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对香豆酸调控 TLR4/NF-κB 炎症途径抗急性心肌缺血的作用机制  
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摘  要：目的  探究对香豆酸抑制炎症途径改善急性心肌缺血（acute myocardial ischemia，AMI）的保护作用和分子机制。

方法  应用 PubChem等数据库预测筛选对香豆酸与 AMI的共同靶点，将获得的共同靶点导入 STRING数据库构建蛋白相

互作用网络（protein-protein interaction，PPI），并对 PPI结果进行拓扑分析；利用 DAVID数据库和微生信平台进行基因本体

（gene ontology，GO）功能和京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路富集分析；

运用分子对接技术和分子动力学模拟分析对香豆酸与Toll样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）共受体髓样分化因子 2（myeloid 

differentiation 2，MD2）的结合能力和稳定性。采用冠状动脉左前降支结扎法建立 AMI小鼠模型，设置假手术组、模型组、

对香豆酸（100 mg/kg）组、卡维地洛（7.6 mg/kg）组及 TAK-242（3 mg/kg）组，连续给药 7 d，末次给药后采用超声心动评

价对香豆酸对心功能的保护作用；采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）及Masson染色观察心肌组织病理学损伤；检

测血清中肌酸激酶同工酶（creatine kinase-MB，CK-MB）活性、心肌肌钙蛋白 I（cardiac troponin I，cTnI）水平和心肌组织

炎症因子水平；采用Western blotting检测心肌组织 TLR4/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）炎症通路相关蛋白的表达。

构建 H9c2心肌细胞缺氧炎症复合损伤模型，进一步探究对香豆酸对 TLR4/NF-κB炎症途径的调控机制。结果  网络药理学

分析显示对香豆酸可作用于 TLR4等核心靶点并调控 TLR及 NF-κB通路治疗 AMI，分子对接结果显示对香豆酸与 TLR4共

受体 MD2 具有较好的亲和力，分子动力学模拟表明对香豆酸-MD2 具有良好的稳定性。动物实验结果显示，对香豆酸能显

著改善 AMI小鼠心功能（P＜0.01、0.001），减轻心肌组织炎症细胞浸润，抑制胶原蛋白沉积及心肌纤维化，降低血清中 CK-

MB 活性及 cTnI 水平（P＜0.01、0.001），下调心肌组织中 TLR4、p-NF-κB/NF-κB、NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3

（NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3，NLRP3）、gasdermin D蛋白（gasdermin D，GSDMD）和白细

胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）蛋白表达以及 IL-6 水平（P＜0.05、0.01、0.001）。细胞实验结果显示，对香豆酸可显著

抑制 TLR4、p-NF-κB/NF-κB、NLRP3蛋白表达水平（P＜0.05、0.01）。结论  对香豆酸可显著改善 AMI小鼠心功能、抑制

心肌组织炎症反应及心肌纤维化，其作用机制与调控 TLR4/NF-κB炎症途径有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the protective effects and underlying molecular mechanisms of p-coumaric acid (p-CA) against 

acute myocardial ischemia (AMI) through inhibition of inflammatory signaling. Methods  Common targets of p-CA and AMI were 

predicted and screened using databases such as PubChem. These common targets were imported into the STRING database to construct 

a protein-protein interaction (PPI) network, followed by topological analysis. Gene ontology (GO) function and Kyoto encyclopedia 

of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis were performed using DAVID database and bioinformatics platform. The 

binding affinity and stability between p-CA and myeloid differentiation 2 (MD2), a co-receptor of Toll-like receptor 4 (TLR4), were 

analyzed using molecular docking and molecular dynamics simulations. An AMI mouse model was established by ligating the left 

anterior descending coronary artery. The mice were randomly assigned into sham group, model group, p-CA (100 mg/kg) group, 

carvedilol (7.6 mg/kg) group and TAK-242 (3 mg/kg) group. After seven consecutive days of treatment, echocardiography was 

performed to evaluate cardiac function. Myocardial histopathological damage was observed using hematoxylin-eosin (HE) and Masson 

staining. Activity of creatine kinase-MB, level of cardiac troponin I (cTnI) in serum and levels of inflammatory factors in myocardial 

tissue were detected. The expressions of proteins related to TLR4/nuclear factor-κB (NF-κB) inflammatory pathway in myocardial 

tissue were measured by Western blotting. A hypoxia-inflammatory complex injury model in H9c2 cardiomyocytes was constructed to 

further evaluate the regulatory mechanism of p-CA on TLR4/NF-κB inflammatory signaling pathway. Results  Network 

pharmacology analysis indicated that p-CA could act on core targets such as TLR4 and regulate TLR and NF-κB pathways to treat 

AMI. Molecular docking results demonstrated that p-CA exhibited favorable binding affinity with MD2, a co-receptor of TLR4. 

Molecular dynamics simulations further verified that the p-CA-MD2 complex possessed good structural stability. The results of animal 

experiments showed that p-CA significantly improved cardiac function in AMI mice (P < 0.01, 0.001), alleviated inflammatory cell 

infiltration in myocardial tissue, inhibited collagen deposition and myocardial fibrosis, and reduced activity of CK-MB and level of 

cTnI in serum (P < 0.01, 0.001). Furthermore, p-CA downregulated TLR4, p-NF-κB/NF-κB, NOD-like receptor thermal protein domain 

associated protein 3 (NLRP3), gasdermin D (GSDMD), interleukin-1β (IL-1β) protein expressions and IL-6 level in myocardial tissue 

(P < 0.05, 0.01, 0.001). The results of cell experiments confirmed that p-CA significantly suppressed the protein expression levels of 

TLR4, p-NF-κB/NF-κB and NLRP3 (P < 0.05, 0.01). Conclusion  p-CA could improve cardiac function in AMI, inhibit myocardial 

inflammatory response and fibrosis, and its mechanism is associated with the regulation of TLR4/NF-κB inflammatory pathway. 

