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曹丰, 解放军总医院第二医学中心教授、主任医师、博士生导师, 国家

老年疾病临床医学研究中心常务副主任, 国家杰出青年科学基金获得

者, 全国优秀科技工作者, 心血管病介入专家并享受国务院政府特殊津

贴。担任中华医学会心血管分会委员、中国老年医学学会副会长、美

国ACC Fellow、European Heart Journal合作编辑、Circulation Research
编委等学术职务。长期从事冠心病介入诊治、缺血性心脏病心肌损伤

修复及再生的基础探索及临床转化研究。在国际上通过多模态分子影

像技术实现了对干细胞在心肌内存活增殖的多模态示踪(Circulation, 
2006); 发现了成体干细胞的凋亡直接影响细胞治疗在缺血性心脏病的

疗效与转归, 提出了激活微环境VEGF-AKT-mTOR分子通路可改善移

植细胞在宿主心肌内的功能性存活以及微环境的适度炎症反应有利于

缺血组织的损伤修复(Stem Cells, 2012; Aging Cell, 2012; Basic Res Car-
diol, 2013); 率先完成了为期4年的急性心肌梗死自体细胞治疗的临床

研究, 提出了自体骨髓细胞修复损伤心肌具有安全性但不能缩小梗死

范围, 糖尿病状态可弱化细胞治疗的效果(Eur Heart J, 2009; Diabetes, 
2013)。目前的课题方向包括: (1) 基于多模态分子影像技术的心肌再

生及冠心病早期预警研究; (2) 基于多能干细胞技术的心血管疾病研究; 
(3) 基于多模态成像的心肌梗死后微循环代谢稳态失衡的机制研究。

基于iPS技术探索肿瘤靶向药物心肌毒性的实验研究
韩东1#  苗嘉鑫1,2,3#  马焱1,2  张阳1,2  曹丰1*
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摘要      酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine kinase inhibitors, TKIs)的心血管副作用越来越得到人们的

重视。人诱导多能干细胞(hiPSCs)在体外可分化为各种类型的体细胞, 且来源充足, 为药物早期毒

性评价提供了一个较理想的细胞模型。该研究通过TKIs类药物舒尼替尼干预人诱导性多能干细胞

来源心肌细胞(human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes, hiPSC-CMs), 观察其心肌

毒性。体外培养结合化学诱导定向分化得到hiPSC-CMs, 实验分为对照组以及5.6 μmol/L舒尼替尼

(IC50浓度, CCK8实验结果)干预24 h和48 h组。通过免疫荧光观察HIF-1α的表达、细胞缺氧状态及

线粒体膜电位变化; 通过透射电镜观察线粒体结构变化; 通过流式细胞术探索线粒体膜电位变化与

细胞凋亡情况; 通过Western blot技术检测各组HIF-1α蛋白的表达。结果显示, 与对照组相比, 观察
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到舒尼替尼干预组线粒体结构出现明显损伤, 线粒体膜电位受到破坏, 出现明显凋亡和坏死现象, 
且细胞处于缺氧状态, HIF-1α被过度激活。总之, 舒尼替尼可引起心肌细胞线粒体结构破坏、细胞

缺氧及凋亡和坏死, 并且可诱导HIF-1α过度激活。

关键词      hiPSC-CMs; TKIs; 心肌毒性; 舒尼替尼

Experimental Study on Cardiotoxicity of Tumor Targeting Drugs 
Based on iPS Technology
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(1The Second Medical Center & National Clinical Research Center for Geriatric Diseases, Chinese PLA General Hospital, 
Beijing 100853, China; 2Medical School of Chinese PLA, Beijing 100853, China; 
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Abstract       Increasing attention has been paid to the cardiovascular side effects of TKIs (tyrosine kinase 
inhibitors). Human induced pluripotent stem cells can differentiate into various types of somatic cells in vitro and 
have a rich resource, which provides an ideal choice for early drug toxicity evaluation. In this study, the cardiotox-
icity of sunitinib was observed in sunitinib-exposed hiPSC-CMs (human induced pluripotents stem cell-derived car-
diomyocytes). Cultured in vitro and chemically induced, hiPSC-CMs were divided into control group, 5.6 μmol/L sunitinib 
(IC50 concentration, determined by CCK8 method) intervention group for 24 h and 48 h group. The expression of 
HIF-1α, the state of hypoxia and the change of mitochondrial membrane potential were evaluated by immunofluo-
rescence; the structural changes of mitochondria were observed by transmission electron microscope; mitochondrial 
membrane potential and cell apoptosis were examined by flow cytometry. The results showed that sunitinib induced 
significant mitochondrial structure damage, mitochondrial membrane potential dissipation, apparent hypoxia, and 
elevated HIF-1α expression, which was paralleled with overt apoptosis and necrosis. In summary, sunitinib can 
cause mitochondrial structural damage, hypoxia, apoptosis and necrosis, as well as hyperactivation of HIF-1α in 
hiPSC-CMs. 

