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基于Nrf2/HO-1信号通路调控的恰玛古多糖抗多柔比星

心肌毒性的机制研究
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摘要: 本研究主要探讨了恰玛古多糖 (polysaccharides of Brassica rapa L., BRPs) 对多柔比星 (doxorubicin, DOX) 

心脏毒性的作用及相关机制, 研究选用H9c2细胞作为研究对象, 采用Cell counting kit-8 (CCK-8) 法检测BRPs对DOX

致H9c2细胞损伤的影响; 将H9c2细胞分成对照组、模型组和药物组 (0.5～3 mg·mL-1), 对照组于正常条件下培养, 

其余各组在处理后进行1 μmol·L-1 DOX诱导24 h。通过流式细胞仪检测各组细胞凋亡; 分别测定各组细胞乳酸脱氢

酶 (lactate dehydrogenase, LDH)、细胞内超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 和丙二醛 (malondialdehyde, 

MDA) 的含量; 检测细胞内活性氧 (ROS) 和线粒体膜电位 (mitochondrial membrane potential, MMP); Western blot检

测凋亡及转录因子NF-E2相关因子 (NF-E2-related factor 2, Nrf2)/血红素加氧酶-1 (heme oxygenase-1, HO-1) 通路相

关蛋白表达。与对照组相比, DOX致H9c2细胞损伤的细胞活力下降、凋亡率增加, LDH、MDA水平升高, SOD活性降

低, ROS水平显著增多, MMP显著下降; B淋巴细胞瘤-2 (B cell lymphoma-2, Bcl-2) 蛋白水平降低, Bcl-2关联X蛋

白 (Bcl associated X protein, Bax) 水平显著升高; 且模型组 Nrf-2、HO-1、醌氧化还原酶 1 (quinone oxidoreductase 1, 

NQO1) 蛋白表达水平降低, Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白 1 (Kelch-like ECH-associated protein 1, Keap1) 和磷酸化

p38丝裂原活化蛋白激酶蛋白表达水平显著升高。与模型组相比, BRPs各组在 0.5～3 mg·mL-1对DOX致H9c2细胞

损伤具有保护作用, 降低细胞凋亡及LDH、MDA和细胞内ROS水平, 增强SOD活性, 升高MMP; 同时, BRPs可上调

凋亡相关Bcl-2, 并下调Bax水平; 而且, BRPs可使Nrf2、HO-1、NQO1蛋白表达水平升高, Keap1和磷酸化 p38丝裂

原活化蛋白激酶水平降低。本研究认为BRPs能够保护H9c2细胞, 抑制细胞凋亡, 可能与其调节Nrf2/HO-1通路拮

抗氧化应激有关。
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against doxorubicin (DOX) cardiotoxicity and related mechanisms, H9c2 cells were selected for the study, and the 

effects of BRPs on DOX induced damage in H9c2 cells were detected by cell counting kit-8 (CCK-8); H9c2 cells 

were divided into the control group, the model group, and the drug group (0.5−3 mg·mL-1); the control group was 

cultured under normal conditions, and the remaining groups were induced for 24 h by 1 μmol·L-1 DOX after 

treatment. Apoptosis was detected by flow cytometry; the levels of lactate dehydrogenase (LDH), superoxide 

dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) were measured in each group; intracellular reactive oxygen species 

(ROS) and mitochondrial membrane potential (MMP) were detected. Western blot was used to detect the 

expression of proteins related to the apoptosis and transcription factor NF-E2-related factor 2 (Nrf2)/heme 

oxygenase-1 (HO-1) pathway. Compared with the control group, DOX-induced H9c2 cell injury was characterized 

by decreased cell viability, increased apoptosis, elevated LDH and MDA levels, decreased SOD activity, 

significantly increased ROS levels, and significantly decreased MMP; the level of B cell lymphoma-2 (Bcl-2) protein 

decreased, and the level of Bcl-2 associated X protein (Bax) increased significantly; In the model group, the 

expression levels of Nrf-2, HO-1, quinone oxidoreductase 1 (NQO1) were reduced, and the expression levels of 

Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) and phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase were 

significantly increased, Moreover, BRPs (0.5−3 mg·mL-1) increased the protein expression levels of Nrf2, HO-1, 

and NQO1, and decreased the levels of Keap1 and phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase. In 

summary, the ability of BRPs to protect H9c2 cells and inhibit apoptosis may be related to their regulation of the 

Nrf2/HO-1 pathway to antagonize oxidative stress.

