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甜菜碱对阿霉素心脏毒性的作用及机制
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【摘要】目的　探究甜菜碱在阿霉素诱导的心脏毒性中的作用及机制。方法　给予小鼠单次腹腔注射阿霉素（１５ｍｇ／ｋｇ）构建
阿霉素心肌病模型，采用随机数字表法将４８只小鼠分为生理盐水＋生理盐水组、生理盐水＋甜菜碱组、阿霉素 ＋生理盐水组以及阿
霉素＋甜菜碱组共４组，每组１２只。模型构建当天开始连续７ｄ给小鼠进行甜菜碱灌胃（８００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），对照组用同等体积
生理盐水进行灌胃。灌胃结束后检测各组小鼠心脏超声并取材；用免疫组织化学染色检测脂质过氧化物水平；用 ＴＵＮＥＬ染色检测
心脏凋亡水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）、糖原合成酶激酶３β（ＧＳＫ３β）表达水平；ｑＰＣＲ检测相关基因 ｍＲＮＡ水平；
试剂盒检测心肌损伤标志物和丙二醛以及胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）３水平。结果　与对照组小鼠相比，阿霉素可以导致小鼠心功能受
损（Ｐ＜０．０５），心肌损伤标志物水平升高（Ｐ＜０．０５），而甜菜碱可以保护小鼠心功能（Ｐ＜０．０５），降低心肌损伤标志物水平（Ｐ＜
００５）。与对照组小鼠相比，阿霉素导致心脏中丙二醛、４羟基壬烯醛水平升高（Ｐ＜０．０５），以及抗氧化酶（超氧化物歧化酶２、谷胱
甘肽过氧化物酶１、过氧化氢酶）的ｍＲＮＡ水平降低（Ｐ＜０．０５），甜菜碱可以降低丙二醛、４羟基壬烯醛水平（Ｐ＜０．０５），上调抗氧化
酶（超氧化物歧化酶２、谷胱甘肽过氧化物酶１、过氧化氢酶）的 ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０５）。与对照组小鼠相比，阿霉素可以导致小鼠
心脏中ｃａｓｐａｓｅ３活性增加（Ｐ＜０．０５），ＴＵＮＥＬ阳性细胞增多（Ｐ＜０．０５），甜菜碱处理可以降低 ｃａｓｐａｓｅ３活性，降低 ＴＵＮＥＬ阳性细
胞率（Ｐ＜０．０５）。与对照组小鼠相比，阿霉素小鼠心脏中ＡＫＴ的活性降低，ＧＳＫ３β的活性增加（Ｐ＜０．０５），而甜菜碱可以增加 ＡＫＴ
的活性，降低ＧＳＫ３β的活性（Ｐ＜０．０５）。结论　甜菜碱可以减轻阿霉素引起的心脏氧化应激损伤和心肌细胞凋亡，而这些作用可
能是通过激活ＡＫＴ／ＧＳＫ３β实现的。
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　　阿霉素（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）是一种广泛使用的蒽环类
高效化疗药物，用于治疗各种类型的癌症，然而，阿

