
第 39 卷第 10 期  2024 年 10 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No. 10 October 2024 ·2464· 

维拉帕米调节 AMPK/GSK-3β/Nrf2 信号通路对急性心肌梗死大鼠的心肌
保护作用 
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摘  要：目的 探讨维拉帕米调节腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/糖原合酶激酶-3β（GSK-3β）/核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）

通路对急性心肌梗死大鼠的心肌保护作用。方法  将大鼠分为假手术组、模型组、维拉帕米（0.165、0.660 mg/kg）组、阿司

匹林组及维拉帕米＋Compound C 组，每组 18 只。建模成功 1 h 后立即给药处理，1 次/d，共持续 7 d。检测大鼠左室短轴缩

短率（LVFS）和左室射血分数（LVEF）的变化；2,3,5-三苯基氯化四氮唑（TTC）染色检测心肌梗死率；HE 染色检测心肌

组织病理；试剂盒检测心肌组织中丙二醛（MDA）、肌钙蛋白 I（cTnI）水平及肌酸激酶同工酶（CK-MB）、超氧化物歧化酶

（SOD）活性；TUNEL 染色检测心肌细胞凋亡；Western blotting 检测 p-AMPK、p-GSK-3β、Nrf2 蛋白。结果  与模型组相

比，维拉帕米组心肌细胞紊乱程度有所改善，LVFS、LVEF、心肌组织中 SOD 活性及 p-AMPK、p-GSK-3β、Nrf2 蛋白表达

显著升高，心肌梗死率、心肌组织中 MDA、cTnI 水平、CK-MB 活性及心肌细胞凋亡率显著降低（P＜0.05），Compound C

减弱了维拉帕米对急性心肌梗死大鼠心肌损伤的保护作用。结论  维拉帕米改善急性心肌梗死大鼠心肌损伤的机制可能与

激活 AMPK/GSK-3β/Nrf2 通路有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the myocardial protective effect of verapamil on acute myocardial infarction rats by regulating 

the AMPK/GSK-3β/Nrf2 pathway. Methods  The rats were divided into sham operation group, model group, verapamil (0.165 and 

0.660 mg/kg) group, verapamil + Compound C group, with 18 rats in each group. After successful modeling for 1 h, they were 

immediately administered once daily for 7 days. The changes in LVFS and LVEF in rats were detected, 2,3,5-triphenyltetrazolium 

chloride staining was applied to detect the percentage of myocardial infarction area, HE staining was applied to detect pathological 

changes in myocardial tissue, the levels of MDA and cTnI and the activities of CK-MB and SOD in myocardial tissue were detected 

by the kit. TUNEL staining detect myocardial cell apoptosis, Western blotting detect p-AMPK, p-GSK-3β, and Nrf2 proteins in 

myocardial tissue. Results  Compared with model group, the degree of myocardial cell disruption in the verapamil group was 

improved, the LVFS, LVEF, activities of SOD and the expression of p-AMPK, p-GSK-3β, and Nrf2 proteins in myocardial tissue 

increased, the percentage of myocardial infarction area, levels of MDA, cTnI , activities of CK-MB in myocardial tissue, and apoptosis 

rate of myocardial cells decreased (P < 0.05). Compound C weakened the protective effect of verapamil on myocardial injury in acute 

myocardial infarction rats. Conclusion  The mechanism of verapamil improving myocardial injury in acute myocardial infarction rats  
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may be related to the activation of the AMPK/GSK-3β/Nrf2 pathway. 
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急性心肌梗死是一种心肌细胞的血液供应中

