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• 实验研究 • 

小檗碱对心肌缺血再灌注损伤大鼠线粒体自噬及对PINK1/Parkin通路的影响   
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摘  要：目的  探讨小檗碱对心肌缺血再灌注损伤大鼠线粒体自噬及 PTEN 诱导激酶 1（PTEN induced putative kinase 1，

PINK1）/帕金森病蛋白（Parkin）通路的影响。方法  建立心肌缺血再灌注损伤大鼠模型，随机分组为模型组、小檗碱低、

高剂量（75、150 mg/kg）组，自噬抑制剂三甲基腺嘌呤（3-MA，100 mmol/L）组、小檗碱＋3-MA（150 mg/kg＋100 mmol/L）

组，每组 12 只，另取 12 只正常大鼠设为假手术组。分组处理后，超声检测大鼠左室功能，记录左室收缩末期内径（LVESD）、

左室舒张末期内径（LVEDD）、左心射血分数（LVEF）、左室短轴缩短率（FS）；三苯基氯化四氮唑（TTC）染色检测各组

大鼠心肌梗死面积，酶联免疫吸附实验（ELISA）检测各组大鼠血清中磷酸肌酸激酶同工酶（CK-MB）、肌钙蛋白 I（cTnI）

水平；HE 染色观察大鼠心肌组织病理变化；透射电镜观察心肌细胞超微结构及线粒体自噬并分析线粒体损伤评分；蛋白免

疫印迹法检测各组大鼠心肌组织 PINK1、Parkin 蛋白及微管轻链蛋白 3B（LC3B）、线粒体自噬受体 p62（p62）、泛素特异

性蛋白酶 30（USP30）蛋白表达。结果  与假手术组比较，模型组大鼠心肌组织病理损伤严重，线粒体肿胀及空泡化损伤

较多，线粒体损伤评分、心肌梗死面积、LVEDD、LVESD、CK-MB、cTnI 水平及 PINK1、Parkin、LC3B、p62 蛋白表达升

高（P＜0.05），LVEF 及 FS、USP30 蛋白表达降低（P＜0.05）。与模型组比较，3-MA 组大鼠心肌组织及线粒体病理损伤加

重，LVEF、FS、PINK1、Parkin、LC3B、p62 蛋白表达降低（P＜0.05），线粒体损伤评分、心肌梗死面积、LVEDD、LVESD、

CK-MB、cTnI 水平、USP30 蛋白表达升高（P＜0.05）；小檗碱低、高剂量大鼠心肌组织及线粒体病理损伤减轻，LVEF、FS、

PINK1、Parkin、LC3B、p62、USP30 蛋白表达升高（P＜0.05），线粒体损伤评分、心肌梗死面积、LVEDD、LVESD、CK-MB、

cTnI 水平降低（P＜0.05）。小檗碱＋3-MA 组大鼠上述各项指标均与小檗碱高剂量组变化趋势相反，且有统计学差异（P＜

0.05）。结论  小檗碱可能通过激活 PINK1/Parkin/P62/LC3B 通路促进线粒体自噬，升高 USP30 表达，减少异常自噬，缓解

心肌缺血再灌注损伤。 
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Abstract:  Objective To investigate the effects of berberine on mitochondrial autophagy and phosphatase and tensin homology 

deleted on chromosome ten (PTEN)-induced putative kinase 1 (PINK1)/Parkin pathway in rats with myocardial ischemia-reperfusion 

(MIR). Methods  MIR rat model was established and randomly divided into model group, low-dose berberine group (75 mg/kg), 

high-dose berberine group (150 mg/kg), autophagy inhibitor trimethyladenine (3-MA, 100 mmol/L), berberine + autophagy inhibitor 

group (150 mg/kg + 100 mmol/L), with 12 rats in each group, and another 12 rats were set as Sham operation group. After grouping and 
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treatment, left ventricular function was detected by echocardiography, left ventricular end systolic diameter (LVESD), left ventricular 

end diastolic diameter (LVEDD), left ventricular ejection fraction (LVEF) and left ventricular short axis shortening (FS) were recorded. 

