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长梗冬青苷抑制铁死亡缓解阿霉素诱导小鼠心肌损伤的作用机制  

谢晓芸 1, 2，苏  倩 1, 2，宁玉洁 1, 2，刘璟钰 1, 2，廖莲婷 1, 2，杨世林 1, 2，苑仁祎坤 1, 2*，高红伟 1* 

1. 广西中医药大学中医药壮瑶医药研究院，广西 南宁  530020 

2. 广西中医药大学药学院，广西 南宁  530020 

摘  要：目的  探讨长梗冬青苷（pedunculoside，PE）对阿霉素（doxorubicin，DOX）诱导的心肌损伤的保护作用及机制。

方法  体外采用 DOX刺激 AC16心肌细胞构建铁死亡模型，体内通过 ip DOX诱导小鼠心肌损伤模型。给予 PE或铁死亡抑

制剂 ferrostatin-1（Fer-1）干预后，采用MTT法检测细胞活力；流式细胞术检测细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）

水平；免疫荧光法检测细胞 ROS、脂质过氧化物和 Fe2+水平；分子对接检测 PE与酰基辅酶 A合成酶长链家族成员 4（acyl-

CoA synthetase long-chain family member 4，ACSL4）、前列腺素内过氧化物合酶 2（prostaglandin-endoperoxide synthase 2，

PTGS2）、膜铁转运蛋白 1（ferroportin 1，FPN1）、铁蛋白重链 1（ferritin heavy chain 1，FTH1）、铁蛋白（ferritin）的结合能

力；试剂盒检测细胞和心脏组织内丙二醛（malonaldehyde，MDA）水平；Western blotting检测细胞和心脏组织内 ACSL4、

PTGS2、FPN1、ferritin、FTH1和铁蛋白轻链（ferritin light chain，FTL）的表达水平；超声心动仪检测小鼠心脏功能；血常

规检测全血中中性粒细胞、淋巴细胞和红细胞的水平；苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）、Masson染色观察心脏组织的

病理变化；qRT-PCR检测心脏组织中 PTGS2、利钠肽 B（natriuretic peptide B，Nppb）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-

1β）的 mRNA表达水平。结果  与模型组比较，PE能抑制 DOX诱导的 AC16细胞内 ROS水平、脂质过氧化物和 Fe2+水平

的升高（P＜0.001），降低 AC16 细胞和心脏组织中 MDA 水平（P＜0.001）。分子对接结果显示，PE 与 ACSL4、PTGS2、

FPN1、ferritin、FTH1蛋白有较稳定的结合能力。Western blotting结果显示，PE能抑制 DOX诱导的 AC16细胞和心脏组织

中 ACSL4、PTGS2蛋白表达的升高和 FPN1、FTH1、FTL、ferritin蛋白表达的降低（P＜0.05、0.001）。此外，PE能够改善

DOX诱导的心肌损伤模型小鼠的心功能（P＜0.01、0.001），抑制中性粒细胞百分比、中性粒细胞数量、红细胞数量的升高

和淋巴细胞百分比的降低（P＜0.01、0.001），缓解心脏组织的病理损伤，下调 PTGS2、Nppb、IL-1β的mRNA表达水平（P＜

0.001），抑制心脏炎症反应。结论  PE能够改善 DOX诱导的 AC16细胞铁死亡，对 DOX诱导的小鼠心肌损伤有保护作用，

其机制可能是通过抑制铁死亡缓解心肌损伤。 
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Abstract: Objective  To investigate the cardioprotective effect and mechanism of pedunculoside (PE) on doxorubicin (DOX)-induced 

myocardial injury. Methods  An ferroptosis model was constructed by stimulating AC16 cardiomyocytes with DOX in vitro, and a 
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mouse myocardial injury model was induced by ip DOX in vivo. After intervention with PE or ferrostatin-1 (Fer-1), cell viability was 

detected using MTT assay; Flow cytometry was used to detect intracellular reactive oxygen species (ROS) level; Immunofluorescence 

assay was used to detect the levels of ROS, lipid peroxides, and Fe2+ in cells; Molecular docking was used to detect the binding ability 

of PE to acyl CoA synthase long chain family member 4 (ACSL4), prostaglandin endoperoxide synthase 2 (PTGS2), ferroportin 1 

