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［［摘 要］］   目的目的：：探讨恩格列净 （EMPA） 对阿霉素 （DOX） 诱导大鼠心脏损伤 （HI） 模型的改善

作用，并阐明其作用机制。方法方法：：24只 6-7周龄雄性 Wistar大鼠随机分为对照组 （正常健康大鼠维持饲

养）、HI 组 （建立 DOX 诱导的大鼠 HI 模型） 和 HI+EMPA 组 （在建立 DOX 诱导的大鼠 HI 模型

6 周后，每日给予大鼠灌胃 10 mg·kg-1 EMPA，连续灌胃 14 d），每组 8 只。采用心脏超声心动图检测

各组大鼠左室收缩末内径 （LVIDs）、左室射血分数 （LVEF） 和左室短轴缩短率 （LVFS），HE 染色

和 Masson 染色观察各组大鼠心肌组织病理形态表现和心肌组织中胶原纤维沉积情况，脱氧核糖核苷

酸末端转移酶介导的 dUTP 缺口末端标记 （TUNEL） 法分析各组大鼠心肌细胞凋亡情况，酶联免疫

吸附试验 （ELISA） 法检测各组大鼠血清中乳酸脱氢酶 （LDH） 和肌酸激酶 （CK） 水平。采用大鼠

心肌细胞 H9c2 进行体外实验。体外建立 DOX 诱导的大鼠心肌细胞损伤模型 （DOX 组）。细胞实验分

组-1分为对照组 （H9c2 细胞正常培养不做任何处理）、DOX 组 （H9c2 细胞培养液中加入 0. 1 µmol·L-1 
DOX处理 48 h，诱导心肌细胞损伤）、DOX+EMPA 组 （H9c2细胞培养液中加入 0. 1 µmol·L-1 DOX 和

500 nmol·L-1 EMPA，处理 48 h） 和 DOX+EMPA+EX527 ［沉默信息调节因子相关酶 1 （SIRT1）
抑制剂］ 组 （H9c2 细胞培养液中加入 10 µmol·L-1 EX527 预处理 1 h，然后加入 0. 1 µmol·L-1 DOX 和

500 nmol·L-1 EMPA，处理 48 h）。细胞实验分组-2 分为对照组 （H9c2 细胞正常培养不做任何处理）、

DOX 组 （H9c2 细胞培养液中加入 0. 1 µmol·L-1 DOX 处理 48 h，诱导心肌细胞损伤） 和 DOX+动力

学相关蛋白 1 （Drp-1） 抑制剂组 （H9c2 细胞培养液中加入 75 µmol·L-1 Drp-1 抑制剂 Mdivi-1 预处理

2 h，然后 0. 1 µmol·L-1 DOX 处理 48 h）。采用 Western blotting 法检测各组细胞中自噬相关蛋白微管

相关蛋白 1 轻链 3 （LC3）、自噬关键分子酵母 Atg6 同系物 BECLIN1、泛素结合蛋白 P62、SIRT1、过

氧化物酶体增殖物激活受体 γ 辅激活子 1α （PGC-1α）、Drp-1、线粒体裂变 1 蛋白 （Fis-1） 和线粒体裂

变因子 （MFF） 蛋白表达水平。结果结果：：对照组大鼠心脏心肌纤维排列整齐，间质未见明显炎症细胞浸

润和胶原纤维沉积；与对照组比较，HI组大鼠心肌纤维排列紊乱，心肌间质扩大，可见炎症细胞浸润

和胶原纤维沉积；与 HI 组比较，HI+EMPA 组大鼠心肌纤维排列较为规整，间质未见明显炎症细胞

浸润，可见少量胶原纤维沉积。与对照组比较，HI 组大鼠心肌组织 TUNEL 阳性细胞数和 LVIDs 升
高 （P<0. 05），LVEF 和 LVFS 降低 （P<0. 05），血清中 LDH 和 CK 水平升高 （P<0. 05）。与 HI 组
比较，HI+EMPA 组大鼠心肌组织 TUNEL 阳性细胞数和 LVIDs降低 （P<0. 05），LVEF 和 LVFS 均

升高 （P<0. 05），血清中 LDH 和 CK 水平降低 （P<0. 05）。与对照组比较，DOX 组 H9c2 细胞中

BECLIN1 蛋白表达水平和 LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ比值升高 （P<0. 05），P62、SIRT1和 PGC-1α蛋白表达水平

降低 （P<0. 05），Drp-1 蛋白表达水平升高 （P<0. 05）。与 DOX 组比较，DOX+EMPA 组 H9c2 细胞

中 BECLIN1蛋白表达水平和 LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ比值降低（P<0. 05），P62、SIRT1和 PGC-1α蛋白表达水
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平升高（P<0. 05），Drp-1蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。与 DOX+EMPA 组比较，DOX+EMPA+
EX527 组 H9c2 细胞中 BECLIN1 蛋白表达水平和 LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ比值升高 （P<0. 05），P62 和 Drp-1
蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。与对照组比较，DOX 组 H9c2 细胞中 Drp-1、Fis-1 和 MFF 蛋白表达水

