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　　【摘要】　目的：探讨白藜芦醇（ＲＳＶ）对阿霉素诱导的心肌细胞凋亡的保护作用及对

Ｅ２Ｆ转录因子１（Ｅ２Ｆ１）／腺苷酸活化蛋白激酶α２（ＡＭＰＫα２）信号通路的影响。　方法：

用小干扰ＲＮＡｓｉＥ２Ｆ１转染 Ｈ９ｃ２心肌细胞，将 Ｈ９ｃ２细胞分为对照组、阿霉素组、

ｓｉＥ２Ｆ１组、阿霉素＋ｓｉＥ２Ｆ１组、ＲＳＶ组、阿霉素＋ＲＳＶ组，阿霉素终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ，

ＲＳＶ终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ。各组干预２４ｈ后，检测Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２和胱天蛋白酶３剪

切体（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）的蛋白表达水平及心肌细胞凋亡率。　结果：与对照组相比，阿

霉素组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平和心肌细胞凋亡率均显著

增加（犘均＜０．００１）。细胞转染后，ｓｉＥ２Ｆ１显著抑制Ｅ２Ｆ１的表达。与阿霉素组相比，阿

霉素＋ｓｉＥ２Ｆ１组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平及心肌细胞凋亡

率显著降低（犘均＜０．００１）。ＲＳＶ干预能够部分逆转阿霉素诱导的心肌细胞凋亡（犘＜

０．００１），与阿霉素组相比，阿霉素＋ＲＳＶ组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白

表达水平显著降低（犘均＜０．００１）。　结论：ＲＳＶ可减轻阿霉素诱导的心肌细胞凋亡，其

机制可能与抑制Ｅ２Ｆ１／ＡＭＰＫα２通路的激活有关。
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　　阿霉素是一种广泛应用于治疗实体肿瘤和血

