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蒿甲醚通过调节氧化应激改善阿霉素诱导小鼠心肌损伤的作用
研究

廖奕娇 1，程馨缘 1，易铁钢 2（1. 广州中医药大学第四临床医学院，广东 深圳 518033；2. 深圳市中医院，

广东 深圳 518033）

摘要：目的 探讨蒿甲醚对阿霉素诱导的小鼠心肌损伤的保护作用。方法 将雄性 BALB/c 小鼠随机分为正常

组、模型组、蒿甲醚组（3 g·kg-1），每组 6 只。采用阿霉素诱导心肌损伤小鼠模型。测定各组小鼠体质量及心

脏质量；检测血清乳酸脱氢酶（LDH）和肌酸激酶（CK）水平；采用苏木精-伊红（HE）染色法观察小鼠心脏组织

病理变化；采用 Western Blot 法及免疫组化法检测各组小鼠心脏组织的超氧化物歧化酶 1（SOD1）、超氧化物

歧化酶 2（SOD2）、过氧化氢酶（Catalase）蛋白表达水平。结果 与正常组比较，模型组小鼠的体质量、心脏质

量均明显下降（P＜0.05，P＜0.01）；LDH 水平明显上升（P＜0.05），CK 水平有升高趋势（P＞0.05）；心肌纤维

排列紊乱、断裂，心肌细胞出现空泡变性；小鼠心脏组织中的 SOD1、SOD2 及 Catalase 蛋白表达均明显下调

（P＜0.05）。与模型组比较，蒿甲醚组小鼠的体质量、心脏质量均有所升高（P＞0.05）；LDH、CK 水平均有降

低（P＞0.05）；心肌细胞排列较均匀，核固缩和空泡变性明显减少；心脏组织中的 SOD1、SOD2 及 Catalase 蛋

白表达均明显上调（P＜0.05，P＜0.01）。结论 蒿甲醚对阿霉素诱导的小鼠心肌损伤具有一定保护作用，其作

用机制可能与上调 SOD1、SOD2、Catalase 蛋白表达，调节氧化应激相关。
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Artemether Ameliorates Adriamycin-induced Myocardial Injury in Mice by Modulating Oxidative Stress
LIAO Yijiao1，CHENG Xinyuan1，YI Tiegang2 （1. The Fourth Clinical Medical School of Guangzhou University of
Chinese Medicine， Shenzhen 518033 Guandong， China； 2. Shenzhen Traditional Chinese Medicine Hospital，
Shenzhen 518033 Guandong，China）
Abstract：Objective To investigate the protective effect of artemether on adriamycin induced cardiac injury in mice.
Methods Male BALB/c mice were randomly divided into normal group ， model group and artemether group
（3 g·kg-1），with 6 mice in each group. Mice model of cardiac injury induced by adriamycin was established. Body
mass and heart mass of mice in each group were measured. Serum lactate dehydrogenase（LDH）and creatine kinase
（CK） levels were detected. Hematoxylin-eosin（HE）staining was used to observe the cardiac histopathology of heart
tissue in mice. The protein expression levels of superoxide dismutase 1（SOD1），superoxide dismutase 2（SOD2）and
Catalase in heart tissues of mice in each group were detected by Western Blot and immunohistochemistry. Results
Compared with normal group，body mass and heart mass of model group were significantly decreased（P＜0.05，P＜

0.01）； LDH level was significantly increased（P＜0.05）， CK level showed an increasing trend（P＞0.05）；

Myocardial fibers were disordered and broken， and myocardial cells showed vacuolar degeneration； The protein
expressions of SOD1， SOD2 and Catalase in mice heart tissue were significantly down- regulated（P＜0.05）.
Compared with model group，the body weight and heart weight of artemether group were increased（P＞0.05）；LDH
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and CK levels were decreased（P＞0.05）. Cardiomyocytes are more evenly arranged， and the karyopyknosis and
vacuolar degeneration were significantly reduced； The protein expression of SOD1， SOD2 and Catalase in heart
tissue were significantly up-regulated（P＜0.05，P＜0.01）. Conclusion Artemether has certain protective effect on
adriamycin- induced cardiac injury in mice， and its mechanism of action may be related to the upregulation of
protein expression on SOD1，SOD2 and Catalase and the regulation of oxidative stress.
Keywords：artemether；adriamycin；cardiac injury；cardiotoxicity；oxidative stress；mice

