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  [摘要] 目的 在细胞和整体动物水平探讨蛋白激酶C(proteinkinaseC,PKC)抑制剂对苏尼替尼(Sunitinib,

SU)引发心脏毒性的保护作用。方法 新生大鼠心肌细胞(neonatalratventricularmyocytes,NRVMs)在不同浓度

的SU(1,5,10μmol/L)中进行孵育,检测细胞三磷酸腺苷(adenosinetriphosphate,ATP)含量、乳酸脱氢酶(lactate
dehydrogenase,LDH)释放量及线粒体膜电位(mitochondrialmembranepotential,MMP)。然后观察非选择性PKC
抑制剂(bisindolylmaleimide1,Bis-1)、选择性新型PKC抑制剂(Rotterlin)或抑制肽对SU引发心肌细胞毒性的影

响。雄性C57小鼠随机分为4组,即正常对照组、SU组、SU+PKC抑制剂白屈菜红碱(chelerythrine,CHE)低剂量

(0.375mg·kg-1·d-1)及CHE高剂量(0.75mg·kg-1·d-1)组。连续灌胃SU同时腹腔注射CHE,给药3周后

取心脏组织,提取线粒体,检测心肌细胞线粒体呼吸链复合物Ⅳ和Ⅴ活性;电镜观察心肌细胞线粒体结构变化;

Westernblot检测各组心肌磷酸化PKC亚型包括PKCα、PKCε以及PKCδ的表达情况。结果 SU孵育NRVMs后

呈浓度与时间依赖性减少ATP含量、增加LDH释放量、降低线粒体膜电位。非选择性PKC抑制剂 Bis-1可预防

SU 引发的上述改变;选择性新型PKC抑制剂Rotterlin和新型PKCε抑制肽亦可预防SU引起的上述各项指标的

变化。小鼠给予SU后,心肌细胞线粒体呼吸链复合物Ⅳ和Ⅴ的活性均显著下降,电镜显示,心肌细胞线粒体出现

明显肿胀、嵴融合等形态改变;同时给予不同剂量的CHE后,线粒体呼吸链复合物Ⅳ和Ⅴ的活性均显著升高,电镜

结果显示,CHE明显减轻SU所致线粒体形态改变。Western检测显示,SU组心肌磷酸化PKCε表达量显著升

高,而磷酸化PKCδ、PKCα表达量则无明显变化;高剂量的CHE显著抑制了磷酸化PKCε的过表达,使其恢复至对

照组水平。结论 PKC抑制剂对SU导致的心脏毒性具有显著保护作用,此作用可能源于抑制新型PKC(主要是

PKCε亚型)的过度激活。
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[Abstract] Objective ToinvestigatetheprotectiveeffectsofproteinkinaseC(PKC)

inhibitorsonthecardiotoxicityinducedbysunitinib(SU)atthecellularandwholeanimallevels.
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Methods Theneonatalratventricularmyocytes(NRVMs)wereculturedandincubatedwith
differentconcentrationsofSU (1,5,10μmol/L).Theintracellularadenosinetriphosphate
(ATP)level,lactatedehydrogenase(LDH)releaseandthemitochondrialmembranepotential
(MMP)weremeasured.Thentheeffectsofnon-selectivePKCinhibitorbisindolylmaleimide1
(Bis-1),selective novelPKCinhibitor Rotterlin,orinhibitory peptides on SU-induced
cardiotoxicitywereobserved.MaleC57micewererandomlydividedintofourgroups,including
controlgroup,SUgroup,SUcombinedwithPKCinhibitorchelerythrine(CHE)atlowdose
(i.p.0.375 mg·kg-1·d-1)andhighdose (i.p.0.75 mg·kg-1·d-1)groups.SU was
administeredcontinuouslybygavageandintraperitonealinjectionofCHEwasgiven.At3weeks
afteradministration,thehearttissues wereharvestedand mitochondriafrom ventricular
myocardiumwereextractedtomeasuretheactivityofmitochondrialcomplexesⅣandⅤ.The
transmissionelectronmicroscopy(TEM)wasusedtoobservethemitochondriamicrostructures.
WesternblotanalysiswasperformedtodetecttheexpressionofphosphorylatedPKCsubtypes,

