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• 药理与临床 • 

丹红注射液通过 AMPK/Drp1 通路改善 H9c2 细胞线粒体动力学失衡并
抑制细胞焦亡  

叶嘉豪，吴子政，张  垚，孟骊冲，胡志希* 

湖南中医药大学，湖南 长沙  410208 

摘  要：目的  基于腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-activated protein kinase，AMPK）/动力相关蛋白 1（dynamin-related protein 1，

Drp1）通路阐明丹红注射液（Danhong Injection，DHI）改善H9c2心肌细胞缺氧/缺糖模型线粒体动力学失衡并抑制 NOD样受

体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor family pyrin domain containing 3，NLRP3）介导焦亡的作用机制。方法  采用超

高效液相色谱-质谱联用（ultra-high performance liquid chromatography-mass spectrometry，UHPLC-MS）鉴定DHI核心活性成分，

利用 AutoDock Vina软件对 AMPK、Drp1、视神经萎缩症蛋白 1（optic atrophy 1，OPA1）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（cystein-

asparate protease-1，Caspase-1）等靶蛋白与DHI核心活性成分进行分子对接。构建 H9c2细胞缺氧/缺糖模型，设置对照组、模

型组、DHI组、DHI＋Compound C（AMPK抑制剂）组、AICAR（AMPK激动剂）组、MCC950（NLRP3抑制剂）组和Mdivi-

1（Drp1抑制剂）组，采用 CCK-8法筛选 DHI最佳干预浓度；用 JC-1探针检测线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，

MMP）；运用MitoSOXTM测定线粒体活性氧（mitochondrial reactive oxygen species，mtROS）水平；透射电镜观察线粒体超微

结构；免疫荧光检测 p-AMPK与 p-Drp1 蛋白表达；Western blotting检测 AMPK/Drp1 通路相关蛋白、线粒体动力学相关蛋白

[线粒体分裂蛋白 1（mitochondrial fission 1 protein，FIS1）、线粒体融合蛋白 2（mitofusin 2，MFN2）、OPA1]以及焦亡相关蛋白

[NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD，ASC）、Caspase-1、消皮素D-N端片

段（N-terminal fragment of gasdermin D，GSDMD-NT）]表达；ELISA测定白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-18、三

磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）水平。结果  UHPLC-MS鉴定出 DHI中 8种活性成分（丹酚酸、紫草酸 B、丹参素、

咖啡酸、丹参素钠等）；分子对接结果显示，各靶点和活性成分均具有较强亲和力。体外实验结果显示，与模型组比较，DHI组线

粒体形态明显改善，外膜连续，嵴结构相对完整，数量增加，基质密度恢复接近正常，MMP和ATP升高（P＜0.01），mtROS释

放量减少（P＜0.01），p-AMPK/AMPK值升高（P＜0.01），p-Drp1/Drp1值下降（P＜0.01），MFN2、OPA1蛋白表达上调（P＜0.01），

FIS1、NLRP3、ASC、Caspase-1和 GSDMD-NT蛋白表达下调（P＜0.01），IL-1β、IL-18水平显著降低（P＜0.01），与 AICAR、

MCC950、Mdivi-1作用一致。Compound C能部分抑制DHI的上述作用。结论  DHI通过激活 AMPK/Drp1通路，抑制线粒体

过度分裂以及促进线粒体融合，降低 NLRP3炎性小体活化与焦亡，从而减轻缺氧/缺糖诱导的 H9c2细胞损伤。 
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Abstract: Objective  To elucidate the mechanism by which Danhong Injection (丹红注射液 , DHI) ameliorates mitochondrial 

dynamics imbalance and inhibits NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 (NLRP3)-mediated pyroptosis in H9c2 cells 
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subjected to oxygen-glucose deprivation based on AMP-activated protein kinase (AMPK)/dynamin-related protein 1 (Drp1) pathway. 

Methods  Ultra-high performance liquid chromatography-mass spectrometry (UHPLC-MS) was employed to identify the core active 

components of DHI. Molecular docking was performed using AutoDock Vina software to assess the affinity between DHI core 

components and target proteins, including AMPK, Drp1, optic atrophy 1 (OPA1) and cystein-asparate protease-1 (Caspase-1). An H9c2 

cell oxygen-glucose deprivation model was established, control group, model group, DHI group, DHI + Compound C (AMPK inhibitor) 

group, AICAR (AMPK agonist) group, MCC950 (NLRP3 inhibitor) group and Mdivi-1 (Drp1 inhibitor) group were set up. The optimal 

intervention concentration of DHI was screened using CCK-8 assay. Mitochondrial membrane potential (MMP) was measured using JC-

1 probe, and mitochondrial reactive oxygen species (mtROS) level was determined using MitoSOXTM. Mitochondrial ultrastructure was 

observed via transmission electron microscopy. Immunofluorescence was used to detect the protein expressions of p-AMPK and p-Drp1. 

Western blotting was performed to detect the expressions of AMPK/Drp1 pathway-related proteins, mitochondrial dynamics-related 

proteins [mitochondrial fission 1 protein (FIS1), mitofusin 2 (MFN2) and OPA1] and pyroptosis-related proteins [NLRP3, apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD (ASC), Caspase-1 and N-terminal fragment of gasdermin D (GSDMD-NT)]. ELISA 

was used to determine the levels of interleukin-1β (IL-1β), IL-18 and adenosine triphosphate (ATP). Results  UHPLC-MS identified 

eight active components of DHI, including salvianolic acid, lithospermic acid B, danshensu, caffeic acid, sodium danshensu, etc. The 

molecular docking results showed that each target and active ingredient had strong affinity. The in vitro experimental results showed that 

compared with model group, mitochondrial morphology in DHI group was significantly improved, with continuous outer membrane 

and relatively intact cristae structure, increased quantity, and matrix density restored to near normal. MMP and ATP levels were 

increased (P < 0.01), mtROS release was decreased (P < 0.01), p-AMPK/AMPK value was increased (P < 0.01), p-Drp1/Drp1 value 

was decreased (P < 0.01), MFN2 and OPA1 protein expressions were upregulated (P < 0.01), FIS1, NLRP3, ASC, Caspase-1 and 

GSDMD-NT protein expressions were downregulated (P < 0.01), and IL-1β and IL-18 levels were significantly decreased (P < 0.01), 

consistent with the effects of AICAR, MCC950 and Mdivi-1. Compound C could partially inhibit the above-mentioned effects of DHI. 

Conclusion  DHI activates AMPK/Drp1 pathway, inhibits mitochondrial excessive division and promotes mitochondrial fusion, reduces 

NLRP3 inflammasome activation and pyroptosis, thereby alleviating hypoxia/hypoglycemia induced H9c2 cell damage. 

