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摘 要 目的：研究促红细胞生成素衍生物螺旋B表面肽（HBSP）对表柔比星诱发大鼠心肌损伤的改善作用及机制。方法：将SD

大鼠随机分为对照组、模型组、促红细胞生成素（EPO）组和HBSP组，每组10只。除对照组外，其余各组大鼠均腹腔注射表柔比星

2.5 mg/kg，每周1次，连续6周复制心肌损伤模型，EPO组和HBSP组大鼠分别腹腔注射重组人促红细胞生成素（rhEPO）5 000 u/kg

或 HBSP 60 μg/kg，每周 3次（分别于表柔比星给药前 1天、给药后第 1天以及给药后第 3天给药），连续 6周。以首次给药开始计

时，第11周称各组大鼠体质量，超声心动图检测其心功能[左室舒张末期内径（LVIDd）、射血分数（EF）、缩短分数（FS）及心输出量

（CO）]，酶联免疫吸附法测定其血清中肌钙蛋白 I（cTnI）、氨基末端B型利钠肽原（NT-proBNP）的含量，逆转录-聚合酶链式反应检

测其心肌组织中磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）和蛋白激酶B（Akt）mRNA的表达，Western blot法检测其心肌组织中p-PI3K和p-Akt蛋

白的表达。结果：在研究期内，模型组有2只大鼠死亡，EPO组有1只大鼠死亡，HBSP组无大鼠死亡。与对照组比较，模型组大鼠

体质量、EF、FS、CO均显著降低，LVIDd和cTnI、NT-proBNP含量均显著增加，PI3K、Akt mRNA表达水平及p-PI3K、p-Akt蛋白表达

水平均显著降低，以上差异均有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，EPO 组及 HBSP 组大鼠体质量、EF、FS、CO 均显著增加，

LVIDd和cTnI、NT-proBNP含量显著降低，PI3K、Akt mRNA表达水平及p-PI3K、p-Akt蛋白表达水平均显著升高，以上差异均有统

计学意义（P＜0.05）。与 EPO 组比较，HBSP 组大鼠 cTnI、NT-proBNP 含量均显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论：

HBSP 对大鼠心肌损伤具有与EPO 相当的改善作用，且毒性更小，二者改善心肌损伤的作用机制可能与激活PI3K/Akt信号通路

有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effects and its mechanism of erythropoietin derivative helix B surface

peptide（HBSP）on epirubicin-induced myocardial injury in rats. METHODS：SD rats were randomly divided into control group，

model group，erythropoietin（EPO）group and HBSP group，with 10 rats in each group. Except for control group，other groups

were given epirubicin 2.5 mg/kg intraperitoneally，once a week，for consecutive 6 weeks to induce myocardial injury model. EPO

group and HBSP groups were given rhEPO 5 000 u/kg or HBSP 60 μ g/kg intraperitoneally，3 times a week（one day before

medication，first day and third day after medication of epirubicin），for consecutive 6 weeks. At the beginning of the first

administration，the rats were weighed at the 11th week. The cardiac function was measured by echocardiography [left ventricular

end-diastolic diameter（LVIDd），ejection fraction（EF），fractional shortening（FS）and cardiac output（CO）]. The serum levels of

troponin I（cTnI）and amino-terminal B-type natriuretic peptide（NT-proBNP）were determined by ELISA. mRNA expression of

PI3K and Akt in myocardial tissue was detected by RT-PCR. The protein expression of p-PI3K and p-Akt in rat myocardium were

detected by Western blot. RESULTS：During research period，two rats died in model group，one in EPO group and none in HBSP

group. Compared with control group，body weight，the levels

of EF，FS and CO were decreased significantly in model

group，while the contents of LVIDd and cTnI，NT-proBNP

were increased significantly；mRNA expression of PI3K and

Akt as well as protein expression of p-PI3K and p-Akt were

decreased significantly， above differences were statistical
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表柔比星，又名表阿霉素，是蒽环类药物新的衍生