Key words: polysaccharides of Brassica rapa L.; doxorubicin; myocardial toxicity; oxidative stress; Nrf2/

HO-1 signaling pathway

蒽环类抗生素多柔比星 (doxorubicin, DOX), 对多种

血液系统恶性肿瘤和实体肿瘤疗效确切[1], 但是DOX

会剂量依赖性地引发心律失常、心肌损伤等一系列心脏

毒性问题, 大大限制了其在临床上的广泛应用[2]。因

此, 深入探讨DOX诱导心脏毒性的机制及新的临床防

治候选药物成为研究的重点和难点。目前, DOX诱导

心脏毒性的病因与一些推测机制有关, 但其确切机制

仍有待阐明。氧化应激被认为是DOX诱导心脏毒性

的关键机制。活性氧自由基 (reactive oxygen species, 

ROS) 被认为是导致 DOX 心脏毒性的根源[3], ROS 生

成的增加是与DOX诱导的心肌细胞氧化应激、线粒体

损伤和凋亡相关的主要机制[4]。因此, 常有外源抗氧

化剂被报道对预防DOX诱导的心脏毒性有疗效[5]。

转录因子NF-E2相关因子 (nuclear factor-erythroid 

2-related factor 2, Nrf2)/ARE (antioxidant responsive 

elements, ARE) 是一条重要的内源性抗氧化应激途径, 与

其他信号通路如蛋白激酶B (protein kinase B, AKT)/磷

脂酰肌醇三激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) 

等亦关系密切[6]。在正常生理条件下, Nrf2 与细胞质

中的Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白 1 (Kelch-like ECH-

associated protein 1, Keapl) 相结合, 处于抑制状态, 且不

会激活下游信号。在ROS刺激的氧化应激作用下, Nrf2

细胞核转位被触发, 调控超氧化物歧化酶 (superoxide 

dismutase, SOD)、过氧化氢酶 (catalase, CAT)、血红素

加氧酶 -1 (heme oxygenase-1, HO-1)、醌氧化还原酶

NADH1 (NADH quinone oxidoreductase 1, NQO1) 等基

因的表达, 从而提高细胞保护能力, 抗氧化能力及抵御

氧化损伤的能力[7]。因此, 基于Nrf2/HO-1信号通路对于

解析DOX造成的心脏毒性的保护机制具有潜在价值。

恰玛古, 学名芜菁 (Brassica rapa L.), 是十字花科

芸薹属二年生草本植物, 广泛分布于欧洲、中亚和近东

地区, 在我国西藏、新疆 (天山南部、塔里木盆地西北、

红色沙漠长寿区) 等地普遍栽培, 肉质根是其食用和

药用主要部位, 是一种富含多种人体必需元素和有机

的碱性果实 , 是传统的药食同源植物[8]。近年来 , 随

着对恰玛古研究的推进, 其增强免疫力、止咳平喘、抗

肿瘤、抗辐射、降脂降糖等功用逐步受到关注[9-12]。研

究表明, 恰玛古含有酚类化合物、多糖、维生素、硫代

葡萄糖苷、皂苷等多种药用成分 , 其中恰玛古多糖 

(polysaccharides of Brassica rapa L., BRPs) 是其主要

化学成分, 具有很好的抗氧化活性[13]。研究表明, 多糖

类物质具有上调 Nrf2/HO-1信号通路的作用[14,15]。但

BRPs抗 DOX心肌毒性作用是否与其调控 Nrf2/HO-1

信号通路有关尚未见诸报道。本研究以DOX为工具

药, 以大鼠心肌细胞H9c2为研究对象, 构建DOX损伤

的心肌细胞模型, 然后以Nrf2/HO-1通路为切入点, 探

究BRPs改善DOX造成的心脏毒性的保护机制, 为利

用BRPs新疆特色优势资源奠定基础。

材料与方法

仪器 光学显微镜 (日本OLYMPUS, CX21); 细胞

培养箱 (美国 Themo 公司 , HERAcell 150i); 流式细胞
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仪 (美国Beckman公司, Coulter EPICS XL); 多功能微