霉素的剂量依赖性心脏毒性极大地限制了其临床应

用［１］。目前为止还没有任何一种有效的疗法可以预

防或者消除阿霉素的心脏毒性。活性氧的大量产生

是阿霉素造成心脏损伤的主要因素，这引起心肌细

胞氧化损伤和心肌细胞凋亡，最终导致心力衰竭的

发生［２］。

右雷佐生是美国食品和药物管理局（ＦＤＡ）唯一
批准用于阿霉素心脏毒性治疗的药物，但由于其潜在

的致癌性，因此临床使用受到限制［３４］。许多天然化

合物具有明显的抗氧化、抗炎症等作用［５］。甜菜碱广

泛存在于动植物体内［６］，是动物代谢的中间产物，是

动物体内重要的甲基供体。甜菜碱可以促进肝脏和

肾脏同型半胱氨酸的代谢［７］，同时，甜菜碱也具有较

强的抗炎、抗氧化以及抗凋亡作用［８１０］，但关于其在阿

霉素心脏毒性中的作用机制尚不清楚，现探究甜菜碱

在阿霉素心脏毒性中的作用及其机制。

１　材料与方法
１１　试剂与材料

甜菜碱（ｂｅｔａｉｎｅ）购于阿拉丁；阿霉素购于深圳万
乐 药 业 有 限 公 司；甘 油 醛３磷 酸 脱 氢 酶

（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、
蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）、磷酸化蛋白激酶Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ｐＡＫＴ）、糖原合成酶激酶３β
（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）、磷酸化糖原合
成激酶３β（ｐｈｏｓｐｈｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ｐＧＳＫ
３β）均 购 于 ＣＳＴ 公 司；４羟 基 壬 烯 醛 （４
ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ，４ＨＮＥ）购于Ａｂｃａｍ公司；ＴＵＮＥＬ凋亡
检测试剂盒购于碧云天；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）检测试剂盒以及胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）３活性检
测试剂盒购于南京建成生物工程研究所；心肌损伤标

志物试剂盒购于上海酶联生物科技有限公司。

１２　模型建立与动物分组
选取购自北京华阜康生物科技股份有限公司８～

１０周龄的雄性 Ｃ５７／ＢＬ６小鼠 ４８只，体重为 ２３．５～
２７．５ｇ，饲养环境为 ＳＰＦ级，恒温、恒湿，１２ｈ昼夜节
律，并可自由饮食。本研究涉及的所有动物实验均通

过武汉大学动物伦理委员会批准。小鼠经过适应性

喂养１周后，按照随机数字表分为４组，每组１２只，分

别为生理盐水 ＋生理盐水组、生理盐水 ＋甜菜碱组、
阿霉素＋生理盐水组、阿霉素 ＋甜菜碱组。实验开始
第一天，阿霉素组小鼠给予阿霉素（１５ｍｇ／ｋｇ）单次腹
腔注射，对照组小鼠腹腔注射同体积生理盐水；甜菜

碱组小鼠给予甜菜碱（８００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）连续灌胃
７ｄ，对照组小鼠给予同等体积生理盐水灌胃。
１３　心功能检测及取材

各组小鼠结束灌胃后于异氟烷（２％浓度诱导，
１％浓度维持，氧流量３００～５００ｍＬ／ｍｉｎ）吸入麻醉下
进行心脏超声检查，评估心功能情况［左室射血分数

（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，ＬＶＥＦ）］、［左室短轴
缩短率（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ）］
等。完成检测后处死小鼠、收集心脏标本并记录取材

信息，用于分子生物学检测和病理检测。

１４　组织病理检测
１４１　免疫组织化学染色

将心脏组织脱蜡、水合、抗原修复、Ｈ２Ｏ２处理、封
闭后滴加一抗（４ＨＮＥ）于４℃过夜，第二天进行二抗
孵育以及ＤＡＢ显色，显色完全后及时终止，经苏木素
复染、脱水、透明后用树脂封片。

１４２　组织ＴＵＮＥＬ染色
将心脏组织脱蜡、水合后，按照 ＴＵＮＥＬ凋亡检测

试剂盒说明书进行检测。

１５　分子生物学检测
１５１　蛋白免疫印迹试验

取左心室组织样本提取蛋白并进行 ＢＣＡ定量。
经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离、转膜后，于４℃过夜进行一抗
的孵育，次日孵育对应种属二抗，然后按照比例配置

ＥＣＬ化学发光显影液，曝光显影，然后用 ＩｍａｇｅＬａｂ软
件对条带进行灰度分析。

１５２　实时荧光定量聚合酶链式反应试验
取左心室组织样本提取总 ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ

后，进行目标基因的表达检测。

１６　生化检测
将左心室组织制成匀浆后分别用心肌肌钙蛋白 Ｉ

（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｉ，ｃＴｎＩ）、乳 酸 脱 氢 酶 （ｌａｃｔｉｃ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）、ＭＤＡ以及ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试
剂盒按照说明书进行检测。

１７　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行统计分析，两组间
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样本比较采用两独立样本 ｔ检验，多组间样本比较采
用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２１　各组小鼠一般情况及心功能比较

