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摘要  目的：研究溶酶体相关跨膜蛋白 5（LAPTM5）对阿霉素（DOX）诱导的心脏毒性的作用及机制。方法：体

外构建 DOX 损伤模型，将 H9C2 心肌细胞随机分为 SiRNA ⁃ NC 组 , Si ⁃ LAPTM5 组，SiRNA ⁃ NC+DOX 组，Si ⁃
LAPTM5+DOX 组 4 组。使用 LiPo6000TM转染试剂将 SiRNA⁃NC(50 nmol•L-1)、Si⁃LAPTM5(50 nmol•L-1)病毒分

别转染至 H9C2 心肌细胞，转染 4 h 后，使用 1 μmol•L-1 DOX 或等体积 PBS 刺激 24 h 构建心肌细胞损伤模型。采用

Western Blot检测 LAPTM5蛋白表达量，确认 LAPTM5成功敲低，然后使用 LDH 及 CK⁃MB试剂盒检测心肌细胞损

伤情况，使用 CCK⁃8 试剂盒检测细胞存活率，TUNEL 法检测心肌细胞凋亡水平；用 DCFH⁃DA 探针法和 MDA、

NADPH、SOD 试剂盒检测氧化应激水平。采用 Western Blot检测 SLC7A11、GPX4、Ferritin等铁死亡相关蛋白的表

达水平。结果：Si⁃LAPTM5转染后，细胞中 LAPTM5表达量下降约 75%（P<0. 05）。DOX 刺激可诱导心肌细胞损

伤，使细胞 LDH 及 CK⁃MB 水平升高、存活率降低（P<0. 05），细胞凋亡增加。抑制 LAPTM5 表达可进一步加重

DOX 诱导的心肌细胞损伤（P<0. 05）。LAPTM5 主要通过调节铁死亡发挥上述作用，DOX 刺激明显上调细胞内

Fe2+含量和细胞膜上转铁蛋白 TFR1水平，抑制 LAPTM5会加剧细胞内 Fe2+蓄积，并进一步上调 TFR1水平。DOX
处理明显增加细胞氧化应激标志物的水平（ROS、脂质过氧化、MDA、NADPH 酶活力）并降低 SOD 活性（P<0. 05），

而抑制 LAPTM5 表达进一步恶化了 DOX 诱导的氧化应激（P<0. 05）。DOX 刺激后铁死亡相关蛋白 SLC7A11、
GPX4表达水平下降，Ferritin表达水平升高（P<0. 05），抑制 LAPTM5表达导致 SLC7A11、GPX4蛋白表达水平进一

步下降，Ferritin蛋白水平进一步升高。结论：LAPTM5通过抑制铁死亡改善 DOX诱导的心肌细胞毒性。
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Abstract