includingp-PKCε,p-PKCδandp-PKCαineachgroup.Results SUsignificantlyreducedATP
level,increasedLDHreleaseanddecreased MMPin NRVMsinaconcentrationandtime-
dependentmanner.TEMshowedthatSU-inducedvisiblechangescouldbepreventedbynon-
selectivePKCinhibitorBis-1,selectivenovelPKCinhibitorRotterlinandselectivePKCε
inhibitorypeptide.AdministrationofSU significantlyreducedtheactivityofmitochondrial
complexesⅣandⅤinmousemyocardium,andTEMshowedsignificantmorphologicalchanges
suchasswellingandcristaefusioninmyocardialcellmitochondria.Co-administrationofdifferent
doseofCHEpreventedthedecreaseofmitochondrialcomplexesⅣandⅤactivities.Meanwhile,

TEMshowedthatCHEsignificantlyalleviatedthemitochondrialmorphologicalchangesinduced
bySU.Westernblotanalysisshowedthattheexpressionlevelofp-PKCεwassignificantly
increasedinSU groupcompared withthecontrolgroup,butp-PKCδorp-PKCαhadno
significantchange.High-dose CHE significantlyinhibitedtheoverexpression ofp-PKCε,

restoringittothecontrolgrouplevel.Conclusion PKCinhibitorshaveasignificantprotective
effectagainstSU-inducedcardiotoxicity,which maybeduetotheinhibitionofexcessive
activationofnovelPKC(mainlyPKCεsubtype).

[Keywords] proteinkinaseCinhibitor;sunitinib;cardiotoxicity

  苏尼替尼(Sunitinib,SU)是一种新型小分子、
多靶 点 的 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂 (tyrosinekinase
inhibitors,TKIs)类药物,选择性抑制过度激活的酪

氨酸激酶,主要用于肿瘤治疗[1]。与传统的细胞毒

类抗肿瘤药物相比,TKIs具有靶向性抗肿瘤特征,
在临床凸显优势,成为近年新药研发的热点[2]。然

而伴随TKIs的广泛应用,其不良反应也逐渐显露,
其中最严重的不良反应就是心脏毒性,表现为从无

症状的心电图改变,到左心室射血分数降低,最终发

展为充血性心力衰竭,严重威胁着患者的生命健

康[3-5]。因此,探索该类药物心脏毒性的分子机制、
寻找特异性毒性防治药物具有重要意义。心肌细胞

内有500多种激酶,构成复杂的信号网络调控细胞

功能。TKIs可能抑制心肌细胞和肿瘤共有的激酶

(on-target)[2]或抗肿瘤靶点以外的心肌激酶(off-

target)[6]而改变激酶信号通路产生心脏毒性,干预

TKIs扰动的关键信号通路有望防治其引发的心脏

毒性[7]。有研究[8]显示,产生心脏毒性的 TKIs显

著增加离体培养新生大鼠心室肌细胞蛋白激酶C
(proteinkinaseC,PKC)表达水平。PKC是一类丝

氨酸/苏 氨 酸 蛋 白 激 酶,至 少 包 括 经 典 型 PKC
(classicalproteinkinaseC,cPKCs)(α、β1、β2、γ等

亚型)、新型PKC(novelproteinkinaseC,nPKCs)
(δ、ε、η和θ等亚型)及非典型PKC(atypicalprotein
kinaseC,aPKCs)(ξ、λ、τ亚型等)[9-10],在细胞信号

传递中发挥重要作用,能够调节细胞代谢、生长、增
殖和分化,其活性异常更是参与了多种急慢性心脏

疾病的发生发展[11-12]。为验证PKC的异常激活是

否参与SU引发的心脏毒性,本研究利用离体培养

的新 生 大 鼠 心 肌 细 胞 (neonatalratventricular
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myocytes,NRVMs),观察PKC抑制剂或抑制肽对

SU导致的心肌细胞毒性作用的影响,同时在整体

动物水平观察选择性nPKC亚型抑制剂白屈菜红碱

(chelerythrine,CHE)对SU 导致的心脏毒性的影

响,为探究TKIs心脏毒性的分子机制、寻找特异性

防治药物提供实验依据。报告如下。

1 材 料 与 方 法

1.1 材料 新生1~2d的SD大鼠,成年雄性C57
小鼠,体重(20±2)g,购自河北省实验动物中心,许
可证号:SCXK(冀)2018-003。于 室 内 温 度22~
24℃,相对湿度控制50%~60%的条件下饲养。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和处理 取SD大鼠10只,酒精消