Key words: p-coumaric acid; myocardial ischemia; network pharmacology; molecular docking; molecular dynamics simulation; 

TLR4; NF-κB  

心血管疾病是一个备受全球关注的公共卫生

问题，其中缺血性心脏病已成为人类的首要死亡原

因[1]。急性心肌缺血（acute myocardial ischemia，

AMI）会引发心脏的代偿性改变和心肌损伤，导致

心绞痛、心肌梗死及心力衰竭[2]。研究发现炎症反

应贯穿了 AMI 向心力衰竭发展的全过程，并直接

调控着 AMI 后的心肌梗死面积和心室不良重构程

度[3]。局部持续的炎症反应会促进炎症因子的释放

和胶原沉积，引发细胞凋亡、坏死等心肌损伤，诱

导心肌纤维化[4]。有研究表明抑制过度的炎症反应

在改善心肌缺血方面有重要的作用[5]。 

对香豆酸是一种常见于多种植物及中药的酚

酸类化合物，因具备多种药理活性而有着重要的研

究价值。现代药理学研究表明其具有抗炎、抗氧化

和免疫调节等作用[6-7]。对香豆酸可以抑制血小板聚

集，减轻动脉粥样硬化程度，预防心肌梗死和降低

药物的心脏毒性[8-9]。另有研究发现对香豆酸可减少

缺血再灌注早期心肌组织中M1型巨噬细胞的数量，

促进 M2 型巨噬细胞极化，抑制巨噬细胞介导的炎

症反应[10]。然而，对香豆酸对 AMI的治疗作用及具

体分子机制尚不完全清楚，有待进一步系统探究。 

网络药理学可用于揭示药物、靶点、疾病之间的

复杂相互作用关系，阐释药物的潜在作用机制[11-12]。

本研究应用网络药理学筛选对香豆酸改善 AMI 的

潜在作用靶点和通路，发现对香豆酸可作用于 AMI

核心靶点 Toll样受体 4（（Toll-like receptor 4，TLR4），

并调控 TLR 及核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-

κB）等炎症信号通路。TLR4 是最早被发现的模式

识别受体，也是心脏中表达最多的 TLR[13]。大量研

究发现 AMI 后的炎症反应由先天免疫模式识别受
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体介导，与心脏中的 TLR4密切相关[14]。心肌缺血

缺氧状态会导致细胞膜的完整性被破坏，释放出损

伤相关分子模式（ damage-associated molecular 

patterns，DAMPs），通过模式识别受体 TLR4启动

相应的信号级联反应，激活 NF-κB、NOD样受体热

蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal 

protein domain associated protein 3，NLRP3）、

gasdermin家族 D蛋白（（gasdermin D，GSDMD）及

促炎因子白细胞介素-1β（（interleukin-1β，IL-1β）等

下游蛋白，诱导炎性因子的大量表达和释放，引发

强烈的炎症反应[15-16]。炎症反应的加剧会恶化心肌

缺血的病理进程，并直接影响其临床预后[17]。因此，

抑制 TLR4/NF-κB炎症信号通路是治疗心肌缺血的

重要途径，且有研究报道对香豆酸可通过调节 NF-

κB通路降低炎症因子的表达水平发挥抗炎特性[18]，

本研究将聚焦 TLR4/NF-κB炎症途径探究对香豆酸

治疗 AMI 的分子作用机制。髓样分化因子 2

（（myeloid differentiation 2，MD2）作为受体蛋白，可

参与到 TLR4与配体的结合中，是抑制 TLR4通路

激活炎症的重要靶点[19]。分子对接是一种可实现分

子水平上预测配体-靶点相互作用的方法[20]。分子

动力学模拟可进一步评估配体与靶点结合模式的

动态稳定性，并提供更为精确的相互作用信息[21]。

本研究运用分子对接技术分析 TLR4 共受体 MD2

与对香豆酸的结合能力，分子动力学模拟验证二者

结合的稳定性，并通过构建小鼠 AMI模型和 H9c2

心肌细胞缺氧炎症复合损伤模型，于在体和离体水

平探究对香豆酸调控TLR4/NF-κB炎症途径抗AMI

的作用机制。 

1  材料 

1.1  动物和细胞 

50 只 SPF 级雄性 ICR 小鼠，8 周龄，体质量

（（30±2）g，购自北京斯贝福生物技术有限公司，动

物合格证号 110324211102348127。动物饲养于标准

环境中，温度（（23±2）℃，相对湿度（（60±5）%，

12 h光照和黑暗循环，标准饲料喂养，自由饮水，

适应性喂养 3 d后进行实验。动物实验经北京中医

药大学伦理委员会批准（批准号 BUCM-4-

2022031003-1043）。 

H9c2细胞购自北京协和医学院细胞资源中心。 

1.2  药品与试剂 

对香豆酸（（批号 Y30A11C112277，质量分数≥

98%）购自上海源叶生物科技有限公司；卡维地洛

（（国药准字 H20000100，批号 0K0254D26）购自齐

鲁制药有限公司；TLR4 抑制剂 TAK-242（批号

66229，质量分数为 98.92%）购自美国MCE公司；

肌酸激酶同工酶（（creatine kinase-MB，CK-MB）试

剂盒（（批号 L211017286）、心肌肌钙蛋白 I（（cardiac 

troponin I，cTnI）试剂盒（（批号 202107）购自武汉

华美生物工程有限公司； IL-6 试剂盒（批号

20211120）、肿瘤坏死因子 α（（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）试剂盒（（批号 20211120）购自武汉云克

隆科技股份有限公司；苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）染色套装（（批号 CR2207111）、Masson

