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秦皮乙素抑制多柔比星毒性的分子机制研究
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　　 【摘要】　目的　探讨秦皮乙素（Ｅｓｃ）对多柔比星（ＤＯＸ）诱导的Ｈ９Ｃ２细胞损伤的保护作用及机
制。方法　培养Ｈ９Ｃ２心肌细胞并分为空白组、ＤＯＸ组、Ｅｓｃ＋ＤＯＸ组，透射电镜观察各组细胞超微
结构，蛋白免疫印迹法检测各组Ｂｍｉ１的表达情况。将细胞重新分为３组：ＤＯＸ组，空白ｓｉＲＮＡ转染
组（Ｅｓｃ＋ＤＯＸ＋ＮＣｓｉＲＮＡ）和Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ转染组（Ｅｓｃ＋ＤＯＸ＋Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ），蛋白免疫印迹法检测
各组Ｂｍｉ１的表达情况，流式细胞术检测细胞凋亡情况和细胞内活性氧（ＲＯＳ）的含量。结果　ＤＯＸ
组细胞肿胀、线粒体嵴断裂，Ｂｍｉ１表达低于Ｅｓｃ＋ＤＯＸ组（Ｐ＜００１）；Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ转染组 Ｈ９Ｃ２细
胞凋亡数量、ＲＯＳ含量高于空白 ｓｉＲＮＡ组（Ｐ均 ＜００１），Ｂｍｉ１表达低于空白 ｓｉＲＮＡ转染组（Ｐ＜
００１）。结论　秦皮乙素可减轻多柔比星诱导Ｈ９Ｃ２细胞的凋亡，其作用机制可能与抑制Ｂｍｉ１表达，
从而调节线粒体功能及减少ＲＯＳ的产生有关。
　　 【关键词】　多柔比星；秦皮乙素；线粒体；Ｂｍｉ１
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　　多柔比星为蒽环类抗生素，具有广谱抗肿瘤作
用，但其对正常细胞（心脏、肝脏、肾脏等细胞）

具有毒性作用，严重制约多柔比星的临床应用［１］。

有研究表明，当多柔比星的累积总量大于６００ｍｇ／ｍ２

时，心力衰竭的发生率达３６％［２］。多柔比星诱导

心脏毒性的机制比较复杂，包括刺激自由基形成增

加、线粒体损伤、细胞凋亡等，其对正常细胞的毒

性主要为线粒体功能破坏、线粒体损伤［３］。秦皮

乙素是中药秦皮的主要活性成分，可清除氧自由

基、保护细胞免受过氧化物造成的损伤，之前已有

研究证实 Ｂｍｉ１基因在 ＤＮＡ损伤应答、维持线粒
体功能和活性氧（ＲＯＳ）平衡过程中发挥重要的作
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用［４］。在本研究中我们首次探究了秦皮乙素对

Ｈ９Ｃ２细胞内Ｂｍｉ１表达的调节作用，以探讨秦皮
乙素保护多柔比星致心肌细胞损伤的可能机制。

材料与方法

一、材　料
大鼠胚胎心肌细胞 Ｈ９Ｃ２，来源于中国科学院

细胞库。ＲＰＭＩ１６４０培养基（货号：ＳＨ３０８０９０１Ｂ）
和胎牛血清（ＦＢＳ货号：ＳＶ３００８７０３），购于 Ｈｙ
ＣｌｏｎｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司（美国）；ＧＡＰＤＨ的一抗（兔
多抗，货号：１０４９４１ＡＰ）、二抗（羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ
抗体，货号：１０４９４１ＡＰ）购于Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司（中
国武汉）；Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ（货号：６４４２Ｓ）和 ＮＣｓｉＲ
ＮＡ（货号：ａｂｘ９１８１１９）均来自生兴生物公司（中国
南京）；ＤＣＦＨＤＡ（货号：Ｄ６４７０）购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司（美国）；多柔比星（货号：ＡＳＤ８０７）、秦皮乙素
（货号：ＹＭＷＳ１２２９）购于阿拉丁生物化学技术有
限公司（中国上海）。