毒取出心脏下1/3的心室部分,放入预冷磷酸盐缓

冲液(phosphatebuffersaline,PBS)(Gibco,USA)
清洗,将心室组织剪碎成0.5~1mm3 大小组织块,

PBS冲洗2次,加入0.125%胰酶-乙二胺四乙酸

(ethylenediaminetetraaceticacid,EDTA)(Sigma,

USA)5mL,37℃磁力搅拌消化5min(50r/min),
收集上清于胎牛血清(PAA,Germany)中,重复多

次 直 至 组 织 块 消 化 完 毕。收 集 的 细 胞 悬 液

1000r/min离 心 5 min弃 掉 上 清,底 层 细 胞 用

DMEM/F-12培养基(Gibco,USA)重悬,用200目

滤网过滤未消化的组织,置于培养箱(5% CO2,

37℃)培养2h,吸出悬液,再接种于96或24孔板

中,浓度为1×105/mL,仍置于培养箱培养,72h后

加入SU(MeilunBiotech,China)。SU给药浓度为

1、5、10μmol/L,分别于24、48、72h检测细胞内三

磷酸腺苷(adenosinetriphosphate,ATP)含量,乳酸

脱氢酶(lactatedehydrogenase,LDH)释放量以及

线粒体膜电位(mitochondrialmembranepotential,

MMP)变 化。为 验 证 非 选 择 性 PKC 抑 制 剂

(bisindolylmaleimide1,Bis-1)(Alexis,USA)对SU
的影响,SU给药浓度仍为1、5、10μmol/L,Bis-1浓

度为100nmol/L,孵育48h后检测 ATP含量,透
射电镜观察细胞器超显微结构变化,孵育72h后检

测LDH 释放量。为验证选择性PKC抑制剂或抑

制肽对SU毒性的影响,选用nPKC选择性抑制剂

Rotterlin(500nmol/L)(Sigma,USA),选 择 性

PKCε抑 制 肽 (500nmol/L)(AngTaiBiotech,

China)(其 乱 码 肽 为 对 照),使 用 Saponin(TCI,

Japan)作打孔剂。

1.2.2 LDH释放量测定 LDH催化乳酸脱氢生成

丙酮酸,丙酮酸与2,4-二硝基苯肼作用生成丙酮酸

二硝基苯腙,后者在碱性溶液中显棕红色,颜色深浅

与丙酮酸浓度成正比。用LDH 检测试剂盒(南京

建成生物工程研究所)和FLUOstarOmega全自动

多功能酶标仪(BMGLabTech,Germany)可以测定

LDH释放量。

1.2.3 ATP含量测定 萤火虫荧光素酶催化荧光

素产生荧光时需要 ATP提供能量,当萤火虫荧光

素酶和荧光素都过量时,在一定浓度范围内荧光强

度和 ATP浓度成正比。采用 ATP检测试剂盒

(Beyotime,China)和FLUOstarOmega全自动多

功能酶标仪检测培养基中ATP含量。

1.2.4 MMP测定 采用JC-1染色激光共聚焦显

微镜检测 MMP。JC-1是一种广泛用于检测线粒体

膜电位的理想荧光探针,在线粒体膜电位较高时,

JC-1聚焦在线粒体基质中,形成聚合物,产生红色

荧光;在线粒体膜电位较低时,JC-1不能聚集在线

粒体基质,此时JC-1为单体,产生绿色荧光。通过

荧光颜色的转变来检测 MMP的变化,常用红绿荧

光的相对比例来衡量线粒体去极化的比例。JC-1
室温溶解,配制JC-1染色工作液(JC-1∶培养基=
1∶10)。PBS清洗细胞2遍,向细胞培养孔中加入

1mL的JC-1染色工作液,置于细胞培养箱中孵育

15min。检测JC-1(Beyotime,China)单聚体时把显

微镜激光设置490nm,发射光设置530nm,检测

JC-1聚合物时,激光设置525nm,发射光设置为

590nm。用Image-proplus6.0系统检测各组红色

荧光量、绿色荧光量及比例。

1.2.5 透射电镜、组织切片制样观察 细胞用

0.125%胰酶-EDTA 消化,PBS冲洗2次,高速离

心,使散在的心肌细胞形成团块状,置于2.5%戊二

醛中(心肌组织则直接切块,3mm×1mm×1mm