染色套装（（批号 CR2210113）购自武汉赛维尔生物

科技有限公司；胎牛血清（（批号 2059461RP）购自

美国 Corning公司；DMEM培养基（（批号 8121655）、

0.25%胰酶（（批号 2188970）购自美国 Invitrogen公

司；MTT（（批号 20220301）购自北京百瑞极生物科

技有限公司；TLR4抗体（（批号 GR3275547-5）、NF-

κB抗体（（批号 1006853-120）、p-NF-κB抗体（（批号

6100007483）、NLRP3抗体（批号 GR3347154-6）、

GSDMD抗体（（批号 GR3281507-5）、IL-1β抗体（（批

号GR1134-51）购自英国Abcam公司；甘油醛-3-磷

酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase，

GAPDH）抗体（（批号 F071108）购自上海泊湾生物

科技有限公司；羊抗兔 IgG 多克隆抗体（批号

130963）购自北京拜尔迪生物技术有限公司；脂多

糖（lipopolysaccharides，LPS，批号 20220320）购

自美国 Sigma公司。 

1.3  仪器 

VentStar R45 型小动物呼吸机（深圳瑞沃德公

司）；ULP-302-SL型手术灯（江西倍特卡尔公司）；

Vevo 2100 型小动物超声影像系统（加拿大 Visual 

Sonics公司）；5242R型冷冻离心机（德国 Eppendorf

公司）；BPN-240CRH型 CO2培养箱（上海一恒科学

仪器有限公司）；SpectraMax i3x 型酶标仪（美国

Molecular Devices公司）；LEICA DMIL LED倒置生

物显微镜（德国 Leica公司）；ECLIPSE TE2000-S型

倒置荧光显微镜（日本Nikon公司）；Mini-PROTEAN 

Tetra电泳仪（美国 Bio-Rad公司）；O1600MF型成

像系统（广州光仪生物科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  网络药理学分析 

从 PubChem （ https://pubchem.ncbi.nlm.nih. 

gov/）数据库中查找对香豆酸的分子结构、SMILES



 中草药 2026年 5月 第 57卷 第 9期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 May Vol. 57 No. 9 ·3387· 

    