(FPN1), ferritin heavy chain 1 (FTH1) and ferritin; The reagent kit was used to detect the level of malondialdehyde (MDA) in cells 

and cardiac tissues; Western blotting was used to detect the expression levels of ACSL4, PTGS2, FPN1, ferritin, FTH1 and ferritin 

light chain (FTL) in cells and cardiac tissues; The cardiac function of mice was detected using echocardiography; Blood routine 

examination was used to detect the levels of neutrophils, lymphocytes and red blood cells in whole blood; Hematoxylin-eosin (HE) 

and Masson staining were used to observe the pathological changes in cardiac tissue; qRT-PCR was used to detect the mRNA expression 

levels of PTGS2, natriuretic peptide B (Nppb) and interleukin-1β (IL-1β) in cardiac tissue. Results  Compared with model group, PE 

could inhibit the increase of ROS, lipid peroxides and Fe2+ levels induced by DOX in AC16 cells (P < 0.001), and reduce MDA 

level in AC16 cells and heart tissue (P < 0.001). The molecular docking results showed that PE had a relatively stable binding ability 

with ACSL4, PTGS2, FPN1, ferritin and FTH1 proteins. Western blotting results showed that PE could inhibit the increase in ACSL4 

and PTGS2 protein expressions and the decrease in FPN1, FTH1, FTL and ferritin protein expressions induced by DOX in AC16 cells 

and heart tissue (P < 0.05, 0.001). In addition, PE could improve the cardiac function of DOX-induced myocardial injury model mice 

(P < 0.01, 0.001), inhibit the increase of neutrophil percentage, neutrophil count, red blood cell count, and decrease of lymphocyte 

percentage (P < 0.01, 0.001), alleviate pathological damage to cardiac tissue, down-regulate the mRNA expression levels of PTGS2, 

Nppb and IL-1β (P < 0.001), and inhibit cardiac inflammatory response. Conclusion  PE could improve DOX-induced ferroptosis in 

AC16 cells and has a protective effect on DOX-induced myocardial injury in mice. Its mechanism may be to alleviate myocardial 

injury by inhibiting ferroptosis. 

Key word: pedunculoside; doxorubicin; ferroptosis; inflammation; myocardial damage 

阿霉素（doxorubicin，DOX）是一种有效的化

疗药物，用于治疗实体瘤如卵巢癌、乳腺癌和胃肠

道癌等，但 DOX存在过敏反应、心脏损伤、脱发、

骨髓抑制、呕吐和膀胱刺激等不良反应[1]。其中心

脏毒性是 DOX 最主要的不良反应，可导致心脏损

伤，引发心力衰竭，严重时会危及生命。目前临床

上用于 DOX 心脏保护性药物有右丙亚胺、血管紧

张素转换酶抑制剂（angiotensin-converting-enzyme 

inhibitor，ACEI）、二甲双胍等，但这些药物有可能

引发癌症患者继发性恶性肿瘤、干咳和头晕等不良

反应[2-5]。 

研究表明，DOX 诱导的心肌损伤与铁死亡息

息相关[6-8]。铁死亡（（ferroptosis）是一种铁依赖性的

细胞死亡形式，由细胞膜上脂质过氧化物的毒性积

聚引发[9]。铁依赖性的脂质过氧化物积累是铁死亡

的主要特征[10]。脂质代谢、氧化还原稳态维持及铁

代谢平衡调节是铁死亡的主要调节途径[11]。在脂质

代谢途径中，酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4

（（acyl-CoA synthetase long-chain family member 4，

ACSL4）是一种参与磷脂代谢的酶，能催化多不饱

和脂肪酸（polyunsaturated fatty acid，PUFA）生成

脂质过氧化物，脂质过氧化物能降解为丙二醛

（（malondialdehyde，MDA）等有毒物质，破坏细胞结

构，导致细胞铁死亡[12]。在铁代谢途径中，铁蛋白

（（ferritin）是一种由铁蛋白轻链（ferritin light chain，

FTL）和铁蛋白重链（ferritin heavy chain，FTH）组

成的铁储存蛋白复合物[13-14]。其主要功能是储存过

量的铁或在铁短缺的情况下作为铁的来源[15]。膜铁

转运蛋白 1（（ferroportin 1，FPN1）是一种非血红素

细胞铁输出蛋白，它有助于铁从铁储存细胞输出到

血液中以维持体内铁稳态 [16]。研究表明，降低

ACSL4活性和增加 FTH1活性可缓解 DOX诱导的

细胞死亡，治疗 DOX 诱导的心脏毒性[17]。增加或

降低 ACSL4 的活性会影响脂质过氧化物的积累，

影响细胞对铁死亡的敏感性[18-19]。通过调控细胞内

铁代谢稳态，如促进铁蛋白介导的铁储存或增强

FPN1 介导的铁输出，可有效降低细胞内游离铁水

平，抑制细胞铁死亡[20]。 

救必应 Ilex rotunda Thunb.具有清热解毒、利湿

止痛等功效[21]。研究表明，救必应具有抗结肠炎作

用，其水提物对急性化学性肝损伤有保护作用[22-23]。

长梗冬青苷（pedunculoside，PE）是从救必应干燥

的树皮中提取出的新型五环三萜类皂苷类化合物，

是救必应的指标性成分[24]，结构式见图 1，具有治

疗心脑血管疾病、调血脂、抗炎等作用[25-28]。研究

表明，PE 对心脏肥大和心肌缺血再灌注损伤具有 
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图 1  PE 的化学结构式 