液系统肿瘤的细胞毒药物，该药物的心脏毒性限制

了其应用［１］。研究表明，阿霉素的心脏毒性与化疗

周期中阿霉素的总累积剂量相关，长期高剂量使用

可导致严重且不可逆的退行性心肌病和充血性心

力衰竭［２４］。阿霉素引起心脏不良反应的机制尚未

完全明确，可能涉及多种途径，包括氧自由基生成、

过氧亚硝酸盐形成、钙超载、线粒体功能障碍、细胞

凋亡及自噬等［５６］。

Ｅ２Ｆ转录因子１（Ｅ２Ｆ１）通过影响细胞周期，在

癌症进展中发挥重要作用［７］。研究表明，Ｅ２Ｆ１调

节腺苷酸活化蛋白激酶α２（ＡＭＰＫα２），参与阿霉素

诱导的心脏毒性［８９］。白藜芦醇（ＲＳＶ）是一种天然

的植物抗毒素，可以通过减少氧化应激、抑制细胞

凋亡和调节自噬过程，部分逆转阿霉素的心脏毒

性［１１１３］。本研究拟通过建立细胞模型，探讨ＲＳＶ对

阿霉素诱导的心肌细胞凋亡的调控作用，以及

Ｅ２Ｆ１／ＡＭＰＫα２信号通路在其中发挥的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞培养

大鼠心肌细胞系（Ｈ９ｃ２）购自美国组织培养中心

（ＡＴＣＣ），采用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬ

青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ培养基培养

细胞。用无血清培养基冲洗细胞后，将细胞予以不

同时间梯度的１μｍｏｌ／Ｌ阿霉素处理。细胞处理

后，取９６孔板，每孔加入细胞悬液１００μＬ，细胞浓

度为２×１０５个／ｍＬ，加入５ｇ／ＬＭＴＴ溶液２０μＬ，

于３７ ℃反应４ｈ。加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）

１５０μＬ，酶标仪检测４９０ｎｍ波长处的吸光度值。

１．２　细胞转染

待 Ｈ９ｃ２细胞生长至７０％融合度时，根据

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）说明书，采用终

浓度为４０ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｅ２Ｆ１的小干扰ＲＮＡｓｉＥ２Ｆ１转

染 Ｈ９ｃ２ 细 胞 （ｓｉＥ２Ｆ１ 转 染 组），靶 序 列 为５′

ＣＣＵＧＧＡＧＣＡＵＧＵＵＡＡＡＧＡＡＵＵ３′。ｓｉＲＮＡ阴性

对照组转染终浓度为４０ｎｍｏｌ／Ｌ的ｓｉＲＮＡ阴性对

照，空白对照组加入等量生理盐水培养，转染６ｈ后

更换为完全培养基继续培养４８ｈ，收集细胞检测

Ｅ２Ｆ１的表达水平。实时聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）

检测Ｅ２Ｆ１转染效率，Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，

以反转录试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ公司）将总ＲＮＡ反转

录合成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。扩

增条件：９５℃，１０ｍｉｎ解链；随后９５℃５ｓ，６０℃

３０ｓ，４０个循环。内参ＧＡＰＤＨ引物序列：上游引

物５′ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ３′，下游引物

５′ＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡ３′。Ｅ２Ｆ１引

物序 列：上 游 引 物 ５′ＧＣＡＡＣＧＣＣＧＣＡＧＧＣＧ

ＣＣＣ３′，下游引物５′ＧＡＧＴＴＧＧＡＴＧＣＣＣＴＣＣＡ

ＧＧ３′。采用２－ΔΔＣｔ法计算Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ的相对表

达量。

１．３　实验分组

将Ｈ９ｃ２细胞分为６组：对照组、阿霉素组、

ｓｉＥ２Ｆ１组、阿霉素＋ｓｉＥ２Ｆ１组、ＲＳＶ组、阿霉素＋

ＲＳＶ组。阿霉素组加入终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的阿霉

素，ｓｉＥ２Ｆ１组在ｓｉＥ２Ｆ１转染细胞中加入等量的生理

盐水，阿霉素＋ｓｉＥ２Ｆ１组为ｓｉＥ２Ｆ１转染细胞，加入终

浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的阿霉素，ＲＳＶ组加入终浓度为

２０μｍｏｌ／Ｌ的ＲＳＶ，阿霉素＋ＲＳＶ组同时加入终浓度

为１μｍｏｌ／Ｌ的阿霉素和２０μｍｏｌ／Ｌ的ＲＳＶ，对照组

加入等量的生理盐水，干预２４ｈ后收获细胞。

１．４　细胞凋亡检测

按照凋亡检测试剂盒（ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司）使

用说明书，采用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ各５μＬ对

细胞进行双染色。室温避光孵育１５ｍｉｎ后，流式细

胞仪检测细胞凋亡水平。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达水平

采用ＲＩＰＡ细胞裂解液提取细胞蛋白，ＢＣＡ法测

定蛋白浓度。十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）对蛋白（２０μｇ）进行分离，转移到硝酸纤

维素膜上。５％脱脂牛奶封闭１ｈ，Ｅ２Ｆ１兔多克隆抗

体（１∶１０００，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）、ＡＭＰＫα２兔单克

隆抗体（１∶１０００，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）、胱天蛋白酶３

（ｃａｓｐａｓｅ３）兔多克隆抗体（１∶１０００，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）、ＧＡＰＤＨ兔多克隆抗体（１∶１０００，

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）４℃孵育过夜，山羊抗兔二抗

（１∶５０００）常温孵育１ｈ。滴加ＥＣＬ化学发光剂，化

学发光成像系统（Ｂｉｏｒａｄ公司）显影，并用ＩｍａｇｅＪ软

件对条带灰度值进行分析。

１．６　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行统计学分析。
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连续变量以均数±标准差表示，两个独立样本间比

较用狋检验，多个独立样本间比较采用单因素方差

分析，组间比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ狋检验。犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　阿霉素降低心肌细胞活力