号和分子式等信息，并导出其分子结构，随后将化

合物的 SMILES 号提交至 Swiss Target Prediction

（（https://www.swisstargetprediction.ch/）平台进行靶

点查找。在 GeneCards（（https://www.genecards.org/）、

OMIM （ https://www.omim.org/ ） 和 DisGeNET

（（https://www.disgenet.org/home）数据库中，以（ acute 

myocardial ischemia”为关键词进行疾病靶点的收

集。利用 Venny 2.1.0（https://bioinfogp.cnb.csic.es/ 

tools/venny/index.html）在线作图工具获得对香豆酸

潜在靶点和 AMI 疾病靶点交集，使用 STRING

（（https://cn.string-db.org/）数据库构建蛋白质-蛋白质

相互作用（（protein-protein interaction，PPI）网络图，

隐藏网络中游离的节点，采用 Cytoscape 3.9.1软件

对 PPI 结果进行拓扑学分析。将交集靶点输入到

DAVID（（https://david-d.ncifcrf.gov）数据库[22]进行基

因本体（（gene ontology，GO）和京都基因与基因组

百科全书（（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG）通路富集分析，最终利用微生信平台

（（https://www.bioinformatics.com.cn/）进行可视化。 

2.2  分子对接验证 

从 PDB数据库（（https://www.rcsb.org/）中下载

获得 MD2 蛋白晶体结构（PDB ID：2E56），利用

Discovery Studio 2019 对其进行预处理，去除水分

子和蛋白多构象、补充非完整氨基酸残基，添加极

性氢，得到用于对接的蛋白结构。随后将取自

PubChem 数据库的小分子化合物对香豆酸的分子

结构导入到 Discovery Studio 2019中，并对其进行

前处理，得到用于对接的小分子化合物。 

利用配体扩张法划定活性位点，该位点以原配

体的三维构象为基准，并记录了其中心坐标和作用

半径，随后运用 CDOCKER 模块将其与原配体对

接，并计算均方根偏差（（root-mean-square deviation，

RMSD），当 RMSD≤0.2 nm时，表明所采用的参数

体系能够准确模拟原配体与靶蛋白之间的结合状

态。最终运用 CDOCKER 模块将对香豆酸与 MD2

蛋白进行分子对接，以-CDOCKER_ENERGY作为

评价标准评估其潜在活性，并进一步分析对香豆酸

与受体关键氨基酸残基之间的相互作用。 

2.3  分子动力学模拟 

以分子对接筛选所得结合作用最优的对香豆

酸 -MD2 复合物为研究对象，采用 GROMACS 

2022.2 软件开展分子动力学模拟。蛋白质采用

Amber14sb 力场参数，而小分子配体则采用 GAFF

通用力场参数。将蛋白质与配体的拓扑及坐标文件

合并，构建复合物体系，并置于正十二面体盒子中

心，设定蛋白质原子与盒子边界的最小距离为 1.0 

nm。溶剂化处理选用 TIP3P水模型，同时添加 Na+

和 Cl−以中和电荷。采用最速下降法对体系能量进

行最小化。随后，在恒温-恒容（（NVT）和恒温-恒压

（（NPT）系综中进行平衡，平衡时间为 200 ps，在完

成平衡模拟后，设置时间步长为 2 fs。模拟过程中

施加周期性边界条件，并使用 Berendsen 耦合算法

将系统温度维持在 300 K。共价键采用 LINCS算法

进行约束，静电相互作用则通过粒子网格 Ewald

（（PME）方法计算。完成平衡后，对无任何位置约束

的体系进行 100 ns的分子动力学模拟，每 10 ps保

存 1次轨迹。 

2.4  动物实验 

2.4.1  AMI 小鼠模型的建立  小鼠 ip 0.7%戊巴比

妥钠（70 mg/kg）麻醉后，仰位固定，22 G静脉留

置针经口行气管插管，并连接呼吸机辅助通气，随

后经左胸第 3～4肋间开胸暴露心脏，使用 7/0带线

缝合针在左心耳下缘 2 mm处结扎冠状动脉左前降

支。关胸操作采用 5/0 带线缝合针常规完成。术后

将小鼠转移至电热毯，自主呼吸恢复后拔管。假手

术组仅穿线而不实施结扎，其余操作同模型组。 

2.4.2  分组与给药  50 只雄性 ICR 小鼠随机分为

假手术组、模型组、对香豆酸（100 mg/kg[23]）组、

卡维地洛（7.6 mg/kg，临床等效剂量）组及 TAK-

242（3 mg/kg[24]）组，假手术组 8只，模型组 12只，

其余各组 10只。卡维地洛为阳性对照药，TAK-242

为 TLR4靶点的抑制剂。造模 12 h后对香豆酸组和

卡维地洛 ig 给药，TAK-242 组 ip 给药，假手术组

和模型组 ig生理盐水（10 mL/kg），1次/d，连续给

药 7 d。 

2.4.3  超声心动检测  末次给药 24 h后，对小鼠进

行胸部备皮，异氟烷行气体麻醉。仰卧位固定在检

测台上，超声探头于胸骨左侧探查，记录 30 s动态

影像，获取二维及M型超声心动图，使用 Vevo 2100 

1.6.0软件进行测量。每只小鼠选择 3个心动周期进

行测量，获取舒张末期左室内径（left ventricular end-

diastolic dimension，LVEDD）、收缩末期左室内径

（left ventricular end-systole dimension，LVESD）指

标，结果取平均值，计算射血分数（ejection fraction，

EF）和短轴缩短率（fractional shortening，FS），用

以评价心脏收缩和舒张功能。 
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2.4.4  血清心肌酶及损伤标志物指标检测  小鼠

