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·论著·

黄芩苷通过调节 Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路减轻阿霉素诱导的
Ｈ９ｃ２细胞毒性

李登科　张伟　黄从新
（武汉大学人民医院心内科 武汉大学心血管病研究所 心血管病湖北省重点实验室，湖北 武汉 ４３００６０）

【摘要】目的　探讨黄芩苷对阿霉素（Ｄｏｘ）诱导的 Ｈ９ｃ２细胞毒性的影响及内在机制。方法　采用５０μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷预处理
Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ，然后１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ处理Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ，建立体外Ｄｏｘ心肌毒性模型。采用ＣＣＫ８法检测细胞活力；收集细胞上清
检测各组心肌损伤标志物乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）和肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）的水平以及氧化应激相关指标超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）和丙二醛（ＭＤＡ）的水平；使用ＤＨＥ试剂盒检测各组活性氧（ＲＯＳ）的含量；使
用ＴＵＮＥＬ染色检测各组细胞凋亡水平，ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验用于检测氧化应激和凋亡相关分子的表达水平。结果　与Ｄｏｘ
组相比，黄芩苷能提高Ｈ９ｃ２细胞活力，降低ＬＤＨ、ｃＴｎＩ、ＣＫＭＢ水平；ＤＨＥ染色显示黄芩苷能减少ＲＯＳ的生成，增加ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的
活性，降低ＭＤＡ的含量；ＴＵＮＥＬ染色结果显示黄芩苷能减少阳性细胞数量；ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示黄芩苷能上调 Ｎｒｆ２、
ＨＯ１、ＳＯＤ２、Ｂｃｌ２的表达，降低Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ的表达。然而，Ｎｒｆ２的特异性抑制剂ＭＬ３８５可逆转黄芩苷引起的上述变化。
结论　黄芩苷通过上调Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路减轻氧化应激和凋亡，减轻Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞毒性。
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　　阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，Ｄｏｘ）是一种应用广泛的化疗 药物，然而因具有严重剂量依赖性的心肌毒性，使其
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在临床应用中受到限制［１］。因此有必要寻找一种能

减轻Ｄｏｘ心肌毒性的药物。Ｄｏｘ心肌毒性的机制涉及
多种，例如氧化应激、内质网应激、钙超载、细胞焦亡、

自噬等，其中氧化应激在 Ｄｏｘ心肌毒性中发挥关键作
用［２］。核转录因子红系 ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）是一个众所周知的抗
氧化转录因子，在调节氧化应激方面起着至关重要的

作用［３］。越来越多的研究表明 Ｎｒｆ２／血红素加氧酶１
（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）信号通路参与调节 Ｄｏｘ心
肌毒性的病理生理过程。研究［４５］表明，在 Ｄｏｘ引起
的急性和慢性心肌毒性模型中，Ｎｒｆ２的表达水平降
低。而激活Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路可通过抑制氧化应激
和炎症，从而减轻 Ｄｏｘ诱导的心肌毒性［６］。黄芩苷

（Ｂａｉｃａｌｉｎ）是一种来自黄芩根部的黄酮类物质，已被证
明具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤、抗氧化等作用［７］。近年

来，有研究［８］表明，黄芩苷能通过激活Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号
通路减轻炎症和氧化应激，从而改善脂多糖诱导的血

脑屏障受损。另有研究［９］表明黄芩苷能通过激活

Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路减轻缺氧诱导的Ｈ９ｃ２细胞凋亡。
然而，黄芩苷在Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２心肌细胞毒性中的研
究少有报道。因此，本研究的目的是基于 Ｎｒｆ２／ＨＯ１
信号通路探究黄芩苷对 Ｄｏｘ诱导的 Ｈ９ｃ２心肌细胞毒
性的保护作用及内在机制。