平升高 （P<0. 05）；与 DOX 组比较，DOX+Drp-1 抑制剂组 H9c2 细胞中 Fis-1 和 MFF 蛋白表达水平

降低 （P<0. 05）。结论结论：：EMPA 可减轻 DOX 诱导的大鼠心肌病变和心脏功能异常，降低心肌细胞凋

亡和自噬，其机制可能与 EMPA 上调 SIRT1 和 PGC-1α 蛋白表达、降低 Drp1 蛋白表达有关。

［［关键词］］   阿霉素； 心脏毒性； 恩格列净； 线粒体裂变； 沉默信息调节因子相关酶 1； 过氧化物酶体

增殖物激活受体 γ 辅激活子 1α； 动力学相关蛋白 1
［［中图分类号］］   R541； R730. 5 ［［文献标志码］］   A

Improvement effect of empagliflozin on ameliorating 
doxorubicin-induced myocardial injury rat model and 

its mechanism

LI Jiawei1, Adilijiang 2, WU Li1, JIANG Yun1

（1. Department of Oncology and Cardiology， Affiliated Cancer Hospital， Xinjiang Medical University， 
Urumqi 830000， China；2. Department of Respiratory Medicine， Karamay Central Hospital， Karamay 
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ABSTRACT  Objective：To discuss the ameliorative effect of empagliflozin （EMPA） on the doxorubicin 
（DOX）-induced  heart  injury （HI）  model  in  the  rats，  and  to  clarify  its  mechanism  of  action.  
Methods： Twenty-four 6-7-week-old male Wistar rats were randomly divided into control group （normal 
healthy rats were maintained）， HI group （the DOX-induced rat HI model was established）， and HI+
EMPA group （after 6 weeks of establishing the DOX-induced rat HI model， the rats were given 10 mg·kg⁻¹ 
EMPA daily by gavage for 14 consecutive days）， with 8 rats in each group.  Echocardiography was used to 
detect  the  left  ventricular  internal  diameter  at  end-systole （LVIDs），  left  ventricular  ejection  fraction 
（LVEF），  and left ventricular fractional shortening （LVFS） of the rats in various groups；  HE staining and 
Masson staining were used to detect the pathomorphology of myocaridium tissue and collagen fibers in 
myocardium tissue of the rats in various groups； terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick 
end labeling （TUNEL） method was used to analyze the apoptosis in the left ventricular myocardium cells of 
the rats in various groups； enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the serum 
levels of lactate dehydrogenase （LDH） and creatine kinase （CK） of the rats in various groups.  Rat 
myocardial H9c2 cells were used for in vitro experiments.  A DOX-induced rat cardiomyocyte injury model 
was established in vitro （DOX group）.  Cell experiment grouping-1 was divided into control group （H9c2 
cells were cultured normally without any treatment）， DOX group （0. 1 µmol·L-1 DOX was added to the 
H9c2 cell culture medium for 48 h to induce cardiomyocyte injury），  DOX+EMPA group （0. 1 µmol·L-1  
DOX and 500 nmol·L-1 EMPA were added to the H9c2 cell culture medium for 48 h）， and DOX+EMPA+
sirtuin 1 （SIRT1） inhibitor （EX527） group （H9c2 cells were pretreated with 10 µmol·L⁻¹ EX527 for 1 h， 
then 0. 1 µmol·L-1 DOX and 500 nmol·L-1 EMPA were added for 48 h）.  Cell experiment grouping-2 
was divided into control group （H9c2 cells were cultured normally without any treatment）， DOX group 
（0. 1 µmol·L-1 DOX was added to the H9c2 cell culture medium for 48 h to induce cardiomyocyte injury）， 
and DOX+dynamin-related protein 1 （Drp-1） inhibitor group （H9c2 cells were pretreated with 75 µmol·L-1 
Drp-1 inhibitor Mdivi-1 for 2 h， then treated with 0. 1 µmol·L-1 DOX for 48 h）.  Western blotting method 
was used to determine the expression levels of autophagy-related proteins microtubule-associated protein 1 
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light chain 3 （LC3）， autophagy key molecule yeast Atg6 homolog BECLIN1， and ubiquitin-binding 
protein P62， SIRT1，  peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha （PGC-1α）， 
and Drp-1； mitochondrial fission 1 protein （Fis-1）， and mitochondrial fission factor （MFF） proteins in 
the cells in various groups.  Results：In control group， the myocardial fibers of the rat hearts were arranged 
neatly， and no obvious inflammatory cell infiltration or collagen fiber deposition was seen in the 
interstitium； compared with control group， in HI group， the myocardial fibers of the rats were disordered， 
the myocardial interstitium was enlarged， and inflammatory cell infiltration and collagen fiber deposition 
were observed； compared with HI group， in HI+EMPA group， the myocardial fibers of the rats were 
more regular， no obvious inflammatory cell infiltration was seen in the interstitium， and a small amount of 
collagen fiber deposition was observed.  The TUNEL staining results showed that compared with control 
group， the number of TUNEL-positive cells in the myocardium tissue of the rats in HI group was increased 
（P<0. 05）.  The echocardiography results showed that compared with control group， the LVIDs of the rats 
in HI group was increased （P<0. 05），  and the LVEF and LVFS were decreased （P<0. 05）； compared 
with HI group， the LVIDs of the rats in HI+EMPA group was decreased （P<0. 05），  and the LVEF and 
LVFS were increased （P<0. 05）.  The ELISA results showed that compared with control group， the serum 
levels of LDH and CK of the rats in HI group were increased （P<0. 05）； compared with HI group， the 
serum levels of LDH and CK of the rats in HI+EMPA group were decreased （P<0. 05）.  The Western 
blotting results showed that compared with control group， the BECLIN1 protein expression level and LC3-Ⅰ/
LC3-Ⅱ ratio in the H9c2 cells in DOX group were increased （P<0. 05）， the expression levels of P62， 
SIRT1， and PGC-1α proteins were decreased （P<0. 05）， and the expression level of Drp-1 protein was 
increased （P<0. 05）； compared with DOX group， the BECLIN1 protein expression level and LC3-Ⅰ/
LC3-Ⅱ ratio in the H9c2 cells in DOX+EMPA group were decreased （P<0. 05）， the expression levels of 
P62， SIRT1， and PGC-1α proteins were increased （P<0. 05）， and the expression level of Drp-1 protein 
was decreased （P<0. 05）； compared with DOX+EMPA group， the BECLIN1 protein expression level 
and LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ ratio in the H9c2 cells in DOX+EMPA+EX527 group were increased （P<0. 05）， 
and the expression levels of P62 and Drp-1 proteins were decreased （P<0. 05）.  The Western blotting 
results showed that compared with control group， the expression levels of Drp-1， Fis-1， and MFF proteins 
in the H9c2 cells in DOX group were increased （P<0. 05）； compared with DOX group， the expression 
levels of Fis-1 and MFF proteins in the H9c2 cells in DOX+Drp-1 inhibitor group were decreased （P<0. 05）.  
Conclusion：EEMPA can alleviate DOX-induced myocardial lesions and cardiac dysfunction in rats， and 
reduce cardiomyocyte apoptosis and autophagy， and its mechanism may be related to the up-regulation of 
SIRT1 and PGC-1α protein expressions and the down-regulation of Drp1 protein expression by EMPA.
KEYWORDS Doxorubicin；  Cardiotoxicity；  Empagliflozin；  Mitochondrial fission；  Sirtuin 1；  
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha；  Dynamin-related protein 1