麻醉后行腹主动脉取血，室温静置 2 h，4 ℃、3 000 

r/min 离心 10 min，收集上清并置于−80 ℃冰箱保

存。按照 ELISA试剂盒说明书检测 CK-MB活性和

cTnI水平。 

2.4.5  心脏形态观察及心脏指数测定  摘取心脏，

置于预冷的生理盐水中待腔室内余血排出，在冰上

剔除连带的非心脏组织，拍照记录心脏形态，称定

质量，计算心脏指数，即心脏质量与体质量的比值，

评估损伤心脏的心肌代偿性肥厚程度。 

2.4.6  炎症因子指标检测  取小鼠心肌组织，加入

含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，使用手持匀浆器

研磨破碎至无明显组织块，呈粉红色匀浆。4 ℃、

12 000 r/min离心 15 min，取上清。按照 ELISA试

剂盒说明书检测心肌组织中 TNF-α和 IL-6水平。 

2.4.7  组织病理学检测  将小鼠心脏组织于结扎

线下 2 mm处用手术刀片横切，留取以上部分，置

于 4%多聚甲醛中固定，石蜡包埋，切片，进行 HE

染色和Masson染色，于显微镜下观察病理变化。 

2.4.8  Western blotting 检测心肌组织 TLR4/NF-κB

通路相关蛋白表达  取小鼠心肌梗死边缘区组织，

加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，用手持匀浆

器研磨破碎至无明显组织块，呈粉红色匀浆。4 ℃、

12 000 r/min离心 15 min，取上清，BCA法进行蛋

白定量。蛋白样品经 SDS-PAGE凝胶电泳分离，并

转到 PVDF 膜上，随后置于 5%脱脂奶粉中，室温

摇床封闭 1 h，加入一抗，4 ℃孵育过夜。加入二

抗，室温孵育 1 h后曝光显影，并利用 Image J软件

分析目的条带的灰度值。 

2.5  细胞实验 

2.5.1  细胞培养  H9c2 细胞用含 10%胎牛血清和

1%青霉素/链霉素双抗的 DMEM培养基，于 37 ℃、

5% CO2培养箱中培养，待细胞生长至融合度为 90%

时传代。 

2.5.2  MTT法测定细胞活力  H9c2细胞以 5×103

个/孔接种于 96 孔板中，培养到实验所需密度，弃

去原有培养基，用 PBS清洗 2次，加入含不同质量

浓度（10、20、40、60、80 μg/mL）对香豆酸的 DMEM

培养基培养 24 h。另设置对照组加入不含药物的培

养基。弃去上清液，每孔加入 100 μL PBS 配制的

MTT溶液（0.5 mg/mL）继续孵育 4 h，弃去MTT

溶液，每孔加入 150 μL二甲基亚砜，于摇床上振荡

5 min以充分溶解结晶，使用酶标仪在 570 nm波长

下测定吸光度（A）值，筛选对香豆酸对 H9c2细胞

的无毒性质量浓度范围。 

2.5.3  缺氧及炎症复合损伤细胞模型的构建及对

香豆酸保护浓度的筛选  设置对照组、模型组和不同

质量浓度的对香豆酸组，H9c2细胞以 5×103个/孔接

种于 96孔板中，培养到实验所需密度，弃去原有培

养基，用 PBS清洗 2次，对照组加入 DMEM培养

基，模型组加入含 1 g/mL LPS的 DMEM培养基，

对香豆酸组分别加入含 1 g/mL LPS与不同质量浓

度（10、20、40、60 g/mL）对香豆酸的 DMEM培

养基，置于缺氧小室内，加入厌氧袋，于培养箱中

缺氧 8 h，MTT法测定细胞活力，筛选对香豆酸的

最佳保护浓度。 

2.5.4  对香豆酸对缺氧炎症复合损伤 H9c2 细胞形

态的影响  H9c2细胞以 2×105个/孔接种于 6孔板

中，培养到实验所需密度，弃去原有培养基，用 PBS

清洗 2 次，对照组加入 DMEM，模型组加入含 1 

g/mL LPS的 DMEM，对香豆酸组加入含 1 g/mL 

LPS与对香豆酸（40 g/mL）的 DMEM，TAK-242

组加入含 1 g/mL LPS与 TAK-242（1 g/mL）的

DMEM，置于缺氧小室内，加入厌氧袋，于培养箱

中缺氧 8 h，显微镜下拍照记录细胞形态。 

2.5.5  Western blotting检测 TLR4/NF-κB通路相关

蛋白表达  按 2.5.4”项下方法进行处理后，弃去

上清液，每孔加入 1 mL预冷的 PBS缓冲液清洗 1

次，除去 PBS，加入 80 L预冷的 RIPA裂解液，

在冰上裂解 30 min，裂解时用枪头充分搅拌刮取细

胞。裂解液收集到 1.5 mL离心管中，4 ℃、12 000 

r/min离心 15 min，收集上清。按照 2.4.8”项下方

法检测 TLR4/NF-κB通路相关蛋白表达。 

2.6  统计学分析 

数据运用 Graphpad Prism 8.3.0 软件进行统计

学并作图分析，结果用 x s 表示，多组间比较采用

单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  网络药理学分析结果 

从 Swiss Target Prediction平台获取对香豆酸潜

在靶点 100个，从 GeneCards、OMIM和 DisGeNET

数据库获得相关疾病靶点 3 902个，取交集后得到

对香豆酸治疗 AMI的潜在靶点共 68个（图 1-A）。

PPI网络由 64个节点和 398条边组成（（图 1-B），其

中节点代表基因，两节点间的连线代表 2个基因之

间具有蛋白网络互作关系。度值代表与节点相关联 
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A-对香豆酸和 AMI交集靶点的韦恩图；B-PPI网络；C-GO功能富集分析；D-KEGG通路富集分析。 

A-Venn diagram of intersection targets of p-coumaric acid and AMI; B-PPI network; C-GO function enrichment analysis; D-KEGG pathway enrichment analysis. 

图 1  对香豆酸改善 AMI 的网络药理学分析 

Fig. 1  Network pharmacological analysis of p-coumaric acid in improving AMI 

的边的数量，度值越大，节点的颜色越深，面积越

大，表明该节点在互作网络中越重要，对 AMI的影

响越大。在图 1-B中最内圈为度值最大的 8个核心

靶点，其中 TLR4、前列腺素内过氧化物合酶 2

（（prostaglandin-endoperoxide synthase 2，PTGS2）和

信号转导-转录活化因子 3（signal transducer and 

activator of transcription 3，STAT3）是与炎症相关的

核心靶点。GO 分析获得生物过程（biological 

process，BP）、细胞组分（（cell composition，CC）和

分子功能（（molecular function，MF）各 277、50和

91个条目，选择前 10条进行可视化。BP条目主要

包括炎症反应、凋亡过程的负向调节、蛋白质磷酸

化等；CC条目主要包括细胞膜、细胞质及细胞质基

质等；MF条目主要包括酶结合、氧化还原酶活性、

蛋白酪氨酸激酶活性等（（图 1-C）。KEGG通路富集

分析结果显示，对香豆酸可通过调节 TLR、NF-κB、

磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，

PI3K）-蛋白激酶 B（（protein kinase B，Akt）等与炎

症相关的信号通路改善 AMI（图 1-D）。 

3.2  对香豆酸与TLR4共受体MD2的分子对接结果 

 通过配体扩张法定义活性位点，口袋半径为

0.997 414 14 nm，位点的三维坐标为（−3.361 222 0，

19.544 149 0，16.433 330 9），且受体与 2个原配体

对接的 RMSD均＜0.2 nm，表明该活性位点可用于

后续对接研究。将对香豆酸与 MD2 进行分子对接

后 得 到 -CDOCKER_ENERGY 值 为 −18.285 1 

kcal/mol（1 kcal/mol＝4.182 kJ/mol），根据二维及三

维相互作用模式可知，对香豆酸与MD2的 GLU92、

ARG90氨基酸残基处形成氢键，与 LEU78氨基酸

残基形成疏水作用（图 2）。 
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绿色代表氢键，粉紫色代表疏水。 

Green represents hydrogen bonds, pink purple represents hydrophobic interactions. 

图 2  对香豆酸与 MD2 活性位点对接结果 

Fig. 2  Docking results between p-coumaric acid and active site of MD2 

3.3  分子动力学模拟结果 

为验证对香豆酸-MD2复合物的结合稳定性，进

行分子动力学模拟，其中 RMSD 用于衡量模拟过程

中原子位置相对于初始结构的偏差程度，偏差程度越

低，构象稳定性越高，如图 3-A所示，对香豆酸-MD2

复合物的 RMSD值在 60 ns后出现一定幅度的波动，

提示复合物在模拟后期可能存在构象重排，但整体未

发生明显偏离。回转半径值（radius of gyration，Rg）

反映复合物整体结构的紧凑性和蛋白质折叠的程度，

如图 3-B所示，复合物的 Rg值在 60 ns后有上升趋

势，提示蛋白质的骨架可能有轻微的舒展迹象。溶剂

可及表面积（solvent accessible surface area，SASA）

反映蛋白质疏水核心的包埋程度，如图 3-C所示，对

香豆酸-MD2复合物的 SASA主要在 95 nm2，整体波

动较小，提示复合物未发生明显的构象变化。均方根

波动（root mean square fluctuation，RMSF）反映蛋白

质中氨基酸残基的局部柔性和动态特性，如图 3-D所

示，对香豆酸-MD2复合物中的大多数残基的 RMSF

低于 0.6 nm，表明整体结构刚性较强，稳定性更好，

而在第 150个残基时出现了显著的波动。氢键数量反

映配体与蛋白质结合的相互作用强度，如图 3-E 所

示，对香豆酸-MD2复合物中的氢键数量主要维持在

4个左右，最高可达到 6个，表明蛋白质与配体间的

相互作用网络较为稳定。自由能景观图（free energy 

landscape，FEL）用于描述复合物在模拟过程中构象

空间的能量分布，如图 3-F所示，对香豆酸-MD2复

合物主要分布于 2个能量低谷区（蓝色区域），表明

小分子有更多的构象去适应结合蛋白。以上分析结果

表明对香豆酸-MD2复合物在模拟过程中整体结构稳

定，氢键相互作用维持良好。 

 