The infarct size was detected by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining, and the levels of creatine kinase isoenzyme 

(CK-MB) and troponin I (cTnI) in serum were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). HE staining was used to 

observe the pathological changes of myocardium. The ultrastructure and mitochondrial autophagy of cardiomyocytes were observed by 

transmission electron microscopy (TEM), and mitochondrial damage score was analyzed. The protein expressions of PINK1, Parkin, 

microtubule associated protein 1 light chain 3B (LC3B), mitochondrial autophagy receptor p62 and ubiquitin specific protease 30 

(USP30) were detected by Western blotting. Results  Compared with those in the Sham operation group, the pathological damage of 

myocardial tissue in the model group was serious, and the swelling and vacuolation of mitochondria were more serious, the 

mitochondrial injury score, myocardial infarction area, LVEDD, LVESD, levels of CK-MB and cTnI, the protein expression levels of 

PINK1, Parkin, LC3B and p62 were higher (P < 0.05), but LVEF, the protein expression levels of FS and USP30 were lower (P < 0.05). 

Compared with those in the model group, the pathological damage of myocardial tissue and mitochondria in 3-MA group was 

aggravated, LVEF, FS, the protein expression levels of PINK1, Parkin, LC3B and p62 were lower (P < 0.05), the mitochondrial injury 

score, myocardial infarction area, LVEDD, LVESD, levels of CK-MB and cTnI and the protein expression level of USP30 were higher 

(P < 0.05). The pathological damage of myocardial tissue and mitochondria in rats in low and high dose berberine groups was 

alleviated, LVEF, FS, the protein expression levels of PINK1, Parkin, LC3B, p62 and USP30 were higher (P < 0.05), the mitochondrial 

damage score, myocardial infarction area, LVEDD, LVESD, levels of CK-MB and cTnI were lower (P < 0.05). The changes of the 

above indexes in berberine + 3-MA group were contrary to those in high-dose berberine group, and the difference was statistically 

significant (P < 0.05). Conclusion  Berberine may promote mitochondrial autophagy by activating PINK1/Parkin/p62/LC3B 

pathway, increase USP30 expression, reduce abnormal autophagy and alleviate MIR injury. 

Key words: berberine; phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten-induced putative kinase 1; Parkin; myocardial 