阿霉素 （doxorubicin，DOX）、柔红霉素、表

红霉素和依甲红霉素是美国食品药品监督管理局

（Food and Drug Administration， FDA） 批准的用

于临床癌症治疗的主要蒽环类化疗药物［1］。蒽环类

药物的使用与恶心、呕吐和最为严重的心脏毒性等

不良反应有关［2］，其中 DOX 对心脏毒性最大，但

也被认为对不同肿瘤最为有效［3-4］。因此，临床对

深入研究和开发减轻 DOX 诱导的心脏毒性药物需

求迫切。线粒体通常被认为是 DOX 的主要毒性作

用靶点，线粒体功能障碍是 DOX 诱导的心脏毒性

的标志，可导致心肌细胞凋亡、坏死、铁死亡和细胞

焦亡［2，5］。钠 -葡萄糖共转运蛋白 （sodium-glucose 
cotransporters，SGLTs） 是存在于人体多种细胞质

膜中的转运蛋白家族［6］。其中 SGLT2 被认为与肾

小管对原尿中过滤的葡萄糖的重吸收密切相关。部

分糖尿病患者从使用 SGLT2 抑制剂 （inihibitors of 
SGLT2， iSGLTs）［卡格列净、达格列净或恩格

列净 （empagliflozin，EMPA） 等］ 药物治疗中获

益，其机制可能是 iSGLTs 能够抑制肾小管对葡萄

糖的重吸收，从而降低血糖水平［6］。研究［7-8］ 显
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示： iSGLT2 具有脱靶心脏的机制，能够降低心力

衰竭的发生率并减少心血管损伤。动力学相关蛋白 1
（dynamin-related protein-1， Drp-1） 是 一 种 介 导

（心肌细胞） 线粒体裂变的关键蛋白，其还在心肌

细胞的自噬、线粒体自噬、凋亡和坏死中发挥关键

作 用［9］。 哺 乳 动 物 沉 默 信 息 调 节 因 子 相 关 酶

（silent information regulator，SIRT） 家族，成员包

括 SIRT1~7，均属于一组依赖烟酰胺腺嘌呤二核

苷 酸 （nicotinamide adenine dinucleotide， NAD+）

的第Ⅲ类组蛋白去乙酰化酶 （histone deacetylases，
HDACs），分布于细胞核、细胞质和线粒体中［10］。

此类 HDACs 的所有同分异构体成员整体结构相

似，每个异构体都有 1 个用于结合 NAD+ 的大的

Rossmann 折叠结构域［10］。其中关于 SIRT1 的研究

最 为 深 入，  其 可 能 通 过 调 节 活 性 氧 （reactive 
oxygen species，ROS） 的水平、转录共激活因子

过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 γ 辅 激 活 子 1α
（peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
coactivator-1 alpha，PGC-1α）、信号转导与转录激

活 因 子 3 （signal transducer and activator of 
transcription 3， STAT3）、 甾醇调节元件结合蛋白 1c
（sterol regulatory element-binding protein-1c，
SREBP-1c）、 叉 头 盒 转 录 因 子 O 1/3 （forkhead 
box O 1/3， FoxO 1/3） 和腺苷酸活化蛋白激酶

（AMP-activated protein kinase，AMPK） 来恢复线

粒体功能，并在调节线粒体生物发生中发挥重要作

用［11-12］。激活 SIRT1 后可通过作用于嵌入盘蛋白，

参与缓解 DOX 诱导的心脏毒性［13］。本研究通过在

体建立 DOX 诱导的大鼠心脏损伤 （heart injury，
HI） 模型，探讨 EMPA 通过上调 SIRT1 和 PGC-1α
蛋白的表达，下调 Drp-1 蛋白的表达，增强心肌线

粒体功能，减少心肌细胞凋亡和自噬，保护心肌，

改善 DOX 诱导的心脏毒性分子机制。本研究旨在

为临床上进一步利用 EMPA 保护心肌免受 DOX 诱

导的心脏毒性提供更为深入的药理学作用机制和理

论基础。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物、、细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　24只 6-7周

