
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:周尚,刘燕,罗文琳,等.不同浓度龙血竭总黄酮对大鼠 MIRI心肌细胞PI3K/AKT
通路的影响[J].右江民族医学院学报,2023,45(2):218-223.

【论著与临床报道】

不同浓度龙血竭总黄酮对大鼠 MIRI

心肌细胞PI3K/AKT通路的影响

周尚1,刘燕2,罗文琳1,黄兰松2,黄照河1

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院附属医院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 观察不同浓度龙血竭总黄酮(SDF)对大鼠 MIRI模型的治疗作用,探讨其对PI3K/AKT信号通路及凋亡

蛋白的影响。方法 56只SD雄性大鼠按随机数字表法分成Control组、Sham组、I/R组、龙血竭总黄酮低剂量组、中剂

量组、高剂量组、大剂量组,每组8只。采用结扎冠状动脉左前降支法制备I/R损伤模型。采用酶联免疫吸附测定法检

测大鼠血清乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶同工酶(CK-MB)含量;HE染色观察心肌病理学改变;TTC染色测定心肌梗

死面积;WesternBlot检测大鼠心肌PI3K、AKT、Caspase-3蛋白水平。结果 ①与I/R组相比较,SDF-L组、SDF-M 组

及SDF-H组、SDF-B组LDH和CK-MB表达水平降低(P<0.01)、心肌梗死面积减少(P<0.05)、PI3K、AKT蛋白含

量升高(P<0.05)、Caspase-3蛋白含量减少(P<0.05)。②HE染色I/R组心肌细胞结构不完整,心肌细胞紊乱,细胞

变性、坏死和炎症细胞浸润程度明显。不同浓度龙血竭总黄酮给药剂量组损伤较I/R组均减轻。结论 龙血竭总黄酮

预处理可通过激活PI3K/AKT信号通路,抑制细胞凋亡,对缺血再灌注损伤的心肌起到保护作用。
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EffectsofdifferentconcentrationsofsanguisdraconisflavonesonPI3K/AKT
pathwayinmyocardialcellsofratswithMIRI

ZhouShang1,LiuYan2,LuoWenlin1,HuangLansong2,HuangZhaohe1

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,

Guangxi,China;2.TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedical
UniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toobservethetherapeuticeffectsofsanguisdraconisflavones(SDF)atdifferent
concentrationsonmyocardialischemia-reperfusioninjury(MIRI)inaratmodelandexploreitseffectsonthe
PI3K/AKTsignalingpathwayandapoptoticproteins. Methods Fifty-sixmaleSDratswererandomlydivid-
edinto6groups:controlgroup,shamgroup,I/Rgroup,SDFlow-dosegroup,SDFmedium-dosegroup,SDF
high-dosegroup,andSDFbig-dosegroup,with8ratsineachgroup.I/Rinjurywasinducedbyligationofthe
leftanteriordescendingcoronaryartery.Serumlactatedehydrogenase(LDH)andcreatinekinaseisoenzyme
(CK-MB)concentrationsweredetectedusingenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA);myocardialpath-
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ologicalchangeswereobservedusingHEstaining;myocardialinfarctionsizewasmeasuredusingTTCstai-
ning;andproteinlevelsofPI3K,AKT,andCaspase-3weredetectedusingWesternBlotinratmyocardium. 
Results ①ComparedwiththeI/Rgroup,theexpressionlevelsofLDHandCK-MBweredecreased,myocar-
dialinfarctionsizewasreduced(P<0.05),andtheproteinlevelsofPI3KandAKTwereincreased(P<0.
05),whiletheproteinlevelsofCaspase-3weredecreased(P<0.05)intheSDFlow-dosegroup,SDFmedi-
um-dosegroup,SDFhigh-dosegroup,andSDFbig-dosegroup.② HEstainingshowedthatthemyocardial
cellstructureintheI/Rgroupwasincompletewithdisorderedmyocardialcells,obviouscelldegeneration,nec-
rosis,andinfiltrationofinflammatorycells.Incontrast,thedegreeofinjurywasreducedinthesanguisdraco-
nisflavonesgroupswithdifferentconcentrationscomparedwiththeI/Rgroup. Conclusion Pre-treatment
withsanguisdraconisflavonesatdifferentconcentrationscanprotectagainstmyocardialischemia-reperfusion
injurybyactivatingthePI3K/AKTsignalingpathwayandinhibitingcellapoptosis.
  Keywords: myocardialreperfusioninjury;sanguisdraconisflavones;PI3K/AKT;myocardialapoptosis

