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　　［摘　要］　目的：研究核因子Ｅ２相关因子２（ＮＲＦ２）对阿霉素（又称多柔比星，ＤＯＸ）诱导的心肌Ｈ９Ｃ２细胞
氧化应激和溶酶体功能的影响。方法：用ＤＯＸ处理大鼠心肌Ｈ９Ｃ２细胞，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定细胞中
ＮＲＦ２表达的变化；慢病毒感染构建 ＮＲＦ２稳定过表达的 Ｈ９Ｃ２细胞，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ确认过表达效
率；给予ＤＯＸ处理，ＣＣＫ８法检测细胞活力，检测细胞上清中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘
肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）的活性及丙二醛（ＭＤＡ）的含量；通过 ＦＩＴＣ葡聚糖检测溶酶体 ｐＨ的
变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测溶酶体相关膜蛋白１（ＬＡＭＰ１）和组织蛋白酶 Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ）的表达。结果：ＤＯＸ处理后
Ｈ９Ｃ２细胞中ＮＲＦ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达明显减少（Ｐ＜００５）。ＮＲＦ２过表达能够明显上调 ＤＯＸ处理的 Ｈ９Ｃ２细
胞中ＮＲＦ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｐ＜００５）。ＤＯＸ处理后Ｈ９Ｃ２细胞的活力降低，上清中 ＬＤＨ的活性增强，ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ和ＣＡＴ的活性降低，ＭＤＡ的含量增加（Ｐ＜００５）；细胞溶酶体的ｐＨ值升高，ＬＡＭＰ１和 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ表达降
低（Ｐ＜００５）。ＮＲＦ２过表达增强Ｈ９Ｃ２细胞的活力，降低 ＬＤＨ的活性（Ｐ＜００５），提高细胞上清中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ
和ＣＡＴ的活性，减少ＭＤＡ的含量（Ｐ＜００５）；减轻ＤＯＸ所致的Ｈ９Ｃ２细胞溶酶体ｐＨ值的升高，升高ＬＡＭＰ１和ｃａ
ｔｈｅｐｓｉｎＢ的表达（Ｐ＜００５）。结论：ＤＯＸ处理后Ｈ９Ｃ２细胞的 ＮＲＦ２呈低表达；过表达 ＮＲＦ２可以减轻 ＤＯＸ诱导
的心肌Ｈ９Ｃ２细胞氧化应激和溶酶体功能障碍。
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　　阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ；又称多柔比星，ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，
ＤＯＸ）作为一种广谱蒽环类抗肿瘤药物，广泛应用于
多种实体肿瘤的化疗［１］。虽然 ＤＯＸ的临床疗效确
切，但临床应用受限于其剂量依赖性心肌细胞毒性

损伤［２］，探讨相关分子机制有利于寻找合适的心肌

细胞保护策略。ＤＯＸ引发的自由基形成是导致心肌
细胞损伤的重要原因，自由基的产生与氧化应激密

切相关，氧化应激损伤能够导致心肌细胞结构和功

能的改变［３］。核因子 Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
Ｅ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）是细胞调节抗氧化应激反
应的一种重要转录因子，通过抗氧化反应元件（ａｎ
ｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）调控抗氧化基因表
达，增加细胞对氧化应激的抗性［４］。研究报道 ＮＲＦ２
缺乏加重阿霉素所致心肌毒性和损伤［５］。溶酶体作

为细胞中一类细胞器，富含多种水解酶，控制多种内

外源性大分子物质的降解［６］，溶酶体功能失调和氧

化应激常能互相调控和影响，互为因果。ＮＲＦ２拮抗
阿霉素心肌细胞损伤是否与调控溶酶体有关尚不明

确。本实验拟采用ＤＯＸ处理大鼠心肌 Ｈ９Ｃ２细胞损
伤模型，探讨ＮＲＦ２对Ｈ９Ｃ２细胞氧化应激和溶酶体
功能障碍的影响，为明确阿霉素心肌细胞损伤的分

子机制提供实验依据。

材　料　和　方　法

１　材料和仪器
大鼠心肌 Ｈ９Ｃ２细胞购自中科院上海细胞库。

胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基、ＰＢＳ缓冲液、胰酶、双抗和
ＤＭＳＯ购自Ｇｉｂｃｏ；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ和 ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ购自大连宝生物有限公司；
ＣＣＫ８检测试剂盒购自上海东仁化学科技有限公
司；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）、超氧化
物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过

氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）、过氧化氢
酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）
检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；ＮＲＦ２过
表达慢病毒购自上海吉凯基因化学技术有限公司；

ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ购自Ｓｉｇｍａ；抗ＮＲＦ２、溶酶体相关膜蛋白
１（ｌｙｓｏｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＡＭＰ１）和
组织蛋白酶Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ）抗体购自Ａｂｃａｍ。ＣＯ２培
养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）；荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ）；倒置荧光显
微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ）；蛋白电泳分离、转
膜和成像系统（ＢｉｏＲａｄ）。
２　方法
２．１　细胞培养和模型构建　大鼠心肌Ｈ９Ｃ２细胞用
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基培养，培养条件为
３７℃、５％ＣＯ２。细胞生长至８０％ ～９０％融合度时传
代，取状态良好的对数生长期细胞进行实验研究。

用ＤＯＸ处理Ｈ９Ｃ２细胞构建损伤模型，ＤＯＸ终浓度
为５μｍｏｌ／Ｌ，处理４８ｈ后观察各项指标变化［７］。

２．２　实验分组　大鼠心肌 Ｈ９Ｃ２细胞分为对照组
（不做任何处理，ｃｏｎｔｒｏｌ组）、阿霉素组（５μｍｏｌ／Ｌ阿
霉素处理，ＤＯＸ组）、过表达对照 ＋阿霉素组（过表
达对照病毒感染再用５μｍｏｌ／Ｌ阿霉素处理，ＤＯＸ＋
ＮＣ组）和过表达 ＮＲＦ２＋阿霉素组（过表达 ＮＲＦ２病
毒感染再用５μｍｏｌ／Ｌ阿霉素处理，ＤＯＸ＋ＮＲＦ２组）。
２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｈ９Ｃ２细胞ＮＲＦ２的ｍＲＮＡ
表达　大鼠心肌 Ｈ９Ｃ２细胞用 ＴＲＩｚｏｌ裂解液提取总
ＲＮＡ，操作按试剂说明书进行，再用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ将ＲＮＡ逆转成ｃＤＮＡ，操作按试剂盒说明
书进行，用 ＴＢＧｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ进行检测。
反应程序为：９５℃ １５ｓ、６０℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ，共４０
个循环。引物由上海生工生物公司合成，引物序列

见表１。以 ＧＡＰＤＨ作为内参照，采用 ２－ΔΔＣｔ法对
ＮＲＦ２ｍＲＮＡ表达进行相对定量分析［８］。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验的引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５’３’） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５’３’）
ＮＲＦ２ ＴＧＴＡＧＡＴＧＡＣＣＡＴＧＡＧＴＣＧＣＴ ＴＣＣＡＴＧＴＣＣＴＧＣＴＧＴＡＴＧＣＴＧ
ＧＡＰＤＨ ＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡ ＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣ
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｈ９Ｃ２细胞 ＮＲＦ２、ＬＡＭＰ１和
ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ的蛋白表达　大鼠心肌 Ｈ９Ｃ２细胞用
ＰＢＳ缓冲液清洗 ３次，再用 ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋
白，ＢＣＡ蛋白定量后煮沸变性。配置 １０％的 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ，每个泳道加入３０μｇ总蛋白电泳分离，湿转至
ＰＶＤＦ膜后用 ５％脱脂奶粉封闭 １ｈ，加入 Ｉ抗
（１∶１０００稀释）４℃孵育过夜，ＩＩ抗（１∶３０００稀释）
室温孵育 １ｈ，ＥＣＬ化学发光后成像系统采集，用
ＩｍａｇｅＪ分析条带灰度值，以βａｃｔｉｎ作为内参照，分析
目的蛋白相对表达水平。

２．５　ＮＲＦ２稳定过表达 Ｈ９Ｃ２细胞构建及过表达效
果的检测　大鼠心肌 Ｈ９Ｃ２细胞按每皿１０６个细胞
接种于６０ｍｍ细胞培养皿中，培养２４ｈ后加入３０
μＬ携带ＮＲＦ２慢病毒或携带ＮＣ序列的慢病毒进行
感染，４８ｈ后更换细胞培养液，用含２ｍｇ／Ｌ嘌呤霉
素的细胞培养液进行筛选，每隔２～３ｄ进行细胞传
代，培养 ２周后获得 ＮＲＦ２稳定过表达的 Ｈ９Ｃ２细
胞，采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＲＦ２的
ｍＲＮＡ和蛋白表达情况，明确过表达效果，步骤同
上。