大小置于4%戊二醛中);4℃放置2~4h,PBS清

洗10~15min,3次;四氧化锇固定1~2h后用

PBS清洗10~15min,共3次,然后依次用50%、

70%、80%、90%、100%的丙酮脱水,包埋,切片(样
品厚度50nm),醋酸双氧铀染色10min,柠檬酸铅

染色5min,透射电镜观察。

1.2.6 整体动物实验设计 小鼠40只,随机分为

①对照组:灌胃清水(0.1mL/10g)同时腹腔注射生

理 盐 水 (0.1 mL/10 g);②SU 组:灌 胃 SU
(200mg·kg-1·d-1)同 时 腹 腔 注 射 生 理 盐 水

(0.1mL/10g);③SU+CHE(L)组:灌胃SU同时

腹 腔 注 射 CHE (Cayman,USA)低 剂 量

(0.375mg·kg-1·d-1);④SU+CHE(H)组:灌胃

SU同时腹腔注射CHE高剂量(0.75mg·kg-1·
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d-1)。每组10只。连续给药3周后,取出心脏,将
心室组织分成若干块,一部分提取心肌线粒体检测

线粒体呼吸链复合物Ⅳ和Ⅴ的活性;一部分做透射

电镜切片观察细胞器超显微结构;一部分心室组织

提蛋白做 Western检测磷酸化PKC亚型蛋白表达。

1.2.7 线粒体提取及呼吸链复合物检测 切出

50~100mg心室组织用预冷PBS清洗,在冰上剪

碎,加入10倍量PBS冷浴3min,600g离心10~
20s,弃掉上清。加入两倍体积线粒体分离试剂,

600g离心10~20s,弃掉上清。加入8倍体积预冷

分离试剂冰上研磨20~30min,600g离心5min
(4℃),弃 掉 沉 淀,上 清 11000g 离 心 10 min
(4℃),得到的沉淀为线粒体,加入150~200μL线

粒体裂解液(含有蛋白酶抑制剂)(Beyotime,China)
溶解线粒体。分别用线粒体呼吸链复合物Ⅳ、Ⅴ检

测 试 剂 盒 (Genmed ScientificsInc,USA)和

FLUOstarOmega全 自 动 多 功 能 酶 标 仪 测 定 其

活性。

1.2.8 Westernblotting 将心肌组织置于冰上匀

浆破碎,用加入蛋白酶抑制剂(Solarbioscience﹠

technology,China)(1∶100)和 磷 酸 酶 抑 制 剂

(Roche,Switzerland)(1∶10)的 RIPA高效裂解液

(Solarbio science ﹠ technology,China)裂 解

30min,然后4℃12000g离心30min,取上清蛋

白样品加入 LDS-SampleBuffer(Thermo,USA)
(4∶1)变性。用8%SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白

(40μg),然后转至PVDF膜(Roche,Switzerland)
上,用5%脱脂奶粉封闭2h,一抗4℃孵育(1∶400
稀释)过夜,清洗未结合的抗体,进行二抗(1∶5000,

Rockland Immunochemicals,USA) 孵育, 用

Odyssey红 外 成 像 系 统(LICOR9120,Li-COR,

USA)检测荧光信号。各蛋白条带以GAPDH为内

参标 化。以 下 一 抗 被 用 于 实 验:p-PKCε抗 体

(Anbo Biotech,USA),p-PKC δ 抗 体 (Anbo
Biotech,USA),p-PKC α 抗 体 (Anbo Biotech
USA),GAPDH抗体(ProteinTech,China)。

1.3 统计学方法 应用SPSS20.0统计软件分析

数据。AdobeIllustratorCS5软件处理图像。计量

资料比较采用独立样本t检验、单因素方差分析、

SNK-q检验和重复测量的方差分析。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SU对NRVMs的毒性作用 不同浓度的SU
(1、5、10μmol/L)与 NRVMs孵育48h细胞内