Keywords        hiPSC-CMs; TKIs; cardiotoxicity; sunitinib

随着抗肿瘤方法及抗肿瘤药物的不断发展, 肿
瘤患者预后得到改善, 长期生存率明显增加, 但放

疗、化疗靶向治疗及免疫治疗等抗肿瘤治疗相关的

心血管并发症也日益增多, 可引起一系列广泛的短

期及长期心血管毒性事件[1-2]。酪氨酸激酶抑制剂

(tyrosine kinase inhibitors, TKIs)近年来成为癌症治疗

的新一线靶向药, 能够选择性地作用于靶向肿瘤细

胞, 对慢性粒细胞白血病、乳腺癌、胃肠道间质瘤

等恶性肿瘤有明显的治疗作用, 但随着TKIs在临床

上使用的增加, 其心脏毒性逐渐成为临床关注的重

要问题[3]。其中, 舒尼替尼(sunitinib)为TKIs临床上

严重心脏不良事件相关的药物之一。舒尼替尼的心

脏毒性作用既来自其所致高血压的继发改变, 既往

研究也证实其具有直接的心肌毒性[4-6]。

人类诱导性多功能干细胞 (human induced plu-
ripotent stem cells, hiPSCs)可以通过小分子化合物

化学诱导定向分化为心肌细胞(human induced pluri-
potents tem cell-derived cardiomyocytes, hiPSC-CMs)。
hiPSC-CMs在分子生物学、电生理和力学特性等方

面更接近生理状态下的原代心肌细胞, 其能够在细胞

水平上呈现某种疾病表型和发展变化过程, 且在心血

管疾病模型构建和药物筛选方面的研究已经取得了

重要进展[1,7-9]。

在本实验中, 我们通过人工诱导iPSC获得人源

诱导来源心肌细胞(hiPSC-CMs), 构建舒尼替尼干预

hiPSC-CMs模型, 从线粒体结构、线粒体膜电位变

化、细胞凋亡、HIF-1α蛋白表达、细胞缺氧情况等

多个方面观察舒尼替尼的心肌毒性。
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1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人诱导性多能干细胞株PGP1购自北

京赛贝生物技术有限公司, 并在本实验室长期冻存

保种。

1.1.2   主要试剂      Matrigel基质胶购自美国Corining
公司; 人胚胎干细胞/多能干细胞培养基mTeSR1购自

美国Stem Cell公司; Y27632ROCK1抑制剂、GSK3受
体抑制剂CHIR99021、Wnt抑制剂Endo-IWR1购自

英国Tocris Bioscience公司; KnockoutTM DMEM培养

基、无糖DMEM培养基、RPMI1640培养基、B-27
补充剂(50×)、B-27补充剂(50×)无胰岛素购自美国

Life Technology公司; 线粒体膜电位检测试剂盒JC-1
与TMRM购自美国Abcam公司; 舒尼替尼购自麦克

林公司; CCK8试剂盒购自北京索莱宝生物科技有限

公司。

1.2   方法

1.2.1   hiPSC-CMs分化及培养      从液氮罐中取出存

有人多能性干细胞系(hiPSC)的1.5 mL冻存管, 置于

37 °C水浴中融化, 1 000 r/min离心5 min, 去除上清

液。用mTeSR1+5 μmol/L Y27632培养基重悬细胞, 
并以2×105细胞/10cm2的细胞密度种植于Matrigel包
被的细胞培养板中, 置于37 °C、5% CO2的培养箱中

培养。24 h后换成mTeSR1, 并且每天换液, 用显微

镜观察细胞长势。

采用0.5 mmol/L EDTA消化并传代得到的hiPSCs 
(P20)以112׃1~15׃的比例种植于Matrigel包被过的6孔
板中, 24 h内使用mTeSR1+5 μmol/L Y27632培养基