２．６　ＣＣＫ８法检测 Ｈ９Ｃ２细胞的活力　大鼠心肌
Ｈ９Ｃ２细胞按每孔１０３个细胞接种于９６孔板，依照
不同分组进行实验操作，４８ｈ后每孔中加入１０μＬ
的ＣＣＫ８试剂，３７℃孵育１ｈ后测定波长４５０ｎｍ的
吸光度（Ａ）值，以对照组为参照，计算其它各组Ｈ９Ｃ２
细胞相对活力。

２．７　Ｈ９Ｃ２细胞上清 ＬＤＨ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＣＡＴ活
性及ＭＤＡ含量的检测　大鼠心肌Ｈ９Ｃ２细胞按每孔
１０３个细胞接种于９６孔板，依照不同分组进行实验
操作，４８ｈ后收集细胞培养液上清，采用比色法检测
ＬＤＨ活性，羟胺法检测 ＳＯＤ活性，比色法检测 ＧＳＨ
Ｐｘ活性，可见光法检测 ＣＡＴ活性，ＴＢＡ法检测 ＭＤＡ

含量，所有操作均按试剂盒说明书进行。

２．８　ＦＩＴＣ葡聚糖检测 Ｈ９Ｃ２细胞溶酶体 ｐＨ值［９］

　大鼠心肌Ｈ９Ｃ２细胞按每皿１０６个细胞接种于６０
ｍｍ细胞培养皿中，依照不同分组进行实验操作，４８
ｈ后各皿加入终浓度为０２ｇ／Ｌ的 ＦＩＴＣ葡聚糖，３７
℃培养１ｈ，利用 ＰＢＳ缓冲液清洗细胞３遍，去除细
胞外过量的葡聚糖。荧光显微镜下采集波长为４９０
ｎｍ激发光下的荧光图片，随机选择１０个视野，分析
荧光强度，并参照标准曲线换算ｐＨ值。
３　统计学分析

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行图形绘制和统计学
分析。数据采用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，两
组间均数比较采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方
差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
校正的ｔ检验。以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

结　　果

１　ＤＯＸ处理抑制心肌Ｈ９Ｃ２细胞ＮＲＦ２的表达
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，经

５μｍｏｌ／ＬＤＯＸ处理后，心肌 Ｈ９Ｃ２细胞 ＮＲＦ２的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均降低（Ｐ＜００５），见图１。
这提示ＤＯＸ能够抑制心肌Ｈ９Ｃ２细胞中ＮＲＦ２的表
达。

２　过表达 ＮＲＦ２能有效促进 ＤＯＸ处理的心肌
Ｈ９Ｃ２细胞ＮＲＦ２的表达

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，心
肌Ｈ９Ｃ２细胞感染 ＮＲＦ２过表达慢病毒后再经 ５
μｍｏｌ／ＬＤＯＸ处理，细胞中ＮＲＦ２的ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平均升高（Ｐ＜００５），见图２。这提示 ＮＲＦ２过
表达能有效促进 ＤＯＸ处理的心肌 Ｈ９Ｃ２细胞 ＮＲＦ２
的表达水平。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆＮＲＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＤＯＸｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａ：ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＮＲＦ２

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｂ：ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅＮＲＦ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　ＤＯＸ处理后心肌Ｈ９Ｃ２细胞ＮＲＦ２表达水平的变化
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＲＦ２ｉｎｔｈｅＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＯＸ．Ａ：ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮＲＦ２ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｎＮＲＦ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｂ：ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮＲＦ２ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｎＮＲＦ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００５ｖｓＤＯＸ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＤＯＸ＋ＮＣｇｒｏｕｐ．

图２　慢病毒感染对ＤＯＸ处理后心肌Ｈ９Ｃ２细胞ＮＲＦ２的过表达效果

３　过表达ＮＲＦ２减轻ＤＯＸ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞损伤
ＣＣＫ８实验和ＬＤＨ检测结果显示，ＤＯＸ处理后