龄雄性 Wistar 大鼠，体质量 210~240 g，购自斯贝

福 （北京） 生物技术有限公司，动物生产许可证

号 ： SCXK （京） 2019-0010。 大 鼠 心 肌 细 胞 系

H9c2 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司。

Masson 三色染色液购自武汉赛维尔生物科技有限

公司，苏木精染色液购自北京中衫金桥生物技术有

限公司，伊红染色液购自广州索莱宝生物科技有限

公司，脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的 dUTP 缺

口 末 端 标 记 法 （TdT-mediated dUTP nick end 
labeling，TUNEL） 检测液购自上海碧云天生物技

术 股 份 有 限 公 司 ， 微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3
（microtubule-associated protein light chain 3，LC3）、

自噬关键分子酵母 Atg6 同系物 BECLIN1、泛素结

合蛋白 P62、SIRT1、PGC-1α、Drp-1、线粒体裂

变 1 蛋白 （mitochondrial fission protein 1， Fis-1）、

线 粒 体 裂 变 因 子 （mitochondrial fission factor，
MFF）、TUBULIN 和 HRP-标记 IgG 二抗购自艾博

抗 （上海） 贸易有限公司。便携式数字化彩色超声

诊断仪 （型号：VINNO6LAB） 购自飞依诺科技

（苏州） 股份有限公司，光学显微镜  （型号： BX43）
和荧光显微镜 （型号： BX53） 均购自奥林巴斯

（中国） 有限公司。

1. 2　　DOX 诱导大鼠诱导大鼠 HI 模型的制备和实验分组模型的制备和实验分组　　所

有大鼠饲养于恒温 （21 ℃~25 ℃）、恒湿 （55%~
70%）、配备 12 h/12 h 光照/黑暗循环的 SPF 级鼠

房，4 只大鼠 1 个鼠笼。大鼠饲喂标准啮齿类动物

饲料，可自由采食和饮水。大鼠适应性饲养 1 周

后，接受造模手术。 24 只大鼠随机分为对照组、

HI组和 HI+EMPA 组，每组 8只。对照组大鼠正常

维持饲养。HI组大鼠建立 DOX诱导的大鼠 HI模型，

大鼠每周一和周四分别进行 1 次腹腔注射，给予剂

量为 1. 25 mg·kg-1的 DOX，连续给药 6 周，诱导建

立 HI大鼠模型。6 周后进行动物心脏超声检测，观

察心脏功能变化。HI+EMPA 组大鼠在诱导建立

HI 模型 6 周后，每日灌胃 10 mg·kg-1 EMPA，连

续灌胃 14 d。所有处理结束后，于次日对大鼠进行

心脏超声检测，然后采集大鼠尾静脉血，并采用颈

椎脱臼法处死大鼠，采集其心脏，备用。本研究的

动物实验获得新疆医科大学附属肿瘤医院伦理委员

会审核批准 （审批号：LL-202309110001），严格

按照《实验动物管理条例》进行，遵循 3R 原则。

1. 3　　心脏超声心动图检测各组大鼠心脏功能心脏超声心动图检测各组大鼠心脏功能　　采

用乙醚对动物进行呼吸麻醉后，大鼠胸部备毛，涂

上超声耦合剂，使用便携式数字化彩色超声诊断仪

对其进行左心室胸骨旁长轴切面和左心室胸骨旁短

轴切面超声心动图检测，选择 M-mode 超声图像，

测 量 大 鼠 左 室 收 缩 末 内 径 （end-systolic left 
ventricular internal dimension，LVIDs）、左室射血
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分数 （left ventricular ejection fraction， LVEF） 和

左 室 短 轴 缩 短 率 （left ventricular fractional 
shortening，LVFS） 等指标。

1. 4　　HE 染色和染色和 Masson 染色观察各组大鼠心肌组染色观察各组大鼠心肌组

织病理形态表现和心肌组织中胶原纤维沉积情况织病理形态表现和心肌组织中胶原纤维沉积情况　　

 HE 染色：采集各组大鼠心脏左心室，立即浸没

于 4% 多聚甲醛中，在 4 ℃下固定超过 48 h。制备石

蜡组织切片 （厚度 5 µm）。切片经烤片、脱蜡、水

化后，采用苏木精染液染色 3~5 min，流水冲洗；

用 1% 盐 酸 酒 精 分 化 约 1 min， 返 蓝 液 返 蓝 约

1 min；伊红染液染色 3~5 min；最后二甲苯透明

化处理，中性树胶封片，在光学显微镜下镜检、观

察和采集图像。Masson 三色染色液染色：将切片

浸没于 Masson A 液室温浸泡过夜 （约 15 h），然

后继续将切片浸泡于 Masson A 液内 65 ℃烤箱孵育

30 min， 流 水 洗 至 组 织 黄 色 褪 去 ； 切 片 浸 没 入

Masson B 液与 Masson C 液等体积混合液内，浸染

1 min，流水冲洗；经 1% 盐酸酒精分化约 1 min，
流水冲洗；切片浸没入 Masson D 液浸染 6 min，
Masson E 液 浸 泡 约 1 min， 不 经 水 洗 ， 直 接 入

