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丁苯酞通过 RAS/PI3K 信号通路减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤  
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摘  要：目的  探讨丁苯酞（3-N-丁基苯酞，NBP）减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤（MIRI）的作用及机制。方法  综合网络

药理学方法，预测 NBP 减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤的潜在分子靶点与通路。继而结扎心脏的左前降支冠状动脉法构建 SD

大鼠 MIRI 模型，NBP（80 mg∙kg−1）预处理 7 d，通过超声心动图量化心脏功能，TTC 染色法评估心肌梗死面积，ELISA 法

检测心肌组织肌酸激酶-MB（CK-MB）、肌钙蛋白 T（cTnI）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）和乳酸脱氢酶（LDH）

水平，并借助 Western blotting 法分析心肌组织分子靶点的蛋白表达差异。最后体外培养 H9C2 大鼠心肌细胞，细胞分为：对照

组，正常培养；模型组，进行氧糖剥夺/再氧合（OGD/R）处理；NBP 组，在 NBP（100 μmol·L−1）预处理 4 h 后进行 OGD/R；

NBP＋LY 组，在 NBP 组的基础上额外给予 PI3K 特异性抑制剂 LY294002 15 μmol·L−1预处理 1 h；FTS（RAS 抑制剂 Salirasib）

组，在 OGD/R 的基础上以 FTS（39.36 μmol·L−1）预处理 12 h；FTS＋NBP 组，在 FTS 组的基础上以 100 μmol·L−1的 NBP 预

处理 4 h，通过免疫荧光和 Western blotting 法进一步验证与探索 NBP 的作用通路。结果  网络药理学结果表明，NBP 发挥

作用的信号通路可能包括：脂质和动脉粥样硬化、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路、T 细胞受体信

号通路、FoxO 信号通路、细胞凋亡、MAPK 信号通路和 Ras 信号通路。体内实验显示，相较于对照组，NBP 预处理显著减

轻 MIRI 诱导的 SD 大鼠心肌炎症反应与氧化应激，缩小梗死率，增强射血功能，同时激活 PI3K 信号通路蛋白表达，抑制

凋亡通路蛋白表达，差异均显著（P＜0.05、0.01、0.001）。体外实验证实，NBP 预处理通过 RAS/PI3K 信号通路调控凋亡蛋

白，并激活热休克蛋白 A12A（HSPA12A）表达，LY294002 和 Salirasib 可以部分抵消其作用，该调节方式可能呈单向性。

体内外实验结果相互佐证。结论  NBP 可有效缓解 MIRI 诱导的细胞凋亡，发挥心脏保护作用，机制可能与 RAS/PI3K 信号

通路相关。 
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Abstract: Objective  The role and mechanism of 3-N-butylphthalide (NBP) in alleviating myocardial ischemia-reperfusion injury 

(MIRI) in rats were explored. Methods  A comprehensive network pharmacology approach was used to predict the potential molecular 

targets and pathways of NBP in reducing MIRI in rats. Then, a MIRI model in SD rats was established by ligating the left anterior 

descending coronary artery. Rats were pretreated with NBP (80 mg·kg−1) for seven days. Cardiac function was quantified by 
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echocardiography, myocardial infarction area was evaluated by TTC staining, and levels of creatine kinase-MB (CK-MB), troponin T 

(cTnI), superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), and lactate dehydrogenase (LDH) in myocardial tissue were detected 

by ELISA. Western blotting was used to analyze the protein expression differences of molecular targets in myocardial tissue. In 

addition, H9C2 rat cardiomyocytes were cultured in vitro. The cells were divided into: control group, normal culture; model group, 

subjected to oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/R) treatment; NBP group, pretreated with NBP (100 μmol·L−1) for 4 h 

before OGD/R; NBP + LY group, pretreated with PI3K-specific inhibitor LY294002 15 μmol·L−1 for 1 h on the basis of the NBP group; 

FTS (RAS inhibitor Salirasib) group, pretreated with FTS (39.36 μmol·L−1) for 12 h before OGD/R; FTS + NBP group, pretreated with 

100 μmol·L−1 NBP for 4 h on the basis of the FTS group. Immunofluorescence and Western blotting were used to further verify and 

explore the action pathways of NBP. Results  Network pharmacology results indicated that the possible signaling pathways involved 

in the action of NBP might include: lipid and atherosclerosis, PI3K/Akt signaling pathway, T-cell receptor signaling pathway, FoxO 

signaling pathway, apoptosis, MAPK signaling pathway, and Ras signaling pathway. In vivo experiments showed that compared with 

the control group, NBP pretreatment significantly reduced myocardial inflammatory response and oxidative stress induced by MIRI in 

SD rats, reduced infarction rate, enhanced ejection function, and activated PI3K signaling pathway protein expression while inhibiting 

apoptosis pathway protein expression, with significant differences (P < 0.05, 0.01, 0.001). In vitro experiments confirmed that NBP 

pretreatment regulated apoptosis proteins through the RAS/PI3K signaling pathway and activated HSPA12A expression. LY294002 

and Salirasib could partially cancel its effect, and this regulatory mode might be unidirectional. The results of in vivo and in vitro 

experiments were mutually supportive. Conclusion  NBP can effectively alleviate MIRI-induced apoptosis and exert cardioprotective 

effects, and the mechanism may be related to the RAS/PI3K signaling pathway. 