阿霉素损伤可显著降低心肌细胞活力，并呈时

间依赖性（阿霉素不同处理时间与０ｈ相比，犘均＜

０．０５），当处理时间为２４ｈ时，细胞活力下降约

５０％，损伤程度适宜，以该浓度进行后续实验。

２．２　ｓｉＥ２Ｆ１转染抑制Ｅ２Ｆ１表达

转染４８ｈ后，ｓｉＥ２Ｆ１转染组Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ和

蛋白的表达水平与ｓｉＲＮＡ阴性对照组和空白对照

组相比均显著降低（犘均＜０．００１），见表１。

表１　转染后各组犈２犉１犿犚犖犃和蛋白表达水平比较

组别 ｍＲＮＡ相对表达水平 蛋白相对表达水平

空白对照组 ０．９７±０．０１ １．０２±０．０１

ｓｉＲＮＡ阴性对照组 １．０１±０．０２ ０．９９±０．０２

ｓｉＥ２Ｆ１组 　０．２３±０．０１
（１）（２） ０．３０±０．０２（１）（２）

　　注：与空白对照组比较，（１）犘＜０．００１；与ｓｉＲＮＡ阴性对照组相

比较，（２）犘＜０．００１

２．３　阿霉素通过上调Ｅ２Ｆ１诱导心肌细胞凋亡

采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染流式细胞术检测细胞

凋亡，与对照组相比，阿霉素组Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡

率显著升高，ｓｉＥ２Ｆ１组凋亡率显著降低，阿霉素＋

ｓｉＥ２Ｆ１组凋亡率显著升高（犘均＜０．０５）。与阿霉

素组相比，阿霉素＋ｓｉＥ２Ｆ１组凋亡率显著降低（犘＜

０．００１）。见图１Ａ、表２。

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞内蛋白水平，与

对照组相比，阿霉素组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２和ｃａｓｐａｓｅ３

剪切体（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）的蛋白表达水平显著升

高（犘均＜０．００１）；ｓｉＥ２Ｆ１组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２的蛋

白表达水平显著降低（犘 均＜０．００１），ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平无统计学差异；阿霉素＋

ｓｉＥ２Ｆ１组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２的蛋白表达水平显著降

低，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平显著升高

（犘均＜０．００１）。但与阿霉素组相比，阿霉素＋

ｓｉＥ２Ｆ１组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的

蛋白表达水平均显著降低（犘 均＜０．００１）。见图

１Ｂ、表２。

２．３　ＲＳＶ通过抑制Ｅ２Ｆ１部分逆转阿霉素介

导的心肌细胞凋亡

ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染流式细胞术检测显示，ＲＳＶ

组细胞凋亡率与对照组、阿霉素组相比显著降低

（犘均＜０．０５）；阿霉素＋ＲＳＶ组细胞凋亡率虽高于

对照组，但显著低于阿霉素组（犘均＜０．００１）。见图

２Ａ、表３。

注：Ａ为ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法检测各组心肌细胞凋亡水平；Ｂ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组心肌细胞蛋白表达情况

图１　狊犻犈２犉１转染后心肌细胞凋亡水平和凋亡相关蛋白的表达情况

表２　狊犻犈２犉１转染后各组犎９犮２心肌细胞凋亡率及凋亡相关蛋白表达水平的比较

组别 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率／％ Ｅ２Ｆ１／ＧＡＰＤＨ ＡＭＰＫα２／ＧＡＰＤＨ ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３

对照组 １２．２７±１．６２ ０．９８±０．０３ １．０３±０．０２ ０．９７±０．０１

阿霉素组 ３２．１３±１．９２（２） ３．２６±０．０２（２） ３．７９±０．０３（２） ５．７８±０．０１（２）

ｓｉＥ２Ｆ１组 ７．９１±１．１２（１）（３） ０．３１±０．０２（２）（３） ０．４３±０．０３（２）（３） ０．５７±０．０２（３）

阿霉素＋ｓｉＥ２Ｆ１组 ２３．１４±１．５５（２）（３） ０．３５±０．０３（２）（３） ０．４７±０．０２（２）（３） ２．７１±０．０２（２）（３）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０５，（２）犘＜０．００１；与阿霉素组比较，（３）犘＜０．００１
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　　ＲＳＶ组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

的蛋白表达水平与对照组、阿霉素组相比显著降低

（犘均＜０．０５）。阿霉素＋ＲＳＶ组Ｅ２Ｆ１、ＡＭＰＫα２

和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平虽高于对照

组，但与阿霉素组相比显著降低（犘均＜０．００１）。见

图２Ｂ、表３。

注：Ａ为ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法检测各组心肌细胞凋亡水平；Ｂ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组心肌细胞蛋白表达情况

图２　犚犛犞干预后各组心肌细胞凋亡水平和凋亡相关蛋白的表达情况

表３　犚犛犞干预后各组犎９犮２心肌细胞凋亡率及凋亡相关蛋白表达水平的比较

组别 Ｈ９ｃ２细胞凋亡率／％ Ｅ２Ｆ１／ＧＡＰＤＨ ＡＭＰＫα２／ＧＡＰＤＨ ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３

