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摘 要：【目的】探究 LRP6和经典Wnt/β-catenin信号通路在阿霉素心肌病中的作用及其机制。【方法】采用

阿霉素（Dox）刺激H9C2细胞 12 h，在细胞水平上建立阿霉素心肌病模型；12只 SD大鼠分为两组（各 6只），腹腔

分别注射生理盐水和Dox，在动物水平上建立阿霉素心肌病；Western blot和 qPCR检测相应蛋白和mRNA表达水

平变化；通过转染 siRNA靶向沉默 LRP6表达；采用罗丹明 123、Hoechst和Mitotracker染色分别检测线粒体膜电

位、细胞核固缩以及线粒体肿胀；通过流式细胞技术检测凋亡比率变化。【结果】在细胞及动物水平上，成功建立

阿霉素心肌病模型；Dox引起 LRP6的mRNA和蛋白水平下降；敲低 LRP6加重阿霉素引起的心肌细胞凋亡和线

粒体损伤；Dox和沉默 LRP6均下调β-catenin，激活β-catenin可以逆转阿霉素造成的心肌损伤。【结论】Dox通过

诱导LRP6表达下调，抑制了经典Wnt/β-catenin信号通路，从而引起心肌细胞凋亡和线粒体损伤。
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The Effect on LRP6 via Regulating Canonical Wnt/β-catenin Signaling in
Doxorubicin-induced Cardiomyocyte Injury
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Abstract：【Objective】To investigate the function of LRP6 and canonical Wnt/β-catenin signaling pathway in Doxo⁃
rubicin-induced cardiomyopathy.【Methods】To establish the model of Dox cardiomyopathy in vitro and in vivo，H9C2
cells were treated with Dox（1 μmol/L）for 12 h and twelve SD rats were divided into two groups equally，and intraperito⁃
neally injected with normal saline and Dox respectively. The changes of protein and mRNA levels were detected by west⁃
ern blot and qPCR. Cardiomyocytes were transfected with siRNA to knockdown LRP6. Mitochondrial membrane potential，
nuclear condensation and matrix swelling were determined by Rhodamine 123，Hoechst and Mitotracker staining re⁃
spectively. The apoptosis rate of cells was measured by flow cytometric analysis.【Results】The model of Dox cardiomy⁃
opathy was successfully established in vitro and in vivo. Dox downregulated the mRNA and protein levels of LRP6. Knock⁃
down of LRP6 aggravated the cell apoptosis and mitochondrial damage induced by Dox. Both Dox and silencing LRP6 in⁃
duced the downregulation of β-catenin，and activation of β-catenin reversed the cardiomyocytes apoptosis caused by
Dox.【Conclusions】Dox downregulated the expression of LRP6 and inhibited canonical Wnt/β-catenin signaling path⁃
way，thus causing cardiomyocytes apoptosis and mitochondrial dysfunction.
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阿霉素（Doxorubicin，Dox）是一种有效的蒽环