１　材料和方法
１１　药物与抗体

黄芩苷（货号：ＨＹＮ０１９７）、Ｄｏｘ（货号：ＨＹ１５１４２）
和ＭＬ３８５（货号：ＨＹ１００５２３）购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公
司。抗Ｎｒｆ２抗体（货号：ＡＦ０６３９）购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ有限公
司，抗 ＨＯ１抗体（货号：ＧＢ１２１０４１００）购自武汉塞维
尔有限公司，抗超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）２抗体（货号：Ａ１３４０）、抗 Ｂａｘ抗体（货号：
Ａ１１９３１）和抗 Ｂｃｌ２抗体（货号：Ａ１１９３１）购自武汉爱
博泰克生物科技有限公司，抗活化型半胱氨酸蛋白酶

蛋白 ３（Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，Ｃｃａｓｐａｓｅ３）抗体（货号：
９６６４）购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１２　细胞培养

Ｈ９ｃ２细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
在含有５％ ＣＯ２的３７℃培养箱中，使用含有１０％胎
牛血清、１％青霉素和链霉素的高糖 ＤＭＥＭ培养基培
养Ｈ９ｃ２细胞。黄芩苷溶于磷酸盐缓冲溶液中，Ｄｏｘ溶
于双蒸水中，ＭＬ３８５溶于 ＤＭＳＯ中制成浓度分别为
５０、１和１０ｍｍｏｌ／Ｌ的母液置于 －８０℃冰箱中储存。
基于文献报道及 ＣＣＫ８法结果采用 ５０μｍｏｌ／Ｌ黄芩
苷、１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ和５μｍｏｌ／ＬＭＬ３８５进行实验。第一
部分的实验分为３组：（１）对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）：正常培

养心肌细胞；（２）模型组（Ｄｏｘ组）：用１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ处
理２４ｈ；（３）治疗组（Ｂａｉｃａｌｉｎ组）：５０μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷预
处理２４ｈ后，更换培养基用１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ和５０μｍｏｌ／
Ｌ黄芩苷共处理２４ｈ。第二部分的实验分为４组：（１）
对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）；（２）模型组（Ｄｏｘ组）；（３）治疗组
（Ｂａｉｃａｌｉｎ组）；（４）添加抑制剂组 （ＭＬ３８５组）：
５０μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷预处理 ２４ｈ后，更换培养基用
１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ、５０μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷、５μｍｏｌ／ＬＭＬ３８５共
处理２４ｈ。其中 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、Ｄｏｘ组、Ｂａｉｃａｌｉｎ组使用含
有０．５μＬＤＭＳＯ／ｍＬ培养基作为对照。
１３　ＣＣＫ８法检测细胞活力

将１００μＬ处于对数生长期的 Ｈ９ｃ２细胞悬浮液
接种于 ９６孔板中，待药物干预完成后向每孔加入
１０μＬＣＣＫ８试剂，３７℃孵育１．５ｈ，放置于酶标仪中，
读取４５０ｎｍ波长下的吸光度值，并计算出各组的细胞
活力。

１４　细胞相关指标的检测
超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）检测

试剂盒、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒、
谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）
检测试剂盒购自南京建成有限公司，乳酸脱氢酶

（ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测试剂盒购自雷杜公司，肌
酸激酶同工酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅ，ＣＫＭＢ）检
测试剂盒购自长春汇力公司，心肌肌钙蛋白Ⅰ（ｃａｒｄｉａｃ
ｔｒｏｐｏｎｉｎⅠ，ｃＴＮＩ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自优尔生公司。收
集各组细胞上清，根据说明书中的步骤进行操作。

１５　ＤＨＥ染色检测细胞内活性氧水平
将Ｈ９ｃ２种于细胞玻片上，待细胞密度达到８０％

左右时加药处理，根据 ＤＨＥ试剂盒说明书进行检测，
在荧光显微镜下采集图像并使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行
分析。

１６　流式细胞学检测
使用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡试剂盒检测各组

细胞凋亡情况。简单来说，用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化
各组细胞，收集细胞沉淀，经磷酸盐缓冲溶液清洗后

