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LMO7在阿霉素诱导的心脏扩张中的作用及机制
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摘要  目的：探讨 LMO7 在阿霉素诱导的心脏扩张中导致心肌细胞凋亡的作用及机制，为阿霉素（DOX）心脏

毒性的改善提供新思路。方法：使用 8 周龄雄性小鼠，随机分为两组（n=7），一组腹腔注射 4 mg·kg-1剂量的 DOX
构建心脏扩张疾病模型，另一组注射等体积的 PBS 溶液。5 周后进行心脏超声检测后，获取小鼠心脏组织、Masson
染色、LMO7 免疫组化染色。蛋白印迹法（Western Blot）检测小鼠心脏 LMO7、α⁃SMA、Collagen Ⅰ、HSPA8、PI3K/
p⁃PI3K、AKT/p⁃AKT 的表达。体外实验：使用 LMO7 敲低腺病毒（Ad⁃GFP⁃SH LMO7）转染原代心肌细胞，分为

对照组和 LMO7 敲低组。敲低组在不含血清的培养基中利用 LMO7 敲低腺病毒转染原代心肌细胞，12 h 后使用含

有 1 μmol•L-1的 DOX 培养基（不含血清）换液，继续培养 24 h 后收取细胞；对照组则使用 GFP 对照腺病毒原代心肌

细胞，步骤相同。检测 LMO7、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2、HSPA8、PI3K/p⁃PI3K、AKT/p⁃AKT 的表达。采

用 t检验分析数据统计学差异。结果：心脏超声显示相比于对照组小鼠，DOX 注射 5 周后的小鼠心脏功能出现了明

显的下降（P<0. 05），DOX 注射小鼠心脏中 LMO7、α⁃SMA、Collagen Ⅰ、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 表达显著

增加（P<0. 05），免疫组化显示 DOX 注射组 LMO7 的含量显著高于对照组，Masson 染色显示 DOX 注射组小鼠心

脏中出现了大量的纤维化；相比于 Ctrl组原代心肌细胞，DOX 处理的原代心肌细胞中 LMO7、Caspase 9、Caspase 3、
BAX/Bcl2、HSPA8、p⁃PI3K/PI3K、p⁃AKT/AKT 表达显著增加（P<0. 05）；使用 Ad⁃GFP⁃SH LMO7 敲低 LMO7
后，相比于未敲低组，LMO7、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2、表达显著降低（P<0. 05），HSPA8、p⁃PI3K/PI3K、

p⁃AKT/AKT 表达显著上升（P<0. 05）。结论：LMO7 的敲减会抑制阿霉素诱导的心脏扩张，其潜在机制可能是通

过降低 HSPA8 含量来抑制 PI3K⁃AKT 通路活化。
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Abstract

Objective:: To investigate the role and mechanism of LMO7 in myocardial cell apoptosis in doxo⁃
rubicin (DOX)⁃induced cardiac dilatation, and to provide new ideas for improving the cardiotoxicity of 
DOX.  Methods:: Eight⁃week⁃old male mice were randomly divided into two groups (n=7): One group 
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was intraperitoneally injected with 4 mg·kg-1 DOX to establish a dilated heart disease model(DOX in⁃
jection group), and the other group was injected with the same volume of PBS solution(control 
group).  After 5 weeks, cardiac ultrasound was performed, and mouse heart tissues were collected for 
Masson staining and LMO7 immunohistochemical staining.  Western Blot was used to detect the ex⁃
pression of LMO7, α⁃SMA, Collagen Ⅰ , HSPA8, PI3K/p⁃PI3K, and AKT/p⁃AKT in mouse 
hearts.  In vitro experiments: primary cardiomyocytes were transfected using LMO7 knockdown ade⁃
novirus (Ad⁃GFP⁃SH LMO7) and divided into control and LMO7 knockdown groups.  In the knock⁃
down group, primary cardiomyocytes were transfected with LMO7 knockdown adenovirus in serum ⁃
free medium for 12 h.  After 12 h, the cells were exchanged with DOX medium (serum⁃free) contain⁃
ing 1 μmol•L-1, and the cells were harvested after 24 h of further incubation; in the control group, the 
primary cardiomyocytes were transfected with the GFP⁃control adenovirus using the same procedure.  
The expression of LMO7, Caspase 9, Caspase 3, BAX/Bcl2, HSPA8, PI3K/p⁃PI3K, and AKT/
p⁃AKT was detected.  Statistical analysis of the data was performed using a t⁃test to analyze the statis⁃
tical differences.  Results:: The cardiac ultrasound revealed a significant decrease in cardiac function in 
mice after 5 weeks of DOX injection as compared with the control group (P<0. 05).  The expression 
of LMO7, α⁃SMA, Collagen Ⅰ, Caspase 9, Caspase 3, and BAX/Bcl2 in the hearts of the DOX in⁃
jection group increased significantly (P<0. 05).  Immunohistochemistry showed that the content of 
LMO7 in the DOX injection group was significantly higher than that in the control group.  Masson's 
staining revealed extensive fibrosis in the hearts of mice in the DOX injection group.  Compared with 
those in the control group, the expression of LMO7, Caspase 9, Caspase 3, BAX/Bcl2, HSPA8, 
p⁃PI3K/PI3K, and as compared with those in the non⁃knockdown cardiomyocyte ⁃AKT/AKT in⁃
creased significantly in primary cardiomyocytes of the DOX injection group (P<0. 05).  After knock⁃
ing down LMO7 using Ad⁃GFP⁃SH LMO7, the expression of LMO7, Caspase 9, Caspase 3, and 
BAX/Bcl2 significantly decreased(P<0. 05), while the expression of HSPA8, p⁃PI3K/PI3K, and 
p⁃AKT/AKT significantly increased (P<0. 05).  Conclusion:: Knockdown of LMO7 inhibits 
doxorubicin⁃induced cardiac dilation, and its potential mechanism may involve reducing HSPA8 con⁃
tent to inhibit PI3K⁃AKT pathway activation.