Objective:: To investigate the effects and mechanism of lysosomal⁃associated protein transmem ⁃
brane 5 (LAPTM5) in doxorubicin (DOX) ⁃ induced cardiotoxicity.  Methods:: H9C2 cardiomyocytes 
were cultured in vitro and randomly divided into the SiRNA⁃NC group, Si⁃LAPTM5 group, SiRNA⁃
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NC+DOX group, and Si⁃LAPTM5+DOX group.  SiRNA⁃NC (50 nmol•L-1) and Si⁃LAPTM5 (50 
nmol•L-1) were transfected into H9C2 cardiomyocytes using LiPo6000TM transfection reagent for 4 h 
and then stimulated with 1 μmol•L-1 DOX or the same volume of PBS for 24 h.  The successful 
knockdown of LAPTM5 was confirmed by Western Blot.  Then, myocardial cell injury was detected 
by lactate dehydrogenase (LDH) and creatine kinase isoenzyme MB (CK⁃MB) assay kit.  Cell viability 
was detected by the cell counting kit⁃8 (CCK⁃8) assay kit.  The Fe2+ levels were measured with a Fer⁃
roOrange assay kit.  The level of TFR1 was detected by immunofluorescence.  The level of oxidative 
stress was evaluated by 2´ , 7´dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH ⁃ DA), malondialdehyde 
(MDA) assay kit, NADPH oxidase assay kit, and SOD assay kit.  The protein expression levels of 
SLC7A11, GPX4, and Ferritin were detected by Western Blot.  Results:: After transfection with Si⁃
LAPTM5, the expression of LAPTM5 in H9C2 cells decreased by about 75% (P<0. 05).  
LAPTM5 knockdown in H9C2 cells deteriorated DOX ⁃induced cell injury and cell apoptosis, which 
was represented by further increased LDH level and CK ⁃ MB level, decreased cell viability, and in⁃
creased TUNEL ⁃ positive cells (P<0. 05).  Compared with the SiRNA ⁃ NC group, DOX increased 
the level of TFR1 and Fe2+ .  Inhibition of LAPTM5 further increased the level of TFR1 and Fe2+ .  
Compared with the SiRNA⁃NC group, DOX increased reactive oxygen species (ROS) level, lipid per⁃
oxidation level, MDA content, and NADPH oxidase activity in H9C2 cardiomyocytes (P<0. 05), 
which were aggravated by LAPTM5 knockdown(P<0. 05).  Compared with the SiRNA ⁃NC group, 
DOX decreased SOD activity, which was aggravated by LAPTM5 knockdown (P<0. 05).  
Compared with the SiRNA⁃NC group, DOX decreased the expression levels of SLC7A11 and gluta⁃
thione peroxidase 4 (GPX4) and increased the level of ferritin protein (P<0. 05).  Inhibition of 
LAPTM5 expression further decreased the expression levels of SLC7A11 and GPX4 and increased 
the level of ferritin protein.  Conclusion:: LAPTM5 has a protective effect on doxorubicin⁃induced car⁃
diotoxicity, and the mechanism may be related to the inhibition of ferroptosis.

Key Words Lysosomal⁃Associated Protein Transmembrane 5； Doxorubicin； Oxidative Stress； 
Apoptosis； Ferroptosis

阿霉素（Doxorubicin，DOX）是一种来源于链霉

菌属的高效抗肿瘤蒽环类抗生素，主要用于治疗血

液系统恶性肿瘤、乳腺癌、卡波西肉瘤、骨肉瘤、儿

童恶性肿瘤等［1］。然而，DOX 对心肌细胞的剂量依

赖性毒性作用也是一个值得关注的问题。当 DOX
的成人累积剂量超过 400~700 mg•m- ²，儿童累积

剂量超过 300 mg•m- ²，可诱发充血性心力衰竭，这

限制了 DOX 的广泛和长期应用［2］。尽管自噬、sirtu⁃
ins 蛋白家族的抑制、细胞凋亡、细胞坏死、细胞焦亡

等多种机制被报道与 DOX 诱导的心脏毒性有关［3］，

但其确切机制及有效治疗措施仍有待进一步揭示。

溶酶体相关跨膜蛋白 5（lysosomal ⁃ associated 
protein transmembrane 5，LAPTM5）是一种存在于

造血组织中的溶酶体相关蛋白，主要表达于淋巴样

和骨髓来源的细胞［4］，在巨噬细胞的促炎通路和促炎

细胞因子生成中发挥正调节作用［5］。研究［6］表明，抑

制 LAPTM5 在心脏中表达可以通过抑制 NF⁃κB 通

路的激活而抑制心肌梗死小鼠模型中的炎症反应。

但是，LAPTM5 是否在 DOX 诱导的心脏毒性中发

挥 作 用 ，国 内 外 尚 未 见 报 道 ，本 研 究 旨 在 探 讨

LAPTM5 在 DOX 诱导的心脏毒性的作用及机制，

以期为临床防治 DOX 心脏毒性提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1　试剂材料   H9C2 细胞购自中国科学院细胞

库（中国上海）；Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
（DMEM）培养基及胎牛血清（Fetal Bovine Serum，