Key words: myocardial ischemia reperfusion injury; 3-N-butylphthalide; network pharmacology; RAS; PI3K/Akt; apoptosis 

 

急性心肌梗死是心血管疾病中最严重的类型

之一，及时恢复缺血心肌的血液灌注是挽救患者生

命的关键措施[1-2]。然而，缺血再灌注过程往往伴随

着心肌细胞的进一步损伤，表现为心律失常、心肌

填塞、心肌坏死等，严重影响患者的心脏功能和预

后 [3-4]。这一现象被称为心肌缺血再灌注损伤

（（MIRI），其机制复杂，涉及多个方面。其中，氧自

由基的产生、钙超载、炎症反应、细胞凋亡等被认

为是主要的致病因素[5-6]。 

近年来，寻找有效的干预措施来减轻 MIRI 已成

为心血管领域的热门研究课题。丁苯酞（3-N-丁基苯

酞，NBP）预处理在减轻 MIRI 方面显示出巨大的潜

力。NBP 是一种从芹菜种子中提取的化合物，通常

用于治疗神经系统疾病[7]，被批准用于临床已有 20

多年，其疗效和安全性已在长期临床试验中得到证

实[8-12]。许多研究表明，NBP 能有效减轻铁死亡、细

胞凋亡、炎症和氧化应激损伤[13-16]。最近的研究还表

明，NBP 有望成为一种保护心血管系统的新药。例

如，其能减轻心肌肥大，减少动脉粥样硬化，减轻化

疗药物对心肌的毒性[17-19]。 

传统的药物研究方法往往费时费力，成功率

低，而网络药理学的兴起为药物靶点预测提供了一

种新的思路和方法。大量的研究结果被构建成靶点

数据库，通过各种数据库获得药物分子和疾病的潜

在靶点，搜索两者之间的共同节点，然后进行富集

分析，获得潜在的作用方式或通路[20-21]。尽管网络

药理学预测的靶点并不完全可靠，但基于这种方法

的后续研究仍可大大降低实验研究的人力和物力

成本。本研究综合网络药理学方法，预测介导 NBP

改善 MIRI 的潜在分子靶点与通路；继而构建 SD 大

鼠 MIRI 模型开展体内验证，构建 H9C2 大鼠心肌

细胞氧糖剥夺/再氧合（（OGD/R）模型，探讨 NBP 减

轻 MIRI 的作用机制。 

1  材料 

1.1  实验动物 

健康 8周龄雄性 SPF级 SD大鼠，体质量 220～

240 g，购自济南鹏悦实验动物有限公司，饲养环境

温度为（（24±1）℃，湿度为（（55±5）%。在进行所

有干预前，大鼠均需进行为期 1 周的环境适应，期

间无限制给予饮水和进食。实验前，通过随机数法

对大鼠进行随机分组，实验的操作人员不参与动物

分组。实验方案经山东第二医科大学动物实验委员

会批准（2024SDL682）。 

1.2  细胞 

H9C2 大鼠心肌细胞（CL-0089），购自武汉普

诺赛公司。 

1.3  主要仪器 

7.2 心电监测仪（LabChart 公司）；RV0794 呼

吸机（Kent Scientific 公司）；S7 SCI 超声成像系统

（Mindray 公司）；SpectraMax i3x 酶标仪（（Molecular 
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Devices 公司）；BB15 细胞培养箱（（Thermo Scientific

公司）；U-LH100-3 共聚焦显微镜（OLYMPUS 公

司）；5200化学发光成像仪（（Tanon公司）；Light Cycle 

480 Ⅱ qPCR 仪器（美国 Roche 公司）。 

1.4  药物及主要试剂 

为满足体内实验药物浓度需要，体内实验所使

用 NBP 购自 MedChemExpress 公司（货号 HY-

B0647），质量分数 99.98%；细胞实验所使用 NBP

购自石药集团恩必普药业有限公司（货号

H20100041），质量浓度 250 mg·L−1；RAS 抑制剂

Salirasib（（S-farnesylthiosalicylic acid，FTS，货号 HY-

14754，质量分数 99.04%）、磷脂酰肌醇 3-激酶

（PI3K）抑制剂 LY294002（（货号 HY-10108，质量

分数 99.86%），均购自 MedChemExpress 公司。 

肌酸激酶-MB（CK-MB，货号 SEKR-0059）、

钙蛋白 T（（cTnI，货号 SEKR-0048）、超氧化物歧化

酶（（SOD）活性试剂盒（（货号 BC5165）、乳酸脱氢

酶（（LDH）活性检测试剂盒（（货号 BC0685）、细胞

计数试剂（（CCK-8，货号 CA1210）、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒（（货号 PC0020），均购自 Solarbio 公司；