Key words: Danhong Injection; AMPK/Drp1 pathway; mitochondrial dynamics; pyroptosis; mitochondrial fusion; mitochondrial 

fission; salvianolic acid; lithospermic acid B; danshensu; caffeic acid; sodium danshensu; Boc-D-glutamine; D-galactose 1-[2-(2-

azidoethoxy)ethoxyethyl]-2,3,4,6-tetra-O-acetate; guanosine 

心力衰竭是多种心血管疾病发展的终末阶段，

是心脏结构或功能异常导致心室充盈或射血功能

受损的一组复杂临床综合征[1]。随着全球人口老龄

化趋势加剧，心力衰竭的疾病负担日益沉重，已成

为 21世纪最重要的心血管病症之一[2]。流行病学调

查显示，我国成年人群慢性心力衰竭患病率约为

0.9%[3]，慢性心力衰竭以其高发病率、高死亡率、预

后差的特点，给患者生命健康及社会医疗系统带来巨

大挑战[4-5]。因此，深入探究其发病机制并开发有效的

防治策略，是当前心血管领域研究的重点与难点。 

慢性心力衰竭根本病理生理基础之一是心肌

细胞的长期或反复缺血、缺氧[6-7]。在此病理过程中，

心肌细胞持续的能量供应不足直接导致线粒体功

能严重受损，而线粒体作为细胞的能量代谢中心，

其动力学平衡（即线粒体融合与分裂的动态平衡）对

于维持线粒体形态、功能及细胞存活至关重要[8-12]。

研究表明，在心力衰竭等心血管疾病中，常出现以

动力相关蛋白 1（dynamin-related protein 1，Drp1）

介导的线粒体过度分裂，这种线粒体动力学失衡不

仅加剧线粒体片段化、破坏线粒体网络稳态，还会

导致活性氧（reactive oxygen specie，ROS）过度生

成、线粒体膜电位（ mitochondrial membrane 

potential，MMP）下降及三磷酸腺苷（adenosine 

triphosphate，ATP）合成障碍，进而引发心肌细胞损

伤和死亡[13-20]。本研究采用 H9c2 心肌细胞建立缺

氧/缺糖模型，能够体外模拟慢性心力衰竭中心肌细

胞缺血缺氧的病理环境，并有效诱导线粒体动力学

失衡及相关功能损伤，是研究心力衰竭心肌线粒体

机制的重要体外模型。 

磷酸腺苷激活的蛋白激酶（AMP-activated 

protein kinase，AMPK）作为细胞的能量感受器，在

调控线粒体动力学中扮演着核心角色。研究表明，

AMPK/Drp1 通路是调控线粒体融合-分裂平衡的关

键通路，适度的 AMPK激活能够有效限制“ 失控的

过度分裂”，纠正线粒体动力学紊乱，从而改善能量

代谢，发挥心肌保护作用[21]。线粒体过度分裂会导

致线粒体片段化，片段化的线粒体其呼吸链复合物

效率降低，增加了电子在传递过程中的泄漏概率，
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从而诱导大量线粒体活性氧“（mitochondrial reactive 

oxygen specie，mtROS）的生成[22]。此外，mtROS

会进一步攻击线粒体膜脂质和蛋白质，加剧膜通透

性的改变，最终导致MMP的降低。MMP的降低意

味着线粒体合成 ATP的能力严重受损，细胞能量供

应下降。因此 mtROS的过度积累和MMP的异常不

仅是线粒体损伤的直接标志，也是启动焦亡的关键

上游事件，进一步加剧了细胞损伤[23-24]。NOD样受

体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor 

family pyrin domain containing 3，NLRP3）炎性小体

能够感知缺血、线粒体功能障碍等多种危险信号，

进而激活半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -1（cystein-

asparate protease-1，Caspase-1），促使消皮素 D

“（gasdermin D，GSDMD）蛋白裂解并释放白细胞介

素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-18等促炎因子，

最终引发并放大心肌炎症与组织损伤[25-26]。 

本课题组前期研究已证实，丹红注射液

“（Danhong Injection，DHI）能够有效改善慢性心力

衰竭大鼠的线粒体动力学失衡，调节能量代谢，从

而发挥心脏保护作用[27]。然而，DHI是否通过调控

AMPK/Drp1通路重塑线粒体动力学稳态，并进一步

抑制 NLRP3 介导的细胞焦亡，其深层机制仍有待

阐明。因此，本研究将在前期工作基础上，系统探

讨 DHI对 AMPK/Drp1信号线粒体动力学、能量代

谢及细胞焦亡的调控作用，旨在为 DHI对心肌的保

护机制提供更充分的实验依据和机制支持。 

1  材料 

1.1  细胞 

H9c2“（2-1）大鼠心肌细胞株“（货号 CL-0089）

购自武汉普诺赛生命科技有限公司。 

1.2  药品与试剂 

丹红注射液（国药准字 Z20026866，批号

23042009）购自山东丹红制药有限公司；AMPK、

p-AMPK、Drp1、p-Drp1“（Ser616）、视神经萎缩症

蛋白 1“（optic atrophy 1，OPA1）、线粒体融合蛋白 2

“（ mitofusin 2，MFN2）、线粒体分裂蛋白 1

“（mitochondrial fission 1 protein，FIS1）、凋亡相关斑

点样蛋白（ apoptosis-associated speck-like protein 

containing a CARD，ASC）、Caspase-1、GSDMD-N、

NLRP3一抗（批号分别为 AF300361、AF300606、

AF02064、AF01325、AF301461、AF02770、AF14176、

AF04045、AF07185、AFRM9489、20250218）及 ATP、

IL-18、IL-1β ELISA试剂盒“（批号分别为 AF08511-

A、AF040508-A、AF02923-A）购自湖南艾方生物

科技有限公司；无水乙醇“（批号 10006818）购自中

国医药集团有限公司；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

“（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）一抗“（批号 B2901）购自美国 Immunoway

公司；PBS（批号 G4202）购自武汉赛维尔生物科

技有限公司；H9c2细胞专用培养基“（批号CM-0089）

购自武汉普诺赛生命科技有限公司；0.25%胰酶消

化液（批号 BL512A）购自 Biosharp公司；线粒体

膜电位染色试剂盒（批号 C2006）购自上海碧云天

生物技术有限公司；MitoSOXTM线粒体超氧化物指

示剂“（批号M36007）购自美国 Thermo公司；DMSO

“（批号 67-68-5）购自德国Merck公司；DMEM低糖

培养基“（批号 U21-265B）购自攸碧艾“（上海）生物

技术有限公；AMPK 激活剂 AICAR、AMPK 抑制

剂 Compound C（批号分别为 HY-13417A、HY-

13418）购自美国 MCE 公司；Drp1 抑制剂 Mdivi-

1、NLRP3抑制剂MCC950“（批号分别为 A252480、

A110681）购自美国 AmBeed公司。 

1.3  仪器 

MP3035 型湿转电泳槽（北京凯元信瑞仪器有

限公司）；1645052型电泳仪“（美国 Bio-Rad公司）；

恒温水浴锅“（山东欧莱博仪器有限公司）；H1650型

离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；

NIB610-FL型倒置光学显微镜“（宁波永新光学股份

有限公司）；EM ICE型高压冷冻机（德国 Leica公

司）；HERACELL150i/240i 型细胞培养箱、Talos 

L120C 型透射电子显微镜、FormaTM Ⅱ型三气培养

箱（美国 Thermo Fisher Scientific公司）。 

2  方法 

2.1  DHI 成分分析 

2.1.1  DHI成分检测 

（1）样品制备：取 1 mL DHI至 2 mL量瓶中，

用含 2%甲酸的 20%甲醇水溶液稀释至刻度，混匀，

10 000 r/min离心 10 min，取上清液，并用 0.22 μm

微孔滤膜滤过备用，入液相小瓶中进行分析。 

“（2）色谱条件：Acquity UPLC@BEH C18色谱

柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm），流动相为 0.05%甲

酸水溶液“（A）-50%乙腈“（B），梯度洗脱：0～21 min，

0～18% B；21～27 min，18%～25% B；27～36 min，

25%～38% B；36～39 min，38%～48% B；39～44 

min，48% B；44～54 min，48%～60% B：54～60 

min，60%～100% B。检测波长为 0～37 min，280 
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nm；37～60 min，326 nm；柱温 25 ℃；体积流量