FBS）购自美国 GIBCO 公司；DOX 购自北京索莱宝

科技有限公司；CCK8 检测试剂盒、ROS 检测试剂

盒、Tunel检测试剂盒、LDH 检测试剂盒购自上海碧

云天生物技术公司；NADPH 氧化酶检测试剂盒购

自南京建成生物工程研究所；NADPH 氧化酶检测
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试剂盒购自南京建成生物工程研究所；FerroOrange
亚铁离子荧光探针购自上海集麒生物科技有限公

司；PVDF 膜购自美国 Millipore 公司，LAPTM5 购

自 Abclonal公司，SLC7A11、GPX4、Ferritin、TFR1、
GAPDH 购自 Abcam 公司。

1. 2　细胞模型建造与分组   H9C2心肌细胞使用含

10%FBS 的 DMEM 培养基于 37 ℃、5%CO2 培养箱

中培养，待细胞密度达 70%~90% 时按照 1∶2的比例

传代。H9C2的细胞损伤模型制造如下：使用锐博生

物有限公司（广东，中国)的 Si⁃LAPTM5 病毒来敲低

H9C2 心肌细胞 LAPTM5 基因 [5´ ⁃ UAAUUCAU⁃
GUGGUUCAUGGAC⁃3´],按照制造商的说明书，使

用 LiPo6000TM转染试剂对不同组别细胞分别进行转

染。1）SiRNA⁃NC 组：按照 50 nmol•L-1的浓度转染

SiRNA 对照序列 5´ ⁃ TTCTCCGAACGTGTCAC⁃
GTdTdT⁃3´，4 h后更换成完全培养基继续培养 24 h,
加入 PBS 继续培养 24 h；2）Si⁃LAPTM5 组：按照 50 
nmol•L-1 的浓度转染 LAPTM5 的 SiRNA 序列 5´ ⁃
UAAUUCAUGUGGUUCAUGGAC⁃3´,4 h 后更换