用含有ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和碘化丙锭的混合体系室温
避光孵育 ２０ｍｉｎ左右，然后使用流式细胞仪上机
检测。

１７　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡水平
将爬片浸于破膜液中孵育５ｍｉｎ，磷酸盐缓冲溶液

洗３次后向组化笔圈的范围内滴加 ｂｕｆｆｅｒ，室温孵育
１０ｍｉｎ后加入适量末端脱氧核苷酸转移酶和脱氧尿
嘧啶核苷三磷酸，３７℃孵育１ｈ。随后用ＤＡＰＩ染液避
光孵育１０ｍｉｎ，洗涤封片后置于荧光显微镜下采集图
像并使用ＩｍａｇｅＪ软件分析荧光强度。
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１８　ＲＴｑＰＣＲ检测相关基因的表达水平
使用 Ｔｒｉｚｏｌ裂解各组细胞，将裂解液收集于

１．５ｍＬ离心管中，待静置３ｍｉｎ后向其中加入氯仿，适
当涡旋振荡后于室温静置５ｍｉｎ，然后离心取上清液置
于新的离心管中，向其中加入异丙醇，使之充分混匀

并静置 １０ｍｉｎ，１２０００ｇ／ｍｉｎ４℃离心 １０ｍｉｎ后用
７５％的无水乙醇洗涤离心得到的沉淀，待沉淀晾干后
溶于２０～８０μＬ双蒸水中并测量 ＲＮＡ浓度。根据逆
转录试剂盒的步骤将 ＲＮＡ逆转录为互补 ＤＮＡ，将含
有互补ＤＮＡ、前引物、后引物的混合体系置于聚合酶
链反应扩增仪中进行扩增，使用２ΔΔＣＴ法计算各目的基
因的表达量。目的基因引物序列为：Ｎｒｆ２的上游引物
５’ＧＣＣＴＴＣＣＴＣＴＧＣＴＧＣＣＡＴＴＡＧＴＣ３’、Ｎｒｆ２的下游引
物５’ＴＧＣＣＴＴＣＡＧＴＧＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＴＧ３’；ＨＯ１的上游
引物５’ＴＧＣＡＣＡＴＣＣＧＴＧＣＡＧＡＧＡＡＴ３’、ＨＯ１的下游引
物５’ＣＴＧＧＧＴＴＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＣＧＣ３’；ＳＯＤ２的上游引物
５’ＴＣＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＴＴＡＣＧＡＣＴＡＴＧ３’；ＳＯＤ２的下游
引物５’ＴＣＧＴＧＧＴＡＣＴＴＣＴＣＣＴＣＧＧＴＧＡＣ３’；Ｂａｘ的上
游引物 ５’ＡＧＡＣＡＣＣＴＧＡＧＣＴＧＡＣＣＴＴＧＧＡＧ３’、Ｂａｘ的
下 游 引 物 ５’ＴＴＣＡＴＣＧＣＣＡＡＴＴＣＧＣＣＴＧＡＧＡＣ３’；
ＧＡＰＤＨ的上游引物５’ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ３’、
ＧＡＰＤＨ的下游引物５’ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ３’。
１９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白的表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＳＯＤ２、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、
Ｃｃａｓｐａｓｅ３的表达水平。将 Ｈ９ｃ２细胞用加有１％的
磷酸酶抑制剂和 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液冰上裂解
３０ｍｉｎ，然后进行１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，收集
上清液。取适量蛋白原液用 ＢＣＡ试剂盒进行蛋白定
量，其余蛋白液加入５Ｘ上样缓冲液置于１００℃金属
浴中变性１０ｍｉｎ。取２０～３０μｇ变性后的蛋白经８％