0.9 mL/min；进样量 20 μL。 

“（3）质谱条件：电喷雾离子源，正、负离子检

测模式下扫描范围 m/z 100～1 500；毛细管电压为

正离子 3.0 kV、负离子 2.5 kV；喷嘴电压 40 V；干

燥气体积流量 800 L/h；离子源温度 120 ℃；碰撞

气体为氩气，碰撞能 20～50 eV。 

2.1.2  DHI 成分筛选  运用 UNIFI 软件对 DHI 进

行 分 析 。 通 过 整 合 PubChem 、 SciFinder 、

Chemicalbook及 UNIFI中药数据库的化合物信息，

结合文献调研构建了标准化合物数据库。采用

UNIFI软件平台对 Masslynx采集的 raw”格式原

始数据进行系统分析。 

2.2  DHI 活性成分与潜在靶点的分子对接 

利用 PDB数据库“（https://www.rcsb.org/）查找

并下载 AMPK、Drp1、FIS1、OPA1、MFN2、NLRP3、

ASC、Caspase-1 和 GSMDM 的蛋白质三维结构。

利用 PyMOL 软件去除水分子、不相关的蛋白链和

原配体，PubChem数据库“（https://pubchem.ncbi.nlm. 

nih.gov/）获得核心有效成分结构，利用 AutoDock 

Vina进行分子对接，用 Pymol软件将结果进行可视

化分析[28]。 

2.3  体外实验 

2.3.1  细胞复苏、培养及传代  将从液氮罐中取出

的含 H9c2 细胞冻存管迅速置于 37 ℃水浴箱中解

冻，立即将细胞悬液转入含 5 mL H9c2专用培养基

的离心管中，1 000 r/min离心 5 min后弃去上清液，

加入 5 mL H9c2专用培养基轻轻吹打混匀后转入培

养瓶，置于 37 ℃、5% CO2恒温培养箱中继续培养。

细胞培养过程中使用 H9c2 专用培养基，当细胞融

合度达 70%～90%时，PBS溶液振荡清洗 2次，弃

去上清液，加入 500 μL胰蛋白酶进行消化；当细胞

完全悬浮后，立即加入等体积 H9c2 专用培养基终

止消化，充分吹打混匀后，1 000 r/min离心 5 min，

弃去上清液。按 1∶2比例进行传代培养，每 2 d传

代 1次，以保证细胞状态良好和实验稳定性。 

2.3.2  H9c2 细胞缺氧/缺糖模型建立与缺氧时间筛

选  为确定建立缺氧/缺糖模型的最佳缺氧时长，设

置不同的缺氧时间点进行筛选。取对数生长期的

H9c2细胞，用 H9c2专用培养基重悬后，以 2×103

个/孔分别接种于 6块 96孔板中，置于 37 ℃、5% 

CO2恒温培养箱中培养 24 h，待细胞充分贴壁。培

养结束后，将用于 0 h组的板继续置于常规培养箱

中作为对照，其余 5块板均弃去原培养液，更换为

低糖 DMEM 培养基，并立即转移至三气培养箱

（37 ℃、1% O2、5% CO2）中培养以模拟缺氧状态。

分别于培养 2、4、6、8、10 h时间点取出对应的 96

孔板，每组（即每块板）设立 6个复孔，采用 CCK-

8 法检测细胞活力，以评估不同缺氧时间对细胞活

力的影响。以对照组细胞活力为基准，将细胞存活

率显著下降且维持在 50%～70%作为缺氧/缺糖损

伤模型构建成功且稳定的判断标准。 

2.3.3  CCK-8 法检测细胞活力  使用 CCK-8 法检

测 H9c2细胞活力。用酶标仪检测在 450 nm波长处

的吸光度（A）值，每组重复实验 3次，计算细胞相

对活力。 

细胞相对活力＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.3.4  DHI最佳浓度的筛选  用低糖培养基将DHI

稀释成 10个浓度梯度，分别为 0、5、10、15、20、

25、30、40、60、80 μL/L。取对数生长期的H9c2细

胞接种到 96 孔板中，用 H9c2 专用培养液将其重悬

后，以 2×103个/孔接种于 96孔板中，正常培养 24 h

至细胞充分贴壁后，弃掉孔内培养液，将 10组含DHI

的低糖培养基分别加到 96孔板中，每组设置 6个复

孔，在三气培养箱培养，用 CCK-8法检测细胞活力。 

2.3.5  细胞分组和给药  采用造模与给药同步进

行的方式，即细胞贴壁后，吸弃原培养液，除对照

组外，更换为含有相应药物的低糖 DMEM培养基，

并转移至三气培养箱中培养，以同步建立模型并进

行药物干预。 

根据实验目的不同，线粒体动力学和功能检测

涉及对照组、模型组、DHI组、DHI＋Compound C

组和 AICAR 组；焦亡相关指标检测则在上述 5 组

基础上增加Mdivi-1组和MCC950组，共 7个组。

具体分组如下：①对照组：将细胞置于 H9c2 专用

培养基中，在含 20% O2和 5% CO2的常规培养箱中

培养；②模型组：将细胞置于低糖 DMEM 培养基

中，在三气培养箱中培养；③DHI组：将细胞置于

含 20 μL/L DHI 的低糖 DMEM 培养基中，于三气

培养箱培养；④DHI＋Compound C组：将细胞置于

含 20 μL/L DHI和 25 μmol/L Compound C 的低糖

DMEM培养基中，于三气培养箱培养[29]；⑤AICAR

组：将细胞置于 1 mmol/L AICAR的低糖 DMEM培

养基中，于三气培养箱培养[30]；⑥Mdivi-1组：将细

胞置于 10 μmol/L Mdivi-1的低糖DMEM培养基中，

于三气培养箱培养[31]；⑦MCC950组：将细胞置于
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含 1 μmol/L MCC950的低糖 DMEM培养基中，于