ischemia reperfusion; mitochondrial autophagy 

再灌注治疗是缺血性心脏病的常用治疗措施，

但心肌缺血再灌注可诱发心律失常及心功能障碍，

导致心肌出现不可逆损伤[1]。采取积极有效措施防

治心肌缺血再灌注损伤是目前临床研究的热点和重

点之一[2]。目前研究发现线粒体结构损伤及功能降

低，是心肌缺血再灌注损伤的主要机制之一[3]，且

线粒体自噬在心肌缺血再灌注损伤中的调控及保护

作用越来越受到重视[4]。研究证实 PTEN 诱导激酶

1（PTEN induced putative kinase 1，PINK1）/帕金

森病蛋白（Parkin）可调节线粒体自噬，清除细胞

中受损线粒体，维持细胞功能稳定[5]，参与冠心病、

心力衰竭及心肌病等多种疾病的发生发展过程[6]。

近来研究发现，PINK1/Parkin 通路也是心、脑、肾

等脏腑缺血再灌注损伤过程中调控线粒体自噬的经

典通路 [7]。故探究心肌缺血再灌注损伤过程中

PINK1/Parkin 通路的调控作用对防治心肌缺血再灌

注损伤有一定的临床价值。小檗碱为提取自黄连、

黄柏等药材的生物碱类活性物质，具有多种抗心血

管疾病作用[8-9]，可通过抑制炎症通路激活缓解心肌

缺血再灌注损伤。但小檗碱是否能通过 PINK1/ 

Parkin 通路调控线粒体自噬进而缓解心肌缺血再灌

注损伤目前还不清楚。本研究建立心肌缺血再灌注

大鼠模型，观察小檗碱对模型大鼠 PINK1/Parkin 通

路的影响，为其防治心肌缺血再灌注损伤提供参考

和依据。 

1  材料 

1.1  实验动物 

SD 大鼠（上海斯莱克实验动物有限公司），质

量合格证号：2015000504404，许可证号：SYXK（沪）

2014-0005，雄性，SPF 级，体质量 220～240 g。饲

养条件：大鼠自由摄食、饮水，自然光照，恒温约

25 ℃，相对湿度为 50%，定期添加饲料、饮用水、

更换垫料，并清理及消毒鼠笼，保持动物房环境清

洁、安静，通风良好。动物实验遵守 3R 原则。 

1.2  主要试剂与仪器 

小檗碱（质量分数≥98%，货号：S90152，北

京索莱宝科技有限公司）；氯化三苯基四氮唑（TTC，

货号：17779，美国 Sigma 公司）；HE 染色试剂盒

（货号：C0105，上海碧云天公司）；磷酸肌酸激酶

同工酶（CK-MB）及肌钙蛋白 I（cTnI）酶联免疫

吸附法（ELISA）试剂盒（货号分别为 ab187396、

ab246529，购自美国 Abcam 公司）；兔抗大鼠单克

隆抗体 PINK1（货号：10006283，购自美国 Cayman 

公司）；兔抗大鼠单克隆抗体泛素特异性蛋白酶 30
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（USP30，货号：SAB4503385，购自德国默克公司）；

