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松果菊苷对多柔比星心脏毒性保护作用及机制研究 *

马 超 郭万刚 马文帅△
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摘要目的：观察松果菊苷（ECH）能否减轻多柔比星（DOX）心脏毒性并初步阐明其作用机制。方法：通过单次腹腔注射大剂量多

柔比星（15 mg/kg）建立急性心脏毒性小鼠模型，DOX处理后每日通过腹腔注射 ECH（50 mg/kg/day）。实验分组如下：正常组

（Control组）；单纯松果菊苷处理组（ECH组）；多柔比星处理组（DOX组）；多柔比星 +松果菊苷处理组（DOX+ECH组）。给药 5天

后检测左心室功能、心肌组织病理改变、氧化应激和心肌凋亡情况。结果：与 Control组相比，DOX组小鼠心脏收缩和舒张功能

明显减弱，心肌细胞出现空泡变性，心肌MDA含量、凋亡率以及促凋亡蛋白 Bax和 cleaved Caspase-3表达明显增加，而抑制凋亡

蛋白 Bcl-2表达量、SOD与 GSH-Px活性明显下降。与 DOX组相比，松果菊苷能明显改善心脏功能，缓解心肌空泡变性，降低

MDA含量、凋亡率以及 Bax和 cleaved Caspase-3表达量，而提高 Bcl-2表达量、SOD与 GSH-Px活性（均 P < 0.05）。结论：松果
菊苷可以通过抑制心肌组织氧化应激损伤和凋亡缓解多柔比星诱导的急性心脏毒性。
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Study on the Protective Effect and Mechanism of Echinacoside on
Doxorubicin-induced Cardiotoxicity*

To observe whether echinacoside (ECH) can alleviate doxorubicin (DOX)-induced cardiotoxicity and

preliminarily elucidate its mechanism of action. A mouse model of acute cardiotoxicity was established by a single

intraperitoneal injection of high-dose doxorubicin (15 mg/kg). ECH (50 mg/kg/day) was injected intraperitoneally daily after DOX

treatment. The experimental groups were as follows: Control group; ECH group; DOX group; and DOX+ECH group. Left ventricular

function, myocardial histopathological changes, oxidative stress and myocardial apoptosis were determined 5 days after DOX

administration. Compared with the Control group, the systolic and diastolic function was significantly impaired, the vacuolar

degeneration of the cardiomyocytes was observed, the MDA content, apoptosis ratio and the expression levels of the proapoptotic

proteins Bax and cleaved Caspase-3 were significantly increased, and the expression level of anti-apoptotic protein Bcl-2, and the

activities of SOD and GSH-Px were significantly decreased in the DOX group. Compared with the DOX group, echinacoside

significantly improved cardiac function, ameliorated myocardial vacuolar degeneration, reduced MDA content, apoptosis ratio and Bax

and cleaved Caspase-3 expression, and increased Bcl-2 expression, SOD and GSH-Px activities (all P < 0.05). Echinacoside

could alleviate the acute cardiotoxicity induced by DOX by inhibiting myocardial oxidative stress damage and apoptosis.
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前言

多柔比星（doxorubicin，DOX）、柔红霉素、表柔比星等蒽环

类药物均是强效抗癌药物，其中以多柔比星应用最广泛。充分

临床证据显示，多柔比星能有效治疗血源性和实体恶性肿瘤[1-4]。

然而，多柔比星可导致剂量依赖性的急慢性心脏毒性，其特征

是低血压、心律失常、左心室功能障碍，甚至难治性迟发性心肌

病[5]。因此，尽管多柔比星在治疗癌症方面具有强效抗癌作用，

它的临床应用受到明显限制。多柔比星诱导的心脏毒性机制复

杂，可能涉及多种信号途径，包括自由基生成、过氧亚硝酸盐形

成、钙超载、线粒体功能障碍、凋亡和自噬等[6]。其中，自由基过

量产生引起脂质、蛋白质、DNA等物质发生过氧化，进而导致

心肌细胞损伤是多柔比星心脏毒性的最主要的机制之一。

松果菊苷（echinacoside，ECH）是从肉苁蓉和紫锥菊属植

物中分离得到的主要生物活性化合物[7]。在中国，肉苁蓉植物

茎的多种提取物，从古至今都作为一种重要的滋补剂[8]。在美
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国和欧洲，紫锥菊提取物被广泛用作治疗感染和感冒的中草