阿霉素＋甜菜碱组的小鼠体重以及心重／胫骨长
的下降程度较阿霉素 ＋生理盐水组的小鼠明显减轻

（Ｐ＜０．０５）。阿霉素处理的小鼠较对照组小鼠的
ＬＶＥＦ以及ＬＶＦＳ明显降低（Ｐ＜０．０５），甜菜碱治疗可
以明显改善阿霉素损伤的心功能（Ｐ＜０．０５）（图１）。
阿霉素处理的小鼠的心肌损伤标志物 ｃＴｎＩ以及 ＬＤＨ
较对照组小鼠明显升高（Ｐ＜０．０５），而甜菜碱治疗可
以明显减轻小鼠由阿霉素导致的心肌损伤（Ｐ＜０．０５）
（图２）。

　　　　注：表示与生理盐水＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与阿霉素＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；ｎ＝１２。
图１　各组小鼠体重、心重／胫骨长、ＬＶＥＦ及ＬＶＦＳ

　　注：表示与生理盐水＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示
与阿霉素＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；ｎ＝１２。

图２　各组小鼠心肌损伤标志物ｃＴｎＩ、ＬＤＨ水平

２２　各组小鼠心脏氧化应激情况比较
阿霉素处理的小鼠心脏较对照组小鼠心脏中的

ＭＤＡ以及４ＨＮＥ含量明显升高（Ｐ＜０．０５），甜菜碱治
疗可以明显减少小鼠心脏中由阿霉素诱导的 ＭＤＡ以
及４ＨＮＥ的生成（Ｐ＜０．０５）（图３）。与对照组小鼠相
比，阿霉素处理的小鼠心脏中的超氧化物歧化酶２
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ２，ＳＯＤ２）、谷胱甘肽过氧化物
酶１（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ１，ＧＰｘ１）以及过氧化氢酶
（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）的ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜０．０５），甜菜碱
治疗的小鼠心脏较阿霉素小鼠心脏中的 ＳＯＤ２、ＧＰｘ１
以及ＣＡＴ的ｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０５）（图４）。

　　　　　　　　注：表示与生理盐水＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与阿霉素＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；ｎ＝１２。
图３　各组小鼠心脏中ＭＤＡ和４ＨＮＥ相对水平

２３　各组小鼠心肌细胞凋亡情况比较
与对照组小鼠相比，阿霉素处理的小鼠心脏中

ｃａｓｐａｓｅ３的活性明显增加（Ｐ＜０．０５），甜菜碱治疗可
以降低由阿霉素诱导增加的心脏 ｃａｓｐａｓｅ３活性（Ｐ＜

０．０５）。ＴＵＮＥＬ染色显示，阿霉素处理的小鼠心脏较
对照组小鼠的心脏凋亡水平显著增加（Ｐ＜０．０５），经
过甜菜碱治疗，阿霉素导致的小鼠心脏凋亡水平显著

降低（Ｐ＜０．０５）（图５）。
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　　注：表示与生理盐水＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；
＃表示与阿霉素＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；ｎ＝１２。

图４　各组小鼠心脏中ＳＯＤ２、ＧＰｘ１和ＣＡＴ的ｍＲＮＡ水平

２４　相关通路改变情况
蛋白质免疫印迹结果显示，阿霉素组的小鼠心脏

中，ｐＡＫＴ、ｐＧＳＫ３β显著降低（Ｐ＜０．０５）；甜菜碱恢复
了小鼠心脏中 ｐＡＫＴ和 ｐＧＳＫ３β的含量（Ｐ＜０．０５）
（图６）。这说明，甜菜碱可能是通过ＡＫＴ／ＧＳＫ３β通路
发挥对阿霉素所致心肌损伤的保护作用。

３　讨论
许多癌症患者在接受治疗后因为阿霉素心脏毒

性引起的心力衰竭导致生活质量显著降低［１１］。因此，

寻找一种有前景的药物治疗阿霉素引起的心脏毒性

成为迫切需要。

　　　　　　　　　注：表示与生理盐水＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示与阿霉素＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；ｎ＝１２。
图５　各组小鼠心脏中ｃａｓｐａｓｅ３活性以及细胞凋亡情况

　　注：ＮＳ，生理盐水；ＤＯＸ，阿霉素；ＢＥＴ，甜菜碱；表示与生理盐水＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；＃表示
与阿霉素＋生理盐水组相比，Ｐ＜０．０５；ｎ＝１２。