Masson F 液染色 20~30 s。最后经二甲苯透明化处

理，中性树胶封片，在光学显微镜下镜检、观察和

采集图像。

1. 5　　TUNEL 法检测各组大鼠心肌细胞凋亡情况法检测各组大鼠心肌细胞凋亡情况　　

 取大鼠左室心肌组织切片，经烤片、脱蜡和水化

后，滴加 Proteinase K 工作液进行修复，滴加足够

量的 TUNEL 检测液，37 ℃避光孵育 2 h，4，6-二

氨 基 -2- 苯 基 吲 哚 （4， 6-diamino-2-phenylindole，
DAPI） 染液染细胞核 30 min。荧光显微镜下镜检、

观察和采集图像。结果计数为每个视野下 TUNEL
染色阳性细胞数以代表心肌细胞凋亡情况。每个视

野 下 TUNEL 染 色 阳 性 细 胞 数 为 每 个 视 野 下

TUNEL 红色荧光细胞数。

1. 6　　采用试剂盒检测各组大鼠血清中乳酸脱氢酶采用试剂盒检测各组大鼠血清中乳酸脱氢酶

（（lactate dehydrogenase，， LDH）） 和 肌 酸 激 酶和 肌 酸 激 酶

（（creatine kinase，，CK））水平水平　　收集大鼠血清，使用

大鼠血清 LDH 和 CK 酶联免疫吸附试验 （enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA） 法检测试剂

盒进行测定。具体步骤按照试剂盒说明书操作，最

后在波长 450 nm 下检测各孔吸光度 （A） 值。根据

试剂盒自带的标准品建立的标准曲线和测得的各

孔 A 值计算 LDH 和 CK 水平。LDH 标准曲线计算

公 式 ： 血清 LDH 水平 =1 009× 各孔 A 值 +211；

CK 标准曲线计算公式：血清 CK 水平 =1 486×
各孔 A 值+324。
1. 7　　细胞培养细胞培养　　大鼠心肌细胞系 H9c2 细胞培养于

含有 10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉素的完全杜氏改

良 Eagle 培 养 基 （Dulbecco’s modified eagle 
medium，DMEM） 培养液中，置于 5% CO2、37 ℃
恒温和湿润的细胞孵育箱中维持培养。

1. 8　　细胞实验分组和处理方式细胞实验分组和处理方式　　体外建立 DOX 诱

导的大鼠心肌细胞损伤模型。细胞实验分组-1：对

照组 （H9c2 细胞正常培养不做任何处理）、DOX 组

（H9c2 细胞培养液中加入 0. 1 µmol·L-1 DOX 处理

48 h，诱导心肌细胞损伤［14］）、DOX+EMPA 组

（H9c2 细 胞 培 养 液 中 加 入 0. 1 µmol·L-1 DOX 和

500 nmol·L-1 EMPA， 处 理 48 h［15］） 和 DOX+
EMPA+EX527 （SIRT1 抑制剂） 组 （H9c2 细胞

培养液中加入 10 µmol·L-1 EX527预处理 1 h，然后

加入 0. 1 µmol·L-1 DOX 和 500 nmol·L-1 EMPA，

处理 48 h［16］）。细胞实验分组-2：对照组 （H9c2 细

胞正常培养不做任何处理）、DOX 组 （H9c2 细胞

培养液中加入 0. 1 µmol·L-1 DOX 处理 48 h，诱导

心肌细胞损伤） 和 DOX+Drp-1抑制剂组 ［H9c2 细

胞 培 养 液 中 加 入 75 µmol·L-1 Mdivi-1 （Drp-1 抑

制剂） 预处理 2 h［17］，然后加入 0. 1 µmol·L-1 DOX
处理 48 h］。

1. 9　　Western blotting 法检测各组细胞中自噬相关法检测各组细胞中自噬相关

蛋白蛋白 LC3、、BECLIN1、、P62、、SIRT1 和和 PGC--1α 以及以及

线粒体裂变相关因子线粒体裂变相关因子 Drp--1、、Fis--1 和和 MFF 蛋白表达蛋白表达

水平水平　　分别按照细胞实验分组-1 和细胞实验分组-2
处理细胞。每皿 6 孔板细胞培养物加入 1 mL 添加

有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液裂解细胞。提取总

蛋白，进行常规十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶

电 泳 （sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE），4 ℃采用 300 mA 恒

流转膜 1 h。将 PAGE 上的总蛋白电转印至 PVDF
膜上。用 5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h。向膜上滴加

一抗工作液，4 ℃孵育过夜；次日向膜上滴加二抗

工 作 液 ， 室 温 孵 育 1 h。 用 超 敏 化 学 发 光 底 物

（enhanced chemiluminescence， ECL） 对目的条带

进行显影。抗体工作液稀释度：LC3（1∶1 500）、

BECLIN1 （1∶2 000）、  P62 （1∶1 500）、  SIRT1 
（1∶1 500）、 PGC-1α（1∶1 500）、 Drp-1（1∶1 500）、

Fis-1（1∶1 500）、 MFF（1∶1 500）、 TUBULIN
（1∶2 000） 和 HRP-标记 IgG 二抗  （1∶5 000）。细胞
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实验分组 -1：检测在各组细胞中 LC3、BECLIN1、
P62、SIRT1、PGC-1α 和 Drp-1 蛋白的表达水平；