或１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，随后转移至 ＮＣ膜上。
用含５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ室温封闭１．５ｈ后转移至
一抗中４℃摇床上过夜。随后用 ＨＲＰ标记的二抗室
温孵育１ｈ。最后，将被超敏显影液浸泡过的条带在
ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ＋ｓｙｓｔｅｍ仪器下进行可视化，并使用
ＩｍａｇｅＪ软件进行半定量分析。所有蛋白用 α微管蛋
白（αｔｕｂｕｌｉｎ）的表达水平进行标准化。
１１０　统计学处理

所有数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０．２进行分析。
定量数据表示为均数 ±标准差。多组之间的比较采
用了非配对单因素方差分析，Ｐ＜０．０５被认为有统计
学差异。

２　结果
２１　黄芩苷最佳浓度的确定

用含有０、０．１、０．５、１、５、１０、２０μｍｏｌ／ＬＤｏｘ的培
养基培养 Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ，结果发现０．１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ
对Ｈ９ｃ２细胞的活力无显著影响，而 ０．５、１、５、１０、
２０μｍｏｌ／ＬＤｏｘ均能显著降低 Ｈ９ｃ２细胞的活力，基于
文献报道及ＣＣＫ８法结果，选择使用１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ作
为诱导 Ｈ９ｃ２细胞毒性的造模浓度。将 Ｈ９ｃ２细胞置
于含有０、１、１０、２０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷的培养基中
培养２４ｈ，结果发现，不同浓度的黄芩苷对 Ｈ９ｃ２细胞
活力的影响无显著性差异。先用 ０、１、１０、２０、５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷预处理２４ｈ，后与１μｍｏｌ／ＬＤｏｘ共
处理２４ｈ，结果发现，１和 １０μｍｏｌ／Ｌ组细胞活力与
Ｄｏｘ组无统计学差异，而２０、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ组细胞
活力高于 Ｄｏｘ组，其中 ５０μｍｏｌ／Ｌ组细胞活力最高。
因此，在后续实验中，选择 ５０μｍｏｌ／Ｌ黄芩苷处理
Ｈ９ｃ２细胞。见图１。

　　注：Ａ，黄芩苷的化学结构式；Ｂ，不同浓度Ｄｏｘ对Ｈ９ｃ２细胞活力的影响；Ｃ，不同浓度黄芩苷对Ｈ９ｃ２细胞活力的影响；Ｄ，不同浓度
黄芩苷对Ｄｏｘ处理的Ｈ９ｃ２细胞活力的影响。与Ｄｏｘ组相比，表示Ｐ＜０．０５，表示Ｐ＜０．０１，表示Ｐ＜０．０００１，ｎｓ表示无
统计学差异。

图１　黄芩苷的化学结构式及不同浓度的黄芩苷和Ｄｏｘ对Ｈ９ｃ２细胞活力的影响

２２　黄芩苷对 Ｄｏｘ诱导的 Ｈ９ｃ２心肌细胞损伤的
影响

　　检测 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、Ｄｏｘ组、Ｂａｉｃａｌｉｎ组细胞上清中

ＬＤＨ、ｃＴｎＩ、ＣＫＭＢ的水平，结果发现，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相
比，Ｄｏｘ组的ＬＤＨ、ｃＴｎＩ、ＣＫＭＢ水平升高（Ｐ＜０．０５），
而Ｂａｉｃａｌｉｎ组 ＬＤＨ、ｃＴｎＩ、ＣＫＭＢ水平降低，差异有统
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计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２。
２３　黄芩苷对 Ｄｏｘ诱导的 Ｈ９ｃ２细胞氧化应激的
影响

　　ＤＨＥ染色结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组有较少的活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）产生；而 Ｄｏｘ处理 Ｈ９ｃ２
细胞２４ｈ后ＲＯＳ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与Ｄｏｘ组