药补充剂[9,10]。近年来研究发现，松果菊苷还具有多种生物活性

和药理活性，包括抗凋亡、神经保护、肝保护、免疫调节、抗衰

老、抗糖尿病、促进骨形成以及减轻心肌缺血再灌注损伤等[11]。

但松果菊苷能否缓解多柔比星心脏毒性以及其具体作用机制

尚无报道。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 主要试剂 松果菊苷（成都普瑞发科技开发公司）；多柔

比星（sigma 公司）；抗 cleaved Caspase-3、Bax 和 Bcl-2 抗体

（CST公司）；抗 茁-actin抗体（Abcam公司）；羊抗兔、兔抗鼠二
抗（北京中杉金桥公司）。

1.1.2 实验动物 雄性 C57BL/6小鼠（20-25 g，8-10周龄，清

洁级）购买自维通利华公司。小鼠自由获取食物和水，饲养于空

军军医大学动物实验中心。小鼠饲养环境为 12小时光暗循环，

温度 20-25℃，湿度 50± 5%。

1.2 实验方法

1.2.1 动物模型构建及实验分组 如前所述[12]，DOX组小鼠单

次腹腔注射 DOX（15 mg/kg）以诱导 DOX心脏毒性模型，对照

组动物给予等量生理盐水。将 60只小鼠随机分为 4组，每组 15

只，即正常组（Control组）、单纯松果菊苷处理组（ECH组）、多柔

比星处理组（DOX组）、多柔比星 +松果菊苷处理（DOX+ECH

组）。通过腹腔注射松果菊苷（60 mg/kg/day），给药 5天。

1.2.2 心脏血流动力学检测 用脱毛剂清理小鼠颈前毛发，正

中切口分离右颈总动脉并插管。使用 Millar 导管换能器

（SPR-839; Millar Instruments，美国）分析血液动力学变化。使用

PVAN 数据分析软件分析计算左心室内压最大上升速率

（+dp/dt）和左心室内压最大下降速率（-dp/dt）。

1.2.3 心肌组织 HE染色 将心脏样品在 10%福尔马林中固

定 24 h。制备石蜡块并切成 5 滋m的厚度；切片用苏木精 -伊红

（H＆E）染色。在组织病理学检查中，由对实验分组不知情的专

家评估心肌纤维肿胀和间质水肿、心肌纤维降解、心肌纤维坏

死和心肌纤维空泡化。通过 Olympus倒置光学显微镜观察染色

结果并拍照。

1.2.4 心肌组织氧化应激水平测定 取心肌组织后，精确心脏

重量，用预冷的 Tris-HCl缓冲液（pH：7.4）匀浆，制备 10%组织

匀浆，然后在 4℃以 3000 rpm速度离心 15 min。收集上清液并

储存在 -80℃。通过 BCA蛋白质测定试剂盒测量每个样品的蛋

白质含量。严格按照试剂盒（南京建成生物工程研究所）说明

书，测量心肌组织内超氧化物歧化酶（SOD）活性、丙二醛

（MDA）含量以及谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性。

1.2.5 心肌组织凋亡检测 将心脏组织切片用 4%多聚甲醛固

定，并在 0.2% Triton X-100中透化以增加细胞膜对抗体的通透

性。严格按照试剂盒说明书将切片在 37℃避光湿盒内进行终

端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP缺口末端标记（TUNEL）染

色以检测细胞凋亡。将切片用 DAPI染色，并在荧光显微镜

（OLYMPUS公司）下观察。所有图像均由 Image-Pro Plus 6.0进

行定量分析。

1.2.6 Western blot检测凋亡相关蛋白表达水平 将小鼠心脏

组织提取纯化的蛋白质裂解物用 10%SDS-PAGE凝胶电泳分