ATP含量呈浓度依赖性减少,与对照组相比,5、

10μmol/LSU 显著减少 ATP含量(P<0.05)。

72h检测到的LDH释放量随着SU浓度增加而明

显增多,与对照组相比,10μmol/LSU 显著增加

LDH释放量(P<0.05),见表1。孵育10μmol/L
SU,于24、48及72h3个时间点检测细胞内 ATP
的含量,LDH释放量以及 MMP变化。结果显示,

SU组 ATP含量呈明显降低趋势,低于对照组,组
间、时点间、组间·时点间交互作用差异有统计学意

义(P<0.05),见表2;SU组LDH释放量呈明显升

高趋势,高于对照组,组间、时点间、组间·时点间交

互作用差异有统计学意义(P<0.05),见表3。SU
组 MMP呈明显降低趋势,低于对照组,组间、时点

间、组间·时点间交互作用差异有统计学意义(P<
0.05),见图1,表4。
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图1 SU孵育不同时间对新生大鼠心室肌细胞MMP的影响(×20)

A.对照组24h;B.对照组48h;C.对照组72h;D.SU组24h;E.SU组48h;F.SU组72h
Figure1 EffectsofsunitinibtreatmentontheMMPinculturedNRVMsatvarioustimepoints(×20)

表1 不同浓度SU对新生大鼠心室肌细胞

ATP和LDH的影响

Table1 Effectsofvariousconcentrationsofsunitinib
treatmentonATPlevelandLDHactivity

intheculturemediumofNRVMs
(n=3,x-±s)

组别 ATP LDH

对照组 1.00±0.04 1.00±0.09
SU1mol/L 1.01±0.03 0.92±0.01
SU5μmol/L 0.68±0.08* 1.49±0.07
SU10μmol/L 0.30±0.07* 2.52±0.20*

F 值 101.856 17.096
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较(SNK-q检验)

表2 SU孵育不同时间对新生大鼠心室肌细胞ATP的影响

Table2 EffectsofsunitinibtreatmentonATPlevel
inculturedNRVMsatvarioustimepoints

(n=3,x-±s)

组别
ATP

24h 48h 72h
对照组 1.00±0.08 1.00±0.04 1.00±0.08
SU10μmol/L 0.90±0.07 0.30±0.07 0.15±0.03
组间 F 值=327.996   P 值<0.001
时点间 F 值=55.974   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=55.974   P 值<0.001

表3 SU孵育不同时间对新生大鼠心室肌细胞LDH的影响

Table3 EffectsofsunitinibtreatmentonLDHactivity
inculturedNRVMsatvarioustimepoints

(n=3,x-±s,mmol/L)

 组别
LDH

24h 48h 72h
对照组 0.07±0.02 0.07±0.01 0.14±0.03
SU10μmol/L 0.17±0.01 0.31±0.02 0.41±0.00
组间 F 值=127.257   P 值<0.001
时点间 F 值=24.291   P 值<0.001
组间·时点间 F 值=8.068    P 值=0.006

表4 SU孵育不同时间对新生大鼠心室肌

细胞MMP的影响

Table4 EffectsofsunitinibtreatmentonMMPincultured
NRVMsatvarioustimepoints

(n=5,x-±s)

组别
MMP

24h 48h 72h
对照组 1.00±0.14 0.86±0.13 0.90±0.32
SU10μmol/L 0.41±0.09 0.29±0.05 0.24±0.06
组间 F 值=81.097   P 值<0.001
时点间 F 值=1.470   P 值=0.254
组间·时点间 F 值=0.166   P 值=0.848

2.2 非选择性PKC抑制剂Bis-1对SU毒性的影

响 在NRVMs中,Bis-1(100nmol/L)和SU (1,

5,10μmol/L),孵育48h检测ATP含量,孵育72h
检测LDH 释放量。单独孵育 Bis-1ATP含量和

LDH释 放 量 与 对 照 组 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05),而加入Bis-1使3个浓度下SU组的ATP含

量和LDH释放量均恢复到对照组水平(P<0.05),
见表5;单独孵育Bis-1对 MMP无明显影响(P>
0.05),Bis-1与SU 共孵育可显著逆转SU 导致的

MMP值下降(P<0.05),见表6。透射电镜扫描结

果显示,SU引发线粒体形态发生显著变化,多数线

粒体产生空泡、肿胀或髓样化改变。而共同孵育

Bis-1的SU组细胞中线粒体恢复正常形态(图2)。
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图2 PKC抑制剂改善SU诱导的心室肌细胞线粒体形态改变(×12000)

