 IU／ml和 100 Iu／ml，细胞凋亡率分别下降至 27．13％ 

±2．48％，19．27％±2．47％，10．79％±0．54％，EPO抗凋亡作用 

呈浓度依赖性(表 2，图 1)。 

表 2 DOX毒性作用下 EPO对大鼠心肌细胞凋亡率的影响(x±S) 

组别 细胞凋亡率(％) 

空白对照组 

模型对照组 

低 EPO预处理组 

中EPO预处理组 

高 EPO预处理组 

8．6l±0．04 

60．18±0．05 

27．10±O．11 

l9．26±O．4r 

10．77±O_42 

注：与空白对照组比较， <0．01；与模型对照组比较， 均<0．01；低、 

中、高 EPO组组间比较 P均 <O．O1 

2_3 流式细胞仪检测凋亡相关蛋白Bcl一2和 Bax的表达 

DOX和空白对照组相 比可以诱导 HUVECs凋亡，凋亡 

相关蛋白Bcl一2的表达下降、Bax的表达增高(P<0．01)，并且 

当加入不 同浓度的 EPO时凋亡蛋白的表达呈浓度依赖性 

(表 3、图 2、3)，各组均与 DOX组及各组之间差异具有统计 
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图1 DOX毒性作用下，EPO对大鼠心肌细胞凋亡率的影响 
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图2 D0X诱导的心肌细胞凋亡 Bcl一2蛋白的表达 

学意义( 0．01)。 3 讨 论 

表 3 DOX诱导的心肌细胞凋亡时Bcl一2和Bax蛋白的表达( ±s，％) 

注：与空白对照组比较， <0．01；与模型对照组比较， 均 <0．01；低、 

巾、高 EPO组组问比较 P均<0．O1。 

阿霉素是一个有效的抗肿瘤药物，但是因其心脏毒性而 

受到使用限制。由于阿霉素的抗肿瘤作用与其心脏毒性无明 

显关系⋯，所以已有许多研究将 DOX与阻断其心脏毒性的制 

剂联合应用，以期望即减少毒性又不影响其抗肿瘤活性。目 

前的研究对阿霉素的心脏毒作用的发病机制仍有争议12I。有 

一 部分学者认为，其发生的可能机制是自由基日1、钙超载 、铁代 

谢失衡及线粒体损伤等多因素共同作用的结果[41，但在 DOX 

诱导的心肌炎的发生发展过程中细胞凋亡可能发挥更重要 

的作用。EPO可以抵抗 DOX的这一作用，用 DOX诱导心肌 

mm。8 8_【 匏 
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图3 DOX诱导的心肌细胞凋亡 Bax蛋白的表达 

细胞凋亡模型，给予 EPO预处理的乳鼠心室肌细胞可以很 

大地减轻心肌细胞的凋亡I11。 

本实验结果表明，DOX导致心肌细胞损伤时胞活力显著 

降低，并且EPO可以提高DOX诱导的大鼠心肌细胞的活力 

及降低凋亡率。在大鼠自身免疫性心肌炎模型中，EPO可以 

通过减弱炎症细胞的浸润和细胞因子的表达改善心功能和 

心脏炎症[61。但是本实验对 EPO抗心肌细胞凋亡的传导通路 

未做研究，有待我们进一步探索。 

另外 ，本研究还发现 EPO可以增高凋亡抑制蛋白Bcl一2 

的表达，降低凋亡蛋白Bax的表达。有实验表明促凋亡蛋白 

Bax在阿霉素组中明显增高，抗凋亡蛋白Bcl一2表达在阿霉素 

组中明显下降，结果提示阿霉素引起的心肌细胞损伤与细胞 

凋亡有密切的关系 。2006年 Mitsuma等人首次提出 EPO在 

实验性的自身免疫性心肌炎中的心肌保护作用 ，主要是通过 

调节炎症和抑制细胞凋亡实现的。通过心肌肌浆球蛋白免疫 

7周的 Lewis大鼠制成自身免疫性心肌炎模型，随后分为 E— 

PO治疗组和对照组。22 d后，EPO明显改善了自身免疫性心 

肌炎的心功能和组织学病变程度；同时抑制了炎症介质 TN— 

Fd和1L一6的表达；并且降低了心肌细胞的凋亡。与正常鼠 

相比，EPO的受体在 自身免疫性心肌炎大鼠中的表达上调[81。 

总之 ，本结果表明 EPO预处理的的心肌细胞可下调凋 

亡蛋 白Bax及上调 Bcl一2的表达 ，以减轻 DOX诱 导的细胞 

凋亡 ，提高细胞活力，提示 EPO对 DOX诱导的心肌细胞凋 

亡有一定的抑制作用。EPO的这一作用可用于心肌炎的治疗 

和预防，并且也可预防DOX等蒽环类药物抗肿瘤时对心肌 

的损害。 
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