离后转移到硝酸纤维素膜上。用 5%脱脂牛奶（溶解于 TBST）

将硝酸纤维素膜封闭 1 h，并在 4℃下用抗 Cleaved Caspase-3、

Bax和 Bcl-2抗体孵育过夜。茁-actin作为内部参照。最后将硝酸
纤维素膜室温孵育羊抗兔、兔抗鼠二抗 2 h。使用 Bio-Rad的

Image Lab软件分析免疫印迹条带的强度。

1.3 统计分析

实验数据以均数± 标准差（x± SD）表示，P < 0.05表示有
统计学意义。利用 GraphPad Prism软件进行统计分析。差异显

著性检验采用单因素方差分析，两组间差异用 LSD-t检验。

2 结果

2.1 松果菊苷处理改善多柔比星引起的急性心脏毒性

以往组织病理学研究发现，多柔比星可以导致心肌细胞发

生严重的多灶性空泡变性、肌细胞溶解、肌原纤维丢失、心肌纤

维化和水肿等病理改变[13]。与此相一致的是，心脏组织 HE染色

显示，与 Control组相比，DOX组小鼠心肌细胞出现明显空泡

样变性，提示心肌发生明显损伤。与 DOX组相比，ECH处理可

以明显减轻 DOX引起的心肌细胞损伤，改善心肌细胞空泡变

性程度。ECH处理不会引起正常小鼠心肌细胞发生空泡变性。

心肌细胞损伤最终体现为心脏收缩与舒张功能的改变。我

们通过Millar导管在体检测了各组小鼠血流动力学改变。与预

期一致的是，DOX组小鼠左心室内压最大上升速率和左心室

内压最大下降速率与 Control组相比均明显降低，提示 DOX可

引起正常小鼠发生心脏收缩与舒张功能障碍（P < 0.05）。ECH

处理能明显改善 DOX引起的心脏收缩与舒张功能障碍，表现

为左心室内压最大上升速率和左心室内压最大下降速率较

DOX组均明显增加（P < 0.05）。另外，我们观察了 ECH对于正

常小鼠收缩与舒张功能的影响。结果显示，ECH组与 Control

组相比，左心室内压最大上升速率和左心室内压最大下降速率

无明显改变（P > 0.05）。
2.2 松果菊苷处理抑制多柔比星引起的心肌氧化应激损伤

为了证实 DOX可以诱导心肌氧化应激发生氧化应激损

伤，我们检测了心肌组织内脂质过氧化产物MDA含量以及抗

氧化酶 SOD和 GSH-Px活性。如图 2所示，与 Control组相比，

DOX处理增加了心肌组织内MDA含量，降低了心脏中 SOD

和 GSH-Px活性（P < 0.05）。与 DOX相比，ECH处理降低了心

肌组织内 MDA 含量，并恢复了心肌 SOD 和 GSH-Px 活性

（P < 0.05）。单纯给予 ECH对正常小鼠心肌组织内MDA含量

以及 SOD和 GSH-Px活性无明显影响（P > 0.05）。
2.3 松果菊苷处理抑制多柔比星引起的心肌凋亡

为了研究 ECH对 DOX的保护作用是否与抑制凋亡有关，

我们首先通过 TUNEL染色检测了各组小鼠心肌凋亡情况。

TUNEL 染色结果提示，DOX 可诱导小鼠心肌发生凋亡，而

ECH处理可以明显降低DOX处理后小鼠心肌凋亡率（P< 0.05）。
进一步地，我们检测了心脏组织中 Caspase-3（凋亡通路执行蛋

白）的表达情况。Caspase-3是一种胞质蛋白，通常以较高分子

量的无活性前体形式存在，但当细胞发生凋亡时，会被蛋白水

解切割变为低分子量具有活性的蛋白 [14]。通过检测 cleaved

Caspase-3表达水平，我们证实，DOX可显著增加小鼠心肌组
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图 1 松果菊苷对多柔比星急性心脏毒性的影响