丙二醛（（MDA）检测试剂盒（（Beyotime 公司，货号

S0131 ）； HIScript Ⅲ  RT SuperMIX for qPCR

（+qDNA wiper）试剂盒（（Vazyme 公司，货号 R323）；

2 × ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix

（Vazyme 公司，货号 Q711）；荧光二抗（1∶100，

Proteintech 公司，货号 SA00013-2）；2, 3, 5-三苯基

氯化四氮唑（TTC）溶液（BioSharp 公司，货号

BL1215A）；Trizol（（CWBIO 公司，货号 CW0590S）。

使用的抗体包括：抗-p-PI3K 抗体（1∶500，货号

AF3241），Affinity 公司；抗-蛋白激酶 B（（Akt）抗

体（（1∶2 000，货号 10176-2-AP）、抗-Bcl-2 抗体（（1∶

500，货号 26593-1-AP）、抗-Bax 抗体（1∶2 000，

货号 50599-2-Ig）、辣根过氧化物酶（（HRP）耦联山

羊抗兔 IgG 抗体（1∶5 000，货号 SA00001-2），

Proteintech 公司；抗-磷酸-Akt 抗体（1∶2 000，货

号 4060）、抗-RhoA 抗体（1∶1 000，货号 2117），

Cell Signaling Technology 公司；抗热休克蛋白 A12A

（HSPA12A）抗体（1∶1 000，货号 A19825）、抗

β-actin 抗体（1∶80 000，货号 AC026），ABclonal

公司。 

2  方法 

2.1  网络药理学预测 

2.1.1  药物和疾病相关靶点的筛选  NBP 的化学

结 构 数 据 来 自 PubChem 数 据 库

（ https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ）。 然 后 由

Pharmmapper（http://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/）

进行靶标预测，筛选出得分大于 0.6（（总分 1.0）的

靶标纳入后续研究。筛选出的靶标通过 UniProt

（（http://www.Uniprot.org/）数据库[22]转换成所有靶标

名称的公认缩写名称。以“心肌缺血再灌注损伤

/myocardial ischemia-reperfusion injury/MIRI”为关

键 词 ， 在 GeneCards 数 据 库 （ https://www. 

genecards.org）、Oline Mendeline Inheritance in Man

（（OMIM）数据库（（http://www.omim.org）、中药系统

药理学数据库与分析平台（TCMSP）数据库

（（ https://old.tcmsp-e.com/tcmsp.php ）、 Therapeutic 

Target Database （ TTD ） 数 据 库

（（https://db.idrblab.net/ttd）中搜索与 MIRI 相关的靶

点[23-24]。对所有疾病靶点进行整合，并删除重复的

靶点。 

2.1.2  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络  通过

R 4.3.0 的 VennDiagram（1.7.3）软件包获取药物和

疾病的交集靶点。将交集基因上传到 STRING11.0

数据库（（https://string-db.org），将物种设置为（“智人

（（Homo sapiens）”。其余选项均保持默认值[25]。 

2.1.3  富集分析  交集靶标被上传到 Metascape 数

据库（（http://metascape.org/gp/index.html）进行基因

本体（GO）富集和京都基因组百科全书（KEGG）

通路富集分析[26]。用 R 4.3.0 进行可视化，并选择适

当的靶标或通路进行实验验证。 

2.2  体内实验验证 

2.2.1  动物实验方案   术前用 1%戊巴比妥钠

（50 mg∙kg−1）麻醉大鼠，并连接电极针观察心电图

变化。在气管软骨环处做切口建立机械通气，呼吸

机容量为 15 mL∙kg−1，72 次∙min−1 [27]。在第 4 和第

5 肋之间的肋间隙处暴露心脏，然后用 7-0 号缝线

在左心耳和肺动脉交界处下方 2～3 mm 处结扎心

脏的左前降支冠状动脉，结扎前放置软胶条以方便

结扎后再灌注。通过肉眼观察心脏心尖-左心室部分

变白和心电图 ST 段抬高来判断结扎是否成功。结

扎 30 min 后，松开结扎并再灌注 2 h[27]。再灌注成

功的标准是结扎解除后心尖和左心室区域的苍白

色减弱并转红色，且 ST 段抬高下降 50%以上。SD

雄性大鼠随机分为 4 组：假手术组只穿线，不结扎；

单给 NBP 组给予 NBP（（80 mg∙kg−1）预处理，手术

操作同假手术组；模型组接受 MIRI 手术；NBP 组
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给予 NBP（80 mg∙kg−1）预处理，手术操作同模型