细胞实验分组 -2：检测在各组细胞中 Drp-1、Fis-1
和 MFF 蛋白表达水平。采用内参 TUBULIN 的灰

度值对目的蛋白的灰度值进行标准化处理，标准化

后的目的蛋白条带灰度值=目的蛋白条带灰度值/
内参 TUBULIN 蛋白条带灰度值；以标准化处理后

的对照组目的蛋白灰度值均值进行归一化，对照组

蛋白表达水平为 1. 00；其他分组标准化处理后的

目的蛋白表达水平=其他分组标准化处理后的目的

蛋白灰度值/对照组目的蛋白灰度值。

1. 10　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad v8 软件进行统

计 学 分 析 。 各 组 大 鼠 心 脏 超 声 检 测 相 关 指 标

LVIDs、LVEF 和 LVFS，大鼠心肌组织 TUNEL
染色每视野 TUNEL 阳性细胞数，各组大鼠血清中

LDH 和 CK 水 平 ， 各 组 大 鼠 心 肌 H9c2 细 胞 中

BECLIN1 和 P62 蛋白表达水平，LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ比

值以及 SIRT1、PGC-1α、Drp-1、Fis-1 和 MFF 蛋

白表达水平均服从正态性分布，以 x±s 表示，多

组间样本均数比较采用单因素方差分析，两两组间

样本均数事后比较采用 Turkey’s 检验。以 P<0. 05
为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　心脏超声检测各组大鼠的心脏功能心脏超声检测各组大鼠的心脏功能　　与对照

组 比 较 ， HI 组 大 鼠 LVIDs 升 高 （P<0. 05），

LVEF 和 LVFS 降低 （P<0. 05）；与 HI 组比较，

HI+EMPA 组 大 鼠 LVIDs 降 低 （P<0. 05），

LVEF 和 LVFS 均升高 （P<0. 05）。见表 1。

2. 2　　各组大鼠心肌组织病理形态表现和心肌组织各组大鼠心肌组织病理形态表现和心肌组织

中胶原纤维沉积情况中胶原纤维沉积情况　　大鼠心肌组织 HE 和 Masson
染色结果显示：对照组大鼠心脏心肌纤维排列整

齐，间质未见明显炎症细胞浸润和胶原纤维沉积；

与对照组比较，HI 组大鼠心肌纤维排列紊乱，心

肌间质扩大，可见炎症细胞浸润和胶原纤维沉积；

与 HI 组比较，HI+EMPA 组大鼠心肌纤维排列较

为规整，间质未见明显炎症细胞浸润，可见少量胶

原纤维沉积，见图 1。

2. 3　　各组大鼠心肌细胞凋亡情况各组大鼠心肌细胞凋亡情况　　与对照组比较，

HI 组大鼠心肌组织 TUNEL 阳性细胞数升高 （P<
0. 05）；与 HI 组比较，HI+EMPA 组大鼠心肌组

织 TUNEL 阳性细胞数降低 （P<0. 05）。见图 2。
2. 4　　各组大鼠血清中各组大鼠血清中 LDH 和和 CK 水平水平　　与对照组

比较，HI组大鼠血清中 LDH 和 CK 水平升高 （P<

表表 1　　各组大鼠各组大鼠 LVIDs、、LVEF 和和 LVFS

TabTab..   11　　LVIDs, LVEF, and LVFS of rats iv various groups

（n=8， x±s）

Group

Control

HI

HI+EMPA

F

P

LVIDs

4.06±1.11

5.82±0.83*

4.24±1.77△

4.45

<0.05

LVEF (η/%)

82.4±1.3

43.1±1.7*

66.7±2.2△

997.00

<0.05

LVFS (η/%)

53.2±2.6

22.6±1.4*

51.4±2.1△

538.90

<0.05
*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with 

HI group.

Control HI HI+EMPA

HE

Masson

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

图图 1　　各组大鼠心肌组织病理形态表现和心肌组织中胶原纤维沉积情况各组大鼠心肌组织病理形态表现和心肌组织中胶原纤维沉积情况

Fig. 1　　Pathomorphology of myocardium tissue and deposition of collagen fibers in myocardium tissue of rats in 

various groups
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0. 05）；与 HI 组比较，HI+EMPA 组大鼠血清中

LDH 和 CK 水平降低 （P<0. 05）。见表 2。

2. 5　　各组大鼠心肌各组大鼠心肌 H9c2 细胞中细胞中 BECLIN1 和和 P62

蛋白表达水平以及蛋白表达水平以及 LC3--ⅠⅠ/LC3--ⅡⅡ比值比值　　与对照组

比 较 ， DOX 组 和 DOX+EMPA+EX527 组 大 鼠

H9c2 细胞中 BECLIN1 蛋白表达水平和 LC3-Ⅰ/
LC3-Ⅱ 比值升高 （P<0. 05）， DOX 组、 DOX+
EMPA 组和 DOX+EMPA+EX527 组 H9c2 细胞中

P62 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）；与 DOX 组比

较， DOX+EMPA 组大鼠 H9c2 细胞中 BECLIN1
蛋白表达水平和 LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ 比值降低 （P<
0. 05），P62蛋白表达水平升高（P<0. 05），DOX+
EMPA+EX527组 H9c2细胞中 LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ比值

降低（P<0. 05）；与 DOX+EMPA 组比较，DOX+
EMPA+EX527组大鼠 H9c2细胞中 BECLIN1 蛋 白

表达水平和 LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ比值升高 （P<0. 05），

P62 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。见图 3。
2. 6　　各组大鼠心肌各组大鼠心肌 H9c2 细胞中细胞中 SIRT1、、PGC--1α