Key Words Doxorubicin； Cardiac Dilation； LMO7

阿霉素（doxorubicin，DOX）是目前临床上常见

的广谱抗癌药物，对乳腺癌、淋巴瘤等诸多恶性肿

瘤有着治疗作用［1］。但 DOX 对心脏也有着不容忽

视的副作用，例如心律失常、心室扩张，长期使用甚

至可导致充血性心力衰竭［2］，这不但限制了阿霉素

的临床适用范围，也极大地缩短了癌症患者的生存

期。尽管阿霉素表现出了十分明显的剂量依赖性

和剂量积累性的心脏毒性作用［3］，但是由于目前没

有该药物的替代品，因此 DOX 仍然作为临床的常

用药物［4］。DOX 引起的心脏毒性会导致心肌细胞

凋亡或坏死［5］，目前的机制研究涉及多个方面：

DOX 可以导致心肌细胞内氧化应激的增加，产生大

量的活性氧自由基，进而损伤细胞的核酸、蛋白质

和脂质，导致细胞凋亡［6］；DOX 可以影响线粒体功

能，导致线粒体膜电位的改变和线粒体通透性转

变，释放线粒体内的细胞色素 C 等蛋白质，触发线粒

体通路介导的凋亡途径［7⁃8］；DOX 可以与细胞核

DNA 结合，干扰 DNA 复制和修复，导致 DNA 断裂

和细胞凋亡；DOX 可还能引发炎症反应，促进炎症

因子的释放，进而参与心肌细胞凋亡的调控，除此

之外还有钙超载［9］及肌节蛋白破坏［10］。深入探究

DOX 引发的心脏毒性的病理生理机制意义重大，这

有助于扩大阿霉素的适用范围，减少不良反应，改

善患者预后。LMO 蛋白家族是一个包含一个或多

个 LIM 结构域的蛋白家族，其成员可分为核内

LMO 蛋白（如 LMO1~LMO4）和细胞质 LMO 蛋

白，如富含半胱氨酸的蛋白［11］。LMO7 广泛分布于

细胞质、细胞核和细胞膜。LMO7 通过其相对富集
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的蛋白质结构域，例如 LIM、钙调蛋白同源性、PDZ
和 F⁃box 结构域，参与各种生物过程，包括调节细胞