阿霉素作为一种蒽环类抗生素，是有效、广谱的

抗肿瘤药物，可用于治疗多种癌症 [1-2]。而其毒副作

用不容忽视，其中以心脏毒性最为严重，限制了其

临床应用 [3-4]。阿霉素引起心脏毒性的作用机制尚不

清楚，目前普遍认为可能与氧化应激、线粒体功能

障碍、脂质过氧化的增加、内质网介导的凋亡等机

制相关[5]。氧化应激是阿霉素诱导心脏毒性的主要因

素，活性氧和抗氧化剂之间的不平衡导致氧化应激

发生，而抗氧化酶如过氧化氢酶（Catalase）和超氧化

物歧化酶（Superoxide dismutases，SODs）的降低可以

导致心肌的氧化损伤。Catalase 是生物防御系统中的

关键酶，能清除体内 H2O2而对细胞起到保护作用[6]。

阿霉素可引起心肌细胞抗氧化酶缺失，导致心肌细

胞发生氧化应激和损伤。

青蒿素是从中药黄花蒿中提取的一种含有过氧基

团的倍半萜内酯化合物，蒿甲醚是青蒿素的衍生

物，除了具有抗疟疾作用外，还具有抗肿瘤 [7]、抗

糖尿病[8]、改善肝脏纤维化[9]等药理作用。本课题组

前期研究 [10]发现，蒿甲醚能够通过恢复氧化还原失

衡和改善线粒体功能，改善阿霉素肾病小鼠的肾脏

损伤。故本研究拟通过构建阿霉素诱导心肌损伤小

鼠模型，探讨蒿甲醚对其心肌损伤的保护作用及

机制。

1 材料与方法
1.1 动物 6 周龄雄性 BALB/c 小鼠，SPF 级，体质

量（20±2）g，购自广东省医学实验动物中心，动物生

产许可证号：SCXK（粤）2018-0002。小鼠饲养于 SPF
环境，相对湿度：40%～70%，温度：20～26 ℃，

12 h/12 h 昼夜明暗交替，实验期间自由摄食饮水，

1.2 药物及试剂 蒿甲醚（含量 99.39%），成都康邦

生物技术公司，批号：CB20200301；阿霉素，美国

Sigma 公司，批号：D1515；苏木素（批号：BL700-1）、
伊红（批号：BL700-2），均为广州赛国生物技术公司

产品；柠檬酸盐修复液（批号：20090803）、PBS 缓冲

液（批号： 20121501）、动物非免疫血清（批号：

210105392A）、HRP 聚合物偶联抗小鼠/兔 IgG 复合

物的抗体（批号：201105S407q）、DAB 显色液（批

号：2011190031H），均由福州迈新生物技术公司提

供；一抗 SOD1（批号：CST37385）、SOD2（批号：

CST13141）、Catalase（批号：CST14097），均为美国

Cell Signaling Technology 公司产品；GAPDH 抗体（批

号：P6004），美国 Proteintech Group 公司；抗兔二抗

（批号：RI239721）和抗鼠二抗（批号：RF238896），

均为美国 Thermo Fisher 公司产品，乳酸脱氢酶

（LDH，批号： BC6685）、肌酸激酶（CK，批号：

BC1145），均为北京索莱宝公司产品。

1.3 仪器 C702 型全自动生化分析仪，瑞士 Roche
公司；Ts2R-FL 型显微镜，日本尼康公司；RXC-
TKP 型摊烤片机，武汉瑞新昌生物科技公司；

