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　　【摘要】　目的：探讨黑芥子苷对阿霉素诱导的心脏毒性的作用及机制。　方法：

１０周龄雄性Ｃ５７／ＢＬ６小鼠随机分为对照组、黑芥子苷组、阿霉素组和黑芥子苷＋阿霉素

组。阿霉素组和黑芥子苷＋阿霉素组给予单次腹腔注射阿霉素（１５ｍｇ／ｋｇ），对照组和黑

芥子苷组给予单次腹腔注射生理盐水（１５ｍｇ／ｋｇ），黑芥子苷组和黑芥子苷＋阿霉素组小

鼠同时用黑芥子苷５ｍｇ／ｋｇ灌胃，每２天１次，共３次。７ｄ后超声心动图检测心脏功

能，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测心肌中凋亡相关蛋白和ＭＡＰＫ信号通路相关蛋白的表达水平。　

结果：黑芥子苷组与对照组小鼠超声心动图各指标、凋亡相关蛋白表达水平和ＭＡＰＫ相

关蛋白表达水平的差异无统计学意义。与对照组相比，阿霉素组小鼠ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＳＤ

均明显增大，ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ均明显减小，Ｂａｘ表达水平、ｐ３８和ＪＮＫ的磷酸化水平明显

升高，Ｂｃｌ２表达水平明显降低（犘均＜０．０５）。与阿霉素组相比，黑芥子苷＋阿霉素组小

鼠ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＳＤ均明显减小，ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ均明显增大，Ｂａｘ表达水平、ｐ３８和

ＪＮＫ的磷酸化水平均明显降低，Ｂｃｌ２表达水平明显升高（犘均＜０．０５）。　结论：黑芥子

苷通过ｐ３８／ＪＮＫＭＡＰＫ信号通路减少心肌细胞凋亡，减轻阿毒素诱导的心脏毒性。

【关键词】　阿霉素；心脏毒性；黑芥子苷；凋亡；信号通路

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３６５８３．２０２０．０１．０１２

　作者单位：４４５０００　恩施土家族苗族自治州中心医院心血管内科

　通信作者：刘长召，Ｅｍａｉｌ：３７２４６５２５７＠ｑｑ．ｃｏｍ

犛犻狀犻犵狉犻狀狆狉狅狋犲犮狋狊犪犵犪犻狀狊狋犱狅狓狅狉狌犫犻犮犻狀犻狀犱狌犮犲犱犮犪狉犱犻狅狋狅狓犻犮犻狋狔狏犻犪狋犺犲狆３８／犑犖犓犕犃犘犓狆犪狋犺狑犪狔　犔犑犻狀，

犢犃犖犌犛犺犲狀犵狓犻犪狀犵，犎犝犃犡犻犪狅犳犪狀犵，犔犐犝犆犺犪狀犵狕犺犪狅　犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犪狉犱犻狅犾狅犵狔，犜犺犲犆犲狀狋狉犪犾

犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犈狀狊犺犻犜狌犼犻犪犪狀犱犕犻犪狅犃狌狋狅狀狅犿狅狌狊犘狉犲犳犲犮狋狌狉犲，犎狌犫犲犻　４４５０００，犆犺犻狀犪

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｓｉｎｉｇｒｉｎｏｎｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ．　犕犲狋犺狅犱狊：ＭａｌｅＣ５７／ＢＬｍｉｃｅａｇｅｄ１０ｗｅｅｋｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，

ｓｉｎｉｇｒｉｎｇｒｏｕｐ，ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐａｎｄｓｉｎｉｇｒｉｎ＋ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐ．Ａｓｉｎｇｌｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（１５ｍｇ／ｋｇ）ｗａｓｇｉｖｅｎｔｏｍｉｃｅｉｎｔｈｅｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｓｉｎｉｇｒｉｎ＋ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

ｇｒｏｕｐ．Ｗｈｉｌｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｍｙｃｏｓｉｄｉｎｇｒｏｕｐ，ａｓｉｎｇｌｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓａｌｉｎｅ

（１５ｍｇ／ｋｇ）ｗａｓｇｉｖｅｎ．Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅｓｉｎｉｇｒｉｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｓｉｎｉｇｒｉｎ＋ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐ

ｗｅｒｅｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈｓｉｎｉｇｒｉｎ５ｍｇ／ｋｇｏｎｃｅｅｖｅｒｙ２ｄａｙｓ，３ｔｉｍｅｓｉｎｔｏｔａｌ．Ａｆｔｅｒ

７ｄａｙｓ，ｃａｒｄｉａｃｆｕｎｃｔｉｏｎｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ．　犚犲狊狌犾狋狊：Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｉｃｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ，

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄＭＡＰＫｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｉｎｉｇｒｉｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＬＶＥＤＤａｎｄＬＶＥＳＤｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌａｒｇｅｒ，ＬＶＥＦ

ａｎｄＬＶＦＳｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｍａｌｌｅｒ；Ｂａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ，ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ３８ａｎｄＪＮＫｗｅｒｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ，ａｎｄＢｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ，ｉｎｔｈｅｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐ（犘ａｌｌ＜

０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐ，ＬＶＥＤＤａｎｄＬＶＥＳＤｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｍａｌｌｅｒｉｎｔｈｅ

·８４· 国际心血管病杂志２０２０年１月第４７卷第１期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊａｎ．２０２０，Ｖｏｌ．４７，Ｎｏ１



ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ＋ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｇｒｏｕｐ，ａｎｄＬＶＥＦａｎｄＬＶＦＳｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌａｒｇｅｒ；Ｂａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ，

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ３８ａｎｄＪＮＫｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ，ｗｈｉｌｅＢｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ（犘ａｌｌ＜０．０５）． 犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊：Ｓｉｎｉｇｒｉｎｒｅｄｕｃｅｓｔｈｅｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈ

Ｐ３８／ＪＮＫＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ；Ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ；Ｓｉｎｉｇｒｉｎ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　阿霉素属于蒽环类抗生素，广泛应于白血病、

淋巴瘤以及实体瘤等的治疗［１２］。然而，阿霉素的心

脏毒性限制了其临床应用。应用阿霉素后的心脏

功能障碍在治疗期间或治疗停止后数周至数年内

出现，其心脏毒性可表现为心包炎、心律失常、充血

性心力衰竭以及治疗后即会出现的可逆性低血压，

长期应用阿霉素治疗死亡率超过５０％
［３４］。阿霉素

诱导的心脏毒性可能涉及多种途径，其中阿霉素诱

导的线粒体功能障碍是其诱导心脏毒性的关键［５］。

阿霉素对心磷脂具有高亲和力，与心磷脂结合后可

进入线粒体，抑制呼吸链功能，最终引起心肌细胞

凋亡［６７］。

黑芥子苷是十字花科植物如西兰花中天然存

在的葡萄糖苷类营养成分，具有抗氧化、抗凋亡、抗

肿瘤和抗炎作用［８１０］。研究发现，黑芥子苷还可在

抗动脉粥样硬化中发挥重要作用［１１］，但其是否能预

防阿霉素引起的心脏毒性尚不清楚。本研究探讨

黑芥子苷对阿霉素所致心脏毒性的作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

３２只１０周龄Ｃ５７／ＢＬ６成年雄性小鼠购于中

国医学科学院实验动物研究所，体质量２３．５～

２７．５ｇ，ＳＰＦ级。黑芥子苷购于上海融禾公司，批号

６４５５０８８５，纯度＞９８％；３磷酸甘油醛脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）抗体、ｐ３８丝裂原激活蛋白激酶（Ｔｐ３８）