断，引起局部心肌细胞急性坏死，进而危及患者生

命的疾病。虽然有血管紧张素转换酶抑制剂和 β 受

体阻滞剂等治疗方案，但这些治疗方案不适用于血

压低于 90 mmHg/60 mmHg（1 mmHg＝0.133 kPa）

和慢性呼吸系统疾病（反复咳嗽和呼吸困难）的患

者[1]。由于现有药物的局限性，迫切需要开发替代

治疗方案以防止心肌梗死后进展为心力衰竭。维拉

帕米是一种 L-型钙离子拮抗剂，其对缺血心肌细胞

在缺血期间的收缩功能有积极影响，并改善了缺血

后的心肌细胞的功能恢复[2]。已有研究报道，维拉

帕米可通过抑制氧化应激对心肌缺血再灌注小鼠发

挥保护作用[3]。相关研究显示，腺苷酸活化蛋白激酶

（AMPK）/糖原合酶激酶-3β（GSK-3β）/核因子 E2

相关因子 2（Nrf2）通路的激活改善了心肌缺血/再

灌注大鼠的心功能[4]。基于此，本研究拟通过构建

急性心肌梗死大鼠模型，探究维拉帕米对急性心肌

梗死大鼠的影响及机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

108 只雄性 SD 大鼠，体质量 200～210 g，6 周

龄，购于广东省医学实验动物中心；生产许可证号

SCXK（粤）2022-0002。本研究中的动物护理程序

及使用程序经自贡市精神卫生中心动物研究伦理委

员会批准（审批号 2022-10018）。 

维拉帕米（质量分数 98%，批号 52-53-9，哈药

集团三精制药四厂有限公司）；阿司匹林肠溶片（规

格 25 mg，批号 14202005051，江苏平光制药有限责

任公司）；AMPK 抑制剂（Compound C，质量分数

99.91%，批号 HY-13418A，美国 MCE 公司）；2,3,5-

三苯基氯化四氮唑（TTC）染色液（批号 YM-S2211，

上海远慕生物公司）；TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒

（批号 20221119，上海翊圣生物公司）；大鼠丙二醛

（MDA）、肌酸激酶同工酶（CK-MB）、肌钙蛋白 I

（cTnI）、超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒（货号

J23786、J23088、J23016、J23069，武汉吉立德生物

公司）；兔源一抗 p-AMPK、p-GSK-3β、Nrf2、磷酸

甘油醛脱氢酶（GAPDH）、AMPK、GSK-3β 及羊抗

兔二抗（货号 ab133448、ab68476、ab313825、ab8245、

ab32047、ab93926、ab6721，Abcam 公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  模型制备、分组及给药  将大鼠分为假手术