  随着社会经济水平、科技的发展,人们饮食习惯的

改变,心血管疾病的发病率不断上升,心血管病死亡占

我国居民总死亡原因的首位[1]。急性心肌梗死(AMI)
是一种严重威胁生命的心血管疾病,由冠状动脉闭塞

导致的长期缺血和缺氧损害心脏功能。急性心肌梗死

的早期治疗可恢复缺血心肌的血液供应并降低死亡风

险,但当中断的心肌供血在一定时间内恢复时,对原有

缺血心肌造成更严重的损伤,这被称为心肌缺血再灌

注损伤(MIRI)[2-3]。尽管对 MIRI的研究已经很久,
但是 MIRI作为一个重要的临床问题至今没有有效的

治疗手段。对 MIRI损伤的发生和发展相关的详细分

子机制仍未完全阐明。因此,了解 MIRI的潜在分子

机制并为其预防和治疗制定新的治疗策略至关重要。
龙血竭做为我国传统中药,是龙舌兰科植物剑叶

龙血树的乙醇提取物。龙血竭总黄酮(sanguisdraco-
nisflavones,SDF)是从龙血竭中提取得到的主要成

分,包括黄酮、二氢黄酮、黄烷、查耳酮、二氢查耳酮等

多种化合物。研究显示它具有抑制血小板活性和血栓

形成,对心肌缺血有改善等作用[4]。大量研究实验证

实SDF对 MIRI具有保护作用[5-6]。PI3K/AKT信号

通路是调节多种细胞功能的重要通路之一,在许多生

理过程和病理反应中发挥重要作用,参与调控细胞增

殖、细 胞 周 期 阻 滞、抑 制 细 胞 凋 亡、调 节 组 织 炎 症

等[7-9]。研究发现,PI3K/AKT信号通路与 MIRI密切

相关,激活PI3K/AKT信号通路可以减少心脏 MI-
RI[10]。细胞凋亡是由细胞内基因及其产物调节的程

序性细胞死亡的一种方式,其中线粒体凋亡通路是细

胞凋亡的主要通路。线粒体通路涉及Bcl-2家族的促

凋亡成员与线粒体的联合,诱导细胞色素C及其其他

细胞凋亡因子释放入细胞质,继而激活Caspase-3导

致细胞凋亡[11],Caspase-3是细胞凋亡关键的调控因

子[12]。PI3K/AKT通路的活性对 MIRI有多种影响,
特别是,它对与线粒体相关的I/R损伤具有抗凋亡作

用[8],因此,激活 PI3K/AKT 信号通路已成为减少

MIRI的有效策略[13-14]。课题组前期研究表明龙血竭

总黄酮可以保护 MIRI[15],但其保护作用是否通过激

活PI3K/AKT信号通路以减少细胞凋亡尚不清楚。
本研究通过建立大鼠 MIRI模型,探讨龙血竭总黄酮

对大鼠 MIRI心肌细胞PI3K/AKT通路的影响,为

SDF治疗 MIRI提供新的见解,并可能为 MIRI治疗

提供新的靶点。

1 材料

1.1 药材及试剂 SDF由广西中医药研究院提供。
用紫外分光光度法测定其中总黄酮含量在70%以上,
使用前用0.5%羧甲基纤维素钠溶液配制成浓度分别

为9mg/mL、18mg/mL、27mg/mL、36mg/mL的

SDF混悬液备用。56只SD雄性大鼠(6~8周龄,250
~350g)由北京维通利尔动物实验有限公司提供[证
书编号:SCXK(粤)2022-0063,广东,中国],可自由获