A.对照组;B.SU组;C.SU+Bis-1组

Figure2 PKCinhibitorinimproving mitochondrialmorphologicalchangesinducedbysunitinibinventricular myocytes
(×12000)

表5 PKC抑制剂对SU诱导的心室肌细胞毒性的拮抗作用

Table5 TheantagonisticeffectofPKCinhibitorsonSU-inducedcytotoxicityinventricularmyocytes
(n=5,x-±s)

组别 ATP t值 P 值 LDH t值 P 值

对照组

Bis-1100nmol/L组

1.00±0.04
1.02±0.13

0.240 0.822
1.00±0.09
0.94±0.09

1.316 0.213

SU1μmol/L组

SU1μmol/L+Bis-1100nmol/L组

1.01±0.03
1.17±0.07

1.964 0.100
0.92±0.01
0.79±0.01

0.664 0.700

SU5μmol/L组

SU5μmol/L+Bis-1100nmol/L组

0.68±0.08
1.33±0.21

4.966 0.008
1.49±0.06
1.01±0.15

8.688 0.001

SU10μmol/L组

SU10μmol/L+Bis-1100nmol/L组

0.30±0.07
0.95±0.07

11.379 <0.001
2.51±0.20
1.60±0.11

9.676 <0.001

2.3 选择性PKC抑制剂或抑制肽对SU毒性的影

响 Rotterlin是nPKCs选择性抑制剂,单独孵育

Rotterlin(500nmol/L)组 ATP含量、LDH 的释放

量和 MMP值与对照组比较差异无统计学意义

(P>0.05),SU组 ATP含量和 MMP值低于对照

组,LDH的释放量高于对照组,SU+Rotterlin组可

完全对抗SU 引起的上述各项指标的变化(P<
0.05),见表7。在膜打孔剂Saponin(200nmol/L)
存在下,选择性PKCε抑制肽(500nmol/L)组ATP
含量、LDH的释放量和 MMP值与对照组比较差异

无统 计 学 意 义(P>0.05),SU 组 ATP 含 量 和

MMP值低于对照组,LDH 的释放量高于对照组,

SU+PKCε+组可显著对抗SU导致的各项指标的

变化(P<0.05),而其乱码肽对SU的作用无明显

影响(P>0.05),见表8。

表6 PKC抑制剂减弱SU对心室肌细胞MMP的抑制

Table6 PKCinhibitorinalleviatingsunitinib'sinhibitionof
MMPinventricularmyocytes

(n=5,x-±s)

 组别 24h 48h 72h

对照组 1.00±0.12 0.86±0.13 0.90±0.32
Bis-1组 0.91±0.12 0.69±0.19 0.80±0.17
组间 F 值=48.875   P 值<0.001
时点间 F 值=1.245   P 值=0.298
组间·时点间 F 值=1.748   P 值=0.134
SU组 0.29±0.05 0.29±0.05 0.24±0.06
SU+Bis-1组 0.77±0.02 0.94±0.10 0.71±0.07
组间 F 值=383.168   P 值<0.001
时点间 F 值=11.138   P 值=0.001
组间·时点间 F 值=5.311    P 值=0.014
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表7 选择性PKC抑制剂Rotterlin对SU毒性的拮抗作用

Table7 AntagonisticeffectofselectivePKCinhibitor
RotterlinonSU-inducedtoxicity

(n=5,x-±s)

 组别 ATP LDH MMP
对照组 1.00±0.08 0.99±0.08 1.00±0.12
Rotterlin组 0.91±0.07 1.19±0.33 0.92±0.01
SU组 0.29±0.03* 2.51±0.20* 0.29±0.05*

SU+ Rotterlin组 0.74±0.02# 1.22±0.12# 0.81±0.01#

 F 值 92.064 69.193 62.315
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与SU组比较(SNK-q
检验)

表8 PKCε抑制肽对SU导致的心室肌细胞毒性的

拮抗作用

Table8 AntagonisticeffectofPKCεinhibitorypeptide
onSU-inducedtoxicityinventricularmyocytes

(n=4,x-±s)