三气培养箱培养[32]。其中 Compound C是一种有效

的 AMPK选择性抑制剂，用于阻断 AMPK信号通

路；AICAR是一种AMPK激动剂，用于激活AMPK；

Mdivi-1 是一种线粒体分裂抑制剂，特异性抑制

Drp1 的三磷酸鸟苷水解酶（guanosine triphosphate 

hydrolase，GTPase）活性；MCC950是一种特异性

NLRP3炎性小体抑制剂。 

2.3.6  透射电镜观察  将细胞培养于 3 mm蓝宝石

圆盘上，将蓝宝石圆盘细胞面朝上置于平坦铝板

上，以另一块内部凹陷深度为 25 µm的铝板作为盖

片。两铝板之间的间隙用十六烷硫醇填充。采用高压

冷冻机对样品进行冷冻，冷冻后迅速转移到液氮中

保存。将样品转移到冷冻替代培养基中，采用 Leica 

AFS2冷冻替代系统完成冷冻替代操作。具体程序如

下：样本置于−90 ℃条件下保温 48 h，随后用 8 h梯

度升温至−60 ℃，保持 24 h；以 6 h 梯度升温至

−30 ℃，保温 8 h；以 4 h梯度升温至−20 ℃，保温

4 h；以 8 h梯度升温加热至 4 ℃。样品经丙酮洗涤

3次，每次 15 min，进行树脂浸润与包埋，先于 37 ℃

下聚合 12 h，再于 65 ℃下聚合 48 h，将聚合后的树

脂块用超微切片机进行切片，收集 70 nm 厚的连续

切片，置于 150目 formvar膜包被的铜网上，在 120 

kV加速电压下，采用透射电子显微镜观察并拍照。 

2.3.7  MMP检测  取 25 µL JC-1（200×），加入 4 

mL超纯水，涡旋混匀，再加入 1 mL JC-1染色缓冲

液（5×），充分混匀后即为 JC-1染色工作液。弃去

上清，加入 PBS清洗 2次，吸去 PBS，加入上述配

好的 JC-1染色工作液，37 ℃避光孵育 20 min。弃

去染色液，用 PBS洗涤细胞 3次。在荧光显微镜下

观察并采集图像。JC-1探针在细胞MMP较高时以

聚合物形式聚集在线粒体基质中，产生红色荧光；

当MMP降低时，JC-1以单体形式存在于细胞质中，

产生绿色荧光。结果以红色荧光与绿色荧光强度的

比值（红/绿荧光比）作为MMP的相对评价指标，

比值越高表示MMP越高。 

2.3.8  mtROS 水平检测  取 MitoSOXTM，加入 13 

µL DMSO，混匀，配制为 5 mmol/L储备液。取 5 

mL HBSS，加入 1 μL MitoSOXTM 储备液和 5 μL 

Hoechst33342，充分混匀后为染色工作液。弃去细

胞培养液，HBSS洗涤细胞 1～2次；加入 1 mL配

制好的染色工作液，37 ℃细胞培养箱内孵育 20 

min。用 HBSS洗涤细胞 2次，加入 1 mL HBSS，

于共聚焦显微镜下观察并拍照。 

2.3.9  Western blotting 检测相关蛋白表达  于 25 

mL细胞培养瓶中培养 H9c2细胞，待细胞生长至对

数期时，按照组别予以相应处理 24 h后，收集细胞，

加入含1%蛋白酶抑制剂和1%磷酸化蛋白酶抑制剂

的 RIPA裂解混合液提取蛋白，BCA法测定蛋白浓

度。SDS-PAGE电泳分离蛋白，转膜，封闭，经一

抗、二抗孵育，显影成像，通过 Image J 软件分析

条带灰度值，并计算蛋白相对表达水平。 

2.3.10  免疫荧光检测 DRP1 和 p-AMPK 蛋白表达  

按照组别予以相应处理 24 h后，吸出 6孔板内的培

养液，加入多聚甲醛固定爬片 15 min，PBS浸洗 3

次，每次 5 min，加入 0.1% TritonX-100破膜 15 min，

PBST浸洗 3次，每次 5 min。滴加非免疫正常山羊

血清 100～200 μL，室温孵育 30 min。甩去封闭液，

滴加 100～200 μL p-DRP1（1∶200）和 p-AMPK（1∶

3 000）一抗，于 4 ℃孵育过夜。PBST浸洗 3次，

每次 5 min，滴加 Cy3 标记的山羊抗兔 IgG 二抗

（1∶200），室温孵育 50 min，PBST浸洗 5次，每

次 5 min。玻片置于 PBS（pH 7.4）中，在脱色摇床

上晃动洗涤 3 次，每次 5 min。切片稍甩干后在圈

内滴加 DAPI染液，室温避光孵育 10 min。玻片置

于 PBS 中，在脱色摇床上晃动洗涤 3 次，每次 5 

min。切片稍甩干后用抗荧光淬灭封片剂封片。切片

于荧光显微镜下观察并采集图像。 

2.3.11  ELISA检测 IL-1β和 IL-18水平  按照组别

予以相应处理 24 h后，按照试剂盒说明书检测ATP、

IL-1β和 IL-18水平。 

2.4  统计学分析 

数据采用 SPSS 24.0软件进行分析，以 x s 表

示。两组间比较若数据符合正态分布和满足方差齐

性，用独立样本 t 检验；若不满足正态分布，则用

秩和检验。多组间比较，采用单因素方差分析

“（ANOVA）评估组间差异，采用 LSD检验进行多重

线性比较。 

3  结果 

3.1  DHI 成分分析 

采用 UPLC-Q-TOF-MS 技术对 DHI 的化学成

分进行分析。结果显示，在正、负离子模式下共检

测到多种主要成分“（图 1），经二级质谱碎片信息与

文献及数据库对照，发现丹酚酸、紫草酸 B、丹参

素、咖啡酸和丹参素钠等 8种有效成分是 DHI药效

物质基础的重要组成部分（表 1）。 
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A-正离子模式；B-负离子模式。 

A-positive ion mode; B-negative ion mode. 

图 1  DHI 的代表性基峰色谱图 

Fig. 1  Representative base peak chromatograms of DHI 

表 1  DHI 主要化学成分 

Table 1  Main chemical components of DHI 

序号 tR/min 离子模式 加合物 
理论值 

(m/z) 

实测值 

(m/z) 

误差 

(×10−6) 
分子式 

二级质谱碎片 

(m/z) 
化合物 

1 9.6 [M＋H]+ ＋H, －OH 246.121 5 247.129 4 2.54 C10H18N2O5 147.050 5 Boc-D-谷氨酰胺 

2 21.1 [M＋H]+ ＋Na 180.042 3 203.031 8 1.35 C9H8O4 147.042 3 咖啡酸 

3 22.6 [M＋H]+ －OH 198.052 8 181.047 8 −9.63 C9H10O5 163.037 6 丹参素 

4 14.5 [M＋H]+ ＋K 505.190 8 544.155 3 2.48 C20H31N3O12 149.103 2 D-半乳糖 1-[2-(2-叠氮

乙氧基 )乙氧基乙

基 ]-2,3,4,6-四 -O-乙

酸酯 

5 0.6 [M＋H]+ ＋Li 283.091 7 290.107 0 −0.32 C10H13N5O5 203.061 0, 85.030 6, 

145.055 3 

鸟苷 

6 25.3 [M＋H]+ －e, ＋H, ＋NH4, －OH 718.153 4 718.151 8 −1.42 C36H30O16 139.038 3, 295.259 3, 

323.054 4 

紫草酸 B 

7 20.3 [M＋H]+ ＋H 494.121 3 495.127 6 −2.04 C26H22O10 312.060 7 丹酚酸 

8 21.1 [M＋H]+ ＋H, －OH 220.034 8 221.042 5 1.99 C9H9NaO5 147.042 3 丹参素钠 

9 26.6 [M－H]− －H, ＋e 494.121 3 493.113 6 −0.76 C26H22O10 185.021 9, 295.058 9, 

321.038 7 

丹酚酸 

 