培养, 每孔添加2 mL培养基, 24 h后, 换成mTeSR1培
养基, 每天换液。细胞培养生长3~4天, 显微镜观察

细胞密度达到约85%后, 进行心肌分化诱导。通过

倒置相差显微镜实时观察并记录hiPSC-CMs形态和

搏动情况: 
(1) 第0天, 弃原mTeSR1培养基, 1× PBS冲洗细

胞2次; 添 加RPMI1640+B27无胰岛素+5 μmol/L肝
酯合成激酶 -3β抑制剂 (glycogen synthase kinase-3β 
inhibitor) CHIR99021, 培养24 h; 

(2) 第1天, 弃原培养基, 添加RPMI1640+B27无
胰岛素培养基; 

(3) 第3天, 弃原培养基, 添加RPMI1640+B27无
胰岛素+5 μmol/L的Wnt抑制剂endo-IWR1; 

(4) 第5天, 弃原培养基, 添加RPMI1640+B27无胰

岛素培养基; 第7~13天, 培养基换成RPMI1640+B27补
充剂培养基, 每3天换1次培养基; 

(5) 第14~19天, 培养基换成无葡萄糖的DMEM 
+4 mmol/L乳酸钠培养基, 每3天换1次培养基; 

(6) 第19~30天, 培养基换成RPMI1640+B27补充

剂培养基, 每3天换1次培养基。

1.2.2   心肌毒性及IC50测定(CCK8法)      96孔板中

配制100 μL的细胞悬液(6组×4复孔)。将培养板在

37 °C、5% CO2恒温培养箱内预培养24 h; 向培养板

的药物组每孔加入10 μL的1 μmol/L、10 μmol/L、
100 μmol/L、1 000 μmol/L舒尼替尼溶液, 在培养箱

中继续培养48 h。换用新鲜培养基(除去旧的培养基, 
并用新鲜培养基洗涤细胞2次, 然后加入新的培养基), 
向每孔加入10 μL CCK8溶液, 避免气泡产生。将加入

CCK8的培养板在37 °C培养箱内孵育2 h, 用酶标仪测

定波长在450 nm处的吸光度值。利用CCK8法计算

半数抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, 
IC50)时, 采用如下设置。阴性对照组Control: 溶媒

(0.1% DMSO), 实验中以该组细胞活力为100%; 空
白组Blank: 无细胞的孔, 用于吸光度值的调零(减去

本底吸光度值); 细胞活力(cell viability)(%)=(Ddrug–
Dblank)/(DControl–Dblank)×100%, 将舒尼替尼诱导hiPSC-
CMs细胞活力降到50%时的浓度称为IC50, 用于后续

实验。                                                                                                                      
1.2.3   透射电子显微镜下观察线粒体      将分组干

预后的心肌细胞从培养箱中取出, 弃去培养基, 加入

预冷的电镜固定液至没过细胞, 固定10 min后刮下

细胞, 转移至离心管中, 800 r/min离心5 min, 去除大

部分上清液, 将离心管里的细胞转入1.5 mL EP管中, 
加入适量预冷戊二醇, 置于4 °C冰箱中固定。梯度

乙醇脱水后包埋。37 °C烘箱内过夜, 45 °C烘箱内处

理12 h, 60 °C烘箱内固化48 h。随后, 用超薄切片机

(莱卡EMUC7)切片, 厚度为70 nm。最后, 铀铅双染

色染色(2%醋酸铀饱和乙醇溶液、枸橼酸铅, 各染色

15 min, 在HITACHI HT7800透射电子显微镜下观察

细胞亚显微结构, 采集图像并分析。

1.2.4   检测线粒体膜电位      配制JC-1染色工作液: 将
JC-1配制成1 mmol/L, 再用缓冲液稀释为1 μmol/L。
用PBS溶液冲洗细胞3次, 然后加入JC-1染色工作液

和缺氧探针pimonidazole, 37 °C孵育10 min; 在激光

共聚焦显微镜下观察细胞膜电位变化、绿色荧光

和红色荧光强度。在检测细胞膜电位时, 按照产品说
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明书37 °C孵育TMRM荧光探针, 上机检测细胞膜电

位。

1.2.5   免疫荧光观察 HIF-1α的表达及缺氧情况      
将生长状况良好的hiPSC-CMs接种于细胞爬片, 密
度为6×105/片, 用PBS溶液冲洗3次, 分组培养, 缺氧