 组别 ATP LDH MMP
对照组 1.00±0.05 1.01±0.03 0.98±0.09
PKCε+ 1.00±0.08 0.98±0.06 0.95±0.10
PKCε- 0.95±0.04 0.94±0.06 0.87±0.02
SU 0.38±0.02* 2.21±0.07* 0.35±0.06*

SU+PKCε+ 0.93±0.04# 1.20±0.02# 0.85±0.07#

SU+PKCε- 0.44±0.05 2.35±0.11 0.52±0.07
 F 值 104.925 311.253 36.281
 P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较#P 值<0.05与SU组比较(SNK-q 检

验)

2.4 不同剂量CHE对SU在线粒体心脏毒性的影

响 给予SU后,小鼠心肌细胞线粒体呼吸链复合

物Ⅳ和Ⅴ的活性显著低于对照组,在同时给予不同

剂量CHE后,复合物Ⅳ和Ⅴ的活性均显著升高,差
异有统计学意义(P<0.05),见表9。透射电镜结果

显示,在给予SU后,小鼠心肌细胞线粒体出现明显

的脊和膜的融合,胞质轻度水肿,在同时给予不同剂

量CHE后,各组线粒体均有不同程度恢复,其中

SU+CHE(H)组恢复最明显,嵴和膜清晰可见(图

3)。
表9 CHE对SU导致小鼠心肌线粒体毒性的预防作用

Table9 ThepreventiveeffectofCHEonmyocardial
mitochondrialtoxicityinducedbysunitinibinmice

(n=3,x-±s)

 组别 线粒体复合物Ⅳ 线粒体复合物Ⅴ

对照组 1.00±0.17 1.00±0.20
SU组 0.59±0.05* 0.31±0.07*

SU+CHE(L)组 1.65±0.13# 2.38±0.47#

SU+CHE(H)组 1.76±0.09# 1.65±0.05#

 F 值 64.350 35.200
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与SU组比较(SNK-q
检验)

2.5 PKC亚型表达改变 磷酸化PKC代表激活

的PKC,采用 Western检测心肌磷酸化PKC亚型

含量。结果显示:给予SU后,磷酸化PKCε表达量

显著增加(P<0.05),同时给予低剂量CHE组并未

明显抑制磷酸化PKCε的过表达量(P>0.05);而
同时给予高剂量的CHE组则明显抑制了磷酸化

PKCε的 过 表 达,使 其 恢 复 至 对 照 组 水 平(P<
0.05);而对于磷酸化PKCδ、PKCα,SU、CHE均未

明显改变它们的表达量(P>0.05)。见表10,图4。
以上结果显示,主要是PKCε亚型的明显激活参与

SU的心脏毒性,而选择性PKCε抑制剂能明显预防

这种心脏毒性。

图3 CHE改善SU诱导的小鼠心室肌细胞线粒体形态改变(×5000)

A.对照组;B.SU组;C.SU+CHE(L)组;D.SU+CHE(H)组

Figure3 CHEinalleviatingsunitinib-inducedmitochondrialmorphologicalchangesinmouseventricularmyocytes(×5000)
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表10 CHE拮抗SU诱导的小鼠心室肌细胞

磷酸化蛋白表达的上调

Table10 AntagonisticeffectofCHEonsunitinib-induced
up-regulationofphosphorylatedproteinexpression

inmouseventricularmyocytes
(n=3,x-±s)

 组别 p-PKCε p-PKCδ p-PKCα
对照组 1.00±0.10 1.00±0.10 1.00±0.10
SU组 2.41±0.85* 0.82±0.18 0.76±0.12
SU+CHE(L)组 1.92±0.13 1.03±0.27 1.10±0.17
SU+CHE(H)组 1.13±0.15# 1.04±0.27 0.92±0.33
 F 值 6.863 0.655 1.497
 P 值 0.013 0.602 0.288

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与SU组比较(SNK-q
检验)