物，在临床上已成为多柔比星有效、实用的替代物。在

过去30年，蒽环类抗肿瘤药物的使用明显提高了肿瘤患

者的生存率及预后[1]。然而，其心血管副作用限制了在

临床实践中的应用。长期使用蒽环类药物会使心肌纤

维化和重塑，导致心功能障碍 [2]。促红细胞生成素

（Erythropoietin，EPO）对心、肾、肝、脑及视网膜等受损组

织可发挥重要的保护作用[3]。然而，EPO的红细胞生成

作用可导致血栓形成、中风和高血压等副作用，明显限

制了EPO的临床应用[4]。螺旋B表面肽（Helix B surface

peptide，HBSP）是衍生自EPO的螺旋B结构域的小肽，

具有与EPO相同的药动学特性，发挥相似的组织保护作

用，但其对骨髓造血系统无明显影响，无促红细胞生成

活性，避免了EPO可引起的相关副作用，但其心肌保护

的具体作用机制仍不明确[5]。本实验通过建立表柔比星

致心肌损伤模型大鼠，并给予表柔比星致心肌损伤模型

大鼠EPO及HBSP进行治疗，进一步验证EPO及HBSP

对表柔比星诱发的心肌损伤的保护作用，并初步探讨其

可能的作用机制。

1 材料
1.1 仪器

－80 ℃低温冰箱（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）；SW-CJ-2FD型超净工作台（南京贝登医疗股份有限

公司）；VividE9型彩色多普勒超声诊断仪（北京市瑞强

兴达医疗设备公司）；5417R型超速离心机（德国Eppen-

dorf 公司）；T-100 型聚合酶链反应（PCR）仪和 Jel-

doc2000型凝胶影像分析仪（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

注射用盐酸表柔比星（以下简称表柔比星，海正辉

瑞制药有限公司，批号：20180810，规格：10 mg）；注射用

重组人促红细胞生成素（rhEPO，昂德生物药业有限公

司，批号：20180802，规格：5 000 u）；HBSP（上海科肽生

物科技有限公司，批号：20180804，纯度：＞98％）；大鼠

心肌肌钙蛋白 I（cTnI）、血清氨基末端 B 型利钠肽原

（NT-proBNP）试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，批

号：ML1003202、ML1003039）；总 RNA 提取试剂盒（上

海生工生物工程有限公司，批号：20180617）；逆转录试剂

盒（日本Takara公司，批号：RR047A）；甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAP-

