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熊去氧胆酸对阿霉素诱导的 H9c2心肌细胞的影响及机制研究 *
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摘要 目的：探讨熊去氧胆酸（UDCA）对阿霉素(DOX)诱导的 H9c2 心肌细胞损伤的影响及机制。方法：体外培养 H9c2 细胞，

1 滋MDOX和不同浓度 UDCA处理 H9c2，CCK-8法测定细胞活力；实时定量聚合酶链反应检测心肌细胞凋亡分子 Bax及炎症

因子 IL-1茁、IL-6的表达；Western blotting检测 UDCA对 DOX诱导的心肌细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl2、Caspase3表达水平变化。

结果：与对照组相比，DOX组心肌细胞活力减弱；炎症因子 IL-1茁，IL-6表达上调；促凋亡分子 Bax和 cleaved Caspase3表达增多；

抑制凋亡蛋白 Bcl2下调(P<0.05)。与 DOX组相比，UDCA+DOX组显著恢复心肌细胞活力；炎症因子 IL-1茁、IL-6表达下调；促凋
亡分子 Bax、cleaved Caspase3下调；抑制凋亡蛋白 Bcl2表达上调(P<0.05)。结论：UDCA能缓解 DOX诱导的 H9c2心肌细胞损伤，

其机制可能与抑制炎症及凋亡有关。本研究为阿霉素心肌毒性的防治提供新的实验基础及理论依据。
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Effects of Ursodeoxycholic Acid on Doxorubicin-induced Injury in H9c2
Cardiomyocytes and Its Mechanism*

To investigate the effect of Ursodeoxycholic Acid (UDCA) on doxorubicin (DOX)-induced cardiotoxicity

in H9c2 cardiomyocytes and the mechanisms. The H9c2 cardiomyocytes were treated with DOX with or without UDCA of dif-

ferent doses. The cell viability was measured by CCK-8 assay, and the inflammatory factors were examined by quantitative real-time

polymerase chain reaction（qRT-PCR）. As for apoptosis, Western blotting, qRT-PCR were used to analyze. Compared with con-

trol group, the viability of H9c2 cells, the anti-apoptotic protein Bcl2 were decreased (P<0.05). Additionally, the release of inflammatory
factors (IL-1茁, IL-6), apoptotic molecules(Bax and Cleaved Caspase3) was increased(P<0.05). Compared with DOX group, UDCA+DOX

group restored the cell viability, ameliorated the release of inflammatory factors(IL-1茁, IL-6), inhibited pro-apoptotic molecules(Bax and
Cleaved Caspase3), promoted anti-apoptotic molecules Bcl2 as well (P<0.05). UDCA suppresses DOX-induced injury in

H9c2 cardiomyocytes by reducing inflammation and apoptosis, which provides a pivotal theoretical basis for the clinical application of

UDCA in the prevention and treatment of DOX-induced cardiotoxicity.
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前言

阿霉素（doxorubicin, DOX）是蒽环类广谱抗肿瘤药物，广

泛用于各类实体肿瘤、肉瘤、血液肿瘤等的化疗[1]。但阿霉素的

多器官毒性损伤各系统，包括心血管系统、消化系统、神经系

统、泌尿以及生殖系统等[2]。由于阿霉素的心肌亲和力高，阿霉

素心肌损伤是最常见且致命的副作用，这严重限制了阿霉素的

临床应用。阿霉素心脏毒性机制涉及氧化应激，炎症[3]，凋亡、坏

死[4]，自噬[5]等。

熊去氧胆酸（ursodeoxycholic acid，UDCA）是毒性最低、亲

水性最强的胆汁酸[6]。UDCA主要用于肝胆相关疾病治疗，但是

目前大量研究表明 UDCA在肝胆系统外也发挥一定生物学效

应，尤其具有心脏保护作用[7-9]。UDCA是否能拮抗阿霉素心肌

毒性尚不明确，缺乏相关研究。本文采用 DOX刺激 H9C2心肌

细胞，从细胞活力、炎症、凋亡等方面探讨、验证 UDCA对阿霉

素心肌损伤的影响，为 DOX心肌毒性治疗提供新的实验基础、
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理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 大鼠心肌细胞系（H9c2）来源于大鼠胚胎期心

脏组织，购于美国组织培养中心（American Tissue Culture Col-

lection，ATCC）。

1.1.2 药物与试剂 DOX（美国 Sigma Aldrich公司）；UDCA

（美国MedChemExpress公司）；DMEM培养基、磷酸盐缓冲液

（PBS）、胰酶、胎牛血清（FBS）（美国 Gibco公司）；抗 Bax、Bcl2、

Caspase3、GAPDH、琢-tubulin抗体（Proteintech公司）；辣根过氧
化物酶（HRP）标记二抗、BCA蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云