组。末次给药在术前 2 h，给药时间为 7 d，每天给

药 1 次，ip 给药，该药物剂量及给药方法通过查阅

相关文献拟定[11, 17-19]。心脏功能评估操作结束后，

对大鼠进行二氧化碳过量吸入安乐死，并在确认大

鼠死亡后游离并获取完整大鼠心脏。使用 0.9%氯化

钠溶液对大鼠心脏进行冲洗，并冷冻保存。 

2.2.2  心脏功能评估  进行超声心动图检查，使

用 Mindray（S7 SCI）成像系统进行超声心动图

（UCG）检查，探头频率为 20 MHz，轴向分辨率

为 28～80 μmol∙L−1，由机器动态调节。对大鼠进行

麻醉，剔除胸毛，并其固定于保温绝缘垫上。在麻

醉后和再灌注后 2 个时间点收集 M 型超声数据。 

2.2.3  梗死面积评估  大鼠处死后，将心脏冷冻

20 min，然后沿左心室长轴在结扎部位下方每隔1～

2 mm 处切片，共获得 5 片心脏组织。将心脏组

织浸泡在 2%的 TTC 溶液中，37 ℃恒温避光孵

育 30 min，并每隔 5 min 轻轻摇动数次。培养结束

后，用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗组织切片 3 次，

在滤纸上晾干，然后用 4%多聚甲醛固定 4 h。拍照

成像。使用 Image J 软件分析梗死区（（A，白色）和

非梗死区（B，红色），计算梗死率。 

2.2.4  CK-MB 和 cTnI 水平检测  CK-MB 和 cTnI

的水平使用酶联免疫吸附（ELISA）检测试剂盒进

行测定，检测样本为各组大鼠心脏组织提取液，提

取方法/处理依照各类试剂盒说明书进行。使用酶标

仪测量样本在 450 nm 处的吸光度（A）值。 

2.2.5  SOD、MDA 和 LDH 水平检测  试剂盒法测

定各组大鼠心脏组织提取液中 SOD、MDA 和 LDH

水平。 

2.2.6  RNA 分离和实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）  

用 Trizol 法提取心脏组织中的 RNA，用 HIScript 

Ⅲ RT SuperMIX for qPCR（+qDNA wiper）试剂

盒去除基因组 DNA，进行反转录生成 cDNA。构

建 10 μL 扩增反应体系：2×ChamQ Universal 

SYBR qPCR Master Mix 5 μL 和前引物和后引物

各 0.1 μL。加入样品后，使用 qPCR 仪器进行扩

增反应。扩增方案如下预变性：95 ℃、30 s；循

环反应（40 次）：95 ℃、10 s，然后 60 ℃、30 s；

熔化曲线。引物序列见表 1。 

2.2.7  Western blotting  提取心脏组织中总蛋白，

用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白质浓度。定

量后，加入 5×SDS-PAGE 蛋白取样缓冲液，100 ℃ 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列（5′→3′） 

TNF-α F-TGATCGGTCCCAACAAGGA 

 R-TGCTTGGTGGTTTGCTACGA 

IL-1β F-AAGATGAAGGGCTGCTTCCAAACC 

 R-ATACTGCCTGCCTGAAGCTCTTGT 

β-actin F-CATGTACGTTGCTATCCAGGC 

 R-CTCCTTAATGTCACGCACGAT 

 

加热 5 min 使蛋白质变性。蛋白质样品经 10%十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（（SDS-PAGE）在