相比，Ｂａｉｃａｌｉｎ组的ＲＯＳ水平降低，差异有显著性（Ｐ＜
０．０５）。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｄｏｘ组的ＳＯＤ活性、ＧＳＨＰｘ
活性降低，ＭＤＡ含量升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），而黄芩苷处理后 ＳＯＤ活性、ＧＳＨＰｘ活性较
Ｄｏｘ组升高，ＭＤＡ含量较 Ｄｏｘ组降低（Ｐ＜０．０５）。
见图３。

　　　　　注：表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５。

图２　黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞损伤的影响

　注：Ａ，各组的ＤＨＥ染色代表图；Ｂ，各组ＤＨＥ染色荧光强度的定量分析；Ｃ，各组ＳＯＤ活力的统计分析；Ｄ，各组ＭＤＡ含量的
统计分析；Ｅ，各组ＧＳＨＰｘ活力的统计分析。表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５。

图３　黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞氧化应激的影响

２４　黄芩苷对 Ｄｏｘ诱导的 Ｈ９ｃ２细胞的抗氧化酶
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｄｏｘ组的
Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＳＯＤ２的表达降低（Ｐ＜０．０５），而黄芩苷可
改善 Ｄｏｘ引起的这种改变。与 ＲＴｑＰＣＲ结果一致，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示Ｄｏｘ组的Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＳＯＤ２的

蛋白表达降低，而Ｂａｉｃａｌｉｎ组Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＳＯＤ２的蛋白
表达较Ｄｏｘ组有所升高（Ｐ＜０．０５）。见图４。
２５　黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞凋亡的影响

ＴＵＮＥＬ染色结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组有极少的阳性细
胞，Ｄｏｘ组有较多阳性细胞，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，这种差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。经黄芩苷治疗后

·０６４· 心血管病学进展２０２４年５月第４５卷第５期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｍａｙ２０２４，Ｖｏｌ．４５，Ｎｏ．５



ＴＵＮＥＬ阳性细胞显著减少（Ｐ＜０．０５）。流式细胞学
检测也显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ组有较少的凋亡细胞，而 Ｄｏｘ处

理后凋亡细胞显著增加，但黄芩苷可部分减少 Ｄｏｘ引
起的凋亡。见图５。

　　　　　　　　　注：表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５。
图４　黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞的抗氧化酶ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的影响

　　注：Ａ，ＴＵＮＥＬ染色检测的各组细胞凋亡情况；Ｂ，流氏细胞术检测的各组细胞凋亡情况。表示与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相
比，Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５；Ｍｅｒｇｅ，合并。

图５　 黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞凋亡的影响
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２６　黄芩苷对 Ｄｏｘ诱导的 Ｈ９ｃ２细胞凋亡相关
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｄｏｘ组的
Ｂａｘ的表达水平升高，Ｂｃｌ２的表达水平降低（Ｐ＜
００５），而黄芩苷可逆转 Ｄｏｘ引起的这种改变。与

ＲＴｑＰＣＲ结果一致，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示 Ｄｏｘ组的
Ｂａｘ、Ｃｃａｓｐａｓｅ３的表达较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组升高，Ｂｃｌ２的表
达较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组降低（Ｐ＜０．０５），而与 Ｄｏｘ组相比，
Ｂａｉｃａｌｉｎ组 Ｂａｘ、Ｃｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达有所降低，
Ｂｃｌ２的表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。见图６。

注：表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５。
图６　黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞凋亡相关ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的影响

２７　ＭＬ３８５消除了黄芩苷的抗氧化应激作用
为进一步验证黄芩苷是否是通过上调Ｎｒｆ２／ＨＯ１信

号通路发挥保护作用，使用了 Ｎｒｆ２的特异性阻断剂
ＭＬ３８５来进行下一步实验，结果发现，ＭＬ３８５的加入使得

黄芩苷减少ＲＯＳ生成的作用丧失，与 Ｂａｉｃａｌｉｎ组相比，
ＭＬ３８５组ＲＯＳ水平增加（Ｐ＜０．０５）。此外，与 Ｂａｉｃａｌｉｎ
组相比，ＭＬ３８５组的ＳＯＤ活性、ＧＳＨＰｘ活性降低，ＭＤＡ
含量升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图７。