抗体、磷酸化的ｐ３８丝裂原激活蛋白激酶（Ｐｐ３８）抗

体、ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ＴＪＮＫ）抗体、磷酸化ｃＪｕｎ

氨基末端激酶（ＰＪＮＫ）抗体、Ｂａｘ抗体和Ｂｃｌ２抗体

等一抗均购于美国ＣＳＴ公司；荧光标记羊抗兔二抗

购于美国ＬＩＣＯＲ公司；化学发光蛋白检测显影液

购于美国Ｂｏｒａｄ公司。

１．２　实验分组

实验小鼠购回后，适应环境１周，随机分为对照

组、黑芥子苷组、阿霉素组和黑芥子苷＋阿霉素组，

每组各８只。阿霉素组和黑芥子苷＋阿霉素组小鼠

给予单次腹腔注射阿霉素（１５ｍｇ／ｋｇ），对照组和黑

芥子苷组给予单次腹腔注射生理盐水（１５ｍｇ／ｋｇ），

黑芥子苷组和黑芥子苷＋阿霉素组小鼠同时用黑

芥子苷５ｍｇ／ｋｇ灌胃，每２天１次，共３次。本实验

经动物护理和使用委员会批准。

１．３　超声心动图检测

腹腔注射后第７天，采用多普勒心脏超声检测

４组小鼠左室舒张末期内径（ＬＶＥＤＤ）、左室收缩末

期内径（ＬＶＥＳＤ）、左室射血分数 （ＬＶＥＦ）以及左

室短轴缩短率（ＬＶＦＳ）。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

小鼠称重并记录后处死，沿胸骨中线剪开皮

肤，充分暴露心脏后取出心脏，将心腔内血液轻轻

挤出，称量心脏质量。将各组心脏组织溶解于裂解

缓冲液中，采用ＢＣＡ法测量蛋白浓度，蛋白经１０％

十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电

泳分离，转移到ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭１ｈ，

一抗４℃孵育过夜，二抗３７℃孵育４０ｍｉｎ，ＥＣＬ显

影。使用ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白表达水平进行定量，

ＧＡＰＤＨ为内参蛋白。

１．５　统计学分析

使用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析。计量

资料以均数±标准差表示，多组间比较采用单因素

方差分析，两组间比较采用两独立样本的狋检验，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　黑芥子苷对阿霉素所致心脏毒性的保护作用

黑芥子苷组与对照组小鼠超声心动图各指标的

差异无统计学意义。与对照组相比，阿霉素组小鼠

ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＳＤ均明显增大，而ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ均

明显减小（犘均＜０．０５）。与阿霉素组相比，黑芥子苷

＋阿霉素组小鼠ＬＶＥＤＤ、ＬＶＥＳＤ均明显减小，ＬＶＥＦ

和ＬＶＦＳ均明显增大（犘均＜０．０５）。见表１。

２．２　黑芥子苷减轻阿霉素所致心肌细胞凋亡

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，黑芥子苷组与对照组

小鼠凋亡相关蛋白表达水平的差异无统计学意义。

与对照组小鼠相比，阿霉素组小鼠心肌Ｂａｘ表达水

平明显升高，Ｂｃｌ２表达水平明显降低（犘 均＜

０．０５）；与阿霉素组相比，黑芥子苷＋阿霉素组Ｂａｘ

表达水平明显降低，Ｂｃｌ２表达水平明显升高，

（犘均＜０．０５），见图１、表２。
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表１　各组小鼠心功能比较