80 V 恒压下分离，并以 300 mA 恒流转移到聚偏二

氟乙烯（（PVDF）膜上。室温下用 5%脱脂奶粉封闭

PVDF 膜 2 h，然后用一抗在 4 ℃孵育过夜。室温

下用辣根过氧化物酶（（HRP）耦联山羊抗兔 IgG 抗

体与 PVDF 膜孵育 1 h，充分浸润增强化学发光

（（ECL）试剂后用化学发光成像仪对条带成像。接触

试剂更换试剂时，所有 PVDF 膜均用 TBST 洗涤 3

次，每次 5 min。 

2.3  体外实验 

2.3.1  细胞培养  H9C2 细胞在含有 10%胎牛血清

和 1%青霉素-链霉素的 DMEM 培养基中培养。培

养条件为 37 ℃恒温和 5% CO2。所有细胞模型均使

用 6～9 代 H9C2 细胞。 

2.3.2  细胞活力分析  为筛选合适浓度的 NBP，将

H9C2 细胞接种于 96 孔板，每孔接种 5×103 个细

胞，培养 24 h 后干预。通过梯度稀释法将细胞暴露

于一系列浓度的 NBP（（3.125、6.250、12.500、25.000、

50.000、100.000、200.000、400.000 μmol·L−1）中，

预处理 4 h，对照组不加药，空白孔不接种细胞。

随后进行 OGD/R 实验：将培养基换成无糖培养

基，在缺氧条件下培养 4 h（O2 2%、CO2 5%、N2 

93%），然后换成正常培养基和正常环境培养 4 h。

加入细胞计数试剂（CCK-8）避光孵育 1 h。最后，

在 450 nm 波长处测定 A 值，计算细胞存活率。 

细胞存活率=（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

同法检测 FTS（（0、6.25、12.50、25.00、50.00、

100.00、200.00 μmol·L−1）处理 H9C2 细胞 12 h 的

半数抑制浓度（IC50）。 

2.3.3  细胞处理  （1）分为 4 组：对照组，正常

培养；模型组，进行 OGD/R 处理；NBP 组，在进

行 NBP（100 μmol·L−1）预处理 4 h 后进行 OGD/R

干预；NBP＋LY 组，在 NBP 组的基础上额外给予
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PI3K 特异性抑制剂 LY294002 15 μmol·L−1 预处理