3.2  分子对接结果 

为进一步阐明 DHI对 AMPK/Drp1信号通路、

线粒体动力学相关蛋白和细胞焦亡的潜在调控机

制，采用 AutoDock Vina分子对接技术，对质谱鉴

定所得主要化学成分与 AMPK、Drp1、OPA1 及

Caspase-1等靶蛋白的结合能力进行分析。结果如图

2 所示，DHI 中各有效成分与上述靶点均表现出较

强的结合亲和力，其中紫草酸 B在多靶点上表现出

最优的结合活性，与 Drp1 的结合能最强（−9.2 

kcal/mol，1 kcal/mol＝4.182 kJ/mol），其次为 OPA1

“（−9.0 kcal/mol）、Caspase-1“（−8.7 kcal/mol）及 AMPK

“（−8.5 kcal/mol）。从分子对接模式分析“（图 3）可见，

紫草酸 B在与 Drp1、OPA1、Caspase-1及 AMPK结

合时，均能通过氢键、疏水相互作用堆积等多种非

共价键发生较强的相互作用，提示其可能形成稳定

的复合物。以上结果表明紫草酸 B可能通过多靶点

协同调控线粒体分裂-融合平衡、能量代谢稳态，从

而抑制细胞焦亡的发生。 

5        10          15        20        25          30       35        40        45         50        55 

t/min 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 
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1 kcal·mol−1＝4.182 kJ·mol−1. 

图 2  分子对接结果热图 

Fig. 2  Molecular docking results heatmap 

 

图 3  代表性分子对接图 

Fig. 3  Representative molecular docking diagram 

AMPK 

ASC 

Caspase-1 

Drp1 

FIS1 

GSDMD 

MFN2 

NLRP3 

OPA1 

 

B
o

c-
D

-谷
氨
酰
胺

   

咖
啡
酸

   

丹
参
素

  
D

-半
乳
糖

1
-[

2
-(

2
-叠
氮

 
乙
氧
基

)乙
氧
基
乙
基

]-
 

2
,3

,4
,6

-四
-O

-乙
酸
酯

  

鸟
苷

  

紫
草
酸

B
  

丹
酚
酸

  

丹
参
素
钠

  

Drp1-紫草酸 B 

-4 

 

 

 

-6 

 

 

 

-8 

 

van der waals 

conventional hydrogen bond 

carbon hydrogen bond 

unfavorable hydrogen bond 

Pi-alkyl 

van der waals 
conventional hydrogen bond 
carbon hydrogen bond 
unfavorable donor-donor 
unfavorable acceptor-acceptor 
Pi-cation 
Pi-anion 
Pi-Pi stacked 
amide-Pi stacked 
Pi-alkyl 

van der waals 

conventional hydrogen bond 

Pi-sulfur 
Pi-Pi T-shaped 
Pi-alkyl 

van der waals 
conventional hydrogen bond 
unfavorable donor-donor 
Pi-anion 
Pi-sigma 
Pi-sulfur 
alkyl 
Pi-alkyl 

OPA1-紫草酸 B 

AMPK-紫草酸 B 

Caspase-1-紫草酸 B 

结合能/(kcal·mol−1) 



 中草药 2026年 6月 第 57卷 第 11期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 June Vol. 57 No. 11 ·4203· 

    

3.3  缺氧时间与 DHI 浓度的筛选 

3.3.1  不同缺氧时间对 H9c2 细胞活力的影响  如

图 4所示，与对照组比较，随着缺氧时间的增加，细

胞活力逐渐降低（P＜0.05、0.01），考虑到缺氧 8 h

对细胞造成的损伤较为明显，而缺氧 6 h细胞活力

适中（63.32%），因此选用缺氧 6 h构建细胞缺氧缺

糖模型。 

3.3.2  不同浓度 DHI 对 H9c2 细胞活力的影响  

H9c2细胞在常规培养情况下培养 6 h后，与对照组

比较，5～80 μL/L DHI对 H9c2细胞活力无显著影

响，表明 5～80 μL/L DHI对细胞无明显毒性作用。

而 H9c2 细胞处于缺氧缺糖情况下培养 6 h 后，与

对照组比较，10～30 μL/L DHI显著提高 H9c2细胞

活力（P＜0.05、0.01），其中 20 μL/L最为明显，因

此，采用 20 μL/L DHI进行后续实验。 

 
与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，图 5同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group, same as Fig. 5. 

图 4  不同缺氧时间对 H9c2 细胞活力的影响 

( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of different hypoxia times on viability of 

H9c2 cells ( x s , n = 6) 

 

图 5  DHI 毒性 (A) 及最佳干预浓度筛选 (B) ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Cytotoxicity (A) and optimal interventionconcentration screening (B) of DHI ( x s , n = 6) 

3.4  DHI 通过调控 AMPK/Drp1 通路保护线粒体

功能 

为了评价 DHI对线粒体动力学及功能的影响，

设置对照组、模型组、DHI组、DHI＋Compound C

组和 AICAR组进行分析。 

3.4.1  各组细胞MMP水平  采用 JC-1探针检测各

组 H9c2细胞MMP变化，以反映线粒体功能状态。

结果如图 6所示，与对照组比较，模型组细胞红色

荧光明显减弱，绿色荧光增强，红/绿荧光值显著降

低（P＜0.01），提示缺氧缺糖条件导致线粒体去极

化，MMP水平明显下降。与模型组比较，DHI干预

后红色荧光增强、绿色荧光减弱，红/绿荧光值显著

升高（P＜0.01），说明 DHI能有效抑制缺氧缺糖诱

导的线粒体膜电位丧失，提示其具有明显的线粒体

保护作用。AMPK激动剂 AICAR 组亦表现出类似

趋势，红色荧光增强、绿色荧光减弱，红/绿荧光值

显著升高（P＜0.01），提示 DHI 与 AMPK 激活在

功能效应上具有一致性。AMPK抑制剂 Compound 

C能明显削弱 DHI对MMP的改善作用（P＜0.01），

表现为红色荧光减弱、红/绿荧光值下降。以上结果

表明，DHI 改善线粒体功能的作用可能通过激活

AMPK/Drp1信号通路实现。 

3.4.2  各组细胞 ATP水平  如图 7所示，与对照组

比较，模型组 ATP水平显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，DHI组和 AICAR组 ATP水平显著升高

（P＜0.01），AMPK抑制剂 Compound C能明显削弱

DHI对 ATP水平的改善作用（P＜0.01）。 

3.4.3  各组细胞 mtROS水平  采用MitoSOXTM红 

对照    2     4     6      8     10 

                 缺氧时间/h 

对照  5   10  15  20  25  30   40  60  80 
                DHI/(μL·L−1) 

模型  5   10  15  20  25   30  40  60  80 
                 DHI/(μL·L−1) 
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01；与 DHI组比较：
▲

P＜0.05  
▲▲

P＜0.01，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group; 
▲

P < 0.05  
▲▲

P < 0.01 vs DHI group, same as below figures. 