孔板检测仪 (瑞士TECAN SPARK公司, SPARK); 多功

能成像系统 (法国 VILBER公司, FUSION FX6); 台式

高速冷冻离心机 (湖南湘仪实验室仪器开发有限公司, 

TGL-16K)。

药物与试剂 大鼠心肌细胞 (H9c2) 购自武汉普

诺赛生命科技有限公司; BRPs经新疆维吾尔自治区药

物研究所食品安全检测室鉴定[16] (含量 52.50%, 批号: 

20200506); 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)、DMEM

高糖培养基 (批号 10099-141、C11995500BT) 购自美国

Gibco公司; 0.25%胰酶-EDTA (批号FG301-01) 购自北京

全式金生物技术股份有限公司; 磷酸盐缓冲液 (批号

SH30256.01) 购自美国Hyclone公司; CCK-8和Annexin-

V FITC/PI 凋亡试剂盒 (批号 AR1199、MK1028) 购自

博士德生物工程有限公司; LDH测定试剂盒、MDA测

定试剂盒、SOD 测定试剂盒 (批号 A020-2、A003-4-1、

A001-3) 购自南京建成生物工程研究所; 盐酸多柔比

星、MMP 检测试剂盒、ROS 测试剂盒 (批号 ID0380、

M8650、CA1410) 购自北京索莱宝科技有限公司; anti-

Nrf2抗体、anti-GAPDH抗体 (批号 16396-1-AP、60004-

1-lg) 购自 proteintech公司; anti-HO-1抗体、anti-Keap1

抗体、anti-p-p38 MAPK抗体、anti-p38丝裂原活化蛋白

激酶 (p38 mitogen-activated protein kinase, p38 MAPK) 

抗体、anti-Bax抗体及anti-Bcl-2抗体 (批号43966、8047、

4511、8690、2772、3498) 购自CST公司; anti-NQO1抗体 

(批号Ab80588) 购自美国Abcam公司; 辣根酶标记山羊

抗小鼠 IgG、辣根酶标记山羊抗兔 IgG (批号ZB-2305、

ZB-2301) 购自中国中杉金桥公司。

细胞培养、分组及模型建立 H9c2细胞用含 10% 

FBS、青霉素 G (100 u·mL-1) 和链霉素 (100 μg·mL-1) 的

DMEM高糖培养基于37 ℃、5% CO2条件下培养, H9c2

细胞生长融合度达到 80%～90% 时, 用 0.25% 胰蛋白

酶消化传代, 使用对数生长期细胞进行实验[17]。细胞

分为对照组、模型组和 BRPs 各质量浓度组 (0.1、0.2、

0.5、1、2、3、4、5 mg·mL-1)。 BRPs 预处理 24 h 后用

1 μmol·L-1的DOX诱导 24 h, 模拟DOX心脏毒性中心

肌细胞损伤的病理变化。

细胞活力检测 将 H9c2 细胞 (1×104个/孔) 接种

于96孔板中, 每组6个复孔, 按“分组及模型建立”方法

进行分组和处置, 按照CCK-8试剂盒说明书测定细胞

活力, 酶标仪在450 nm处检测吸光度 (optical density, A) 

值, 并根据公式 (1) 计算细胞活力 (cell viability, CV)。

细胞活力 = (A 实验−A 空白)/(A 对照−A 空白) (1)