天生物技术有限公司）；TRIzol（日本 Takara 公司）；qPCR

SYBR Green Mix（南京诺唯赞生物科技有限公司）。

1.1.3 仪器 Multiskan FC酶标仪（美国 Thermo Fisher公司）；

超微量紫外分光光度计（美国 Thermo Fisher公司）；QuantStu-

dio 3 Real-time PCR仪器（美国 Applied Biosystems公司）；蛋白

电泳分离、转膜成像系统(美国 Bio-rad公司)；CO2培养箱（美国

Thermo公司)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 H9c2细胞培养于含 10％FBS的 DMEM培

养基中，置于 37℃、5％ CO2、饱和湿度条件的细胞培养箱中，每

24小时更换一次新鲜培养基。待细胞融合度达到 80% ~ 90%

时，用 0.25％胰酶(含 EDTA)消化细胞，进行传代及铺板。取对

数生长期并且状态良好的细胞进行后续实验研究。

1.2.2 试剂配制 将 DOX及 UDCA分别溶于 DMSO中制成

储存液，避光储存于 - 20℃。用 DMSO稀释成对应工作液浓度

进行后续实验。

1.2.3 实验分组 实验分为 4组：(1)对照（control）组；(2) UD-

CA组：UDCA处理心肌细胞 26 h；（3）DOX（1 滋M DOX处理

24小时）组；(4) UDCA+DOX组：UDCA预处理心肌细胞 2 h

后，加入 1 滋MDOX作用 24 h。

1.2.4 CCK-8 法测定 H9c2 细胞活力 将生长状态良好的

H9c2细胞消化后接种于 96孔培养板中,当细胞密度达到 70％

培养孔底面积时，根据不同分组进行对应的实验处理，每组设

6个复孔。不同浓度梯度（5、10、20、30、40、50、60、100 滋g/mL）
UDCA处理 H9c2 26小时。终止培养后，每孔加入空培配置的

10% CCK-8 100 滋L，轻轻晃动培养板，继续 37℃孵育 2 h，用酶

标仪检测 450 nm的吸光度（OD）值。筛选出最佳的 UDCA浓

度范围（5、10、20、50 滋g/mL）后，再次接种心肌细胞，按上述浓
度梯度分别加入 UDCA，预处理 2 h后，加入 DOX（1 滋M）。继
续培养 24 h后，加入 10% CCK-8 100 滋L，再次测定 OD值，计

算细胞存活率。细胞存活率 =实验组 OD值／对照组 OD值平

均值× 100％。

1.2.5 定量实时聚合酶链反应（qRT-PCR）法检测 IL-1茁、IL-6和
Bax的表达水平 收集细胞样本，用 Trizol提取细胞 RNA。步

骤如下：收集样本，PBS清洗 2次，每个样本加入 0.5 mL Trizol

裂解细胞，吹打并吸入无酶 EP管；加入 0.2 mL三氯甲烷，上下

倒置充分混匀，静置 10 min，4℃、12 000 r/min离心 10 min；小

心吸取上清液至另一无酶 EP管中，加入等体积异丙醇，充分混

匀，静置 10 min，离心 10 min；弃上清，加入 1 mL 75%乙醇，

4 ℃、7 500 r/min离心 10 min洗涤沉淀；轻轻弃上清，每孔加

入 20 滋L DEPC 溶解沉淀。测定各样本 RNA 浓度、纯度

（OD260、OD260/OD280）。利用反转录试剂盒逆转录合成 cD

NA。运用 SYBR Green进行实时荧光定量检测。GAPDH作为

内参，采用 2-Δ Δ Ct法计算 IL-1茁、IL-6，Bax的相对表达量。IL-1茁、
IL-6，Bax和 GAPDH引物序列见表 1。

表 1 Real-time PCR实验引物序列

Table 1 The primer sequences for real-time PCR

Gene Forward primer（5'-3') Reverse primer（5'-3')