类抗肿瘤药物，具有作用强、抗瘤谱广的特点，但

其对心脏的慢性、剂量依赖性的毒副作用限制了

其在临床上的应用［1］。阿霉素心肌病是一类由多

种因素引起的疾病，其中心肌细胞凋亡和线粒体

损伤被认为是阿霉素诱导心肌病变进程中的主要

因素，但是其确切的病理机制尚不明确［2-4］。目前

针对这种疾病的药物主要在于减轻活性氧的积

累，但是这些抗氧化剂并不能很好地逆转阿霉素

的心脏毒性［5］，这说明进一步研究其具体的病理

机理仍然是十分必要的。低密度脂蛋白受体相关

蛋白 6（low density lipoprotein receptor related pro⁃
tein 6，LRP6）是一类细胞表面的跨膜蛋白，作为经

典Wnt/β-catenin信号通路中关键的共受体，它负

责辅助 Frizzled受体与配体Wnt蛋白结合，使胞内

β-catenin稳定转位入核，从而激活Wnt信号通路［6］。

研究表明LRP6与心脏发育密切相关，并且在许多

心血管疾病中发挥重要作用，如冠状动脉疾病［7］、

扩张性心肌炎［8］和心肌梗死［9］等，但是 LRP6在阿

霉素诱导的心肌损伤中的作用尚未有研究。经典

Wnt/β-catenin信号通路在细胞增殖、凋亡、迁移

等生物学过程中发挥重要作用，其调控异常与许

多心血管疾病息息相关［10］。β-catenin 作为 Wnt
信号通路的关键调控因子，对心脏发育完善［11］、

心肌缺血性损伤［12］和梗死后修复［13］等过程至关

重要。本研究旨在探究在阿霉素心肌病模型下

LRP6与Wnt/β-catenin信号通路的关系及其作用，

为阐明阿霉素心肌病机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 实验细胞与动物 本实验所用大鼠胚胎心

室成肌细胞 H9C2 购自于中国科学院细胞库。

Sprague-Dawley（SD）大鼠，雄性 SPF级，7~8周龄，

体质量 180~220 g，动物质量合格编号为No.44008
500015654，用于构建阿霉素诱导的心肌病模型，

购自于中山大学实验动物中心。

1.1.2 试 剂 阿霉素（Target Molecule Corp.，美

国）；胰酶（Sigma，美国）；胎牛血清（Gibco，美国）；

OPTI-MEM培养基（Invitrogen，美国）；Lipofectamine
2000（Invitrogen，美国）；LRP6抗体（兔，Cell Signal⁃
ing Technology，美国）；Caspase3抗体（兔，Protein⁃

tech Group，美国）；切割型 Caspase3抗体（兔，Cell
Signaling Technology，美国）；β-catenin 抗体（兔，

Cell Signaling Technology，美国）；α-Tubulin 抗体

（鼠，Sigma-Aldrich，美国）；罗丹明 123（Invitrogen，
美国）；Hoechst（Sigma-Aldrich，美国）；Mitotracker
（Invitrogen，美国）。

1.2 方 法

1.2.1 免疫印迹检测（Western blot） 用适量RIPA
裂解液提取细胞总蛋白，定量后变性制成样品。

然后用适宜浓度的 SDS-PAGE 凝胶电泳分离，

电转至 PVDF膜上，在 5%的脱脂牛奶中室温封闭

1 h，用 1 ×TBST洗膜后在 4 ℃孵育一抗过夜，1 ×
TBST洗膜后室温孵育相应的二抗 1 h，洗涤后进

行化学发光显影检测。

1.2.2 总 RNA 提取-逆转录-聚合酶链式反应

（qRT-PCR） 用 Trizol试剂提取总RNA并检测浓

度和纯度，并根据美国 Thermo 逆转录试剂盒说

明书逆转录成 cDNA。qPCR所用的引物由上海生

工生物公司合成，以 β-actin作为内参基因，相关

引物序列如下：LRP6上游 5′-TACGTGTTTCACT⁃
GGGGACA- 3′ 和 下 游 5′- GGAACTGAGACTCC⁃
GAGCAC- 3′；β- actin 上游 5′-ACAACCTTCTTG⁃
CAGCTCCTC-3′和下游 5′-CTGACCCATACCCAC⁃
CATCAC-3′。根据美国 Bio-Rad 公司的 SYBR-
GreenqPCR试剂盒配制反应体系，PCR扩增反应

条件设置为 95 ℃ 15 min，95 ℃ 30 s，循环 40次，

55 ℃ 1 min，72 ℃ 30 s。
1.2.3 细胞瞬时转染 根据 Lipofectamine 2000的

操作说明书，将适宜浓度的 siRNA-LRP6 或 siR⁃
NA-negative control 转染到心肌细胞中，6 h 后换

液继续培养 72 h。siRNA-LRP6的序列：sense 5′-
GGUUGUUUCCCAUUUGUGUUTT- 3′ 和 antisense
5′- AACACAAAUGGGAACAACCTT- 3′ ；siRNA-
negative control 的序列：sense5′- UUCUCCGAAC⁃
GUGUCACGUTT- 3′ 和 antisense5′- ACGUGACAC⁃
GUUCGGAGAATT-3′。
1.2.4 动物实验 经过检疫期后的 SD大鼠随机