得食物和水,室温保持在20~25℃。本次研究得到了

右江民族医学院伦理委员会的批准。苏木素染色液及

伊红染色液(长春赛默瑞特科技有限公司);2%TTC
染色液(北京雷根生物有限公司);PI3K抗体、AKT抗

体、甘 油 醛-3-磷 酸 脱 氢 酶(GAPDH)、羊 抗 兔IgG-
HRP(四川正能生物公司);Caspase-3抗体(英国Ab-
cam公司);RIPA裂解液、蛋白酶抑制混合物、抗体稀

释液、电泳液、转膜液、TBST洗膜液、BCA(bicincho-
ninicacid)蛋白定量试剂盒、超敏ECL化学发光检测

试剂盒(中国上海碧云天生物技术公司);硝酸纤维素

膜(PVDF)(美国 Millpore公司)。

1.2 仪器 DW3000型小动物人工呼吸机(上海玉研

仪器设备有限公司);小动物心电图机(广州三锐电子

科技有限公司);冷冻离心机(上海中康仪器有限公

司);显微镜(上海仪圆光学器有限公司);恒温烘箱(日
本松下公司);石蜡切片机(美国赛默飞公司);摊片机

(美国赛默飞公司);冰冻切片机(美国赛默飞公司);脱
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水机(美国赛默飞公司);Westernblot系统(美国Bio-
Rad公司);通用凝胶成像系统(美国通用公司);高通

量组织研磨器(宁波新芝生物科技公司);酶标仪(德国

珀金埃尔默公司)等。

1.3 MIRI大鼠建立模型、分组和处理 大鼠被随机

分为7组(每组8只):①Control组;②Sham组;③缺

血/再灌注组(I/R组);④龙血竭总黄酮低剂量+缺血

再灌注组(SDF-L组);⑤龙血竭总黄酮中剂量+缺血

再灌注组(SDF-M组);⑥龙血竭总黄酮高剂量+缺血

再灌注组(SDF-H组);⑦龙血竭总黄酮大剂量+缺血

再灌注组(SDF-B组)。适应性喂养1周后,龙血竭总

黄酮混悬液按低剂量用药组(90mg/kg)、中剂量用药

组(180mg/kg)、高剂量用药组(270mg/kg)、大剂量

用药组(360mg/kg)灌胃预处理14d,Sham组和I/R
组给予等体积0.5%羧甲基纤维素钠溶液灌胃14d,

Control组正常喂食。灌满14d后I/R组及不同剂量

龙血竭用药组大鼠开始建立 MIRI模型,MIRI模型是

根据梁丽梅等[16-17]的研究建立的。简而言之,腹腔注

射10%乌拉坦(0.5mL/100mg)麻醉大鼠。麻醉后,
予气管插管连接小动物呼吸机机械通气后,切开大鼠

胸壁,用6-0丝线,结扎冠状动脉左前降支,缺血30
min后,松开绳结进行再灌注2h。Sham组的小鼠穿

针但不结扎冠状动脉左前降支,用药组的大鼠与I/R
组的操作相同。心肌缺血再灌注造模成功标准:结扎

后,心尖组织发白或呈暗灰色,心电图ST段明显抬

高,T波高耸为缺血成功;松开绳结后,心尖缺血区颜

色变红,ST回落1/2为再灌注成功。大鼠相关组织取

材后立即予放置-80℃冰箱存放。共有56只大鼠进

行造模取材,在造模取材过程中,Sham组、SDF-L组

大鼠因室颤和其他原因导致死亡4只,剩余52只大

鼠。

1.4 心电图监测 使用小动物心电图机的电极插入

大鼠右上、下肢及左下肢皮下,观察心电图Ⅱ导联。观

察并记录大鼠心电图ST段变化。

1.5 血清乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶同工酶(CK-
MB)的测定 将血清于-80℃冰箱取出后,4℃溶解