成完全培养基继续培养 24 h,加入 PBS 继续培养

24 h；3）SiRNA ⁃ NC+DOX 组 ：将 SiRNA(50 
nmol•L-1)转染至 H9C2 细胞 4 h，更换成完全培养基

培养 24 h，然后加入 DOX（1 μmol•L-1）继续培养

24 h；4）Si⁃LAPTM5+DOX 组：将 Si⁃LAPTM5（50 
nmol•L-1）转染至 H9C2 细胞 4 h，更换成完全培养基

培养 24 h，然后加入 DOX（1 μmol•L-1）继续培养

24 h。Western Blot 检测细胞中 LAPTM5 蛋白是否

成功敲低。

1. 3　 CCK‑8 检 测 细 胞 存 活 率   细胞接种于 96 孔

板后，按照 SiRNA⁃NC 组、Si⁃LAPTM5 组、SiRNA⁃
NC+DOX 组、Si⁃LAPTM5+DOX 组作相应处理

后，每孔加入 10 μL CCK⁃8 溶液，于 37 ℃，5% CO2

培养箱中孵育 2 h，使用酶标仪检测在 450 nm 处的

吸光度值，用标准曲线法计算细胞存活率。

1. 4　 细 胞 LDH 及 CK ‑MB 检 测   细胞接种于 96
孔板中，经过上述分组处理后，弃去细胞培养液，加

入 150 μL 用 PBS 稀释了 10 倍的试剂盒提供的 LDH
释放试剂，孵育 1 h 分别取各孔的上清液 120 μL，加

入到一新的 96 孔板中，每孔加入 60 μL LDH 检测工

作液，混匀，室温避光孵育 30 min，在 490 nm 处测定

吸光度，根据标准曲线计算出样品中 LDH 酶活力。

根据 CK ⁃MB 检测试剂盒说明书加入相应工作液

后，混匀，37 ℃孵育 2 min，连续监测 1~3 min 吸光度

变化，计算 CK⁃MB 活力。

1. 5　 DCFH ‑DA 探 针 法 检 测 ROS  按照 1∶1 000
用 无 血 清 培 养 基 稀 释 DCFH ⁃ DA，使 终 浓 度 为

10 μmol•L-1，去除细胞培养液，加入 500 μL 稀释好

的 DCFH ⁃DA，37 ℃细胞培养箱内孵育 20 min，用
PBS 洗涤 3 次，倒置荧光显微镜拍摄图片并保存。

1. 6　 TUNEL 染 色   用 PBS 将处理好的 H9C2 细

胞爬片洗涤 1 次，加用 4% 多聚甲醛固定 30 min，
PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，加入含 0. 3%TritonX ⁃
100 的 PBS 缓冲液，室温孵育 5 min，PBS 洗涤 3 次，

加入 50 μL TUNEL 检测液，37 ℃ 避光湿盒孵育

1 h，PBS 洗涤 3 次，DAPI 封片后使用倒置显微镜拍

摄图片并保存。

1. 7　Western Blot  按照上述方法处理细胞后，弃

上清，PBS 清洗 1 遍，使用 RIPA 裂解液冰上裂解细

胞 20 min，提取蛋白，进行 BCA 定量，通过聚丙烯凝

胶进行电泳分离，转至 PVDF 膜上，室温封闭 1 h，加
入稀释好的 LAPTM5、SLC7A11、GPX4、Ferritin、
GAPDH 一抗（一抗均使用 1∶1 000 稀释），4 ℃环境

下孵育过夜，第 2 天使用二抗（1∶10 000）孵育 1 h，洗
膜后用 ECL 化学发光后成像系统采集图像。

1. 8　 MDA、NADPH 氧 化 酶 活 性 、SOD 活 性 检 测   
将处理好的细胞按照 MDA、NADPH、SOD检测试剂

盒的说明书，将反应液与待测样品混合后，使用酶标

仪测定各组样品吸光度值并计算含量或活力值。

1. 9　 脂 质 活 性 氧 测 定   将处理好的细胞，加入

C11 BODIPY 荧光探针孵育 20 min 之后，使用酶标

仪测定各组样品荧光值。

1. 10　细胞免疫荧光染色   将细胞接种于 24 孔板，

对各组细胞进行相应处理，弃培养基，用 PBS 洗涤 3
次，使用 4% 多聚甲醛固定 15 min，加入含 0. 2% 
Triton⁃100 的 PBS 后放置摇床上，通透 10 min，PBS
洗涤 3 次，10% 山羊血清封闭 1 h，而后加入转铁蛋

白 TFR1 抗体（1∶100）4 ℃过夜，次日 37 ℃复温 30 
min 后加入羊抗兔二抗（1∶200）室温避光孵育 1 h，
DAPI封片后使用荧光显微镜拍摄图片。

1. 11　FerroOrange 染色   将细胞接种于 24 孔板，

按分组进行处理，加入浓度 1 μmol•L-1的FerroOrange
工作液，孵育 30 min后使用荧光显微镜拍摄图片。

1. 12　统计学方法   采用 GraphPad Prism 9. 0 软件

分析，数据用均数±标准差（
-
x±s）表示，每组样本使

用 S⁃W 检验，两组间样本比较采用 t检验，多组间样

本比较采用单因素方差分析 ，进一步比较采用

Tukey 检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
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2 结果