A-RMSD值；B-Rg值；C-SASA值；D-RMSF值；E-氢键数量；F-FEL（1 kcal·mol−1 = 4.182 kJ·mol−1）。 

A-RMSD value; B-Rg value; C-SASA value; D-RMSF value; E-number of H-bond; F-FEL (1 kcal·mol−1 = 4.182 kJ·mol−1). 

图 3  对香豆酸与 MD2 活性位点的分子动力学模拟 

Fig. 3  Molecular dynamics simulation of p-coumaric acid and active site of MD2 
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3.4  对香豆酸对 AMI 小鼠心功能的影响 

各组小鼠超声心动参数分析结果见图 4，与假手

术组比较，模型组小鼠的 EF 和 FS 显著下降（P＜

0.001），LVEDD和 LVESD显著上升（P＜0.001），

表明模型组小鼠左心室收缩和舒张功能减弱；与模

型组比较，对香豆酸组 EF 显著上升（P＜0.01），

LVEDD 和 LVESD 显著降低（P＜0.001）；卡维地

洛和 TLR4抑制剂 TAK-242作用相似，EF和 FS显

著上升（（P＜0.05、0.01、0.001），LVEDD和 LVESD

显著降低（P＜0.001）。 

3.5  对香豆酸对血清心肌酶及损伤标志物的影响 

如图 5所示，与假手术组比较，模型组小鼠血

清中 CK-MB 活性和 cTnI 水平显著升高（P＜

0.001）；与模型组比较，对香豆酸组、卡维地洛组和

TAK-242组小鼠血清中CK-MB和 cTnI水平均显著

降低（（P＜0.01、0.001），表明对香豆酸与卡维地洛

和 TAK-242的作用效果相似。 

3.6  对香豆酸对 AMI 小鼠心脏形态和心脏指数的

影响 

如图 6所示，假手术组小鼠心脏形态大小正常；

模型组小鼠心脏明显增大，左心室梗死区域心室壁

严重塌陷；对香豆酸、卡维地洛和 TAK-242可抑制

心脏增大程度，减轻左心室的室壁损伤，缩小心肌

梗死区域。与假手术组比较，模型组小鼠的心脏指

数显著升高（（P＜0.001）；给予对香豆酸和 TAK-242

治疗后，AMI小鼠的心脏指数均显著降低（（P＜0.05、

0.01）。 

3.7  对香豆酸对 AMI 小鼠心肌组织病理变化的影响 

如图 7所示，假手术组的心肌细胞结构正常，

表现为心肌纤维排列整齐，胞核形态完整且染色均

匀，未见明显炎性细胞浸润；与假手术组比较，模

型组呈现典型的心肌损伤病理特征，包括心肌纤维

排列紊乱、横纹结构模糊或消失、细胞核出现固缩

或碎裂，并伴有大量炎性细胞浸润。给药干预后， 

 

与假手术组（对照组）比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs sham (control) group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 4  各组小鼠超声心动参数比较 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Comparison of echocardiographic parameters of mice in each group ( x s , n = 6) 

 

图 5  各组小鼠血清心肌酶活性及损伤标志物水平 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  Activity of serum cardiac enzymes and level of injury markers of mice in each group ( x s , n = 5) 
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图 6  各组小鼠心脏形态和心脏指数 ( x s , n = 5) 

Fig. 6  Cardiac morphology images and cardiac index of mice in each group ( x s , n = 5) 

 

图 7  各组小鼠心肌组织 HE 染色 (×400) 

Fig. 7  HE staining of myocardial tissue of mice in each group (× 400) 

对香豆酸组的心肌病理损伤得到显著改善，表现为

细胞排列紊乱程度减轻及炎性细胞浸润减少，其改

善效果与卡维地洛和 TAK-242组相似。 

3.8  对香豆酸对 AMI 小鼠心肌组织 TNF-α 和 IL-

6 水平的影响 

如图 8所示，与假手术组比较，模型组小鼠心

肌组织 TNF-α水平上升但无显著性差异，IL-6水平

显著上升（P＜0.01）；与模型组比较，对香豆酸组

心肌组织 IL-6水平显著降低（（P＜0.05）；卡维地洛

和 TAK-242 组 TNF-α 和 IL-6 水平显著降低（P＜

0.05、0.01）。 

3.9  对香豆酸对 AMI 小鼠心肌组织纤维化的影响 

如图 9所示，假手术组未见明显胶原沉积；模

型组心肌纤维紊乱，胶原沉积严重；与模型组比较，

对香豆酸能够显著减轻胶原沉积，与卡维地洛和

TAK-242作用效果相似。使用 Image J软件计算心 

 

图 8  各组小鼠心肌组织炎症因子水平 ( x s , n = 5) 

Fig. 8  Levels of inflammatory factors in myocardial tissue of mice in each group ( x s , n = 5) 
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图 9  各组小鼠心肌组织 Masson 染色 (×400) 

Fig. 9  Masson staining of myocardial tissue of mice in each group (× 400) 