细胞凋亡检测 取对数生长期细胞, 按1.7×105个/孔

接种于6孔培养板中, 细胞长至70%～80%, 按“分组及

模型建立”方法进行分组和处置, 弃去各组上清液, 加

入预冷的 PBS洗涤 2遍, 胰酶 (不含EDTA) 消化后, 加

入细胞培养液终止消化, 2 000 r·min-1离心 5 min收集

细胞。4 ℃预冷 PBS, 洗涤细胞 2 次 (2 000 r·min-1×

5 min), 收集细胞。离心弃上清, 加入 500 μL结合缓冲

液, 吹打重悬细胞。加入5 μL Annexin-V-FITC, 吹打混

匀 , 加入 5 μL PI 吹打混匀 , 室温避光孵育 5～15 min, 

流式细胞仪检测。

LDH、MDA和SOD检测 将H9c2细胞 (1×104个/

孔) 接种于96孔板中, 每组6个复孔, 按“分组及模型建

立”方法进行分组和处置, 按照试剂盒说明书测定各组细

胞培养液中LDH及细胞内MDA、SOD水平。

细胞内 ROS 检测 取对数生长期的 H9c2 细胞, 

按“分组及模型建立” 方法进行分组和处置 , 弃去上

清, 每孔加入 1 mL用无血清培养基稀释的 10 μmol·L-1 

DCFH-DA, 37 ℃培养箱内孵育30 min。弃培养液, PBS

洗涤2遍, 以充分去除未进入细胞内的DCFH-DA, 胰酶 

(不含EDTA) 消化, 加含血清培养液终止消化, 将细胞

悬液全部收集。离心弃上清, 收集细胞。计数细胞个

数, 将细胞数调整为一致, 加入 96孔中, 每孔 100 µL, 

2 个复孔。使用荧光酶标仪检测细胞内 DCF 水平 

(Ex = 485 nm, Em = 535 nm)。

MMP检测 取对数生长期的H9c2细胞, 按“分组

及模型建立”方法进行分组和处置, 按试剂盒说明书配

制 JC-1 (1×) 染色工作液, 每孔分别加入1 mL细胞培养

液和 1 mL JC-1染色工作液 (1×), 充分混匀, 在 37 ℃细

胞培养箱中孵育 20 min。用 JC-1 (1×) 染色工作液洗

涤2次, 加入细胞培养液, 荧光显微镜下观察并拍照。

Western blot 检测 取对数生长期的 H9c2 细胞 , 

按“分组及模型建立”方法进行分组和处置, 收集H9c2

细胞, 裂解液按比例加蛋白酶和磷酸酶抑制剂。蛋白

样品经BCA法测定浓度, 按比例加入蛋白上样缓冲液

稀释, 金属浴 95 ℃煮 5 min变性。蛋白样品经SDS-多

聚丙烯酰胺凝胶电泳后电转至PVDF膜上, 5%脱脂奶

粉封闭 2 h, 以防止非特异性抗体结合。分别加一抗

Nrf2、HO-1、Keap1、NQO1、p38MAKP、p-p38MAKP、

Bax、Bcl-2 (稀释比例均为 1∶1 000), 4 ℃孵育过夜, 弃

去一抗洗膜 , 并与相应的二抗 ( 稀释比例均为

1∶10 000) 孵育 1～2 h, 再次洗膜后使用灵敏型发光液

试剂盒在化学发光成像系统中采图, 并采用 Image J软

件分析条带灰度。

Nrf2 抑制剂 (ML385) 检测 取对数生长期的

H9c2 细胞 , 按“分组及模型建立”方法进行分组和处

置 , 待细胞长至 80% 以上时 , 提前 2 h 加入 ML385

(4 μmol·L-1) 抑制剂刺激细胞, 分组为对照组、模型组、
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ML385+模型组、DOX+BRPs组和ML385+模型+BRPs