DH）兔单克隆抗体（上海生工生物工程有限公司，批号：

20180907）；磷酸化磷脂酰肌醇 -3-激酶（Phosphoryla-

tion-phosphatidylinositol-3-kinase，p-PI3K）、磷酸化蛋白

激酶 B（Phosphorylation-protein kinase B，p-Akt）兔单克

隆抗体（美国Cell signaling公司，批号：4292、9611S）；辣

根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗（美国Bioworld公司）；

增强化学发光（ECL）液试剂盒（美国Sigma公司）；其余

试剂均为分析纯，水为双蒸水。

1.3 动物

SPF 级 Wistar 大鼠 40 只，♂，6～8 周龄，体质量

（280±20）g，购于济南朋悦实验动物繁育有限公司，实

验动物生产许可证号：SCXK（鲁）20140007。本实验方

案已通过滨州医学院动物实验伦理审查。

2 方法
2.1 大鼠分组及处理

将大鼠按照随机数字表法分为对照组、模型组、

EPO组和HBSP组，每组 10只。除对照组外，其余各组

大鼠均腹腔注射表柔比星2.5 mg/kg，每周1次，连续6周

复制心肌损伤模型[6]。EPO组和HBSP组大鼠分别腹腔

注射 rhEPO 5 000 u/kg或HBSP 60 μg/kg，每周3次，给药

时间分别为表柔比星给药前 1天、给药后第 1天以及给

药后第3天，连续6周；对照组和模型组大鼠均以等量生

理盐水腹腔注射6周。rhEPO和HBSP的给药剂量依据

文献[7-8]以及预实验结果确定。

2.2 一般情况

观察记录各组大鼠存活情况、体质量变化、饮水量、

毛色及活动情况，于第11周处死大鼠。

2.3 超声心动图检测心功能

在大鼠处死前，腹腔注射水合氯醛（3 mL/kg）麻醉

大鼠，仰卧位固定于固定台上，使用动物剃毛器剔除大

鼠胸毛，充分暴露胸部。采用VividE 9型彩色多普勒超

声诊断仪，高频探头（12 MHz），设置深度 2 cm，取大鼠

胸骨旁左室短轴切面测量左室舒张末期内径（LVIDd）、

射血分数（EF）、缩短分数（FS）及心输出量（CO）。

2.4 酶联免疫吸附法测定血清中cTnI、NT-proBNP含量

在大鼠处死前，内眦静脉采血 2 mL，静置 30 min，

3 000 r/min（离心半径为3 cm）离心5 min，采用酶联免疫

吸附法测定各组大鼠血清中 cTnI、NT-proBNP 含量，具

体检测方法严格按照试剂盒说明书进行操作。

significant（P＜0.05）. Compared with model group，body weight，the levels of EF，FS and CO were increased significantly in

EPO group and HBSP group，while the contents of LVIDd and cTnI，NT-proBNP were decreased significantly；mRNA expression

of PI3K and Akt as well as protein expression of p-PI3K and p-Akt were increased significantly，above differences were statistical

significant（P＜0.05）. Compared with EPO group，the contents of cTnI and NT-proBNP were decreased significantly in HBSP

group，with statistical significance（P＜0.05）. CONCLUSIONS：HBSP can improve myocardial injury in rats as much as EPO，

and has less toxity. Their mechanism may be related to the activation of PI3K/Akt signaling pathway.

KEYWORDS Helix B surface peptide；Epirubicin；Myocardial injury；PI3K；Akt；Rat
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2.5 逆转录-聚合酶链式反应（RT-PCR）检测心肌组织

中PI3K和Akt mRNA表达

大鼠处死后，分离心肌组织，称取60 mg左右的心肌

组织加入 1 mL Trizol，严格按照总RNA提取试剂盒、逆

转录试剂盒提取心肌总RNA，逆转录合成 cDNA，再以

cDNA为模板进行 PCR扩增。以GAPDH为内参，分别

对 PI3K和Akt 基因进行扩增。反应条件：94 ℃ 5 min；

94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72℃ 15 s，35 个循环；72 ℃ 7

min。PCR产物在2％琼脂糖凝胶上进行电泳，使用凝胶

成像系统 Image Lab进行条带图像采集，使用 Image J软

件分析条带吸光度。引物序列与产物长度见表1。

表1 引物序列与产物长度

Tab 1 Primer sequence and product length

基因
PI3K

Akt

GAPDH

引物序列（5′-3′）
上游：GCAGGCAGCCTGTCTTCCATG

下游：TTCCGGTGTCTTGCTGATGCG

上游：GGCAGGAGGAGGAGACGATGG

下游：TTCATGGTCACACGGTGCTTGG

上游：CTCCTCCTGTTCGACAGTCAGC

下游：CCCAATACGACCAAATCCGTT

长度，bp

81

109

102

2.6 Western blot 法检测心肌组织中 p-PI3K 和 p-Akt

蛋白表达

称取60 mg左右大鼠心肌组织，充分剪碎研磨，加入

100 μL 的细胞裂解液，以 12 000 r/min（离心半径为 8

cm）离心20 min，取上清液即为蛋白样本。按5×上样缓

冲液的比例加入蛋白样品及缓冲液充分混匀，99 ℃加热

变性 10 min，再以 10％十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）分离蛋白后，将蛋白电转移至

PVDF 膜上。经 5％脱脂奶粉封闭后，滴加抗磷酸化

p-PI3K单克隆抗体和 p-Akt单克隆抗体（稀释比例均为

1 ∶ 1 000），4 ℃孵育过夜，再滴加辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔二抗（稀释比例为 1 ∶ 20 000），常温孵育 1 h，经