　　注：Ａ，各组的ＤＨＥ染色代表图；Ｂ，各组ＤＨＥ染色荧光强度的定量分析；Ｃ，各组 ＳＯＤ活力的统
计分析；Ｄ，各组ＭＤＡ含量的统计分析；Ｅ，各组ＧＳＨＰｘ活力的统计分析。表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，
Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５；※表示与Ｂａｉｃａｌｉｎ组相比，Ｐ＜０．０５。

图７　ＭＬ３８５消除了黄芩苷的抗氧化应激作用
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２８　ＭＬ３８５消除了黄芩苷上调 Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通
路的作用

　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，ＭＬ３８５可逆转黄芩苷诱导的
Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＳＯＤ２基因的表达（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果也进一步证实，与Ｂａｉｃａｌｉｎ组相比，ＭＬ３８５组Ｎｒｆ２、
ＨＯ１、ＳＯＤ２表达降低，提示黄芩苷对 Ｄｏｘ诱导的
Ｈ９ｃ２细胞的抗氧化作用是通过上调 Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号
通路来实现的（Ｐ＜０．０５）。见图８。

　　　　注：表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５；※表示与Ｂａｉｃａｌｉｎ组相比，Ｐ＜０．０５。
图８　ＭＬ３８５消除了黄芩苷诱导的Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路的上调

２９　ＭＬ３８５消除了黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的凋亡的保护
作用

　　ＴＵＮＥＬ染色和流式细胞学检测显示，加入 ＭＬ３８５
后黄芩苷对Ｄｏｘ诱导凋亡的保护作用丧失。ＲＴｑＰＣＲ

和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也提示，ＭＬ３８５通过上调 Ｂａｘ、下
调Ｂｃｌ２的表达，减弱黄芩苷对 Ｄｏｘ诱导的凋亡保护
作用。见图９和图１０。

　　注：Ａ和Ｂ，ＴＵＮＥＬ染色检测的各组细胞凋亡情况；Ｃ和Ｄ，流式细胞术检测的各组细胞凋亡情况。表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜
０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５；※表示与Ｂａｉｃａｌｉｎ组相比，Ｐ＜０．０５；Ｍｅｒｇｅ，合并。

图９　ＭＬ３８５消除了黄芩苷对Ｄｏｘ诱导凋亡的保护作用
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　　　　　　　注：表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与Ｄｏｘ组相比，Ｐ＜０．０５；※表示与Ｂａｉｃａｌｉｎ组相比，Ｐ＜０．０５。
图１０　ＭＬ３８５消除了黄芩苷的抗凋亡作用

３　讨论
本研究采用Ｄｏｘ处理Ｈ９ｃ２细胞以模拟 Ｄｏｘ心肌

毒性，结果显示，Ｄｏｘ作用２４ｈ后Ｈ９ｃ２细胞活力明显
下降，心肌细胞损伤标志物 ＬＤＨ、ＣＫＭＢ、ｃＴｎＩ水平升
高，氧化应激和凋亡水平升高，而黄芩苷可改善Ｄｏｘ导
致的细胞活力下降及心肌损伤标志物的升高，并降低

氧化应激水平和凋亡水平，具体表现为黄芩苷通过上

调 Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路，增加下游抗氧化酶 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ的表达，减少 ＲＯＳ的产生，并通过减少
Ｃｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ的表达，上调 Ｂｃｌ２的表达，减少凋亡
的发生，最终保护Ｈ９ｃ２细胞免受Ｄｏｘ的损伤。