Fig. 1  Chemical structure of PE 

改善作用[29-30]。PE可抑制心肌细胞和原代成纤维细

胞样滑膜细胞中白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-

1β）、IL-6和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）等促炎细胞因子的产生[25,31]。此外，PE

可调控脂肪的生成和脂肪酸 β氧化治疗大鼠高脂血

症[27]。但目前 PE 在 DOX 诱导的心肌损伤和铁死

亡方面的研究尚未明确。本研究从体内外实验探索

PE通过抑制铁死亡治疗DOX诱导的心肌损伤的具

体机制，为临床针对性防治 DOX 的心脏毒性提供

新的思路。 

1  材料 

1.1  动物与细胞 

72只 SPF级雄性 C57BL/6J小鼠，8周龄，体

质量 22～25 g，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，动物许可证号 SCXK 京 2021-0006。动物

饲养于室温 22～25 ℃、相对湿度 45%～55%、12 h

昼夜循环照明的环境中，自由进食饮水。动物实验

经广西中医药大学伦理委员会批准（批准号

DW20250113-SY02）。 

AC16人心肌细胞（货号 STCC13101）购自中

国武汉梓杉生物技术有限公司 

1.2  药品与试剂 

PE（（质量分数 98%）购自中国成都普什生物

科技有限公司；DOX（（批号 HY-15142）、DCFH2-DA

探针（批号 HY-126793）、凋亡抑制剂 Z-VAD-FMK

（（批号 HY-16658B）、坏死性凋亡抑制剂 necrostatin-

1（Nec-1，批号 HY-15760）购自美国MCE公司；

铁死亡抑制剂 ferrostatin-1（（Fer-1，批号 SML0583）

购自美国 Sigma公司；胎牛血清（批号 2364724）、

青链霉素（批号 01118）、DMEM 培养基（批号

8123117）、0.25%胰酶-EDTA（（批号 2666516）购自

美国 Gibco公司；MDA测定试剂盒（批号 A003-1-

2）购自南京建成生物工程研究所；C11-BODIPY探

针（批号 GC40165）购自美国 GlpBio 公司；

FerroOrange 探针（批号 F374）购自日本株式会社

同仁化学研究所；ACSL4抗体（批号 DF12141）、

FTH1抗体（批号 DF6278）购自 Affinity公司；FPN1

抗体（批号 C1223）、FTL抗体（批号 J0621）购自

美国 SANTA公司；ferritin抗体（批号 ET1610-78）

购自华安生物公司；前列腺素内过氧化物合酶 2

（（prostaglandin-endoperoxide synthase 2，PTGS2）抗

体（批号 4842S）、HRP 标记的 IgG 二抗（批号

7074P2）购自美国 CST公司。 

1.3  仪器 

BC-5000Vet型Mindray血常规检测仪（深圳迈

瑞生物医疗电子股份有限公司）；ME204E 型

1/10000 精密天平（梅特勒-托利多仪器上海有限公

司）；BX53 型病理图像分析仪（日本 Olympus 公

司）；Cytation 5型细胞成像酶标仪（美国 Bio-Tek公

司）；X5PVET型小动物超声成像系统[万东百胜（苏

州）医疗科技有限公司]。 

2  方法 

2.1  体外实验 

2.1.1  细胞培养  AC16 细胞用含 10%胎牛血清、

1%青链霉素的 DMEM培养基，在 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。 

2.1.2  细胞活力检测  AC16细胞以 5×103个/孔接

种于 96孔板，培养过夜，加入不同浓度（0.25、0.50、

1.00、2.00、4.00 μmol/L）的 DOX作用 24 h，MTT

法检测细胞活力；加入 PE（（5、10、20 μmol/L）预

孵育 6 h，再加入 DOX（（2 μmol/L）诱导 24 h，MTT

法检测细胞活力；加入 Z-VAD-FMK（10 μmol/L）、

Fer-1（10 μmol/L）和 Nec-1（20 μmol/L）预孵育

6 h，再加入 DOX（2 μmol/L）诱导 24 h，MTT法

检测细胞活力。 

2.1.3  MDA 水平检测  AC16细胞以 6×104个/孔

接种于 12孔板中，培养过夜，加入 PE（（5 μmol/L）、

Fer-1（10 μmol/L）预孵育 6 h，再加入 DOX（2 

μmol/L）诱导 24 h，收集细胞，加入裂解液后，3 000 

r/min 离心 10 min，取上清，按试剂盒说明书测定

MDA水平。 

2.1.4  流式细胞术检测活性氧（ reactive oxygen 

species，ROS）水平  AC16细胞以 6×104个/孔接

种于 12孔板中，培养过夜，加入 PE（5 μmol/L）、

Fer-1（10 μmol/L）预孵育 4 h，再加入 DOX（2 

μmol/L）诱导 12 h，弃去培养基，DCFH2-DA探针

（（10 mmol/L）与 DMEM培养基按 1∶1 000的比例

混合均匀后加入细胞中，避光孵育 0.5 h，加入 100 
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μL 胰酶消化细胞，激发和发射波长分别为 496 nm