组 , BRPs 预处理 24 h 后用 1 μmol·L-1 的 DOX 诱导

24 h。检测 ML385加入后对细胞活力、ROS及凋亡的

影响。

数据处理 所有实验均进行 3 次独立平行实验 , 

采用GraphPad Prism 9.0进行数据分析和作图, 结果均

用 x̄ ± s表示, 采用单因素方差分析 (ANOVA) 进行多

组间比较, P < 0.05认为差异有统计学意义。

结果

1　BRPs减轻DOX诱导的H9c2细胞损伤

CCK-8结果显示，不同质量浓度 (0.1、0.2、0.5、1、

2、3、4 和 5 mg·mL-1) 的 BRPs 分别作用于 H9c2 细胞

24 h, 不会明显抑制其细胞活力 (图 1A), 其中 1 μmol·L-1 

DOX 作用 24 h 效果最好 (后续实验选取 1 μmol·L-1 

DOX质量浓度处理24 h) (图1B)。结果显示: 与对照组相

比, DOX模型组H9c2细胞活力明显下降 (P < 0.000 1); 

与DOX模型组比, 0.5～3 mg·mL-1 BRPs可使DOX损伤

的 H9c2 细胞活力得到不同程度的提高 , 且 BRPs 在

3 mg·mL-1保护作用最明显 (图1B)。

2　BRPs降低了DOX致H9c2细胞凋亡

采用 Annexin-V FITC/PI 双染凋亡试剂盒进行染

色, 并通过流式细胞仪进行检测。结果显示, 与对照组

比较, 模型组细胞凋亡率显著升高 (图 2, P < 0.000 1)。

与模型组比较, BRPs在 0.5～3 mg·mL-1范围内可呈剂

量依赖性抑制H9c2细胞凋亡 (P < 0.001)。

3　BRPs降低了DOX致H9c2细胞氧化应激

与对照组相比, 模型组细胞的LDH、MDA水平显

著升高, SOD活性显著降低 (P < 0.000 1); 而与模型组

相比 , BRPs 可上调 DOX 损伤 H9c2 细胞内 SOD 活性 

(P < 0.01), 并剂量依赖性地显著降低LDH和MDA水

平 (P < 0.01), 该结果表明, BRPs 可减轻 DOX 损伤的

H9c2细胞氧化应激 (图3)。

4　BRPs减轻DOX致H9c2细胞内ROS生成

使用 DCFH-DA探针检测 DOX损伤的 H9c2细胞

内ROS水平。结果发现 (图4), 与对照组比较, DOX诱

导的模型组产生氧化应激, 细胞内ROS水平显著高于

对照组 (P < 0.000 1); 与模型组相比, BRPs可剂量依赖

性地减少细胞内的 ROS (P < 0.000 1)。该结果提示 , 

BPRs可能通过减轻DOX诱导的线粒体ROS生成, 保

Figure 1　 BRPs attenuate DOX-induced damage in H9c2 cells. A, B: Cell viability was first determined by CCK-8 assay; C: 

Morphological changes after BRPs pre-treatment followed by DOX were observed and captured by the inverted microscope in H9c2 cells. 

BRPs: Polysaccharides of Brassica rapa L.; DOX: Doxorubicin. x ± s, n = 3. ####P < 0.000 1 vs control group; ****P < 0.000 1 vs model group
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护H9c2细胞免受DOX诱导的细胞凋亡。