对照组 １３．５７±１．９８ ０．９７±０．０１ １．０４±０．０１ ０．９６±０．０１

阿霉素组 ３１．５３±１．０２（２） ３．９１±０．０５（２） ３．９９±０．０１（２） ５．６６±０．０２（２）

ＲＳＶ组 ９．９１±１．９３（１）（３） ０．４１±０．０１（１）（３） ０．４７±０．０３（１）（３） ０．４５±０．０１（１）（３）

阿霉素＋ＲＳＶ组 ２０．０７±１．０９（２）（３） １．９４±０．０４（２）（３） １．９４±０．０６（２）（３） １．９４±０．０１（２）（３）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０５，（２）犘＜０．００１；与阿霉素组比较，（３）犘＜０．００１

３　讨论

阿霉素属蒽环类抗肿瘤药物，广泛应用于实体

肿瘤和血液系统肿瘤的治疗［１４］。阿霉素在发挥抗肿

瘤作用的同时，可对正常细胞产生毒性，由于其容易

在心肌细胞中积累，故有明显的心脏毒性［２４，１５］。本

研究结果提示阿霉素能够降低心肌细胞的活力，促

使心肌细胞发生凋亡。

我们既往的研究证明阿霉素诱导的心脏毒性与

ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶 （ｐ３８ＭＡＰＫ）／ｐ５３ 和

ＡＭＰＫ／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）／自噬相

关蛋白１（Ｕｌｋ１）的信号通路有关
［１１１２，１６］。但有关阿

霉素对 ＡＭＰＫ 活化作用的研究得出了不同结

论［９，１７１９］。ＡＭＰＫ可能有具有双重作用的亚型，即具

有维持细胞存活特性的亚型（ＡＭＰＫα１）和诱导细胞

凋亡的亚型（ＡＭＰＫα２）
［９］。另外，Ｅ２Ｆ１可通过转录

激活Ｇ１／Ｓ转换和调节有丝分裂的相关基因，使细胞

进行不可逆的ＤＮＡ复制，在癌症进展中发挥重要作

用［７］。随后的研究表明，与增殖和恶性转化相关的其

他生物过程也受Ｅ２Ｆ１调节，包括细胞生长、自噬、侵

袭和转移［２０２１］。Ｅ２Ｆ１还可通过激活ＡＭＰＫα２，参与

阿霉素诱导的心脏毒性过程［９］。本研究结果显示，在

Ｈ９ｃ２心肌细胞中，阿霉素可诱导Ｅ２Ｆ１和ＡＭＰＫα２

的激活，抑制Ｅ２Ｆ１可减轻阿霉素诱导的ＡＭＰＫα２

的激活和细胞凋亡过程。

ＲＳＶ是一种在葡萄中大量存在的多酚化合物，

具有抗氧化、抗炎和抗癌特性［１０］。ＲＳＶ的心脏保护

作用与减少氧化应激、抑制细胞凋亡和调节自噬等

相关［１１１２］。研究表明，ＲＳＶ可减少过氧化氢诱导的

心肌细胞氧化应激，从而在糖尿病心肌病大鼠模型

中发挥心脏保护作用［１３，２２］。ＲＳＶ还可通过抑制Ｂａｘ

和ｃａｓｐａｓｅ３的活化，抑制缺氧诱导的心肌细胞凋

亡［２３２５］。既往的研究表明，ＲＳＶ与阿霉素联合使用

可以预防阿霉素的心脏毒性，并在体内和体外协同

抑制肿瘤细胞的增殖和迁移［１１１２，１６］。ＲＳＶ能够通过

下调Ｅ２Ｆ１和抑制磷酸化的丝氨酸／苏氨酸激酶

（ｐＡＫＴ），增加鼻咽癌（ＮＰＣ）细胞对放射的敏感性，
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促进ＮＰＣ凋亡
［２６］。本研究发现，ＲＳＶ可部分逆转

阿霉素引起的 Ｈ９ｃ２心肌细胞凋亡，抑制Ｅ２Ｆ１和

ＡＭＰＫα２的激活，提示ＲＳＶ对阿霉素所致心肌细胞

凋亡的保护作用可能是通过调控Ｅ２Ｆ１／ＡＭＰＫα２信

号通路实现的。
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