兔抗大鼠单克隆抗体 Parkin、微管轻链蛋白 3B

（LC3B）、线粒体自噬受体 p62（p62）抗体（货号：

ab179812、ab192890、ab109012，均购自美国 Abcam

公司）；BL-420F 生物信号采集与分析系统（购自成

都泰盟软件有限公司）；MouseDoppler 小动物超声

多普勒血流仪（购自广州市科之蓝仪器有限公司）；

1659001 蛋白电泳仪、Trans-Blot SD 半干转膜仪（美

国 Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  动物模型的建立及分组给药 

参照文献方法[10]建立大鼠心肌缺血再灌注损

伤模型。SD 大鼠 ip 30 mg/kg 2.5%戊巴比妥钠溶液

麻醉后，仰卧固定在操作台上，备皮消毒，做气管

插管，监测大鼠心电图，并连接小动物呼吸机。于

大鼠左肋第 3、4 肋骨中间开胸，暴露心脏，小心分

离左冠状动脉降支，结扎其根部，观察心电图，若

ST 波升高，左心室颜色由红变白时，表明缺血完成，

结扎 30 min 后解开结扎线，马上还纳心脏、逐层缝

合切口，若 ST 波下降且出现病理性Ｑ波，表明心

肌再灌注成功。共造模 68 只，成功 60 只，随机分

成模型组、小檗碱低剂量组（75 mg/kg）组、小檗

碱高剂量（150 mg/kg）组、自噬抑制剂三甲基腺嘌

呤（3-MA，100 mmol/L）组、小檗碱＋自噬抑制剂

组（150 mg/kg 小檗碱＋100 mmol/L 3-MA），每组

12 只。另取 12 只正常大鼠最为假手术组，仅穿线

而不结扎，其余操作同模型组。小檗碱、3-MA 参

照文献报道[10-11]设置剂量，按 10 mL/kg 的容积 ig

给予相应剂量小檗碱，按 2 μL/只 ip 3-MA，模型组

和对照组大鼠 ig 同剂量生理盐水，并 ip 2 μL/只 

PBS 溶液，每天 1 次，持续给药 14 d。 

2.2  超声检测大鼠左室功能 

末次给药结束 24 h 后，将大鼠麻醉。以小动物

超声多普勒血流仪检测左心室功能，至少检测 3 个

连续、完整的心动周期，指标为左室收缩末期内径

（LVESD）、左室舒张末期内径（LVEDD）、左心射

血分数（LVEF）、左室短轴缩短率（FS）。 

2.3  标本采集及 TTC 染色检测心肌梗死面积 

超声检测结束后，经颈动脉取血约 2 mL，3 000 

r/min 条件下离心 10 min 取上清液，储存在−80 ℃

冰箱中备用。处死大鼠，每组分别随机选取 6 只，

解剖分离心脏，剪取约 0.5 g 匀浆后提取组织中蛋

白，储存在−80 ℃冰箱中备用；剩余心肌组织分成

2 部分，一部分切取 1 mm×1 mm×1 mm 左心室组

织，经 2%戊二醛、10 g/L 锇酸固定、丙酮逐级脱水、

包埋、切片、染色后用 HT7700 型透射电子显微镜

观察心肌细胞超微结构及线粒体自噬变化。剩余组

织迅速放入 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h，常规脱

水、透明、浸蜡、包埋后，用切片机切成 5 μm 切

片备用。 

每组剩余 6 只大鼠解剖后分离心脏，沿冠状面

将其切为 5 片，TTC 染液于 37 ℃水浴中避光染色

30 min，再经 4%多聚甲醛固定后观察。正常心肌组

织为红色，梗死区域组织为淡白色，拍照后以 Image 

pro 软件分析图像，检测心肌梗死面积（心肌梗死

面积＝全心脏梗死面积/全心脏切片面积）。 

2.4  HE 染色检测心肌组织病理变化 

对“2.3”项中的石蜡切片脱蜡后，以高浓度到

低浓度酒精依次浸泡，使用 HE 染色试剂盒进行染

色，具体操作按照说明书进行，经再次脱水、透明

后封片，在光学显微镜下观察心肌组织病理变化并

拍照。 

2.5  ELISA 法检测血清 CK-MB、cTnI 水平 

“2.3”项中的血清置于 4 ℃冰箱中解冻，采用

ELISA 试剂盒测定其中 CK-MB、cTnI 的水平，具

体操作参照说明书进行。 

2.6  透射电镜观察心肌细胞中线粒体损伤情况 

取“2.3”项中透射电镜标本，电镜下随机取 5

个视野，参照文献方法[12]对线粒体损伤程度评分。 

2.7  各组大鼠心肌组织中 PINK1、Parkin、LC3B、

p62、USP30 蛋白水平检测 

以 BCA 试剂盒测定“2.3”项中心肌组织蛋白

总浓度。各组取含 20 μg 总蛋白的样品煮沸变性后

进行 SDS-PAGE 电泳，使蛋白分离，然后进行湿转，

将其全部转移至聚偏二氟乙烯膜（PVDF）上，使

用 5%的脱脂奶粉室温封闭 2 h，再以 1∶1 000 的兔

源 PINK1、Parkin、LC3B、Mfn2、USP30 一抗

溶液及 GAPDH 内参抗体于 4 ℃条件下孵育过

夜，以 TBST 溶液漂洗 3 次，加入 1∶1 000 的羊

抗兔二抗室温孵育 2 h，再次以 TBST 漂洗 3 次

以增强化学发光法显色，拍摄图像并分析。 

2.8  统计分析 

以软件 SPSS 24.0 对实验数据进行统计分析，

计量数据采用 ±x s 表示，多组间比较行单因素方差

分析，进一步两两间比较行 SNK-q 检验，P＜0.05

表示差异有统计学意义。 
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3  结果 