5　BRPs减轻DOX致H9c2细胞线粒体膜电位的影响

为了监测线粒体功能 , 使用 JC-1 染料对 DOX 处

理过的 H9c2 细胞进行染色与分析。与对照组比较 , 

DOX诱导的模型组细胞红色荧光向绿色荧光转移, 即

线粒体膜电位降低 (P < 0.000 1); 与模型组比较, BRPs

预保护可减弱红色荧光向绿色荧光转移 (图5), 提示线

粒体膜电位升高 (P < 0.01)。

6　BRPs减轻DOX致H9c2细胞Bax和Bcl-2表达的影响

图6结果显示, 与对照组比较, DOX损伤上调线粒

体介导的凋亡蛋白Bax的表达水平, 可下调H9c2细胞

中Bcl-2的表达水平 (P < 0.000 1); 与模型组比较, BRPs

预处理降低了DOX损伤后H9c2细胞Bax蛋白的表达, 

增加了Bcl-2蛋白的表达及Bcl-2/Bax比值 (P < 0.01)。

由此可见 , BRPs 可以调节细胞凋亡相关蛋白并减轻

DOX致H9c2细胞凋亡。

7　BRPs对DOX损伤的H9c2细胞Keap1/Nrf2/HO-1

通路相关蛋白表达的影响

图 7 结果显示, 与对照组相比, DOX 损伤可下调

H9c2 细胞中 Nrf2 及下游相关蛋白 HO-1、NQO1 的蛋

Figure 4　Effect of BRPs on ROS release in DOX-induced H9c2 

cells. x ± s, n = 3.  ####P < 0.000 1 vs control group; ****P < 0.000 1 

vs model group. MFI: Mean fluorescence intensity; ROS: Reactive 

oxygen species

Figure 3　 Effects of BRPs on LDH activity (A), MDA activity (B) and SOD activity (C) in DOX-induced H9c2 cells. LDH: Lactate 

dehydrogenase; MDA: Malondialdehyde; SOD: Superoxide dismutase. x ± s, n = 3. ####P < 0.000 1 vs control group; **P < 0.01, ***P < 0.001, 
****P < 0.000 1 vs model group

Figure 2　Effect of BRPs on apoptosis in DOX-induced H9c2 cells. x ± s, n = 3. ####P < 0.000 1 vs control group; ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 

vs model group
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白水平, 上调Keap1蛋白水平和 p38MAPK蛋白的磷酸

化水平。相反, BRPs的干预导致Nrf2、HO-1和NQO1

蛋白表达水平升高, Keap1和 p-P38MAPK蛋白表达水

平降低。

8　BRPs上调Nrf2抑制氧化应激减轻DOX致心脏毒性

ROS 生成的增加是与 DOX 诱导的 H9c2 细胞氧

化应激相关, ML385是特异性的 Nrf2抑制剂, 因此采

用 Nrf2 抑制剂 ML385 预先处理 2 h, 与模型组相比 , 

DOX+ML385 处理时降低了细胞活力 , 引起细胞内

ROS 水平显著升高。而联合 BRPs处理后, 与药物组

相比则降低了细胞活力 , 显著升高细胞内 ROS 水平 

(图 8), 提示BRPs可能通过拮抗氧化应激治疗DOX诱

导的心脏毒性。

9　BRPs上调Nrf2抑制细胞凋亡减轻DOX致心脏毒性

与模型组相比, DOX+ML385处理时引起凋亡率

显著升高。而联合BRPs处理后, 与药物组相比, 也显

著升高凋亡率, 提示BRPs可能通过抑制细胞凋亡治疗

DOX诱导的心脏毒性 (图9)。

讨论

恰玛古在新疆各地均有栽培, 以肉质根为食用和

药用主要部位, 是新疆维吾尔族喜食的一种药食同源植

物, 被视为饱口腹、解疾患的长寿圣果, 并有“沙漠小人

参”之美誉[18], BRPs是采用水提醇沉法从新疆柯坪县

的恰玛古中提取获得的, 具有民族药特色。而且, BRPs

制备工艺成熟, 可大量制备, 现已获得专利保护[16]。课

Figure 5　Effect of BRPs on membrane potential in DOX-induced H9c2 cells. A: Cell images stained by the lipophilic cationic probe JC-1. 

Red signal indicates JC-1 in mitochondria, and green signal indicates cytosolic JC-1. Scale bar: 125 μm; B: Quantitative analysis of 

mitochondrial membrane potential (MMP) based on the cell images stained by JC-1. x ± s, n = 3. ####P < 0.000 1 vs control group; **P < 0.01, 
****P < 0.000 1 vs model group

Figure 6　Effect of BRPs on DOX-induced expression of apoptosis-related protein in H9c2 cells. A: Western blot of Bax and Bcl-2; B: 

Bax, Bcl-2 protein expression and Bcl-2/Bax ratio. x ± s, n = 3. ####P < 0.000 1 vs control group; **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs 

model group
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题组前期证实 , 恰玛古或 BRPs 具有润肺止咳 [8]、抗