图 6  各组细胞 MMP 水平 (×200; x s , n = 3) 

Fig. 6  MMP level of cells in each group (× 200; x s , n = 3) 

 

图 7  各组细胞 ATP 水平 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  ATP level of cells in each group ( x s , n = 6) 

色荧光探针检测各组 H9c2细胞 mtROS生成情况。

结果如图 8所示，与对照组比较，模型组红色荧光

显著增强，mtROS 平均荧光强度显著升高（P＜

0.01），提示缺氧缺糖处理导致线粒体氧化损伤及

ROS 过量积聚。与模型组比较，DHI 组和 AICAR

组 mtROS水平显著降低（P＜0.01），荧光强度明显

减弱，表明 DHI 能够有效抑制缺氧缺糖条件下的

mtROS生成，从而减轻氧化应激损伤。而 Compound 

C可显著拮抗 DHI对 mtROS的抑制作用，表现为

红色荧光增强、平均荧光强度升高。以上结果提示

DHI 减轻线粒体氧化应激的作用依赖于 AMPK 信

号通路的激活。 

 

图 8  各组细胞 mtROS 水平 (×200; x s , n = 3) 

Fig. 8  mtROS level of cells in each group (× 200; x s , n = 3) 
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3.4.4  各组细胞超微结构变化  采用透射电子显

微镜观察各组 H9c2 细胞线粒体的超微结构变化，

结果如图 9所示。对照组线粒体形态完整，数量丰

富，外膜连续光滑，嵴结构清晰规则，基质致密，

为正常线粒体形态。模型组细胞线粒体形态严重异

常，表现为明显肿胀、膜结构模糊、破裂、嵴断裂，

部分出现空泡样变，提示缺氧缺糖处理导致线粒体

结构严重受损。与模型组相比，DHI组线粒体形态

明显改善，外膜连续，嵴结构相对完整，数量增加，

基质密度恢复接近正常。AICAR组表现出相似的形

态改善，线粒体结构接近对照组。DHI与 Compound 

C联合处理后，线粒体损伤程度较 DHI组加重，部

分嵴断裂及空泡化仍可见，提示 AMPK信号通路的

抑制会削弱 DHI的线粒体保护作用。 

 

蓝色箭头表示肿胀的线粒体，红色箭头表示线粒体空泡化，白色箭头表示结构相对完整、功能改善的线粒体。 

Blue arrow represents swollen mitochondria, red arrow represents mitochondrial vacuolization, white arrow represents mitochondria with relatively intact 

structure and improved function. 

图 9  各组细胞超微结构变化 (×20 000) 

Fig. 9  Changes in ultrastructure of cells in each group (× 20 000) 

3.4.5  免疫荧光检测 AMPK/Drp1 通路相关蛋白表

达  为进一步验证 DHI通过 AMPK/Drp1信号通路

调控线粒体功能的机制，采用免疫荧光染色法检测

各组 H9c2细胞中 p-AMPK与 p-Drp1的表达水平。

结果如图 10、11所示，与对照组比较，模型组细胞

内 p-AMPK的荧光信号显著减弱（P＜0.01），提示

缺氧缺糖条件下 AMPK磷酸化水平下降；同时，p-

Drp1的荧光强度显著增强（P＜0.01），表明 Drp1过

度磷酸化导致线粒体过度分裂。与模型组比较，DHI

处理后细胞内 p-AMPK信号明显增强（P＜0.01），

而 p-Drp1荧光强度显著降低（P＜0.01）；AICAR组

表现出类似的趋势，与 DHI组作用效果相近，提示

DHI可有效激活 AMPK信号并抑制 Drp1过度磷酸

化，从而维持线粒体动力学平衡。此外，当细胞同

时接受 Compound C与 DHI联合处理时，p-AMPK

水平较 DHI 组下降，p-Drp1 表达再次升高，表明

AMPK信号阻断可部分拮抗 DHI的保护作用。 

3.4.6  Western blotting 检测 AMPK/Drp1 通路以及

线粒体动力学相关蛋白表达  采用Western blotting

法检测各组 H9c2 细胞中 AMPK/Drp1 信号通路及

线粒体动力学相关蛋白“（OPA1、MFN2、FIS1）的

表达变化，结果如图 12 和表 2 所示。与对照组比

较，模型组 p-AMPK/AMPK值显著下降“（P＜0.01），

p-Drp1/Drp1值明显升高“（P＜0.01），同时线粒体融

合相关蛋白 OPA1 与 MFN2 表达显著降低（P＜

0.01），分裂相关蛋白 FIS1表达明显升高“（P＜0.01），

提示缺氧缺糖诱导下 AMPK信号通路受到抑制，线

粒体动力学平衡被破坏，表现为过度分裂状态。与

模型组比较，DHI干预后 p-AMPK/AMPK值显著升

高（P＜0.01），p-Drp1/Drp1值及 FIS1表达显著降 

对照                                模型                                  DHI 

  DHI＋Compound C                          AICAR 

50 nm 
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图 10  各组细胞 p-AMPK 蛋白表达 (×200; x s , n = 3) 

Fig. 10  Expression of p-AMPK protein of cells in each group (× 200; x s , n = 3) 

 

图 11  各组细胞 p-Drp1 蛋白表达 (×200; x s , n = 3) 

Fig. 11  Expression of p-Drp1 protein of cells in each group (× 200; x s , n = 3) 

 

图 12  各组细胞 AMPK/Drp1 通路及线粒体动力学相关蛋

白表达 

Fig. 12  AMPK/Drp1 pathway and mitochondrial 

dynamics-related protein expressions of cells in each group 

低（P＜0.01），而 OPA1与MFN2的表达显著上调

（P＜0.01）；AICAR 组亦表现出类似结果，与 DHI

组变化趋势一致，表明 DHI 可有效激活 AMPK 信

号通路，促进线粒体融合、抑制过度分裂，从而维

持线粒体动力学稳态。然而使用 Compound C后，

以上指标结果均有所逆转，表明 DHI 通过激活

AMPK/Drp1 信号通路，促进线粒体融合蛋白

（OPA1、MFN2）上调，抑制分裂蛋白（p-Drp1、FIS1）

过度表达，从而改善线粒体动力学失衡，发挥细胞

保护作用。 

3.5  DHI 通过调控 AMPK/Drp1 通路抑制 NLRP3

介导的 H9c2 细胞焦亡 

为了进一步验证 DHI抑制焦亡的机制，设置对

照组、模型组、DHI 组、DHI＋Compound C 组、

AICAR组、Mdivi-1组和MCC950组进行分析。 

3.5.1  Western blotting检测 NLRP3、ASC、Caspase-

1 和 GSDMD-NT 蛋白表达  如图 13和表 3 所示， 
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表 2  各组细胞 AMPK/Drp1 通路及线粒体动力学相关蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Table 2  AMPK/Drp1 pathway and mitochondrial dynamics-related protein expressions of cells in each group ( x s , n = 3) 