3.1  各组大鼠心室功能比较 

与假手术组相比，模型组大鼠 LVEDD、LVESD

显著升高（P＜0.05），LVEF、FS 显著降低（P＜0.05）。

与模型组相比，3-MA 组大鼠 LVEDD、LVESD 升

高（P＜0.05），LVEF、FS 显著降低（P＜0.05）；小

檗碱低、高剂量组大鼠 LVEDD、LVESD 显著降低

（P＜0.05），LVEF、FS 显著升高（P＜0.05）。与小

檗碱高剂量组相比，小檗碱＋3-MA组大鼠LVEDD、

LVESD 显著升高（P＜0.05），LVEF、FS 显著降低

（P＜0.05），见表 1。 

3.2  各组大鼠心肌梗死情况比较 

与假手术组相比，模型组大鼠心肌梗死面积显

著增加（P＜0.05）。与模型组相比，3-MA 组大鼠

心肌梗死面积显著增加（P＜0.05）；小檗碱低、高

剂量组大鼠心肌梗死面积显著减少（P＜0.05）。与

小檗碱高剂量组相比，小檗碱＋3-MA 组大鼠心肌

梗死面积显著增加（P＜0.05），见图 1 和表 2。

表 1  各组大鼠心室功能比较（x ± s，n = 12） 

Table 1  Comparison of ventricular function of rats in each group （x ± s，n = 12） 

组别 剂量 LVEDD/mm LVESD/mm LVEF/% FS/% 

假手术 — 5.61±0.43 3.36±0.34 85.12±4.03 49.82±4.76 

模型 — 8.68±0.62* 5.92±0.58* 62.11±3.01* 27.87±2.73* 

3-MA  100 mmol∙L−1 9.98±0.72# 7.63±0.74# 38.86±1.13# 10.62±1.01# 

小檗碱  75 mg∙kg−1 6.83±0.54# 4.45±0.46# 73.90±3.43# 36.12±3.04# 

 150 mg∙kg−1 5.93±0.54# 3.45±0.37# 79.90±3.23# 42.12±4.04# 

小檗碱＋3-MA 150 mg∙kg−1＋100 mmol∙L−1 7.97±1.87▲ 5.98±1.12▲ 61.03±3.01▲ 26.51±2.02▲ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与小檗碱 150 mg/kg 组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs Sham operation group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs 150 mg/kg berberine group 

           
假手术          模型           3-MA   小檗碱 75 mg∙kg−1  小檗碱 150 mg∙kg−1 小檗碱 150 mg∙kg−1＋3-MA 

图 1  心肌 TTC 染色结果 

Fig.1  Myocardial TTC staining image results 

3.3  各组大鼠心肌组织病理变化比较 

假手术组大鼠心肌结构完整清晰，无损伤；模

型组大鼠心肌组织纤维变性、断裂、排列紊乱，间

质水肿及炎性细胞浸润等病理损伤严重；与模型组

相比，3-MA 组大鼠心肌组织上述病理损伤加重；

小檗碱低、高剂量组大鼠心肌组织上述病理损伤减

轻；与小檗碱高剂量组相比，小檗碱＋3-MA 组大

鼠心肌组织上述病理损伤加重，见图 2。 

3.4  各组大鼠血清 CK-MB、cTnI 水平比较 

与假手术组相比，模型组大鼠血清中 CK-MB、

cTnI 水平升高（P＜0.05）。与模型组相比，3-MA

组大鼠血清中 CK-MB、cTnI 水平升高（P＜0.05）；

小檗碱低、高剂量组大鼠血清中 CK-MB、cTnI 水平

降低（P＜0.05）。与小檗碱高剂量组相比，小檗碱＋

3-MA 组大鼠血清中 CK-MB、cTnI 水平升高（P＜

0.05），见表 3。 
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表 2  各组大鼠心肌梗死面积比较（x ± s，n = 6） 

Table 2  Comparison of myocardial infarction area of rats 

in each group （x ± s，n = 6） 

组别 剂量 心肌梗死面积/% 

假手术 — 0.06±0.01 

模型 — 29.03±3.28* 

3-MA  100 mmol∙L−1 47.83±0.56# 

小檗碱  75 mg∙kg−1 12.31±2.87# 

 150 mg∙kg−1 6.31±1.76# 

小檗碱＋3-MA 150 mg∙kg−1＋100 mmol∙L−1 26.03±3.18▲ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与小檗碱

150 mg∙kg−1组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs Sham operation group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 