心肌 Ｈ９Ｃ２细胞的活力降低，ＬＤＨ产生和释放增多
（Ｐ＜００５）；ＮＲＦ２过表达提高细胞活力，减少 ＬＤＨ
产生和释放（Ｐ＜００５），见表２，提示过表达ＮＲＦ２能
减轻ＤＯＸ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞损伤。
４　过表达ＮＲＦ２减轻ＤＯＸ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞氧化
应激

ＤＯＸ处理后心肌 Ｈ９Ｃ２细胞上清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ
Ｐｘ和 ＣＡＴ活性降低，ＭＤＡ含量增加（Ｐ＜００５）；
ＮＲＦ２过表达提高细胞上清中 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＣＡＴ

活性，减少 ＭＤＡ含量（Ｐ＜００５），见表３，提示过表
达ＮＲＦ２能减轻ＤＯＸ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞氧化应激。

表２　各组心肌Ｈ９Ｃ２细胞损伤指标的比较
Ｔａｂｌｅ２．ＴｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＤＨｉｎｔｈｅＨ９Ｃ２

ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １．００ １１１．８±１１．６　
ＤＯＸ ０．５５±０．１０ ２７３．８±１４．７

ＤＯＸ＋ＮＣ ０．５３±０．０９ ２７０．３±１４．６
ＤＯＸ＋ＮＲＦ２ ０．７５±０．０８＃ １７４．７±１５．０＃

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５ｖｓＤＯＸ＋ＮＣｇｒｏｕｐ．

表３　各组心肌Ｈ９Ｃ２细胞氧化应激指标的比较
Ｔａｂｌｅ３．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤ，ＧＳＨＰｘａｎｄＣＡＴａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＤＡｉｎｔｈｅＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＳＯＤ（Ｕ／Ｌ） ＧＳＨＰｘ（Ｕ／Ｌ） ＣＡＴ（Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １７９．５±１４．９ ２１７．０±１４．６ １３５．３±１０．４ ６．６±０．９
ＤＯＸ ７６．７±１０．６ １１５．５±１４．５ ７８．２±９．８ １２．８±１．２

ＤＯＸ＋ＮＣ ７９．５±１１．２ １１３．２±１１．９ ７６．２±１１．０ １３．２±１．１
ＤＯＸ＋ＮＲＦ２ １３４．５±１３．７＃ １７５．０±１４．３＃ １０６．５±１１．９＃ ８．９±１．２＃

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５ｖｓＤＯＸ＋ＮＣｇｒｏｕｐ．

５　过表达ＮＲＦ２减轻ＤＯＸ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞溶酶
体功能障碍

ＤＯＸ处理后心肌Ｈ９Ｃ２细胞溶酶体ｐＨ值升高，
ＬＡＭＰ１和 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ蛋白表达降低（Ｐ＜００５）；
ＮＲＦ２过表达降低细胞溶酶体ｐＨ值，升高ＬＡＭＰ１和
ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ蛋白表达（Ｐ＜００５），见图３，提示过表
达ＮＲＦ２能减轻ＤＯＸ诱导的Ｈ９Ｃ２细胞溶酶体功能
障碍。

讨　　论

肿瘤相关死亡是全球人口死亡的主要原因［１０］，

肿瘤筛查策略和各种新型抗肿瘤药物的发展延长了

肿瘤患者的生存期，但抗肿瘤药物也有着严重的副

作用，ＤＯＸ作为一种衍生于链霉素的蒽环类抗肿瘤
药物，常用于白血病及多种实体瘤的化疗［１１］。然而，

ＤＯＸ对于心肌细胞的剂量依赖性毒性作用是化疗期
间备受关注的问题。氧化应激是 ＤＯＸ诱导心肌细
胞损伤的主要病理生理机制之一，活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和抗氧化物质的失衡导致氧化
应激［１２］。有研究报道 ＤＯＸ的累积剂量超过 ５００
ｍｇ／ｍ２，会引起氧化应激的增强。本实验表明，ＤＯＸ
处理后的Ｈ９Ｃ２细胞活力降低，ＬＤＨ生成和释放增多；
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图３　各组心肌Ｈ９Ｃ２细胞溶酶体ｐＨ值和溶酶体相关蛋白表达变化