分为生理盐水组和阿霉素组（每组 6只）。在 14 d
的周期中，每隔 4天对模型组的 SD大鼠进行腹腔

注射相同剂量的阿霉素，每次 5 mg/kg，最终累积

剂量为 15 mg/kg。与此同时，对照组的 SD大鼠平

行腹腔注射同等体积的生理盐水。

1.2.5 罗丹明 123法检测线粒体膜电位 细胞弃
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去上清后用PBS缓冲液洗涤。用无酚红培养基稀

释罗丹明123染料并加入培养板中，置于37 ℃孵育

10 min。PBS 洗涤后于细胞成像系统（EVOS FL
Auto，Life Technologies，美国）观察拍摄。

1.2.6 流式细胞技术检测细胞凋亡情况 根据

Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒说明书，收

集细胞并用预冷 PBS缓冲液洗涤，低速离心后用

1 ×BindingBuffer 轻柔重悬细胞，分别避光加入

Annexin V和 Propidium Iodide混匀，室温静置后用

流式细胞仪（Ex488 nm，Em530 nm，EPICS XL，
Beckman Coulter，美国）检测处理后心肌细胞凋亡

率的变化。

1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 5.0统计学软件，所有数

据均表示为均数±标准差（Mean±SD），两组间比较

采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），并结合 Bonferroni 法进行多组间两两

比较，P＜0.05则认为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 在阿霉素心肌病细胞模型下，LRP6的转录

和蛋白水平下调

如图 1A、B所示，与对照组相比，H9C2细胞在

1 μmol/L的 Dox刺激 12 h时，在显微镜下可以观

察到细胞形态出现明显的损伤和凋亡，而流式细

胞技术同样检测到心肌细胞在Dox处理 12 h后凋

亡比率明显增加［相当于对照组（6.38±2.03）倍，

A：The morphology of H9C2 cells was shown after 12 h Dox（1 μmol/L）treatment. B：Flow cytometric analysis was used to measure the apopto⁃
sis ratio of H9C2 cells. C：The protein levels of c-cas3/t-cas3 were detected by Western blotting. D：Mitochondrial membrane potential，nuclear con⁃
densation and mitochondrial morphology were observed by Rh123（bar = 100 μm），Hoechst（bar = 200 μm）and Mitotracker staining（bar = 50
μm）respectively. E-F：qPCR and Western blot analysis showed the mRNA and protein levels of LRP6. Data were shown as mean±SD. 1）P < 0.05
vs. control group. n = 3（c-cas3：cleaved-caspase3，t-cas3：total-caspase3）.

图 1 阿霉素心肌病细胞模型中LRP6的转录和蛋白水平下降

Fig.1 LRP6 was downregulated in doxorubicin treatment in vitro
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t = 5.28，P = 0.0019，P < 0.01］。Western blot的结