1 h[28-29]。除添加不同的抑制剂和特殊处理外，各组

细胞的培养和处理方法与“2.3.2”项相同。 

（2）分为 4 组：对照组，正常培养；模型组，

进行 OGD/R 处理；FTS 组，在 OGD/R 的基础上

以 FTS（39.36 μmol·L−1）预处理 12 h；FTS＋NBP，

在 FTS 组的基础上以 100 μmol·L−1 的 NBP 预处

理 4 h。 

（3）分为 5 组：对照组、模型组、NBP 组、

NBP＋LY 组、FTS＋NBP 组，各组处理同上。 

2.3.4  免疫荧光  提前 1 d 将细胞接种到盖玻片

上，同（“2.3.3（（1）”项处理结束后，用 4%多聚甲醛

固定 H9C2 细胞 15 min，然后用 Triton X-100 渗透

15 min。细胞用 5%山羊血清阻断 30 min，然后用

相应的抗体在 4 ℃孵育过夜。荧光二抗避光孵育

1 h，DAPI 孵育 10 min。在更换不同试剂之间，均

用 PBS 清洗 3 次，每次 5 min。最后，在共聚焦显

微镜下拍摄图像。使用 Image J 软件计算图像的平

均荧光亮度。 

2.3.5  Western blotting  将 H9C2 细胞接种于 6 孔

板，每孔接种 8×104个细胞，同（“2.3.3”项处理结

束后，用裂解液充分匀浆后裂解样品 30 min，然后

以 12 000 r∙min−1 离心 15 min 吸取上清液。后续方

法同“2.2.7”项。 

2.4  分子对接 

药物结构（ sdf）通过 OpenBabel（3.1.1）

（（https://open-babel.readthedocs.io/）转换为可识别格

式（mol2） [30]。可能与 NBP 发生相互作用的蛋白

质根据网络药理学和细胞实验结果筛选。蛋白质结

构 从 蛋 白 质 数 据 库 （ PDB ） 下 载

（（https://www.rcsb.org）[31]。将蛋白质结构导入 PyMol

（（2.6）（https://PyMol.org/PyMol）软件，去除水分子

和原始配体。然后用 AutoDockTools（（1.5.7）进行氢

化，并计算 GridBox 的空间信息[32]。通过 AutoDock 

Vina 计算结合能，并使用结合能最低的位点进行分

子对接。最后，使用 PyMol 对分子对接进行可视化。 

2.5  统计分析 

数据均用 x s 表示，使用 GraphPad Prism 9 软

件进行统计分析。组间统计比较采用单因素方差分

析（ANOVA）：所有组内的数据均符合正态分布，

根据是否存在方差齐性检验，使用普通方差分析检

验/布朗-福尔赛方差分析检验（（Brown-Forsythe）和

韦尔奇方差分析（（Welch ANOVA）检验。两组之间

的差异采用独立样本 t 检验进行分析。 

3  结果 

3.1  网络药理学 

3.1.1  NBP 和 MIRI 的靶标预测和 PPI 网络  通

过 Pharmmapper 数据库预测了 49 个 NBP 靶点。

通过 OMIM 数据库获得了 43 个 MIRI 潜在靶点，

通过 GeneCards 数据库获得了 815 个 MIRI 潜在

靶点，通过 TCMSP 和 TTD 数据库分别获得了 3

个和 5 个 MIRI 潜在靶点。结合这 2 个数据集，

共鉴定出 19 个交叉靶标（图 1 -A）。通过 STRING

数据库对交叉靶标进行分析，得到了 PPI 网络（图

1-B）。 

3.1.2  GO 富集和 KEGG 富集  为了获得更多的

富集信息，对 19 个交叉基因进行了富集分析。根

据 P＜0.05 的显著性，共筛选出 170 个生物过程

（BP）项、8 个细胞组分（CC）项、13 个分子功能

（MF）项和 89 个 KEGG 富集项。部分项目见图 1-

C、D。其中，KEGG 通路富集表明，NBP 发挥作

用的信号通路可能包括：脂质和动脉粥样硬化、

PI3K/Akt 信号通路、T 细胞受体信号通路、FoxO

信号通路、细胞凋亡、MAPK 信号通路和 Ras 信

号通路。 

3.2  体内实验 

3.2.1  NBP 预处理减轻 MIRI 诱导的大鼠心脏损伤  

如图 2 所示，NBP 对 MIRI 的保护作用通过测量左

室射血分数（（LVEF）、左室缩短分数（（FS）、梗死率

和各种损伤指标来评估。与对照组比较，模型组的

EF、FS、SOD 显著降低，CK-MB、cTnL、IL-1β 和

TNF-α mRNA 水平显著升高（（P＜0.01、0.001）；与

模型组比较，NBP 组的 EF、FS、SOD 显著升高，

梗死率、CK-MB、cTnL、IL-1β 和 TNF-α mRNA 水

平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.2.2  NBP 预处理提高 PI3K 蛋白表达和 p-Akt 磷

酸化水平、抑制细胞凋亡  如图 3 所示，与对照组

比较，模型组 p-PI3K、p-Akt、Bcl-2 蛋白水平显著

降低（P＜0.001），Bax 蛋白表达显著升高（P＜

0.001）；与模型组比较，NBP 组 p-PI3K、p-Akt、Bcl-

2 蛋白水平显著升高（（P＜0.05、0.01），Bax 蛋白表

达显著降低（P＜0.01）。 

3.3  体外实验 

3.3.1  NBP 发挥细胞保护作用的适宜浓度   用

CCK-8 检测细胞活力（图 4）表明，与对照组比

较，6.250、12.500、25.000、50.000、100.000、 
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A-交叉基因韦恩图；B-PPI 网络；C-GO 富集；D-KEGG 通路富集。 

A-Venn diagram of crossover genes; B-PPI network; C-GO enrichment; D-KEGG pathway enrichment. 

图 1  网络药理学结果 

Fig. 1  Network pharmacological results 
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 2  NBP 抗 MIRI 作用的体内实验 ( x ±s，n＝5) 

Fig. 2  In vivo experiments to verify anti-MIRI effect of NBP ( x ±s，n＝5) 

200.000、400.000 μmol·L−1 NBP 处理后细胞活力

显著增加（P＜0.05、0.001），选择 100 μmol·L−1 浓

度作为 NBP 后续预处理浓度。 

3.3.2  NBP 预处理对 PI3K/Akt、凋亡信号通路蛋白

表达的影响  如图 5 所示，与对照组比较，模型组

p-PI3K、p-Akt、Bcl-2 蛋白水平显著降低（P＜

0.001），Bax 蛋白表达显著升高（（P＜0.01）；与模型

组比较，NBP 组 p-PI3K、p-Akt、Bcl-2 蛋白水平显

著升高（（P＜0.01、0.001），Bax 蛋白表达显著降低

（（P＜0.01）；与 NBP 组比较，NBP＋LY 组 p-PI3K、

p-Akt、Bcl-2 蛋白水平显著降低（（P＜0.01、0.001），

Bax 蛋白表达显著升高（P＜0.01）。 

3.3.3  免疫荧光结果  如图 6 所示，与对照组比较，

模型组 p-PI3K、p-Akt 荧光强度显著降低（P＜

0.001）；与模型组比较，NBP 组 p-PI3K、p-Akt 荧

光强度显著升高（P＜0.01、0.001）；与 NBP 组比

较，NBP＋LY 组 p-PI3K、p-Akt 荧光强度显著降低

（（P＜0.05、0.001）。 

3.4  NBP 作用的上下游调控探索 

3.4.1  RAS 信号通路的上下游关系  KEGG 富集

分析表明，RAS 信号通路是 NBP 作用的潜在通路

之一。RhoA 是 RAS 家族的成员之一，该蛋白已被

证实在病理性心肌肥厚的发生发展过程中起负面

作用，但也有研究认为该蛋白具有一定心肌保护作

用[33]。如图 7 所示，进一步的实验首先通过 CCK-

8 验证了 RAS 蛋白特异性抑制剂 FTS 的合适使用
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与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group. 