组、模型组、维拉帕米组（0.165、0.660 mg/kg）组、

阿司匹林组、维拉帕米＋Compound C 组，每组 18

只。模型组采用结扎大鼠冠状动脉左前降支的方法

构建急性心肌梗死模型[5]；给药组在造模 1 h 后分

别 ip 维拉帕米 0.165、0.660 mg/kg[6]或 ig 25 mg/kg

阿司匹林[7]，维拉帕米＋Compound C 组或 ip 0.66 

mg/kg 维拉帕米和 10 mg/kg Compound C[8]。给药频

次为 1 次/d，共持续 7 d。 

1.2.2  心功能指标的检测  利用小动物超声成像系

统分析大鼠心功能指标左室短轴缩短率（LVFS）以

及左室射血分数（LVEF）的变化。 

1.2.3  标本的收集  心功能指标检测后，2%戊巴比

妥钠麻醉并处死大鼠，每组随机选取 6 只大鼠，取

大鼠的完整心脏用于 TTC 染色；再从各组剩余的 12

只大鼠中随机选取 6 只大鼠，取大鼠的心肌组织（梗

死边缘区）固定于4%多聚甲醛中用于HE和TUNEL

染色；最后取各组剩余的 6 只大鼠的心肌组织（梗

死边缘区）冻存于−80 ℃中用于 MDA、cTnI 水平、

CK-MB、SOD 活性检测和 Western blotting 检测。 

1.2.4  TTC 检测心肌梗死率  将冲洗后的大鼠完

整心脏在−20 ℃下冷冻 30 min 后切成 2 mm 厚的切

片。在 37 ℃下将切片与 TTC 染色液一起孵育 15 

min，4%多聚甲醛固定 24 h，对切片进行拍照成像。

并利用 ImageJ 软件评估心肌梗死面积。 

心肌梗死率＝白色梗死面积/总面积 

1.2.5  HE检测心肌组织病理变化  将固定于 4%多

聚甲醛中的心肌组织样品经脱水、包埋并切片后，

用 HE 染色，最后观察心肌组织病理变化。 

1.2.6  心肌组织中 MDA、cTnI 水平及 CK-MB、

SOD 活性检测  按试剂盒说明书步骤检测心肌组

织匀浆 MDA、cTnI 水平以及 CK-MB、SOD 活性。 

1.2.7  TUNEL 检测心肌细胞凋亡  组织中加入 50 

µL TUNEL 溶液进行切片染色，再加入 DAPI 进行

核染色，TUNEL 染色阳性细胞即为凋亡细胞，凋亡

率以 TUNEL 染色阳性细胞数/总细胞数表示。 

1.2.8  Western blotting 检测心肌组织中 p-AMPK、

p-GSK-3β、Nrf2 蛋白表达  从加入 RIPA 裂解液的

梗死边缘区心肌组织匀浆中收集总蛋白，取 30 μg
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蛋白进行电泳、转膜、封闭膜处理后，并在 4 ℃下

与一抗 p-AMPK（1∶5 000）、p-GSK-3β（1∶5 000）、

GAPDH（1∶5 000）、Nrf2（1∶4 000）、AMPK

（1∶3 000）、GSK-3β（1∶3 000）孵育过夜，再与

二抗（1∶6 000）孵育 90 min。加入 ECL 试剂显影，

Image J 软件评估蛋白吸光度值。 

1.3  统计学分析 

数据以x ± s 表示，GraphPad Prism 9.0 软件用

于统计分析。单因素方差分析多组的差异，进一步

两两之间比较行 SNK-q 检验。 

2  结果 

2.1  维拉帕米对急性心肌梗死大鼠心功能的影响 

与假手术组相比，模型组 LVFS 和 LVEF 显著

降低（P＜0.05）；与模型组相比，维拉帕米各剂量

组 LVFS 和 LVEF 显著升高（P＜0.05）；与维拉帕

米 0.660 mg/kg 组相比，维拉帕米＋Compound C 组

LVFS 和 LVEF 显著降低（P＜0.05），见表 1。 

表 1 各组大鼠心功能指标 LVFS 、 LVEF 变化比较       

（x ± s，n = 18） 

Table 1  Comparison on changes of LVFS and LVEF in 

cardiac function indexes of rats in each group (x ± s, n = 18 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) LVFS LVEF 

假手术 — 47.59±2.40 75.58±3.69 

模型 — 25.69±1.06* 42.78±2.01* 

维拉帕米 0.165 30.67±1.29# 49.93±2.12# 

 0.660 37.65±1.46# 62.18±2.95# 

阿司匹林 25 36.96±1.27# 61.83±2.86# 

维拉帕米＋ 

Compound C 

0.660＋25 31.12±1.22& 51.58±2.33& 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与维拉

帕米组 0.660 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 verapamil 0.660 mg∙kg−1 group. 

2.2  维拉帕米对急性心肌梗死大鼠心肌梗死率的

影响 

与假手术组相比，模型组心肌梗死率显著升高

（P＜0.05）；与模型组相比，维拉帕米各剂量组心肌

梗死率显著降低（P＜0.05）；与维拉帕米0.660 mg/kg

组相比，维拉帕米＋Compound C 组的心肌梗死率

显著升高（P＜0.05），见图 1、2。 

2.3  维拉帕米对急性心肌梗死大鼠心肌组织病理

损伤的影响 

假手术组心肌细胞完整、排列规则。模型组心 

 

图 1  大鼠心肌组织的 TTC 染色结果 

Fig. 1  TTC staining results of rat myocardial tissue  

 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与维拉

帕米组 0.660 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 verapamil 0.660 mg∙kg−1 group. 