二、细胞培养及分组

Ｈ９Ｃ２细胞用含有１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养
基于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养，当细胞覆
盖培养瓶底部的８０％时，使用胰蛋白酶消化以制
备单细胞悬液。然后将Ｈ９Ｃ２细胞接种到９６孔板，
调整细胞浓度为５×１０４个／ｍｌ，细胞分为３组：空
白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、多柔比星（ＤＯＸ）组、秦皮乙素
（Ｅｓｃ＋ＤＯＸ）组。空白组细胞只加培养基，秦皮乙
素组细胞加入１０μｍｏｌ／Ｌ秦皮乙素培养２ｈ［５］；然
后在Ｄｏｘ和Ｅｓｃ＋Ｄｏｘ组细胞加入８μｍｏｌ／Ｌ多柔比
星继续培养４８ｈ，收集细胞待用。

三、透射电子显徼镜观察线粒体结

收集各组细胞，加入２５％戊二醛在４℃的冰
箱中固定４８ｈ；再用１％四氧化锇在４℃固定３０
ｍｉｎ；用系列丙酮在室温下脱水；然后用包埋剂包
埋，用超薄切片机切片并染色，透射电子显微镜检

测线粒体结构改变。

四、Ｂｍｉ１在Ｈ９Ｃ２细胞中的表达及其对细胞
损伤的影响

１通过胰蛋白酶消化收集各组细胞
使用ＢＣＡ蛋白质浓度测定试剂盒测定蛋白质

浓度，通过 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶将细胞抗原按分
子量大小分离，湿式转膜将蛋白转印至硝酸纤维素

膜上，分别加入Ｂｍｉ１、ＧＡＰＤＨ一抗（用一抗稀释
液将一抗按照１∶１０００稀释）４℃孵育过夜，再分
别加入二抗（用二抗稀释液将二抗按照１∶２０００稀

释）室温下２ｈ，在暗室中将 ＥＣＬ发光液覆盖于膜
表面，用化学发光荧光影像分析仪进行曝光，检测

各组Ｂｍｉ１的表达。
２实验细胞分组
将细胞重新分为 ３组：ＤＯＸ组、空白 ｓｉＲＮＡ

转染组（Ｅｓｃ＋ＤＯＸ＋ＮＣｓｉＲＮＡ）和 Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ转
染组（Ｅｓｃ＋ＤＯＸ＋Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ）。将３００ｐｍｏｌＢｍｉ
１ｓｉＲＮＡ和３００ｐｍｏｌ空白 ｓｉＲＮＡ加入到２ｍｌ无血
清 ＯｐｔｉＭＥＭ Ｉ培 养 基 中，将 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

ＲＮＡｉＭＡＸ加入（２０μｌ）至２种溶液中，然后充分混
合并加入细胞中。孵育４８ｈ后，通过蛋白免疫印
迹法检测每组Ｂｍｉ１的表达；然后用流式细胞术检
测各组细胞凋亡情况；在每组细胞中加入 １０
μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ染色溶液，３７℃避光孵育 ２０
ｍｉｎ，采用流式细胞仪检测各组细胞ＲＯＳ的水平。

五、统计学处理

使用ＳＰＳＳ１９０进行统计分析，计量资料以 珋ｘ
±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比
较采用Ｔｕｋｅｙ法，Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、秦皮乙素可减轻多柔比星诱导的Ｈ９Ｃ２细
胞毒性线粒体功能紊乱

电镜结果显示，ＤＯＸ组出现 Ｈ９Ｃ２细胞肿胀，
线粒体嵴发生破裂。在 Ｅｓｃ＋ＤＯＸ组中，Ｈ９Ｃ２细
胞保持正常完整的线粒体 （图１）。
　　二、秦皮乙素对多柔比星诱导的 Ｈ９Ｃ２细胞
Ｂｍｉ１表达和细胞损伤的影响