后适当稀释,按照相应试剂盒说明书严格操作,根据

ELISA制造商的说明书测定血清LDH和CK-MB含

量。

1.6 心肌梗死面积大小测量 三苯基氯化四氮唑

(TTC)染色被用来确定大鼠 MIRI损伤后的梗塞大

小。在 MIRI后,大鼠心脏被切除,并切成2mm的片

状。用2%TTC对组织切片进行染色,在37℃下避

光孵育30min,期间予多次翻面,达到充分浸润,后用

4%多聚甲醛固定,然后检测心肌梗死面积。白色区域

表示心肌梗死的大小;红色区域表示非缺血区域。最

后,用ImageJ软件计算梗死的大小。

1.7 苏木素-伊红(HE)染色检测心肌组织形态学变

化 取血后,迅速分离大鼠心脏1/3到2/3的尖部进

行石蜡切片。切片经脱水处理后,用苏木素和伊红进

行染色之后,对切片进行脱水、清理、密封。在显微镜

下观察心脏病理学改变。

1.8 WesternBlot检测PI3K、AKT的蛋白含量 大

鼠腹主动脉取血后,分离心脏,提取左心室心肌组织总

蛋白,BCA法测定蛋白浓度,调整各组蛋白浓度。等

量蛋白(30μg)进行SDS-PAGE凝胶电泳分离,湿法

将蛋白转移至PVDF膜上,5%BSA室温封闭2h,接
着加入相应的一抗抗体(稀释比例1∶1000),4℃孵育

过夜,1×TBST洗膜3次,每次10min,加入 HRP标

记的二抗(稀释比例1∶5000)室温孵育2h。洗膜3
次,每次10min后,在GE凝胶成像系统中采用超敏

ECL化学发光液检测蛋白条带,以GAPDH 为内参,
使用ImageJ软件对目的条带进行灰度分析,以目的蛋

白条带灰度值/GAPDH 灰度值表示目的蛋白相对表

达量。

1.9 统计学方法 采用SPSS26.0统计学软件,进行

多组间比较,用单因素方差分析(One-wayANOVA)
进行统计,组间两两比较用方差分析后,若方差齐采用

LSD检验,若方差不齐则采用非参数检验。实验数据

以(췍x±s)表示,以P<0.05为具有统计学意义。实验

图采用GraphpadPrism9软件测绘。

2 结果

2.1 大鼠心电图变化情况 冠状动脉结扎前开始连

续监测并记录大鼠心电图至再灌注2h后,观察Ⅱ导

联T波和ST段的变化。比较冠脉结扎前后的心电

图,结扎后ST段可见弓背向上抬高,再灌注时的ST
段逐渐向下回落,最终接近基线水平,说明大鼠心肌缺

血再灌注损伤模型建立成功。见图1。

图1 大鼠心电图
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2.2 龙血竭总黄酮对 MIRI大鼠血清LDH 和CK-
MB含量的影响 与Sham 组相比,I/R 组、SDF-L
组、SDF-M组、SDF-H 组及SDF-B组大鼠血清LDH
和CK-MB含量显著升高,差异有统计学意义(P <
0.01);与I/R组相比,SDF-L组、SDF-M 组、SDF-H
组及SDF-B组大鼠血清LDH和CK-MB含量显著降

低,差异有统计学意义(P<0.01)。见表1。

表1 各组大鼠血清LDH和CK-MB水平的比较

单位:U/L    

组别 n LDH CK-MB

Control组 6 373.83±176.88 426.83±126.93
Sham组 6 1569.33±424.10 1620.33±58.05
I/R组 6 2974.00±376.55ab 2346.50±294.47ab