ECL发光试剂曝光后观察结果。采用 Image J软件分析

条带的光密度值，以GAPDH为内参，以目的蛋白与内参

的光密度比值表示相应蛋白的表达水平。

2.7 统计学分析

采用 SPSS 19.0软件进行统计分析，定量资料采用

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间比较

采用 t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 大鼠的一般情况

与对照组比较，模型组大鼠饮水和鼠粮摄入量减

少，并且出现精神差、活动减少、毛发脏乱、脱毛、消瘦等

表现，部分大鼠后期处于濒死状态，于实验第9周死亡2

只，解剖后发现大鼠出现胸腔、腹腔积液，心脏肥大，肝

肾暗红肿胀。EPO组和HBSP组大鼠一般情况较模型组

好转，其中EPO组大鼠于实验第 10周死亡 1只，其解剖

后脏器情况较模型组严重程度减轻；HBSP组大鼠未出

现死亡情况。比较各组大鼠解剖前体质量发现，与对照

组比较，模型组大鼠体质量显著降低，差异有统计学意

义（P＜0.05）；与模型组比较，EPO组和HBSP组大鼠体

质量显著增加，差异有统计学意义（P＜0.05）；EPO组与

HBSP 组大鼠间体质量差异无统计学意义（P＞0.05）。

各组大鼠解剖前的体质量结果见表2。

表2 各组大鼠解剖前的体质量结果（x±±s，g）

Fig 2 Body weight results of rats before anatomy in

each group（x±±s，g）

组别
对照组
模型组
EPO组
HBSP组

n

10

8

9

10

体质量
474.66±17.89

334.25±15.38＊

378.99±15.26#

384.50±8.98#

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

3.2 大鼠的心功能指标变化

与对照组比较，模型组大鼠的LVIDd显著延长，EF、

FS及CO显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与

模型组比较，EPO 组和 HBSP 组大鼠的 LVIDd 显著缩

短，EF、FS 及 CO 显著增加，差异均有统计学意义（P＜

0.05）。EPO组与HBSP组大鼠间心功能指标比较差异

均无统计学意义（P＞0.05）。各组大鼠的心功能指标结

果见表3。

表3 各组大鼠心功能指标结果（x±±s）

Tab 3 Cardiac function results of rats in each group

（x±±s）

组别
对照组
模型组
EPO组
HBSP组

n

10

8

9

10

LVIDd，cm

0.593±0.027

0.765±0.048＊

0.621±0.035#

0.641±0.019#

EF，％
86.15±7.708

67.14±3.092＊

80.18±4.283#

83.29±6.276#

FS，％
48.68±2.035

34.72±1.314＊

40.48±1.097#

42.96±1.260#

CO，L/min

4.761±1.238

2.564±0.765＊

3.976±1.092#

4.123±1.207#

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

3.3 大鼠血清中cTnI、NT-proBNP含量变化

与对照组比较，模型组大鼠血清中 cTnI和NT-proB-

NP 含量均显著增加，差异均有统计学意义（P＜0.05）。

与模型组比较，EPO 和 HBSP 组大鼠血清中 cTnI 和

NT-proBNP含量均显著降低，差异均有统计学意义（P＜

0.05）。与 EPO 组比较，HBSP 组大鼠血清中 cTnI 和

NT-proBNP含量均显著降低，差异均有统计学意义（P＜

0.05）。各组大鼠血清中 cTnI、NT-proBNP 含量测定结

果见表4。

3.4 大鼠心肌组织中PI3K、Akt mRNA表达变化

与对照组比较，模型组大鼠心肌组织中PI3K及Akt

mRNA 表达水平显著降低，差异均有统计学意义（P＜

0.05）。与模型组比较，EPO组和HBSP组大鼠心肌组织
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中 PI3K、Akt mRNA表达水平显著增加，差异均有统计