Fig. 1 Effect of echinacoside on acute cardiotoxicity of doxorubicin

注：A：典型 HE染色照片（400×）；B：左心室内压最大上升速率（+dp/dt）；C：左心室内压最大下降速率（-dp/dt）。n=6，*P < 0.05，与 Control相比；
#P < 0.05，与 DOX组相比。

Note: A: typical HE staining photos (400× ); B: maximum rate of increase in left ventricular pressure (+dp/dt); C: maximum rate of decrease in left

ventricular pressure (-dp/dt). n=6, *P < 0.05, vs. the Control group; #P < 0.05, vs. the DOX group.

图 2 松果菊苷对多柔比星处理后小鼠心肌氧化应激损伤的影响

Fig. 2 Effect of echinacoside on myocardial oxidative stress injury in DOX-treated mice

注：A：丙二醛（MDA）含量；B：超氧化物歧化酶（SOD）活性；C：谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性。

n=6，*P < 0.05，与 Control相比，#P < 0.05，与 DOX组相比。

Note: A: malondialdehyde (MDA) content; B: superoxide dismutase (SOD) activity; C: glutathione peroxidase (GSH-Px) activity.

n=6, *P < 0.05, vs. the Control group; #P < 0.05, vs. the DOX group.

织内 cleaved Caspase-3表达水平（P < 0.05）。此外，我们检测了
心肌组织内促凋亡分子 Bax和抗凋亡分子 Bcl-2的表达情况。

结果显示，DOX可显著增加小鼠心肌组织内 Bax表达水平，降

低 Bcl-2表达水平（P < 0.05）。而 ECH处理可以明显降低 DOX

处理后小鼠心肌 cleaved Caspase-3 和 Bax 表达水平，提高

Bcl-2表达水平（P < 0.05）。单纯给予 ECH对正常小鼠心肌组

织凋亡率、cleaved Caspase-3、Bax和 Bcl-2表达水平无明显影

响（P > 0.05）。

3 讨论

在癌症化疗治疗方面，DOX发挥了重要作用[1]。然而 DOX

的多种副作用限制了它的临床应用，其中最主要的是心脏毒

性，该现象在临床患者和动物研究均已被证实[15,16]。以往研究发

现 ECH对与缓解心肌缺血再灌注损伤[17]、帕金森氏病[18]、肾脏

纤维化[19]、肝癌[20]等疾病都有良好的治疗效果，但 ECH能否缓

解 DOX心脏毒性尚无报道。本研究首次探究了松果菊苷对

DOX心脏毒性小鼠心脏功能的潜在保护作用。我们的实验结

果表明，ECH与 DOX共处理可以明显改善 DOX诱导的心脏

功能障碍，缓解心肌细胞损伤。

DOX心脏毒性的典型特征之一在于心肌组织内产生过量

自由基[21,22]。过量自由基的产生可引起脂质过氧化，引起细胞膜

结果破坏，进而引起细胞死亡[23]。充分研究显示，抑制 DOX引

起的氧化应激损伤是缓解 DOX 心脏毒性的重要策略之一。

Dong等[24]研究表明，槲皮素通过上调 Bmi-1表达减少氧化应
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图 3 松果菊苷对多柔比星处理后小鼠心肌凋亡的影响

Fig. 3 Effect of echinacoside on myocardial apoptosis in DOX-treated mice

注：A：典型 TUNEL染色照片（400×），标尺 100 滋m；B：凋亡率；C：Bax表达水平；D：Bcl-2表达水平；E：cleaved Caspase-3表达水平。
n=6，*P < 0.05，与 Control相比，#P < 0.05，与 DOX组相比。

Note: A: typical TUNEL staining images (400× ), scale 100 滋m; B: apoptotic ratio; C: Bax expression level; D: Bcl-2 expression level;
E: cleaved Caspase-3 expression level. n=6, *P < 0.05, vs. the Control group; #P < 0.05, vs. the DOX group.