和 525 nm，用流式细胞仪分析 ROS水平。 

2.1.5  免疫荧光法检测 ROS、脂质过氧化物和 Fe2+

水平  AC16细胞以 6×104个/孔接种于 12孔板中，

培养过夜，加入 PE（5 μmol/L）预孵育 4 h，再加

入 DOX（（2 μmol/L）诱导 12 h，弃去培养基，用 PBS

缓冲液清洗细胞，分别加入 DCFH2-DA探针（波长

496 nm/525 nm）、C11-BODIPY探针（氧化型波长

460 nm/510 nm，还原型波长 565 nm/591 nm）和

FerroOrange探针（（波长 543 nm/588 nm），避光孵育

0.5 h后，于荧光显微镜下观察并拍照。 

2.1.6  Western blotting检测 ACSL4、PTGS2、FPN1、

FTH1、ferritin蛋白表达  AC16细胞以 6×104个/孔

接种于 12孔板中，培养过夜，加入 PE（（5、10、20 

μmol/L）预孵育 4 h，再加入 DOX（（2 μmol/L）诱导

12 h，收集细胞，加入裂解液提取蛋白，采用 BCA

法测定蛋白浓度，加热使蛋白变性。蛋白样品经十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，封闭后，分别孵育一抗和二抗，加入 ECL化学

发光试剂，在凝胶成像仪中成像。 

2.2  分子对接 

由 Uniprot数据库下载得到蛋白 3D结构文件，

采用 PyMOL 2.3.0 程序对蛋白结构进行验证。从

PubChem数据库下载配体 Pedunculoside的初始 3D

构型，使用 OpenBabel 3.1.1软件的 MMFF94力场

对小分子结构进行优化，得到能量最低状态的最优

分子结构。运用 AutoDock Vina 1.5.6程序进行对接，

得到对接结合能以及对接结果文件，并通过 PyMOL 

2.3.0对结果进行可视化。 

2.3  体内实验 

2.3.1  分组、造模与给药  将小鼠按体质量随机分

为对照组、模型组及 PE 低、中、高剂量（12.5、

25.0、50.0 mg/kg）组和 Fer-1（（1 mg/kg）[32]组，每

组 12只。各给药组 ip相应药物，对照组和模型组

ip生理盐水，1次/d，连续给药 14 d。第 8天，除对

照组 ip生理盐水外，其余小鼠 ip DOX（15 mg/kg）

诱导心肌损伤模型[33]，第 14天取材。 

2.3.2  超声心动图检测  剔除小鼠腹部毛发，麻醉

小鼠，用小动物超声成像系统观察小鼠心脏结构和

功能，检测左心室射血分数（left ventricular ejection 

fraction，LEVF）、左心室短轴缩短率（left ventricular 

fractional shortening，LVFS）、每搏输出量（stroke 

volume，SV）等心功能指标的变化。 

2.3.3  血常规分析  给药结束后，取小鼠眼眶外周

血，在 45 μL血液中加入 5 μL抗凝剂，用移液枪轻

轻混匀，用血常规检测仪对小鼠血液中的中性粒细

胞、淋巴细胞红细胞水平进行检测。 

2.3.4  小鼠心脏质量和胫骨长度的比值（HW/TL）  

取各组小鼠心脏组织和胫骨，心脏称定质量，胫骨量

取长度；分析各组小鼠的心脏质量/胫骨长度的比值。 

2.3.5  心脏组织病理学观察 

（1）苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染

色：取各组小鼠心脏组织，于 4%多聚甲醛中固定

24 h后，用 PBS缓冲液清洗，石蜡包埋后制作成切

片，进行 HE染色后脱水封片，通过病理图像分析

仪观察心脏组织病理变化。 

（2）Masson染色：取各组小鼠心脏组织石蜡切

片，进行Masson染色后，脱水透明封片，通过病理

图像分析仪观察心脏组织病理变化。 

2.3.6  MDA 水平检测  取各组小鼠心脏组织，加

入裂解液，匀浆后，3 000 r/min离心 10 min，取上

清，按试剂盒说明书测定MDA水平。 

2.3.7  qRT-PCR 检测心脏组织 PTGS2、利钠肽 B

（（natriuretic peptide B，Nppb）、IL-1β的 mRNA表达  

取各组小鼠心脏组织，按照试剂盒说明书提取总

RNA 并合成 cDNA，进行 qRT-PCR 分析。引物序

列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’-3’) 