组别 剂量 p-AMPK/AMPK p-Drp1/Drp1 FIS1/GAPDH MFN2/GAPDH OPA1/GAPDH 

对照 — 0.92±0.07 0.32±0.09 0.32±0.13 1.11±0.22 1.03±0.09 

模型 — 0.41±0.07## 0.76±0.04## 0.94±0.21## 0.28±0.07## 0.29±0.09## 

DHI 20 μL·L−1 0.71±0.05** 0.49±0.04** 0.57±0.15** 0.64±0.13#** 0.55±0.08##** 

DHI＋Compound C 20 μL·L−1＋25 μmol·L−1 0.38±0.11##▲ 0.67±0.08##▲ 0.81±0.10# 0.13±0.03##▲▲ 0.24±0.06##▲▲ 

AICAR 1 mmol·L−1 0.90±0.10** 0.42±0.03** 0.32±0.09** 1.44±0.21** 0.87±0.08** 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01；与 DHI组比较：
▲

P＜0.05  
▲▲

P＜0.01，表 3、4同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group; 
▲

P < 0.05  
▲▲

P < 0.01 vs DHI group, same as tables 3, 4.

 

图 13  各组细胞 AMPK/Drp1 通路及线粒体动力学相关蛋白表达 

Fig. 13  AMPK/Drp1 pathway and mitochondrial dynamics-related protein expressions of cells in each group 

表 3  各组细胞 AMPK/Drp1 通路及线粒体动力学相关蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Table 3  AMPK/Drp1 pathway and mitochondrial dynamics-related protein expressions of cells in each group ( x s , n = 3) 

组别 剂量 NLRP3/GAPDH ASC/GADPH Caspase-1/GAPDH GSDMD-NT/GAPDH 

对照 — 0.23±0.09 0.18±0.05 0.16±0.04 0.13±0.01 

模型 — 0.78±0.04## 0.85±0.07## 0.82±0.05## 0.83±0.07## 

DHI 20 μL·L−1 0.43±0.02##** 0.58±0.16##* 0.38±0.06##** 0.50±0.09##** 

DHI＋Compound C 20 μL·L−1＋25 μmol·L−1 0.60±0.05##**▲▲ 0.84±0.10##▲ 0.61±0.04##**▲▲ 0.81±0.12##▲▲ 

AICAR 1 mmol·L−1 0.42±0.02##** 0.46±0.10#** 0.47±0.01##** 0.52±0.04##** 

Mdivi-1 10 μmol·L−1 0.43±0.01##** 0.34±0.05** 0.29±0.01#** 0.30±0.02#** 

MCC950 1 μmol·L−1 0.24±0.07** 0.30±0.05** 0.28±0.02#** 0.18±0.02** 

 

与对照组比较，模型组 NLRP3、ASC、Caspase-1和

GSDMD-NT蛋白表达显著上调（P＜0.01）；与模型

组比较，DHI 处理后 NLRP3、ASC、Caspase-1 和

GSDMD-NT 的蛋白表达显著下调（P＜0.01），与

AICAR（AMPK 激动剂）、MCC950（NLRP3 抑制

剂）、Mdivi-1（Drp1抑制剂）的抑制作用一致。然

而，用 Compound C预处理后抑制了 DHI的上述作

用。以上结果表明 DHI能通过调控 AMPK/Drp1通

路抑制 NLRP3介导的细胞焦亡。 

3.5.2  ELISA 检测炎性因子水平  采用 ELISA 检

测各组 H9c2细胞 IL-1β和 IL-18水平，以评估焦亡

相关炎症水平。结果见表 4，与对照组比较，模型

组 IL-1β与 IL-18水平均显著升高（P＜0.01），提示

缺氧缺糖处理诱导了明显的炎症反应与焦亡介导

的细胞因子释放。与模型组比较，DHI显著抑制 IL-

1β与 IL-18的释放（P＜0.01）；AICAR与 Mdivi-1

表现出与 DHI相似的抑制效果（P＜0.01），MCC950

作为阳性对照同样显著下调二者水平（P＜0.01）。

相反，用 AMPK抑制剂 Compound C可以部分减少

DHI对于炎症的抑制作用。 

对照      模型      DHI     DHI＋    AICAR   Mdivi-1  MCC950 

Compound C 

 

NLRP3 

 

 

ASC 

 

 

Caspase-1 

 

 

GSDMD-NT 

 

GAPDH 

 

1.18×105 

 

 

2.20×104 

 

 

4.50×104 

 

 

3.50×104 

 

 

3.60×104 



·4208· 中草药 2026年 6月 第 57卷 第 11期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 June Vol. 57 No. 11 

   

表 4  各组细胞 IL-1β 和 IL-18 水平 ( x s , n = 6) 

Table 4  IL-1β and IL-18 levels of cells in each group ( x s , n = 6) 

组别 剂量 IL-1β/(pg·mL−1) IL-18/(pg·mL−1) 