　组别 ＬＶＥＤＤ／ｍｍ ＬＶＥＳＤ／ｍｍ ＬＶＥＦ／％ ＬＶＦＳ／％

对照组（狀＝８） ３．６２±０．２６ ２．４４±０．１８ ７８．２±３．２ ４１．９±２．６４

黑芥子苷组（狀＝８） ３．６６±０．３２ ２．４８±０．４５ ７６．８±４．１２ ３９．６±５．３２

阿霉素组（狀＝８） ４．０２±０．２２（１） ３．０４±０．２８（１） ５６．４±３．４１（１） ２６．６±２．６２（１）

黑芥子苷＋阿霉素组 （狀＝８） ３．７８±０．４２（２） ２．７４±０．５２（２） ６７．４±２．５２（２） ３４．２±１．４４（２）

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

图１　各组凋亡相关蛋白表达情况

表２　各组小鼠凋亡相关蛋白表达水平比较

　组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ２

对照组（狀＝８） １．００±０．０８ １．００±０．０７

黑芥子苷组（狀＝８） ０．９９±０．０６ １．０１±０．０５

阿霉素组（狀＝８） ２．４５±０．１５（１） ０．４３±０．０８（１）

黑芥子苷＋阿霉素组 （狀＝８） １．８８±０．１８（２） ０．７６±０．０３（２）

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

２．３　黑芥子苷通过ｐ３８／ＪＮＫＭＡＰＫ减轻阿霉素

的心脏毒性

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，黑芥子苷组与对照组

小鼠ＭＡＰＫ信号通路相关蛋白表达水平的差异无

统计学意义。与对照组相比，阿霉素组小鼠心肌中

磷酸化的ｐ３８和ＪＮＫ的表达水平明显升高（犘均＜

０．０５）；与阿霉素组相比，黑芥子苷＋阿霉素组磷酸

化的ｐ３８和ＪＮＫ的表达水平明显降低（犘 均＜

０．０５）。见图２。

图２　各组犕犃犘犓信号通路相关蛋白表达情况

表３　各组小鼠犕犃犘犓信号通路相关蛋白表达水平比较

　组别 ＰＪＮＫ／ＴＪＮＫ Ｐｐ３８／Ｔｐ３８

对照组（狀＝８） １．００±０．０５ １．００±０．０７

黑芥子苷组（狀＝８） １．０２±０．０９ ０．９８±０．０６

阿霉素组（狀＝８） ２．２３±０．２１（１） ２．４１±０．１２（１）

黑芥子苷＋阿霉素组 （狀＝８） １．５６±０．０９（２） １．７８±０．３２（２）

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

３　讨论

本研究探讨黑芥子苷对阿霉素诱导的心脏毒

性的潜在保护作用，并阐明这种保护作用的可能机

制。ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ的下降是阿霉素诱导的心脏功

能降低的表现［１２］。我们的研究发现阿霉素诱导心

脏功能恶化，表现为ＬＶＥＦ和ＬＶＦＳ的降低，而使

用黑芥子苷干预后，小鼠心功能明显改善。

体外和体内研究表明，阿霉素诱导的心脏毒性

与心肌细胞凋亡和坏死有关［１３１５］。线粒体是阿霉

素诱导心肌细胞自由基毒性的靶点［１６］。阿霉素可

引起线粒体通透性转换孔（ｍＰＴＰ）开放，允许小分

子通过线粒体膜，导致线粒体三功能蛋白（ＭＴＰ）崩

溃，进而引起线粒体肿胀和破裂，促细胞凋亡分子

释放到胞质中［１７］。线粒体在阿霉素诱导的心肌病

的发病机制中起重要作用，预防线粒体功能障碍可

影响心肌改变，使心脏出现好的转归［１８］。在本研究

中，我们观察到阿霉素使促凋亡蛋白Ｂａｘ表达上

调，抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达下调，但黑芥子苷干预可

减弱阿霉素介导的促凋亡现象。

ＭＡＰＫ在细胞增殖、分化和死亡中起重要作

用。ＭＡＰＫ家族由３个成员组成：细胞外信号调节

激酶（ＥＲＫ），ＪＮＫ和ｐ３８。ＭＡＰＫ信号通路是通过

氧化应激触发细胞凋亡的主要中间体。ＪＮＫ和ｐ３８

参与阿霉素诱导的氧化应激反应［７，１９］。因此，我们

研究了黑芥子苷对ｐ３８／ＪＮＫＭＡＰＫ信号通路的影

响。在本研究中，经阿霉素作用后，心脏组织ｐ３８和

ＪＮＫ的磷酸化水平升高，而黑芥子苷抑制了阿霉素

诱导的ＪＮＫ和ｐ３８的磷酸化。
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在本研究中，我们使用黑芥子苷干预阿霉素诱

导的心脏毒性，结果表明黑芥子苷通过ｐ３８／ＪＮＫ

ＭＡＰＫ信号通路发挥心脏保护作用，这为黑芥子苷

减轻阿霉素诱导的心脏毒性提供了理论依据。
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