和和 Drp--1 蛋白表达水平蛋白表达水平　　与对照组比较，DOX 组

大鼠心肌 H9c2 细胞中 SIRT1 和 PGC-1α 蛋白表达

水平降低 （P<0. 05），DOX 组和 DOX+EMPA+
EX527 组 H9c2 细 胞 中 Drp-1 蛋 白 表 达 水 平 升 高

（P<0. 05）；与 DOX 组比较，DOX+EMPA 组和

DOX+EMPA+EX527 组 大 鼠 心 肌 H9c2 细 胞 中

SIRT1 及 PGC-1α 蛋白表达水平升高 （P<0. 05），

Drp-1 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）；与 DOX+
EMPA 组比较， DOX+EMPA+EX527 组大鼠心

肌 H9c2 细 胞 中 Drp-1 蛋 白 表 达 水 平 降 低 （P<
0. 05）。见图 4。
2. 7　　 各 组 大 鼠 心 肌各 组 大 鼠 心 肌 H9c2 细 胞 中细 胞 中 Drp--1、、Fis--1 和和

MFF 蛋白表达水平蛋白表达水平　　与对照组比较，DOX 组大鼠

心肌 H9c2 细胞中 Drp-1、 Fis-1 和 MFF 蛋白表达

水 平升高 （P<0. 05）；与 DOX 组比较， DOX+
Drp-1 抑 制 剂 组 大 鼠 心 肌 H9c2 细 胞 中 Fis-1 和

MFF 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。见图 5。

3 讨  论  

接受 DOX 治疗的癌症幸存者患心血管疾病的

风险大大增加。DOX 可诱导剂量依赖性、进行性

和潜在致死性心肌损伤。心脏毒性通常在抗癌治疗

1 年内以 LVEF 降低的形式出现；心肌病可能发展

为充血性心力衰竭，一旦出现上述情况，约 50%
的患者会在 2 年内死亡［18］。DOX 的心脏毒性机制

具有复杂性，涉及多种机制：DOX 可抑制线粒体

DAPI TUNEL Merged

Control

HI

HI+EMPA
Control HI HI+EMPA
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100 μm 100 μm100 μm
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*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with HI group.
图图 2　各组大鼠心肌组织细胞凋亡情况　各组大鼠心肌组织细胞凋亡情况（（A））和心肌组织和心肌组织 TUNEL 阳性细胞数阳性细胞数（（B））

Fig. 2　　Apoptosis of myocardium tissue cells （（A）） and number of  TUNEL  positive cells（（B）） of rats in various groups

表表 2　　各组大鼠血清中各组大鼠血清中 LDH 和和 CK 水平水平

TabTab.. 22　　 Levels of serum LDH and CK of rats in various 

groups             [n=8，x±s， λB/（U·L-1）]

Group
Control
HI
HI+EMPA
F

P

Serum LDH
1 967±213
3 056±261*

1 745±188△

79.39
<0.001

Serum CK  
1 233±239
4 136±312*

875±178△

412.40
<0.001

*P<0.05 compared with control group； △P△0.05 compared with 
HI group.

111



第  52 卷  第  1 期  2026 年  1 月吉林大学学报  （医学版）  

电子传递链的功能，诱导线粒体通透性转换孔开放

以及促凋亡蛋白的释放，诱导细胞凋亡［19］。本研

究结果显示：与对照组比较，HI 组大鼠 LVIDs 升
高，LVEF 和 LVFS 降低；心脏心肌组织可见炎性
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图图 4　各组大鼠　各组大鼠 H9c2 细胞中细胞中 SIRT1、、PGC--1α 和和 Drp--1 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B~D））

Fig. 4　　Electrophoregram（（A）） and histograms（（B-D）） of expressions of SIRT1, PGC--1α and Drp--1 proteins in myocardial 

H9c2 cells of rats in various groups

BECLIN1

LC3-Ⅰ
LC3-Ⅱ

P62

TUBULIN

*

A

*△

52 000

18 000
16 000-18 000

62 000

50 000

Mr

B

3

2

1

0

E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

B
E

C
L

IN
1 

pr
ot

ei
n

C

4

3

2

1

0 L
C

3-
ⅠⅠ

/L
C

3-
ⅡⅡ

 r
at

io

1.5

1.0

0.5

0E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

P
62

 p
ro

te
in

D

*

*△

*

*△#

*△#

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4 1 2 3 4

*△#*△

Lane 1： Control  group；  Lane 2： DOX  group； Lane 3： DOX+EMPA group； Lane 4： DOX+EMPA+EX527 group. 1：Control group； 
2：DOX group； 3：DOX+EMPA group； 4：DOX+EMPA+EX527 group. *P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared 
with DOX group； #P<0.05 compared with DOX+EMPA group.

图图 3　各组大鼠心肌　各组大鼠心肌 H9c2 细胞中细胞中 BECLIN1、、LC3--ⅠⅠ、、LC3--ⅡⅡ和和 P62 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B~D））

Fig. 3　　Electrophoregram（（A）） and histograms（（B-D）） of expressions of BECLIN1, LC3--ⅠⅠ, LC3--ⅡⅡ，， and P62 protein in 

myocardial H9c2 cells of rats in various groups
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细胞浸润和胶原纤维增生，心肌纤维排列紊乱，结

构异常；心肌组织 TUNEL 阳性细胞数升高；血清

中 LDH 和 CK 水平升高；自噬相关蛋白 LC3-Ⅰ/
LC3-Ⅱ比值和 BECLIN1 蛋白表达水平升高，P62
蛋白表达水平降低，表明 DOX 诱导的大鼠 HI 模型