图4 CHE拮抗SU诱导的小鼠心室肌细胞磷酸化蛋白表达

的上调

Figure4 AntagonisticeffectofCHEonsunitinib-inducedup-

regulation of phosphorylated protein expressionin mouse

ventricularmyocytes

3 讨  论

TKIs类药物在临床中应用效果显著,使得这类

药物的研发逐渐成为抗肿瘤药物研究中的热点。伊

马替尼(imatinib,IM)是第一个通过FDA审批用于

肿瘤治疗的TKIs类药物,其在临床前研究中并未

发现心脏毒性,但在随后的临床治疗当中发现部分

患者发生了心力衰竭[13-14]。而与IM 不同,SU在

临床前和临床研究都显示具有明确的心脏毒性[15],
因此TKIs类心脏毒性研究中常用SU,本研究亦选

择SU为研究对象。
有实验表明,在新生大鼠心肌细胞,SU、IM 使

LDH释放增加,并具有剂量依赖性和时间依赖性;
无论在高糖还是低糖水平,SU和IM 均会使 H9C2
细胞的ATP含量下降[16]。本研究在 NRVMs上,
发现SU可引起ATP含量的下降、LDH释放增加、

MMP下降,表明SU在体外细胞培养模型上产生明

显心肌细胞毒性,这些毒性作用具有浓度依赖性和

时间依赖性。从3个指标的变化时间上看,MMP
的下降出现于24h,而此时,ATP含量和LDH 释

放量并末发生明显变化,表明 MMP的变化是最敏

感,最先出现的变化,提示SU心肌细胞毒性的最初

表现发生在线粒体。
目前引起上述线粒体损伤的分子机制尚不清

楚,在早期的一项实验中,IM 可使小鼠心肌细胞

PKCδ的含量明显升高,提示了PKC信号通路参与

细胞毒性的可能,然而,PKCδ的抑制肽,或者是两

种非选择性抑制剂GF109203X和Go6983[17-18],
都未能阻止细胞色素C的释放和维持细胞膜完整

性,提示PKC信号通路似乎并末参与早期的毒性事

件。本研究结果表明,非选择性PKC抑制剂能够显

著对抗SU导致的心肌细胞毒性,ATP含量、LDH
释放量、MMP均能恢复接近对照组,共同孵育Bis-1
的SU组细胞中线粒体均能恢复正常形态。进一步

对各亚型选择性PKC抑制剂或抑制肽的作用观察

发现,nPKCs的抑制剂或抑制肽可显著预防SU的

心肌细胞毒性。很显然,本研究结果不同于以往的

实验报道。实验结果不同的原因尚不清楚,除实验

系统和动物种属的差别外,所用药物及抑制剂浓度

的不同亦可能是造成差别的原因。

SU是一种多靶点的TKI类药物[19],可被其抑

制的靶点至少有50种,不仅包括激酶,还有其他也

在细胞内信号转导中发挥重要作用的物质。研究这

些作用的分子机制,期望阻断心肌中这些信号通路

既能不影响其抗肿瘤活性又能抑制其心脏毒性[20]。
在各类已知的激酶中,除了酪氨酸激酶(tyrosine
kinase,TK)以外,PKC是另一大类具有重要功能的

激酶[21]。PKC作为细胞内重要的信号分子,参与

了多种体内生物学信号转导的生理过程和多种疾病

的发生发展[22]。对于心脏来说,更是介导了多种心

脏疾病,在心肌肥厚型心力衰竭发展过程中发现有

PKC 异 常 激 活[23]。有 报 道[24]显 示,IM 能 导 致

nPKC中PKCδ蛋白表达的显著上调。那么 TKIs
类药物有可能由于抑制了TK而导致PKC异常激

活,并 由 此 介 导 了 心 脏 毒 性。本 研 究 也 显 示 了

nPKCs抑制剂可有效预防SU 导致的心脏毒性。
为进一步说明此保护作用是否是通过PKC来完成,
本研究检测了磷酸化的PKCα、PKCδ和PKCε蛋白

的表 达 情 况,结 果 显 示,SU 只 引 起 了 磷 酸 化 的

PKCε蛋白的异常增多,提示 SU 心脏毒性只与

nPKCs亚型当中的PKCε异常激活有关。而PKCδ
磷酸化水平并未明显改变,可能与种属差异和心脏
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发育的阶段有关[25]。
综上所述,PKC的过度激活可能参与了SU导

致的线粒体损伤,而nPKC亚型抑制剂对SU导致

的心肌细胞毒性有抑制作用,深入研究PKC信号通

路在此类药物引发心肌细胞毒性中的作用及分子机

制,对将来的药物开发应用、避免心脏毒性,具有重

要意义。
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