探针37 °C孵育2 h。4%多聚甲醛室温固定15 min, 
PBS溶液冲洗3次。细胞破膜: 0.1% Triton X-100透
膜30 min, PBS溶液冲洗3次。二抗孵育及封片: 提前

配制好1:1 000稀释荧光标记的二抗, 37 °C孵育1 h, 
PBS溶液冲洗3次 。用Mounting Medium(含DAPI)封
片, 避光保存。激光共聚焦显微镜下观察细胞HIF-
1α的表达情况及细胞缺氧情况。

1.2.6   流式细胞术检测细胞凋亡      将各组的细胞

用心肌细胞消化液消化后转移入离心管, 800 r/min
离心5 min, 移除上清; 弃上清, PBS溶液洗涤2次, 1× 
缓冲液重悬细胞, 制备成单细胞悬液; 10 μL Annexin V-
FITC+10 μL PI染色液, 充分混匀, 放置15 min(4 °C严
格避光); 最后, 加入Annexin V结合液500 μL。流式

细胞检测结果显示, 绿色荧光代表Annexin V-FITC, 
红色荧光代表PI(整个过程控制在30 min);  每管中加

入300 μL 1× 结合缓冲液并混匀后避光条件下将细

胞悬液转移到5 mL流式管中, 1 h内于流式细胞仪上

机检测。

1.2.7   统计学分析      各实验均独立重复3次, 使用

GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分析。定量资料、

结果数据以均数±标准差(x
_
±s)表示, 符合正态分布的

两组间数据比较采用t检验, 多组间数据采用方差分

析, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   hiPSC-CMs的定向分化及鉴定

按1.2.1部分描述的方法对iPSCs进行复苏及培

养, hiPSCs克隆界限清楚, 形态扁平, 当汇合度达到

80%~90%后, 开始定向分化, 细胞克隆形状不断变

化, 细胞同时向周围延伸, 在分化第8天左右开始出

现跳动的心肌细胞(图1A和图1B)。分化成功的心

肌细胞可表达心肌细胞特异性标志物Troponin-T和
α-actinin, 免疫荧光法检测结果显示, 定向分化后细

胞能够表达这两种蛋白, 表明心肌细胞定向分化成

功(图1C)。
2.2   舒尼替尼心肌毒性IC50测定(CCK8法)

采用浓度梯度0、0.1、1、10、100 μmol/L的舒

尼替尼处理hiPSC-CMs, 持续48 h, CCK8法测定细

胞活力, 将数据用Prism软件作图并计算分析(图2); 
CCK8法发现, 1、10、100 μmol/L的舒尼替尼处理

48 h可浓度依赖性地抑制hiPSC-CMs的细胞活力(图
2A), IC50计算结果: 舒尼替尼干预心肌细胞24 h细胞存

活率为50%时的舒尼替尼浓度为(5.6±0.4) μmol/L(图
2B, n=3, P<0.001)。
2.3   舒尼替尼干预后心肌细胞线粒体超微结构观察

电镜下观察心肌细胞线粒体超微结构。对照

组hiPSC-CMs在透射电镜下可见正常心肌细胞的胞

质内线粒体(白色箭头所示)十分丰富, 且形态清晰

正常。5.6 μmol/L舒尼替尼干预24 h后观察到的hiPS-
CMs线粒体超微结构显示, 线粒体结构出现损伤, 包
括线粒体肿胀、变圆及线粒体嵴断裂等。5.6 μmol/L
舒尼替尼干预48 h后观察到的hiPS-CMs线粒体超微