随着癌症诊疗水平的提升，癌症患者的生存率已

大幅提升，然而作为最经典的抗癌化疗药物，Ｄｏｘ引起
的心脏毒性已严重影响癌症患者的预后［１０］。先前研

究［１１］显示，Ｄｏｘ对线粒体内膜的心磷脂有较高的亲和
力，因此在治疗癌症的同时更容易在富含线粒体的心

肌细胞中蓄积。Ｄｏｘ属于蒽环类药物，能被 ＮＡＤＨ脱
氢酶还原，并形成半醌自由基，而这种半醌自由基与

游离氧反应，产生大量超氧自由基，使得细胞内氧化

系统和抗氧化系统失衡［１２］。此外，由于心肌细胞高强

度的新陈代谢反应和相对较差的抗氧化防御能力，使

得心脏相对于其他脏器更容易受到Ｄｏｘ产生的自由基
的损伤。Ｎｒｆ２是体内调节抗氧化系统的关键分子，发
生氧化应激反应时，Ｎｒｆ２从细胞质转移至细胞核，与
抗氧化反应元件结合，激活下游 ＨＯ１、醌氧化还原酶

１、ＧＳＨＰｘ等抗氧化酶系统的表达，从而提高机体对氧
化应激的防御能力［１３］。Ｊｉａｎｇ等［１４］表明，Ｄｏｘ诱导的
小鼠心肌毒性模型中，Ｎｒｆ２的表达下调，体内 ＲＯＳ的
产生增加。与此一致的是，在实验中也观察到 Ｄｏｘ处
理后，ＲＯＳ含量增加，ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的水平降低，
ＲＴｑＰＣＲ实验和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验也证实了 Ｎｒｆ２在转
录水平和蛋白水平的下调，这表明Ｄｏｘ诱导了显著的氧
化应激。而黄芩苷干预后，Ｎｒｆ２的ｍＲＮＡ及蛋白水平得
到显著的恢复，并且 ＤＨＥ染色结果及 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ、
ＭＤＡ的变化也提示氧化应激水平较Ｄｏｘ组明显降低。
这提示了黄芩苷减轻Ｄｏｘ诱导的 Ｈ９ｃ２细胞损伤的机
制部分与其抑制氧化应激的作用有关。为进一步验

证黄芩苷对Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞损伤的保护作用是
否是通过上调 Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路实现，使用了 Ｎｒｆ２
的特异性抑制剂 ＭＬ３８５来进行下一步实验，结果发
现，ＭＬ３８５可增加ＲＯＳ的产生，降低 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＳＯＤ２
的表达，抑制黄芩苷的抗氧化应激作用。

研究［１５］显示，凋亡也参与Ｄｏｘ诱导的心肌细胞毒
性的病理生理过程。Ｄｏｘ发挥抗癌作用的重要机制之
一是Ｄｏｘ可与拓扑异构酶Ⅱ（ｔａｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅⅡ，ＴｏｐⅡ）
结合，ＴｏｐⅡ有两种形式：ＴｏｐⅡα和 ＴｏｐⅡβ，其中 Ｔｏｐ
Ⅱα在肿瘤细胞中高表达，而ＴｏｐⅡβ在心肌细胞中高
表达。Ｄｏｘ能与心肌细胞中的ＴｏｐⅡβ及ＤＮＡ形成复
合物，这种三元复合物可诱导心肌细胞ＤＮＡ双链发生
断裂，导致细胞凋亡［１６］。另一方面，Ｄｏｘ产生的大量
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ＲＯＳ引起线粒体功能障碍、线粒体膜电位转换孔渗透
性改变，进而导致细胞色素Ｃ的释放。细胞色素 Ｃ能
激活半胱天冬酶的级联反应，导致细胞凋亡。有研

究［１７］报道，黄芩苷能通过抑制 Ｃｃａｓｐａｓｅ３的表达减
少地塞米松诱导的骨髓间充质干细胞凋亡。更重要

的是，黄芩苷对过氧化氢或缺氧诱导的 Ｈ９ｃ２细胞凋
亡也有一定程度的保护作用［９，１８］。在本研究中，观察

到Ｄｏｘ组的凋亡细胞数量增加，Ｃｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ表
达上调，而Ｂｃｌ２的表达下降，这验证了 Ｄｏｘ的致凋亡
作用。而黄芩苷的加入能显著减少凋亡的发生，部分