2. 1　 LAPTM5 对 DOX 诱导的心肌细胞损伤影响  
Western Blot 结 果 表 明 ，使 用 Si ⁃ LAPTM5 转 染

H9C2 心肌细胞使 LAPTM5 蛋白表达水平降低约

75%（P<0. 05）（图 1A）。与 SiRNA ⁃ NC 组相比，

DOX 处 理 的 H9C2 细 胞 心 肌 损 伤 标 志 物 LDH、

CK ⁃MB 水平明显升高（P<0. 05），敲低 LAPTM5
明显加重 DOX 诱导的心肌损伤（P<0. 05）（图 1B、

图 1D）。DOX 刺激 24 h 后，H9C2 心肌细胞活力明

显降低，敲低 LAPTM5 可进一步降低细胞存活率

（P<0. 05）（图 1C）。

2. 2　 LAPTM5 对 DOX 诱导的心肌细胞凋亡的影

响  TUNEL 染色结果显示与 SiRNA ⁃NC 组相比，

SiRNA⁃NC+DOX 组的心肌细胞凋亡水平显著升

高（P<0. 05）；与 SiRNA ⁃ NC+DOX 组 相 比 ，Si ⁃
LAPTM5+DOX 组心肌细胞凋亡水平明显增加

（P<0. 05）（图 2）。

2. 3　 LAPTM5 对 DOX 诱 导 心 肌 病 中 Fe2+ 及 转 铁

蛋 白 的 影 响   使用亚铁离子探针检测细胞中的

Fe2+ 水 平 ，与 SiRNA ⁃ NC 组 相 比 ，SiRNA ⁃ NC+
DOX 组的心肌细胞铁蓄积显著升高（P<0. 05）；与

SiRNA⁃NC+DOX 组相比，Si⁃LAPTM5+DOX 组

心肌细胞的铁蓄积明显增加（P<0. 05）（图 3A）。

进 一 步 探 索 LAPTM5 对 阿 霉 素 诱 导 心 肌 病 中

TFR1 表达水平的影响，细胞免疫荧光结果显示，与

SiRNA⁃NC 组相比，SiRNA⁃NC+DOX 组的心肌细

胞 TFR1 显 著 升 高（P<0. 05）；与 SiRNA ⁃ NC+
DOX 组 相 比 ，Si ⁃ LAPTM5+DOX 组 心 肌 细 胞

TFR1 明显增加（P<0. 05）（图 3B）。

2. 4　 LAPTM5 对 DOX 诱导的心肌细胞氧化应激

的影响   铁蓄积会增加细胞氧化应激水平，因此本

研究进一步检测了细胞氧化应激水平。与 SiRNA⁃
NC 组相比，SiRNA⁃NC+DOX 组 ROS 水平、Lipid 
ROS 水平、MDA 含量、NADPH 氧化酶活性显著升

高（P<0. 05），SOD 活性显著降低（P<0. 05）；与

SiRNA⁃NC+DOX 组相比，Si⁃LAPTM5+DOX 组

ROS 水平、Lipid ROS 水平、MDA 含量、NADPH 氧

化酶活性显著升高（P<0. 05），而 SOD 活性进一步

下降（P<0. 05）（图 4）。这提示使用 DOX 刺激后细

胞内氧化应激水平明显升高，敲低 LAPTM5 会加

重 H9C2 心肌细胞氧化应激。

图 1　各组心肌细胞损伤与凋亡情况

A. Si⁃LAPTM5 及 SiRNA⁃NC 转染 H9C2 细胞，LAPTM5 蛋白表达水平（n=6）；B. 各组心肌细胞 LDH 水平（n=6）；C. 各组心肌细胞存

活率（n=6）；D. 各组心肌细胞 CK⁃MB 水平（n=6）。与 SiRNA⁃NC+PBS 组相比，*P<0.05，与 SiRNA⁃NC+DOX 组相比，#P<0.05

图 2　各组心肌细胞凋亡情况

A. 各组心肌细胞 TUNEL 染色结果（放大倍数×200）；B. TUNEL 染色法检测各组心肌细胞凋亡情况。与 SiRNA⁃NC+PBS 组

相比，*P<0.05；与 SiRNA⁃NC+DOX 组相比，#P<0.05，n=6

832



第 7 期 张亚丹，等 .LAPTM5 通过抑制铁死亡改善阿霉素诱导的心肌细胞损伤

2. 5　LAPTM5 对 DOX 诱导的心肌病蛋白表达的影

响   免疫印迹结果显示，与 SiRNA ⁃NC 组相比，Si⁃
LAPTM5 组 SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平 降 低