结构显示, 线粒体结构严重损伤, 线粒体形态不清晰

空泡化, 结构混乱, 胞质内出现自噬体(图3)。
2.4   舒尼替尼干预后心肌细胞线粒体膜电位检测

图4为5.6 μmol/L舒尼替尼分别干预24 h、48 h
后且经JC-1染色观察到的线粒体膜电位变化。正

常对照组可见JC-1红色荧光较强而绿色荧光较弱; 
5.6 μmol/L舒尼替尼干预24 h后的JC-1染色结果显

示, 与对照组相比红色荧光减弱, 绿色荧光增强; 
而5.6 μmol/L舒尼替尼干预48 h后的JC-1染色结果

显示, 相对于干预24 h红色荧光进一步减弱。基于

TMRM荧光探针的线粒体膜电位流式细胞术检测结

果进一步证实, 舒尼替尼干预后心肌细胞膜电位下

降。

2.5   舒尼替尼干预后细胞处于缺氧状态, HIF-1α
的表达增加

图5A所示为免疫荧光染色检测心肌细胞HIF-
1α的表达及细胞缺氧情况, 其中绿色荧光为HIF-1α, 
红色荧光为细胞经缺氧探针试剂孵育后观察到的结

果, 缺氧细胞中的缺氧探针可被还原并活化, 活化后

的产物可与巯基基团结合成为稳定的化合物, 经激

发后可发出红色荧光。定量结果显示, 舒尼替尼可

以时间依赖性地引起HIF-1α的上调和细胞缺氧状况

的加剧(图5B和图5C)。图5B所示为5.6 μmol/L舒尼

替尼干预后通过Western blot方法检测心肌细胞HIF-
1α的表达情况。结果显示与对照组相比, 舒尼替尼

干预后心肌细胞HIF-1α蛋白表达增加, 且舒尼替尼

干预48 h较舒尼替尼干预24 h时HIF-1α蛋白表达量



韩东等: 基于iPS技术探索肿瘤靶向药物心肌毒性的实验研究 1395

A: hiPSC-CMs的定向分化及鉴定的流程示意图; B: hiPSC-CMs的定向分化的第0天、第2天、第4天、第6天、第8天、第10天的光镜下照片; C: 
第30天纯化后的心肌细胞心肌细胞特异性标志物Troponin-T和α-actinin的免疫荧光鉴定。

A: the schematic diagram of the process of hiPSC-CMs differentiation; B: the photos of hiPSC-CMs on the 0th, 2nd, 4th, 6th, 8th and 10th day of induced 
differentiation under bright-field microscopy; C: immunofluorescence identification of purified cardiomyocytes of Day 30 with specific cardiac markers 
Troponin-T and α-actinin .

图1   hiPSC-CMs的定向分化及鉴定

Fig.1   Induced differentiation and identification of hiPSC-CMs

mTeSR1 medium
RPMI1640

+B27 minus insulin

RPMI1640

+B27

DMEM-no glocose

+4 mmol/L sodium lactate

RPMI1640

+B27

CHIR

99021
IWR-1

Day –4

Day 0 Day 2

19131075310 16

Day 4

Day 6

α-actinin Cardiac Troponin-T DAPI Merge

Day 8 Day 10

100 μm

100 μm

10 μm 10 μm 10 μm 10 μm

(A)

(B)

(C)

显著增多(图5D)。
2.6   舒尼替尼干预后心肌细胞凋亡与坏死情况

Annexin V-FITC与PI双染流式细胞术检测舒尼

替尼干预后心肌细胞凋亡与坏死情况(图6A)。与对

照组相比, 舒尼替尼干预后的健康细胞比例显著降

低, 且48 h组降低更明显(图6B)。比较Annexin V单

阳性的凋亡情况显示, 凋亡细胞比例在舒尼替尼干

预后显著增加, 但48 h处理后细胞凋亡比例较24 h组

有一定降低(图6C)。比较PI单阳性的坏死情况显示, 
坏死细胞比例在舒尼替尼干预后显著增加, 且48 h处
理后细胞坏死比例较24 h组有明显增加(图6D)。另

外, 我们使用心肌结构蛋白CTnT染色显示心肌特异

性的肌节结构, 结果如图6E所示。我们发现, 舒尼

替尼处理24 h可造成心肌细胞肌节结构的严重破坏, 
处理48 h可进一步加重心肌肌节结构的破坏和紊乱

(图6E)。
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A: 不同浓度0、0.1、1、10、100 μmol/L的舒尼替尼处理hiPSC-CMs, 持续48 h, CCK8法测定的细胞活力值; B: 舒尼替尼心肌毒性IC50曲线及计算。

Snt代表舒尼替尼; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
A: hiPSC-CMs was treated with different concentrations of 0, 0.1, 1, 10, 100 μmol/L sunitinib for 48 hours, and the cell viability was measured by 
CCK8. B: the IC50 curve of cardiotoxicity of sunitinib and its calculation. Snt indicates sunitinib; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图2   舒尼替尼心肌毒性IC50测定

Fig.2   IC50 determination of cardiotoxicity of sunitinib

Snt代表舒尼替尼。箭头指向线粒体。

Snt represents sunitinib. Arrows indicate mitochondrions.
图3   舒尼替尼干预后心肌细胞线粒体超微结构观察