细胞氧化应激增加，表现为 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＣＡＴ的
活性降低，以及ＭＤＡ含量增加，说明 ＤＯＸ诱导的心
肌细胞损伤和氧化应激模型构建成功。

ＮＲＦ２是由ＮＦＥ２Ｌ２基因编码的转录因子，是一
种碱性亮氨酸拉链蛋白，其能够调节抗氧化蛋白的

表达以抵抗氧化损伤［１３］。在基础条件下，ＮＲＦ２通
过与细胞质结合蛋白 Ｋｅａｐ１相结合形成复合物，减
少 ＮＲＦ２入核及下游抗氧化酶的基因转录，包括
ＮＡＤＰＨ：醌氧化还原酶１、血红素加氧酶１和谷胱甘
肽Ｓ转移酶等［１４］。本实验表明，ＤＯＸ处理后的心肌
Ｈ９Ｃ２细胞中的 ＮＲＦ２表达降低，ＮＲＦ２过表达的
Ｈ９Ｃ２细胞活力增加，ＬＤＨ生成和释放减少；细胞氧
化应激减少，表现为 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和 ＣＡＴ活性的增
加，以及ＭＤＡ含量减少，说明 ＮＲＦ２具有抗 ＤＯＸ诱
导的心肌Ｈ９Ｃ２细胞损伤和氧化应激的作用。

溶酶体是一种膜包裹的囊状细胞器，富含大量

水解酶，在酸性条件下活性较高。一些刺激因素作

用下，溶酶体膜完整性和功能遭到破坏，不能清除细

胞内有害物质，并释放一些水解酶而导致细胞损伤。

ＬＡＭＰ１是位于溶酶体膜上的一类特异的蛋白质，作
为一种溶酶体标志物，其蛋白表达水平能反映溶酶

体功能情况［１５］。而溶酶体功能也与其 ｐＨ值密切相
关，正常ｐＨ范围为３５～５５，酸性环境被认为有利
于溶酶体水解酶发挥作用［１６］，ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ则是溶酶
体水解酶其中的一种半胱氨酸蛋白酶类。这些指标

均常用于溶酶体功能的检测，有研究报道酸性ｐＨ能
诱导ＬＡＭＰ１蛋白结合能力［１７］，此外酸性环境也能够

诱导 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ在细胞内的重新分布和分泌［１８］。

本研究结果显示，ＤＯＸ处理后溶酶体 ｐＨ升高，降低
ＬＡＭＰ１和ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ蛋白的表达，说明ＤＯＸ所致的
Ｈ９Ｃ２细胞损伤模型中存在溶酶体功能障碍。有关
ＮＲＦ２调控溶酶体的报道很少，有研究表明，ＮＲＦ２能

通过ＬＡＭＰ２Ａ调控溶酶体介导的自噬［１８］。本研究

结果显示，过表达 ＮＲＦ２能够降低 ＤＯＸ所致的细胞
溶酶体ｐＨ值升高，增加 ＬＡＭＰ１和 ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ蛋白
的表达，表明过表达 ＮＲＦ２能减轻 ＤＯＸ诱导 Ｈ９Ｃ２
细胞溶酶体功能障碍。氧化应激过程中产生的 ＲＯＳ
能造成溶酶体膜稳定性下降，使得溶酶体内部水解

酶释放，造成细胞损伤［１９］，其次 ＲＯＳ能与与蛋白质
发生反应，破坏蛋白质的空间结构，构象异常的蛋白

质通过溶酶体降解［２０］。另有研究报道溶酶体稳定性

和功能破坏后释放出的水解酶能够作用于线粒体，

破坏线粒体膜稳定性，从而促进氧化物的生成［２１］。

综上所述，阿霉素可导致 ＮＲＦ２表达减少，是
ＤＯＸ导致心肌损伤的机制之一，过表达 ＮＲＦ２可能
通过减轻氧化应激和溶酶体功能障碍发挥抗 ＤＯＸ
损伤作用，这对于研究阿霉素心肌细胞损伤的病理

生理机制具有重要意义。但本实验存在一定的局限

性，仅在Ｈ９Ｃ２细胞系中进行研究，并没有在整体动
物模型或原代心肌细胞中进行探讨，还需要在后续

实验中进行验证。
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