0.05 vs 150 mg∙kg−1 berberine group 

3.5  各组大鼠线粒体结构及损伤评分比较 

假手术组线粒体结构正常。与假手术组相比，

模型组大鼠可见肌原纤维紊乱、断裂、线粒体肿胀、

基质密度降低、嵴突紊乱及空泡化严重，且有自噬

体、双层膜结构内包裹线粒体样细胞器形成，线粒

体损伤评分升高（P＜0.05）。与模型组相比，3-MA

组大鼠线粒体肿胀及空泡化严重，自噬体及双层膜

结构内包裹线粒体样细胞器形成较少，线粒体损伤

评分升高（P＜0.05）；小檗碱低、高剂量组大鼠线

粒体肿胀、空泡化减轻，自噬体形成较多，线粒体

结构损伤评分降低（P＜0.05）。与小檗碱高剂量组

相比，小檗碱＋3-MA 组线粒体损伤评分升高（P＜

0.05），见图 3 和表 4。

      
假手术              模型             3-MA           小檗碱 75 mg∙kg−1     小檗碱 150 mg∙kg−1 小檗碱 150 mg∙kg−1＋3-MA 

图 2  HE 染色检测各组大鼠心肌组织病理变化（×100） 

Fig.2  HE staining to detect the pathological changes of myocardial tissue of rats in each group (× 100) 

表 3  各组大鼠血清中 CK-MB、cTnI 水平比较（x ± s，n = 12） 

Table 3  Comparison of CK-MB and cTnI levels in serum of rats in each group（x ± s，n = 12） 

组别 剂量 CK-MB/(ng∙mL−1) cTnI/(ng∙mL−1) 

假手术 — 45.31±7.16 9.03±1.26 

模型 — 117.14±24.05* 36.36±6.18* 

3-MA  100 mmol∙L−1 198.89±30.16# 93.02±13.07# 

小檗碱  75 mg∙kg−1 83.31±10.26# 21.09±3.02# 

 150 mg∙kg−1 52.42±11.45# 11.02±2.01# 

小檗碱＋3-MA  150 mg∙kg−1＋100 mmol∙L−1 119.92±23.38▲ 38.24±6.08▲ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与小檗碱 150 mg∙kg−1组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs Sham operation group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs 150 mg∙kg−1 berberine group p 

      

         
假手术              模型                3-MA           小檗碱 75 mg∙kg−1      小檗碱 150 mg∙kg−1 小檗碱 150 mg∙kg−1＋3-MA 

箭头所示为双层膜结构的自溶酶体或晚期/降解性自噬泡 

The arrow shows double membrane structure of autolysosome or late / degradable autophagy vesicle 

图 3  心肌细胞线粒体超微结构（×15 000，A）和心肌细胞线粒体自噬（×30 000，B） 

Fig. 3  Mitochondria ultrastructure of cardiomyocytes (× 15 000, A) and mitophagy of cardiomyocytes (× 30 000, B) 
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表 4  各组大鼠线粒体损伤程度评分（x ± s，n = 6） 

Table 4  Scores of mitochondrial damage in each group 

（x ± s，n = 6） 

组别 剂量 
线粒体损伤

程度评分 

假手术 — 0.31±0.06 

模型 — 3.14±0.16* 

3-MA  100 mmol∙L−1 3.89±0.19# 

小檗碱  75 mg∙kg−1 2.31±0.15# 

 150 mg∙kg−1 1.42±0.10# 

小檗碱＋3-MA 150 mg∙kg−1＋100 mmol∙L−1 3.22±0.18▲ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与小檗碱

150 mg/kg 组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs Sham operation group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 

0.05 vs 150 mg/kg berberine group 

3.6  各组大鼠心肌组织中 PINK1、Parkin、LC3B、

p62、USP30 蛋白表达比较 

与假手术组比，模型组大鼠心肌组织中PINK1、

Parkin、LC3B、p62 蛋白表达升高（P＜0.05），USP30

蛋白表达降低（P＜0.05）。与模型组相比，3-MA

组大鼠心肌组织 PINK1、Parkin、LC3B、p62 蛋白

表达降低（P＜0.05），USP30 升高（P＜0.05）；小

檗碱低、高剂量大鼠心肌组织中 PINK1、Parkin、

LC3B、p62 蛋白表达升高（P＜0.05），USP30 蛋白

表达升高（P＜0.05）。与小檗碱高剂量组相比，小

檗碱＋3-MA 组大鼠心肌组织中 PINK1、Parkin、

LC3B、p62 蛋白表达降低（P＜0.05），USP30 降低

（P＜0.05），见图 4 和表 5。 

 