MS205DU 型精密天平，瑞士梅特勒-托利多公司；

RM2245 型切片机，上海徕卡显微系统公司；5425 型

离心机，德国 Eppendorf 公司；Image LabTM图像采集

和分析软件、BR82684 型垂直电泳仪，美国 Bio-
Rad 公司。

1.4 分组、模型复制及给药 BALB/c 小鼠适应性喂

养 1 周后，随机分为 3 组：正常组、模型组、蒿甲

醚组，每组 6 只。除正常组外，其余小鼠经尾静脉

单次注射阿霉素 10.4 mg·kg-1以复制阿霉素诱导的心肌

损伤模型[11]，正常组小鼠注射等量生理盐水。阿霉素

注射 1 周后，蒿甲醚组小鼠采用口服给予 0.3 g·kg-1

蒿甲醚[10]，连续给药 4 周。

1.5 样本采集 实验过程中观察小鼠一般情况，末次

给药结束后测定体质量；对各组小鼠进行麻醉后眼

球取血；采血结束后全部颈椎脱臼处死，正中线打

开腹腔，快速剖取心脏，称定质量；取适量心脏组

织于 4%多聚甲醛固定，剩余心脏组织在液氮中快速

冷冻，于-80 ℃冰箱冻存。

1.6 小鼠心功能生化检测 将小鼠血样放至分层，以

4 ℃、3 000 r·min-1（离心半径 8 cm）离心 10 min，分
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离上清液，采用全自动生化分析仪检测血清 LDH、

CK 水平。

1.7 小鼠心脏组织病理学观察 用 4%多聚甲醛固定

心脏组织 48 h 后，进行石蜡包埋、切片（4 μm），经

过烤片、脱蜡、水化、苏木精-伊红（HE）染色后封

片，于光学显微镜下观察各组小鼠心脏组织病理变

化并拍照。

1.8 Western Blot 法检测小鼠心脏组织中 SOD1、
SOD2、Catalase 蛋 白 表 达 水 平 取小鼠心脏组

织，称定质量，加入 RIPA 裂解液，匀浆后，以

12 000 r·min-1（离心半径 8 cm）离心 20min，上清液

采用 BCA 法测定蛋白浓度。加入上样缓冲液和

RIPA 制备样品，上样量为 20 μg 蛋白；经 SDS-
PAGE 电泳后，转移至 PVDF 膜，以 5%脱脂奶粉封

闭 1 h；加入一抗［SOD1（1∶500）、SOD2（1∶500）、

Catalase（1∶1 000）兔抗单克隆抗体，GAPDH 鼠抗单

克隆抗体（1∶500）］，4 ℃冰箱过夜、洗涤；分别加入

抗兔二抗（1∶2 000）或抗鼠二抗（1∶1 000），室温下孵

育 1 h；再次洗涤后采用全自动凝胶成像和化学发光

图像分析系统曝光成像。Western Blot 条带扫描后，

运用 ImageJ 1.44 软件计算蛋白条带的光密度（OD）
值，以 GAPDH 为内参，进行半定量分析。

1.9 免疫组化法检测小鼠心脏组织中 SOD1、SOD2、
Catalase 蛋白表达水平 将心脏组织制作成石蜡切

片，二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水；柠檬酸盐热修复

抗原；PBS 冲洗后滴加山羊血清封闭，分别滴加合适

浓度的一抗［抗 SOD1（1∶50）、抗 SOD2（1∶50）、抗

Catalase（1∶50）］，将切片置于 4 ℃冰箱孵育过夜。复

温，PBS 冲洗后滴加 HRP 聚合物偶联抗小鼠/兔 IgG
复合物抗体，室温下孵育 15 min。PBS 冲洗，加

DAB 显色液后，于显微镜下观察，当观察到充分显

色后，立即放入自来水中终止显色，并用蒸馏水洗

涤；苏木素复染 1 min；梯度乙醇脱水，二甲苯透

明，中性树胶封片、晾干；显微镜下拍摄（×200）。
1.10 统计学处理方法 采用 SPSS 20.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 LSD 检验；以 P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果
2.1 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠一般状况的