肌组织中的胶原容积分数，结果见图 10。与假手术

组比较，模型组小鼠胶原容积分数显著上升（P＜

0.001）；与模型组比较，对香豆酸组、卡维地洛组和

TAK-242 组小鼠胶原容积分数均显著降低（P＜

0.001）。 

3.10  对香豆酸对AMI小鼠心肌组织TLR4/NF-κB

通路相关蛋白表达的影响 

如图 11所示，与假手术组比较，模型组小鼠心

肌组织中 TLR4、p-NF-κB/NF-κB、NLRP3、GSDMD、

IL-1蛋白表达水平均显著升高（P＜0.001），表明

AMI后 TLR4/NF-κB信号通路激活，参与心肌炎症

级联反应。给予对香豆酸干预后，心肌组织 TLR4、 

 

图 10  各组小鼠胶原容积分数 ( x s , n = 7) 

Fig. 10  Collagen volume fraction of mice in each group 

( x s , n = 7) 

 

图 11  各组小鼠心肌组织 TLR4/NF-κB 通路相关蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 11  TLR4/NF-κB pathway-related protein expressions in myocardial tissue of mice in each group ( x s , n = 3) 
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p-NF-κB/NF-κB、NLRP3、GSDMD、IL-1蛋白表达

水平均显著下调（P＜0.05、0.01、0.001）；与模型

组比较，卡维地洛组和 TAK-242 组心肌组织中

TLR4、p-NF-κB/NF-κB、NLRP3、GSDMD、IL-1

蛋白表达水平均显著下调（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.11  对香豆酸对 H9c2 细胞活力的影响 

H9c2 细胞给予不同质量浓度的对香豆酸干预

后，检测细胞活力。如图 12所示，与对照组比较，

对香豆酸质量浓度为 80 g/mL 时，可显著抑制

H9c2细胞活力（（P＜0.001）。因此后续实验选取 10、

20、40、60 g/mL进行对香豆酸对 H9c2细胞缺氧

炎症复合损伤模型保护作用的浓度筛选。 

3.12  对香豆酸对缺氧炎症复合损伤模型 H9c2 细

胞活力的影响 

如图 13 所示，与对照组比较，模型组细胞活

力显著降低（（P＜0.001）；与模型组比较，对香豆酸

质量浓度为 40、60 g/mL时，可显著提高 H9c2细

胞活力（（P＜0.01、0.001），且前者细胞活力高于后

者，因此选取 40 g/mL对香豆酸进行后续研究。 

 

图 12  不同质量浓度对香豆酸对 H9c2 细胞活力的影响 

( x s , n = 5) 

Fig. 12  Effect of different concentrations of p-coumaric 

acid on viability of H9c2 cells ( x s , n = 5) 

 

图 13  不同质量浓度对香豆酸对缺氧炎症复合损伤模型

H9c2 细胞活力的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 13  Effect of different concentrations of p-coumaric 

acid on viability of H9c2 cells injured by hypoxia and 

inflammation ( x s , n = 5) 

3.13  对香豆酸对 H9c2 细胞缺氧炎症复合损伤模

型细胞形态的影响 

于荧光倒置显微镜下观察各组 H9c2 细胞的形

态变化，结果见图 14。对照组细胞呈长梭形，形态

均一且伸展良好，边界清晰，胞质透亮饱满，细胞间

紧密排列，贴壁状态良好，增长速度正常；模型组细

胞皱缩，边界模糊，漂浮细胞数量显著增加，贴壁细

胞数量减少，细胞间隙变大；经对香豆酸干预后，其

与 TLR4 抑制剂组的效果相似，大部分细胞形态可

呈完整的梭形轮廓，贴壁细胞数量较模型组明显增

加，细胞增长速度优于模型组，且细胞间隙减小。 

3.14  对香豆酸对 H9c2 细胞 TLR4/NF-κB 通路相

关蛋白表达的影响 

如图 15所示，与对照组比较，模型组 TLR4、

p-NF-κB/NF-κB、NLRP3、GSDMD蛋白表达水平均

显著升高（P＜0.05、0.001）；对香豆酸干预后，

TLR4、p-NF-κB/NF-κB、NLRP3蛋白表达水平显著

下调（P＜0.05、0.01），GSDMD蛋白表达水平呈下调

趋势但无显著性差异；TAK-242 组 TLR4、p-NF-κB/ 

NF-κB、NLRP3、GSDMD蛋白表达水平均显著降低 

 

图 14  各组 H9c2 细胞形态 (×100) 

Fig. 14  Morphology of H9c2 cells in each group (× 100) 
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图 15  各组 H9c2 细胞 TLR4/NF-κB 通路相关蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 15  TLR4/NF-κB pathway-related protein expressions in H9c2 cells in each group ( x s , n = 3) 