图 3  体内实验 NBP 预处理对 PI3K/Akt 信号通路及凋亡相关蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝5) 

Fig. 3  Effect of NBP pretreatment on PI3K/Akt signaling pathway and apoptosis related protein expression in vivo 

experiments ( x ±s，n＝5) 

 
与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group. 

图 4  NBP 预处理对细胞活力的影响 ( x ±s，n＝5) 

Fig. 4  Effect of NBP pretreatment on cell viability  

( x ±s，n＝5) 

浓度，后续采用其 IC50 为 36.355 μmol·L−1 进行实

验。后续实验分为两部分，第一部分实验分为 4 组：

对照组、模型组、NBP 组、NBP＋LY 组，结果显

示，与对照组比较，模型组 RhoA 蛋白的表达显著

升高（（P＜0.001）；与模型组比较，NBP 预处理显著

降低了 RhoA 蛋白的表达（P＜0.001）；与 NBP 组

比较，NBP＋LY 组的 RhoA 表达没有明显变化。 

实验的第 2 部分分为 4 组：对照组、模型组、

FTS 组、FTS＋NBP 组，结果显示，使用 RAS 特异

性抑制剂 FTS 后，FTS 组 p-Akt 水平相对于模型组

有所下降（（P＜0.01）；而在额外使用 NBP 后，p-Akt

水平相对于 FTS 组有所升高（P＜0.001）。 

3.4.2  HSPA12A蛋白的上下游关系  PPI网络提示

了热休克蛋白（HSP）在 MIRI 过程中发挥潜在作

用，最近的研究揭示了热休克蛋白家族成员

HSPA12A 可调节巨噬细胞信号传导，改善心室重

塑，还能保护线粒体功能，减少糖尿病心肌病的发

生和发展[34]。因此，探究 NBP 是否对 HSPA12A 的

表达造成影响是进一步研究的目的。如图 7 所示，

相对于对照组，模型组的 HSPA12A 表达水平明显

降低（P＜0.001）；而 NBP 预处理组相对于模型组

能明显增加 HSPA12A 的表达（（P＜0.05），联用 FTS

和 LY 后逆转 NBP 作用。 

3.5  分子对接 

结合网络药理学和细胞实验的验证结果，选择

关键的上游蛋白进行分子对接：RAS 蛋白（（RhoA、

KRAS、HRAS、NRAS）和 PI3K 蛋白（（PI3Kα、PI3Kβ、 
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**P＜0.01  ***P＜0.001。 

图 5  NBP 预处理对 PI3K/Akt、凋亡信号通路蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝5) 

Fig. 5  Effect of NBP pretreatment on protein expression of PI3K/Akt and apoptosis signalling pathway ( x ±s，n＝5) 

 
*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

图 6  PI3K/Akt 免疫荧光 (×40， x ±s，n＝5) 

Fig. 6  PI3K/Akt immunofluorescence (×40， x ±s，n＝5) 

PI3Kγ、PI3Kδ）。分子间结合能小于 0 表示分子能

自发结合，结合能越小，分子结合越稳定。分子对

接结果如图（（图 8）所示。分子对接结果表明，NBP

与这些上游蛋白的结合能力良好，所有分子对接结

合能均小于−20.92 kJ·mol−1。分子对接结果也为进

一步的相关研究提供了帮助。 

4  讨论 

心肌梗死后再灌注治疗虽可恢复血流，但 MIRI

引发的细胞凋亡仍是临床难题，针对 MIRI 的有效

治疗方法一直是心血管疾病领域的一个热门方向。

MIRI 的发生进展过程伴随着多种病理生理变化，细

胞凋亡的增加是公认的过程。因此，开发针对细胞
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*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

图 7  NBP 对 RAS 上下游信号通路和 HSPA12A 蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝5) 

Fig. 7  Effect of NBP on upstream and downstream signaling pathways of RAS and expression of HSPA12A protein ( x ±

s，n＝5) 

 

图 8  NBP 与关键蛋白最低结合能位置的分子对接模式 

Fig. 8  Molecular docking patterns at lowest binding energy positions of NBP and key proteins  
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RhoA (−25.52 kJ·mol−1) KRAS (−30.54 kJ·mol−1) NRAS (−30.12 kJ·mol−1) HRAS (−29.71 kJ·mol−1) 

P13Kα(−21.76 kJ·mol−1) P13Kβ(−28.03 kJ·mol−1) P13Kγ(−24.27 kJ·mol−1) P13Kδ(−30.12 kJ·mol−1) 
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凋亡的新治疗策略是缓解 MIRI 的一个重要研究