图 2  心肌梗死率比较（x ± s，n = 6） 

Fig. 2  Comparison on myocardial infarction area 

percentage (x ± s, n = 6 ) 

肌细胞紊乱，部分破裂，且有心肌细胞坏死和间质

水肿的证据；与模型组相比，维拉帕米各剂量组心

肌细胞紊乱程度有所改善，心肌细胞坏死和间质水

肿的现象有所缓解；与维拉帕米 0.660 mg/kg 组相

比，维拉帕米＋Compound C 组心肌细胞紊乱程度

严重，心肌细胞坏死和间质水肿的现象更明显，见

图 3。 

2.4  维拉帕米对急性心肌梗死大鼠心肌组织中

MDA、cTnI 水平及 CK-MB、SOD 活性的影响 

与假手术组对比，模型组 MDA、cTnI 水平及

CK-MB 活性显著上调，SOD 活性下调（P＜0.05）；

与模型组对比，维拉帕米各剂量组 MDA、cTnI 水 
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图 3  大鼠心肌组织的 HE 染色（×200） 

Fig. 3  HE staining of rat myocardial tissue (×200) 

平及 CK-MB 活性显著下调，SOD 活性上调（P＜

0.05）；与维拉帕米 0.660 mg/kg 组对比，维拉帕米＋

Compound C 组 MDA、cTnI 水平及 CK-MB 活性显

著上调，SOD 活性下调（P＜0.05），见表 2。 

2.5  维拉帕米对急性心肌梗死大鼠心肌细胞凋亡

的影响 

与假手术组相比，模型组心肌细胞凋亡率显著

升高（P＜0.05）；与模型组相比，维拉帕米各剂量

组心肌细胞凋亡率显著降低（P＜0.05）；与维拉帕

米 0.660 mg/kg 组相比，维拉帕米＋Compound C 组

心肌细胞凋亡率显著升高（P＜0.05），见图 4、表 3。 

2.6  维拉帕米对急性心肌梗死大鼠心肌组织中 p-

AMPK、p-GSK-3β、Nrf2 蛋白表达的影响 

与假手术组相比，模型组心肌组织中 p-AMPK、 

表 2  各组大鼠心肌组织中 MDA、cTnI 水平及 CK-MB、SOD 活性比较（x ± s，n = 6） 

Table 2  Comparison of MDA and cTnI levels, CK-MB and SOD activities in myocardial tissue of rats in each group      

(x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) MDA/(nmol∙mg−1) SOD/(U∙mg−1) CK-MB/(U∙mg−1) cTnI/(pg∙mg−1) 

假手术 — 2.33±0.10 63.34±2.83 0.31±0.02 35.54±1.67 

模型 — 7.61±0.27* 31.17±1.25* 2.85±0.13* 123.35±5.77* 

维拉帕米 0.165 5.86±0.26# 43.38±2.04# 2.16±0.19# 101.22±4.35# 

 0.660 3.60±0.21# 53.52±2.67# 0.83±0.07# 61.18±2.77# 

阿司匹林 25 3.62±0.23# 53.78±2.83# 0.81±0.06# 63.75±2.80# 

维拉帕米＋Compound C 0.660＋25 4.79±0.18& 45.56±2.07& 1.53±0.12& 92.26±2.83& 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与维拉帕米组 0.660 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 verapamil 0.660 mg∙kg−1 group. 

 

图 4  大鼠心肌组织的 TUNEL 染色（×200） 

Fig. 4  TUNEL staining of rat myocardial tissue (×200) 
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表 3  各组大鼠心肌组织中心肌细胞凋亡率变化比较   

（x ± s，n = 6） 

Table 3  Comparison of myocardial apoptosis rate in 

myocardial tissue of rats in all groups (x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 细胞凋亡率/% 

假手术 0.165 2.26±0.13 

模型 0.660 21.15±1.04* 

维拉帕米 25 17.34±0.81# 

 0.660＋25 10.06±0.45# 

阿司匹林 0.165 10.12±0.43# 

维拉帕米＋Compound C 0.660 15.51±0.50& 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与维拉

帕米组 0.660 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 verapamil 0.660 mg∙kg−1 group. 

p-GSK-3β、Nrf2 蛋白表达显著降低（P＜0.05）；与

模型组相比，维拉帕米各剂量组心肌组织中 p-

AMPK、p-GSK-3β、Nrf2 蛋白表达显著升高（P＜

0.05）；与维拉帕米 0.660 mg/kg 组相比，维拉帕

米＋Compound C 组心肌组织中 p-AMPK、p-GSK-

3β、Nrf2 蛋白表达显著降低（P＜0.05），见图 5。 

3  讨论 

心血管疾病，特别是急性心肌梗死介导的死亡

率或发病率一直备受关注，并以惊人的速度增加。

梗死面积是急性心肌梗死长期预后的主要决定因

素。此外，cTnI 作为心肌肌钙蛋白调节复合物的一

个组成部分，参与心肌收缩，对急性心肌梗死具有

高度敏感性和特异性[9]；有研究报道 CK-MB 活性

和 cTnI 浓度升高反映了心肌损伤的程度高[10]。本 

 

    与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与维拉帕米组 0.660 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 verapamil 0.660 mg∙kg−1 group. 