（P＜0.05、0.01、0.001），表明对香豆酸对 TLR4/NF-

κB通路的抑制作用与 TAK-242效果相似。 

4  讨论 

本研究首先应用网络药理学初步预测了对香

豆酸治疗 AMI的潜在作用机制，PPI网络可视化显

示 TLR4、PTGS2和 STAT3是与炎症相关的核心靶

点，KEGG通路富集分析结果显示对香豆酸可潜在

调控 TLR及 NF-κB炎症信号通路治疗 AMI，同时

GO 富集分析亦揭示对香豆酸与免疫炎症反应具有

紧密关联，由此表明靶向 TLR4/NF-κB炎症通路可

能是对香豆酸治疗 AMI的潜在药理作用机制。 

有研究者从中药或植物中发现了可与 TLR4

结合，或与其共受体蛋白结合的天然 TLR4拮抗分

子，其中包括了肉桂醛和肉桂酰胺衍生物，如阿魏

酸等[25-27]。对香豆酸和阿魏酸同为肉桂酸衍生物，

因此从结构上分析，对香豆酸很可能亦作用于

TLR4信号通路。有研究表明TLR4的辅助受体MD2

可作为心肌纤维化的有效靶点，靶向 MD2 可抑制

心肌成纤维细胞中纤维化相关基因的表达，进而抑

制缺血再灌注损伤后心肌纤维化程度[28]。本研究运

用分子对接技术和分子动力学模拟证实对香豆酸

与 TLR4 共受体 MD2 具有较好的结合强度和良好

的稳定性，由此进一步佐证了对香豆酸可潜在调控

TLR4炎症信号通路减轻 AMI损伤。 

在正常状态下，心肌对氧的需求几乎是由冠状

动脉血流来满足的，当冠状动脉血流不能满足心肌

区域对氧气的需求时，就会出现心肌缺血。本研究

通过结扎冠状动脉左前降支成功建立 AMI 小鼠模

型，结果表明对香豆酸可以显著改善 AMI 小鼠心

功能，降低血清心肌酶 CK-MB 和心肌损伤标志物

cTnI水平，抑制损伤心脏的心肌代偿性肥厚程度。

组织病理学分析结果显示对香豆酸可减轻心肌组

织炎性细胞浸润，维持细胞形态，减少胶原蛋白过

度沉积，进而抑制心肌纤维化。 

缺血刺激导致细胞坏死，释放 DAMPs激活先

天免疫系统，诱导炎症反应的发生[29]。DAMPs 与

TLR4 结合后可启动相应的信号级联，在激活心脏

炎症中发挥着重要的作用[30]。本研究发现 AMI 小

鼠心肌组织 TLR4、p-NF-κB/NF-κB、NLRP3、

GSDMD 蛋白表达和促炎因子 IL-1β、IL-6 水平均

显著升高，证实 AMI时 TLR4通路被激活，启动了

下游信号级联反应，通过激活 NF-κB 促使 NLRP3

和 pro-IL-1β 转录及表达水平增加。NLRP3 组装成

NLRP3 炎症小体后可激活半胱氨酸蛋白酶 -1

（（cysteine-requiring aspartate protease-1，Caspase-1），

活化成熟的 Caspase-1 一方面剪切 GSDMD 生成其

N 端结构域（gasdermin D N-terminal fragment，

GSDMD-NT），一方面介导 IL-1β的成熟和分泌[31]。

GSDMD-NT 可以与质膜中的脂质结合并形成细胞

膜孔，破坏细胞膜的完整性，使细胞内渗透压升高，
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释放促炎因子 IL-1β[32]。促炎因子的释放作为促炎

信号，可募集更多的炎症细胞，促进若干炎症因子

的表达，如 TNF-α、IL-6等，进而引起强烈的炎症

反应，致使更为严重的心肌细胞死亡，最终导致心

肌纤维化瘢痕形成和心室不良重构[33]。 

对香豆酸可抑制TLR4/NF-κB信号通路介导的

炎症反应（（图 16），表现为其可降低 AMI小鼠心肌

组织 TLR4、p-NF-κB/NF-κB、NLRP3、GSDMD蛋

白表达及促炎因子 IL-1β、IL-6 水平。有研究报道

TLR4基因敲除小鼠心功能受心肌缺血影响较小，且

心肌组织炎性细胞浸润减少，炎症因子 TNF-α 和

IL-1β 水平均显著降低[34]。另有研究表明 TLR4 炎

症信号通路的激活可诱导成纤维细胞增殖并产生

大量胶原蛋白，其过度沉积会促使心肌纤维化的形

成[35]；TLR4 基因敲除小鼠肌成纤维细胞标志物 α-

平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）

的表达水平以及心肌组织纤维化程度均低于野生

型小鼠[36]，表明抑制 TLR4炎症信号通路可减轻心

肌纤维化程度。本研究中对香豆酸通过抑制 TLR4/ 

NF-κB 炎症途径的激活，降低 AMI 小鼠心肌组织

炎症因子水平减轻心肌炎症反应，减少胶原过度沉

积进而抑制心肌纤维及心室不良重构。 

 

图 16  对香豆酸抑制 TLR4/NF-B 炎症途径改善 AMI 

Fig. 16  p-Coumaric acid ameliorates AMI by inhibiting TLR4/NF-κB inflammatory pathway 

在本研究 H9c2 心肌细胞缺氧及炎症复合模型

中，LPS 被用于刺激心肌细胞诱导炎症损伤。LPS

借助 2种辅助蛋白被转递到 TLR4-MD2复合物上，

MD2为配体结合提供了大疏水口袋，随后启动并激

活 TLR4通路[37]。模型组 TLR4、p-NF-κB/NF-κB、

NLRP3和 GSDMD蛋白表达水平显著升高，由此表

明在心肌细胞缺氧及炎症复合损伤模型中，TLR4/ 

NF-κB信号通路被激活并启动了相应的信号级联反

应。对香豆酸可维持缺氧及 LPS刺激条件下心肌细

胞的正常形态，提高心肌细胞活力，并降低 TLR4、

p-NF-κB/NF-κB 和 NLRP3 蛋白表达水平，表明其

可通过抑制 TLR4/NF-κB通路减轻缺氧及炎症诱导

的心肌细胞损伤。 

综上，本研究基于网络药理学、分子对接技术

和分子动力学模拟发现对香豆酸可潜在调控 TLR4/ 

NF-κB炎症信号通路治疗 AMI，进一步体内外研究

结果表明对香豆酸可显著改善 AMI 小鼠心功能、

抑制心肌组织炎症反应及心肌纤维化，其作用机制

是通过抑制 TLR4/NF-κB炎症途径中的关键分子进

而减轻促炎因子介导的心肌损伤。本研究为对香豆

酸治疗 AMI 提供了重要的理论依据，同时也为

TLR4拮抗剂药物的研发提供新方向。 
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