图６　各组小鼠心脏中ｐＡＫＴ以及ｐＧＳＫ３β蛋白表达水平

　　氧化应激被认为是阿霉素诱导心脏毒性的最主
要机制，此前的许多研究［１２］表明，活性氧的过度产生

会刺激脂质过氧化等损伤，并最终导致心力衰竭。

Ｍｅｎｇ等［１３］研究发现，甜菜碱可以减轻小鼠应激以及

氧化应激引起的睾丸损伤。甜菜碱可以减轻乙醇引

起的肝脏以及小脑的氧化应激损伤［１４１５］。Ｌｖ等［１６］研

究报道，在ＡｐｏＥ／的小鼠中，补充甜菜碱可以减少血
液中肿瘤坏死因子α等炎症因子，从而减小动脉粥样
硬化的病变面积。Ｈｅｉｄａｒｉ等［１７］报道，口服补充甜菜

碱，可以减少氧化应激标志物，从而减轻胆汁淤积相

关肾损伤。这些研究结果说明，甜菜碱具有较强的抗

氧化作用。笔者研究也发现，甜菜碱可以提高阿霉素

小鼠心脏中抗氧化酶的活性，并降低阿霉素小鼠心脏

中过氧化物的水平。

阿霉素可以诱导细胞凋亡，Ｍｉｚｕｔａｎｉ等［１８］发现经

阿霉素处理的人早幼粒白血病细胞表现出 ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白的激活，导致细胞死亡。线粒体依赖的内源性通

路在阿霉素心脏毒性中起着关键作用，这一途径是通

过上调促凋亡蛋白，如Ｂ淋巴细胞瘤２基因关联Ｘ蛋
白，促进细胞色素 Ｃ从线粒体释放，导致 ｃａｓｐａｓｅ９激
活，进而导致效应器 ｃａｓｐａｓｅ３激活［１９］。此外，阿霉素

还可通过死亡受体（ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤＲ）等外源性途径
介导心肌细胞的凋亡。Ｚｈａｏ等［２０］证实了阿霉素诱导

的人多能干细胞来源的心肌细胞中 ＤＲ的上调，如肿
瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体、凋亡相关因子、ＤＲ４
和ＤＲ５，这些上调的 ＤＲ与其同源配体结合，触发
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ｃａｓｐａｓｅ级联反应，最终导致细胞凋亡。Ｖｅｓｋｏｖｉｃ等［１０］

发现，甜菜碱可以通过ＡＫＴ／ｍＴＯＲ与自噬通路减轻肝
脏氧化应激、炎症以及凋亡，从而发挥对于非酒精性

脂肪肝的保护作用。本研究发现，在阿霉素处理的小

鼠心脏中，ｃａｓｐａｓｅ３活性明显升高，ＴＵＮＥＬ染色显示
心肌细胞的凋亡水平也明显增加；但经过甜菜碱治

疗，小鼠心脏中 ｃａｓｐａｓｅ３的活性被明显抑制，ＴＵＮＥＬ
阳性率也明显降低。这说明，阿霉素治疗会引起较为

严重的心肌细胞凋亡发生，但甜菜碱可以明显减轻心

肌细胞凋亡。

ＡＫＴ和ＧＳＫ３β是胰岛素信号通路的两种重要蛋
白激酶。当胰岛素与其受体结合时，Ｔｈｒ３０８位点被磷
酸化从而激活ＡＫＴ，活化的 ＡＫＴ磷酸化 ＧＳＫ３β并抑
制其激酶活性［２１］，而 ＧＳＫ３β活性升高会破坏线粒体
膜电位，增加细胞内活性氧积累［２２］。既往研究［２３２４］表

明，阿霉素诱导的损伤心脏中，ＡＫＴ的活性明显降低，
而ＡＫＴ磷酸化的增强促进了心肌细胞的存活，预防了
阿霉素诱导的心功能障碍。本研究发现，阿霉素处理

的小鼠心脏中，ｐＡＫＴ的含量显著降低，ＧＳＫ３β的活
性明显增高；经过甜菜碱治疗，ＡＫＴ的活性明显增加，
而ＧＳＫ３β的活性则被明显抑制。这说明，甜菜碱对
阿霉素心脏毒性的保护作用可能是通过ＡＫＴ／ＧＳＫ３β
通路实现的。

综上所述，甜菜碱可以减轻阿霉素引起的心脏氧

化应激损伤和心肌细胞凋亡，而这些作用可能是通过

激活ＡＫＴ／ＧＳＫ３β实现的。
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