（P<0. 05）；与 SiRNA ⁃ NC 组相比，SiRNA ⁃ NC+
DOX组的铁死亡相关蛋白SLC7A11、GPX4水平均发

生显著下降，而Ferritin蛋白表达水平上升（P<0. 05）；
与 SiRNA ⁃NC+DOX 组相比，Si⁃LAPTM5+DOX
组 的 SLC7A11、GPX4 的 蛋 白 表 达 水 平 下 降 ，而

Ferritin蛋白表达水平上升（P<0. 05）（图 5）。

3 讨论

DOX 严重的剂量依赖性心脏毒性限制了其临

床广泛应用，目前尚缺乏改善 DOX 所致心功能不全

的有效治疗方法。因此，深入研究 DOX 心脏毒性的

机制并探索新的治疗方案尤为重要。DOX 心脏毒

性的潜在机制复杂且由多因素共同调节，包括多种

信号分子和代谢途径调控，其中细胞凋亡和氧化应

激被认为是 DOX 触发心肌细胞死亡的主要机制［8］。

此外，线粒体功能受损、铁死亡、钙离子稳态失调、自

图 3　各组心肌细胞铁蓄积及转铁蛋白 TFR1 水平

A. 各组心肌细胞 FerroOrange 染色图像及细胞内 Fe2+的定量水平（n=6）（×200）；B. 各组心肌细胞免疫荧光染色图像

及 TFR1 表达水平（n=6）（×200）。与 SiRNA⁃NC+PBS 组相比，*P<0.05；与 SiRNA⁃NC+DOX 组相比，#P<0.05

图 4　各组心肌细胞氧化应激水平

A. 各组心肌细胞ROS染色结果（×200）；B 各组心肌细胞ROS水平（n=6）；C. 各组心肌细胞脂质过氧化水平（n=6）；D. 各组

心肌细胞 MDA 含量（n=6）；E. 各组心肌细胞 NADPH 氧化酶活性比较（n=6）；F. 各组心肌细胞 SOD 活性比较（n=6）。与

SiRNA⁃NC+PBS组相比，*P<0.05；与SiRNA⁃NC+DOX组相比，#P<0.05
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噬等也与 DOX 诱导的心脏毒性密切相关［9］。

LAPTM5 是一种溶酶体蛋白，在淋巴和髓系来

源的细胞中高度表达，在免疫细胞和炎症反应中发

挥作用［10］。研究［11］发现，LAPTM5 可促进溶酶体

膜通透和溶酶体细胞死亡，从而诱导细胞凋亡。研

究［12⁃13］表明 LAPTM5 在心脏中表达并参与心脑血

管疾病多个信号通路的调节，包括核因子 κB（NF⁃
κB）、转化生长因子 β（TGFβ）⁃Smads、磷脂酰肌醇 3⁃
激酶（PI3K）⁃AKT 和 MAPKs等。LAPTM5 或可作