SDF-L组 6 2244.16±376.55abc 2033.33±322.54abc

SDF-M组 6 2305.83±164.37abc 1924.33±226.13abc

SDF-H组 6 2011.00±366.11abc 1677.83±563.09abc

SDF-B组 6 2194.00±232.91abc 1555.00±630.43abc

F 34.769 25.733
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与Control组比

较,a:P<0.01,与Sham组比较,b:P<0.01,与I/R组比较,

c:P<0.05。

2.3 龙血竭总黄酮对 MIRI大鼠心肌梗死面积的影

响 Control组与Sham组相比,大鼠心肌梗死面积差

异无统计学意义(P >0.05);与Sham 组相比,I/R
组、SDF-L组、SDF-M组、SDF-H组、SDF-B组大鼠心

肌梗 死 面 积 显 著 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05);与I/R组相比,SDF-L组、SDF-M 组、SDF-H
组、SDF-B组大鼠心肌梗死面积显著减轻,差异有统

计学意义(P <0.05);各用药剂量组之间相比,大鼠

心肌梗死面积差异无统计学意义(P >0.05)。见图

2、图3。

2.4 龙血竭总黄酮对 MIRI大鼠心肌病理形态学的

影响 光镜下观察Control组和Sham组大鼠心脏切

片,心肌细胞排列整齐致密,细胞结构完整,边界清晰,
心肌纤维排列整齐,未见变性、坏死、炎性细胞浸润,心
肌细胞分布有序。相反,I/R组心肌细胞结构不完整,
心肌细胞紊乱,细胞变性、坏死和炎症细胞浸润程度明

显。SDF-L组心肌纤维排列紊乱,细胞水肿,可见炎

性细胞浸润。SDF-M 组心肌细胞肿胀,无空泡样变

性,细胞核完整,心肌细胞排列轻度紊乱,间质轻度水

肿。SDF-H组心肌纤维排列规则,少量心肌纤维化,
胞浆染色不均匀,心肌纤维间隙未见明显炎性细胞浸

润。SDF-B组肌纤维排列规则,可见心肌纤维化,胞
浆染色不均匀,肌纤维间隙无明显炎性细胞浸润。与

I/R组比较,各剂量组大鼠心肌细胞肿胀减轻,细胞变

性、坏死和炎性细胞浸润也减少损伤症状明显减轻。

见图4。

图2 TTC染色法测定各组大鼠心肌梗死范围图

注:与Sham组比较,*P<0.05,

与I/R组比较,**P<0.01。

图3 各组大鼠心肌梗死面积百分比柱状图

图4 各组大鼠 HE染色图(×400)
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2.5 龙血竭总黄酮对 MIRI大鼠心肌组织 PI3K、
AKT、Caspase-3 蛋 白 表 达 的 影 响  Control组 与

Sham组PI3K、AKT蛋白含量无差异(P>0.05);与
Sham组比较,I/R组PI3K、AKT蛋白含量均降低,差
异有统计学意义(P <0.05);与I/R组比较,SDF-M
组、SDF-H组及SDF-B组PI3K、AKT蛋白含量明显

升高,且差异有统计学意义(P<0.05),与Sham组比

较,I/R组大鼠心肌组织Caspase-3表达明显增高,差
异有统计学意义(P <0.05);与I/R组比较,SDF-M
组、SDF-H组及SDF-B组Caspase-3蛋白含量出现减

少,差异有统计学意义(P <0.05),各剂量组之间相

比,差异无统计学意义(P>0.05)。见图5A、图5B。

注:A.WesternBlot法检测各组大鼠PI3K、AKT、Caspase-3蛋白水平情况;

B.各组大鼠蛋白表达水平的比较。*P<0.05,**P<0.01。
图5 WesternBlot法检测大鼠心肌细胞中PI3K、AKT、Caspase-3蛋白的表达水平