黏附［12］、细胞迁移［13］、基因转录［14］和泛素化［15］。有

研究［16］表明，LMO7 可以通过调节 AP⁃1 的转录因

子亚基 c⁃FOS 和 c⁃JNK 的稳定性来影响 TGF⁃β 的

稳定性从而参与心脏血管纤维化的进展。有文

献［17］报道某些扩张性心肌病患者中仅 LMO7 与心

肌扩张的发生之间存在显著的因果关系。通过我

们的前期研究发现 LMO7 在细胞内也扮演着重要

的信号调节作用，参与多种细胞信号传导通路。它

可以通过 HSPA8 调控细胞信号传导通路，影响细

胞的功能和生存状态。有证据表明 HSPA8 可以通

过多种机制抑制细胞凋亡的发生，包括干预凋亡信

号通路、减少线粒体膜的通透性等，从而保护细胞

免受过度凋亡的损害。本研究旨在探讨 LMO7 通

过调控 HSPA8 的表达含量参与 DOX 引起的心脏

扩张的机制。

1 材料与方法

1. 1　材料   雄性 8 周龄小鼠购自维通利华。鼠原

代心肌细胞（NRVMs）由本课题组常规提取培养。

LMO7 敲低腺病毒（Ad⁃GFP⁃Sh⁃LMO7）由本课题

组包装纯化；杜尔伯科改良伊格尔（Dulbecco's mod⁃
ified Eagle's medium，DMEM）高 糖 培 养 基（美 国

Gibco 公司，C1199550BT）；胰蛋白酶溶液（美国

Gibco 公司，25200072）；胎牛血清（美国 Gibco 公司，

12483020）；增强型化学发光试剂（enhanced chemi⁃
luminescence，ECL）发光液（美国 ThermoFisher 公
司，Thermo32106）；仅 LIM 结构域蛋白 7（Lim do⁃
main only 7，LMO7，美国 Abcam 公司，ab224113）；

热休克蛋白家族 A 成员 8（HSPA8，中国 Abclonal公
司，A2487）；磷酸化磷脂酰肌醇⁃3⁃激酶（p⁃PI3K，美

国 CST 公司，#17366）；磷脂酰肌醇⁃3⁃激酶（PI3K，

中国 Abclonal 公司，A22730）；蛋白激酶 B（AKT，美

国 CST 公司，#9272s）；磷酸化蛋白激酶 B（p⁃AKT，

美 国 CST 公 司 ，#4060）；α⁃平 滑 肌 肌 动 蛋 白

（α⁃smooth muscle actin，α⁃SMA，美国 Abcam 公司，

ab119952），Ⅰ型胶原蛋白（Collagen Ⅰ，中国三鹰公

司 ，66761⁃2⁃Ig）；Caspase 9（中 国 Abclonal 公 司 ，

A0019）；Caspase 3（中国 Abmart 公司，T40044F）；

BAX（中国 Abclonal 公司，A0207）；Bcl2（中国 Ab⁃
clonal 公 司 ，A20777）；内 参 照 基 因（glyceralde⁃
hyde⁃3⁃phosphate dehydrogenase，GADPH，美 国

CST 公司，catalog5174）；蛋白电泳仪（美国 Bio⁃red
公司，1645050）。

1. 2　DOX 引起的心肌扩张模型的建立   选用 8 周

龄雄性小鼠随机分为实验组（n=7）和对照组（n=
7）。 实 验 组 小 鼠 腹 腔 注 射 阿 霉 素（DOX，4 mg ·
kg-1），连续注射 5 周（累计剂量 20 mg·kg-1）建立心

脏扩张模型，对照组腹腔注射磷酸盐缓冲液（phos⁃
phate buffer saline，PBS）。5 周后获取样本。

1. 3　 小 鼠 心 脏 超 声   1%~2% 异氟烷气体麻醉

后，使用二维 M 型超声检测心脏结构及收缩功能。

1. 4　小鼠组织病理取材   5 周后，脱颈处死小鼠，

剖开小鼠胸腔，PBS 体循环灌注，获取心脏。

1. 5　 体 外 模 拟 DOX 诱 导 心 肌 细 胞（NRVMs）损

伤   待体外提取的原代心肌细胞贴壁后，分为实验

组及对照组，实验组用含有 1 μmol·L-1的 DOX 培养

基（不含血清）培养心肌细胞 24 h，对照组中加入等

体积的 PBS 于培养基中（不含血清）。LMO7 敲低

实验中，待原代心肌细胞贴壁后，分为对照组及敲

低组，敲低组在不含血清的培养基中利用 LMO7 敲

低 腺 病 毒 转 染 原 代 心 肌 细 胞 ，12 h 后 使 用 含 有

1 μmol·L-1的 DOX 培养基（不含血清）换液，继续培

养 24 h 后收取细胞，对照组则使用 GFP 对照腺病

毒，步骤相同。

1. 6　 蛋 白 印 迹 法（Western Blot）  组织及细胞用

RIPA 裂解后离心（4 ℃，12 000 r·min-1，15 min）获取

上清，蛋白用 10. 0% 十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺

凝胶电泳（Sodium Dodecyl Sulphate⁃Polyacrylamide 
GelElectrophoresis，SDS⁃PAGE）凝胶分离后转移聚