 

假手术  模型    3-MA     75        150   小檗碱＋3-MA 

小檗碱/(mg∙kg−1) 

图 4  各组大鼠心肌组织中 PINK1、Parkin、LC3B、p62、 

USP30 蛋白表达免疫印迹检测结果 

Fig. 4  Western blotting detection results of PINK1, Parkin,  

LC3B, p62, USP30 protein expression in myocardial 

tissue of rats in each group 

表 5  各组大鼠心肌组织中 PINK1、Parkin、LC3B、p62、USP30 蛋白表达比较（x ± s，n = 6） 

Table 5  Comparison of PINK1, Parkin, lc3b, p62 and USP30 protein expression in myocardial tissue of rats in each group 

（x ± s，n = 6） 

组别 剂量 PINK1/GAPDH Parkin/GAPDH LC3B/GAPDH p62/GAPDH USP30/GAPDH 

假手术 — 0.42±0.20 0.46±0.03 0.59±0.03 0.56±0.03 0.76±0.03 

模型 — 0.79±0.07* 0.73±0.13* 0.83±0.13* 0.81±0.13* 0.21±0.13* 

3-MA  100 mmol∙L−1 0.19±0.02# 0.24±0.22# 0.18±0.22# 0.23±0.22# 1.33±0.22# 

小檗碱  75 mg∙kg−1 1.02±0.02# 1.02±0.02# 1.12±0.02# 1.09±0.02# 0.43±0.02# 

 150 mg∙kg−1 1.36±0.19# 1.43±0.04# 1.43±0.04# 1.39±0.04# 0.69±0.04# 

小檗碱＋3-MA  150 mg∙kg−1＋100 mmol∙L−1 0.81±0.10▲ 0.74±0.12▲ 0.84±0.12▲ 0.80±0.12▲ 0.26±0.12▲ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与小檗碱 150 mg/kg 组比较：▲P＜0.05 

*P < 0.05 vs Sham operation group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs 150 mg/kg berberine group 

4  讨论 

冠心病、心肌梗死严重威胁人类生命健康[13]。

药物溶栓、冠状动脉支架置入术和冠状动脉旁路移

植术等方法使冠心病、心肌梗死患者心脏恢复血液

供应的同时，会造成心脏再灌注损伤[14]。结扎左冠

状动脉前降支 30 min 后恢复血液供应，能够引起大

鼠心肌组织损伤、心肌梗死面积增加及心肌损伤标

记物 CK-MB、cTnI 大量释放[15]。与此一致，本研

究亦观察到，结扎大鼠左冠状动脉前降支 30 min 后

恢复血液供应可造成大鼠心肌组织出现纤维变性、

间质水肿及炎性细胞浸润等病理损伤，引起心肌梗

死并伴随血清 CK-MB 及 cTnI 大量释放，且左心室

功能指标 LVEDD、LVESD 升高，LVEF、FS 降低。

心肌缺血再灌注后氧供恢复，钙超载与活性氧暴增

USP30 

p62 

LC3B 

Parkin 

PINK1 

GAPDH 
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会改变线粒体膜通透性，引起细胞色素和蛋白激酶