3 讨论

MIRI的机制极其复杂,迄今为止,人们都未能阐

明其作用的机制。主流的观点认为,自由基和促炎细

胞因子的过量产生,细胞凋亡的增加和内质网应激都

参与了 MIRI的发生和发展[18]。心肌I/R损伤可导致

心力衰竭和心肌炎症等预后不良,触发室性心律失常

可能导致心肌梗死加重[19]。细胞凋亡是由细胞内基

因及其产物调节的程序性细胞死亡的一种方式[20]。
细胞凋亡参与MIRI的病理生理过程,研究表明,MIRI
以多种方式诱导细胞凋亡,包括Bax水平升高,Bcl-2
水平降低以及抑制PI3K/AKT途径的激活[21]。防止

心肌细胞凋亡作为保护心肌免受 MIRI损害的新靶

点,引起了越来越多的关注。
PI3K/AKT信号通路调节体内多种细胞活动,大

量研究发现 PI3K/AKT 信号通路的激活对于抑制

MIRI期间心肌细胞凋亡至关重要[22]。能够对Bax、

Bad、Caspase-3等促凋亡基因的表达产生抑制作用,而
对抗凋亡基因Bcl-2的表达产生促进作用[23-24],从而

发挥抗凋亡作用,减轻心肌损伤。而当缺血缺氧、缺血

再灌注等病理因素作用于细胞时,内源性途径启动线

粒体介导的细胞凋亡,激活Bcl-2家族蛋白,促使线粒

体释放细胞色素C,进一步激活Caspase-3,Caspase-3
通过直接切割细胞核和细胞质中的结构蛋白和调节蛋

白来完成细胞凋亡的过程,诱导细胞凋亡,是细胞凋亡

中的一个重要的调控因子[25]。因此,抑制Caspase-3
蛋白的表达可以显著减轻 MIRI,当出现 MIRI时,
PI3K/AKT通路受到抑制并使其抗凋亡作用减弱。

大量研究证实龙血竭总黄酮具有抗炎、抗血小板聚集、
抑制细胞凋亡等作用[4,15,26-27]。其在 MIRI时通过激

活PI3K/AKT信号通路抑制细胞凋亡。MIRI过程

中,蛋白水解酶活性发生变化,细胞膜通透性增加,影
响心肌细胞代谢的关键酶LDH 和CK-MB从胞浆进

入血液,增加其在血清中的含量。因此,常将其作为反

映心肌细胞损伤程度的敏感指标。本实验结果显示,
使用SDF预处理后,大鼠LDH和CK-MB水平下降、
心肌梗死面积减少,TTC染色结果提示梗死面积缩

小,均能显著证实SDF对 MIRI具有保护作用。与

Sham组比较,I/R组的PI3K、AKT、蛋白含量下降,
Caspase-3蛋白含量上升,说明在 MIRI时,细胞凋亡

通路被激活,大量细胞凋亡,并抑制了PI3K/AKT信

号通路;相比于I/R组,SDF各剂量组PI3K、AKT蛋

白表达明显上升,且高剂量组PI3K、AKT蛋白上升显

著,Caspase-3蛋白表达下降,说明心肌细胞凋亡受到

抑制,这可能与SDF激活PI3K/AKT信号通路途径

有关。综上,SDF的抗凋亡作用在心脑血管疾病治疗

中具有独特优势,但其有效化学成分复杂,目前的研究

热点依旧是有效成分的分析和提取。本实验表明,
SDF可激活PI3K/AKT通路,发挥抗凋亡作用,减少

细胞凋亡,产生心肌保护功效。当然,MIRI发病机制

较多,并且各通路间相互协同,目前对其具体保护机制

尚不能明确。本实验仅从PI3K/AKT信号通路角度,
探讨SDF与 MIRI的关系,其具体机制还需进一步论

证。
本研究表明SDF能改善大鼠 MIRI,以龙血竭高
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剂量组疗效最佳。SDF可降低心肌损伤标志物LDH、
CK-MB的活性,减少心肌梗死面积,抑制心肌细胞凋

亡,减轻心肌组织的病理损伤。综上所述,SDF通过激

活PI3K/AKT信号通路抑制心肌细胞凋亡,从而对

MIRI大鼠心肌细胞发挥保护作用。
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