Fig.3   Mitochondrial ultrastructure of cardiomyocytes post sunitinib treatment  
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3   讨论
尽管TKIs靶向治疗等新型抗肿瘤药物在一定

程度上改善了多种癌症的治疗和预后, 给肿瘤患者

带来收益, 使肿瘤患者生存期延长, 但是在这类药物

的临床应用过程中有部分患者出现严重的心血管毒

性[10]。因此, 我们需要积极关注这类患者, 对高风险

患者进行及时的识别及治疗, 而这需要心脏科及肿

瘤科等多科室联合诊治, 使肿瘤患者在抗肿瘤治疗

获得较长生存期的同时获得较好的生存质量[11]。

在本实验中, 我们建立了hiPSC-CMs舒尼替尼

干预模型, 通过透射电镜观察了心肌细胞的线粒体

超微结构, 并通过JC-1染色法在激光共聚焦下观察

了心肌细胞线粒体膜电位的变化情况。线粒体是细

胞的主要能量代谢场所, 由线粒体外膜、线粒体间

隙、线粒体内膜和线粒体基质四个部分组成, 线粒

体结构的完整性是线粒体进行正常能量代谢的基
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础。由于心脏的高能量需求, 心肌细胞线粒体体积

占心肌细胞体积30%以上, 因此, 线粒体损伤引起细

胞能量代谢异常可导致心肌病、心力衰竭等一系列

心血管疾病[12]。线粒体膜电位的下降被认为是细胞

凋亡级联反应过程中最早发生的事件, 一旦线粒体

膜电位崩溃, 则会发生不可逆转的细胞凋亡[13]。在

本实验中, 我们观察到与对照组相比, 舒尼替尼干预

后心肌细胞线粒体结构出现严重损伤, 包括线粒体

肿胀变圆, 严重者出现线粒体的内膜嵴断裂, 舒尼替

尼干预48 h时线粒体结构的损伤较干预24 h更为严

重, 在舒尼替尼干预48 h组中可观察到自噬体, 说明

舒尼替尼可引起心肌细胞线粒体结构的严重破坏从

而导致心肌毒性的发生。同时, 在舒尼替尼干预组

中还可观察到线粒体膜电位下降。细胞凋亡检测的

结果显示, 与对照组相比, 舒尼替尼干预组的部分心

肌细胞处于凋亡状态, 舒尼替尼干预48 h时的心肌

细胞较舒尼替尼干预24 h坏死细胞增多, 健康细胞

更少。此结果提示: 舒尼替尼干预后早期心肌细胞

以凋亡为主, 随着时间推移, 心肌细胞由凋亡向坏死

转变。

我们还通过缺氧探针的孵育在激光共聚焦下

观察到舒尼替尼干预后的心肌细胞处于缺氧状态, 
伴随HIF-1α表达增加。HIF是动物细胞对氧气进行

感知和反应的一个重要因子, HIF-1是由氧分压依

赖HIF-1α和非氧分压依赖的HIF-1β构成的异源二聚

体, 在细胞、组织和生物体中的对氧可利用性变化

的转录反应中起着关键作用[14]。常氧条件下, 胞质

内的HIF-1α蛋白通过氧依赖性的过程发生羟基化, 
并通过泛素–蛋白酶体系统快速被降解, 几乎不存在

累积现象[15]。缺氧条件下, 泛素–蛋白酶体系受到抑

制, HIF-1α蛋白稳定存在, 并转入细胞核内, 与核内

的HIF-1β形成异源二聚体复合物后, 通过靶向序列

(RCGTG)与缺氧反应元件(hypoxia responseelements, 
HRE)结合, 激活缺氧诱导基因的转录, 调控下游基

因的表达, 参与调控能量供给、凋亡、自噬、血管

生成以及其他缺氧适应性反应, 对器官组织结构、
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A: JC-1染色荧光显微镜代表性图片; B: 基于TMRM荧光探针的线粒体膜电位流式细胞术检测结果; C: B图的定量结果。Snt代表舒尼替尼; 
GEO 代表几何平均数; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
 A: representative JC-1 staining images; B: flow cytometry based detection of mitochondrial membrane potential based on TMRM fluorescent probe. C: 
quantitative results of panel B. Snt indicates sunitinib; GEO stands for geometric mean; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图4   舒尼替尼干预后心肌细胞线粒体膜电位检测