影响 结果见表 1。与正常组比较，模型组小鼠出现

精神萎靡、进食减少、便溏、脱毛、断尾等现象，

体质量、心脏质量均明显下降（P＜0.05，P＜0.01）。

与模型组比较，蒿甲醚组小鼠毛发较有光泽，活动

较为活跃，体质量、心脏质量均有所升高（P＞0.05）。
表 1 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠体质量和心脏质量

的影响（x ± s，n=6）
Table 1 Effect of artemether on body and heart weight of
adriamycin-induced myocardial injury mice（x ± s，n=6）
组别

正常组

模型组

蒿甲醚组

剂量/（g·kg-1）

-
-
0.3

体质量/g
28.45 ± 0.90
23.56 ± 3.91**

25.95 ± 1.98

心脏质量/g
0.155 ± 0.019
0.127 ± 0.021*

0.145 ± 0.015
注：与正常组比较，

*
P＜0.05，**

P＜0.01

2.2 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠心功能的

影响 结果见表 2。与正常组比较，模型组小鼠的血

清 LDH 水平明显上升（P＜0.05），CK 水平升高，但

差异无统计学意义（P＞0.05）。与模型组比较，蒿甲

醚组小鼠的血清 LDH、CK 水平均有降低（P＞0.05）。
表 2 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠血清乳酸脱氢酶

（LDH）、肌酸激酶（CK）水平的影响（x ± s，n=6）
Table 1 Effect of artemether on LDH and CK of adriamycin-
induced myocardial injury mice（x ± s，n=6）
组别

正常组

模型组

蒿甲醚组

剂量/（g·kg-1）

-
-
0.3

LDH/（U·L-1）

1 581.83 ± 494.28
2 486.17 ± 814.00*

1 873.17 ± 379.03

CK/（U·L-1）

646.33 ± 147.917
754.33 ± 244.317
644.67 ± 132.400

注：与正常组比较，
*
P＜0.05

2.3 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠心脏组织病理

形态的影响 结果见图 1。HE 染色结果显示，与正

常组比较，模型组小鼠心肌形态表现出肌原纤维缺

失、断裂、结构紊乱，心肌闰盘缺失，细胞核固缩

以及部分存在于肌纤维外，部分心肌细胞出现空泡

变性，炎性细胞浸润明显。与模型组比较，蒿甲醚

组小鼠的心肌细胞排列较均匀，核固缩和空泡变性

明显减少。结果表明，蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损

伤小鼠具有一定保护作用。

2.4 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠心脏组织中

SOD1、 SOD2、 Catalase 蛋 白 表 达 水 平 的 影 响

（Western Blot 法） 结果见图 2。与正常组比较，模

型组小鼠心脏组织中的 SOD1、SOD2 及 Catalase 蛋

白表达均明显下调，差异有统计学意义（P＜0.05）。

与模型组比较，蒿甲醚组小鼠心脏组织中的 SOD1、
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图 2 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠心脏组织中 SOD1、SOD2、Catalase蛋白表达的影响（x ± s，n=6）
Figure 2 Effect of artemether on the protein expression of SOD1，SOD2 and Catalase in heart tissue of adriamycin-induced myocardial
injury mice（x ± s，n=6）
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SOD2 及 Catalase 蛋白表达均明显上调，差异有统计

学意义（P＜0.05，P＜0.01）。
2.5 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠心脏组织中