为高血压左心室肥厚的潜在诊断标志物，与健康成

人相比，左室肥厚的高血压患者血液中 LAPTM5
的表达量显著升高，且 LAPTM5 含量与左心室室

壁厚度、QRS 复合波和 QTc 间期呈正相关［14］。此

外，LAPTM5 可与 Rac1 直接结合，通过抑制 MEK⁃
ERK1/2 通路改善压力负荷诱导的心肌肥厚和心力

衰竭［15］。然而也有研究［6］表明，通过腺病毒注射敲

低 LAPTM5 心脏表达可以通过抑制 NF⁃κB 通路的

激活，显著抑制巨噬细胞活化和炎症反应，从而抑

制心肌梗死导致的心肌纤维化和心功能损伤。但

是 LAPTM5 在 DOX 诱导的心脏毒性中的具体作用

尚不清楚，因此本研究使用 Si⁃LAPTM5 病毒敲低

LAPTM5，进一步研究 LAPTM5 在 DOX 诱导的心

脏毒性中的作用及机制。

DOX 诱导的心脏毒性可以通过增加心肌组织

内 ROS 的产生和脂质过氧化来表现［16］。过量的

ROS 可诱导脂质、蛋白质和 DNA 等生物大分子的

氧化损伤，破坏细胞膜完整性和功能。此外，DOX
诱导的氧化应激可通过内源性和外源性途径直接

引起大量心肌细胞凋亡。本研究发现，DOX 处理

H9C2 心肌细胞后，细胞损伤标志物 LDH、CK⁃MB
水平升高，细胞存活率明显下降，细胞凋亡增加。

敲低 LAPTM5 会进一步升高 LDH、CK⁃MB 水平，

降低细胞存活率，增加细胞凋亡。

铁死亡是一种新型的细胞程序性死亡方式，铁

蛋白和 ROS 水平在调控铁死亡过程中起到至关重

要的作用［17］。目前铁相关蛋白在铁死亡过程中的

水平变化仍不明确。既往有研究［18］表明，铁死亡过

程中，铁蛋白水平下降，TFR1 表达增多。然而也有

研究［19］表明，铁死亡中铁相关蛋白基因水平上调。

还有研究［20］表明，铁死亡过程中，细胞中铁蛋白水

平表达不变。本研究提示，DOX 处理 H9C2 心肌细

胞后，细胞内 Fe2+蓄积增加，转铁蛋白 TFR1 表达增

加。敲低 LAPTM5 会进一步加剧细胞内 Fe2+蓄积

及转铁蛋白 TFR1 的表达。进一步检测细胞氧化应

激水平提示，DOX 处理 H9C2 心肌细胞后，ROS 水

平、脂质过氧化水平、NADPH 酶活性、MDA 含量显

著提升，SOD 活性下降。敲低 LAPTM5 会进一步

增加 ROS 水平、脂质过氧化水平、NADPH 酶活性

和 MDA 含量，并进一步降低 SOD 活性，上述数据

提示 LAPTM5 可减少细胞损伤，降低 DOX 诱导的

氧化应激水平。

GPX4 是铁死亡的关键标志物，其含量降低会

导致膜脂质过氧化物积累、氧化性脂质损伤以及铁

死 亡 发 生［21］。 研 究［22］表 明 ，氧 化 应 激 可 以 通 过

GPX4 和 Bach1/HO⁃1 依赖机制触发心肌细胞的铁

死亡。为了进一步探索 LAPTM5 是否可以通过抑

制铁死亡改善 DOX 诱导的心脏毒性，本研究通过

Western Blot 检测了阿霉素处理的 H9C2 心肌细胞

中铁死亡相关蛋白的表达水平。结果发现，DOX 处

理 后 心 肌 细 胞 发 生 Ferritin 蛋 白 水 平 升 高 ，

SLC7A11、GPX4 表 达 水 平 显 著 下 降 ，敲 低

LAPTM5 会 加 重 Ferritin 蛋 白 水 平 升 高 ，并 使

SLC7A11、GPX4 蛋白水平进一步下降，这些数据说

明 DOX 可诱导心肌细胞发生铁死亡，LAPTM5 可

图 5　各组心肌细胞 SLC7A11、GPX4、Ferritin 蛋白表达水平

A. Western Blot检测各组心肌细胞 SLC7A11、GPX4、Ferritin 蛋白表达情况（n=6）；B. 各组心肌细胞 SLC7A11 的蛋白表达水平（n=6）；

C. 各组心肌细胞 GPX4 蛋白表达水平（n=6）；D. 各组心肌细胞 Ferritin 蛋白表达水平（n=6）。与 SiRNA⁃NC+PBS 组相比，*P<0.05；与 SiR⁃
NA⁃NC+DOX 组相比，#P<0.05
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抑制 DOX 诱导心肌细胞发生铁死亡，从而对心肌

细胞损伤起到保护作用。

综上所述，LAPTM5 可通过抑制铁死亡、抗氧

化应激、抑制细胞凋亡从而抑制 DOX 诱导的心肌

细胞损伤。然而本研究仅进行体外实验，尚未通过

动物实验进一步验证，此外 LAPTM5 调控铁死亡

的机制仍需进一步深入研究。LAPTM5 可能成为

治疗 DOX 心脏毒性的新靶点。
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