学意义（P＜0.05）。EPO组与HBSP组大鼠间PI3K、Akt

mRNA表达比较差异无统计学意义（P＞0.05）。各组大

鼠心肌组织中PI3K、Akt mRNA表达的电泳图见图1，表

达水平测定结果见图2。

3.5 大鼠心肌组织中p-PI3K、p-Akt蛋白表达变化

与对照组比较，模型组大鼠心肌组织中 p-PI3K、

p-Akt 蛋白表达水平显著降低，差异均有统计学意义

（P＜0.05）。与模型组比较，EPO组和HBSP组大鼠心肌

组织中p-PI3K、p-Akt蛋白表达水平显著增加，差异均有

统计学意义（P＜0.05）。EPO组与HBSP组大鼠之间的

p-PI3K、p-Akt 蛋白表达水平比较差异无统计学意义

（P＞0.05）。各组大鼠心肌组织中 p-PI3K、p-Akt蛋白表

达的电泳图见图3，表达水平测定结果见图4。

4 讨论

EPO是一种主要由成人肾脏产生的内源性蛋白质，

临床上主要用于治疗各种原因引起的贫血。近年来，多

项研究发现EPO对心、肾、肝、脑等具有保护作用[3，9]。EPO

的组织保护作用是通过与由EPO受体（EPOR）和β共同

受体（βCR）亚基组成的异二聚体受体复合物结合来实

现的[10]。有研究表明，对于表柔比星所致的心肌损伤，

EPO 干预后可降低心脏特异性转录因子 GATA 结合因

子 4（GATA-4）和主要组织相容性复合体（MHC）、肌钙

蛋白Ⅰ和结合蛋白的表达水平，激活组蛋白去乙酰化酶

（SIRT1）以增强线粒体功能，保护心脏免受蒽环类化疗

药物诱导的心肌细胞萎缩和变性、心肌纤维化、炎性细

胞浸润，从而降低心肌损伤，改善心功能 [11-12]。然而，

EPO的组织保护作用需要高剂量来实现，而这种高剂量

会导致红细胞比容升高、血管内血栓形成增加、血压升高

等一系列不良反应。更重要的是，EPO作为一种增殖剂，

可刺激现有肿瘤的生长，甚至导致新发肿瘤的发生[4，13]。

2008年，Brines M等[14]首次合成了一种EPO的衍生

物HBSP，HBSP对骨髓造血系统无明显影响，无促红细

胞生成活性，避免了红细胞增多、血栓形成增加、血压升

图1 各组大鼠心肌组织中PI3K、Akt mRNA表达的电

泳图

Fig 1 Electrophoresis of PI3K and Akt mRNA expres-

sion in myocardium of rats in each group

PI3K

Akt

GAPDH

对照组 模型组 EPO组 HBSP组

表4 各组大鼠血清中 cTnI、NT-proBNP含量测定结果

（x±±s，pg/mL）

Tab 4 Determination results of content determination

of cTnI and BNP in serum of rats in each group

（x±±s，pg/mL）

组别
对照组
模型组
EPO组
HBSP组

n

10

8

9

10

cTnI

659.57±28.28

1 263.22±20.70＊

884.83±23.65＊#

755.55±20.67＊#Δ

NT-proBNP

210.92±18.36

742.97±28.31＊

343.61±24.20＊#

253.12±16.79＊#Δ

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05；与EPO组

比较，ΔP＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05；vs.

EPO group，ΔP＜0.05

注：与对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

图2 各组大鼠心肌组织中PI3K、Akt mRNA表达水平

测定结果

Fig 2 Determination results of mRNA expression of

PI3K and Akt in myocardium of rats in each

group
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图 3 各组大鼠心肌组织中 p-PI3K、p-Akt蛋白表达的

电泳图

Fig 3 Electrophoresis of p-PI3K and p-Akt protein ex-

pression in myocardium of rats in each group
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高等不良反应的发生，但具有与EPO相同的药动学特性