激，进而减轻阿霉素诱导的心脏毒性。Chen等[25]证实，三阳血

傣可通过抑制 ROS介导的细胞凋亡，从而抵抗 DOX诱导的骨

髓抑制和心脏毒性。通过检测脂质过氧化产物 MDA的含量，

我们证实，在 DOX处理的动物心肌组织中MDA含量显著增

加，而 ECH处理可以明显降低MDA含量。此外，我们检测了

心肌组织内抗氧化酶活性的变化。结果显示，在 DOX处理的动

物中 SOD和 GSH-Px的活性显著降低，而 ECH处理可以明显

提高 SOD和 GSH-Px活性，即 ECH可以明显提高心肌组织抗

氧化应激能力。以上结果显示，ECH可通过抑制心肌组织氧化

应激损伤从而减轻 DOX心脏毒性。

DOX处理可诱导心肌发生氧化应激损伤，促进肌浆网钙

释放导致细胞质钙含量明显增加。在心肌细胞中，线粒体位于

肌浆网上的钙释放位点附近并且可以捕获大量释放的钙，继发

线粒体钙超载。线粒体钙超载进而引发线粒体通透性发生变

化，导致线粒体膜电位丧失，线粒体肿胀和外膜破裂，从而释放

线粒体细胞色素 c，激活线粒体途径凋亡通路[26]。充分研究表

明，细胞凋亡对于 DOX心肌损害发挥关键作用，而抑制 DOX

引起的心肌细胞凋亡也被证实能有效缓解 DOX心脏毒性。褐

藻胶寡糖预处理可通过抑制 Caspase-12的活性、降低 Bax表达

水平和提高 Bcl-2的表达水平抑制心肌细胞凋亡，从而改善

DOX心肌损害[27]。Zhu等[28]证实，Klotho可通过激活MAPKs信

号通路，降低心肌组织 ROS产量，并抑制 ROS介导的心脏细

胞凋亡，从而缓解 DOX引发的心脏功能障碍。在本研究中，我

们证实 ECH可以明显降低 DOX处理小鼠心肌凋亡率、cleaved

Caspase-3和 Bax的表达量，并提高 Bcl-2的表达量。以上数据

显示，ECH可通过抑制心肌凋亡从而减轻 DOX心脏毒性。

近年来，越来越多学者探究将化疗药物与心肌保护药物联

合用于治疗肿瘤患者，希望杀灭肿瘤细胞的同时预防化疗药物

心脏毒性，从而改善肿瘤患者长期生存和生活质量。值得注意

的是，ECH已被证明对多种肿瘤细胞具有杀伤或抑制作用。

Wang等[29]证实，ECH可通过诱导肿瘤细胞 ROS的产生和破坏

肿瘤细胞线粒体膜电位引发细胞凋亡，从而显著抑制胰腺癌细
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胞的增殖。Dong等[30]证实，松果菊苷通过诱导 DNA氧化损伤

导致 SW480结直肠癌细胞发生细胞周期停滞和凋亡，从而抑

制结直肠癌的进展。此外，松果菊苷还被报道可通过阻断

TGF-茁表达来抑制人脑胶质瘤细胞的迁移和侵袭[31]。本研究证

实，ECH与 DOX的组合确实改善了 DOX诱导的心脏毒性，但

是 ECH是否影响 DOX癌细胞杀伤能力尚需进一步论证。

综上所述，我们的研究首次证实松果菊苷处理能够明显改

善多柔比星引起的心脏毒性，其具体作用机制为抑制心肌氧化

应激损伤和心肌凋亡。我们的研究为临床上应用松果菊苷治疗

多柔比星心脏毒性提供了新的理论依据。
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