SOD1、SOD2、Catalase 蛋白表达水平的影响（免疫

组化法） 结果见图 3。SOD1、SOD2 及 Catalase 均

主要为心肌细胞质表达。与正常组比较，模型组小

鼠心脏组织中的 SOD1、SOD2、Catalase 阳性表达明

显减弱，颜色变浅；与模型组比较，蒿甲醚组小鼠

心脏组织中的 SOD1、SOD2 及 Catalase 阳性表达（褐

色）明显增强。该结果与 Western Blot 检测结果一致。

3 讨论
阿霉素的心脏毒性限制了其临床应用，阿霉素累

积剂量超过一定程度将增加氧化应激反应[12]。阿霉素

诱导的线粒体损伤是其心脏毒性作用的重要机制，

氧化应激和自由基生成是导致该不良反应的主要原

因[5]。活性氧是有氧代谢的副产物，在需氧生物中一

方面参与了基因表达和细胞信号转导的调节，另一

方面会导致细胞成分发生氧化，导致细胞损伤[13]。需

氧生物具有复杂的抗氧化防御系统以抵消和控制活

性氧水平，作为酶性防御系统的超氧化物歧化酶

（SODs）和过氧化氢酶（Catalase）则具有强有力的抗自

由基氧化的作用。SODs 活性依赖于特定的催化金属

离子，在人和哺乳动物中发现了 3种 SODs：细胞质中

的 SOD1、线粒体中的 SOD2，以及细胞外的 SOD3[14]。

SOD1 在缺血性肿瘤微环境下，对调控氧化应激和维

持肿瘤细胞存活发挥重要作用[15]。SOD2 基因敲除小

鼠会出现严重的线粒体损伤，而 SOD2 上调可减轻心

肌病、糖尿病性心脏病及对神经毒性具有保护作

用 [16- 17]。Catalase 与人体衰老、细胞凋亡、癌症形

成、基因突变等相关，近年来研究[18]认为其对抑制癌

细胞意义重大。氧化-抗氧化系统的损害引发膜结合

多不饱和脂肪酸的过氧化和蛋白质氧化，导致心肌

细胞通透性的改变而使得细胞内钙超载，将会对心

脏组织造成不可逆转的损害[19]。上游抗氧化应激产物

如 SODs、Catalase 的减少导致氧化还原失衡和氧化

应激过度，是发生心脏毒性的重要机制。

研究[20-21]发现，蒿甲醚具有增加抗氧化因子表达，

进而起到调控氧化应激的潜在作用。在一般的氧化

应激中，乳酸脱氢酶（LDH）活性增强表明组织可能发

图 1 蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠心脏组织病理形态

的影响（HE 染色，×200）
Figure 1 Effect of artemether on heart histopathology in adriamycin-
induced myocardial injury mice（HE staining，×200）

a. 正常组 b. 模型组

c. 蒿甲醚组
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生损伤[22-23]，常用于心功能损伤评估。本研究结果显

示，模型组小鼠体质量、心脏质量均明显下降，LDH
显著升高，肌酸激酶（CK）水平也有一定程度升高，

结合组织病理学观察到心肌细胞出现明显的排列紊

乱、破裂、核固缩等改变，表明阿霉素成功诱导了

小鼠心肌损伤，产生了心脏毒性。蒿甲醚干预后，

小鼠一般情况得到改善，体质量、心脏质量有所升

高，LDH、CK 水平均有所降低，组织病理学观察显

示心肌细胞排列较均匀，核固缩和空泡变性明显减

少，表明蒿甲醚对阿霉素诱导心肌损伤小鼠具有一

定的保护作用。LDH 的改善也提示蒿甲醚联合阿霉

素可能对癌症化疗的增效减毒具有一定作用。进一

步通过 Western Blot 及免疫组化检测发现，模型组小

鼠心脏组织中的氧化还原相关酶 SOD1、SOD2 及

Catalase 蛋白表达均明显下调，而蒿甲醚干预后均明

显回调。结果表明，蒿甲醚可能通过上调 SOD1、
SOD2、Catalase 蛋白表达来调节氧化应激，减轻阿霉

素对小鼠的心肌损害。

综上所述，蒿甲醚对阿霉素诱导的心脏毒性具有

一定保护作用，其作用机制可能与通过上调 SOD1、
SOD2、Catalase 蛋白表达，提高心脏组织的抗氧化防

御系统功能有关。而蒿甲醚作为青蒿素衍生物，能

否与化疗药物联用起到增效减毒的作用，还需要进

一步深入探讨。
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