和相当的组织保护作用。近年来，有研究通过建立心肌

梗死、糖尿病心肌病及心肌缺血再灌注损伤模型证实了

HBSP具有抗心肌细胞凋亡、缩小心肌梗死面积、减少氧

化应激等作用，且治疗效果与EPO相当[15-16]，但至今尚无

研究报道HBSP在蒽环类化疗药物引起心肌损伤中的影

响。本研究通过建立表柔比星致心肌损伤大鼠模型，心

脏超声心动图显示，模型组大鼠 LVIDd 显著延长，EF、

FS、CO 显著降低，提示应用表柔比星后大鼠心功能下

降，心肌损伤模型复制成功。给予 EPO 及 HBSP 后，

LVIDd显著缩短，EF、FS、CO显著增加，表明EPO及HB-

SP具有明显改善心功能的作用。cTnI是反映心肌损伤

程度高敏感、高特异的“金标准”，而NT-proBNP具有良

好的敏感性及特异性，在临床上被广泛应用于心衰的诊

断和预后评估[17]。模型组大鼠血清中 cTnI和NT-proB-

NP含量显著增加，提示应用表柔比星后大鼠存在明显

的持续性心肌损伤。给予EPO及HBSP干预后，cTnI和

NT-proBNP含量显著降低，表明EPO及HBSP可减少表

柔比星所致的心肌损伤，对心肌具有保护作用。

PI3K/Akt信号通路是参与细胞增殖、存活、分化和

凋亡的重要途径之一[18]。近年来研究表明，EPO及其衍

生物可通过增加PI3K/Akt信号传导以抑制炎症介质的

产生和释放，保护心肌免受心肌损伤并减少心肌细胞凋

亡[16]。本研究应用EPO及HBSP干预表柔比星所致心肌

损伤模型大鼠，结果发现，模型组大鼠心肌组织中PI3K、

Akt mRNA表达水平及p-PI3K、p-Akt蛋白表达水平显著

低于对照组，而EPO及HBSP的干预能显著上调心肌组

织中 PI3K、Akt mRNA 及 p-PI3K、p-Akt 蛋白的表达，表

明表柔比星可能是通过抑制PI3K及Akt的磷酸化水平

从而引起心肌损伤，而EPO和HBSP可上调被表柔比星

抑制的PI3K及Akt的磷酸化水平，这可能是EPO和HB-

SP 阻断心肌细胞凋亡及改善心功能的一个重要环节。

笔者下一步研究将使用PI3K/Akt特异性抑制剂预处理，

以深入明确 PI3K/Akt 信号通路在 HBSP 减轻大鼠表柔

比星所致心肌损伤的保护作用中的具体作用机制。

综上所述，EPO衍生物HBSP可改善表柔比星所致

心肌损伤模型大鼠的心功能、减轻心肌损伤，其作用机

制可能是通过PI3K/Akt信号通路来实现的，然而是否还

通过其他机制发挥心肌保护作用仍需进一步探究。本

研究为HBSP应用于临床提供了可靠的实验依据，同时

为HBSP治疗化疗药物导致的心肌损伤提供了可能的新

策略。
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摘 要 目的：建立测定苯唑嗪胶囊中主成分及有关物质含量的方法。方法：采用高效液相色谱法测定主成分含量，采用主成分

自身对照法计算有关物质（已知杂质1、已知杂质2、总杂质）的含量。色谱柱为 Inertsil ODS-2 C18，流动相为乙腈-水（55 ∶ 45，V/V），

流速为1.0 mL/min，检测波长为223 nm，柱温为25 ℃，进样量为20 µL。结果：苯唑嗪主成分与杂质分离度良好，苯唑嗪检测质量

浓度线性范围为 20.04～60.12 µg/mL（r＝1.000 0）；精密度、稳定性（24 h）、重复性试验的 RSD 均≤0.5％（n＝6）；平均回收率为

97.50％（RSD＝0.36％，n＝3）；苯唑嗪的检测限和定量限分别为0.91、3.04 ng。在3批样品中，苯唑嗪、已知杂质1、已知杂质2、总

杂质含量的平均值分别为106.68％、0.002 1％、0.044 0％、0.046 2％。结论：建立的苯唑嗪胶囊中主成分及有关物质的含量测定方

法简便、专属性强、灵敏度高，结果准确，适用于苯唑嗪胶囊的质量控制。
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