造模成功。

EMPA 已被部分心衰治疗指南推荐为常规治

疗  用  药  物，  与  其  他  iSGLT2 比  较，  EMPA 对
SGLT2 具有更高的选择性，利尿作用更强，在降

低心衰患者心血管事件和死亡风险方面有更充分的

证据，如名为“EMPRISE”的临床试验的第Ⅰ期

中期分析结果显示：与西他列汀比较，在有或没有

心血管疾病史的 2 型糖尿病患者中，接受 EMPA 作

为常规治疗与患者因心衰住院的风险降低存在关

联［20］。EMPULSE 临床试验结果显示：对于因急

性心衰住院的患者，开始使用 EMPA 最早可在第

15 天观察到临床获益；而且可改善患者症状、身

体限制和生活质量并持续到 90 d［21］。这与 EMPA
保护心肌细胞线粒体功能和线粒体生物发生有关。

EMPA 可稳定线粒体内 Ca2+水平以调节细胞内氧

化应激和炎症水平，稳定线粒体功能；还可稳定线

粒体动力学，调节线粒体自噬、融合和裂变以及提

高 mtDNA 数量和质量的稳定性等［22］。临床前动物

模型研究［23-24］ 显示：EMPA 通过激活线粒体自噬

通路，促进线粒体稳态的维持，减轻小鼠心脏微血

管缺血/再灌注损伤。EMPA 还可通过激活 Wnt/β-

连 环 蛋 白 （β-catenin） 信 号 通 路 刺 激 自 噬 受 体

FUN14 域包含蛋白 1 （FUN14 domain containing 1，
FUNDC1） 依赖性线粒体质量控制，以有效改善

3 型心肾综合征小鼠模型的心脏线粒体功能以及心

脏和肾脏功能［25］。 EMPA 抑制线粒体 ROS 的产

生，减轻糖尿病大鼠模型的诱发性心房颤动［26］。

本研究结果显示：与 HI 组比较，HI+EMPA 组大

鼠 LVIDs 降低，LVEF 和 LVFS 均升高；心肌组织

间质仅可见少量出血，心脏心肌组织趋于正常；心

肌组织 TUNEL 阳性细胞数降低；血清中 LDH 和

CK 水平降低；自噬相关蛋白 LC3-Ⅰ/LC3-Ⅱ比值

和 BECLIN1 蛋白表达水平降低，P62 蛋白表达水

平升高，表明 EMPA 治疗后，HI 组大鼠 HI 得到明

显改善，心肌自噬水平降低，心肌死亡减少。

SIRT1/PGC-1α 促进线粒体生物发生，提高线

粒体功能，糖尿病治疗药物坎格列净通过 SIRT1/
PGC-1α 介导促进脂肪细胞的线粒体重塑［27］。给予

重症急性胰腺炎小鼠模型 SIRT1 激活剂白藜芦醇

治疗，可通过激活 SIRT1/PGC-1α 介导的线粒体生

物发生，降低氧化应激，抑制胰腺细胞 NLR 家族

pyrin 域蛋白 3 （NLR family pyrin domain containing 
protein 3，NLRP3） 炎性小体 -细胞焦亡信号轴的

激活和微循环功能障碍［28］。在心肌细胞中抑制

SIRT1 的泛素化降解可通过增强线粒体功能，降低

因氧 -葡萄糖剥夺/氧再灌注引起的心肌功能障

碍［29］。SIRT1 的另一种激活剂——人参皂苷 Rc 可

通过增强线粒体能量代谢和生物发生，改善因缺

氧/再灌注引起的心肌和神经元损伤［30］。Drp-1 是

介导线粒体裂变的关键蛋白，Drp-1 水平上调可促

进线粒体裂变。过表达 Drp-1 可导致线粒体自噬后

线粒体融合失败，引起内皮细胞凋亡和冠状动脉损

伤［31］。在衰老心脏发生缺血/再灌注后血栓反应蛋
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图图 5　各组大鼠　各组大鼠 H9c2 细胞中细胞中 Drp--1、、Fis--1 和和 MFF 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B~D））

Fig. 5　　 Electrophoregram（（A）） and histograms（（B-D）） of expressions of Drp--1, Fis--1 and MFF proteins in myocardial 

H9c2 cells of rats in various groups
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白 -1 介导增强 Drp-1 信号，诱导因氧化应激引起的

线粒体裂变和心肌损伤［32］。在本研究中，与对照

组比较，体外 DOX 诱导的大鼠心肌细胞损伤模型

（DOX 组） 中 SIRT1和 PGC-1α蛋白表达水平降低，

Drp-1 蛋白表达水平升高。向体外 DOX 诱导的大鼠

心肌细胞损伤模型给予 EMPA 处理后，与 DOX 组

比较， DOX+EMPA 组大鼠 H9c2 细胞 SIRT1 和

PGC-1α 蛋白表达水平上调，Drp-1 蛋白表达水平被

抑制；而加入 SIRT1 抑制剂 EX527 预处理后，与

DOX+EMPA 组比较， DOX+EMPA+EX527 组

大鼠 H9c2 细胞中 Drp-1 蛋白表达水平降低。与对

照组比较，DOX 组大鼠 H9c2 细胞中 Drp-1、Fis-1
和 MFF 蛋白表达水平升高，提示线粒体裂变水平

升高；与 DOX 组比较，DOX+Drp-1 抑制剂组大

鼠 H9c2 细胞中 Fis-1 和 MFF 蛋白表达水平降低，

提示线粒体裂变水平降低。

综上所述，EMPA 可减轻 DOX 诱导大鼠心肌

病变和心脏功能异常，降低心肌细胞凋亡和自噬，

其机制可能与 EMPA 上调 SIRT1和 PGC-1α 蛋白表

达水平，降低 Drp1 蛋白表达水平有关。
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