偏氟乙烯膜（polyvinylidene fluoride，PVDF）上。室

温下牛奶封闭 1 h，于一抗中 4 ℃过夜，次日室温下

孵育二抗 1 h，加入化学发光液，用成像系统获取条

带，Image J对条带灰度值进行定量与统计分析。

1. 7　 统 计 学 方 法   用 GraphPad 9. 0 统计软件分

析。符合正态分布的计量数据均以均数±标准差

（x-±s）表示。数据采用 t 检验分析，P<0. 05 代表有

统计学差异。

2 结果

2. 1　 用 DOX 诱 导 小 鼠 心 脏 扩 张 后 心 功 能 下 降 ，

LMO7 表达含量明显升高，细胞凋亡增加，心脏纤

维化增加   心脏超声显示，相比于对照组，DOX 组

射血分数与心室缩短分数明显下降，提示注射 DOX
的小鼠心功能明显下降（图 1A~1C）。Western Blot
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显示 DOX 诱导心肌损伤后的 LMO7、α⁃SMA、Col⁃
lagen Ⅰ、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 蛋白水平

明显上升（图 1D~1J）。免疫组化显示相比于对照

组 ，实 验 组 样 本 中 的 LMO7 蛋 白 水 平 明 显 上 升

（图 1K、1L）。通过 Masson 染色发现 DOX 注射后小

鼠心脏纤维化面积明显增加（图 1M），以上结果说

明 DOX 诱导小鼠出现心脏扩张之后心肌细胞凋亡

增加，心脏纤维化增加，心功能下降。这提示我们

DOX 的心脏毒性与细胞凋亡增加相关，并且损害心

脏功能。

2. 2　敲减 LMO7 后原代心肌凋亡相关蛋白表达情

况   用 DOX 诱导 NRVMs 损伤后 LMO7 表达含量

明 显 升 高 ，细 胞 凋 亡 增 加 ，但 利 用 腺 病 毒 敲 减

LMO7 后，凋亡相关蛋白表达减少：Western Blot 结

图 1　两组小鼠 LMO7、α‑SMA、Collagen Ⅰ、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 表达水平、Mason 染色及心脏超声

A~C. 两组小鼠心脏超声； D~J. 实验组与对照组小鼠 LMO7、α⁃SMA、Collagen Ⅰ、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 表达水平； 
K、L. 两组小鼠心脏免疫组化； M.两组小鼠心脏组织 Masson 染色（×200）。两组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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果显示 DOX 诱导原代心肌细胞损伤后的 LMO7、
Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 蛋白水平明显上升

（图 2A~2E），这说明细胞凋亡增加；但利用 LMO7
敲低腺病毒转染原代心肌细胞后，Western Blot 结

果显示 LMO7、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 蛋

白水平下降（图 2F~2J），这说明 LMO7 在 DOX 引

起心肌细胞凋亡的过程中发挥重要作用。

2. 3　 敲 减 LMO7 后 原 代 心 肌 HSPA8、p‑PI3K/
PI3K、p‑AKT/AKT 的 表 达 下 降   Western Blot 结
果显示，相比于 CTRL 组，DOX 组的原代心肌细胞

中 HSPA8、p⁃PI3K/PI3K、p⁃AKT/AKT 均 下 降

（图 3A~3D），但利用 LMO7 敲低腺病毒转染细胞

后，HSPA8 表达、p⁃PI3K/PI3K、p⁃AKT/AKT 出现

上升（图 3E~3H），这说明 LMO7 有可能通过降低

HSPA8 的表达来抑制 PI3K⁃AKT 通路的活化。

图 2　两组原代心肌 LMO7、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 表达水平

A~E. 实验组与对照组 LMO7、Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2 表达水平；F~J. 使用敲低腺病毒后实验组与对照组 LMO7、Caspase 9、
Caspase 3、BAX/Bcl2 表达水平。两组相比，*P<0.05，**P<0.01

图 3　两组原代心肌细胞 HSPA8、p‑PI3K/PI3K、p‑AKT/AKT 表达水平

A~D. 实验组与对照组 HSPA8、p⁃PI3K/PI3K、p⁃AKT/AKT 表达水平；E~H. 使用敲低腺病毒后实验组与对照组 HSPA8、p⁃PI3K/
PI3K、p⁃AKT/AKT 表达水平。两组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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3 讨论