Rat Bax GGCTGGACACTGGACTTC CAGATGGTGAGTGAGGCA

Rat IL-1茁 CTTTGAAGAAGAGCCCGTCC CCAAGGCCACAGGGATTTTG

Rat IL-6 AGTTGCCTTCTTGGGACTGATGT GGTCTGTTGTGGGTGGTATCCTC

Rat GAPDH AACTTTGGCATCGTGGAAGG TACATTGGGGGTAGGAACAC

1.2.6 Western blotting 检测 Bax、Bcl2、Caspase3 的表达水平

将生长状态良好的 H9c2心肌细胞接种于 6孔培养板，根据实

验分组分别给与不同处理。细胞贴壁且状态良好后，加入 UD-

CA或 DMSO预处理 2 h，再分别加入 1 滋M DOX或 DMSO处

理 24 h。处理结束后收集细胞样本，用预冷的 PBS洗涤 2次，

加入细胞裂解液（RIPA+PI），冰上静置 15 min，收集样本于 EP

管中，4℃、12 000 r/min离心 15 min。取上清液，采用 BCA法测

定蛋白浓度，之后煮沸蛋白。各样本蛋白按每泳道 30 滋g等质
量上样，经 10%十二烷基硫酸钠一聚丙烯凝胶（SDS-PAGE）电

泳分离后，转移到 PVDF膜上。用 5％脱脂牛奶封闭 1 h。随后

加入抗 Bax(1：1 000)，Bcl2(1：1 000)，Caspase3抗体 (1：1 000)，

4℃摇床孵育过夜；用 TBST洗 3次，10 min／次；洗膜后加入

HRP标记的二抗（1：2000）室温孵育 1 h，再次用 TBST洗膜 3

次。将 PVDF膜滴加化学发光试剂 ECL，用化学发光成像系

统显影，采集图像。使用 Gel Image Analysis系统进行灰度分

析。以GAPDH，琢-tubulin作为内参，分析目的蛋白相对表达水平。
1.2.7 统计学分析 实验数据以均数± 标准差 (mean± SD)表

示。采用 GraphPad Prism 5软件进行数据分析及图形绘制。两组

间比较采用非配对的 t检验。以 P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 UDCA改善 DOX刺激的 H9c2心肌细胞活力下降

采用 CCK8法检测心肌细胞活力变化，当不同浓度 UDCA

（5、10、20、30、40、50、60、100 滋g/mL）处理 H9c2心肌细胞 26 h
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后，除 40 滋g/mL组能促进细胞增殖（P＜0.05）外，其余各组与

对照组相比不影响细胞增殖或抑制（P＞0.05）（图 1A）。后续实

验中，进一步探究不同浓度 UDCA（5、10、20、50 滋g/mL）对
DOX诱导的 H9c2心肌细胞存活率的影响。结果显示：与对照

组相比，DOX组 H9c2 心肌细胞活性明显降低 (P<0.001)；与

DOX组相比，各 UDCA+DOX组明显抑制了 DOX导致的心肌

细胞活力下降（P＜0.05）（图 1B）。上述结果表明：UDCA可以抑

制DOX诱导的心肌细胞活力降低，可以减轻 DOX刺激的细胞

毒性。

2.2 UDCA抑制 DOX诱导的心肌细胞炎症因子上调

采用 qRT-PCR实验检测 DOX诱导的心肌细胞炎症因子

的变化，与对照组相比，UDCA 组(10/20/30 滋g/mL)炎症因子
(IL-1茁、IL-6)表达无明显改变（P＞0.05），DOX组炎症因子表达

量明显增加 (P＜0.01)；与 DOX 组比较，UDCA (10/20/30

滋g/mL)+DOX组炎症因子 IL-1茁、IL-6表达量明显下降，差异均
有统计学意义(P＜0.05)（图 2A&B）。结果表明，UDCA通过抑

制炎症因子产生发挥心肌细胞保护作用。

图 1 UDCA对 DOX诱导的 H9c2心肌细胞活力的影响。A:不同浓度 UDCA处理 H9c2心肌细胞活力变化。B:UDCA对 DOX诱导的 H9c2心肌

细胞活力变化。

Fig.1 Effect of UDCA on DOX-induced cell viability in H9c2 was measured by CCK8 assay. A：Cell viability of H9c2 treated with different

concentrations of UDCA from 5 to 100 滋g/mL for 26 h. B: Cell viability of H9c2 treated with UDCA (5-50 滋g/mL) followed by DOX treatment for 24 h.