图 5  大鼠心肌组织中 p-AMPK、p-GSK-3β、Nrf2 蛋白表达的 Western blottng 检测结果及蛋白表达量变化统计结果   

（x ± s，n = 6） 

Fig. 5  Western blot results of p-AMPK, p-GSK-3β and Nrf2 protein expression in rat myocardial tissue and statistical 

results of protein expression changes (x ± s, n = 6 ) 

研究发现，与假手术组相比，急性心肌梗死组 LVFS

和 LVEF 显著降低，心肌梗死面积百分数升高，心

肌组织病理损伤严重以及心肌组织中 CK-MB 活

性、cTnI 水平升高，表明急性心肌梗死模型构建成

功。大量研究表明氧化应激是急性心肌梗死发病机

制的关键因素，而缺血性损伤主要由心肌细胞凋亡

诱导[11]。本研究证明了氧化应激及心肌细胞凋亡参

与了急性心肌梗死大鼠心肌损伤过程。提示抑制氧

化应激及心肌细胞凋亡可能成为改善急性心肌梗死

大鼠心肌损伤的有效途径之一。 

维拉帕米是一种常用于治疗高血压、心肌缺血

和心律失常的 L 型 Ca2+通道阻滞剂。据报道，在经

皮冠脉介入治疗的患者冠脉内注射高剂量维拉帕

米，可减少患者术后心肌损伤，并改善心功能[12]；

维拉帕米能够改善脓毒症心肌病患者心功能[13]。本

研究证实了维拉帕米可抑制急性心肌梗死大鼠氧化

应激及心肌细胞凋亡，且呈剂量相关性，证实了维

拉帕米可能成为改善急性心肌梗死过程中心肌损伤

的有效药物之一。 

AMPK/GSK-3β/Nrf2 通路的阻断在调节心肌细

胞氧化损伤、炎症等过程中发挥重要作用。据报道，

激活AMPK/GSK-3β/Nrf2通路可减轻糖尿病小鼠缺

                

蛋
白
相
对
表
达
量

 
2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0.0 

& 

假手术 模型 阿司匹林0.165  0.660  维拉帕米＋ 
               维拉帕米/(mg∙kg−1)   Compound C 

p-AMPK 

AMPK 

p-GSK-3β 

GSK-3β 

Nrf2 

GAPDH 

6.3×104 

 

6.3×104 

 

4.7×104 

 

4.7×104 

 

6.8×104 

 

3.7×104 

假手术 

模型 

维拉帕米 
0.165 mg∙kg−1 

维拉帕米 
0.660 mg∙kg−1 

阿司匹林 

维拉帕米＋ 

Compound C 

p-AMPK/AMPK  p-GSK-3β/GSK-3β    Nrf2/GAPDH 

* 

* 

* 

# 

# # 

# 

# 
# 

# # 

# 

& 

& 



第 39 卷第 10 期  2024 年 10 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No. 10 October 2024 ·2469· 

血/再灌注诱导的心肌损伤[14]。本研究中维拉帕米各

剂量组均可上调急性心肌梗死大鼠心肌组织中 p-

AMPK、p-GSK-3β、Nrf2 蛋白，推测维拉帕米改善

急性心肌梗死大鼠心肌损伤的机制可能与激活

AMPK/GSK-3β/Nrf2 通路有关。本实验结果显示，

Compound C 减轻了高剂量维拉帕米对急性心肌梗

死大鼠的保护作用，证实了推测是与实际相符合的。 

综上所述，维拉帕米改善急性心肌梗死大鼠心

肌损伤的机制可能与激活AMPK/GSK-3β/Nrf2通路

有关。 
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