PTGS2 F: TGCACTATGGTTACAAAAGCTGG 

R: TCAGGAAGCTCCTTATTTCCCTT 

Nppb F: GAGGTCACTCCTATCCTCTGG 

R: GCCATTTCCTCCGACTTTTCTC 

IL-1β F: GAAATGCCACCTTTTGACAGTG 

R: TGGATGCTCTCATCAGGACAG 

GAPDH F: GGTTGTCTCCTGCGACTTCA 

R: TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC 

2.3.8  Western blotting 检测心脏组织 ACSL4、

PTGS2、FPN1、FTH1、FTL蛋白表达  取各组小鼠

心脏组织，加入裂解液提取蛋白，按“2.1.6”项下

方法检测心脏组织 ACSL4、PTGS2、FPN1、FTH1、

FTL蛋白表达。 

2.4  统计学分析 

通过 GraphPad Prism 9软件对实验数据进行统

计分析和可视化处理。数据以 x s （表示，通过

Normality and Lognormality test 检验数据呈正态分
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布后，通过单因素方差分析（One-way ANOVA）进

行多组间数据比较。 

3  结果 

3.1  PE 抑制 DOX 诱导的 AC16 细胞铁死亡 

通过MTT检测 PE对DOX诱导的细胞活力的

影响。如图 2-A 所示，0.25～4.00 μmol/L DOX 对

AC16 细胞均具有细胞毒性（P＜0.001），选取 2 

μmol/L DOX 诱导 AC16 细胞死亡进行后续实验。

如图 2-B 所示，铁死亡抑制剂 Fer-1 可以显著抑制

DOX 诱导的细胞死亡（P＜0.001），而凋亡抑制剂

Z-VAD-FMK和坏死性凋亡抑制剂Nec-1对DOX诱

导的细胞死亡没有影响，说明DOX诱导的AC16细

胞死亡方式为铁死亡。如图 2-C所示，PE（（5、10、

20 μmol/L）能够显著抑制 DOX诱导的 AC16细胞

死亡（P＜0.001）。细胞铁死亡过程中，脂质过氧化

物水平显著升高，MDA 是脂质过氧化反应产生的

天然产物之一，其含量与铁死亡呈正相关[34]。如图

2-D所示，DOX诱导的 AC16细胞内MDA水平显

著升高（P＜0.001），给予 PE 和 Fer-1 干预后显著

抑制MDA水平（P＜0.001）。 

   

A～C-MTT 法检测 AC16 细胞活力；D-PE 和 Fer-1 对 DOX 诱导的 AC16 细胞 MDA 水平的影响；E-分子对接检测 PE 与 ACSL4、PTGS2、

FPN1、FTH1、ferritin蛋白的结合能力；F-Western blotting检测 ACSL4、PTGS2、FPN1、FTH1、ferritin蛋白表达水平；与对照组比较：#P＜

0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

A—C-viability of AC16 cells detected by MTT method; B-effects of PE and Fer-1 on MDA level in DOX-induced AC16 cells; E-binding ability of PE to 

ACSL4, PTGS2, FPN1, FTH1 and ferritin proteins detected by molecular docking; F-expression levels of ACSL4, PTGS2, FPN1, FTH1 and ferritin 

proteins detected by Western blotting; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same 

as below figures. 

图 2  PE 对 DOX 诱导的 AC16 细胞铁死亡的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of PE on ferroptosis in DOX-induced AC16 cells ( x s , n = 3) 
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通过分子对接检测 PE 与铁死亡脂质代谢和铁