蛋白免疫印迹分析表明，与ＤＯＸ组相比，Ｅｓｃ
＋ＤＯＸ组内Ｂｍｉ１表达增加（图２Ａ）。在敲除Ｂｍｉ
１后，与空白 ｓｉＲＮＡ组相比，Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ组中的
Ｂｍｉ１蛋白表达降低（图２Ｂ），细胞凋亡率升高（图
２Ｃ），ＲＯＳ水平升高（图２Ｄ）。因此，秦皮乙素对
多柔比星诱导的心肌细胞损伤的作用机制是上调

Ｂｍｉ１的表达。

讨　　论

多柔比星是抗肿瘤谱广、活性强、在国内外被

广泛使用的抗肿瘤药物。但长期使用时，由于剂量

累积作用，存在严重的毒副反应，尤其是骨髓与心

脏的毒性，大大限制了多柔比星的应用。多柔比星

产生心脏毒性的机制很多，包括线粒体功能紊乱、

ＲＯＳ水平增高等［６］。本研究结果表明多柔比星会

使线粒体的形态发生改变，增加了Ｈ９Ｃ２细胞内
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图１　Ｅｓｃ对ＤＯＸ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞线粒体功能的影响 （×１００００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：ＤＯＸ组；Ｃ：Ｅｓｃ＋ＤＯＸ组

图２　Ｈ９Ｃ２细胞Ｂｍｉ１表达和细胞损伤情况
Ａ：与ＤＯＸ组比较，Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｅｓｃ＋ＤＯＸ组Ｂｍｉ１表达增加 （Ｆ＝５３９０９８，Ｐ＜０００１），Ｐ＜００１；Ｂ：与空白

ｓｉＲＮＡ组相比，Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ组中的Ｂｍｉ１蛋白表达降低 （Ｆ＝１１６５２７，Ｐ＜０００１），Ｐ＜００１；Ｃ：与空白ｓｉＲＮＡ组相
比，Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ组细胞凋亡率升高 （Ｆ＝１３４６１２，Ｐ＜０００１），Ｐ＜００１；Ｄ：与空白ｓｉＲＮＡ组相比，Ｂｍｉ１ｓｉＲＮＡ组
ＲＯＳ水平升高 （Ｆ＝１６５８３７，Ｐ＜０００１），Ｐ＜００１
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ＲＯＳ的水平；而秦皮乙素预处理后，ＲＯＳ的产生
显著减少。

Ｂｍｉ１基因是多梳基因家族ＰｃＧ的重要成员之
一，由多种转录抑制因子组成，以多蛋白复合体的

形式调控靶基因的表达，在细胞的增殖能力、细胞

周期及细胞凋亡等生命现象中发挥着重要作用［７］。

近来研究显示，Ｂｍｉ１也在多种恶性肿瘤异常表
达，包括乳腺癌、宫颈癌和肺癌等，与肿瘤的生物

学特性和患者的预后转归密切相关，被认为是一种

新的肿瘤标志物和潜在的治疗靶点［８］。Ｂｍｉ１通过
调节与线粒体功能和 ＲＯＳ产生相关的基因表达来
调节线粒体功能。研究显示Ｂｍｉ１基因缺失的细胞
线粒体功能遭到了破坏，ＲＯＳ水平升高，说明
Ｂｍｉ１可以直接调节细胞内氧化压力［９］。

本研究表明，秦皮乙素可以抑制多柔比星导致

的Ｂｍｉ１表达减少，从而调节线粒体功能及减少
ＲＯＳ的产生，减轻多柔比星对心肌细胞的毒性。
有研究表明，Ｂｍｉ１是 ｍｉＲＮＡ１３２的下游靶基因，
过表达ｍｉＲＮＡ１３２之后，可抑制Ｂｍｉ１的表达［１０］。

秦皮乙素减轻多柔比星致心脏毒性的其他机制尚需

深入探讨，但本研究可为相关临床研究提供实验依

据。
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