激活，致使线粒体肿胀甚至凋亡，最终导致细胞凋

亡及功能丧失[16-17]。本研究发现，模型组大鼠心肌

细胞线粒体肿胀、嵴突紊乱、空泡等结构损伤严重，

可见少量线粒体自噬体形成，线粒体损伤评分异常

升高，提示心肌缺血再灌注损伤后心肌细胞出现线

粒体结构破坏及少量线粒体自噬现象。 

小檗碱又称黄连素，是黄连、黄柏中主要的活性

成分，具有抗炎、抗菌、抗肿瘤等多种药理作用[18]。

近来研究发现，小檗碱具有多种抗心血管疾病作用，

且能通过调控磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶

B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号

通路、单磷酸腺苷活化蛋白激酶（AMPK）/mTOR

信号通路、活性氧（ROS）/c-Jun 氨基末端激酶（JNK）

通路和 ROS/AMPK/mTOR 等通路调控心肌细胞自

噬发挥缺血性心脏病的治疗[8]。但小檗碱对心肌缺

血再灌注过程中线粒体自噬的作用及机制研究较

少。本研究发现，心肌缺血再灌注大鼠经小檗碱低、

高剂量治疗后，心肌细胞线粒体肿胀、空泡等损伤

明显缓解，且心肌组织病理损伤程度、心肌梗死面

积、血清 CK-MB 及 cTnI 水平及左心室功能损伤指

标均显著降低，表明小檗碱可改善心肌缺血再灌注

损伤作用，并能缓解心肌细胞线粒体结构损伤。 

线粒体自噬增强或抑制在心肌缺血再灌注损伤

过程中的保护作用仍存在争议，适当线粒体自噬可

及时清除受损线粒体，避免受损线粒体释放大量氧

自由基而加重细胞损伤[19]。PINK1 可迅速聚集在受

损线粒体外膜表面，一方面能通过募集自噬受体如

P62，并与 LC3B 结合形成自噬体，促进受损线粒

体被自噬体吞噬 [20]；另一方面可通过直接激活

Parkin 并介导线粒体泛素链合成，诱导线粒体自噬

的发生[6]。本研究发现，模型组大鼠心肌组织中

PINK1、P62、LC3B、Parkin 表达明显高于假手术

组，推测 PINK1/Parkin 通路激活可能介导线粒体自

噬参与心肌缺血再灌注损伤过程，这可能是机体应

对外界损伤做出的保护性应激反应。另外 Parkin 与

USP30 之间存在靶向关系，USP30 可去除线粒体外

膜 Parkin 结合的泛素链，减少线粒体外膜对 Parkin

的募集，抑制线粒体自噬[21]；还可阻止泛素链在线

粒体堆积，抑制线粒体异常自噬[22]。而本研究发现，

模型组大鼠心肌组织中 USP30 水平明显低于假手

术组，USP30 水平不足可能预示着心肌缺血再灌注

大鼠心肌组织中线粒体存在异常自噬行为，这可能

是心肌缺血再灌注大鼠心肌组织线粒体自噬激活而

心肌损伤仍然严重的重要原因。本研究结果显示，

小檗碱低、高剂量组 PINK1、P62、LC3B、Parkin

表达进一步升高的同时，USP30 水平回升且趋于正

常值，推测小檗碱在促进 PINK1/Parkin/P62/LC3B

自噬通路激活过程，可能对 UP30 进行调控，这可

能是小檗碱调控线粒体自噬发挥心肌保护作用的可

能机制。而本研究采用自噬抑制剂 3-MA 抑制线粒

体自噬后，大鼠心肌损伤加重，PINK1/Parkin/ P62/ 

LC3B 自噬通路蛋白表达降低，USP30 表达异常增

高，推测 USP30 可能参与 3-MA 抑制 PINK1/Parkin

线粒体自噬激活过程，USP30 水平过高或过低都可

能预示着自噬的异常。本研究还发现，3-MA 可逆

转小檗碱对心肌缺血再灌注大鼠 PINK1/Parkin/ 

P62/LC3B 通路、USP30 蛋白表达、线粒体损伤及

心肌损伤的调节作用，证实小檗碱可能通过激活

PINK1/Parkin/P62/LC3B 通路促进线粒体自噬，升

高 USP30 表达，减少异常自噬，缓解心肌缺血再灌

注损伤。 

小檗碱可能通过促进 PINK1/Parkin/P62/LC3B

通路及 Parkin/USP30 蛋白表达，调控线粒体自噬，

缓解心肌缺血再灌注大鼠心功能损伤，可能为阐明

线粒体自噬参与心肌缺血再灌注保护的机制及完善

小檗碱改善心肌损伤的机制提供一定参考。但

Parkin/USP30 抑制线粒体泛素化降低自噬异常的机

制复杂，还需后续深入验证。 
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