代谢相关的蛋白 ACSL4、PTGS2、FPN1、FTH1和

ferritin的结合能力。如图 2-E 所示，PE与 ACSL4

（（Lys116/Thr159/Lys231）、PTGS2（Asp347/His351/ 

Ser579）、FPN1（Asn144/Asn185/Arg466）、FTH1

（（ Glu61/Glu64/His65/Lys68/Glu134/Lys143 ） 和

ferritin（（Asn12）等氢键有稳定的相互作用，结合能

分别为−8.2、−8.9、−8.9、−7.6、−7.6 kcal/mol（1 

kcal/mol＝4.182 kJ/mol），说明 PE 与 ACSL4、

PTGS2、FPN1、FTH1和 ferritin蛋白有稳定的结合

作用。采用Western blotting检测 ACSL4、PTGS2、

FPN1、FTH1和 ferritin蛋白表达，对分子对接结果

进行验证。如图 2-F所示，10、20 μmol/L的 PE显

著抑制 DOX诱导的 AC16细胞内 ACSL4、PTGS2

蛋白表达的升高和 FPN1、FTH1、ferritin蛋白表达

的下降（P＜0.001），5 μmol/L的 PE显著抑制 DOX

诱导的 AC16 细胞内 PTGS2 蛋白表达的升高和

FPN1、FTH1、ferritin蛋白表达的下降（P＜0.001），

表明 PE 能够通过调控 ACSL4、PTGS2、FPN1、

FTH1和 ferritin蛋白表达抑制铁死亡。 

3.2  PE 对 DOX 诱导的 AC16 细胞内 ROS、脂质

过氧化物和 Fe2+水平的影响 

细胞铁死亡过程中，细胞内脂质过氧化物和

Fe2+的过量积累，导致铁依赖性脂质过氧化损伤。

采用流式细胞术和免疫荧光法检测细胞内 ROS、脂

质过氧化物和 Fe2+水平。如图 3-A所示，DOX诱导

的 AC16细胞内 ROS 水平显著升高（P＜0.001），

给予 PE 和 Fer-1 干预后均能显著抑制细胞内 ROS

水平（P＜0.001）。如图 3-B所示，模型组荧光强度

增加，PE 组荧光强度降低，表明 PE 能显著抑制

DOX 诱导的 AC16 细胞内 ROS 的积累。采用

FerroOrange探针检测细胞内 Fe2+水平，如图 3-C所

示，模型组细胞内 Fe2+水平升高（红色荧光强度增

加），PE组 Fe2+水平降低（红色荧光强度减弱），表

明 PE能显著抑制DOX诱导的AC16细胞内 Fe2+水

平。细胞内的脂质未被氧化时（还原态）主要为红

色荧光，被氧化后（氧化态）主要为绿色荧光。如

图 3-D所示，模型组细胞内绿色荧光强度增加，红

 

图 3  PE 对 DOX 诱导的 AC16 细胞内 ROS (A、B)、脂质过氧化物 (C) 和 Fe2+水平 (D) 的影响 ( x s , n = 3, ×20) 

Fig. 3  Effect of PE on ROS (A, B), lipid peroxides (C) and Fe2+ levels (D) in DOX-induced AC16 cells ( x s , n = 3, × 20) 
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色荧光强度降低；PE组绿色荧光强度降低，红色荧

光强度增加，表明 DOX 诱导后细胞内脂质过氧化

物水平升高，而 PE能够抑制 DOX诱导的脂质过氧

化物的升高。以上结果表明，PE具有显著的抗氧化

能力，能够抑制 DOX 诱导后脂质过氧化物和 Fe2+

水平的升高，进一步证明 PE能够抑制 DOX诱导的

AC16细胞铁死亡。 

3.3  PE 对 DOX 诱导的小鼠心肌损伤模型心脏收

缩功能的影响 

为评估 PE 对 DOX 诱导的小鼠心肌损伤的治

疗效果，通过 ip DOX 构建小鼠心肌损伤模型，采

用超声心动图检测心功能参数变化。如图 4-A～D

所示，超声心动图分析表明，DOX诱导小鼠 LEVF、

LVFS和 SV显著降低（P＜0.01、0.001），小鼠心脏

心肌收缩能力减弱，左心室功能损伤；与模型组比

较，给予 PE和 Fer-1干预后 LEVF、LVFS和 SV均

显著升高（P＜0.01、0.001），表明 PE和 Fer-1能够

缓解 DOX 诱导后小鼠心脏左心室收缩功能损伤。

如图 4-E所示，与对照组比较，DOX诱导的小鼠心

脏重量和胫骨长度的比值（HW/TL）显著降低（P＜

0.001），表明小鼠心脏收缩功能受损；与模型组比

较，PE中、高剂量组 HW/TL显著升高（P＜0.05、

0.01），小鼠心脏收缩功能得到改善。以上结果说明

PE能改善 DOX诱导的心脏功能损伤。 

 

A-小动物成像系统检测各组心脏的结构和功能；B～D-各组 LEVF、LVFS、SV的变化；E-各组 HW/TL的变化。 

A-structure and function of heart in each group examined by small animal imaging system; B—D-changes in LEVF, LVFS and SV in each group; E-

changes in HW/TL in each group. 