阻止了Ｄｏｘ引起的 Ｃｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ的表达上调以
及Ｂｃｌ２的表达下调。但ＭＬ３８５的存在使得黄芩苷的
抗凋亡作用被抑制。总之，本研究表明黄芩苷可通过

抑制促凋亡蛋白的表达以及增加抗凋亡蛋白的表达，

减轻Ｄｏｘ诱导的Ｈ９ｃ２细胞的凋亡。
综上所述，本研究结果提示，黄芩苷通过激活

Ｎｒｆ２／ＨＯ１信号通路，抑制 Ｄｏｘ引起的氧化应激和凋
亡，从而降低 Ｄｏｘ对 Ｈ９ｃ２细胞的损伤作用。本研究
为蒽环类药物心脏毒性的治疗提供了一种潜在的治

疗措施。然而研究结果仅在体外水平得到证实，接下

来仍需进行进一步的体内实验。
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ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１６，６６（４）：

３０９３２５．

［１１］ ＡｒｙａｌＢ，ＲａｏＶＡ．Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｃａｒｄｉｏｌｉｐｉｎｒｅｄｕｃｅｓｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄａｍａｇｅｉｎｈｕｍａｎＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１６，１１（７）：ｅ０１５８３７６．

［１２］ ＢｏｒｉｅｖＩ，Ｍｒ?ａｎｏｖｉｃＪ，ＰｅｔｒｏｖｉｃＤ，ｅｔａｌ．Ｎａｎｏｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ：ｈｏｗ

ｆａｒｈａｖｅｗｅｃｏｍｅａｎｄｗｈｅｒｅｄｏｗｅｇｏｆｒｏｍｈｅｒｅ？［Ｊ］．Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１８，

２９（３３）：３３２００２．

［１３］ ＬｉｕＣ，ＸｕＸ，ＨｅＸ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮｒｆ２／ＨＯ１ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇａｘｉｓｃａｎ

ａｌｌｅｖｉａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｎｎＭｅｄ，２０２３，５５

（２）：２２８４８９０．

［１４］ ＪｉａｎｇＱ，ＣｈｅｎＸ，ＴｉａｎＸ，ｅｔａｌ．ＴａｎｓｈｉｎｏｎｅⅠ ｉｎｈｉｂｉｔｓｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＮｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０２２，

１０６：１５４４３９．

［１５］ ＫｉｔａｋａｔａＨ，ＥｎｄｏＪ，ＩｋｕｒａＨ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓｆｏｒＤＯＸｉｎｄｕｃｅｄ

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ：ｒｏｌｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｖｓ．ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３（３）：

１４１４．

［１６］ ＶｅｊｐｏｎｇｓａＰ，ＹｅｈＥＴ．Ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ２β：ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｆｏｒ

ｐｒｉｍａｒｙｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆａｎｔｈｒａｃｙｃｌｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ

Ｔｈｅｒ，２０１４，９５（１）：４５５２．

［１７］ ＪｉａＢ，ＪｉａｎｇＹ，ＹａｏＹ，ｅｔａｌ．Ｂａｉｃａｌｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅｈｅｄｇｅｈｏｇ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＭｅｄＪ（Ｅｎｇｌ），２０２３，１３６（１５）：１８３９１８４７．

［１８］ ＱｉｕＬ，ＣｈｅｎＪ，ＬｉｎＪ，ｅｔａｌ．ＢａｉｃａｌｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙｏｆＨ９ｃ２

ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，２０１７，１６（６）：９２５１９２５５．

收稿日期：２０２３１２１４
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