果显示，随着Dox刺激时间的增加，c-caspase3/t-
caspase3的蛋白水平显著上调（图 1C）。经罗丹明

123、Hoechst和mitotracker染色，在荧光显微镜下

观察到，H9C2 细胞在 Dox 刺激 12 h 下会出现线

粒体膜电位下降、细胞核固缩以及线粒体基质肿

胀/瓦解（图 1D）。以上结果确定Dox诱导心肌病

的细胞模型建立成功。qPCR和Westernblot的结

果显示，LRP6的mRNA［6 h、12 h组分别相当于

对照组（0.67±0.14）、（0.53±0.13）倍，F = 15.39，
P < 0.0001，图 1E］和蛋白［12 h组相当于对照组

（0.21±0.20）倍，F = 6.64，P = 0.0096，P < 0.01，图
1F］水平均随着Dox刺激时长的增加而显著下调。

2.2 在阿霉素心肌病动物模型下，LRP6的转录

和蛋白水平下调

为了进一步检测 LRP6在阿霉素心肌病中的

变化，采用分次腹腔注射Dox（累积剂量 15 mg/kg）
的方法建立体内阿霉素心肌病的动物模型。如图

2A所示，与生理盐水（NS）对照组相比，Dox心肌

病组大鼠的心脏明显缩小，同时由图 2B的Masson
染色病理切片可以看到，Dox引起大鼠心肌细胞

排列紊乱以及心肌纤维化增加。TUNEL染色法

检测到 Dox 组心肌细胞核 DNA 断裂明显增加

［相当于NS组（4.77±1.73）倍，t = 4.29，P = 0.0051，
P < 0.01，图 2C］，在电镜下可以观察到 Dox使大

鼠心脏组织的线粒体排列紊乱、肿胀并形成

空泡（图 2D）。然后我们检测心脏组织的 LRP6
的转录和翻译水平在阿霉素刺激下是否发生

变化，与细胞实验的结果一致，Dox 可以明显下

调 LRP6 的 mRNA［相当于 NS 组（0.53±0.25）倍，

t = 2.67，P = 0.0441，P < 0.05，图 2E］和蛋白表达

（图 2F）。

A、B：The gross hearts and Masson staining of hear tissues in two groups were shown. C：TUNEL staining（bar =100 μm）was conducted to
detect the DNA fragmentation of apoptotic cardiomyocytes. D：The structural changes of mitochondria（bar = 500 nm）were photographed by transmis⁃
sion electron microscopy. E、F：The mRNA and protein levels of LRP6 were analyzed by qPCR and Western blotting. Data were shown as mean±SD.
1）P < 0.05 vs. NS group. n = 6.

图 2 动物模型中Dox下调LRP6的表达水平

Fig.2 The downregulation of LRP6 in doxorubicin-induced cardiomyopathy in vivo
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2.3 敲低LRP6加重阿霉素引起的心肌细胞凋亡

和线粒体损伤

为了探讨 LRP6是否在阿霉素心肌病中发挥

重要作用，我们通过瞬时转染靶向 LRP6的 siRNA
进行干预实验。图 3A、B的结果显示，转染 siRNA
72 h 成功敲低了 LRP6 的 mRNA［相当于 NC 组

（0.31±0.08）倍，t = 16.03，P = 0.0039，P < 0.01］和

蛋白表达。LRP6基因沉默可以导致心肌细胞凋

亡和线粒体损伤，并且可以进一步加重Dox诱导

的心肌损伤，包括增加凋亡相关蛋白 c-caspase3/
t-caspase3的表达（图 3C），促进线粒体膜去极化、

核固缩以及线粒体肿胀（图 3D）。

A、B：The mRNA and protein expression of LRP6 were presented by qPCR and Western blotting. C：The change of c-cas3/t-cas3 was deter⁃
mined by Western blot analysis. D：Rh123（bar = 100 μm），Hoechst（bar = 200 μm）and Mitotracker staining（bar = 50 μm）were used to mea⁃
sure Δψm，nuclear condensation and mitochondrial swelling. Data were shown as mean±SD. 1）P < 0.05 vs. NC group. n = 3.（c-cas3：cleaved-cas⁃
pase3，t-cas3：total-caspase3）.

图 3 LRP6在Dox诱导的心肌细胞凋亡和线粒体损伤中发挥重要作用 .
Fig.3 The involvement of LRP6 in doxorubicin-induced cardiomyocyte apoptosis and mitochondria dysfunction
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2.4 敲低LRP6下调 β-catenin，激活 β-catenin
可以减轻阿霉素引起的心肌损伤

作为Wnt蛋白的共受体，LRP6的异常表达与

经典 Wnt/β-catenin 信号通路的活化密切相关。

由图 4A的Western blot结果可以看到，在Dox的刺

激下，β-catenin的蛋白表达明显降低［相当于对照

组（0.56±0.39）倍，F = 2.98，P = 0.0415，P < 0.05］。

为了进一步探究 LRP6 和 β-catenin 以及阿霉素

心肌病的关系，我们检测了 LRP6 基因沉默时

β-catenin的表达变化。实验结果表明，敲低LRP6
可以使β-catenin显著下调（图 4B），而Dox诱导的

心肌细胞凋亡［c-cas3/t-cas3、凋亡比率相当于对

照组（28.86±2.00）、（6.38±2.03）倍］可以被特异性

激活剂 LiCl激活β-catenin所逆转，包括减少切割

型 caspase3［相当于对照组（16.67±2.53）倍，F =
193.3，P < 0.0001，t = 8.87，P < 0.001 vs. Dox组，图