图 4  PE 对 DOX 诱导的小鼠心肌损伤模型心脏收缩功能的影响 ( x s , n = 7) 

Fig. 4  Effect of PE on cardiac contractile function in mice with DOX-induced myocardial injury model ( x s , n = 7) 

3.4  PE 对 DOX 诱导的小鼠心肌损伤模型心肌损

伤的影响 

如图 5-A所示，与对照组比较，模型组小鼠心

脏变小，给予 PE和 Fer-1干预后能够抑制小鼠心脏

变小。心脏大小主要受心脏收缩功能的影响，说明

DOX 诱导小鼠心脏收缩功能障碍，而 PE 和 Fer-1

治疗能改善小鼠心脏收缩功能障碍。采用组织染色

评估小鼠的心肌损伤，心脏组织 HE 和 Masson 染

色结果（图 5-B、C）显示，对照组小鼠心肌细胞结

构完整，未见纤维化或中性粒细胞聚集。模型组表

现出明显的心肌损伤，包括肌纤维断裂、大量炎症

细胞浸润和胶原纤维增多。PE和 Fer-1干预后均能

有效缓解心脏收缩功能障碍导致的心脏变小、炎症

反应导致的心脏纤维化和胶原纤维沉积，表明 PE

对 DOX诱导的心肌损伤具有保护作用。 

3.5  PE 对 DOX 诱导的小鼠心肌损伤模型血液中

中性粒细胞、淋巴细胞和红细胞水平的影响 

DOX诱导会导致小鼠心功能受损和炎症反应。

血液中红细胞数量能反映DOX诱导后小鼠心功能，

中性粒细胞百分比、淋巴细胞数量和淋巴细胞百分 

对照 模型 12.5 25.0 50.0 Fer-1 

          PE/(mg·kg−1) 

对照                模型           PE 12.5 mg·kg−1       PE 25.0 mg·kg−1         PE 50.0 mg·kg−1            Fer-1 

对照 模型 12.5 25.0 50.0 Fer-1 

          PE/(mg·kg−1) 

对照 模型 12.5 25.0 50.0 Fer-1 

          PE/(mg·kg−1) 

对照 模型 12.5 25.0 50.0 Fer-1 

          PE/(mg·kg−1) 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

 

50 

40 

30 

20 

10 

0 

 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

 

0.10 

0.08 

0.06 

0.04 

0.02 

0.00 

 

L
E

V
F

/%
 

 

L
V

F
S

/%
 

 

S
V

/(
μ

·L
−

1
) 

 

H
W

/T
L

/(
g

·c
m

−
1
) 

 
*** *** 

### 
*** *** 

*** *** 

### 

*** *** 

** 
*** 

## 

*** 
** 

* 
### 

** 

A  

 

 

 

 

 

 

 

 

B                              C                              D                             E 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 中草药 2025年 9月 第 56卷 第 17期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 September Vol. 56 No. 17 ·6227· 

    

 

A-各组小鼠心脏形态；B、C-各组小鼠心脏组织 HE和Masson染色（×40）。 

A-cardiac morphology of mice in each group; B, C-HE and Masson staining of heart tissues of mice in each group (× 40). 

图 5  PE 对 DOX 诱导的小鼠心肌损伤模型心肌损伤的影响 

Fig. 5  Effect of PE on myocardial injury of mice with DOX-induced myocardial injury model 

比能反映 DOX 诱导后小鼠的炎症反应。通过检测

小鼠血液中红细胞、中性粒细胞和淋巴细胞的变

化，初步考察小鼠心功能变化和炎症反应。如图 6

所示，与对照组比较，模型组中性粒细胞百分比、

红细胞数量显著升高（P＜0.001），淋巴细胞百分比

显著降低（P＜0.001），说明小鼠心功能损伤且有急

性炎症反应；与模型组比较，各给药组中性粒细胞

百分比和中性粒细胞数量显著降低（P＜0.01、

0.001），淋巴细胞百分比显著升高（P＜0.001），PE

中、高剂量组和 Fer-1组红细胞数量显著降低（P＜

0.05、0.001），表明 PE能抑制 DOX诱导的心功能

降低和炎症反应。 

3.6  PE 通过抑制铁死亡缓解 DOX 诱导的小鼠心

肌损伤 

 为进一步验证 PE 是否通过抑制铁死亡改善

DOX 诱导的小鼠心肌损伤，采用 Western blotting

检测小鼠心脏组织中 ACSL4、PTGS2、FPN1、FTH1

和 FTL蛋白表达水平。如图 7-A所示，与模型组比

较，PE能显著抑制 DOX诱导后 ACSL4、PTGS2蛋

白表达的升高和 FPN1、FTH1、FTL蛋白表达的降

低（P＜0.05、0.001）。此外，PE能抑制 DOX诱导

的小鼠心脏组织中 MDA 水平的增加（P＜0.001，

图 7-B）。PTGS2和 Nppb是 DOX诱导的心肌损伤

的标志性检测物，IL-1β 是炎症反应的标志性炎症 

 

图 6  PE 对 DOX 诱导的小鼠心肌损伤模型血液中中性粒细胞、淋巴细胞和红细胞水平的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 6  Effect of PE on levels of neutrophils, lymphocytes and red blood cells in blood of mice with DOX-induced myocardial 

injury model ( x s , n = 8) 
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A-各组小鼠心脏组织中铁死亡相关蛋白表达；B-各组小鼠心脏组织中MDA水平；C～E-各组小鼠心脏组织中 PTGS2、Nppb和 IL-1β mRNA的

表达。 

A-expression of ferroptosis related proteins in heart tissues of mice in each group; B-MDA level in heart tissues of mice in each group; C—E-mRNA 

expressions of PTGS2, Nppb and IL-1β in heart tissues of mice in each group. 