方向。 

心脏射血分数是反映心脏功能的重要指标，也

是适应心脏手术重要参考依据。在这项研究中，通

过超声心动图发现对 SD大鼠的NBP预处理能有效

缓解 MIRI 造成的射血分数下降，可以初步判断

NBP 具有有效的心脏保护作用。此外，心肌酶及炎

症因子的变化是判断心肌细胞损伤的参考依据，可

以观察到 NBP 预处理相对于模型组能够有效缓解

这些指标的变化。本研究结果与之前关于 NBP 抗

炎和抗凋亡特性的相关研究结果一致 [35-38]。表明

NBP 能够有效抑制 MIRI 引起的氧化应激和炎症

损伤。 

同时，体内和体外实验的蛋白表达检测说明

NBP 的保护作用依赖于 RAS 信号通路和 PI3K/Akt

信号通路。其过程应当是抑制 RhoA 蛋白表达进而

激活 PI3K 信号通路，并促进 HSPA12A 蛋白的表达

和抑制凋亡发生。PI3K/Akt 信号通路是一种关键的

细胞存活机制，其在维持细胞的正常功能中发挥不

可或缺的作用，该信号通路可协调细胞凋亡、自噬

和新陈代谢等过程[39-40]。最新的研究证据证实了该

通路在减轻心房颤动、心室重构，尤其是在 MIRI 期

间减轻心肌细胞凋亡方面的心脏保护作用[41-42]。这

项研究中，无论体内还是体外实验均发现 NBP 处

理可显著上调 PI3K 总蛋白的表达并增强 p-Akt 的

表达水平。通过对凋亡蛋白的检测也可以发现 NBP

预处理相对于模型组的 Bcl-2 水平明显增加，而 Bax

水平显著减少，说明 NBP 通过激活 PI3K 信号通路

调节凋亡蛋白的比值关系，反映为体内实验的梗死

面积显著减少。 

RAS 蛋白是包含上百种不同结构的蛋白超家

族，其功能也被认为参与调节细胞的凋亡。RhoA 是

该家族的成员之一，该蛋白已被证明在心脏重塑和

心肌病中发挥重要作用，但由于体外和体内实验经

常出现隐性或相反实验结果，对心脏中 RhoA 信号

网络的基本机制仍然知之甚少[43]。在这项研究中，

NBP 给药大大降低了损伤后 RhoA 的表达，同时提

高了 p-Akt 水平。通过施加不同蛋白的特异性抑制

剂，可以发现 RhoA 对 PI3K 信号通路的调节具有

单向关系。有研究发现，RhoA 还通过诱导细胞存

活信号转导而具有保护心脏的特性[43]。结合本研究

结果，NBP 能够抑制 RhoA 表达进而激活 PI3K 信

号通路，最终抑制凋亡蛋白的表达。进一步的分子

对接分析表明，NBP 与关键的 RAS/PI3K 通路蛋白

之间有很强的结合能力，侧面论证了 RAS 信号通

路在心肌保护中的重要作用。因此，本研究对 RhoA

在心脏疾病中的争议性角色提供了支持性证据。 

HSPA12A 是新发现的 HSP70 家族成员之一，

在哺乳动物脑组织中含量丰富，已被证实参与脑的

缺血-再灌注的修复过程，而该蛋白在心脏领域的研

究较少[44]。最近研究表明，HSPA12A 可调节巨噬细

胞信号传导，改善心室重塑，还能保护线粒体功能，

减少糖尿病心肌病的发生和发展[45-46]。在本研究

中，NBP 预处理抑制 RhoA，并作为上游通路激活

HSPA12A 的表达。尽管这项研究观察到 HSPA12A

可能是一种保护性下游蛋白，但有研究发现

HSPA12A 可以作为一种始动因素影响细胞凋亡的

过程[47]。对于 NBP 预处理对 HSPA12A 的表达具有

影响，抑或是 HSPA12A 本身具有反馈调节功能，

有待进一步研究。 

本研究仍存在一些局限性。例如，只解释了

NBP 通过 RAS 信号通路和 PI3K/Akt 信号通路对

MIRI 的调节作用，但网络药理学结果仍提示了众多

其他信号途径。并且，这项研究主要探讨预处理给

药对 MIRI 的影响，基于临床工作中药物治疗伴随

围手术期前后多段时间，术中给药及术后给药的情

况未进行进一步探讨。本研究药物作为一种脑卒中

用药，考虑心脏大血管手术患者往往伴随脑卒中风

险，药物处理对脑组织、心脏及其他器官的综合影

响是进一步研究的目标。 

本研究通过网络药理学和实验验证，证明了

NBP 通过 RAS 和 PI3K/Akt 信号通路对 MIRI 的

保护作用，并揭示了 NBP 调控心肌细胞凋亡的

机制，为 NBP 在 MIRI 临床治疗中的应用提供了

参考。 
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