肿瘤[19]、抗辐射[12]、免疫调节[20]、抗氧化活性 , 可清除

DPPH 自由基[13]等作用。本研究通过 DOX 损伤的

H9c2细胞模型模拟心脏毒性的病理变化, BRPs预给

药处理发现, BRPs在 0.5～3 mg·mL-1质量浓度H9c2细

胞免受DOX损伤, 因此后续研究选取 0.5～3 mg·mL-1

作为本实验的药物浓度组。以药食同源恰玛古治疗化

疗药物引发的DOX心肌毒性将会给肿瘤患者带来很

Figure 7　Effect of BRPs on protein expression of the Nrf2/HO-1 pathway, in DOX-induced H9c2 cells. A: Western blot of Nrf2, Keap1, 

p-p38MAPK, p38MAPK, HO-1 and NQO1; B: Expression of Nrf2, Keap1 and other proteins. x ± s, n = 3. ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs 

control group; **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs model group. Nrf2: Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2; Keapl: Kelch-like 

ECH-associated protein 1; HO-1: Heme oxygenase-1; NQO1: NADH quinone oxidoreductase 1

Figure 8　A: Effect of Nrf2 inhibitor ML385 on the viability of H9c2 cells; B: Effect of Nrf2 inhibitor ML385 on ROS release in H9c2 

cells. x ± s, n = 3. ####P < 0.000 1 vs control group; ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs model group; ++++P < 0.000 1 vs BRPs group
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多利好因素, 这亦是某些其他外源抗氧化剂无法比拟

的一个重要方面。

目前, 关于DOX的心脏毒性机制问题, 国内外已

开展大量研究并取得明显进展。DOX可诱导高水平

ROS产生, 促进心肌细胞氧化应激和线粒体介导的细

胞凋亡, 进而导致心力衰竭; 抗氧化剂可防止DOX诱

导的心肌细胞损伤[21]; DOX 损伤 H9c2 细胞与其诱导

ROS产生和破坏线粒体功能有关[22]。由于BRPs具有

ROS清除能力[14], 而且对DOX心肌损伤具有一定保护

作用, BRPs可通过减轻细胞毒性、清除氧自由基和降

低机体过氧化的程度来减少细胞损伤。根据实验结果

作者推测, BRPs可通过减少DOX诱导的线粒体ROS

生成、稳定细胞环境来改善线粒体功能障碍及抑制细

胞凋亡, 从而对心肌细胞产生保护作用。ML385作为

Nrf2信号通路特异性抑制剂, 通过影响Nrf2-maf蛋白

复合物的DNA结合活性抑制Nrf2通路的激活。目前

国内外关于ML385的报道主要是将其作为Nrf2抑制剂

应用, 用于研究药物是否是通过调控Nrf2通路发挥作

用[23-25]。结果表明, BRPs可以在 DOX诱导的 H9c2细

胞中通过调控Nrf2/HO-1通路, 降低了DOX诱导的心

脏毒性, 发挥其抗氧化的药理作用。Nrf2是氧化应激

和内源性抗氧化酶激活的重要转录因子[26,27]。有研究

表明, HO-1的高表达可减少DOX诱导的心肌损伤[28]。

在应对氧化应激时, 活化的 Nrf2可导致 HO-1的抗氧

化酶的转录激活[29]。在氧化应激状态下, p38MAPK的

激活会促进心肌细胞凋亡, 从而导致心力衰竭时心脏

收缩功能恶化。有证据表明, 抑制 p38MAPK 可减轻

细胞炎症反应并保护细胞免于凋亡[30]。本研究证明了

BRPs具有升调节Nrf2/HO-1信号通路的作用, 而BRPs

对 DOX 损伤心肌细胞的保护作用也与 Nrf2/HO-1 激

活所诱导的抗氧化活性增强有关。

综上所述, BRPs发挥其有益作用的主要机制可能

归因于它们的抗氧化特性, 并通过调控 Nrf2/HO-1氧

化应激通路及其下游抗氧化蛋白的表达抑制细胞凋

亡, 拮抗DOX损伤心肌细胞内ROS的产生, 改善DOX

造成的心脏毒性的保护机制。为新疆食药同源BRPs

用于防治DOX诱导的心脏/心肌毒性提供实验依据。
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