本研究结果显示 LMO7 参与 DOX 引起的心肌

凋亡，其潜在机制可能是通过降低 HSPA8 的表达

来抑制 PI3K⁃AKT 通路的活化。

有研究［17⁃18］表明心脏扩张的患者血浆中 LMO7
的 mRNA 含量与正常人差异明显，这提示 LMO7 有

可能在此疾病的病理生理机制中有某种作用。诸

多文献［19⁃20］报道通过饮水中加入 DOX 或多次腹腔

注射 DOX，累计剂量达 20 mg·kg-1 时，会引起心脏

扩张。为了降低小鼠死亡率，我们选用 4 mg·kg-1的

剂量连续注射 5 周的方式以增加造模成功率。由于

DOX 诱导的小鼠心脏扩张模型与临床上的扩张型

心肌病类似［21］，本次实验中我们使用 8 周龄的雄性

小鼠，通过腹腔注射 DOX 的方式进行建模，5 周后

我们收取了小鼠心脏组织并进行了检测 ，发现

LMO7 表达显著上升。这一结果为我们防治扩张

型心肌病也提供了一定的研究基础。

DOX 诱导的心脏扩张的主要病理变化是心肌

细胞凋亡坏死及间质纤维化增加［22⁃23］，因此我们检

测了纤维化标志物 α⁃SMA、Collagen Ⅰ和凋亡标志

物 Caspase 9、Caspase 3、BAX/Bcl2，发现他们的表

达出现明显上升。然后我们检测了与凋亡相关的

经典通路［24⁃26］，发现 p⁃PI3K 与 p⁃AKT 表达明显下

降，而这种现象在敲减 LMO7 后得到了改善。由此

推断 LMO7 通过某种方式抑制了 PI3K⁃AKT 通路，

使得细胞凋亡被激活。

我 们 的 前 期 研 究 发 现 LMO7 可 以 调 控 HS⁃
PA8，后者也称为热休克蛋白 70（Heat Shock Pro⁃
tein 70，HSP70），在细胞内发挥着重要的功能。作

为分子伴侣蛋白，HSPA8 参与蛋白质的折叠、装配

和解聚过程。它可以帮助其他蛋白质正确地折叠

成功能性构象，并防止蛋白质在应激条件下发生错

误折叠；HSPA8 在细胞面临应激条件（如高温、氧化

应激等）时被诱导表达，起到保护其他蛋白质免受

应激损伤的作用。它有助于维持细胞内稳态，并促

进细胞的存活，避免细胞过度受凋亡的损害；HS⁃
PA8 还可以与其他蛋白质一起参与泛素⁃蛋白酶体

系统中的蛋白质降解过程，帮助将受损或不需要的

蛋白质标记并降解掉。总体来说，HSPA8 作为一种

重要的分子伴侣蛋白，在细胞内扮演着保护、修复

和调节蛋白质功能的关键角色。它对细胞内环境

的稳定和蛋白质质量的维护具有重要意义，对细胞

的生存和功能发挥起着至关重要的作用［27］。

因此本研究检测了小鼠心脏组织与原代心肌

细胞中的 HSPA8 表达，发现 DOX 引起了心肌细胞

损伤后 HSPA8 表达下降，但在敲减 LMO7 后这种

趋势得到了缓解。这提示 LMO7 可能通过降解 HS⁃
PA8 来抑制 PI3K⁃AKT 通路的活化。

宏观来看，DOX 引起的心脏毒性会导致心脏扩

张，其病理特征是心室扩大和心肌壁变薄，常见的

病理学改变包括心肌纤维的变异、断裂和纤维化。

这些变化可能导致心脏收缩功能减弱、心脏舒张功

能受损；除此之外还可能引起心脏瓣膜的功能异

常，如二尖瓣、三尖瓣功能不全，进一步加重心脏负

荷和功能障碍；还可能导致心脏电生理异常，包括

心律失常等，这些异常可能增加心衰和猝死的风

险。总之，DOX 诱导的心脏扩张的病理变化涉及多

个方面，包括心室结构的改变、心肌细胞的异常和

心脏功能的受损。这些病理学改变会影响心脏的

收缩和舒张功能，最终导致心力衰竭等临床症状的

出现［28］。

微观来看，DOX 的使用会导致细胞炎症、凋亡

及纤维化的产生。心肌细胞的流失导致的纤维化

是心脏病理性扩张的重要环节。蒽环类药物在抗

癌治疗中有着广泛的应用，但受限于其心脏毒性不

能得到更理想的效果，因此有必要进一步探讨 DOX
心脏毒性的分子机制，寻找潜在靶点，以制定更有

效的早期预防策略。
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