Values were expressed as the mean ± SD (n＞= 3). *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

图 2 UDCA对 DOX刺激的 H9c2心肌细胞炎症因子的影响。A: 10/20/30 滋g/mL UDCA减轻了 DOX诱导的炎症因子(IL-1茁)上调。
B：10/20/30 滋g/mL UDCA缓解了 DOX诱导的炎症因子(IL-6)上调。

Fig.2 UDCA ameliorated inflammation on mRNA level under DOX treatment in H9c2 by qRT-PCR. A: UDCA (10/20/30 滋g/mL) treatment weakened
DOX-induced inflammation upregulation (IL-1茁). B: UDCA (10/20/30 滋g/mL) treatment attenuated DOX-induced inflammation upregulation (IL-6).

Values were expressed as the mean ± SD (n＞= 3). *P<0.05, **P<0.01.

2.3 UDCA下调促凋亡相关分子表达

采用 qRT-PCR及 Western blotting检测 DOX诱导的心肌

细胞促凋亡分子的变化，与对照组相比，在 mRNA水平，DOX

组凋亡相关分子 Bax表达量明显增加(P＜0.01)；UDCA (20/40

滋g/mL)处理后，Bax表达量明显下降(P＜0.05)（图 3A&B）。在

蛋白水平，与对照组相比，DOX组 cleaved Caspase3蛋白水平

明显上升(P＜0.05)，且 cleaved caspase3／Total Caspase-3明显

上升 (P＜0.05)；UDCA (20 滋g/mL)处理后，cleaved Caspase3，

cleaved caspase3／Total Caspase-3 表达量明显下降 (P＜0.05)

(图 4A-C)。结果表明，UDCA在 mRNA及蛋白水平通过抑制

促凋亡分子 Bax及 cleaved Caspase3的产生发挥心肌细胞保护

作用。

2.4 UDCA促进抗凋亡相关蛋白表达

采用 Western blotting实验检测 DOX诱导的心肌细胞抗

凋亡分子的变化，在蛋白水平，与对照组相比，DOX组抗凋亡

相关分子 Bcl2表达量明显下降 (P＜0.05)；与 DOX组相比，

UDCA+DOX组 Bcl2表达量明显上升(P＜0.01) (图 5A-B)。与

此类似，与对照组相比，DOX组 Bcl2/Bax明显降低(P＜0.05)；
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图 3 UDCA对 DOX诱导的 H9c2心肌细胞促凋亡分子在 mRNA水平的影响。A:在 mRNA水平，20 滋g/mL UDCA的处理下调了 DOX诱导的

Bax上调。B:在 mRNA水平，40 滋g/mL UDCA的处理下调了 DOX诱导的 Bax上调。

Fig.3 UDCA inhibited the mRNA level of pro-apoptotic molecule Bax caused by DOX in H9c2. A: UDCA (20 滋g/mL) suppressed Bax in mRNA level in

DOX-induced H9c2 cells. B: UDCA (40 滋g/mL) inhibited Bax in mRNA level in DOX-induced H9c2 cells. Values were expressed as the mean± SD

(n＞= 3). *P<0.05 and **P<0.01.

UDCA+DOX组 Bcl2/Bax表达量明显上升(P＜0.05) (图 5A&C)。

结果表明，UDCA通过促进抗凋亡分子 Bcl2的产生发挥心肌

细胞保护作用。

图 4 UDCA对 DOX刺激的 H9c2心肌细胞促凋亡蛋白的影响。A: Cleaved Caspase3, Total Caspase3蛋白免疫条带结果。B: UDCA处理下调了

DOX刺激的 Cleaved Caspase3表达水平。C: UDCA处理下调了 DOX刺激的 Cleaved Caspase3/ Total Caspase3表达水平。

Fig.4 UDCA mitigated pro-apoptotic protein caused by DOX in H9c2 byWestern blotting. A: Representative western blots of Cleaved and Total

caspase-3 expression following treatment with DOX with or without UDCA. B: Cleaved caspase-3 was increased following treatment with DOX, and

UDCA suppressed Cleaved caspase-3 expression. C: UDCA restored Cleaved / Total Caspase3 expression. Values were expressed as the mean ± SD

(n＞= 3). *P<0.05.