对照 — 78.31±6.65 307.70±17.70 

模型 — 116.00±11.35## 592.41±41.12## 

DHI 20 μL·L−1 92.70±8.08#** 386.11±18.55##** 

DHI＋Compound C 20 μL·L−1＋25 μmol·L−1 108.50±10.33##▲▲ 496.32±34.03##**▲▲ 

AICAR 1 mmol·L−1 85.35±6.86** 389.02±62.79##** 

Mdivi-1 10 μmol·L−1 87.80±6.03** 417.99±35.18##** 

MCC950 1 μmol·L−1 82.65±6.11** 343.20±31.09** 

4  讨论 

DHI 是由丹参和红花提取而成的一种中药制

剂，具有活血化瘀、通脉舒络的效果[33]。现代药理

学研究表明，DHI能有效改善血脂相关指标，清除

氧自由基，抑制血小板聚集，调节内皮细胞生成，

减轻心脏前后负荷，改善心室重构，从而提高心功

能[34-36]。本研究通过 UHPLC-MS 技术鉴定出 DHI

含有丹酚酸、紫草酸 B、丹参素、咖啡酸和丹参素

钠等 8种活性成分。分子对接结果显示，上述活性

成分与 AMPK、Drp1、OPA1及 Caspase-1等关键靶

蛋白均具有较强的结合亲和力。其中紫草酸 B与多

靶点的结合活性最强，结合 UHPLC-MS 获得的色

谱峰相对丰度信息，紫草酸 B的相对丰度较高，进

一步说明紫草酸 B 为 DHI 潜在关键药效成分。而

相关研究表明，紫草酸 B具有显著的抗氧化活性，

能够清除过量活性氧，减轻心肌细胞氧化应激损

伤，提高超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，

SOD）和过氧化氢酶活性，降低心肌缺血/再灌注损

伤后的丙二醛“（malondialdehyde，MDA）水平，降

低 c-Jun氨基末端激酶 3“（c-Jun N-terminal kinase 3，

JNK3）活性，减少心肌细胞凋亡，维持心肌细胞

MMP，改善 ATP合成，减轻缺氧/缺血条件下的能

量代谢障碍等作用[37-39]。综上，DHI可能主要通过

紫草酸 B 发挥调控线粒体动力学平衡及 NLRP3炎

性小体活化，从而发挥心肌保护作用。 

AMPK是一种关键的能量感应酶，广泛存在于

真核生物中，在细胞能量代谢的调节中起着至关重

要的作用[40-41]。AMPK是一个异源三聚体复合物，

由 3 个亚单位组成，分别为 α 亚单位（C 端催化

域）、β亚单位“（中间结构域）和 γ亚单位“（N端调

节域），其中 α-亚基 N端包含 1个保守的丝氨酸/苏

氨酸“（Ser/Thr）激酶区，具有 1个保守的苏氨酸“（Thr-

172）位点，负责 AMPK的磷酸化和激酶活性。β亚

单位含有保守的糖原结合域，参与 AMPK与糖原的

结合，可能还涉及 AMPK的激活。γ亚单位含有 4

个串联重复的钙调蛋白“（calmodulin，CaM）结构域，

这些结构域可以结合 AMP和 ATP，而 AMP的结合

是 AMPK 激活的关键步骤[42-44]。AMPK 可参与到

线粒体动力学的调控中[45-48]，通过调节 Drp1 的表

达，发挥改善线粒体功能障碍的作用，Ser616 是

Drp1 上的重要丝氨酸磷酸化位点，当 Ser616 磷酸

化时能增加 Drp1活性。因此当 AMPK上的 Thr172

位点磷酸化后，引起 AMPK 活化，抑制下游 Drp1

上的 Ser616位点磷酸化，从而纠正过度的线粒体分

裂，维持线粒体动力学的稳定[49-50]。维持线粒体动

力学的稳态是保障线粒体正常生理功能的基础。融

合过程有助于混合线粒体内容物，稀释受损组分；

而分裂则负责清除受损部分并促进线粒体增殖[51]。

一旦这一动态平衡失调，如 Drp1介导的分裂持续

增强，将导致线粒体网络过度片段化。片段化的线

粒体其呼吸链复合物效率降低，增加了电子在传

递过程中的泄漏概率，从而诱导大量 mtROS的生

成[22]。此外，mtROS本身会进一步攻击线粒体膜脂

质和蛋白质，加剧膜通透性的改变，最终导致MMP

的降低。MMP的降低意味着线粒体合成 ATP的能

力严重受损，细胞能量供应出现危机。mtROS的过

度积累和 MMP 的异常不仅是线粒体损伤的直接标

志，也是启动焦亡的关键上游事件，进一步加剧了

细胞损伤[52]。 

本研究发现，模型组 H9c2 细胞线粒体超微结

构明显损伤，功能学检测表明，与对照组相比，模

型组MMP水平降低，mtROS水平显著增加，表明

线粒体存在氧化磷酸化偶联障碍。Western blotting

结果表明，线粒体分裂相关蛋白 p-Drp1、FIS1蛋白

表达显著上调，p-AMPK 和融合相关蛋白 OPA1、

MFN2表达显著下调，表明缺氧缺糖微环境可触发

线粒体分裂-融合稳态失衡，线粒体结构和功能发生

异常，导致能量代谢紊乱。DHI干预后，线粒体形
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态明显改善，MMP水平显著提高、mtROS释放量

减少，其结果与 AICAR“（AMPK激动剂）一致，表

明 DHI 对线粒体具有保护作用，而用 AMPK 抑制

剂（Compound C）处理后削弱 DHI 对线粒体的保

护作用，表明 DHI对线粒体的形态和功能改善作用

与 AMPK的激活有关。免疫荧光结果也说明，DHI

干预后 p-AMPK表达上升、p-Drp1表达降低，其结

果与 AICAR作用效果相近，表明 DHI对线粒体动

力学的调控可能与 AMPK 激活有关，AMPK 抑制

剂与 DHI联合作用于细胞后，p-AMPK的活化受到

抑制，而下游的 Drp1表达升高，对线粒体动力学的

改善作用减弱，进一步说明了DHI通过激活AMPK/ 

Drp1通路从而纠正线粒体动力学紊乱。 

线粒体动力学失衡导致的片段化，会通过多种

机制激活 NLRP3炎性小体。首先，片段化的线粒体

产生的大量 mtROS，可直接作为第二信号促进

NLRP3寡聚化[53]。其次，MMP的崩溃和线粒体通

透性转换孔的开放，会促使 mtDNA 泄漏到细胞质

中。mtDNA 作为一种强大的损伤相关分子模式

“（damage-associated molecular patterns，DAMPs），能

被胞内的环磷酸鸟苷-腺苷合成酶-干扰素基因刺激

因 子 （ cyclic GMP-AMP synthase-stimulator of 

interferon genes， cGAS-STING）通路或直接被

NLRP3识别，从而为炎性小体的组装和激活提供强

有力的刺激[54-55]。NLRP3炎性小体被激活后，会与

接头蛋白 ASC 与 pro-Caspase-1 共同组装成炎性复

合体，该复合体负责剪切并激活 Caspase-1[56-57]。一

旦被激活，Caspase-1便发挥双重效应：它不仅促使

前体细胞因子 pro-IL-1β和 pro-IL-18成熟，还会直

接切割焦亡的效应蛋白 GSDMD。GSDMD 被切割

后释放出的 N端结构域，凭借其成孔活性，可迅速

插入细胞膜，形成孔道并扰乱渗透压稳态[58-60]。这

种对膜结构的破坏最终导致细胞裂解，释放成熟的

IL-1β和 IL-18，从而放大局部乃至全身的炎症反应。

有研究在心肌细胞中证实[61]，Drp1的过度激活正是

通过诱导线粒体分裂和功能障碍，进而激活 NLRP3

炎性小体介导的焦亡，最终导致心肌损伤。由此可

见，AMPK 通过抑制 Drp1 活性来维持线粒体动力

学稳定，其意义不仅在于保护能量代谢，更在于通

过阻断“ 线粒体损伤-炎性小体激活-焦亡”这一致命

通路，发挥了关键的细胞保护作用。 

本研究结果表明，与对照组比较，模型组

NLRP3、ASC和 Caspase-1蛋白表达上调，IL-18和

IL-1β水平升高。与模型组比较，DHI组 NLRP3、

ASC、Caspase-1的蛋白表达下调，IL-18和 IL-1β水

平降低，表明 DHI能有效改善炎症和焦亡，其机制

与抑制 NLRP3 炎性小体活化密切相关，从而减轻

缺氧缺糖诱导的心肌细胞损伤。使用 AICAR 处理

后，由 NLRP3、ASC、Caspase-1和 GSDMD-NT组

成的焦亡相关蛋白的表达水平也得以下调，这与

DHI或Mdivi-1的作用效果相近。然而，使用 AMPK

抑制剂处理后抑制了 DHI的上述作用。以上结果提

示 AMPK/Drp1 途径参与了炎症诱导下 DHI 对

NLRP3介导的细胞焦亡的抑制作用。 

综上，DHI能通过调控 AMPK/Drp1通路，改

善线粒体动力学，提高MMP，降低 mtROS生成和

炎症因子的激活，继而抑制了 NLRP3活化和焦亡，

发挥保护心肌细胞的作用。 
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