图 7  PE 通过抑制铁死亡缓解 DOX 诱导的小鼠心肌损伤 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  PE alleviates DOX-induced myocardial injury in mice by inhibiting ferroptosis ( x s , n = 3) 

因子。qRT-PCR结果（图 7-C～E）显示，与模型组

比较，各给药组小鼠心脏组织中 PTGS2和 IL-1β的

mRNA表达水平显著降低（P＜0.001），PE中、高

剂量组和 Fer-1 组 Nppb mRNA 表达水平显著降低

（（P＜0.001），表明 PE能抑制 DOX诱导的心肌损伤

和炎症反应。以上结果表明，PE可通过抑制铁死亡

减轻 DOX诱导的小鼠心肌损伤及炎症反应。 

4  讨论 

DOX 因其在肉瘤、血液癌等多种癌症方面的

显著疗效而被广泛用于化疗。但 DOX 表现出严重

的不良反应，尤其是致命的心脏毒性严重限制了其

在临床上的应用范围[35-36]。DOX可通过增强细胞内

氧摄取，显著增加 ROS的生成，进而诱发氧化应激

和炎症反应，最终导致脂质过氧化依赖性铁死亡的

发生[37-38]。此外，ROS不仅直接参与氧化损伤过程，

还可通过亚硝酸根阴离子活化核酶聚合酶，影响心

肌收缩功能[39]。因此，抑制 ROS的产生和脂质过氧

化依赖性铁死亡是防治 DOX 心脏毒性的关键。本

研究发现，PE能显著降低DOX诱导后ROS和MDA

水平的升高，下调 DOX诱导后心脏组织中 PTGS2、

IL-1β 以及 Nppb 的 mRNA 表达水平，缓解心肌损

伤和炎症反应，表明 PE具有抗氧化和抗炎作用。 

铁死亡是近年来备受关注的新型细胞调节性

死亡形式，具有独特的铁离子依赖性、线粒体超微

结构破坏性和脂质过氧化损伤性[11]。在铁死亡过程

中，脂质代谢途径关键酶 ACSL4 的表达水平显著

上调，促进脂质过氧化物的异常积累，最终导致细

胞膜结构损伤和脂质过氧化损伤[19,40]。与此同时，

铁代谢相关蛋白 ferritin、FTH1、FTL和 FPN1的表

达水平明显下调，这不仅抑制了细胞内铁的储存能

力，还阻碍了铁的输出，导致细胞铁代谢紊乱[41-42]。

研究表明，多种中药单体可通过调控铁死亡改善

DOX诱导的心肌损伤。原苏木苷 A通过双重机制发

挥心肌保护作用：一方面抑制 ACSL4蛋白表达以减

少脂质过氧化，另一方面上调 FTH1 蛋白表达以增

强铁自噬调控，从而有效抑制心肌细胞铁死亡，显著
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减轻 DOX 所致的心肌损伤并改善心功能[17]。艾地

苯醌则通过上调铁死亡抑制蛋白 1（ferroptosis-

suppressor-protein 1，FSP1）及铁储存相关蛋白

FTH1、FTL的表达，显著抑制心肌细胞铁死亡，进

而缓解 DOX诱导的心脏毒性[33]。本研究发现，PE

能抑制 DOX 诱导的 AC16 细胞铁死亡。PE 与

ACSL4、PTGS2、FPN1、FTH1、ferritin蛋白有较稳

定的结合。PE能显著抑制 DOX诱导后 AC16细胞

和小鼠心脏组织中 ACSL4、PTGS2 蛋白表达的升

高和 FPN1、FTL、FTH1、ferritin蛋白表达的下降。

此外，PE能抑制 DOX诱导后脂质过氧化物和 Fe2+

水平的升高。表明 PE能通过与 ACSL4、PTGS2、

FPN1、FTH1、ferritin结合，调控 DOX诱导的心肌

细胞铁死亡。 

综上，本研究发现 PE 能够显著缓解 DOX 诱

导的心脏毒性，并通过抑制心肌细胞铁死亡和减轻

心脏炎症反应发挥心脏保护作用。PE 通过 ACSL4

和 FPN1/ferritin信号通路调控细胞铁死亡，在 DOX

诱导的心肌损伤治疗领域展现出潜在的应用价值。

但除脂质代谢和铁代谢途径外，PE能否通过其他途

径发挥铁死亡保护作用仍需后续实验进一步阐明。 
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