3 讨论

近年来，肿瘤的高发病率促进了抗癌药物 DOX广泛的临

床应用，但是长期大量使用 DOX将产生一系列副作用，其中心

脏毒性是最常见且最严重的副作用，其具体机制涉及炎症、氧

化应激、凋亡、钙离子失调[11]、自噬等。为改善阿霉素心肌毒性，

目前的心脏保护策略有阿霉素衍生物米托蒽醌、表阿霉素的替

代治疗；载阿霉素 -聚乳酸 -羟基乙酸共聚物纳米微球[12]等新

型制剂增加阿霉素作用缓释性；心脏保护药物如右雷佐生、他

汀类、血管紧张素转换酶抑制剂、钙离子通道阻滞剂等[13]；改变

阿霉素药物作用形式如脂质体阿霉素 [14,15]、超声波控制的

DOX-SiO2纳米复合材料[16]等。右雷佐生是其中最常见，临床应

用最普遍的阿霉素心脏毒性保护药物，是美国食品药品监督管

理局（FDA）批准使用的阿霉素心脏保护药物，然而其伴随的副

作用使右雷佐生的临床应用存在争议[17,18]。

UDCA主要用于原发性胆汁性胆管炎、妊娠期胆汁淤积
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图 5 UDCA对 DOX诱导的 H9c2心肌细胞抗凋亡蛋白的影响。A: Bcl2, Bax蛋白免疫条带结果。B: UDCA上调了 DOX刺激的 Bcl2蛋白表达

水平。C: UDCA上调了 DOX刺激的 Bcl2/ Bax水平。

Fig.5 UDCA upregulated anti-apoptotic protein in DOX-induced decline in H9c2 by Western blotting. A: Representative western blots of Bcl2 and Bax

expression following treatment with DOX with or without UDCA. B: Bcl2 was decreased following treatment with DOX, and UDCA countered Bcl2

downregulation. C: UDCA restored Bcl2 / Bax expression. Values were expressed as the mean± SD (n＞= 3). *P<0.05 and **P<0.01.

症、胆固醇结石等肝胆疾病治疗[19]。研究表明，UDCA通过抑制

氧化应激、抗炎、抗凋亡在代谢综合征、糖尿病[20]，阿尔兹海默

病[21]，帕金森病[22]等疾病中具有保护作用。更重要的是，UDCA

具有心脏保护效应，能改善低氧状态下心肌细胞损伤[7]，能抑制

心肌纤维化[9]，能抑制心室传导减慢及心律失常[8]。研究表明

UDCA结合阿霉素疗法能有效改善甲状腺转运蛋白相关心肌

淀粉样变[23]。但是尚无文献报道 UDCA改善 DOX诱导的心肌

细胞毒性的相关研究。

本研究利用 DOX诱导的 H9c2心肌细胞损伤模型，探讨

UDCA对 DOX心肌毒性的保护作用。首先，CCK8实验证明：

5-100 滋g/mL UDCA处理 H9c2心肌细胞 26小时，细胞活力与

对照组相比无下降；不同浓度 UDCA（5-50 滋g/mL）处理均能显
著改善 DOX刺激的心肌细胞活力下降。

文献报道 DOX诱导的心肌毒性与炎症因子（IL-1茁，IL-6，
TNF-琢等）上调相关，我们的实验结果也表明 DOX刺激促进

H9c2细胞炎症因子上调(IL-1茁，IL-6)；已有研究表明富氢液通
过抑制炎症改善 DOX心脏、肝脏损伤[24]；白杨素能下调炎症因

子的表达[25]从而改善 DOX诱导的心肌毒性。在本研究中，我们

观察到 UDCA干预可下调炎症因子 IL-1茁、IL-6表达，进而改
善心肌细胞活力。

有文献报导，DOX诱导的心肌毒性除与炎症有关外，凋亡[26]

同样发挥了重要且主要的作用。DOX促进凋亡相关蛋白 Bax

及 cleaved Caspase3表达，抑制抗凋亡蛋白 Bcl-2表达。白藜芦

醇[27]、大蒜素[28]、还原性谷胱甘肽[29]等通过抑制凋亡改善 DOX

的心肌毒性。与此相似，我们的实验结果表明：DOX处理后，

Bax及 cleaved Caspase3表达增加，Bcl-2表达下降；并且 UD-

CA的处理可抑制 Bax及 cleaved Caspase3表达，上调 Bcl-2表

达，表现为 cleaved Caspase3、cleaved/total Caspase3 下调及

Bcl-2、Bcl-2/Bax上调，进而发挥 H9c2心肌细胞保护作用。

综上所述，在本研究中，UDCA通过抑制炎症及凋亡发挥

心肌细胞保护作用，干预 DOX诱导的心肌细胞毒性。目前，血

管紧张素转化酶抑制剂如美托洛尔、依那普利等进入临床试

验[30,31]，虽有降低心肌损伤标志物的作用，但其拮抗心肌毒性有

效性仍需深入验证，故还未批准用作药物所致心肌病的特异性

药物。本研究中，UDCA的心肌保护作用将为临床上 DOX心

肌毒性的防治提供新的理论依据及治疗靶点。
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