Fig.4   Mitochondrial membrane potential of cardiomyocytes post sunitinib treatment
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功能和代谢产生短期和长期影响[15-17]。HIF是参与

低氧转录反应调控的主要转录因子。在缺氧过程

中, HIF1-α水平积累, 并引发糖酵解、细胞存活和抗

氧化等过程中的相关基因表达增加。通过这些转录

调节活动, HIF的激活在生理性缺氧条件下的细胞生

存中起着至关重要的作用[18]。然而, 严重缺氧能够

诱导HIF异常持久激活, 并转录激活BNIP3。BNIP3
的过表达导致线粒体损伤及功能障碍(膜电位降低)、
Caspase非依赖性凋亡以及威胁细胞生存的线粒体自

噬增加, 并使细胞对氰化物诱导的毒性损伤敏感[19]。
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A: 荧光显微镜检测HIF-1α表达、缺氧探针pimonidazole代表性图片; B、C: HIF-1α、缺氧探针pimonidazole的荧光强度定量; D: Western blot检
测HIF-1α的表达。Snt代表舒尼替尼; MFI代表平均荧光强度; ***P<0.001, ****P<0.000 1。
A: the expression of HIF-1α was detected by fluorescence microscope, the representative image of hypoxia marker pimonidazole; B,C: the fluorescence 
intensity quantification of HIF-1α and hypoxia marker pimonidazole. D: the expression of HIF-1α was detected by Western blot. Snt indicates sunitinib;  

MFI stands for mean fluorescence intensity; ***P<0.001, ****P<0.000 1.
图5   舒尼替尼干预后心肌细胞缺氧状态及HIF-1α表达检测

Fig.5   Detection of hypoxia and expression of HIF-1α in cardiomyocytes post sunitinib treatment
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此外, 最新的一项研究表明, HIF-1α在炎症巨噬细胞

中被过度激活, 导致线粒体功能障碍和能量耗竭并

诱发巨噬细胞坏死, 从而加速动脉粥样硬化坏死核

心的形成[20]。类似地, 在缺血性脑卒中模型中, HIF-
1α过度激活导致了神经元发生NLRP3依赖性的细胞

凋亡和焦亡, 而抑制HIF-1α激活可以显著减少神经

元细胞的死亡[21]。在本实验中, 与对照组相比, 舒尼

替尼干预后的心肌细胞处于明显缺氧状态, 并引发

明显的线粒体功能障碍, 根据以往的文献, 我们推测

舒尼替尼可能通过激活HIF-1α/BNIP3信号通路导致

线粒体损伤和线粒体过度自噬, 最终导致细胞死亡, 
但这些推测未来需要更多的实验加以验证。

综上所述, 在本实验中我们观察到舒尼替尼可

导致心肌细胞线粒体结构破坏、膜电位下降及凋亡

增加, 同时观察到细胞处于缺氧状态, HIF-1α表达增

多, 但舒尼替尼对心脏毒性的具体机制较为复杂, 本
实验未能研究其具体机制及相关通路。本实验有助

于后续科研人员基于hiPSC定向分化获得的心肌细

A: Annexin V-FITC与PI双染流式细胞术代表性图片; B: 双阴性健康细胞定量比较; C: Annexin V单阳性的凋亡细胞定量; D: PI单阳性的坏死细

胞定量; E: 心肌结构蛋白cTnT免疫荧光检测显示心肌细胞肌节结构的破坏情况。Snt代表舒尼替尼; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
A: representative images of AnnexinV-FITC and PI double staining flow cytometry; B: double negative healthy cells quantification; C: Annexin V 
single positive apoptotic cells quantification; D: PI single positive necrotic cells were quantified; E: immunofluorescence detection of myocardial struc-
tural protein cTnT shows the destruction of sarcomere structure in cardiomyocytes. Snt indicates sunitinib; **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图6   舒尼替尼干预后心肌细胞凋亡与坏死情况

Fig.6   Cardiomyocytes apoptosis and necrosis post sunitinib treatment
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胞模型, 在用其他各种肿瘤药物干预后从多个方面

观察其心肌毒性并进行相关机制及通路研究, 根据

相关通路研发针对性的药物来减少或预防其心肌细

胞毒性作用。对于本实验中所用到的抗肿瘤药物舒

尼替尼, 我们通过使用保护线粒体功能、改善膜电

位的相关药物, 减少线粒体损伤及凋亡, 这可能有助

于减弱其心肌毒性。
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