4C］和下调心肌细胞凋亡比率［相当于对照组

（3.91±0.63）倍，F = 21.04，P < 0.0001，t = 3.15，P <
0.05 vs. Dox组，图 4D］，提示Dox通过下调LRP6抑
制经典Wnt/β-catenin信号通路，而激活Wnt信号

对阿霉素心肌病起到保护作用。

3 讨 论

阿霉素在临床上抗肿瘤的应用受严重的心脏

毒副作用所限制［1］，其复杂的发病机制仍是研究

梁莉莹，等 . LRP6调控经典Wnt信号通路作用于阿霉素诱导的心肌细胞损伤 507
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的热点［14-15］。目前尚未有很好的治疗手段，因此

明确其心脏毒副作用机制以及寻找新的潜在靶点

仍然非常重要。在本研究中，我们分别建立阿霉

素心肌病的细胞和动物模型，发现 Dox 刺激下

LRP6 的 mRNA 和蛋白水平都出现了明显的下

调。这些都提示 LRP6可能影响阿霉素心肌病的

病理进程。

LRP6作为经典Wnt/β-catenin信号通路的重

要调控因子，其异常表达影响许多心血管疾病的

病理进程［16］。有研究报道，LRP6突变会抑制Wnt

信号的传递，损伤内皮细胞并导致常脂性家族性

冠状动脉疾病［7］。LRP6基因沉默可以激活Drp1
从而在糖饥饿的情况下抑制心肌细胞生长［17］。我

们的研究发现，敲低LRP6会引起心肌细胞凋亡和

线粒体损伤，并且可以进一步激活Dox诱导的线

粒体凋亡信号通路的活化，从而加重心肌损伤。

此外，已有研究表明激活β-catenin可以对抗阿霉

素引起的心肌衰老作用［18］，本实验也发现Dox和
沉默 LRP6均会引起 β-catenin的蛋白表达下降，

特异性激活 β-catenin可以抑制阿霉素引起的心

A、B：The changes of β-catenin were showed by Western blotting after Dox（1 μmol/L）stimulation or siRNA transfection. C：Western blot
analysis presented the changes of β-catenin and c-cas3/t-cas3 after 20 mmol/L LiCl treatment. D：The apoptosis ratio of H9C2 cells was measured
by flow cytometric analysis. Data were shown as mean±SD. 1）P < 0.05 vs. control group；2）P < 0.05 vs. Dox group. n = 3.（c-cas3：cleaved-
caspase3，t-cas3：total-caspase3）.

图 4 敲低LRP6通过抑制经典Wnt/β-catenin信号通路从而调控阿霉素心肌病

Fig.4 The function of LRP6 downregulation in doxorubicin cardiotoxicity by inhibiting canonical Wnt/β-catenin signaling
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肌细胞凋亡。这提示在Dox心肌病中，LRP6表达

水平下调，抑制下游经典Wnt/β-catenin信号通路

的活化，导致心肌细胞凋亡和线粒体损伤。

综上所述，本研究发现 LRP6-Wnt/β-catenin
信号轴在阿霉素引起的心脏毒性中发挥着重要

的作用。我们推测，阿霉素的刺激使经典Wnt信
号通路的关键辅助受体 LRP6表达下调，抑制了

Wnt 蛋白与 Frizzled 受体的正常结合以及胞内

β-catenin的积累和转位入核，导致经典Wnt信号

通路失调从而引起心肌损伤。这不仅有利于我

们进一步深入了解阿霉素心肌病的发病机制，也

为预防和治疗临床上应用阿霉素引起的心脏毒

副作用提供新策略。
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